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超高效液相色谱串联质谱法 (UPLC - MS/MS)
测定多种食品中三聚氰胺的残留量
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[摘要 ]　目的 :建立多种食品中三聚氰胺残留量的 UPLC - MS/MS测定方法和样品前处理方法。方法 :样品经 1%三氯

乙酸溶液提取后 ,阳离子交换固相萃取柱净化 ,进行 UPLC - MS/MS分析 ,采用多反应监测模式 ,外标法定量。采用 BEH

H IL IC色谱柱 ,以 10 mmol/L乙酸铵溶液和乙腈为流动相。结果 :在 50～500μg/kg添加水平范围内 ,三聚氰胺回收率为

7616% ～10319% ,相对标准偏差为 616% ～1016% ,方法测定低限为 50μg/kg。结论 :方法准确度和稳定性较好 ,操作简

单快捷 ,样品净化效果好 ,测定低限能够满足限量要求。
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[ Abstract] 　O bjective: To develop a UPLC - MS/MS method for the determ ination of melam ine residue in foods1M ethods: The

melam ine in samp les was extracted with 1% acetocaustin and cleaned up with MCX SPE cartridge, the analyte was determ ined by

UPLC - MS/MS, multi - reaction monitoring (MRM ) mode was emp loyed for the quantitative determ ination, and quantified by

the external standard curve1The separation was performed on a UPLC BEH H IL IC column with a system of water ( containing

10mmol/L ammonium acetate buffer) - acetonitrile as mobile phase at a flow rate of 013 m l/m in1Results: The lim it of determ i2
nation of this method was 50μg/kg1The detection lim its of 50～500μg/kg p roved to be much better than the p reviously reported

ones1Average recoveries of melam ine ranged from 7616% to 10319% , with relative standard deviations between 616% and

1016% 1Conclusion: The method is simp le, accurate and suitable for the identification and quantification of melam ine residue in

foods1
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　　三聚氰胺 (melam ine)是一种重要的氮杂环有机化工原料 ,

主要用于生产三聚氰胺 - 甲醛树脂 ,广泛用于木材加工、塑

料、涂料、造纸、纺织、皮革、电气、医药等行业。近期 ,部分食

品生产企业非法向产品中添加三聚氰胺化工原料 ,以达到提

高产品蛋白质含量的目的。这种做法严重危害了广大消费者

的利益 ,尤其是婴幼儿的身体健康 ,损害了食品安全监控体系

的可信度 ,影响了我国对外出口贸易的形象 ,在这样的背景

下 ,实验室通过试验研究建立了食品中违禁添加物三聚氰胺

残留量检测的 UPLC - MS/MS测定方法。

超高效液相色谱 (UPLC)是近年来液相色谱技术的新发

展 ,通过增加液相系统耐高压性能 ,降低色谱柱固定相粒径、

色谱柱内径及长度 ,从而减小了理论塔板高度 ,增加了理论塔

板数 ,实现了缩短分析时间 ,增加色谱峰容量 ,提高分离度和

灵敏度的作用 ,满足了对色谱分析的高效、快速、高通量等性

能的要求。同时 ,超高效液相色谱与质谱的联用 ,也使得质谱

检测的灵敏度显著提高。

目前报道的有关三聚氰胺残留量的检测方法主要有气相

色谱 -质谱法 [ 1 ]、液相色谱法 [ 2, 3 ]、液相色谱 - 质谱法 [ 4, 5 ]等。

但各类分析方法都存在着样品前处理过程复杂、溶剂消耗多、

耗时长、选择性不好、灵敏度不高、分析时间长等问题 ,无法满

足对含三聚氰胺食品的市场监管和进出口贸易要求。

本研究采用 UPLC - MS/MS系统建立了奶粉、鸡蛋、鸭肝、

猪肉和螃蟹等 5种食品中三聚氰胺的快速检测方法 ,该仪器

方法操作简便、准确 ,能够在 4 m in内完成样品分析 ,大大缩短

了分析时间。

1　材料与方法

111　仪器与试剂

W aters ACQU ITY UPLC超高效液相色谱仪 ,W aters ACQU2
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ITY TQD 质谱仪 (W aters, USA ) ;高速冷冻离心机 ( SIGMA,德

国 ) ;固相萃取装置 (W aters, USA) ; W aters OasisÒMCX固相萃

取 ( SPE)小柱 (6 cc, 150 mg) ;乙腈 (色谱纯 ) ,氨水、三氯乙酸

、乙酸铅和乙酸铵均为分析纯 ,实验用水为超纯水。三聚氰胺

标准品购于 D IKMA公司 ,纯度为 9915%。

三聚氰胺标准储备液的配制 :准确称取三聚氰胺标准品

010100 g,用水溶解并定容至 100 m l棕色容量瓶中 ,配制成

100μg/m l的标准储备液 ,在 4℃条件下避光保存 ,有效期 3个

月。

112　分析条件

液相色谱条件 : 色谱柱 : BEH H IL IC, 211 ×50 mm ID,

117μm;流动相 : A 为乙腈 , B 为 10 mmol/L 乙酸铵溶液 ;流

速 : 013 m l/m in;进样量 : 5μl;柱温 : 35℃。梯度洗脱条件如下 :

(B% /m in) : 5 /0, 50 /2, 50 /3, 5 /4。

质谱条件 :见表 1和表 2。

表 1　质谱条件

离子化模式 ESI +

毛细管电压 310 kV

离子源温度 110℃

去溶剂气温度 350℃

锥孔气流量 50L /h

去溶剂气流量 700L /h

碰撞气压力 氩气 , 3140 ×10 - 6Pa

采集方式 多反应监测 (MRM)

