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禽蛋中三聚 肢残留高效液相色谱快速检测法

沈祥广，丁焕中，贺利民，余静贤，曾振灵
(华南农业大学广东省兽药研制与安全坪价重点实验室，广东广州 510642)

摘要:建立了禽蛋中三聚氨胶残留的高效液相色谱快速检测方法.以 0.5 mol . L -1 乳酸溶液一乙睛(体积比为 35: 65) 

提取样品，提取液高速离心、滤膜过滤后直接进样色谱柱为 LC-SCX 柱，流动相为 O. 05 mol • L - 1 磷酸缓冲盐溶液-乙

腊(体积比为ω: 40) ，流速为1. 0 mL 'min- 1 ，检测波长为 240 nm. 禽蛋中兰聚氨胶质量分数为 0.25-10 ∞ mg • kg- 1 时，
三聚氨胶的质量分数与其峰面积之间存在良好的线性关系 (R~O. 999) ，在鸡蛋、鸭蛋、鹅蛋中按 0.25 ， 2.50 ， 10.ω

mg'kg- 1 3 个添加水平做三聚氨腊的回收率试验，其回收率> 939毛，变异系数 <8%. 该方法重现性好，灵敏度高，

简便，可用于禽蛋中三聚氨胶残留的快速检测.
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Rapid Determination of Melamine Residue in Poultry Eggs Using High 
Performance Liquid Chromatography Detection Method 

SHEN Xiang-guang , DING Huan-zhong , HE Li-min , YU Jing-xian , ZENG Zhen-ling 

( Guangdong Provincial Key Laboratoηfor Pharmaceutics Development and Safety Evaluation , 

South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: A high-pertormance liquid chromatography method for the determination of melamine in poultry 

eggs was developed. The sample treatment consisted of extraction with O. 5 mol • L -1 lactic acid solotion­

acetonitrile (volume ratio 35: 65) , high speed centrifugation and filtration. The resulting supernatant was 

detected by HPLC with ultroviolet detector at 240 nm. The mobile phase consisted of O. 05 mol • L- 1 

phosphate buffer-acetonitrile (volume ratio 60: 40) and the flow rate was 1. 0 mL • min -1. Within the 

range of O. 25 to 10. 00 mg • kg -1 melamine in eggs , good linearity was obtained (R ~O. 999) . The recov­

eries from fortified samples at three levels (0. 25 , 2. 50 , 10. 00 mg • kg -1 ) were higher than 93 % , with 

good RSD ( < 8% ). The method is of good reproducibility , high sensitivity , and expedience and can be 

applied for the rapid determination of melamine residue in poultry eggs. 
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三聚氨胶(melamine) 是一种用途广泛的有机化

工中间产品，其主要的用途是作为生产三聚氨胶甲

醒树脂(MF) 的原料.三聚氨胶分子中含氮量高，约

占分子质量的 66.7% ，由于目前蛋白质的含量测定

主要是采用定氮法，本品的存在能导致蛋白质的含

量测定值比真实值高.目前测定三聚氨肢的方法研

究主要集中在乳及乳制品和饲料，常采用 ELISA
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法[ 1 J 、 HPLC 法[叫、毛细管电泳法[5-6 J 、 GC-MS 法 [7J 、

LC-MS 或 LC-MS-MS 法[川]进行检测，针对禽蛋中三

聚氨胶的残留测定报道较少.由于市场上禽蛋品种

繁多，日常消费量大，监测工作的准确度和效率也就

显得格外重要，因此开发一种准确可靠的禽蛋中三

聚氨胶残留快速检测方法也就显得很有必要.本文

建立了禽蛋中兰聚氨胶高效液相色谱法快速检测方
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品 100 mg ，置 100 mL 量瓶中，加体积分数为 50% 甲

醇溶液溶解并定容至刻度，制得 lmg.mL-1 的三聚 南

氨胶标准贮备液，置- 20 "c冰箱备用. a 

兰聚氨胶标准工作液:取适量三聚氨胶标准贮

备液，用水稀释成适宜浓度的标准工作液.

体积分数为 50% 甲醇溶液:取甲醇适量，加入同

等体积的水混匀即得.

0.5 mol. L -1 乳酸溶液:称取分析纯乳酸 28 g , 

置 500 mL 量瓶，加水溶解并定容至刻度.

