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摘要 :饲料样品经 1%三氯乙酸 2二甲基亚砜提取 , W a te rs O as is M CX柱净化 ,超高效液相色谱分离 ,最终采用电喷

雾串联四极杆质谱进行检测。结果表明 ,三聚氰胺在饲料中的含量范围为 10～5 000μg / kg时 ,线性关系良好 ( r >

0199)。在 10～100μg / kg的添加水平范围内的平均回收率为 83%～94%,相对标准偏差为 412%～615%。该方法

的检出限为 10μg / kg。
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D e te rm in a t io n o f m e lam in e re s id u e in fe e d s b y u lt ra

p e rfo rm a n ce liq u id ch rom a to g rap h y co up le d w ith

e le c t ro sp ra y ta n d em m a s s sp e c t rom e t ry

CA I Q in ren, OU YAN G Yingyu, Q IAN Zhen jie, PEN G Yufen
( Techn ica l Cen ter of Zhu ha i En try2Ex i t In sp ec tion a n d Q u a ra n tin e B u rea u , Zhu ha i 519015, Ch in a )

A b s t ra c t : A m e thod fo r fas t de te rm ina tion m e lam ine res idue in feeds w as es tab lished. A n u ltra

p e rfo rm ance liqu id ch rom a tog rap hy coup led w ith e lec trosp ray ion iza tion quad rup o le tandem

m ass sp ec trom e try (U PLC 2ES I2M S /M S ) w as used. The res idue w as quan tif ied w ith m u ltip le

reac tion m on ito ring (M RM ) m ode. The m e thod w as va lida ted and good resu lts w e re ob ta ined

w ith resp ec t to p rec is ion, rep ea tab ility and sp iked recove ry. The lim it of de tec tion w as 10

μg / kg fo r m e lam ine, and the linea r range w as from 10 to 5 000μg / kg. The ave rage recove ries

w e re be tw een 83% and 94% in the sp iked range of 10 - 100μg / kg, and the re la tive s tanda rd

dev ia tions (RSD s) w e re be tw een 412% and 615%. The m e thod has good rep ea tab ility and h igh

sens itiv ity, and can be app lied fo r the de te rm ina tion of m e lam ine res idue in feeds.

Ke y w o rd s: u ltra p e rfo rm ance liqu id ch rom a tograp hy coup led w ith tandem m ass sp ec trom e try

(U PLC 2M S /M S ) ; m e lam ine; feed

　　三聚氰胺 (m e lam ine ) (结构式见图 1) ,简称三

胺 ,学名三氨三嗪 ,别名蜜胺、氰尿酰胺、三聚酰胺 ,

是一种重要的氮杂环有机化工原料 ,常被用于生产

塑料、胶水和阻燃剂 ,在部分亚洲国家也被用于制造

化肥。近年来 ,宠物饲料中发现三聚氰胺并导致宠

物死亡的案例时有发生。美国食品和药品管理局

( FDA )禁止将三聚氰胺用于宠物食品及动物饲料。

因此 ,建立一种快速的定性定量饲料中三聚氰胺残

留的分析方法是十分必要的。

　　目前用于三聚氰胺的检测方法有高效液相色谱

法 (H PLC ) [ 1, 2 ]、气相色谱 2质谱法 [ 3 ]、液相色谱 2质
谱法 [ 4, 5 ]等。根据欧盟委员会非强制执行法案

图 1　三聚氰胺的结构式
F ig. 1　S t ru c tu re o f m e lam in e

2002 /657 / EC的规定 ,对禁用药物进行确证检测的

方法必须能提供结构方面的信息 ,且要达到该法案

规定的 4个确证点。而液相色谱法的灵敏度较低且

无法提供结构信息 ,不能满足这一要求 ;气相色谱 2
质谱法能够进行确证分析 ,但样品需经过复杂的前

处理且需要衍生化 ;液相色谱 2质谱法灵敏度高 ,抗
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干扰能力强 ,可提供待测物的结构信息 ,因而是理想

的三聚氰胺分析方法 ,但国内外关于三聚氰胺的液

相色谱 2质谱法报道不多 ,且都是采用传统的高效液

相色谱技术进行分离 ,比较费时。本项研究工作采

用超高效液相色谱 (U PLC )进行分离 ,建立了饲料

中三聚氰胺的超高效液相色谱 2电喷雾串联质谱
(U PLC 2ES I2M S /M S ) 测定方法。该方法具有快速、

准确、灵敏等优点 ,适合于生产过程监控和出口把关

检测的高灵敏度确证分析。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

　　W a te rs ACQU ITY U PLC超高效液相色谱仪 ;

