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高效液相色谱 - 四极杆质谱联用
测定饲料中三聚氰胺含量

赖碧清 郑晓航 韩银涛

摘 要 试验采用自动固相萃取装置, 建立合适的过柱程序 ; 运用 Agilent HP1100 高效液相色

谱-四极杆质谱联用仪,优化质谱条件,建立饲料中三聚氰胺残留检测方法。方法的线性范围为 0.010～

0.500 μg/ml,相对标准偏差在 3.2%～7.7%之间,回收率在 72.4%～91.2%之间,具有较好的准确度和精密度。
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三聚氰胺(melamine)简称三胺 ,学名三氨三嗪 , 是

一种重要的氮杂环有机化工原料 ,在饲料工业中作为

粘合剂使用。在饲料中少量添加三聚氰胺即可大大提

高蛋白含量,因为每个三聚氰胺分子中都含有 6个氮

原子 , 而在原料的粗蛋白检测过程中 , 用浓硫酸消化

这一过程可以将三聚氰胺分解掉 ,这样在最后的计算

中 , 三聚氰胺中的氮原子即可提高粗蛋白的比率 ,造

成蛋白含量虚假增高。

动物食入三聚氰胺可发生肾衰竭并导致死亡,所

以农业部 “关于严厉打击非法生产经营和使用 ‘蛋白

精’违法行为的通知”(农牧发[2007]8号)中明确规定,以

三聚氰胺等为原料的“蛋白精”已经被列为我国明令禁

止的非法添加物,禁止在任何饲料中使用。本试验在借

鉴国内外方法的基础上, 运用 Agilent HP1100高效液

相色谱-四极杆质谱联用仪,优化质谱条件 ,建立了饲

料中三聚氰胺残留检测方法,并对方法进行了验证。

1 材料和方法

1.1 方法原理

用乙腈 : 水 ( 1: 1)为提取剂提取饲料中三聚氰

胺 , 提取后过强阳离子交换柱富集和净化 , 用质谱在

电喷雾选择反应监测离子的模式下 ,进行质谱定量和

确证,外标法定量。

1.2 仪器和设备

Agilent HP1100 高效液相色谱-四极杆质谱联用

仪、AG204 分析天平、Gilson ASPEC XL4 自动固相萃

取仪、Universal 32R高速离心机、涡旋振荡混合器、N-

EVAP24氮吹仪、OasisMCX固相萃取小柱(6 ml/150mg)。

1.3 试剂和材料

三聚氰胺标准品 : 纯度≥99.0%, Sigma 公司 ;甲

醇 : HPLC级 ;乙腈 : HPLC级 ;氨水 : 36%分析纯 ;提取

液:乙腈: 水=1: 1;液氮。

1.4 标准溶液的配制

精密称取三聚氰胺标准品 100 mg(精确到 0.1 mg) ,

用甲醇: 水=7: 3(v: v)溶解并定容于 100 ml 容量瓶

中,制成浓度为 1 000 μg/ml 标准贮备液 , 可冷藏保存

3个月。标准工作液按照需要用流动相逐级进行稀释

配制。

1.5 样品预处理

称取 5 g(精确到 0.01 g)均质样品到 50 ml塑料离

心管 , 加入 25 ml 提取液 , 旋涡混匀 30 s, 充分震荡

1 min,以 4 000 r/min离心 5 min,吸取 5 ml 上清液转

移入 15 ml离心管中 ,加入 10 ml二氯甲烷,充分震荡

2 min, 以 4 000 r/min 离心 5 min, 吸取上清液转移入

玻璃离心管中备用。分别用 5 ml 甲醇、5 ml 水活化

MCX柱 , 将样品溶液上柱 , 再用 5 ml 水和 5 ml 甲醇

洗涤 MCX柱 , 抽干 1 min 后 , 用 5 ml 5%氨水甲醇溶

液洗脱。洗脱液于 50 ℃水浴氮吹至干, 用 1 ml流动

相溶解,混匀,过 0.2 μm滤膜,上机测定。

1.6 仪器分析条件

1.6.1 色谱条件

色谱柱 : ZORBAX SB- C18 柱 , 2.1 mm×150 mm,

粒径 5 μm, 或相当者 ;柱温 : 25 ℃;流动相 : 50 mmol/l

乙酸铵水溶液 - 甲醇 ( 90: 10) , 用前过滤膜 ; 流速 :

