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用于牛奶中三聚氰胺测定的纸芯片研究
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摘　要　在纸芯片上利用辣根过氧化物酶(HRP)Ｇ３,３＇,５,５＇Ｇ四甲基联苯胺(TMB)Ｇ过氧化氢显色

体系实现了牛奶中三聚氰胺含量的测定．以纸芯片为反应载体,三聚氰胺可以使 HRPＧTMBＧH２O２

的显色反应增强,在选择的最佳实验条件下,测定三聚氰胺的线性范围为１０μMＧ１．０mM,检出限

为５μM．测定牛奶样品中三聚氰胺的加标回收率在９５％Ｇ１０２％之间．本文构建一种低成本、简单、

快速检测三聚氰胺的比色分析法．
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０　引言

三聚氰胺(C３H６N６)中的含氮量非常高(通常按照质量计为６６．６％),且有成本低的[１]特性．近年来,三

聚氰胺被非法添加在婴幼儿配方奶粉、牛奶和宠物食品中,在检测时,其蛋白质的含量可以高于我们用凯氏

定氮法测定的蛋白质含量,使消费者被误导．而这些产品在奶制品市场上获得廉价的价格．但三聚氰胺在和

它的水解产物三聚氰酸结合后,却造成肾小管中不溶性结晶生成,这可能会使肾功能衰竭[２]．因此,奶制品和

其它食品中三聚氰胺的量需要严格控制．我国政府规定,三聚氰胺在婴幼儿食品和其它食品中的最大允许残

留量分别为１．０mg/kg和２．５mg/kg[３]．目前测定三聚氰胺含量的主要方法有色谱法[４]、毛细管电泳Ｇ质谱

联用法[５]、电化学法[６]、表面增强拉曼散射光谱法[７,８]、荧光光谱法[９,１０],比色法[１１]等．
而在这些检测方法中,目视比色法具有简单、快速、可适合现场检测及易普及的特点而引起人们的广泛

关注．在纳米金比色法中,２０１１年前后,酶联免疫分析和胶体金免疫层析试纸[１２]是主要的检测方法．通过合

成未修饰或修饰过的 Au纳米粒子,利用其与三聚氰胺发生团聚显色而发展了一系列的纳米金测定三聚氰

胺含量的目视比色法[１３,１４]．在近三年的研究中,利用其他方法修饰或适配体功能化的纳米金及未修饰的纳

米银[１５Ｇ１８],也达到对三聚氰胺检测的目的．但胶体金免疫层析试纸会涉及到喷金等操作,实验成本比较高,

将纳米粒子滴涂在纸上会使其团聚,因此发展纳米粒子测定的纸芯片具有一定的难度．在利用３,３＇,５,５＇Ｇ四

甲基联苯胺(TMB)ＧH２O２ 显色体系[２２Ｇ２６]来检测三聚氰胺的相关工作中,一般实验孵育时间比较长,且需要

加热等操作,因此发展孵育时间短的 TMB显色体系有一定的优势．近年来,纸芯片[１９Ｇ２１]以其具有成本低、易
操作、可携带等优点而受到关注．本文旨在建立一种纸上测定三聚氰胺的快速测定方法,以辣根过氧化物酶

(HRP)ＧTMBＧH２O２ 显色体系[２７Ｇ２９]为基础,利用三聚氰胺可以使该显色体系的显色增强的现象,建立了一

种比色法测定三聚氰胺的纸芯片．该显色方法不需加热等操作,室温孵育５min即可测定,反应所需的试剂

量很少,且具有即用即抛、不会产生样品交叉污染的特点．该方法测定三聚氰胺的检出限为５μM,可实现牛

奶样品中的三聚氰胺含量的快速测定．
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１　实验部分

１．１　仪器与试剂

仪器:富士施乐蜡打印机(８５７０,富士施乐有限公司,美国);佳能数码相机(CanonEOS５５０D,日本);

TUＧ１９０１双光束紫外可见分光光度计(UVＧ１８００,日本岛津仪器有限公司)．
试剂及材料:Whatman１号滤纸(２００．０mm×２００．０mm,Sigma);辣根过氧化物酶(HRP)(上海雪满生

物科技有限公司)(纯度:R．Z＞３．１％);３,３＇,５,５＇Ｇ四甲基联苯胺(TMB)(北京索莱宝科技有限公司)(纯度:

