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液相色谱 - 质谱Π质谱法测定乳与乳制品中的三聚氰胺
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摘　要 :目的　建立乳与乳制品中三聚氰胺的液相色谱 - 质谱Π质谱 (LC - MSΠMS)测定方法。方法　样品用三氯

乙酸溶液和乙腈提取 ,经阳离子交换固相萃取柱 (SPE)净化后 ,用液相色谱 - 质谱Π质谱法测定和确证 ,外标法定

量。结果　在 0101～0150μgΠml范围内呈线性相关 ,相关系数为01999 2 ,方法测定低限 (LOQ)为 0101 mgΠkg。在 0101

～0110μgΠml添加浓度范围内 ,方法回收率为 8014 %～10714 % ,相对标准偏差 ( RSD) ≤914 %。结论　本方法操作简

便 ,灵敏度、准确度、精密度可满足乳与乳制品中三聚氰胺的检测要求。
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Determination of Melamine in Milk and Dairy Products by
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Abstract : Objective 　To develop a method of Liquid chromatography2tandem mass spectrometry (LC - MSΠMS) for

determination of melamine in milk and dairy products. Method　Melamines were extracted from samples with trichloracetic acid

solution and acetonitrile , and then cleaned up by cation ion exchange SPE cartridge. The analytes were determined by LC - MSΠ
MS , and quantified by the external standard curve. Results　The linearity was good between 0101 and 015μgΠml. Correlation

coefficient was 01999 2. The limit of quantization (LOQ) was 0101 mgΠkg. Recoveries of melamine ranged from 8014 % to

10714 % , in spiked level from 0101 to 011μgΠml , with relative standard deviations ( RSDs) ≤914 %. Conclusion 　This

method was easy to operate. And the sensitivity , accuracy , precision of the method could satisfy the requirements for the

identification and quantification of melamine in milk and dairy products.
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　　三聚氰胺是一种重要的氮杂环有机化工原料 ,

其与醛反应制成的三聚氰胺树脂是一种多用途材
料 ,防火耐热且有很高的稳定性 ,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。
本来三聚氰胺与食品、饲料行业毫不相干 ,但是
2007年 3 月开始发生在美国的数起饲料致死宠物
的事件使两者联系在一起。美国食品药品管理局
(FDA)通过调查后发现 ,在回收的宠物食品、死亡动
物的尿液结晶和肾脏细胞中都发现有三聚氰胺。
2008年 9月我国发生的“三鹿”婴幼儿奶粉事件 ,开
始引起国内外对食品中三聚氰胺的高度关注。
三聚氰胺传统的检测方法有重量法、升华法 ,近
几年兴盛起来的主要有高效液相色谱法 ( HPLC) [3 ]、
液相色谱 - 质谱联用法 (LC - MSΠMS) [5 ]和气相色谱
- 质谱联用法 ( GC - MS) [4 ]。HPLC方法不能用作确
证分析 ,质谱方法可以提供足够的分子结构信息 ,是
目前国际公认的确证手段 ,但 GC - MS需要冗繁的

衍生化 ,LC - MSΠMS是快速、准确分析三聚氰胺的
最佳手段。本论文在前期植物源性蛋白中三聚氰胺
检测研究的基础上 ,通过大量条件实验 ,采用三氯乙
酸溶液和乙腈混合溶液提取 ,MCX阳离子固相萃取
柱净化 ,建立了液态奶、奶粉、酸奶、奶酪、奶油以及
冰激淋 6类乳与乳制品中三聚氰胺的液相色谱 - 质
谱Π质谱测定方法。

1　材料与方法
111　材料

Agilent 1200SL 高效液相色谱仪和 6410三重四
极杆质谱仪 (美国 Agilent 公司) 、高速离心机 (日本
日立公司) 、氮吹仪 (美国 Caliper公司) 、固相萃取装
置 (美国 Supelco公司) ,色谱柱为强阳离子交换与反
相C18混合填料 ,混合比例 1∶4 ,150 mm ×210 mm

i1d1 ,5μm(日本资生堂公司) 。
三氯乙酸、海砂、氨水 (含量为 25 %～28 %) 、甲
酸、乙酸铵均为分析纯 ;甲醇、乙腈为色谱纯 ;水为蒸
馏水 ;阳离子交换固相萃取柱 (OASIS MCX ,60 mg ,3

ml)购自美国 Waters公司 ;012μm微孔滤膜购自美
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国 PALL公司 ;三聚氰胺标准品 ( ≥99 %)购自德国
Dr1Ehrenstorfer公司。
三聚氰胺标准溶液的配制　准确称取适量的三
聚氰胺标准物质 ,用甲醇水溶液 (1 + 1 ,体积分数)配
成浓度为 110 mgΠml的标准储备溶液 ,根据需要用水
稀释成适宜浓度的标准工作溶液。
112　仪器条件
液相色谱条件　流动相为充分混合的等体积比
的 10 mmolΠL 乙酸铵水溶液和乙腈 (用甲酸调节至 pH

