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摘要

本应⽤纪要介绍了⼀种定量分析三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺的⽅法，该⽅法将Waters ACQUITY QDa质谱检测

器与ACQUITY UPLC H-Class系统联⽤，操作简单、结果⼀致性⾼。在本实验所研究的5种加标基质中，3种⽬标

分析物的回收率均在75% 〜 123%范围内。

优势

在三分钟内分离三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺(DCD)。■

⽐现有的LC-MS/MS⽅法更经济。■

轻松将质谱检测集成到现有的LC⼯作流程。■

可定量紫外活性较弱的化合物。■

样品前处理步骤简单，⽆需使⽤会增加分析成本的内标物。■

出⾊的回收率和重复性。■

简介

三聚氰胺和三聚氰酸（图1）是富含氮元素的低质量数化合物，⼈们早就意识到，多种⻝品中的蛋⽩质掺假都与这

两种物质有关1。 虽然三聚氰胺和三聚氰酸各⾃本⾝并不具有毒性，但是⼆者有时会通过氢键相结合，形成名为氰

尿酸三聚氰胺的加合物，这种物质能够产⽣尖锐的晶体，可造成内脏器官功能衰竭，甚⾄导致死亡2。 还有⼀种类

似的化合物，双氰胺(DCD)，它本来是⽤于最⼤程度减⼩放牧牲畜对环境的破坏，但⽬前已在新西兰的乳制品中发

现了低含量的该化合物3。 三聚氰胺在婴⼉配⽅奶粉中的已公布限量为1 mg/kg，在其他⻝品和动物饲料中为2.5 

mg/kg。这些值是根据三聚氰胺及其类似物0.64 mg/kg体重(bw)的TDI（每⽇可耐受摄⼊量）⽽规定的4。 最近

，监管机构⼜公布了更为严格的三聚氰胺及其类似物的TDI — 0.2 mg/kg体重5。 欧洲⻝品安全局针对DCD发布的

TDI为1 mg/kg体重6。 由于这些化合物的极性较强，因此反相分析⽅法的效果通常不好。⽬前的⽅法采⽤HILIC⾊

谱柱或离⼦对机制7，通常配合MS/MS检测。

本应⽤纪要介绍了⼀种定量分析三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺的⽅法，该⽅法将Waters ACQUITY QDa质谱检测

器与ACQUITY UPLC H-Class系统联⽤，操作简单、结果⼀致性⾼。
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图1.三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺的结构。

实验

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class

CDS数据系统： Empower 3

运⾏时间： 14.0 min

⾊谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7 μm, 

2.1 x 150 mm

柱温： 35 °C
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流动相A： 50:50⽔:⼄腈，10 mM甲酸铵

，0.125%甲酸

流动相B： 10:90⽔:⼄腈，10 mM甲酸铵

，0.125%甲酸

流速： 0.6 mL/min

进样体积： 5 μL

梯度

序号 时间(

min)

流速(

mL/min)

%A %B

1 初始 0.6 2 98

2 3.0 0.6 2 98

3 3.5 0.6 98 2

4 4.0 0.6 98 2

5 4.1 0.6 2 98

6 14.0 0.6 2 98

标准品制备

⽤⽔分别制备浓度为1000 mg/L的三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺标准品。使⽤上述标准品和⽔制备三聚氰胺、三

聚氰酸和DCD浓度分别为2 mg/L、100 mg/L和100 mg/L的标准品中间混合物。使⽤10:90⽔:⼄腈按1:100的⽐例

稀释该标准品，得到三聚氰胺、三聚氰酸和DCD的浓度分别为20 µg/L、1000 µg/L和1000 µg/L的标准品。使⽤

10:90⽔:⼄腈得到该标准品的9个稀释梯度，⽤于制作分析物的校准曲线，具体值如表1所⽰。
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MS条件

质谱系统： ACQUITY QDa (Performance)

电离模式： ESI+/-

⽑细管电压： 0.8 kV正离⼦，0.6 kV负离⼦

探头温度： 缺省(600 ℃)

