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[摘 � 要 ] � 以环丙氨嗪为虚拟模板分子,甲基丙烯酸为功能单体, 乙二醇二甲基丙烯酸酯为交联

剂,采用本体聚合法合成了对三聚氰胺具有良好交叉识别能力的分子印迹聚合物 (M IP)。将其制备

成固相萃取小柱, 可有效分离、净化和富集鸡蛋中的三聚氰胺。提取的三聚氰胺进一步经 Sy lon

BFT
TM
衍生后,采用气相色谱 -质谱选择离子监测模式 ( SIM )测定。建立了基于分子印迹固相萃取

气相色谱 -质谱测定鸡蛋中三聚氰胺的确证方法,在 25. 0 ~ 500 ng /mL浓度范围内,线性良好 ( r>

0. 99);在 50、500和 1 000 �g /kg添加水平,鸡蛋中三聚氰胺的平均回收率分别为 82. 5%、84. 5%及

81. 4%,相对标准偏差小于 10%;以 3倍信噪 (S /N )比计算,方法检出限 (LOD )达 10 �g /kg。

[关键词 ] � 三聚氰胺;分子印迹聚合物;固相萃取;鸡蛋;气相色谱 -质谱法

项目来源: 农业行业制标项目 2007- 069

作者简介: 贺利民 ( 1967年 - ), 男,博士, 副研究员。从事食品质量安全检测研究。E - m a i:l hlm1922@ sohu. com

通讯作者: 曾振灵 ( 1963年 - ), 男,博士, 教授。从事兽医药理与毒理学研究。E - m a i:l zlzeng@ scau. edu. cn

Molecularly Imprinted Polym er Solid Phase Extraction

Coupled w ith Gas Chromatography-Mass Spectrom etry

for the Determ ination ofM elam ine in Eggs

HE Li- m in
1
, L IU K ai- yong

2
, WU L i

1
, ZHENG Ya- q iu

1
, GUO Hong- bin

1
,

ZHANG Q ing- jie
1
, ZENG Zhen- ling

1

( 1. C ol lege of Veterinary M ed icin e, S ou th Ch ina Ag ricul tura l Un iversity, Guangzh ou 510642;

2. Colleg e of Food and B ioeng in eering, H enan Universi ty of S cien ce and T echnology, Luoyang,H enan 471003; C hina )

Abstract: A mo lecu larly imprinted po lymer ( M IP) using cy rom azine as a m im ic template, methacry lic acid as

the functiona l monomer and ethy lene g lyco l d imethacry late as the cross - linker w as synthesized w ith bulk

po lymerization, and show ed h igh cross- recogn ization tom elam ine. Itw as used to separate, enrich and cleanup

melam ine from eggs v ia a molecularly imprinted so lid - phase ex traction ( M ISPE ) pro toco.l For gas

chrom atography /mass spectrometry ( GC /M S) ana lysis, ex tractedmelam inew as derived w ith Sylon BFT
TM

prio r to

se lected ion mon itoring detection in electron impact mode. The established method based on M ISPE - GC /M S

show ed a good linear in the range from 25. 0 to 500 ng /mL( r> 0. 99), and the average recoveries o fm elam ine

from egg samp les fo rtified at 50, 500 and 1 000 �g /kg, w ere 82. 5%, 84. 5% and 81. 4% , respect ively, w ith

coefficients of variation low er than 10% . The lim it of detection obtained by M ISPE- GC /MS w as 10 �g /kg if

calculated w ith aS /N ratio of 3.