= 310) ;流速 012 mlΠmin ;进样量 10μl ;柱温40 ℃。
质谱条件　电喷雾离子源 (ESI) ,正离子扫描 ;离
子喷雾电压 4 kV ;雾化气为氮气 ,压力 40 psi ;干燥气
为氮气 ,流速 10 LΠmin ,温度350 ℃;裂解电压 100 V ;

碰撞气为氮气。多反应监测 ( multiple reaction

monitoring , MRM)参数见表 1。

表 1　多反应监测 (MRM)参数
化合物 母离子 (mΠz) 子离子 (mΠz) 停留时间 (s) 碰撞能量 (V)

三聚氰胺 127 85 3 0130 20

68 0130 35

注 :加“3”的离子用于定量。

113　方法
称取 1 g样品 ,加入 8 ml 1 %的三氯乙酸水溶液
和 2 ml 乙腈 ,超声提取 10 min ,再振荡提取 10 min

后 ,以10 000 rΠmin离心 10 min。奶酪和奶油先用样
品质量 4～6倍的海砂研磨成干粉状后再提取。上
清液过MCX固相萃取柱净化。

MCX固相萃取柱依次用 3 ml 甲醇、5 ml 水活
化。转入上清液 ,依次用 3 ml 水和 3 ml 甲醇洗涤 ,

抽至近干后 ,用 6 ml 5 %的氨化甲醇溶液洗脱。洗
脱液于50 ℃下用氮气吹干 ,残留物用 1 ml流动相定
容 ,涡旋混合 1 min ,过 012μm微孔滤膜后 ,用液相
色谱 - 质谱Π质谱测定。

2　结果与讨论
211　提取条件的优化
三聚氰胺属于弱碱性物质 ,能溶于甲醛、乙酸、
热乙二醇、甘吡啶 ,微溶于水及醇 ,不溶于醚、苯和四
氯化碳 ,能够与各种酸反应生成三聚氰胺盐 ,但在强
酸或强碱液中 ,三聚氰胺会发生水解。考虑到乳与
乳制品有一定的水溶性 ,因此本方法主要采用酸性
溶液作为提取溶剂。对 011 molΠL HCl和 1 %三氯乙
酸的提取效率进行比较实验 ,提取回收率相当。考
虑到 HCl为无机酸 ,为不影响质谱检测 ,同时三氯乙
酸具有更好的除蛋白效果 ,因此选用三氯乙酸作为本
方法的主要提取溶液。为增加去除蛋白的能力 ,在提
取溶液中加入一定比例的乙腈 ,同时 ,为保证乙腈比
例不会影响分析物在 SPE柱上的保留 ,经试验筛选 ,

以 1 %三氯乙酸水溶液 - 乙腈 (4 + 1 ,体积分数)提取 ,

既能保证提取回收率 ,又可以在 SPE柱上良好保留。
对于含油脂较大的奶酪和奶油 ,采用海砂碾磨

分散并固化后 ,再用溶剂提取 ,避免了直接提取中的
乳化现象 ,同时保证了提取的分散性和充分性。
212　净化条件的选择
乳与乳制品中的主要杂质为蛋白质和脂肪 ,提
取溶剂中的三氯乙酸和乙腈可以初步去除部分杂
质。再根据在酸性溶剂中 ,三聚氰胺呈阳离子状态
的特点 ,本方法选用阳离子交换固相萃取柱进一步
净化 ,满足液相色谱 - 质谱Π质谱测定要求。参照国
内外的有关文献 ,选用 OASIS MCX阳离子交换固相
萃取柱作为净化柱。用 2 ml 三聚氰胺标准溶液 (5
μgΠml)上样 ,进行洗脱实验。用前依次用 3 ml甲醇、
5 ml水活化 , 3 ml水和 3 ml甲醇洗涤 ,抽至近干后 ,

