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高效液相色谱法同时测定青菜中环丙氨嗪和三聚氰胺残留
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摘要：研究并建立了同时测定青菜中环丙氨嗪和三聚氰胺残留量的高效液相色谱紫外检测分析方法。冷冻干燥

并均质后的青菜样品经Ｖ（氨水）∶Ｖ（甲醇）＝５∶９５的混合溶液超声辅助浸提、离心、旋转蒸发、固相萃取等浓缩净
化处理后，用高效液相色谱定量。分离色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＮＨ２柱，流动相为Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝９０∶１０的混合溶液，

流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２１４ｎｍ。环丙氨嗪和三聚氰胺的标准曲线在００５～１００ｍｇ·Ｌ－１范围内与其峰
面积线性良好，相关系数不低于０９９９５，在０２～４０ｍｇ·ｋｇ－１添加范围内，环丙氨嗪和三聚氰胺的平均回收率分
别为８１２６％～８７６９％和７８２４％～８２３３％，相对标准偏差分别为２７５％～６１８％和３９９％～６６７％，方法的最低
检测浓度分别为１１３０和２０３８μｇ·ｋｇ－１。该方法操作简单且灵敏度高，适用于青菜样品中环丙氨嗪和三聚氰胺
残留检测。
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① 通信作者Ｅｍａｉｌ：ｅｃｓｘｇ＠ｎｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　环丙氨嗪（ＣＹＲ）是一种高效昆虫生长抑制剂
类杀虫剂［１］，其分子式为 Ｃ６Ｈ１０Ｎ６，化学名为２ 环
丙氨基 ４，６ 二氨基 １，３，５ 三嗪。在中国，环丙
氨嗪被广泛添加入动物饲料中，以控制动物厩舍内

蝇蛆的生长发育，添加量一般为５ｍｇ·ｋｇ－１，经动
物食用后绝大部分以原药（ｗ为７５％～８６％）或代谢
物三聚氰胺（ｗ为２％～１４％）的形式随动物粪便排
出体外［２］。含有大量环丙氨嗪的动物粪便作为农

家肥施用会造成大面积的农业土壤污染［３－４］。环丙

氨嗪在土壤环境中易发生光降解，其主要降解产物

三聚氰胺在环境中非常稳定，能够长期存在于土壤

环境中［５］。

目前，关于环丙氨嗪和三聚氰胺的检测方法主

要集中在饲料［６］、土壤［７］和动物性食品［８］中，而其

在蔬菜等植物性食品中的残留检测方法还鲜见报

道，仅见ＳＡＮＣＨＯ等［９］采用离子对液相串联质谱检
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测甜菜组织中环丙氨嗪和三聚氰胺残留的报道，然

而其样品处理过程中需加入高危险性的四氢呋喃

离子对试剂，且单个样品需要超过８０ｍＬ有机试剂。
笔者研究并建立了同时测定青菜中环丙氨嗪和三

聚氰胺残留的高效液相色谱方法，其灵敏度高，抗

干扰能力强，可以作为绿叶蔬菜中环丙氨嗪和三聚

氰胺的常规残留检测方法。

１　试验设计

１１　仪器与材料
仪器：安捷伦 １２００高效液相色谱仪，配 ＶＷＤ

检测器；冷冻干燥仪（ＡｄｖａｎｔａｇｅＦｒｅｅｚｅＤｒｙｅｒ，美
国）；Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ
公司）；ＲＥ２５２Ａ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器
厂）；十二管防交叉污染固相萃取装置（美国 Ｓｕｐｅｌ
ｃｏ公司）；氮吹仪，ＣＮＷＢＯＮＤＰｏｌｙＳｅｒｙＭＣＸ固相
萃取柱（填料５００ｍｇ，柱管体积６ｍＬ，上海安普公
司）；ＫＱ５２００ＤＥ超声清洗机，ＭｉｌｌｉＱ超纯水仪（美
国Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司）。

材料：环丙氨嗪（ｗ＞９９％，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；
三聚氰胺标样（ｗ＞９９％，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；甲醇，
乙腈（色谱纯，美国Ｔｅｄｉａ公司）；氨水，浓硫酸（分析
纯，南京化学试剂有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水。
１２　溶液配制

