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LC-MS/MS内标法测定乳制品中的三聚氰酸
邢丽红，孙伟红，苗钧魁，谭志军，冷凯良*

(中国水产科学研究院黄海水产研究所，山东 青岛      266071)

摘   要：建立快速测定乳制品中三聚氰酸残留量的高效液相色谱 - 串联质谱分析方法。用乙腈和水提取样品中的三

聚氰酸，乙腈二次去蛋白，10000r/min 离心后，以电喷雾离子源负离子多反应监测模式进行质谱分析，内标法定

量。三聚氰酸在 0.005～0.2μg/mL 范围内线性关系良好，相关系数 r ＞ 0.999。在空白样品中添加三聚氰酸的平均

回收率在 91.7%～99.6% 之间，相对标准偏差＜ 10%。液态奶类样品和奶粉的定量限均为 0.2mg/kg。
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Determination of Cyanuric Acid in Dairy Products by HPLC-MS/MS

XING Li-hong，SUN Wei-hong，MIAO Jun-kui，TAN Zhi-jun， LENG Kai-liang*
(Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao      266071, China)

Abstract ：A sensitive HPLC-MS/MS method with high selectivity was developed for the determination of cyanuric acid

residues in dairy products. Cyanuric acid in samples was extracted into acetonitrile/water system. The extract was deproteinized

by adding additional acetonitrile, followed by high-speed centrifugation, before HPLC-MS/MS analysis in the internal standard

mode. Electrospray ionization was applied and operated in the negative ion mode. An excellent linear range of this method for the

determination of cyanuric acid was 0.005－0.2μg/mL with a correlation coefficient of more than 0.999. The average recovery

rates in dairy products spiked with standard material at concentration levels of 0.2, 0.5, 1.0 mg/kg and 2.0 mg/kg were in the range

of 91.7% to 99.6% with relative standard deviations less than 10%. The limit of detection of this method was 0.2 mg/kg.
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三聚氰酸(cyanuric acid，CYA)，属于三嗪类含氮

杂环有机化合物，学名 1,3,5- 三嗪 -2,4,6-(1H,3H,5H)三
酮、S- 三嗪 -2,4,6- 三醇、2,4,6- 三羟基 -1,3,5- 三嗪，分

子式 C 3H 3N 3O 3，相对分子质量 129 .07，简称氰尿酸、

异氰脲酸。工业上用于有机合成氰尿酸 - 甲醛树脂、涂

料、黏合剂、农药除草剂、金属氰化缓蚀剂、高分

子材料改性剂和用于药物卤三羟嗪的生产，此外可作为

游泳池的氯稳定剂[ 1 ]。

对三聚氰酸的毒理学研究表明，三聚氰酸的急性毒

性作用很低，体内为惰性代谢，大部分以原型从尿液

中排出，三聚氰酸大鼠经口 LD50 为 7700mg/kg，家兔经

皮 LD50 为 1000mg/kg，属于低毒和实际无毒级物质[2-3]。

大剂量作用时，主要对肾脏产生毒性，同时还可对心

脏等肾脏以外的器官产生毒性作用，且对雄性动物的毒

性大于雌性动物[ 4 -7 ]。三聚氰酸还可由三聚氰胺水解生

成，当三聚氰酸和三聚氰胺在酸性条件下同时存在时，

容易形成结晶，导致肾结石的发生。

目前，三聚氰酸主要的检测方法有气相色谱 - 质谱

法[8-11]、高效液相色谱法[1,12-13]、液相色谱 - 质谱法[14-15]

等。高效液相色谱法采用紫外检测器检测，灵敏度较

差，且无法确证，不能满足残留检测的要求，一般作

为筛选方法。GC-MS 法虽可对目标物进行确证，但需

对样品进行衍生化，操作比较繁琐，且灵敏度较差。

LC-MS/MS 法不需衍生，前处理操作简单，是理想的

确证方法。本实验旨在建立 LC-MS/MS 内标法快速测定

乳制品中三聚氰酸的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

市售鲜牛奶、酸奶、奶粉，购于青岛。
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三聚氰酸标准品(纯度98.5%)    Dr.Ehrenstorfer GmbH
公司；氘代三聚氰酸内标标准品(100 μg/mL)    美国