W a te rs M ic rom ass Q ua ttro P rem ie r XE三重四极

杆质谱仪 ,配电喷雾离子源 ( ES I) ; A gilen t固相萃取

仪 ; JOUAN M R23 i离心机。

　　W a te rs O as is M CX萃取小柱 ( 3 m L, 60 m g)。

三氯乙酸、二甲基亚砜等均为分析纯 ;乙酸铵、乙腈

等均为色谱纯 ;其他试剂均为分析纯。水为超纯水。

1. 2　标准工作液的配制

　　将三聚氰胺标准品 ( S igm a公司 ,纯度大于

99%)用少量二甲基亚砜溶解 ,再用甲醇 (色谱纯 )配

制成质量浓度为 1 m g /m L的标准储备液 ,并根据

需要稀释成适当质量浓度的标准工作液 ,于 4 ℃下

保存 ,有效期为 2个月。

1. 3　色谱条件

　　色谱柱 : A cqu ity B EH H IL IC ( 211 m m ×50

m m , 117μm )。流动相 :溶剂 A为水 ,溶剂 B为乙

腈 ;梯度洗脱程序 :在 0至 115 m in内溶剂 A的体积

分数从 98%线性减少到 50%, 116 m in时溶剂 A的

体积分数增至 98%, 平衡 115 m in; 流速 013

m L /m in。柱温 35 ℃;进样量 2μL。

1. 4　质谱条件

　　离子源 : ES I ( + ) ;毛细管电压 : 3120 kV;离子

源温度 : 100 ℃;锥孔反吹气流量 : 40 L / h;脱溶剂气

温度 : 350 ℃;脱溶剂气流量 : 900 L / h。第一重四极

杆和第二重四极杆的低端分辨率及高端分辨率均为

15 V;锥孔电压和碰撞能量见表 1。检测方式为多

反应监测扫描模式 (M RM )。

表 1　多反应监测扫描模式检测三聚氰胺的部分质谱参数
T a b le 1　S om e p a ram e te rs o f m u lt ip le re a c t ion

m on ito r in g d e t e c t io n fo r m e lam in e

Pa ren t ion

(m / z)

D augh te r ion

(m / z)

