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前言 

三聚氰胺是一种富含氮工业化学品，有多种用途，最常见

的是用于制造三聚氰胺树脂 —— 一种非常耐用的聚合物。在 

2007 年春季北美地区，自从有报道表明出现在小麦麸质中的

三聚氰胺可能引起宠物猫和狗的肾衰竭之后1，三聚氰胺这一名

字很快被人们所知。进一步的研究结果令科学家们相信就是这

些三聚氰胺及其类似物 —— 三聚氰酸二酰胺、三聚氰酸一酰

胺及三聚氰酸综合导致宠物生病2。为完成对宠物饲料原材料的

调查，需要测定三聚氰胺是否被故意添加至小麦麸质假冒蛋白

质以提高蛋白检测含量。因为工业标准的蛋白含量测试仅仅通

过氮含量测试推断蛋白含量，而三聚氰胺正好是一个廉价的含

氮丰富的原料，如果采用定氮方式测量蛋白含量，添加三聚氰

胺蛋白含量的测试结果就会显著增加。 

对三聚氰胺掺假蛋白的关注很自然会延伸到对各种不同

类型干蛋白粉原料的关注，无论这些干蛋白粉是作为动物饲料

还是人类食品原料。显著的事实和潜在的公众健康危害性促使

美国食品药监局 (FDA) 迅速发行关于蛋白原料中三聚氰胺分

析的标准测试方法。此方法命名为：“GC/MS 方法筛查三聚

氰胺、三聚氰酸二酰胺、三聚氰酸一酰胺及三聚氰酸”3，它与

定氮法测试蛋白含量相结合确定原材料是否确实富含蛋白质，

还是含有其他非蛋白质氮元素。一旦检出产品中含有任何三聚

氰胺或其类似物，此产品即刻标示为掺假物不允许非法出售。

美国食品药监局 (FDA) 目前的分析方法仅涉及对三聚氰胺及

其类似物的定性判断和半定量估算。 

本文提供了一种分析三聚氰胺及其类似物的耐用、有效且

确定性方案。除优化的 GC/MS 方法外，还讨论了样品准备方

案，包括提取和衍生。 
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实验部分 

整个实验包括三个主要部分：提取、衍生和 GC/MS 

分析，这些方法严格参考 US.FDA 出版发行的测试方法。

从干燥蛋白质原料中提取三聚氰胺相对比较简单，取 

0.5g 样品置于 20 ml 按 10:40:50 体积比制成的二乙胺 

(DEA)、水和乙腈混合溶液中超声提取 30 min。超声提取

后置于 3500 转/min 下离心 10 min，以去除样品基质中细

颗粒物，悬浮液通过 0.45 um PTFE 滤膜过滤，PTFE 作

为首选材料是因为食品类型基质中的很多化合物容易被

其他材料滤膜吸附。经滤膜过滤后，取 200 ul 溶液在  

70 °C 温度置于干燥清洁氮气气流下干燥蒸发，干燥之后

的样品等待衍生化处理。 

干燥的样品置于自动进样器小瓶里，加入 200 ul 吡

啶和 100 ul 浓度为 0.5 ug/ml 的内标溶液。三聚氰胺和相

关化合物被衍生化试剂 Sylon-BFT (Supelco) 转化为三甲

基 硅  (TMS) 衍 生 物 ， 衍 生 试 剂  Sylon-BFT 由含 

1%TMCS（三甲基氯硅烷）的 BSTFA（双三甲基硅三氟

乙酰胺）组成，添加 200 ul 此溶液至样品溶液中，70 ℃ 下

保温 45 min。衍生化重要的一点需要注意的是要考虑到样

品的基质如何很好的与试剂进行反应。如果衍生化样品基

质富含氨基酸，那么有必要加入少量样品或者更多的试剂

进行反应，以补偿氨基酸对 Sylon-BFT 的消耗，还可能

需要进行一些条件性实验。内标物 (ISTD) 为 2,6-二氨基

-4-氯嘧啶 (DACP)，用于监测衍生化过程，糟糕的内标回

收率预示着衍生化反应进行的不够完全，很有可能是由残

留的水或活性基质引起的。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 1. 气相色谱条件 
气相色谱仪： PerkinElmer Clarus 500 GC 