Cambrige Isotope Laboratories 公司；乙腈(色谱纯)    美
国 Merck 公司；水为超纯水；Oasis MAX 固相萃取柱

(60mg，3mL)    美国 Waters 公司；HR-XA 固相萃取柱

(60mg，3mL)    Chromabond 公司； PAX 固相萃取柱

(60mg，3mL)    艾杰尔公司。

1.2 仪器与设备

TSQ Quantum Access 液相色谱 - 串联质谱仪    赛默

飞世尔科技有限公司；CR 22G 冷冻离心机    日本日立公

司；小型高速离心机    美国 Sigma 公司；KQ-600DE 超

声波清洗器    江苏昆山超声波仪器有限公司；涡旋混合

器    美国 Talboys 公司。

1.3 方法

1.3.1 样品处理

液态奶类样品：称取约 1g 样品，加入适量氘代三

聚氰酸内标，再加入 8mL 乙腈，用水定容至 10mL，充

分涡旋混合 1min，超声 20min，10000r/min 离心 10min，
取上清液 500μL 于 2mL 塑料离心管，再加入 500μL 乙

腈，充分涡旋混合 1min，14000r/min 离心 10min，过

0.22μm 有机相微孔滤膜，供 LC-MS/MS 测定。

奶粉：称取约 1 g 样品，加入适量内标，再加入

8mL 乙腈和 2mL 水，充分涡旋混合 1min，超声 20min，
10000r/min离心 10min，取上清液 500μL 于 2mL 塑料离心

管，再加入 500μL 乙腈，充分涡旋混合 1min，14000r/min
离心 10min，过 0.22μm 有机相微孔滤膜，供 LC-MS/MS
测 定 。

1.3.2 仪器条件

色谱条件：PC HILIC(2.0mm × 150mm，5μm)；进

样量：10μL；柱温：室温；流动相：乙腈 - 水 =(90:10，
V / V ) ，等度洗脱。

质谱条件：离子化模式：大气压喷雾离子源

(E SI )，负离子模式；喷雾电压：3 50 0V；鞘气压力；

30L/min，辅助气流量：15L/min；离子传输毛细管温

度：300℃；源内诱导解离电压：10V；碰撞压力：氩

气，1 .5mTorr；扫描模式：选择反应监测(SRM)，选

择反应监测母离子、子离子和碰撞能量见表 1。

1.3.3 标准工作液的配制

准确称取三聚氰酸标准品 0.01g，用乙腈溶解并定

容至 10mL，配成 1mg/mL 母液。将 0.1mg/mL 氘代三聚

氰酸内标储备液用乙腈稀释 0.01mg/mL中间液。将 1mg/mL
母液三聚氰酸和氘代三聚氰酸内标溶液用乙腈稀释成三

聚氰酸的质量浓度分别为 0.005、0.01、0.02、0.05、
0.1、0.2μg/mL，氘代三聚氰酸内标质量浓度为 0.25
μg/mL 的标准工作溶液，进行 LC-MS/MS 测定。