样品提取液:取 0.5 mol • L -1 乳酸溶液 350 mL , 

加人乙睛 650 mL r昆匀即得.

O. 05 mol • L- 1 磷酸缓冲盐溶液:称取 6.8 g 磷

酸二氢饵，加水 800 mL 溶解后，用磷酸调节 pH 至

法，应用二极管阵列检测器对检出物质进行定性，方

法操作简便、快速，可有效去除干扰物对检测结果的

影响.本方法对于有效监控禽蛋中的三聚氨胶残留，

保证人民身体健康具有实际应用价值.

1 材料与方法

1. 1 药品与试剂

三聚氨胶对照品(美国 ChemService 公司，批号:

41O-86A ，含量 :99.5%); 甲醇、乙腊均为色谱纯(美

国 Fisher 公司) ;磷酸、乳酸、磷酸二氢饵等为国产分

析纯.

1. 2 仪器

高效液相色谱仪(美国 Waters 公司，配置紫外检

测器、二极管阵列检测器，型号: 2695 -2487 -2996 ) ，冷

冻高速离心机(德国 BAECKMAN 公司，J-25 型) , LC­

SCX 色谱分析柱( SUPELCO , 250 mm x 4. 6 mm , 

5μm) . 

1. 3 试液配制

三聚氨胶标准贮备液:精密称取三聚氨胶对照

0.003 0.003 
b a 

0.002 0.002 

~ 0.001 m阳line 亏 0.001

3.0 ，用水稀释并定容至 1 L ， 0.22μm 微孔滤膜过滤

后备用.

1. 4 色谱条件

色谱柱 :LC，SCX 柱，250 mm x4. 6 mm ，5μ川流

动相 :0. 05 mol • L -1 磷酸缓冲盐溶液-乙睛(体积比

为 60: 40) ;流速: 1. 0 mL . min - 1 ;柱温 :30 ℃;检测

波长 :240 nm;进样量:50μL

1. 5 样品的处理

打开蛋壳，将蛋黄和蛋清一起置组织匀浆机打

成均匀蛋液，制成待测样品，移取 5 mL 待测样品置

50 mL 具盖聚乙烯塑料离心管，精密称定，准确加人样

品提取液 20 mL，盖紧盖子后涡旋震荡使均匀分散，

置于摇床震荡提取 20 min ，静置 10 min ，取适量?昆合

液置高速离心机 18000 r • min - 1 ，离心 10 min ，上清

液过 0.22μm 滤膜后制得试样溶液，进高效液相色

谱仪按"1. 4"的色谱条件测定，以峰面积外标法定量.

1. 6 应用试验检测

对采自于农贸市场和超市的 200 余份禽蛋样

品，采用上述方法进行检测，阳'性样品采用 GC-MS

方法进行复检.

结果与分析

2.1 标准晶的色谱法检测
取适量三聚氨胶标准贮备液，用流动相稀释成

0.05 ,0. 10 ,0.25 ,0.50 ,1. 00 ,2.00 mg • L- 1 系列质量

浓度的标准液，在"1. 4" 所述色谱条件下，三聚氨胶

保留时间在 9 min 左右.以药物的浓度与峰面积进行

线性回归，计算标准曲线方程.标准曲线的相关系数

大于 0.999;每一质量浓度标准洛液测定 4 次，三聚

氨胶峰面积的相对标准偏差小于 2%. 三聚氨胶标准

液、空白禽蛋样品和空白禽蛋样品中加入三聚氨胶

标准品的色谱分析结果见图1.

、
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图 l 三聚氧胶标准品(0.05 mg . L -1) (a) 、空白鸡蛋(b) 及加入三聚氨脑标准品的鸡蛋(0. 25 mg . kg -1 )( c) 的色谱图

Fig. 1 Chromatogram of melamine standard (0. 05 mg . L -1 ) (时. Chromatograms of blank eggs ( b) and the egg sample spiked with 

melamine (0. 25 mg . kg -1 ) ( c) 

2.2 禽蛋中三聚氨肢的线性范围与最低测定浓度 500 、 1 000 mg • L - 1 )标准工作液，旋涡泪匀，使得样

移取 5 mL 空白待测禽蛋样品，样品质量以 5 g 品中三聚氨胶的质量分数分别为 O. 25 ,0. 50 , 1. 00 , 

计，依次加人 50μL 不同质量浓度 (25 、50 、 100 、250 、 2.50 ,5.00 , 10.00 mg' kg- 1 . 以加入 50μL 双蒸水的
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样品作对照.按前述方法进行处理和测定.将三聚

氨胶的色谱峰面积 S 与相对应的药物质量分数

[ w/ (mg • kg - 1 ) ]作线性回归，求得标准曲线方程和

相关系数，结果见表1.按 S/N 注 10 计，禽蛋样品中

的定量限为 O. 25 mg • kg - 1 . 

