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三聚氰胺的样品前处理及最新检测方法 

张俊燕，何 吕兴 

(北京艾杰尔科技有限公 ，北京，100085) 

摘要 聚讯胺足 -利t重 安的化 材料 ，常用下制造 t聚氰胺树脂，是建筑、 中常用的防火材料 ，本来与食品 、 

饲料行、 毫不卡}l干，仉是发生住荚f 的数起饲料致死宠物的事件使两者联系在 ·起。经过蒯查，发现这些进口饲料中含 

仃一定浓度的_==_聚氰胺，刈呲 ，美 食晶药品监督管理局 (FDA)要求饲料厂商提供：三聚氰胺的检测报告，因此， 聚 

氰胺事件也使得分析领域掀起 r榆洲方法的丌发热潮 ，艾杰尔科技有限公d具有较高的敏感度，迅速开发 r优越的检测 
‘

法，本文将详 沦述 
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1 前言 

聚氰胺事件变成社会热点话题是在 07年 3月 

份，美国大量召【旦J被■聚氰胺污染的宠物饲料，起因 

于宠物饲料致死猫狗的事件。据不完全统计，北美地 

区仅美国因食用有毒饲料而死亡的宠物就有上万只，相 

关投诉不计其数，美同食品药品管理局调查显示，在 

【口J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i聚氰胺，研究人员还发现，回收宠物食品所 

用的小麦谷蛋白添加物中有较高浓度的i聚氰胺存在。 

尽管国内尚无动物中毒死亡或产生不良反应的报道， 

对于i聚氰胺的毒性也有些争议，但■聚氰胺不是饲 

料原料，也不是国家允许使用的饲料添加物。某些不 

法厂商添加■聚氰胺主要是为 r增加产品的表观蛋白 

质含量， 聚氰胺被广泛的添加到淀粉、谷朊粉、蛋 

白粉中，致使不仪是饲料生产商，其它的食品工厂也 

需要三聚氰胺的检测以保讧F他们产品的安全。 

本文采用 相萃取法对样品进行前处理，并对比 

_『不同的检测方法，包括FDA公布的检测方法对 聚氰 

胺分析的影响⋯。 

_一-聚氰胺(melamine)简称一胺，学名= 氨j嗪，别名 

蜜胺、氰尿酰胺、 聚酰胺，分子式：C3N6H6、C3N3 

(NH2)3。分子量：126．12，是一种重要的氮杂环有 

机化T原料 』。i聚氰胺显弱碱性，能够与各种酸反 

应生成■聚氰胺盐。在强酸或强碱液中，了聚氰胺发 

生水解，胺基逐步被羟基取代，生成三聚氰酸二酰胺、 

三聚氰酸一酰胺和三聚氰酸。二三聚氰胺与醛类反应生 

成加成化合物。-二聚氰胺与醛反应制成树脂，。。。 聚氰 

胺树脂是一种多种用途的材料，防火耐热且有很高的 

稳定性，用于生产塑料、厨房用具、防火纤维、商业 

滤膜、胶水和阻燃剂，部分亚洲同家，也被用来制造 

化肥。 

2 材料与试剂 

2．1 仪器与条件 

Agilent 1 100高效液相色谱仪 (美国，Agilent公 

司)；二极管阵列检测器 (DAD)，检测波长240nm，柱 

温 ：40℃。 

(1)Agela Venusil ASB C18(4．6 ×250ram)： 

缓冲液：10raM柠檬酸，10raM庚烷磺酸钠；流动相：缓 

冲溶液：乙腈=85：15；流速：1．OmIdmin。 

(2)Agela Venusil ASB C8(4．6×250ram)； 

流动相：缓冲液：乙腈=85：15；缓冲液：10raM柠檬 

酸，10mM辛烷磺酸钠，调pH为3．0；流速：1．0mUmin。 

混合型阳离子交换同相萃取柱Agela Clearnert PCX 

(Agela Technologies) 

2．2 试剂与样品 

宠物饲料样品 (农业部饲料供应中心提供 )； 

甲醇、乙腈为北京艾杰尔科技有限公司提供；氨水、乙 

酸铅、i氯乙酸、均购于北京化学试剂公司；三聚氰 

胺标准品、柠檬酸、辛烷磺酸钠 (Sigma公司)；甲醇 

为色谱纯，其他均为化学纯。 

3 实验方法 

3。1 样品前处理方法 

(1)标准样品配制： 

取50mg三聚氰胺标准品，以20％甲醇溶解定容 

至50mL得到 lO00ppm的标准溶液，使用时，以提取 

液(0．1％三氯乙酸)稀释至所要的浓度。 

(2)提取 ： 

称取饲料样品5g，加入50ml 0。l％j氯乙酸提取 
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液 ，充分7昆匀，加入 2IllL 2％乙酸铅溶液，超声 

20ITIin。然后取部分溶液转移至 1 0ITIL离心管中， 

8000rpm／min离心 10rain，取 青液3mL过混合 阳 

离子交换小柱(PCX) 

(3)净化(Clearnerl PCX小柱，60mg／3nll』)_ 

a)活化及平衡：3mL甲醇 ，3mL水 

b)上样 ：加入提取液3mL 

c)淋洗 ：3InL水；3InL 甲醇；弃去淋洗液并 

将小柱抽干 。 

d)洗脱：5mL 5％氨化甲醇(v／v)洗脱。(5％氨化 

甲醇的配制 ：5113L氨水+95mI 甲醇)。 

e)浓缩：50 ，氮气吹干，20％ 甲醇 ／水定容 

至2mL，HPI C分析或衍生后 GC／MS分析。 

3．2 HPLC检测方法 

3．2．1 聚氰胺 HPLC—UV检测方法 

三聚氰胺是强极性化合物，在传统的反相C 1 8梓 

上保留很差，需要 离子埘试剂色谱方法才能有良好 

的保留与分离，按照美罔食品药品监督管理局 (FDA) 