Key words: me lam ine; mo lecu larly- imprinted po lymers; so lid- phase ex trac;t egg; gas chrom atography- mass

spectrometry ( GC /M S)
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� � 三聚氰胺 (M elam ine) ,化学名称 2, 4, 6 -三氨

基 - 1, 3, 5-三嗪,是一种重要的氮杂环有机化工

原料,广泛用于塑料、涂料、粘合剂、食品包装材料

和化肥等的生产,禁止用于饲料和食品中
[ 1]
。但因

其含氮量 ( 66. 7% )很高,被一些不法分子人为添加

到动物饲料、甚至奶制品等食品中,以提高表观蛋

白质含量。近年连续爆发的 �宠物事件 �、�三聚氰

胺奶粉事件�和 �三聚氰胺鸡蛋事件 �等促使化学
分析工作者对饲料

[ 2 ]
、牛奶

[ 3]
、鸡蛋

[ 4]
等食物中三

聚氰胺的提取、分离和检测方法开展深入研究。

目前用于三聚氰胺检测的方法主要有高效液

相色谱法
[ 5]
、气相色谱 -质谱联用法

[ 6]
和液相色

谱 -串联质谱法
[ 7]
等。这些方法尽管定性、定量能

力不同,但在前处理方面一般都使用混合型离子交

换固相萃取小柱对试样进行分离、净化, 虽然回收

率较高,但该类小柱没有特异性,选择性不强,试样

净化不尽理想。分子印迹技术是在分子识别理论

基础上发展起来的一项新技术, 利用这项技术制备

的分子印迹聚合物 (M IP)具有高度的特异性识别

能力, 能够高选择性识别复杂样品中的目标分

子
[ 8]
。将 M IP用作固相萃取填料具有特异的选择

性和高效的富集效果,已被广泛用于各种复杂试样

基质中如恩诺沙星
[ 9]
、甲氧苄嘧啶

[ 10]
、盐酸克伦特

罗
[ 11]
等痕量物质的分析测定。本研究以与三聚氰

胺结构相似的环丙氨嗪为虚拟模板分子 (图 1), 有

效合成了对三聚氰胺显示良好交叉识别能力和高

选择性的分子印迹聚合物,应用于鸡蛋中三聚氰胺

的净化、富集, 从而建立了基于分子印迹固相萃取

气相色谱 -质谱法灵敏、准确测定鸡蛋中三聚氰胺

的定性定量方法。

图 1� 环丙胺嗪和三聚氰胺的化学结构

1� 材料与方法

1. 1� 主要试剂与仪器 � 环丙氨嗪 ( CYR, 化学纯,

常州智能动物药业公司 ) ;三聚氰胺对照品 (MEL,

纯度 99. 5% , Chem Serv ice公司 ) ; 甲基丙烯酸

(MAA,分析纯,天津市科密欧化学试剂开发中心 )

和乙二醇二甲基丙烯酸酯 ( EGDMA,分析纯, S igma

- A ldrich公司 ) , 使用前用活性炭脱除阻聚剂; 偶

氮二异丁腈 ( A IBN, 化学纯,天津市科密欧化学试

剂开发中心 ) , 使用前重结晶; 乙腈、丙酮、甲醇、吡

啶、甲苯和氨水等均为分析纯 (广州化学试剂厂 ) ;

衍生剂, Sy lon BFT
TM
( Supelco公司 )为 N, O -双三

甲基硅基三氟乙酰胺 + 三甲基氯硅烷 ( 99+ 1) ;实

验用水为去离子水。

AUTOSYSTEM GC XL - TURBOMASS型气相

色谱 - 质谱联用仪 (美国 Perkin E lmer公司 ); FE I

XL 30 E SEM扫描电子显微镜 (荷兰 Ph ilips公司 ) ;