分别称取１０ｍｇ环丙氨嗪和三聚氰胺，用乙腈
溶解并定容至１００ｍＬ，配成１００ｍｇ·Ｌ－１环丙氨嗪
和三聚氰胺标准储备液，于４℃条件下冷藏。分别
吸取５ｍＬ环丙氨嗪和三聚氰胺标准储备液，用乙腈
定容到５０ｍＬ，配成１０ｍｇ·Ｌ－１环丙氨嗪和三聚氰
胺混合标样标准工作溶液，于４℃条件下冷藏。标
准储备液 ２个月更换 １次，标准工作液 ２周更换
１次。
１３　青菜加标样品制备

试验青菜来自于室内盆栽种植，青菜种子为购

自江苏省农业科学院的“上海青”品种（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）。室内培养条件为：盛有 ５ｋｇ黄壤土的
７８Ｌ瓷盆，每盆种植青菜 ４颗，温度控制在
（１５±５）℃，自然光照，隔天浇稀释１倍的Ｈｏａｇｌａｎｄ
溶液２００ｍＬ，隔２周松土１次，种植周期为２０１０年
１１月—２０１２年１月。于青菜成熟后采集整棵青菜
（带根），用蒸馏水洗净，放入 －２０℃冰箱冷藏。青
菜冷藏１周后，冷冻干燥，磨碎过１７ｍｍ孔径尼龙
筛，密封，于４℃条件下冷藏。

称取０５ｇ空白青菜样品，置于４０ｍＬ聚丙烯
离心管内，分别加入０２、０５、１０、２０和４０ｍｇ·

Ｌ－１的环丙氨嗪和三聚氰胺混合标样０５ｍＬ，摇匀，
配成０２、０５、１０、２０和４０ｍｇ·ｋｇ－１的青菜加标
样品，放入通风橱隔夜平衡，待溶剂挥发完全后，进

行加标回收试验。

１４　样品前处理
１４１　提取

称取（０５±００００５）ｇ蔬菜样品，置于４０ｍＬ
具塞聚丙烯离心管中，加入１０ｍＬＶ（氨水）∶Ｖ（甲
醇）＝５∶９５的提取剂，涡旋３０ｓ，（３５±５）℃条件下
超声提取２０ｍｉｎ，以相对离心力２０００离心１０ｍｉｎ，
吸取上清液于另一支离心管中，残渣再接着超声提

取２次，每次加提取剂１０ｍＬ，超声处理１０ｍｉｎ，合
并３次提取液，以相对离心力１６０００离心２０ｍｉｎ，
将上清液转移到梨形旋蒸瓶中，４５℃旋转蒸发至
１～２ｍＬ，加入２０ｍＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４，摇匀，得
到待净化溶液。

１４２　净化
将 ＣＮＷＢＯＮＤＰｏｌｙＳｅｒｙ混合强离子交换固相

萃取柱依次用６ｍＬ甲醇活化，６ｍＬ超纯水平衡，上
样，再用Ｖ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４）∶Ｖ（乙腈）＝５∶９５
的混合溶液淋洗，待萃取柱自然干燥后，用 ６ｍＬ
Ｖ（氨水）∶Ｖ（甲醇）＝５∶９５的混合溶液洗脱，收集
洗脱液于１０ｍＬ比色管中，４０℃氮吹浓缩至近干，
用１ｍＬ流动相溶解残渣，过０４５μｍ孔径有机滤
膜，供高效液相色谱测定。

１５　液相色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＮＨ２色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ×

５μｍ）；流动相：Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝９０∶１０的混合溶
液，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温３０℃；ＶＷＤ检测器，检
测波长 ２１４ｎｍ。进样量 ２０μＬ，每个样品运行 １０
ｍｉｎ。环丙氨嗪保留时间为５９ｍｉｎ，三聚氰胺保留
时间为８９ｍｉｎ。