离⼦源温度： 缺省(120 ℃)

三聚氰胺

SIR： m/z 127.1，正离⼦

锥孔电压： 15 V

三聚氰酸

SIR： m/z 128.0，负离⼦

锥孔电压： 10 V

双氰胺(DCD)

IR： m/z 85.1，正离⼦

锥孔电压： 10 V

采集速率： 5 Hz
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全扫描采集： m/z 50〜300

锥孔电压： 15 V

正离⼦和负离⼦，棒状图

样品前处理

将1 g奶粉或婴⼉配⽅奶粉溶于10 mL 2%甲酸⽔溶液中。取1 mL液态婴⼉配⽅奶添加到9 mL 2%甲酸⽔溶液中。

然后取1 mL该溶液添加到9 mL⼄腈中并充分混合。将样品放置20分钟，待蛋⽩质沉淀之后在2233 g rcf下离⼼

20分钟。然后取1 mL所得的上清液上样⾄之前已使⽤6 mL 10:90⽔:⼄腈平衡过的认证Sep-Pak 6-cc硅胶⼩柱

（部件号186004616）。⽤4 mL 10:90⽔:⼄腈对⼩柱进⾏洗脱，然后进样分析获得的洗脱液。本实验共研究了

5个奶粉和婴⼉配⽅奶粉样品（包括粉状和液态样品、乳制奶粉和⼤⾖蛋⽩奶粉样品）。

研究中执⾏了加标实验以确定回收率。将1 mg/L三聚氰胺和20 mg/L三聚氰酸、双氰胺加标到1 g（1 mL液态婴⼉

配⽅奶）样品中。对上述五个样品执⾏相同的操作。每个样品均按照上述样品前处理⽅案进⾏制备。回收率值如

表2所⽰。

结果与讨论

⽅法开发

HILIC是分离本应⽤中三种分析物的理想技术。本应⽤研究了两种不同的HILIC⾊谱柱：BEH HILIC⾊谱柱和BEH 

Amide⾊谱柱。图2⽐较了分析物在两种⾊谱柱上的保留性，其中⼆氢苊被⽤作指⽰两种填料对分析物⽆保留的标

记。如图2A所⽰，三聚氰酸和双氰胺在HILIC⾊谱柱的未键合BEH颗粒上的保留性很低。ACQUITY UPLC BEH 

Amide⾊谱柱的三官能团氨基甲酰键合相对⽬标分析物的保留性明显更强（图2B），因此是更优的⾊谱柱选择。

如图2B所⽰，三种分析物之间实现了出⾊的分离效果。三聚氰胺是三种分析物中保留性最强的，并且在三分钟之

内即可洗脱。 
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图3是标准品1的UV最⼤图*与每种分析物（20 µg/L三聚氰胺、1000 µg/L三聚氰酸和双氰胺）的SIR通道图谱的叠