UN IVERAL 32R离心机 (德国 Hett ich公司 ); HH -

1数显恒温水浴锅 (金坛市富华仪器有限公司 )。

1. 2� 三聚氰胺分子印迹聚合物的合成 � 称取 0. 17

g环丙氨嗪于试管中,加 5mL甲醇 /水 ( 10 �1, V /V )
溶解,加入 MAA 0. 7mL,超声 5m in,再加入 EDMA

5. 0mL和 A IBN 30 mg,超声 5 m in, 通氮气 5 m in,

密封。在 60 � 水浴中聚合 24 h, 得到块状聚合物。

将该聚合物粉碎、研磨、过筛, 收集粒度为 38 ~ 75

�m的颗粒,用丙酮反复沉降以除去细小颗粒, 装入

15mm � 200mm玻璃层析柱中,先用 10%乙酸甲醇

溶液 200mL洗涤除去模板,再用甲醇 100 mL洗涤

除去乙酸,真空干燥 24 h,称取收集的颗粒 200mg装

入空的固相萃取小柱。非印迹聚合物 ( N IP )的制备

除不加模板分子外, 均按上述方法制备、处理和装

柱。

1. 3� 样品制备 � 准确称取鸡全蛋匀质样品 1 g于

50 mL聚丙烯塑料离心管中, 加入 10 mL提取液

(三乙胺 �水 �甲醇; 10 �30 �60), 振荡 20 m in后,于

4 � 下 10 000 r /m in离心 10 m in, 取出 5 mL上清

液,加无水乙醇 5 mL混合,旋转蒸干,加水 5mL超

声溶解残渣, 作为上样溶液。依次用甲醇、水各 3

mL活化自制的 M IP固相萃取 (M ISPE )小柱, 上样,

分别用水、甲醇各 3mL淋洗,挤干, 用 5%氨化甲醇

溶液 5mL洗脱。 50 � 下用氮气小心吹干洗脱液,

加入 200 �L吡啶溶解残渣, 加入 200 �L衍生剂,

密封后于 70 � 衍生反应 30 m in。冷却后, 加 600

�L甲苯混匀,测定。

1. 4� 仪器条件 � 色谱柱: J&W DB- 1MS石英毛细

柱 ( 30 m � 0. 25 mm, 0. 25 �m ); 升温程序: 100 �

保持 1 m in, 以 30 � /m in 升至 200 � , 再以
5 � /m in升至 205 � 保持 1 m in,然后以 30 � /m in

升至 280 � 保持 3 m in; 进样口温度 220 � ; 载气
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(H e)流速 0. 8 mL /m in, 进样量 1. 0 �L。电子轰击

( E I)离子源; 电子能量 70 eV;传输线温度 280 � ;

离子源温度 230 � ;选择监测离子 m /z: 99, 171, 327

和 342, 定量离子 327。

2� 结果与讨论

2. 1� 聚合配方的选择 � 由于三聚氰胺难溶于氯

仿、丙酮等低极性溶剂, 本研究分别选择了甲醇、二

甲基甲酰胺、二甲基亚砜、水及不同含量的水甲醇

溶液为致孔剂, MAA为单体, MEL及其结构相似物

CYR (在甲醇中的溶解度增加 )为模板, EGDMA为

交联剂进行不同配方的热聚合试验。实验结果表

明, 只有以甲醇 -水 ( 10 �1, V /V )为致孔剂, CYR为

虚拟模板时, 热聚合制备的聚合物对 MEL显示高

度交叉识别反应,表现良好的选择特异性; 以 MEL

本身为模板,需增加致孔剂中水的含量才能保证模

板充分溶解, 合成的聚合物脆而粉细, 对三聚氰胺

没有特异性。图 2是合成 CYR -印迹聚合物颗粒

的电子扫描显微镜图片, 表面存在大量孔隙, 显示

可能的吸附特性。

图 2� 合成 CYR - M IP电子显微镜图片 ( � 8000)

2. 2� 固相萃取条件的优化

2. 2. 1� 上样溶液的优化 � 空白鸡蛋提取液旋转蒸
干后,添加适量三聚氰胺, 分别用不同 pH ( pH 为

5, 7和 9)的水溶液和不同含量的甲醇水溶液 (浓

度为 5% , 10% 和 20% )溶解上样。回收率实验结

果见图 3。

图 3� 三聚氰胺在不同上样溶液体系中

的回收率 (上样量 2 �g)