分析色谱柱： Elite -5MS 
(30m*0.25mm*0.25um) 

进样口类型： PSSI 

进样口温度： 280 °C 

进样方式： 不分流 

进样针容量： 5 μL 

进样体积： 0.5 μL 

进样速度： 快速 

载气类型： He 

载气流速： 1 ml/min 

温度 持续时间 速率 
100 °C 1 min 10 °C/min 
210 °C 1 min 30 °C/min 

柱温程序： 

300 °C 10 min End 

仪器时间事件： -0.5 min 
1.0 min 

Spl1 = 0 mL/min 
Spl1 = 50 mL/min 

 

 
 
 
 
 
 

 

表 2. 质谱仪条件 
质谱仪： PerkinElmer Clarus 500 MS 

GC 传输线温度： 280 °C 

离子源温度： 230 °C 

数据采集方式： 全扫描 

全扫描范围： 50-450 u 

溶剂延迟： 6 min 

全扫描时间： 0.2 s 

扫描时间间隔： 0.05 s 
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干燥的样品置于自动进样器小瓶里，加入 200 ul 吡

啶和 100 ul 浓度为 0.5 ug/ml 的内标溶液。三聚氰胺和

相关化合物被衍生化试剂 Sylon-BFT (Supelco) 转化为

三甲基硅 (TMS) 衍生物，衍生试剂 Sylon-BFT 由含 

1%TMCS（三甲基氯硅烷）的 BSTFA（双三甲基硅三

氟乙酰胺）组成，添加 200 ul 此溶液至样品溶液中， 

70 °C 下保温 45 min。衍生化重要的一点需要注意的是

要考虑到样品的基质如何很好的与试剂进行反应。如果

衍生化样品基质富含氨基酸，那么有必要加入少量样品

或者更多的试剂进行反应，以补偿氨基酸对 Sylon-BFT 

的消耗，还可能需要进行一些条件性实验。内标物 

(ISTD) 为 2,6-二氨基-4-氯嘧啶 (DACP)。 

本文采用的  GC/MS 系统是  PerkinElmer Clarus 

500 GC/MS，仪器设置的参数总结于表 1 和表 2。GC 

采用可程序升温的分流/不分流进样口，280 °C 恒温。

衬管采用 2 mm 内径的，进样体积为 0.5 uL，与溶剂在

进样口衬管内膨胀体积相匹配，更大体积的进样量将导

致溶剂由衬管中膨胀溢出，若溶剂膨胀体积超过衬管容

积，色谱峰形会变差。 

本文采用的优化的仪器分析条件用于分析大米蛋白

中的三聚氰胺，在这个分析案例中，有必要延长 GC 柱

温箱程序以便于将三聚氰酸二酰胺和三聚氰胺从样品基

质峰中分离出来。根据样品基质复杂程度的变化，可能

需要修改 GC 分析条件以达到分析物与干扰基质之间的

分离，达到更好分离效果的修正方法必须基于每种不同

的基质。匹配不同基质分离的最好技术是将空白加标与

样品加标对比。如果样品基质中的杂质峰流出时间不同

于分析物的保留时间，就不需要对方法进行修改。当然，

如果存在样品基质峰与目标分析物共流出现象，就需要

对 GC 柱温升温条件进行修改以达到更好的分离。 

在这个方法中，MS 扫描质量属范围为 50-450 u，

全扫描方式采集质谱数据。质谱数据帮助所有分析物的

定性确认。传输线和离子源的温度分别设为 280 °C 和 

230 °C。将扣除了背景的高浓度标准品分析的质谱图作

为化合物定性的参考。



 

 
 
 

 

    

图 1. TMS-衍生化三聚氰胺及类似物加标 0.1 ug / ml 分析色谱图 
 
 

图 2. 大米蛋白粉末显示掺假物，三聚氰胺及其 4 种类似化合物 
大峰检出 
 

 
 