＞９８％);过氧化氢(国药集团化学试剂有限公司);无水乙醇(国药集团化学试剂有限公司)(纯度:AR);牛奶

样品购于本地超市,试剂用水均为超纯水(１８．２MΩcm)．
１．２　纸芯片的制作

采用文献报道过的蜡打印法制作纸芯片[２１,３０,３１],首先用CorelDRAW X５画图软件设计直径为６mm 的

纸芯片微区域,将设计的纸芯片按DXF格式保存后用切割控制软件(ROBO MasterＧPro)打开后,将纸张放

在模型版上,用切割机(GraphtecCraftRoboＧS)切出所要的图形,将设计好的图案用蜡打印机打印,将打印

好的纸芯片放在烘箱中,在１５０℃下加热１５０s,蜡圈在高温下会融化并且渗透到纸纤维的内部,这样就会在

纸芯片上形成疏水区域．
１．３　储备液的制备

２０．０mM 的 TMB的制备:准确称取０．０４８０g粉末状的 TMB,用无水乙醇定容至１０mL,涡旋振荡１
min,超声１５min．避光保存,备用．

１．０mM 三聚氰胺标准溶液的制备:准确称取０．０１２６g的三聚氰胺,用超纯水溶解后转移定容至１００
mL．使用时逐级稀释．
１．４　三聚氰胺的检测

将１．６μL的浓度为１．２μM 的 HRP,３．０μL 浓度为７．０mM 的 TMB及２μL的浓度为０．７mM 的

H２O２ 按顺序滴加到直径为６mm 的纸芯片上,室温反应５min．作为对照组．按上述同样的方法,最后再将

１．０μL不同浓度的三聚氰胺标准溶液滴加到纸芯片上,室温反应５min．以三聚氰胺的浓度为横坐标,以相

对强度 (加入三聚氰胺前后,所测灰度的变化)为纵坐标,绘制工作曲线．
１．５　市售牛奶样品处理

参照文献[３２]的方法对市售牛奶处理．分别取５．０mL牛奶(牛奶样品１,牛奶样品２,牛奶样品３),加入

１．５mL２．０M 的三氯乙酸,涡旋振荡１min,超声处理１０min后,混合物以１３０００r/min离心１０min．取上

清液过滤,用１mol/LNa２CO３调至pH８．０,再以３０００r/min离心３min,取上清液,待用．

２　结果与讨论

２．１　比色法检测三聚氰胺的原理

实验中考查了 HRPＧTMBＧH２O２ 及三聚氰胺加入该体系中的紫外可见吸收曲线,如图１所示,HRPＧ

图１　三聚氰胺对 HRP＋TMB＋H２O２ 体系

的影响 (a: HRP＋TMB＋H２O２;b: HRP

＋TMB＋H２O２＋三聚氰胺)

TMBＧH２O２ 溶液呈浅蓝色(插图a),吸收光谱为图１中黑线,６５２
nm可产生特征吸收峰．向 HRPＧTMBＧH２O２ 溶液中加入三聚氰

后,溶液的颜色加深,变为较深的蓝色(插图 b),６５２nm 处的吸收

强度增加,且吸收位置不变 (图１,红线),并未出现新的吸收带．
HRP催化 H２O２ 氧化 TMB 成为 oxＧTMB 而显蓝色,在 HRPＧ
TMBＧH２O２ 体系中添加三聚氰胺前后,吸收强度有所增加,是因

为三聚氰胺可以提高过氧化物酶的催化速度[３３],在同样时间内,
反应速度加快,在立即添加三聚氰胺后,使同一时间点颜色加深,
表明反应中三聚氰胺可以增强 HRPＧTMBＧH２O２ 的显色反应,起
到催化的作用,并没有新的物质产生．
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２．２　反应时间对体系的影响

对于 TMB显色体系,显色时间长短会影响测定结果,因此首先考察显色时间的影响．在 TMB、H２O２ 和

HRP的浓度为７．０mM、０．７mM 和１．２μM 时,在室温条件下,用一定浓度的三聚氰胺,测定了１Ｇ１１min内

显色反应的相对强度变化值,结果如图２(a)所示,当显色时间达到５min时,反应具有最佳的显色效果．因
此,选择显色反应时间为５min．
２．３　pH对体系的影响

已有研究表明,pH 对实验显色反应的效果起着重要作用[１１],当pH 值低于３时,会影响到 TMBＧH２O２

的性质,反应受到抑制．然而,如果pH 过高,HRP会失活．因此在pH 为３．０Ｇ７．０的范围内考察了pH 对该

显色反应的影响,结果如图２(b)所示．实验结果表明该体系在pH 为４．５时体系有最佳的显色效果．
２．４　HRP、TMB、H２O２ 浓度对体系的影响

为了在最佳的显色体系下检测三聚氰胺,HRP、TMB、H２O２ 的浓度也需要优化,优化结果如图２(c)Ｇ(e)
所示．在pH 为４．５,反应时间为５min,TMB浓度为７．０mM、H２O２ 浓度为０．７mM 的条件下,在０．１Ｇ１．５