� � 由图 3可见, 用纯水 ( pH7 )或甲醇含量低于

5%水溶液上样, 三聚氰胺在 M ISPE柱上回收率都

大于 80% ,在非印迹聚合物固相萃取 ( N ISPE )柱上

回收率小于 20%。在弱酸性和弱碱性条件下,三聚

氰胺回收率都有所降低, 这可能是 pH值一方面影

响三聚氰胺的质子化;另一方面, pH会改变聚合物

链中羧基功能团的电离状态而影响其与三聚氰胺

的结合。上样液中甲醇含量增加, M ISPE柱的回收

率明显下降, 这可能是因为在水溶液中, 聚合物与

目标分子间识别的静电作用力主要是离子键和疏

水作用,甲醇比例的增加削弱了这些作用力。通过

对不同溶液体系为上样液的比较,选择纯水溶解提

取的鸡蛋基质,三聚氰胺在制备的 M ISPE柱上可以

较好地保留。

2. 2. 2� 洗涤和洗脱液的优化 � 根据上述溶解鸡蛋

基质中三聚氰胺上样溶液实验结果, 参考饲料和牛

奶基质中三聚氰胺 M ISPE净化方法
[ 12]

, 本研究选

择水、纯甲醇作为洗涤液。实验表明, 甲醇能将

N IP柱上非特异性吸附的三聚氰胺去除达 70%以

上,而 M IP萃取柱上特异性吸附的三聚氰胺损失小

于 10%。水可以去除大量水溶性杂质, 但不能有效

消除 N ISPE柱对三聚氰胺的非特异性吸附,甲醇可

以消除经非特异性吸附保留在 N ISPE柱上的三聚

氰胺, 而通过水、甲醇洗涤过程,不仅可以洗去 M I�
SPE柱上的水溶性杂质和各种有机干扰物, 且可实

现经非特异性吸附保留在 M ISPE柱上的三聚氰胺

转化为特异性识别作用保留下来
[ 13]
。为了充分洗

脱保留在 M ISPE柱上的三聚氰胺,考察了不同含量

的氨化甲醇溶液 (浓度为 2%, 3%, 4% , 5%和 8% )

的洗脱效果,回收率实验结果见表 1。实验结果表

表 1� 洗脱步骤优化 ( n= 5)

洗脱溶液 洗脱体积 /mL
回收率 RSD /%

M ISPE柱 N ISPE柱

2%氨化甲醇 5 57. 5( 9. 4 ) 10. 5 ( 18)

3%氨化甲醇 5 69. 8( 6. 0 ) 9. 8 ( 16)

4%氨化甲醇 5 74. 5( 4. 1 ) 17. 2 ( 22)

5%氨化甲醇 第 1毫升 8. 0( 16 ) -

第 2毫升 49. 5( 9. 2 ) -

第 3毫升 17. 6( 18 ) -

第 4毫升 6. 5( 19 ) -

第 5毫升 3. 0( 24 ) -

合计 85. 8( 5. 9 ) 16. 0 ( 20)

8%氨化甲醇 5 86. 7( 6. 8 ) 10. 0 ( 18)

明, 3%以下的氨化甲醇溶液 5mL不能完全洗脱三

聚氰胺, 5%和 8%氨化甲醇溶液的洗脱效果差异不
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明显,为减少洗脱液吹干所需时间 (降低洗脱液中

