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摘 要：待测样品以适量 l％三氯乙酸溶液提取，2％乙酸铅溶液沉淀蛋白，离心后上 

清液经0．45 m滤膜过滤后直接进行 HPLC分析．据此建立了蛋白类保健食品中非 

法添加三聚氰胺的高效液相色谱 一二级管阵列检测新方法．方法的线性范围为O．02 

— 2．0 mg／L，r：0．999 5，检出限为0．14 ng．该方法简便、快速，灵敏度高，可准确排 

除阴性干扰，易推广应用． 
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Study of New Determination Method of Melami ne by High 

Performance Liquid Chromatography、vith Diode Array Detectors 
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Abstract：The sample was extracted by 1％ TCA solution．and 2％ lead acetate solution 

for protein precipitation．As centrifuged，supematant layer was filtrated with 0．45 m 

membrane for HPLC an alysis．The linear range for the method was 0．02—2．0 mg／L。r= 

0．999 5，and detection limit for the method was 0．14 ng．The method is applicable for the 

determination of melamine in nitrogenous health food products．Spectrum of diode array de- 

tector is easy to exclude negative interference．Results show that the method is simple，rap— 

id，sensitive and easy to be applied． 
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三聚氰胺(Melamine)是氮杂环有机化工原 

料，结构式如图 1所示．因其低毒低代谢⋯、原料 

氮含量可高达 66％，不法分子漠视大量摄人三聚 

氰胺的危害，在含蛋白类食品生产过程中加入三 

聚氰胺，拉高样品含氮量，使蛋白含量虚假增高， 

以达到产品蛋白质含量达标的目的．07年 3月， 

美国发生了多起因饲料中含大量三聚氰胺而致 

猫、狗死亡事件 J．2008年8月，自三鹿奶粉添加 

三聚氰胺事件曝光以来，各类奶粉、饼干、米粉甚 

至鸡蛋蔬菜中，检出三聚氰胺的报道接二连三．因 

此在蛋白类食品中进行三聚氰胺含量的快速测定 

是一项重要的安全措施 ． 

NH2 

N 

图 1 三聚氰胺的结构式 

Fig．1 Structural formula of melamine 

我国是保健食品消费大国，其中含蛋白类保 

健食品占有较大比例．目前，我国暂未有含蛋白类 

保健食品非法添加三聚氰胺的检验标准，也未有 

相关研究报道．针对现行监管技术上的盲区，建立 

了 HPLC—DAD快速筛查方法．用该法对含蛋白 

类保健食品的检测，结果经与国家公布的阳性样 

品与阴性样品比对，未出现假阴性结果．上述方法 

简单快速，单次检验时间不超过30 min，可用于实 

际监测工作． 

1 材料与方法 

1．1 仪器和主要试剂 

美国Waters 2690／2996液相色谱仪(二极管 

阵列检测器，四元泵，柱温箱)；德国 Eppendrof离 

心机(4 400 r／min)；国产 HY一2型调速多用振荡 

器；Phenomenes STRATA—X—C柱；德国SARTO— 

RIUS电子天平 (BP211D、AC120S)．三聚氰胺 

(Fluka公司；纯度 >99．O％ )；三氯 乙酸、盐酸 

(分析纯)；甲醇、乙腈(色谱纯)；水为超纯水． 

1．2 标准系列溶液配制 

精密称取三聚氰胺试剂10 nag置10 mL容量 

瓶中，加 20％甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，配成 

标准贮备溶液，质量浓度为 1．0 mg／mL(一18~C下 

避光贮存)．临用时取此液以1％三氯乙酸溶液为 

稀释液配制成浓度为 4、8、2O、4O、60、80、100、140 

lxg／mL的标准系列溶液． 

1．3 样品处理 