Cone

vo ltage / eV

Co llis ion

ene rgy / eV

Re la tive

abundance / %

127. 1 　85. 13 37 17 100

68. 2 37 25 18

3 The ion w as used fo r quan tifica tion.

1. 5　样品处理

　　准确称取 5100 g已粉碎好的饲料样品 ,置于 50

m L聚丙烯离心管中 ,加入 20 m L 1%三氯乙酸 (含

10%二甲基亚砜 ) ,超声提取 15 m in,旋涡振摇

5 m in,以 6 000 r /m in的速率离心 5 m in。取 1 m L

上清液与 3 m L水混合后待净化。将 W a te rs O as is

M CX萃取小柱依次用 3 m L 的甲醇、水、0103

m o l /L盐酸平衡后 ,加入待净化的上清液 ,依次用

3 m L 0103 m o l /L盐酸、甲醇淋洗 ,再用 3 m L 5%氨

水甲醇洗脱 ,于 45 ℃下吹氮浓缩至近干。准确加入

5 m L 10%乙腈溶解 ,旋涡混匀 15 s,过 0122μm滤

膜 ,滤液供液相色谱与质谱联用仪测定。

2　结果与讨论

2. 1　质谱条件的优化

　　首先采用 1 m g /L的三聚氰胺标准溶液以手动

注射的方式在 ES I正离子模式下进行母离子全扫

描 ,确定三聚氰胺的分子离子 [M + H ]
+为 m / z

12711,与文献 [ 3 ]报道一致。然后 ,以 m / z 12711

为母离子 ,对其子离子进行全扫描 (见图 2 ) ,在

“114”节所述质谱条件下 ,主要产生 m / z 10919,

8511, 6812, 6012等子离子。其中 , m / z 10919为脱

N H3峰 ( [M + H - N H3 ]
+ ) , m / z 8511为三聚氰胺

开环分子重排失去 H2 N CN的碎片离子峰 ( [M + H

- H2 N CN ]
+ ) , m / z 6812应为 m / z 8511脱去 N H3

的碎片离子峰 ( [M + H - H2 N CN - N H3 ]
+ ) , m / z

6012应为三聚氰胺开环分子重排失去 HN CN CN的

碎片离子峰 ( [M + H - HN CN CN ]
+ )。选取丰度最

强的子离子 m / z 8511和 m / z 6812作为三聚氰胺

的监测离子 ,最后以多反应监测正离子模式优化毛

细管电压、锥孔电压、源温度、脱溶剂温度、碰撞能

量、质谱分辨率等质谱参数。三聚氰胺以子离子

m / z 8511和 m / z 6812及二者的相对丰度比 ( 100∶

18,见表 1 )来定性 ,以子离子 m / z 8511为定量离

子 ,峰面积外标法定量。

图 2　三聚氰胺的二级质谱图
F ig. 2　M S /M S sp e c t rum o f m e lam in e
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2. 2　色谱条件的优化

　　三聚氰胺是强极性化合物 ,在普通的 C18柱上

保留值很低 ,接近于死时间流出 ,很难进行分析 [ 6 ]。

为了增加三聚氰胺在 C18柱上的保留 ,必须选用洗

脱能力非常弱的流动相 ,这是因为含水量越高的流

动相其分析物与固定相之间的疏水作用越强 ,通常

选用的流动相有水 2甲醇、水 2乙腈、醋酸铵缓冲液 2甲
醇、0. 1%甲酸溶液 2甲醇等。由于三聚氰胺极易与
C18柱上残余的硅醇基形成氢键 ,使得峰形拖尾 ,因

