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摘  要： 本试验研究建立了同时测定土壤中环丙氨嗪和三聚氰胺残留量的高效液相色谱法。红壤、潮土等 5 种土壤样品

经氨水/甲醇 (5/95,v/v）超声提取 3 次，浓缩处理后上机检测。环丙氨嗪和三聚氰胺的标准曲线在 0.1 ~ 15.0 µg/ml浓度范围内线

性关系良好，绝对系数（R2）分别为 1.0000 和 0.9998；在 0.5 ~ 5 mg/kg添加范围内，环丙氨嗪和三聚氰胺在土壤中的平均回收

率分别为 87.2% ~ 101.1% 和 75.3% ~ 101.6%，变异系数分别为 3.3% ~ 8.1%、1.6% ~ 9.9%，最低检测限分别为 0.05 mg/kg、0.07 

mg/kg。与国际上气相/液相色谱－质谱连用法相比，操作简单，经济方便易于普及。 

关键词： 高效液相色谱法；土壤；环丙氨嗪；三聚氰胺 
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环丙氨嗪和三聚氰胺的化学结构式见图 1。有关提

取样品中环丙氨嗪、三聚氰胺微量残留的方法，目前

国外报道的多是混合溶剂法。Shin-Shou Chou等[8]报道

了用乙睛/氨水 (80/20,v/v） 提取禽肉和蛋中环丙氨嗪

残留的方法；在FDA采用的提取方法中，鸡肝脏和蛋

中的环丙氨嗪、三聚氰胺用乙睛-水 (95/5,v/v） 提取
[9]；Yokley RA等[10]用乙睛/0.05 mol/L碳酸铵 (70/30, 

v/v）提取土壤样品中的环丙氨嗪、三聚氰胺。目前国

内文献报道的环丙氨嗪的提取溶剂通常为甲醇、乙腈、

氨水/乙腈 (25/75,v/v） [11-14]；而关于三聚氰胺的提取

方法还没有报道。 

环丙氨嗪（Cyromazine）又名灭蝇胺、灭蛆灵，

是一种高效的昆虫生长抑制剂类杀虫剂，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，对双翅目及部分鞘翅目昆虫幼虫的发育有很强的

抑制作用，2002 年农业部将环丙氨嗪批准为三类新兽

药，国内目前广泛用于畜禽养殖业中作为饲料添加剂

以控制动物厩舍内蝇蛆的生长发育 [1]。三聚氰胺（

Melamine）简称二胺、蜜胺、氰尿酰胺，其分子式为

C3H6N6，化学名为 2,4,6-三氨基-1,3,5-三嗪，是一种

重要的化工原料，由于含 N 量很高（66%），三聚氰

胺被广泛添加到饲料中用以“增加”产品的表观蛋白质

含量[1-2]。动物口服的环丙氨嗪约 99%以原药或代谢物

三聚氰胺的形式通过畜禽粪便排泄的方式进入环境   

中[3]，环丙氨嗪在水体、土壤及大气中均有检出[4]。美

国EPA 和 PCR 在 1993 年将环丙氨嗪的危险性调

整为“C”类化合物，即具有潜在致癌性化合物[5]。2005  

年，康奈尔大学在对环丙氨嗪做的评估报告中写到：

考虑到环丙氨嗪的结构与其他已被证实具有致癌性的

化合物具有类似的结构，向纽约州州政府建议将环丙

氨嗪列为“限制使用”的化合物[6]。环丙氨嗪在动植物体

内和环境中易发生光降解，其主要的代谢产物为三聚

氰胺，Erol Yildrin等[7]研究表明三聚氰胺有致癌作用。 

目前，国外报道的环丙氨嗪或三聚氰胺残留检测

方法有早期的气相色谱法[16]，高效液相色谱法[17]和气

相色谱-质谱连用法[18-19]；目前大多数研究均采用气

相色谱-质谱连用法[18-19]。近年来国内陆续开展了高

效液相色谱法检测环丙氨嗪或三聚氰胺残留的研究
[11-15]。环丙氨嗪和三聚氰胺的化学结构非常相似，在

气相和液相色谱中的出峰时间和检测波长很接近，两

个物质的出峰极易交叉重叠，很难达到基线分离，在

目前的报道中，国际上只有采用气相或液相色谱与质

谱连用技术才能同时检测环丙氨嗪和三聚氰胺
[8,10,17-18]，而国内还没有同时检测环丙氨嗪和三聚氰胺
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方法的报道。本研究尝试建立同时检测土壤中环丙氨