取混匀固体样品1．0 g(液体样品10 mL)，加 

l％三氯乙酸溶液5 mL，充分振荡2 min，加入0．5 mL 

10％乙酸铅溶液，加入 2 mL三氯甲烷，充分振荡 

2 min，4 000转／min离心，上清液转至20 mL容量 

瓶．残渣再加人三氯乙酸溶液 5 mL，重复前述操 

作．合并两次上清液，加 1％三氯乙酸溶液稀释至 

刻度，0．45 txm滤膜滤过即得． 

1．4 液相色谱条件 

样 品进 样 1O ，以 1％ 三 氯 乙酸 ：乙腈 

(90：10)为流动相，1．0 mL／min洗脱，25℃柱温下 

经 Agilent C18柱(250 mm x4．6 mm，5 m)分离 

后二极管 阵列检测器检测 (波长范 围：200— 

400 nin；提取波长：235 nm)． 

1．5 快速筛查定性方法 

通过将样品在标准品主锋保留时间相同处色 

谱锋的光谱图相似度判断样品是否含有三聚氰胺 

(允许误差 ±2 nm) J．实验记录的部分色谱图和 

光谱图分别如图2一图6所示． 

图2 三聚氰胺标准品色谱图 

Fig．2 Chromatogram map of melamine 
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图3 三聚氰胺阳性样品色谱图 

Fig． Chromatogram map of melamine positive sample 
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图4 三聚氰胺阴性样品色谱图 

．4 Chromatogram map ofmelamine~,,galJve sample 

图5 三聚氰胺标准品 DAD光谱图 

rag．5 DAD spleI曲 ofmelamine 

2 结果与讨论 

2．1 提取液的选择 

三聚氰胺呈弱碱性，在酸溶液中有较好的溶 

解性，但在强酸有不同程度的水解 j．针对三聚 

氰胺可稳定存在的酸度范围，选择乙酸、三氯乙酸 

和盐酸为酸度调节液，设置不同浓度组考察各酸 

溶液提取三聚氰胺的效率(见表 1)．结果表明， 

1％三氯乙酸溶液、0．1 mol／L盐酸溶液提取效果 

都比较理想，乙酸溶液的提取效果不如前二者．考 

虑到研究样品中含有较多的蛋白基质，而 1％三 

氯乙酸溶液较0．1 mol／L盐酸溶液有更好的促蛋 

白变性作用，因此，选择 l％三氯乙酸溶液为样品 

提取液． 

‘

图 6 三聚氰胺阴性样品 DAD光谱图 

Hg．6 DAD spech ofmelamine negative sample 

表 1 不同酸对三聚氰胺的提取率 

TabIe l Extraction rate of different add medhma 

2．2 色谱条件优化 

三聚氰胺在水相中表现出较强的极性，在常 

规的反相洗脱系统保留时间很短，共流出现象严 

重，增加洗脱体系的酸度可改善其色谱保留行 

为 ．经实验考察，选定 1％三氯乙酸：乙腈 

(90：10)为流动相，获得三聚氰胺色谱保留时间见 

图2、图3，结果表明此色谱条件能满足分析需要． 

2．3 线性范围 

在最佳实验条件下按实验方法操作，以峰面 

积作定量指标，提取波长为 235 nxn，方法在选定 

的浓度范围内有良好的线性关系(Y=38357． 
01931X一40850．40182，／2= 0

． 999)．提示在 DAD 

光谱确认无阴性干扰前提下，该法可直接用于样 

品三聚氰胺杂质的定量测定． 

2．4 检出限和精密度 

取 1．2项下标准溶液不断稀释后，按 1．4条 

件操作，以10倍信噪比确定二极管阵列检测器检 

测低限为0．5 mg／kg，可变波长紫外检测器检测限 

为0．14 mg／kg． 

取阳性样品按 1．3项操作方法处理后平行测 

定 l1次，得到相对标准偏差(RSD)为0．51％，表 

明该方法的精密度比较好． 

检出限和精密度结果说明本次研究满足蛋白 

类保健食品中非法添加的三聚氰胺的快速筛查． 

2．5 样品测定 

按 1．3、1．4实验方法操作，对 5种含蛋白类 
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保健食品、三个控制样品测定，结果见表 2．检测 结果与现行监测方法测定报告结果相吻合． 

表 2 样品测定结果 

Table 2 Determination results of samples 

3 结论 

本次研究建立了含蛋白类保健食品中三聚氰 

胺残留量的高效液相色谱一二极管阵列检验测器 

法快速定性筛查方法．实践表明该方法用于实际 

样品具有定性快速准确，操作简便的优点，特别适 

用于大批量样品的筛查工作． 
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