的三聚氰胺检测方法和中圉农业部公布的i聚氰胺榆 

测方法，采用艾杰尔(A~ela)ASB系列亲水色谱柱，可 

以得到良好的分离效果，分析色谱 如罔 2： 

表 1 PCX柱回收率 

添加水平 (In g／I ) 回收率 

空白 

0．01 

0．1 

0．5 

1 

1 l6％ 

l08％ 

92％ 

96％ 

由表 1可以看出：用PCX柱净化样品，可以得 

到满意的回收率，此方法处理样品，比FDA公布的 

前处理方法更加准确 、可靠。 

3．2．2 j聚氰胺 LC—MS榆测方法 

由于FDA公布的HPLC—UV方法中，流动相添加 

了离子对试剂，因此限制n夜质联用方法的使用；但 

不用离子对试齐IJ色谱方法，誓聚氰胺在传统的C 1 8}丰 

上保留很差，不能得到较好的分离定量 I。 

基于此问题 ，艾杰尔科技公司自主开发了新的 

方法，采用艾杰尔(Agela)ASB系列亲水色谱柱，不 

用离子对试剂也能得到有效的保留与分离。因此方法 

中流动柏不含离子对试剂，可以用于质谱检测。 
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图2 Venusil ASB色谱柱分离三聚氰胺的谱图 

(a)色谱柱：Venusil ASB C8 4．6×250mm；标准：FDA 

方法 ；流动相：缓冲液 ：乙腈 =85：1 5；缓冲液：1 0133M 

柠檬酸，10mM辛烷磺酸钠，调 pH为3．0；流速：1．0mL／ 

m i n；柱温 ：40℃ ；波长 ：240 n 133 

(b)色谱柱 ：VenusiI ASB C1 8 4．6 X 250m133：标准：中 

国农业部颁标准方法；缓冲液：10mM柠檬酸，10mM庚烷磺 

酸钠：流动相：缓冲溶液：乙腈 =85：15：流速：1．0mL／min：柱 

温：40oC：波长：240n133 

与FDA 2007年4月公布的 《Updated FCC Devel— 

oplnental Melamine Quanlitation(HPLC—uv)》丰目比较， 

该方法大大降低 r最低检测限 (MSD：0．5ppm； 

uV：2PPIn)，提高 J，检测灵敏度。 

以该方法得到的谱罔如 3。 

4 结果与讨论 

4．1混合型阳离子交换柱(Clearnert PCX) 

三聚氰胺呈弱碱性(弱阳离子化合物)，净化过程 
一 般应选择阳离子交换柱。混合型的阳离子交换柱 

fPCX)通过将磺酸基团(一SO3H)键合在极性高聚物聚苯 

乙烯 ／二乙烯苯 (PEP)吸附剂 ，具有阳离子交 

换和反相吸附两种机理，并具有以下优点 ： 

a)可通过两种不同溶液的洗涤(水／一定pH值的 

缓冲溶液和有机溶剂)，使样品更干净，提高检测 
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图3 LC—MS方法检测三聚氰胺的谱图 

缓冲液：1 0mM的 NH4AC；流动相：Buffe r：：ACN=95： 

5：流速：1．0mL／min；进样量 ：样品先用 70％ACN溶解 

成约1 mq／mL，用 ACN稀释成 0．1 mq／mL，进 1 0uL；柱温： 

40 oc：波长 ：240n m 

c1降低了检测成本：不用离子对试剂，就不再 

需要买价格较贵的离子对试剂了，从而降低了检测成 

本 。 

d)延长了色谱柱的使用寿命：避免了使用离子对 

试剂减少色谱柱寿命的影响。 

e)该方法所使用的色谱柱具有通用性：无论是用 

FDA方法、中同农业部部颁标准方法和本公司开发的 

LC—MS方法，使用艾杰尔(Agela)ASB系列亲水色谱柱 

均能得到一个很好的检测结果，从而给客户提供了多 

种选择空间。 
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台湾 “中研院”研发醣芯片 诊断癌症肿瘤快速准确 

台 “中研院”基因体研究中心研发的 “醣芯片”最近有突破性发明，仅用一小片玻璃材质醣芯 

片就可在极短的时间内，方便准确的诊断癌症肿瘤、细胞感染以及病毒感染类的病症，这个方法可用于临 

床诊疗，将大幅改进医疗质量。 

据 “中央社”报道，“中研院”表示，“醣芯片”即为 “多醣体微数组分析法”，是 “中研院长”翁启 

惠所领导的研发团队研究重点之一。对于在病患血液内只有极少量的抗体时，当前的诊疗技术仍然无法检 

验出患者的病症；但是，用这个新发明的 “醣芯片”却可以验证出来。 

根据参与这次研究主要成员之一的梁碧惠博士后研究员表示，“这将是一个精确又自动化的医疗诊断 

法。只要少量的检体，许多潜在的癌症病患可能可以诊断出来。这个方法也可能发现新的癌症生物标记， 

将改变现有癌症分期的观念。此外，透过人体细胞和病毒问的作用了解，极细微的病毒变种也都可以完全 

现形。” 

梁碧惠指出，醣分子在生物体扮演重要的角色，像是细菌或病毒的感染、免疫反应、分生或发育、癌 

细胞扩散等，都和蛋白质和醣类之间的作用有关。所以，若能解析醣分子与蛋白质体到底是如何的产生作 

用，就可以解决许多的生物医学的问题。 
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