嗪和三聚氰胺残留的高效液相色谱检测方法，与国外

的气相/液相色谱-质谱连用法相比，为国内提供一种

操作上更简单，经济方便，易于普及的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

（1）仪器：Waters Alliance高效液相色谱仪（2695

分离单元，2996 紫外检测器，Millinium32色谱工作站），

Gemini C18 色谱柱（150 mm × 4.6 mm I.D.，5 μm），

Gemini C18 保护柱（4.0 mm × 3.0 mm I.D.），离心机，

旋转挥发器，氮吹仪，超声清洗仪，Milli-Q超纯水仪。 

（2）试剂：环丙氨嗪、三聚氰胺标准品：纯度

99.0%，美国 Chem Service 公司提供；甲醇，氨水，磷

酸，Milli-Q 超纯水。 

（3）环丙氨嗪、三聚氰胺标准溶液：准确称取

25 mg 环丙氨嗪标准品（纯度 99.0%），用甲醇溶解

并定容至 50 ml 棕色容量瓶，配制成环丙氨嗪的标准

贮备液（500 mg/kg）。准确称取 25 mg 三聚氰胺标准

品（纯度 99.0%），用甲醇溶液（50/50,v/v）的溶液

超声溶解并定容至 50 ml，配制成三聚氰胺标准贮备

液（500 mg/kg）。4℃冷藏。分别吸取 5 ml 环丙氨嗪、

三聚氰胺标准贮备液至 50 ml 棕色容量瓶，甲醇稀释

定容，配制环丙氨嗪、三聚氰胺混合标准工作液。4℃

冷藏。系列混合标准溶液按需要逐级稀释，现用现

配。 

（4）流动相为：pH = 3.0 的磷酸水溶液；样品提

取液为：氨水甲醇溶液（5/95, v/v）。 

（5）土壤供试土壤的理化性质见表 1。 

表 1  供试土壤的理化性质 

Table 1  Physic-chemical properties of the five tested soils 

质地含量 (g/kg） 土壤类型 有机质 

（g/kg） 

pH 

 (CaCl2） 

阳离子交换量 

（cmol/kg） 黏粒 粉粒 砂粒 

全 Fe 

（g/kg） 

游离 Fe 

（g/kg） 

潮土 9.93 7.45 10.44 134 242 624 33.78 10.0 

黄棕壤 5.36 7.38 17.89 221 416 363 50.59 23.26 

水稻土 26.41 5.56 17.50 155 465 38.0 42.53 14.58 

黑土 45.89 5.57 47.66 169 410 421 38.29 10.94 

红壤 8.88 7.05 24.08 282 378 340 61.05 50.22 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品预处理    准确称取 2.000 g土壤样品（过

20 目筛），置于 50 ml具塞聚丙烯离心管中，加入 10 ml

氨水甲醇溶液，涡旋 1 min，超声提取 20 min，4000 r/min

离心 10 min，分离上清液至锥形瓶，残渣用 20 ml甲醇

分 2 次超声提取，每次 10 min。每次超声提取期前，涡

旋 1 min。合并所有提取液并转移至锥形瓶中，60℃下在

旋转挥发器上浓缩至约 1 ml，N2吹干。用 1 ml甲醇溶解

残渣，过 0.45 µm有机滤膜，清液供液相色谱测定。 

1.2.2  色谱条件   色谱柱：Gemini C18 色谱柱（150 

mm × 4.6 mm I.D.，5 µm），Gemini C18 保护柱（4.0 mm 

× 3.0 mm I.D.）；流速 0.3 ml/min；柱温 35℃；UVD 检

测器，检测波长 214 nm；进样量 10 µl；流动相 A 为甲

醇，B 为 pH = 3.0 的磷酸水溶液。梯度淋洗程序见表 2。

每个样品运行 12 min，三聚氰胺的保留时间约为 4.1 

min，环丙氨嗪的保留时间约为 6.9 min，色谱峰型较好，

三聚氰胺和环丙氨嗪的分离度较好，样品的色谱图如

1 所示。 图 

环丙氨嗪（Cyromazine）                           三聚氰胺（Melamine）  
 

图1  环丙氨嗪和三聚氰胺的结构式 

Fig. 1  Structures of cyromazine and melamine 
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表 2  梯度淋洗程序 

Table 2  Gradient elution process of HPLC 

时间(min） 0 4.8 6.5 7.8 11 12 

甲醇 (%） 0 0 4 4 0 0 

pH＝3.0 磷酸水溶液 (%） 100 100 96 96 100 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2  结果与分析 
 