2.3 回收率及变异系数

将不同质量浓度 (25 、250 、 1 000 mg • L - 1 )标准

工作液 50μL 加人至 5 mL 空白禽蛋待测样品中，涡

旋混匀，制得0.25 ， 2.50 ， 10.00 mg' kg-
1 3个添

表 1 方法的线性范围及标准曲线回归方程

Tab. 1 Linear range and Iinear equation of the method 

样品

鸡蛋

鸭蛋

鹅蛋

测定范围I(mg' kg-I) 

0.25 - 10. ∞ 

O. 25 -10. ∞ 

O. 25 -10. ∞ 

回归方程 R 

w =2. 505 x 10 -55 叶.02440 0.9997 

w =2. 5J7 x 10 -55 +0. 02383 0.999 8 

w =2. 502 x 10 -55 +0.08620 0.9994 

加水平的样品，然后按样品前处理方法处理，并进行

色谱分析.每一批样品均测定 4 次，共测定 3 批，三

聚氨胶的回收率及变异系数见表 2.

表 2 样晶中三聚氨肢不同质量浓度的回收率和变异系数

Tab. 2 Recoveries and RSD of melamine in samples at ditTerent concentrations n = 4 

样本

鸡蛋

鸭蛋

鹅蛋

添加量/

(mg • kg -1 ) 

0.25 

2.50 

10.00 

0.25 

2.50 

10.00 

0.25 

2.50 

10.00 

2.4 应用试验检测

批 1

95.34 

98.21 

102.30 

101.60 

98.46 

102.60 

101. 60 

102.50 

100.20 

平均回收率/%

批 2

98.13 

95.22 

102. 10 

105.40 

96. 14 

103.80 

96.72 

101. 40 

98.13 

采用本文建立的方法检测来自农贸市场和超市

的 2∞余份禽蛋样品，检出的 2 份阳性样品采用 GC­

MS 方法进行复检，与本方法检测结果较为一致;其中

含三聚氨胶质量分数较高的样品为 7. 3 mg • kg -1 ，将

该样品剩下的部分未打壳鸡蛋样品的蛋黄和蛋清各

自按上述方法进行处理和测定，其中蛋黄含三聚氨

肢的质量分数为 3. 2 mg • kg -1 ，蛋清含三聚氨肢的

质量分数为 8. 9 mg • kg -1 . 

3 讨论与结论

3.1 色谱条件的优化

三聚氨胶的分子式中含有三个酷胶键，为一强

极性化合物，液相色谱分析中，在 Cs 或 C 1S柱的保留

很弱，几乎与溶剂响应峰同时出峰.在文献报道中，

大多数的研究者都是在流动相中加入辛皖磺酸铀离

子对试剂[3.14] ，以延长三聚氨胶的保留时间，便于检

测物与检测样品中的其他成分分离.在本试验中曾

就上述条件进行探索，结果发现该条件勉强能使检

测物与其他成分分离，但色谱条件下基线的信号噪

音较大.国家质监总局 2∞8 年 10 月发布的《原料乳

中三聚氨胶快速检测液相色谱法~ [15] 中，以 LC-SCX

批 3 批 l

93.16 5.3 

101. 80 3. 1 

98. 12 2. 1 

102.10 4.8 

103.90 2.9 

100.20 2.5 

103.50 5.2 

97.36 3. 1 

96.15 2.9 

变异系数( RSD)/% 

批内

批 2 tlt 3 

4. 1 3.6 

4.3 2.7 

2.6 3.8 

5.4 5.8 

3.8 2.9 

3.2 2.7 

5.6 5.3 

4.2 3.5 

3.4 3.3 

批间

5.5 

6.4 

4.9 

6. 1 

6.5 

4.3 

7. 1 

5.6 

3.9 

色谱柱为固定相，以磷酸盐缓冲液-乙腊(体积比为

60:30) 为流动相，经进一步优化条件，以 LC-SCX 250 

mm x4. 6 mm ，5μm 的色谱柱为固定相，采用磷酸盐

缓冲液-乙腊(体积比为 60:40) 为流动相，用于测

定禽蛋中的三聚氨肢，目标物的响应峰与禽蛋样

品中的杂质峰能更好分离，基线平稳，基线信号噪音

较小.