2 结果与分析

2.1 质谱条件的优化

采用针泵流动注射三聚氰酸标准溶液，在 m / z
100～150 扫描范围内以 ESI 负离子模式进行母离子全扫

描，确定三聚氰酸的分子离子[M － H]－为 m/z 128。然

后，以 m/z 128 为母离子，对其子离子进行全扫描，主

要产生 m/z 42.5、84.7 等子离子。其中 m/z 84.7 为三聚

氰酸开环分子重排失去 CNO 的碎片离子峰([M － H －

CNO]－)，m/z 42.5 为碎片离子峰([CNO]－)。选取丰度最

强的子离子 m/z 84.7 和 m/z 42.5 作为三聚氰酸的监测离

子，最后以选择反应监测(SRM)负离子模式优化锥孔电

压(skimmer offset)、碰撞能量(collision energy)等质谱参

数，优化后的质谱条件见表 1。三聚氰酸以子离子 m/z
84.7 和 m/z 41.5 及二者的相对丰度比来定性，以子离子

m/z  84.7 为定量离子，以色谱峰面积按内标法定量。

2.2 色谱条件的优化

三聚氰酸含有三个有机氮基团，属于强极性化合

物，色谱柱的选择至关重要。分别研究 Agilent Inertsil
ODS-3、Zorbax SB-C18、Eclipse XDB-C18 和 PC HILIC
色谱柱，结果发现，三聚氰酸在普通 C 18 反相色谱柱上

峰形较宽，保留较差，强度较低，见图 1 。

目标化合物 分子式 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量 /eV

三聚氰酸 C3H3N3O3 128.0
42.5 17

84.7* 11
三聚氰酸 -13C3 13C3H315N3O3 134.0 44.7* 17

表 1  SRM 模式下三聚氰酸质谱测定的特征离子

Table 1   Characteristic ions for MS determination of cyanuric acid

注：* . 定量碎片离子。
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根据化合物的性质特点，本实验选择了既具有离子