2.1  提取溶剂的选择 

本实验比较了 4 种提取溶剂对土壤样品中残留环

丙氨嗪和三聚氰胺的提取效果，结果见表 3。其提取

效率为：氨水甲醇溶液（5/95, v/v）＞氨水乙腈溶液

（5/95, v/v）＞甲醇＞乙腈。以氨水甲醇溶液（5/95, 

v/v）作为萃取液提取土壤中残留环丙氨嗪，其回收率

均高于甲醇提取的回收率。郭筠等[14]检测土壤中环丙

氨嗪残留时采用甲醇作为提取溶剂，经 4 次超声后平

均回收率为 88.1%，本实验研究所选用的氨水甲醇溶

液（5/95, v/v），萃取土壤中残留环丙氨嗪的回收率，

除黑土（回收率为 87.61%）外，其余 4 种类型土壤

均超过了 88.1%。同时考虑到用氨水乙腈溶液（5/95, 

v/v）作为提取溶剂，在旋转挥发过程所需时间较长，

剂。 

所以选择氨水甲醇溶液（5/95, v/v）作为样品提取溶

ble 3  The recoverie azine and melamine ferent extraction solve  soils 

土

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  检测波长的选择    在一定色谱条件下，检测

环丙氨嗪和三聚氰胺的混合标准溶液，用W2996 可调波

长紫外检测器在 190 ~ 400 nm波长范围内进行扫描测

定。结果显示，环丙氨嗪在波长为 215 nm时响应值最

大，三聚氰胺在波长为 210 nm时响应值最大，结果表

明在 214 nm处环丙氨嗪和三聚氰胺均有较大响应值。

研究确定同时检测环丙氨嗪和三聚氰胺的最佳紫外波

长为 214 nm，与文献报道的紫外检测波长一致[10,20]。 

2.2.2  流动相的选择    在其他色谱条件同等的情

况下，以甲醇/水为流动相，调节不同的甲醇比例，检

测环丙氨嗪和三聚氰胺的混合标准溶液。结果表明，

当甲醇比例＞50% 时，环丙氨嗪与三聚氰胺的保留时

间交叉重合，不能达到基线分离。图 2 为甲醇比例 = 

55% 时，三聚氰胺和环丙氨嗪的色谱图，三聚氰胺的

保留时间约为 6.1 min，环丙氨嗪的保留时间约为 7.2 

min，二者不能达到基线分离的分析要求。图 3 为甲醇

比例 = 10% 时，三聚氰胺和环丙氨嗪的色谱图。当甲

醇比例＜50% 时，三聚氰胺的保留时间提前，与环丙

氨嗪达到基线分离，且三聚氰胺的峰型尖锐，灵敏度

提高，但环丙氨嗪的保留时间显著延长，且峰型较钝，

不够锐利，检测的灵敏度较低。用 pH = 3.0 磷酸水溶

液代替纯水，结果见图 4，三聚氰胺和环丙氨嗪的检

测灵敏度都有所提高，峰型尖锐对称，三聚氰胺的保

留时间约为 4.1 min，环丙氨嗪的保留时间约为 6.9 

min，达到很好的基线分离。所以选用甲醇 + pH = 3.0

磷酸水溶液为最佳流动相组合。 

 

表 3  不同溶剂提取土壤样品的回收率（%）（n = 4） 

Ta s of cyrom  by dif nts from

土壤类型 潮  黄棕壤 水稻土 红壤 黑土 

提取溶剂 环丙氨嗪 三聚氰胺 环丙氨嗪 三聚氰胺 环丙氨嗪 三聚氰胺 环丙氨嗪 三聚氰胺 环丙氨嗪 三聚氰胺

甲醇 92.34 74.40 90.46 49.96 79.57 50.71 32.17 17.79 41.23 0.00 

乙腈 8.54 2.93 3.74 0.00 3.86 1.24 0.51 0.00 17.12 0.60 

氨水甲醇 98.29 84.37 100.87 88.74 90.31 79.20 100.77 87.42 87.61 51.86 
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图 1  环丙氨嗪、三聚氰胺标准溶液色谱图 

Fig. 1  Representative LC-UV chromatograms of cyromazine  

and melamine 



  第 5 期                  唐玲丽等：高效液相色谱法同时测定土壤中环丙氨嗪和三聚氰胺                    829 

 

氨水乙腈 98.85 7 00.70 80.23 83.17 53.37 100.44 73.35 88.41 48.7  7.94 1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3  流速的选择    在其他色谱条件同等的情况