μM 浓度范围内考察了 HRP对显色体系的影响．随着 HRP的浓度０．２Ｇ１．２μM 不断增大,所测的相对强度

逐渐增大,当浓度大于１．２μM 时,相对强度逐渐减小,所以在以后的实验中,选择１．２μM 的 HRP,结果如

图２(c)所示．
在pH 为４．５,反应时间为５min,HRP浓度为１．２μM、H２O２ 浓度为０．７mM 的条件下,在１Ｇ１０mM 浓

度范围内考察了 TMB对显色体系的影响．随着 TMB的浓度从１．０mM 到７．０mM 不断增大,所测的相对

强度逐渐增大,当浓度大于７．０mM 时,相对强度逐渐减小,所以在以后的实验中,选择７．０mM 的TMB,结
果如图２(d)所示．

在pH 为４．５,反应时间为５min,HRP浓度为１．２μM、TMB浓度为７．０mM 的条件下,在０．１Ｇ１．０mM
浓度范围内考察了 H２O２ 对显色体系的影响．随着 H２O２ 的浓度从０．１mM 到０．７mM 不断增大,所测的相

对强度逐渐增大,当浓度大于０．７mM 时,过氧化氢的分解对实验结果有影响,会使测定的相对强度逐渐减

小,所以在以后的实验中,选择０．７mM 的 H２O２,结果如图２(e)所示．

图２　不同条件对吸光度的影响 (a)反应时间;(b)pH;(c) HRP的浓度;(d)TMB的浓度;(e) H２O２ 的浓度

２．５　干扰实验

为了将本方法用于实际样品的检测,考察了牛奶中可能出现的物质[１１]对三聚氰胺测定的影响．在上述

所选的最佳实验条件下进行,即 HRP的浓度为１．２μM,TMB的浓度为７．０mM,H２O２ 的浓度为０．７mM,

pH 值为４．５这一条件下,进行干扰实验的测定．
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在对照组和实验组中三聚氰胺的含量相等,进行干扰测定的实验组中逐一添加各干扰物,当干扰物质的

浓度为三聚氰胺浓度的２０倍时(实验中三聚氰胺的浓度为１００μM,其它物质浓度均为２mM),测其相应强

度,再与对照组中只有三聚氰胺的响应信号进行对比,发现响应基本相当,说明该反应体系对三聚氰胺测定

时,其他物质并不会明显的增加或者减弱响应信号,所以结果表明,２０倍的Zn２＋ 、K＋ 、Ca２＋ 、乳糖、葡萄糖、
半胱氨酸、赖氨酸、甘氨酸、维生素C和胸腺嘧啶均不会影响牛奶中三聚氰胺的测定．

注:a:Zn２＋ ;b:K＋ ;c:Thymine;d:Ca２＋ ;e:Lysine;f:Lactose;

g:Glucose;h:cysteine;i:Glycine;g:VitamineC;k:Melamine．

图３　各干扰物质对三聚氰胺测定的影响

　　　

注:纸芯片上的三聚氰胺浓度从左到右依次为０、１０、

３０、５０、７０、１００、３００、５００、７００、１０００μM．

图４　三聚氰胺标准曲线的绘制

２．６　三聚氰胺标准曲线的绘制及线性分析

在所选择的最佳实验条件下,本研究利用比色法,通过观察纸芯片颜色的变化与三聚氰胺的浓度存在一

定的线性关系,将纸芯片的颜色利用ImageＧJ软件处理转化成灰度,在添加三聚氰胺前后灰度的差值即为相

对强度．实验结果发现相对强度值与三聚氰胺的浓度在１０μMＧ１．０mM 呈现线性关系．为了获得更好的线

性关系,我们采用分段线性的方法．针对１０μMＧ１００μM 和１００μMＧ１．０mM 两个不同的线性范围,线性回

归方程分别为y＝１５．７x＋１９．７(R２＝０．９９３３)和y＝４．７x＋２６．３(R２＝０．９８４３)(其x单位为１０－４M)如图

４所示．随着三聚氰胺浓度的增大,其相对强度也逐渐增强．对不同浓度梯度的三聚氰胺进行了５次平行测

定,相对标准偏差为３．１％．
表１　三聚氰胺检测各比色方法的对比

　　　　　　方法 线性范围 检出限 反应条件 参考文献

纳米金免疫层析试纸 Ｇ １００μg/L 室温 １２

标记和免标记的纳米金显色
标记(４１．７Ｇ４１７nM)