２　结果与讨论

２１　线性关系和检测限
配制质量浓度分别为 ０、００５、０１、０２、０５、

１０、２０、４０、８０和１００ｍｇ·Ｌ－１环丙氨嗪和三聚
氰胺混合标准溶液，按１５节所述液相色谱条件进
行检测分析，以峰面积定量，对所测数据用 ＳＰＳＳ
１７０软件进行线性回归，结果表明环丙氨嗪和三聚
氰胺在０～１０ｍｇ·Ｌ－１质量浓度范围内，峰面积（Ｙ）
与进样质量（Ｘ）线性关系良好，相关系数 ＞０９９９。
以环丙氨嗪和三聚氰胺标样的３倍仪器信噪比所对
应的标样浓度求得仪器检测限分别为１７０和３０６
μｇ·Ｌ－１；以１０倍信噪比所对应的取样质量和定容
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体积求得方法定量限分别为１１３０和２０３８μｇ·
ｋｇ－１，可以满足定量分析要求。
２２　提取方法的优化

前处理方法优化过程中选用添加 ０５ｍｇ·
ｋｇ－１环丙氨嗪和三聚氰胺混合标样的匀浆青菜样品
作为提取样品，每处理设４个平行。超声辅助浸提
常用于固体基质中目标物质的提取，甲醇是最常用

的萃取溶剂。考虑到环丙氨嗪和三聚氰胺属于弱

碱性化合物，在提取剂甲醇中添加一定量氨水可以

增强其提取效果。为选择合适的氨水浓度，进行不

同氨水浓度的提取回收率比较试验（图１）。

图１　氨水含量对环丙氨嗪和三聚氰胺回收率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｍｍｏｎｉａｗａｔｅｒｏｎ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｃｙｒｏｍａｚｉｎｅａｎｄｍｅｌａｍｉｎｅ

由图１可知，随着氨水浓度增加，环丙氨嗪和三
聚氰胺回收率明显增加，与未添加氨水的甲醇处理

相比，添加量 ｗ为５％的氨水处理环丙氨嗪和三聚
氰胺的回收率增加约２０百分点，再继续增加氨水
浓度，回收率呈略微减小趋势，因此后续试验选用

Ｖ（氨水）∶Ｖ（甲醇）＝５∶９５的混合溶液作为提
取剂。

２３　固相萃取的优化
离心后的澄清溶液中主要含有酚类色素和有

机酸类杂质，其在液相色谱分析中会干扰目标峰的

分析，降低方法灵敏度。固相萃取（ＳＰＥ）能有效地
将目标物和杂质分离，提高分析方法的选择性和灵

敏度，并且操作简单，能减少样品前处理过程。

选用ＣＮＷＢＯＮＤＰｏｌｙＳｅｒｙＭＣＸ混合强阳离子
交换 ＳＰＥ小柱进行净化。为了使目标化合物在离
子交换机制的吸附剂上有效保留，待净化溶液的有

机相比例不能超过１０％，且溶剂的 ｐＨ值需使吸附
剂和目标化合物均带上电荷。根据环丙氨嗪和三

聚氰胺的酸度系数（ｐＫａ）以及待净化溶液的特点，
提取后溶液先通过旋转蒸发浓缩至约１～２ｍＬ，然
后加入２０ｍＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４溶液，将溶液中
环丙氨嗪和三聚氰胺转化为正离子形态，作为固相

萃取的待净化液。

固相萃取过程中，部分干扰物和目标化合物被

同时保留在吸附剂上，通过摸索发现 Ｖ（１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４）∶Ｖ（乙腈）＝５∶９５的混合溶能有效去除
干扰物而不影响目标物的回收。比较图 ２可以发
现，图２（ｂ）和图２（ｃ）的纵坐标刻度是图２（ａ）和图
２（ｄ）的１０倍，经过ＳＰＥ净化后，杂质峰响应降低到
未净化前的１／１０左右，而目标峰响应没有显著变
化，这表明ＭＣＸ固相萃取柱能去除９０％以上的杂
质，并能较好地保留目标物，固相萃取的回收率在

９５％以上。

１—环丙氨嗪；２—三聚氰胺。ａ—０５ｍｇ·Ｌ－１环丙氨嗪和三聚氰胺混合标样；ｂ—青菜空白样品；ｃ—添加０５ｍｇ·Ｌ－１

环丙氨嗪和三聚氰胺的青菜样品（未经固相萃取净化）；ｄ—添加０５ｍｇ·Ｌ－１环丙氨嗪和三聚氰胺的青菜样品（经过固相萃取净化）。

图２　环丙氨嗪、三聚氰胺标准品和样品的色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｙｒｏｍａｚｉｎｅａｎｄｍｅｌａｍｉｎｅａｎｄｔｈｅｉｒｓａｍｐｌｅｓ
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２４　方法回收率与精密度
在青菜中分别混合添加０、０２、０５、１０、２０和