结论 

如前所述，一旦检测到三聚氰胺或其类似物就表

明该产品为掺假品，不得作为食品或食品添加剂非法

出售。由于对食品行业存在潜在的经济影响，对人与

动物的健康存在潜在威胁，测试数据必须有严格的质

量控制 (QC) 以确保结果的准确性。除了高低浓度水

平的标准样品测试，此方案的 QC 还包括溶剂空白、

方法空白和样品加标：溶剂空白指嘧啶溶剂分析和衍

生化试剂分析；方法空白指不加标样品经过提取过程

后分析；样品加标包括低浓度和高浓度加标。尽管这

是一个过与不过筛选式方案，仍然需要在样品批量分析

前和后进行低浓度 (0.1 ug/mL) 和高浓度 (1.0 ug/mL) 

校准样分析 —— 用于确定半定量分析结果。图 1 为

低浓度标样分析的色谱图。从图中可见，即使是低浓

度水平，分析物响应仍然很显著 —— GC/MS 能够提

供足够的灵敏度！ 

正如在实验描述部分讨论的，样品基质在进行掺

假蛋白分析时会遇到非常广泛的干扰，因此必须修改 

GC 柱温箱升温程序将三聚氰胺及相关目标化合物与

干扰基质峰分离开来。另外一个降低基质影响的办法

是提取少量样品。提取少量样品可以降低样品基质中

高沸点化合物对 GC/MS 系统的影响。由于样品量减

少，势必需要提高 GC/MS 的灵敏度来检测低浓度水

平样品。SIFI（选择离子扫描与全扫描）是一种 MS 数

据采集方式，在此模式下，全扫描与选择离子扫描同

时进行，这样不仅可以达到最大的灵敏度，还保持了

全扫描数据的采集。本方法中全扫描方式已经提供足

够的灵敏度，但是某些情况下可能需要更高的灵敏度，

SIFI 就能满足。 

本方法不仅分析了标准样品和 QC 样品，还分析

了大量蛋白质原料样。图 2 是一张大米蛋白样品的分

析图，其中掺假物呈现高浓度水平。在这个样品中存

在很高浓度的污染，正好体现了之前讨论的 QC 程序

的有效性。内标化合物 DACP 验证了衍生化反应已

经进行完全，样品中 DACP 的峰面积与标准样中 

DACP 峰面积相当。在这个分析案例中，标准样中 

DACP 的平均峰面积为 643，161，样品中 DACP 平

均峰面积为 646，585，表明衍生化反应已经进行完全。

在图 2 中该样品污染到色谱柱容量过载的程度，

色谱柱容量过载可通过拖尾的色谱峰和及三聚氰酸与

三聚氰酸一酰胺漂移的保留时间看出。此外，此样品

需要重新进行提取分析，而且只能提取更少量样品是

因为目标分析物的响应也超出了低浓度和高浓度的标

样响应范围。相比其他目标类似物和样品基质三聚氰

胺被检测出很低浓度水平，GC 的方法进行优化之后，

三聚氰胺的峰可以完全从周围干扰峰中分离出来，易

于辨认。加上与标准谱图的对照，可以帮助三聚氰胺

的定性。图 3 显示了三聚氰胺标样质谱图与样品分析

质谱图的对比，质谱图和保留时间都非常匹配。 
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图 3. 标样与样品中三聚氰胺 (tri-TMS) 质谱图对比 
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结论 

全世界范围内有大量蛋白原料被用于食品和饲

料，而最近三聚氰胺及其类似物掺假蛋白促使了对蛋

白食品和饲料成分更详细分析测试的需要。这个分析

是非常重要的，它可以检测到一些通用的掺假物，与

总氮测试相结合可以验证食品产品中真实的蛋白含量。

本文阐述了基于新出版的 U.S.FDA 方法建立的

三聚氰胺及其类似物的分析方案，包括样品前处理和

仪器分析技术。样品前处理包括溶剂萃取和衍生化，

内标化合物作为基质衍生化过程指示剂验证衍生化反

应是否进行完全。GC/MS 分析是一种半定量筛选方

法，低浓度和高浓度标样支持样品分析。除标样分析

外，多次空白鹤基质加标分析用于整个测试的质量控

制。Clarus GC/MS 系统可在全扫描模式下检测到低浓

度加标掺假物，意味着可达到日常复杂样品基体筛选

分析要求的预期灵敏度。 
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