用 5 %的氨化甲醇进行洗脱 ,分别接收流出液测定 ,

当氨化甲醇的体积为 6 ml时 ,三聚氰胺的过柱回收
率接近 100 %。实际样品分析表明 ,经过 MCX固相
萃取柱净化后 ,在分析物出峰位置没有杂峰干扰 ,净
化效果满足液相色谱 - 质谱Π质谱测定要求。添加
样品MRM质量色谱图见图 1。
213　质谱条件的优化
取三聚氰胺标准溶液 (浓度为 1μgΠml) ,采用流
动注射方式以 10μlΠmin流速注入离子源 ,在 ESI正
离子检测方式下分别进行一级质谱分析 (Q1) ,得到
分子离子峰M + H

+
,再对分子离子进行二级质谱分

析 ,得到碎片离子信息和二级质谱图。对去簇电压
(DP) 、聚焦电压 ( FP) 、碰撞气能量 (CE)及碰撞室出
口电压 (CXP)等参数进行优化 ,使分子离子与特征
碎片离子强度达到最大 ,确定最佳质谱参数。
本方法采用“三离子”原则定性定量检测。子离
子 127 > 85 用于定量 ,子离子 127 > 68 用于定性。
当样品中两对离子同时存在 ,并且离子相对丰度
(127 > 68Π127 > 85)与浓度相近的标准溶液一致 (满
足表 2规定)时 ,方可确定样品中含有三聚氰胺。

表 2　定性离子相对离子丰度的最大允许偏差

定性离子
相对离子丰度

> 50 % > 20 %～50 % > 10 %～20 % ≤10 %

允许的相对偏差 ±20 % ±25 % ±30 % ±50 %

注 :“定性离子相对离子丰度的最大允许偏差”,是根据“欧盟 2002Π
657ΠEC指令”设置。

214　液相色谱条件的确定
三聚氰胺的极性较大 ,在常规反相色谱条件下 ,

用 C18和 C8 色谱柱都难以保留。目前已有报道通过

加入离子对试剂来延长其保留时间。但本研究采用
质谱分析 ,非挥发性盐类的加入会造成仪器的污染
和灵敏度降低。通过对市售色谱柱的筛选 ,发现阳
离子交换 - 反相保留 ( SCX∶C18 = 1∶4)混合填料的

CAPCELL PAK CR 210 mm×150 mm色谱柱在酸性条
件下对三聚氰胺具有较好的保留。实验表明 ,当流
动相为等体积比的 10 mmolΠL乙酸铵水溶液和乙腈
(用甲酸调节至 pH = 310) ,流速 012 mlΠmin ,柱温
40 ℃时 ,三聚氰胺的保留时间约为 412 min。
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图 1　液态奶中三聚氰胺加标MRM质量色谱图 (添加浓度 0101 mgΠkg)

表 3　乳与乳制品中三聚氰胺添加回收率和精密度
( n = 9)

样品名称 添加浓度 (mgΠkg) 回收率范围 ( %) RSD ( %)

0101 8312～97. 3 515
液态奶 0102 8816～95. 8 413

011 8613～99. 5 713
0101 8418～98. 2 412

奶粉 0102 8014～99. 7 618
011 8519～104. 6 711
0101 8812～101. 4 714

酸奶 0102 8114～104. 2 914
011 8517～98. 4 316
0101 8216～105. 8 711

奶酪 0102 8517～100. 6 514
011 8319～102. 4 616
0101 8216～103. 9 619

奶油 0102 8017～97. 2 818
011 8513～107. 4 815
0101 8315～95. 9 417

冰淇淋 0102 8513～96. 0 416
011 8118～98. 1 315

215　线性范围
本研究采用校正曲线外标法定量 ,在 0101～015

μgΠml浓度范围内 ,线性方程为 y = 40 185 x - 6 944 ,

相关系数 r = 01999 2。
216　测定低限
采用空白样品添加实验确定方法的测定低限。
以不含三聚氰胺的液态奶、奶粉、酸奶、奶酪、奶油和
冰激淋为空白样品添加三聚氰胺标准溶液。当样品
中三聚氰胺添加浓度为 0101 mgΠkg时 ,按照本方法实
验室内平行测定 20次结果 ,其质量色谱峰信噪比 ( SΠ
N)大于等于 10 ,因此确定方法测定低限为 0101

mgΠkg ,满足乳与乳制品中三聚氰胺检测灵敏度要求。
217　添加回收率和精密度

　　通过向空白样品中添加三聚氰胺标准溶液 ,采
用外标曲线定量 ,来验证方法的回收率。每个添加
水平重复测定 9 次。在添加浓度 0101、0102、0110

mgΠkg范围内 ,6种乳与乳制品中三聚氰胺回收率在
8014 %～10714 %之间 ,相对标准偏差 RSD ≤914 % ,

技术指标满足化学分析要求。添加回收率和精密度
见表 3。
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