按本研究的色谱条件，从二极管阵列检测器得

到三聚氨胶色谱峰的紫外线吸收光谱图，对光谱图

的分析发现，在 236 nm 波长处有一吸收峰，在 228

nm 处有一吸收谷，继续往低波长方向，吸收度呈快

速上升，至 210 nm 达最大.在检测波长的选择上，如

果选择较低波长，药物峰的响应值明显变大，但基线

的噪音信号增加更为显著，选择 240 nm 作为检测波

长虽不在药物吸收峰顶的位置，但基线噪音较小，相

比之下二聚氨肢色谱峰的信噪比更为理想.

3.2 样晶的制备和处理

禽蛋的可食部分主要是蛋清和蛋黄，经对阳'性

样品的蛋清和蛋黄中三聚氨胶的残留情况进行分

析，发现残留主要在蛋清，蛋黄中也有少量残留，大

约为蛋清中的 1/3 ，考虑到人们吃蛋的时候通常是蛋

黄、蛋清一起吃，因此在样品的制备上采用蛋黄和蛋
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清加在一起均质制成待测样品.由于待测禽蛋样品

有一定粘稠性，经反复试验，在室温下 5 mL 样品的

称样质量约为 5 g [ (5 + O. 1 ) g , n = 10 ] ，检测含量以

天平所称质量的结果进行计算.样品处理主要的目

标是提取三聚氨胶，沉淀蛋白质和卵磷脂，通常可以

用甲醇、乙腊、兰氯甲皖等有机溶剂或加入高氯酸、

三氯乙酸、三氟乙酸等含卤素的溶液来处理样品.在

试验中发现，禽蛋均质液具有乳化作用，仅加入高氯

酸、三氯乙酸、三氟乙酸等含卤素的溶液来处理样品

难以获得澄清的样品提取液，需要加人适量乙睛、甲

醇等有机薛剂进一步破乳和沉淀蛋白质.研究同时

发现，三聚氨胶在水、高氯酸、三氯乙酸、三氟乙酸等

的稀榕液中的溶解较差，而在稀乳酸溶液的溶解较为

理想，乙睛沉淀蛋白的效果较好，最后选择了 0.5

mol • L - J 乳酸溶液一乙睛(体积比为 35: 65) 的混合

搭液来提取样品，采用高速离心的方法获得澄清的

样品溶液用于液相分析，能得到良好的回收率.

3.3 方法的适用范围

本法利用二极管阵列检测器得到三聚氨肢的色

谱峰特征紫外光谱图，当禽蛋样品中三聚氨胶的质

量分数注O. 25 mg • kg - J 时，二极管阵列检测器即能

获得特征明显的三聚氨胶紫外光谱图，通过色谱峰

的保留时间和色谱峰的在线紫外光谱图能很好地对

检出的物质进行定性.我国现阶段禽蛋中三聚氨胶

的暂定残留限量为 2. 5 mg • kg - J ，使用本法进行检

测具有快捷准确的特点.

利用本方法同时还可以检测蛋中三聚氨胶衍生

物环丙氨嗦的残留，监测灵敏度及回收率与三聚氨

胶相近.环丙氨嗦色谱峰的保留时间约比三聚氨胶

推后 2 min ，与三聚氨胶的色谱峰能完全分离.

在检测中，如果需要更低的检测限，可在本法的

样品处理过程中，移取 5 -10 mL 样品混合榕液离心

后的上清液，置氮吹仪 50 "c挥发至原体积的 112 后

过混合型阳离子交换柱 (SCX ， 60 mg , 3 mL) 进行净

化和浓缩，过柱方法按常规操作 (3 mL 甲醇和 3 mL 

水平衡柱子，上样，用 3 mL 水和 3 mL 甲醇洗柱子，

6 mL体积分数为 5% 氨化甲醇洗脱并收集，置氮吹仪

50 "c挥发至干，用 1 mL 流动相恪解后过0.22μm 滤

膜得待测样品液) [叫.此法能使检测灵敏度提高 5 -

10 倍，但在过柱操作上花费了大量的时间.
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