交换、又具有反相分离特点的 PC HILIC 色谱柱进行分

离，三聚氰酸能够在此色谱柱上较好的保留，峰形比

较尖锐，强度较高，并具有良好的重现性和适宜的保

留时间，见图 2 。

图 2 三聚氰酸在 PC HILIC 色谱柱上的色谱图

Fig.2   Chromatogram of cyanuric acid on PC HILIC column

对于流动相中的有机相，一般采用甲醇和乙腈，

由于采用电喷雾模式，而电离机理中一个重要的过程为

去溶剂化，在负离子模式下，乙腈比甲醇更容易促进

离子化，故选择乙腈为流动相中的有机相。流动相中

的水相，应尽量避免加入缓冲盐，本实验采用超纯水

作为水相。经过反复实验验证，本方法采用乙腈和水

按照 9:1 的比例等度洗脱，就可使三聚氰酸及其内标氘

代物在色谱柱上达到很好的分离效果，流动相的配制简

单快捷。

2.3 提取与净化条件的优化

2.3.1 提取溶剂的选择

三聚氰酸微溶于水，能溶于热水、热乙醇、吡

啶、浓盐酸及硫酸，也溶于氢氧化钠和氢氧化钾水溶

液，不溶于冷乙醇、醚、丙酮、苯和氯仿 [ 2 , 7 ]。因此

提取溶剂一般都选用极性较强的有机溶剂、缓冲溶液或

水和有机溶剂的混合溶液。常见的提取溶剂有二乙胺 -
乙腈 - 水溶液、乙腈溶液和甲酸溶液、酸化甲醇、高

氯酸等。

乙腈具有沉淀蛋白和去除部分脂肪的功能。本实验

采用乙腈和水作为提取剂，以有机相乙腈和水相的体积

比例分别为 4:6、5:5、6:4、7:3：8:2、9:1 进行提取，

结果发现，当乙腈和水的比例低于 5:5 时，离心之后的

上清液仍然很浑浊，当乙腈的比例逐渐升高时，上清

液逐渐变得澄清透明。这是由于乳制品中蛋白质含量较

高，降低乙腈比例时，沉淀蛋白的效果较差，只有提

高乙腈的比例才能将乳制品中绝大多数蛋白质沉淀。但

当乙腈与水相的比例达到 9 : 1 时，又会降低提取效率。

本实验最终选择乙腈与水相的比例为 8:2 为最优提取条

件，即液态奶的提取剂乙腈与水的比例约为 8:1，奶粉

提取剂乙腈:水 =8:2。

2.3.2 离心转速的影响

由于蛋白是干扰色谱柱分离、影响峰形、造成峰

拖尾极其重要的一个因素，因此离心在本实验中是一个

关键因素。转速越高，离心时间越长，沉淀蛋白、脂

肪及其他杂质的效果越好。对于乳制品类蛋白质含量较

高的样品，当高速离心机转速不低于 8000r/min 时，才

能达到较好的分离效果。本实验选用 10000r/min 离心

10min，即可保证去除绝大多数干扰物的影响。

在上清液中进一步加入等体积的乙腈，其目的是进

一步去除提取液中的蛋白质等杂质干扰。为了使提取液

中微量的蛋白质、脂肪等杂质能够沉淀析出，在提高

乙腈比例的同时，提高转速至 14000r/min，在二者的双

重作用下，提取液中的干扰物基本可以去除干净。二

次去除蛋白前后色谱对照图见图 3、4。
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图 1  三聚氰酸在 C18 色谱柱上的色谱图

Fig.1   Chromatogram of cyanuric acid in C18 Column
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2.3.3 净化方式

根据三聚氰酸的化合物结构和性质，对于基质复杂

的样品，应选择混合阳离子相萃取柱净化。将三聚氰

酸标准溶液分别过 Waters Oasis MAX、Chromabond HR-
XA、Agele PAX 固相萃取柱，比较 3 款固相萃取柱的

净化效果。结果发现，3 款固相萃取柱的回收率均较

好，在 9 0 % 以上。但实际样品测定过程中，操作较为

繁琐，且成本较高。而本实验采用乙腈沉淀和高速离

心二次去除蛋白的方法处理样品，既节约成本，又简

化了前处理方法。

2.4 线性范围和检测限

按照 1.3.2、1 . 3 . 3 节方法配制标准系列并进行测

定，以色谱峰面积按内标法定量，结果表明，三聚氰

酸标准溶液浓度在 0.005～0.2μg/mL 范围内线性关系良

好，线性方程为 Y=9.12 × 10-3X － 6.55 × 10-3，相关系

数大于 0.999。本实验结果表明，在阴性样品中添加水

平为 0.2mg/kg 时，三聚氰酸的信噪比(R SN)均大于 10，
而且方法学数据是可靠的，表明方法的定量限可以达到

0.2mg/kg。
2.5 回收率和精密度实验

选择阴性鲜牛奶、酸奶和奶粉样品，分别添加一

定量的标准溶液，使添加水平分别为 0 . 2、0 . 5、1 . 0、
2.0mg/kg，按上述方法处理，每个添加质量浓度重复测

定 5 次，做 3 个批次，考察方法的精密度，结果见表

2。在空白样品中添加三聚氰酸的平均回收率在 91.7%～

99.6% 之间，相对标准偏差＜ 10%。

2.6 样品测定

通过对市售 20 份鲜奶、酸奶及奶粉样品进行测定，

均未检出三聚氰酸。
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图 4 二次除蛋白后的色谱图

Fig.4   Chromatogram of cyanuric acid after protein removal
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图 3 二次除蛋白前的色谱图

Fig.3   Chromatogram of cyanuric acid before protein removal
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乳制品
添加水平 / 平均回                      相对标准偏差 /%

(mg/kg) 收率 /% 批内 批间

0.2 92.4 7.5 7.9

鲜牛奶
0.5 91.7 7.2 7.4
1.0 96.4 5.7 6.1
2.0 95.9 4.6 5.2

0.2 93.6 7.0 7.6

酸奶
0.5 92.2 6.4 7.3
1.0 99.6 5.1 5.6
2.0 96.2 3.2 4.4

0.2 93.8 7.4 8.0

奶粉
0.5 94.4 7.0 7.6
1.0 93.3 5.3 6.4
2.0 98.5 3.2 4.5

表 2 乳制品中三聚氰酸的添加回收率

Table 2   Recovery rates of cyanuric acid in dairy products spiked with
standard material
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3 结  论

通过乙腈和水提取样品中的三聚氰酸，乙腈二次去

蛋白，以及优化高效液相色谱及质谱条件，建立了一

种快速测定乳制品中三聚氰酸的方法，前处理简单，无

需固相萃取柱净化，降低了成本，精确度高，重现性

好，是一种理想的测定方法。本实验对市售 20 份乳制

品进行测定，均未检出三聚氰酸。
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