４０ｍｇ·ｋｇ－１环丙氨嗪和三聚氰胺，每个浓度设４
个平行。按 １４节所述前处理方法制备样品，按
１５节所述液相方法进行分析。用 ＳＰＳＳ１７０软件
对添加浓度与检测浓度进行线性回归分析，结果表

明其相关系数＞０９９９，分析方法在不同加标浓度下
的回收率具有很好的稳定性。

为进一步考察方法的稳定性，于同一天不同时

间３次进行０５、１０和２０ｍｇ·ｋｇ－１环丙氨嗪和三
聚氰胺的混合添加回收。由表１可见，环丙氨嗪回
收率为８３６２％～８５７１％，相对标准偏差为５１２％～
６１８％；而三聚氰胺回收率为８０１５％～８４５８％，相
对标准偏差为４２１％～７４１％。于１周内不同日期
５次进行１０ｍｇ·ｋｇ－１环丙氨嗪和三聚氰胺的混合
添加回收试验，得到环丙氨嗪回收率为 ８４５６％±
６５３％，三聚氰胺回收率为８４０４％±４５７％。

表１　环丙氨嗪和三聚氰胺混合添加的回收率、日内偏差和
日间偏差

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄＲＳＤｏｆｉｎｔｅｒｄａｙａｎｄｉｎｔｒａｄａｙ
ａｓｓａｙｓｏｆｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｃｙｒｏｍａｚｉｎｅａｎｄｍｅｌａｍｉｎｅ

物质 偏差类型
添加质量浓度／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

回收率／
％

相对标准偏差／
％

环丙氨嗪 日内偏差 ０５ ８４３３±５２１ ６１８
１０ ８３６２±４６８ ５６０
２０ ８５７１±４３９ ５１２

日间偏差 １０ ８４５６±６５３ ７４８
三聚氰胺 日内偏差 ０５ ８０１５±５９４ ７４１

１０ ８４５８±３５６ ４２１
２０ ８３９７±５０８ ６０５

日间偏差 １０ ８４０４±４５７ ５４４
日内偏差，ｎ＝３；日间偏差，ｎ＝５。

２５　实际样品测定
在实验室进行盆栽模拟环丙氨嗪在土壤 青菜

系统中的生物累积和转化试验。按照优化后的方

法测定青菜样品中的环丙氨嗪和三聚氰胺含量，每

个样品设 ３个平行。在添加（９８９０±９７６）μｇ·
ｋｇ－１环丙氨嗪的黄棕壤中生长６０ｄ后，青菜根、茎
和叶中环丙氨嗪含量分别为（１６６５３±１５３８）、
（１９２５８±２６２１）和（４２０１２±７７６６）μｇ·ｋｇ－１，
而三聚氰胺在青菜根、茎和叶中的含量都低于检测

限；生长８０ｄ后，青菜根、茎和叶中环丙氨嗪含量分
别为（１９６７４±１３２９）、（２３７７６±３５８７）和
（４８５９２±３９００）μｇ·ｋｇ－１，而三聚氰胺仅在叶片

检出，含量为（３４１±６０）μｇ·ｋｇ－１。

３　结论

采用Ｖ（氨水）∶Ｖ（甲醇）＝５∶９５的混合溶液超
声辅助提取目标物，ＭＣＸ固相萃取柱去除杂质，可
基本排除绿叶蔬菜组织中酚类色素和有机酸对分

析检测的影响，样品液相分析基线平稳，目标峰和

杂质峰分离效果好。与已有方法相比，该方法具有

样品处理过程简单、有机溶剂消耗少、抗干扰能力

强等优点。该方法灵敏度高，重现性好，适用于菠

菜、青菜和韭菜等绿叶蔬菜中环丙氨嗪和三聚氰胺

的残留检测。
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