此需要在流动相中加入辛烷磺酸钠、TFHA ( tride2
caf luo rohep tano ic ac id )等离子对试剂来改善峰

形 [ 4, 5, 7 ]
,也有研究报道在样品液或流动相中加酸可

以增加 C18柱对三聚氰胺的保留和改善峰形
[ 8 ]。本

研究发现三聚氰胺在 C18柱上的保留时间变化比较

大 ,可能是流动相含水比例太高 ( > 90%)使得样品

溶液中有机相比例的细微变化就能对保留时间造成

比较大影响的缘故 ;同时发现 ,在流动相中加入离子

对试剂或高浓度盐后离子抑制现象非常明显 ,这些

因素都对三聚氰胺的定量和定性分析造成一定的干

扰。因此本研究选择对极性化合物有很好保留的

ACQU ITY B EH H IL IC色谱柱进行分离 ,获得了稳

定的保留时间 ;采用纯水与乙腈作为流动相梯度洗

脱 ,获得了理想的峰形 (见图 3)。研究结果表明 ,采

用纯水与乙腈作为流动相时质谱信号最强 ,若在流

动相中添加甲酸、乙酸或醋酸铵都会使信号降低 ,这

可能是三聚氰胺极易电离 ,离子源中离子浓度过高

会抑制三聚氰胺的电离 ,从而导致离子化效率下降

的缘故。与传统的 H PLC分离方法比较 , U PLC的

分离使得分析时间大大缩短。

2. 3　样品处理条件的选择

　　三聚氰胺是极性化合物 ,不溶于水 ,微溶于弱酸

或弱碱、甲醇、乙醇等 ,在二甲基亚砜中有很好的溶

解性 [ 9 ]。常见的提取方法有 :磷酸盐缓冲溶液

(pH 2)提取、稀盐酸提取、20%二乙胺提取、甲醇提

取等 ,本研究工作中以 1%三氯乙酸作为提取溶剂 ,

能有效地沉淀蛋白 ,同时加入 10%二甲基亚砜来提

高提取回收率。由于三聚氰胺溶解性很弱 ,提取时

间对回收率影响很大 ,因此比较了不同时间的提取

效率 ,最终确定超声提取 15 m in效果最佳。三聚氰

胺是碱性化合物 ,在 W a te rs O as is M CX固相萃取小

柱上净化效果最好。在酸性条件下上样 ,使待测物

保持正离子态而被吸附在固相萃取柱上 ,依次用 3

m L 0103 m o l /L盐酸、甲醇淋洗 ,再用 3 m L 5%氨水

甲醇洗脱能有效去除基质干扰 ,可获得较高的回收

率和较好的重现性。

图 3　 ( a )三聚氰胺标准溶液、( b )空白饲料及 ( c )加标饲料
(加标水平为 50μg / k g)的总离子流色谱图

F ig. 3　T o ta l io n cu r re n t ch rom a tog ram s o f ( a ) m e lam in e

s t a n da rd so lu t io n , ( b ) a b la n k fe e d sam p le a n d

( c ) a fe e d sam p le sp ik e d w ith 50μg / k g o f th e

s t a n da rd

2. 4　方法的检出限、线性范围及重现性

　　按“112”节所述方法分别配制质量浓度为 015,

1, 5, 10, 50, 250μg /L的三聚氰胺标准溶液 ,按照上

述实验方法在 015～250μg /L质量浓度范围 (相当

于饲料样品中三聚氰胺的残留量为 10～ 5 000

μg / kg)内得到三聚氰胺的线性回归方程为 Y =

70013X - 32, r = 01999 6。式中 X表示相应的三聚

氰胺的质量浓度 (μg /L ) , Y表示质谱响应值 , r表

示相关系数。在空白饲料样品中添加三聚氰胺标准

溶液 ,按信噪比 (S /N )大于 10计算 ,本方法的检出

限为 10μg / kg。

　　取经检验不含三聚氰胺的样品 ,分别按样品中

10, 50, 100μg / kg含量水平添加一定量的三聚氰胺

标准溶液 ,每一添加浓度重复 10份样品 ,按上述实

验方法测定 ,得到 10～100μg / kg添加水平范围的

回收率见表 2。
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表 2　三聚氰胺的回收率和重现性 ( n = 10)

T a b le 2　R e cove ry a n d rep e a ta b ility o f m e lam in e ( n = 10)

Sp iked / (μg / kg) Recove ry / % RSD / %

10 83 6. 5

50 87 5. 2

100 94 4. 2

3　结论

　　实验结果表明 ,本文建立的 U PLC 2ES I2M S /M S

方法具有特异性强、前处理简单、重复性好等特点 ,

与传统的 H PLC分离方法比较 ,分析时间大大缩短 ,

定量下限为 10μg / kg。该方法非常适合饲料中三

聚氰胺的快速检测。
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　 书　讯

液相色谱溶剂系统的选择与优化

　　由沈阳药科大学孙毓庆教授与中国药科大学胡育筑教授主编、华夏英才基金 (第十一批 )资助

的《液相色谱溶剂系统的选择与优化》已于 2008年 1月由化学工业出版社出版。

　　液相色谱法中溶剂系统 (或背景电解质溶液 )常是分离成败的关键。本书是国内第一本阐述

液相色谱溶剂系统的权威论著 ,其中详细论述了如何根据样品性质与分析要求 ,按照分子间作用力

的关系 ,正确地选择溶剂并组成溶剂系统并进行优化 ,选出最佳溶剂系统 ,以获得事半功倍的分析

效果。本书共三篇 12章。第一篇“各类液相色谱法的基础理论与溶剂系统”,主要介绍液相色谱

法分离基础 ,各类高效液相色谱法、薄层色谱法及液相色谱 2质谱法 (LC 2M S )的溶剂系统 ,溶剂的基

本性质与应用 ,以及溶剂的性质对色谱法分析结果的影响等 ;第二篇“溶剂系统的优化方法”,介绍

溶剂系统的分类、选择、优化方法及色谱方法的标准化与验证 ;第三篇“电动微分析法的基本原理

与溶剂系统”,简介毛细管电泳法 ( CE )及毛细管电色谱法 ( C EC )的溶剂系统的选择与优化方法。

各章中还包括大量分析样品的色谱分析条件 ,如《中华人民共和国药典》与《美国药典》品种的法定

高效液相色谱分析方法以及某些应用实例。本书涵盖了各种色谱法常用溶剂的物理性质与色谱性

质、溶剂系统的组成原则及最常用的优化方法等。可供广大液相色谱及药物分析工作者学习参考。

　　本书 B 5开本 , 432页 ;书号 97827212220007520,定价 59元 ,由化学工业出版社出版 ( 100011,北

京东城区青年湖南街 13号 )。详情可登录 ww w. c ip. com. cn查询。联系电话 : 010264518888,

64518899。
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