加图。如图3所⽰，在UV迹线中只有双氰胺不明显，但是所有三种分析物在其各⾃的SIR通道中均显⽰出较强的信

号，证明使⽤质谱检测可提⾼这些分析物的分析灵敏度。 

为了采⽤⽰例性样品评估该⾊谱⽅法，我们在本地商店购买了五种不同的样品（脱脂奶粉、乳制婴⼉配⽅奶粉、

⼤⾖蛋⽩婴⼉配⽅奶粉、乳制液态婴⼉配⽅奶和⼤⾖蛋⽩液态婴⼉配⽅奶）。分析这些样品之后，我们明显地发

现样品中有⼀种未知化合物会在与三聚氰胺相似的保留时间处洗脱。该化合物会在三聚氰胺洗脱之后不久对SIR⾊

谱图产⽣抑制。与SIR⾊谱图同时采集的全扫描MS数据有助于我们进⼀步研究产⽣该现象的原因。结果显⽰该化

合物的m/z为104.1（数据未展⽰），⽽且所检测的所有基质中均含有该物质。为了去除对三聚氰胺响应的抑制效

应，我们使⽤认证Sep-Pak硅胶⼩柱进⾏了直通式净化。该⽅法的效果如图4所⽰，该图⽐较了使⽤和不使⽤Sep-

Pak⼩柱净化的加标婴⼉配⽅奶粉样品分析结果。

图4A展⽰了未经净化的加标婴⼉配⽅奶粉样品中三聚氰胺的SIR曲线。三聚氰胺洗脱之后基线的下降表明信号受到

了显著的抑制，如前⽂所述。图4B中的m/z 104.1处的提取离⼦⾊谱图展⽰了造成这种抑制的相应⾊谱峰。图4B

中⾊谱的强度还表明该化合物的浓度⽐⽬标分析物⾼很多。

如图4C所⽰，净化之后，三聚氰胺SIR⾊谱图的基线不再受影响。图4D为净化之后m/z 104.1处的提取离⼦⾊谱图

。

m/z 104.1的响应⽐未经净化的样品约低250。该⽅法开发研究和⽅法改进是通过在分析时对选定的⽬标分析物SIR

迹线同时进⾏全扫描采集⽽实现的。  

SIR分析能够在筛查⽬标分析物所需的最低浓度条件下实现⾼灵敏度的定量分析。全扫描MS数据能为⽅法开发和

基质背景的改进提供有价值的信息。

样品分析

分析物的校准图如图5A‒C所⽰。校准范围经过了筛选，以获得可⽤的线性校准曲线（三种化合物的线性范围各不

相同，如图5所⽰）。所有分析物的回归系数均<0.996，且残差<20%。 

加标和不加标脱脂奶粉、液态乳制婴⼉配⽅奶和⼤⾖蛋⽩婴⼉配⽅奶粉的分析结果⽐较如图6所⽰。三聚氰胺的加

标浓度为1 mg/L，分析结果如图6A所⽰。三聚氰酸（图6B）和DCD（图6C）的加标浓度为20 mg/L（在图5所⽰
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的校准范围内）。乳制婴⼉配⽅奶粉样品的三聚氰胺峰（保留时间2.5 min，图6A）之前有⼀个明显的低浓度峰

，但不会⼲扰三聚氰胺峰的积分。
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图6.脱脂奶粉、液态乳制婴⼉配⽅奶和⼤⾖蛋⽩婴⼉配⽅奶粉的空⽩样品和加标样品（1 mg/L三聚氰
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胺、20 mg/L三聚氰酸和20 mg/L双氰胺）SIR谱图⽐较。(A) m/z 127.1的SIR谱图（三聚氰胺）。(B) 

m/z 128.0的SIR谱图（三聚氰酸），(C) m/z 85.1的SIR谱图（双氰胺）。

为了评估⽅法的回收率，我们将加标量与使⽤图5中的校准曲线定量计算得到的加标量进⾏了对⽐。5种不同基质

的回收率列于表2中，基质加标浓度如前⽂所述。所有分析物的回收率均在75% 〜 123%范围内。我们通过7次进

样加标的液态⼤⾖蛋⽩婴⼉配⽅奶进⾏了重现性评估，每种分析物的保留时间和含量的RSD%如表2所⽰。

结论

本实验开发了⼀种可快速筛查婴⼉配⽅奶粉中的三聚氰胺、三聚氰酸和双氰胺的⽅法。在本实验所研究的5种加标

基质中，3种⽬标分析物的回收率均在75% 〜 123%范围内。本研究采⽤配备ACQUITY QDa检测器和BEH Amide

⾊谱柱填料的ACQUITY UPLC H-Class系统，实现了：

对强极性棘⼿分析物的出⾊保留性。■

在三分钟内即可实现分析物的快速基线分离。■

采⽤简单的直通式净化⽅法。■

良好的质谱检测选择性和灵敏度，操作⼈员⽆需接受⼤量的质谱操作培训。■
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