0.25 ml/min;进样量: 25μl。

1.6.2 质谱条件

电离方式:电喷雾电离源(ESI+) ;干燥气温度: 350℃;

雾化气压力 : 35 psig;碎裂电压 : 100 V;干燥气流速 :

12 L/min;毛细管电压 : 3 500 V;选择离子检测 ( SIR)

质荷比(m/z) : 127, 85, 60 。
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表 1 不同固相萃取柱的效果比较

回收率(%)
74～95
42～58

固相萃取柱

MCX
C18

效果

回收率较高 ,重现性好 ,且除杂效果好 ,净化后目标峰附近干扰少

回收率低 ,除杂效果稍差 ,净化后目标峰附近干扰峰较多。

2 结果与讨论

2.1 仪器条件的优化

根据三聚氰胺总离子扫描质谱图,选择特征离子

m/z 127,85,60。本实验选用 50 mmol/l乙酸铵溶液-甲

醇作为流动相,有助于 ESI+正离子的形成;通过调整配

比 , 当 50 mmol/l 乙酸铵溶液与甲醇体积比为 90: 10

时,三聚氰胺的保留时间 T=1.425 min, 避免了杂质峰

的干扰 ,有利于基体中复杂成分的色谱分离。分别摸

索不同的碎裂电压、毛细管电压下可以得到不同比例

的三聚氰胺碎片离子,在碎裂电压 100 V、毛细管电压

3 500 V时 , m/z 127 的[M+H]+基峰的丰度较高 , 定量

重现性好。

2.2 不同固相萃取小柱净化效果的比较

本实验对 C18、MCX 2种 SPE净化柱进行除杂及

过柱回收率比较,结果见表 1(添加量为 50 μg/kg)。经

过回收结果比较, 选择 MCX型 SPE净化柱作为饲料

中三聚氰胺残留测定净化柱 ,可以达到较好的净化目

的,且过柱回收率较高。

2.3 过柱流速的控制

实验过程中发现 ,净化过程中流速的控制对净化

效果和回收率的影响很大。本实验采用自动固相萃取

仪 , 针对影响净化效果和回收率的 3 大因素 :柱子活

化速度、样液上柱速度和洗脱速度进行一系列的实验

摸索 , 首先是固定样液上柱速度和洗脱速度 , 改变柱

子活化速度分别为 1.5、1.2、1.0 ml/min,比较不同柱子

活化速度下的回收率和质谱图。按上述方法优化样液

上柱速度和洗脱速度。实验结果表明,当设置活化速

度为 1.2 ml/min,样液上柱速度为 1 ml/min, 洗脱速度

为 1 ml/min时,回收率较高且稳定。同时自动固相萃

取仪的使用 , 不仅避免了以前手工过柱的手忙脚乱 ,

而且检测结果平行性好,重现性好。

2.4 线性范围

配制一系列浓度的标准工作液。待仪器基线稳定

后进行测定 , 用峰面积 ( Y)对标准浓度 ( X)进行线性

回归,线性系数 R=0.999 4,回归方程为 Y=2.37×105X+

4 748.05。实验结果表明 , 三聚氰胺浓度在 0.010～

0.500 μg/ml范围内,质谱均有着良好的线性响应。

2.5 方法的加标回收实验

取一份饲料样品作为空白样品 ,将其制成加标浓

度分别为 25、50和 100 μg/kg的加标试样。将空白样

品与加标试样进行同样的预处理后,上机测定。加标

回收实验结果见表 2。实验结果表明此方法的加标回

收率在 72.4% ～91.2%之间 , 具有较好的准确度 , 满足

检测要求。

表 2 不同添加浓度样品回收实验

加标浓度(μg/kg)
25
50
100

测定结果(μg/kg)
18.1, 20.7, 20.1, 21.8, 22.8, 21.2
37.8, 39.6, 38.9, 36.2, 40.1, 38.2
75.4, 75.5, 75.0, 80.4, 74.9, 73.1

平均值(μg/kg)
20.8
38.5
75.7

变异系数(%)
7.7
3.6
3.2

回收率(%)
72.4～91.2
72.4～80.2
73.1～80.4

3 小结

经过上述实验验证 ,本方法用于测定动物尿液中

的三聚氰胺残留量 , 相对标准偏差在 3.2% ～7.7%之

间 , 回收率在 72.4%～91.2%之间 , 具有较好的准确度

和精密度。
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