下，以甲醇/磷酸水溶液为流动相，改变流速为 0.3 ~ 

0.8 ml/min，检测环丙氨嗪和三聚氰胺的混合标准溶

液。图 5 和图 6 分别是流速为 0.5 ml/min和 0.3 ml/min

时三聚氰胺和环丙氨嗪的色谱图。结果显示，随着流

速的减小，三聚氰胺和环丙氨嗪的保留时间延长，灵

敏度和峰面积都有明显的增加。考虑到三聚氰胺、环

丙氨嗪样品峰与杂质峰的分离，最终选择流动相的流

速为 0.3 ml/min。该结果与郭筠等

 

检测土壤和黄瓜样

三聚氰胺和环丙氨嗪的色谱检测结果如图 8 所

[15]

品中残留环丙氨嗪的报道一致。 

2.2.4  梯度洗脱条件的选择    实际上，采用等度洗

脱方式，三聚氰胺和环丙氨嗪完全可以达到基线分离，

但由于环丙氨嗪的保留时间与溶剂峰的保留时间冲 

突（图 7），且色谱峰较宽，不尖锐，环丙氨嗪的检测

限不能达到检测要求，为此采用梯度洗脱方式。经多

次试验，选择梯度洗脱程序见表 2。在该梯度洗脱程

序下，

示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.2.5  柱温的选择    温度的变化可以引起待测物

在流动相和固定相间分配系数的变化，改变柱温可以

改善待测物之间的分离情况
[21]。在流动相为甲醇/pH = 
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图 ）

Fig. 4  Chromatograms of cyromazine and melamine 

4  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（甲醇/磷酸溶液 图

Fig. 5  Chromatograms of cyromazine and melamine  

5  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（v = 0.5 ml/min）
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图  

Fig. 6  Chromatograms of cyromazine and melamine 

6  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（v = 0.3 ml/min）
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Fig. 2  Chromatograms of cyromazine and melamine  

  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（甲醇/水 = 55/45）
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Fig. 3  Chromatograms of cyromazine and melamine 

  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（甲醇/水 = 10/90）
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.0 磷酸水溶液（4/96,v/v），流速为 min的条件

，改 温为 ℃，对三聚氰胺和环丙氨嗪混 

响色谱柱的使

为 35℃。 

2.3 

1.0000；三聚氰胺的线性回归方程：Y = 429871X - 

。 

2.4 

聚氰胺最低检测限分别为 0.05 

mg/kg、0.07 mg/kg。 

Table 4  The r  cyromazine and melamine from soils 
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对所测数据在 Excel 中进行线性回归，环丙氨嗪和三 

聚氰胺在 0.1 ~ 15.0 µg/ml 浓度范围内线性关系良好，

环丙氨嗪的线性回归方程：Y = 318324X - 24010，R² = 

 

合标准溶液进行色谱分析，结果表明，随着柱温的升

高，三聚氰胺色谱峰和环丙氨嗪色谱峰的峰面积增加，

与其周围杂质峰的分离可以得到改善。但柱温在 40℃

时，三聚氰胺色谱峰和环丙氨嗪色谱峰的峰面积增加

已不显著，同时考虑到柱温的升高会影

用寿命，因此最终选择柱温

 线性关系和检测限 

配制浓度分别为 0.1、0.2、0.5、1.0、5.0、10.0、

15.0 µg/ml 的环丙氨嗪、三聚氰胺混合标准溶液，在

1.2.2 节所述色谱条件下进行色谱分析，以峰面积定量，

21746，R² = 0.9998

 方法回收率 

准确称取 2.00 g 土壤，分别添加适量的环丙氨嗪、

三聚氰胺标准溶液于土壤样品中，涡旋 1 min，静置过

夜，待甲醇完全挥发后，按 1.2.1 节所述样品预处理方

法制备样品，1.2.2 节所述色谱条件的分析程序操作，

测定环丙氨嗪和三聚氰胺的回收率。每个添加浓度做

3 个重复，不同类型土壤分别做 2 个空白对照, 结果如

表 4 所示。在 0.5 ~ 5 mg/kg 添加范围内，环丙氨嗪在

土壤中的添加回收率为 87.2% ~ 101.1%，变异系数为

3.3% ~ 8.1%，三聚氰胺在土壤中的添加回收率为

75.3% ~ 101.6%，变异系数为 1.6% ~ 9.9%。本方法测

定土壤中环丙氨嗪和三

 