表 2　多反应监测条件

化合物 母离子 (m /z) 子离子 (m /z) 驻留时间 锥孔电压 碰撞能量

三聚氰胺 126197 6718 0110 s 35V 20 eV

84193 0110 s 35V 15 eV

　　注 : 3 标注的子离子为定量离子

113　样品前处理

称取样品 5 g(精确至 1 mg)于聚四氟乙烯离心管中 ,加入

30 m l 1%三氯乙酸溶液、2 m l乙酸铅溶液 (22 g/L ) ,超声提取

15 m in, 12000 r/m in离心 10 m in,取上清液 6 m l待净化。

依次用 3 m l甲醇 , 3 m l水活化 MCX小柱 ,将上述溶液全

部转移至 MCX柱上 ,控制流速在 1～2 m l/m in。上样液全部

通过后 ,依次用 3 m l水、3 m l甲醇进行淋洗。最后用 3 m l 5%

氨化甲醇溶液洗脱 ,控制滴速在 1 m l(20滴 ) /m in左右 ,收集洗

脱液 ,于氮吹仪上 40℃吹干 ,用 110 m l 90% 乙腈水溶解并定

容 ,待仪器分析。

2　结果与讨论

211　样品前处理条件的确定

三聚氰胺分子结构中带有氨基 ,呈弱碱性 ,能够与酸形成

三聚氰胺盐 ,遇强酸或强碱水溶液水解。试验分别选用乙腈、

甲醇和 1%三氯乙酸溶液进行提取效率实验 ,结果表明三者提

取效率均能满足要求 ,其中用乙腈、甲醇提取奶粉、鸡蛋等样

品基质时 ,样品中油脂较多 ,对后续的净化和仪器测定有一定

的影响 ; 1%三氯乙酸溶液提取时 ,提取效率高 ,且溶出杂质

少 ,对大分子基质具有一定的沉降作用 ,同时可以缩短样品处

理时间 ,实验最终采用 1%三氯乙酸溶液作为提取溶剂。

实验根据三聚氰胺化学结构中带有氨基的特性 ,利用其

在酸性条件下带正电 ,具有阳离子交换特性 ,选择混合型强阳

离子交换反相吸附剂 (MCX)固相萃取柱进行选择性交换吸

附 ,先除去脂类、色素、蛋白等基质杂质 ,再通过氨化甲醇将其

替换洗脱下来 ,达到了净化富集浓缩的目的。由于离子交换

固相萃取柱的选择特性 ,解决的复杂基质样品的有效净化 ,提

高了检测灵敏度和准确性 ,操作简便快速 ,消耗试剂少 ,重现

性、稳定性较好。

212　液相色谱 -质谱条件的选择

采用 UPLC系统进行色谱分离条件的优化。由于三聚氰

胺化合物极性强 ,所以普通 C18色谱柱对其无法保留 ,需要使

用离子对试剂作为流动相才能对其进行分析 ,然而使用离子

对试剂作为流动相后 ,样品保留时间较长 ,且无法进行质谱分

析 ,考虑到三聚氰胺分子结构中含有氨基活性基团 ,所以最终

试验选择专用于极性碱性化合物分析的 BEH H IL IC色谱柱进

行分析。超高效液相色谱小尺寸色谱柱对进样体积有较高的

敏感度 ,进样体积过大会对色谱峰形和分离度有影响 ,所以在

保证方法灵敏度的前提下 ,尽量减少进样体积 ,最终试验优化

进样体积为 5μl。

采用 UPLC - MS/MS对三聚氰胺的质谱条件进行了优化。

由于三聚氰胺化学结构在电喷雾条件下易产生正离子 ,实验

结果也与此完全符合。故在 ESI +电离方式下 ,对仪器的毛细

管电压、锥孔电压、碰撞能量等参数进行了优化选择。液相流

动相采用乙腈和含有微量乙酸铵的水溶液 ,在等度条件下进

行分析。标准物质、空白样品和添加样品谱图分别见图 1、图

2、图 3。

图 1　标准品多反应监测色谱图
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213　方法线性范围、测定低限、回收率及精密度

对三聚氰胺在 50～500μg/L 浓度范围内进行分析 ,得到

线性方程 ( Y为峰面积 , x含量 ,μg/L) Y = 34914x - 91615,相关

系数 019916。以 S/N≥10计的测定低限 (LOQ )为 50μg/kg。

分别选用奶粉、鸡蛋、鸭肝、猪肉和螃蟹空白样品在 50、300、

500μg/kg 3个水平浓度的添加 ,每个浓度水平重复 6次 ,得到

添加回收率及精密度 (RSD ) ,结果见表 3。

表 3　添加回收率和相对标准偏差 ( RSD ) ( n = 6)

化合物

添加浓度 50μg/ kg

回收率

( % )

RSD

( % )

添加浓度 300μg/kg

回收率

( % )

RSD

( % )

添加浓度 500μg/kg

回收率

( % )

RSD

( % )

三聚氰胺 奶粉 8914 713 8113 918 9514 712

鸡蛋 7918 716 8017 719 8910 815

鸭肝 7616 913 8711 710 8910 616

猪肉 9112 718 8715 912 9316 617

蟹 　 10319 1016 9716 817 9819 619

3　结论

本研究建立了奶粉、鸡蛋、鸭肝、猪肉、螃蟹等 5种食品中

三聚氰胺残留量的检测确证技术 ,通过复合阳离子交换柱净

化 ,超高效液相色谱分离 ,电喷雾电离 ( ESI +模式 ) , MRM多

反应监测 ,实现了复杂样品基质中三聚氰胺的分析。方法具

有较宽的线性范围 ,准确度和稳定性较好 ,操作简单快捷 ,样

品净化效果好 ,测定低限能够满足限量要求。
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