水的含量 ), 实验选择 5%的氨化甲醇溶液作为洗

脱液。

2. 3� 方法效能指标
2. 3. 1� 方法的标准曲线、线性和检测限 � 分取适

量三聚氰胺标准溶液, 加 5%氨甲醇溶液 5 mL, 吹

干, 按方法衍生后得系列三聚氰胺标准溶液, 在

25. 0~ 500 ng /mL范围内线性良好, 相关系数大于

0. 99, 标准曲线方程为 Y = 1. 74 � 104 X - 1. 40 �

10
5
( n= 5 )。按 3倍信噪比 ( S /N )计算, 本方法检

测限可达 10 �g /kg。

2. 3. 2� 方法的回收率和精密度 � 鸡蛋中三聚氰胺
添加回收率试验结果见表 2。 50, 500及 1 000

�g /kg三个水平添加平均回收率,每水平 5个重复,

MCX混合型阳离子交换柱回收率大于 90% , M IP

柱大于 80% , N IP柱小于 20%, MCX与 M IP柱相应

的相对标准偏差均小于 6%, 而 N IP偏差较大, 在

10% ~ 14%之间。从表 2还可看出, M IP小柱整体

回收率较 MCX小柱稍低, 是否因基质增强效应产

生, 值得进一步研究。典型离子流色谱图如图 4,从

图 4可以看出, MCX柱净化的色谱图相对有杂峰,

体现了 M IP的特异性吸附,净化效果更理想。

表 2� 鸡蛋添加回收率试验结果 ( n= 5)

固相萃取小柱

添加水平 / ( ng� g- 1 )

50. 0 500 1000

回收率 ( RSD ) /%

MCX 96. 2 ( 4. 9 ) 94. 3 ( 5. 4) 91. 6 ( 2. 2)

M IP 82. 8 ( 4. 5 ) 84. 5 ( 5. 1) 81. 4 ( 4. 6)

NIP 15. 7 ( 14 ) 9. 4 ( 12) 8. 8 ( 10)

图 4� 鸡蛋试样添加三聚氰胺典型离子流色谱图 ( 50�g /kg)

2. 4� 样品分析 � 从当地批发、农贸市场及超市抽

取 100批鲜鸡蛋样品,按 1. 2实验方法处理、检测,

并与 AnpelcleanMCX柱 ( 60mg, 3 mL)净化结果比

较。有 6批鸡蛋样品两种小柱处理结果三聚氰胺

均超过 0. 05mg /kg,其中 1批鸡蛋三聚氰胺含量达

1. 22mg /kg, M CX柱的回收率稍高些, 结果为 1. 34

mg /kg。

3� 结 论

本文研究了在甲醇 -水体系, 以环丙氨嗪为虚

拟模板分子, 甲基丙烯酸为功能单体, 乙二醇二甲

基丙烯酸酯为交联剂合成了对三聚氰胺具有良好

交叉识别能力的分子印迹聚合物。用其制备的分

子印迹小柱较好地净化和富集了鸡蛋中的三聚氰

胺,同时防止了因 �模板泄露�对三聚氰胺残留的准
确测定。建立的基于分子印迹固相萃取气相色

谱 -质谱法测定鸡蛋中三聚氰胺的定性定量方法,

可有效用于鸡蛋中三聚氰胺的残留监测。
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图 4� 空白牛奶中添加赛拉嗪 ( 0. 5 ng /g)的

特征离子质量色谱图

表 4� 牛奶中赛拉嗪的添加回收率实验结果

添加浓度 /

( �g� kg- 1 )
次数

回收

率 /%

批内变异

系数 /%

批间变异

系数 /%

1 81. 4 13. 8

0. 5 2 87. 5 5. 8 3. 5

3 75. 3 8. 5

1 72. 3 10. 9

10 2 76. 6 11. 6 4. 9

3 81. 5 8. 2

1 94. 2 7. 0

50 2 97. 2 7. 5 3. 4

3 100. 9 14. 6

3� 结 论

本方法采用乙腈沉淀牛奶中的蛋白质, HLB固

相萃取小柱净化, UPLC快速分离,串联质谱检测,

成功建立了牛奶中赛拉嗪的残留检测方法。赛拉

嗪的检测限为 0. 2 �g /kg, 最低定量限为 0. 5

�g /kg。整个实验过程简便快速、稳定性好,非常适

合大量牛奶样品中赛拉嗪残留的检测。
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