表 4  回收率试验测定结果 

ecoveries of

环丙氨嗪 三聚氰胺 土壤类型 

（m ） 平均 ） 变异 ） 平均 ） 变异系 ） 

添加浓度

g/kg 回收率(% 系数(% 回收率(% 数(%

0.5 91.4 ± 4.5 4.9 84.4 ± 1.4 1.6 

1.0 96.9 ± 4.3 4.4 89.8 ± 4.9 5.4 

潮土 

黄棕壤 

水稻土 

红壤 

黑土 

5.0 97.4 ± 6.4 6.5 94.2 ± 7.5 7.9 

0.5 96.0 ± 5.5 5.7 81.0 ± 5.3 6.5 

1.0 99.5 ± 4.3 4.3 87.5 ± 4.5 5.1 

5.0 101.1 ± 4.1 4.0 97.4 ± 3.2 3.3 

0.5 88.3 ± 5.3 6.0 75.6 ± 4.0 5.3 

1.0 93.7 ± 4.0 4.2 80.2 ± 4.2 5.2 

5.0 93.7 ± 6.1 6.5 81.2 ± 5.9 7.2 

0.5 100.1 ± 3.5 3.4 101.6 ± 6.4 6.3 

1.0 93.1 ± 5.6 5.6 87.8 ± 3.6 4.1 

5.0 98.5 ± 5.4 5.4 93.8 ± 5.3 5.6 

0.5 92.7 ± 6.6 7.0 75.3 ± 6.0 7.9 

1.0 92.9 ± 3.1 3.3 93.2 ± 1.6 1.7 

Minutes
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
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图 8  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（梯度洗脱）

Fig. 8  Chromatograms of cyromazine and melamine图 7  三聚氰胺和环丙氨嗪色谱图（等度洗脱） 

Fig. 7  Chromatograms of cyromazine and melamine 
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5.0 87.2 ± 7.1 8.1 79.7 ± 7.9 9.9      
3  

好，变异系数分别为：3.3% ~ 8.1%、1.6% ~

9.9%

成本，

且试

/kg、0.07 mg/kg。本方法操作快

简单

壤中的吸附特征进一步研究影响萃

。 

氰胺事件看饲料产品质量控制 . 新饲料

istry

tric procedures. Analytica Chimica Acta, 2004,

trigard insecticide 4/05(http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/  

/cadusafos-cyromazine/cyromazine/cyromazine_let_40

nion maggot, Delia antiqua. Crop 

 Journal of Food and 

tical manual. Food and Drug 

urnal of Agricultural and Food 

液相色谱法测定

蛋中灭蝇胺－环

蝇胺在

残留量高效液相色

 

d its metabolite 

nd its 

-MS/MS. Thermo Fisher 

氰胺中三聚

磺酰脲类和二苯醚类除

草剂残留.色谱,2007, 25(4): 536-540

结论 

（1）环丙氨嗪和三聚氰胺的结构中都带有氨基，

用碱性溶液提取效果较好，回收率较高。试验结果显

示：用氨水甲醇溶液（5/95, v/v）做提取溶剂，环丙氨

嗪和三聚氰胺在 5 种供试土壤的 3 个添加水平上的回

收率分别为 87.2% ~ 101.1% 和 75.3% ~ 101.6%，而且

重复性较  

pro

。 

（2）本试验采用梯度淋洗程序和改变流速调整样

品和杂质的保留时间，使样品和杂质峰达到基线分离。

不采用常规固相萃取净化程序，大大降低了检测

验操作程序简化，缩短了样品检测时间。 

（3）本试验研究建立了土壤中环丙氨嗪和三聚氰

胺残留的检测方法，本方法回收率、精密度都较好，

准确度高，重复性好，环丙氨嗪和三聚氰胺的最低检

测限分别为 0.05 mg 速、 饲料

，易于普及。 

（4）环丙氨嗪和三聚氰胺在 5 种供试土壤中的回

收率存在一定差异，两种物质都是在黑土中的回收率

最低，研究比较 5 种供试土壤的理化性质后，初步推

测土壤中较高的有机质含量会影响环丙氨嗪和三聚氰

胺的萃取效果及回收率，笔者将通过环丙氨嗪和三聚

氰胺在 5 种供试土

取效果的因素
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Abstract:  An analytic method with HPLC was developed to determine the residues of cyromazine and melamine in soils. Soil samples were 

extracted thrice with  ammonia/methanol (5/95,v/v） by ultrasonic and concentrated, and then analyzed by HPLC. The calibration curves for 

cyromazine and melamine were linear in concentration range of 0.1P

 
P- P

 
P15.0 µg/ml (R²=1.0000 and 0.9998, respectively）. In the concentration of 0.5-5 

mg/kg, the average recoveries of cyromazine and melamine were 87.2% - 101.1% and 75.3% -R R101.6% with the variation coefficient of 3.3% - 8.1% 

and 1.6% - 9.9% respectively. The limit of detection was 0.05 mg/kg and 0.07 mg/kg, respectively. 

Key words:  Cyromazine, Melamine, Soil, Residue analysis, HPLC 

 