未标(４６．５nMＧ４６．５μM)
４１．７nM ９５℃孵育５min １３

半胱胺酸修饰的纳米金显色 １Ｇ２００mg/L １mg/L 室温 １４

非对称PEG修饰的纳米金显色 １．０５nMＧ１mM １nM ４５℃孵育３０min １５

适配体功能化的纳米金显色 ０Ｇ１μM ２２nM 室温下孵育一整夜 １６

尿嘧啶５’Ｇ磷酸钠修饰的纳米金显色 ２００Ｇ９５０nM Ｇ 室温下孵育５min １７

未修饰的纳米银显色 ０．１Ｇ２mg/L ０．０４mg/L 室温下孵育２０min １８

PW１１MO３９
n－/PW９M３O３４

n－ＧTMBＧH２O２ 显色 ２×１０－４Ｇ８×１０－３mM ０．０２μM ２５℃下孵育４min ２２

Cu２＋ＧTMBＧH２O２ 显色 １Ｇ１００μM ０．５μM ４０℃下孵育６０min ２３

Cu２－xSe＠PSS－ＧTMBＧH２O２ 显色 ４．７Ｇ２９．７nM １．２nM 室温下孵育２０min ２４

汞(II)ＧHRP功能化金纳米簇ＧTMB显色 ０．２Ｇ１．５μM ７２nM 室温下孵育５０min ２５

heminGＧquadruplexＧDNAzymeＧTMBＧH２O２ 显色 ０．２Ｇ２４mM ８０nM 室温下孵育５０min ２６

HRPＧTMBＧH２O２ 显色 １０μMＧ１mM ５μM 室温下孵育５min 本法

　　该方法的检出限为５μM,且选取几种不同的比色方法从检出限,线性,反应条件,所用方法这几个方面
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进行对比,该研究所需时间短,不需加热,并列表对其检出限进行对比,如表１所示．
２．７　样品加标回收测定

为了评价本实验方法的可靠性和实用性[３４Ｇ３６],我们将本方法用于测定牛奶中三聚氰胺的含量．将一定

量的三聚氰胺标准溶液加入到样品溶液中,实验数据如表２所示,观察样品溶液中加入三聚氰胺标准品前后

的回收率变化,结果表明该方法可靠且本方法可以用于实际牛奶样品的检测．
表２　三聚氰胺加标回收样品测定结果

牛奶样品 本底值/μM 加入值/μM 测定值/μM 回收率/％ RSD/％

１ ０．０ ５０．０ ４７．８ ９５．６ １．４７

２ ０．０ ７０．０ ６８．２ ９６．９ ２．３１

３ ０．０ ９０．０ ９１．８ １０２．０ ３．０５

３　结论

本研究在纸芯片上利用 HRPＧTMBＧH２O２ 显色体系成功实现了牛奶中的三聚氰胺含量的检测,未加入

三聚氰胺时,纸芯片呈现浅蓝色,加入三聚氰胺后,显色反应增强,基于上述现象,以纸芯片为反应载体,通过

比色法可以建立快速测定三聚氰胺的比色分析方法．该方法测定三聚氰胺的检出限为５μM．由于纸芯片具

有反应所需的试剂量很少、即用即抛及样品不会交叉污染的特点,因此该方法开辟了一种简单快速、低成本

的纸上检测三聚氰胺新途径．
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PaperＧbasedChipforDetectionofMelamineinMilk
LVCongＧcong　ZHANGLiu　HOUYue　LIU Wei

(SchoolofChemistryandChemicalEngineering,ShaanxiNormalUniversity,Xi’an７１００６２,China)

Abstract　Inthiswork,horseradishperoxidase(HRP)Ｇ３,３＇,５,５＇Ｇtetramethylbenzidine(TMB)ＧhydroＧ
genperoxidecolorimetricsystemwasusedtodetectionmelamineinmilk．OnthepaperＧbasedchip,melaＧ
minecanenhancethecolorreactionofHRPＧTMBＧH２O２．Underthebestexperimentalconditions,thelineＧ
arrangeofmelaminedeterminationwas１０mMＧ１．０mM,andthedetectionlimitis５μM．Therecoveriesof
melamineinmilksampleswere９５％Ｇ１０２％．Alowcost,simpleandfastcolorimetricmethodforthedetecＧ
tionofmelaminewasestablished．

Keywords　Horseradishperoxidase;３,３＇,５,５＇Ｇtetramethylbenzidine;colorimetry;melamine;paperＧ
basedchip
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