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表面增强拉曼光谱法快速测定液态乳中 
三聚氰胺方法的研究和评价 

张  渊 1, 夏婧竹 2, 于  爽 2, 徐春祥 1* 
(1. 江苏省食品药品监督检验研究院, 南京  210008; 2. 南京简智仪器设备有限公司, 南京  210049) 

摘  要: 目的  建立便携式拉曼光谱法定性检测液态乳中三聚氰胺的快速检验方法。方法  选择市场上有代

表性的拉曼光谱仪, 确定检测方法。探究增强试剂、常见的添加剂及原料对检测结果的影响以及三聚氰胺类

似物对检测结果的影响, 确定方法的适用范围并被验证。对指定的 3 家验证机构进行方法验证。结果  5 家企

业的快速检测产品中有 3 家在验证中完全满足方法的性能指标, 1 家企业的产品的 2 次验证实验中有 1 次不符

合方法的性能指标, 1 家企业的产品 3 次验证实验中有 2 次不符合方法的性能指标。3 次不符合方法的性能指

标的验证实验仅在灵敏度上略差。结论  本方法各项性能指标符合要求, 可以应用于液态乳中三聚氰胺的快

速检测。 
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Research and evaluation of surface enhanced Raman spectroscopy in the 
rapid determination of melamine in liquid milk 
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ABSTRACT: Objective  To establish a fast method for the qualitative determination of melamine in liquid milk by 

portable Raman spectrometric. Methods  The representative Raman spectrometer on the market was selected, and 

the detection method was determined. The influence of reinforcing reagent, common additives and raw materials on 

the test results and the influence of melamine analogues on the test results were explored, and the applicable scope of 

the method were determined and verified. The method validation was performed for the three specified verification 

agencies. Results  Among the rapidly tested products, three out of five enterprises fully met the performance 

indexes of the method in the verification. One enterprise's products failed to meet the performance index of the 

method in two verification experiments. Two enterprise's products failed to meet the performance index of the method 

in three verification experiments. The three verification experiments of performance indexes that do not conform to 

the method were only slightly less sensitive. Conclusion  The method can be applied to the rapid detection of 

melamine in liquid milk. 
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0  引  言 

拉曼光谱法是研究化合物分子受光照射后所产生的

散射光与入射光能量差与化合物振动频率间关系的分析方

法[1]。其信号来源于分子振动和转动, 是分子极化率变化

诱导产生的[2]。拉曼光谱强度取决于相应的振动过程中极

化率变化的大小, 表征了分子结构性, 可用来鉴定分子中

存在的官能团, 从而达到识别未知化合物的目的[3‒4]。但是

由于传统拉曼光谱信号很弱, 使其应用范围受到了限制。

近年来, 纳米技术的发展为拉曼光谱提供了新的应用空

间。表面增强拉曼光谱(surface-enhanced Raman scattering, 
SERS)是使用经特殊处理的均匀纳米颗粒作为基板, 引起

表面等离子共振, 从而产生被增强的局域电场, 散射光信

号最高可被增强到 14 个数量级[5]。SERS 技术的发展使拉

曼光谱检测的灵敏度产生了飞跃, 极大地扩展了其可能的

应用领域。目前在食品卫生、环境保护、医学检验等领域

已有广泛的应用。  
资料表明, 三聚氰胺可能从环境、食品包装材料等途

径进入到食品中, 其含量很低。为确保人体健康和食品安

全, 原卫生计生委特制定我国三聚氰胺在食品中的限量值: 
婴儿配方食品中三聚氰胺的限量值为 1 mg/kg, 其他食品

中三聚氰胺的限量值为 2.5 mg/kg。目前, 检测三聚氰胺的

国家标准方法为高效液相色谱法(high performance liquid 
chromatography, HPLC) 、 气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 法 (gas 
chromatography-mass spectrography, GC-MS)和液相色谱-
质 谱 联 用 法 (liquid chromatography coupled with mass 
spectrometry, LC-MS)等 , 检测定量限分别为 2、0.05、   
0.01 mg/kg[5]。这些方法虽然检测三聚氰胺含量准确, 但是

分析时间长, 前处理复杂, 成本高, 不适用于现场快速检

测。目前食品安全监测部门和生产厂家都迫切需要现场快

速检测三聚氰胺的技术, 目前常见的快速筛选方法有拉曼

光谱法[6‒8]、胶体金免疫层析法、酶联免疫法[9]等。近年来, 
拉曼表面增强技术在食品安全监测领域发展迅速, 通过优

化纳米增强试剂[10‒12]、改进前处理方法[13]、开发软件算法

及定量依据方法 [14‒15], 牛奶中三聚氰胺的检出限可达     
0.05 mg/kg。拉曼光谱法可进行三聚氰胺半定量、定量测

定, 操作简单快捷, 耗材简便廉价, 是适用于基层食品安

全监管的快检技术。 
目前, 三聚氰胺拉曼快检方法缺乏相关标准及检测

效果评判依据, 市场上相关快检产品均由仪器或试剂的生

产厂家提供, 方法各不相同, 效果参差不齐, 甚至一些方

法尚存在不少问题, 因此亟需优选出合适的统一方法并建

立相关评价标准。 
本研究针对市场主流的 4 款拉曼产品进行分析验证, 

优选出了合适的检测方法, 同时建立了三聚氰胺拉曼检测

评价方法及性能评价指标, 对市场上三聚氰胺拉曼光谱法

产品的开发及评价提供依据, 有助于提高三聚氰胺快检的

准确性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

液态乳制品, 市售, 按国标方法 GB/T 22388—2008
《原料乳与乳制品中三聚氰胺》[16]方法检测, 均不含有

三聚氰胺, 作为空白基质。 

1.2  仪器与试剂  

SSR-3000 便携式拉曼光谱仪(简智仪器公司、赛默

飞世尔、北京同方威视、欧普图斯科技公司); 仪器参数

均满足: 发射波长为(785±1) nm, 线宽＜0.1 nm, 能量≥

250 mW; 光 谱 分 辨 率 ≤ 15 cm‒1; 光 谱 响 应 范 围

500~2000 cm‒1, 或大于该响应范围。XS-205DU 型电子

分析天平(瑞士梅特勒-托利多公司)、VORTEX4 涡旋振

荡器 (美国 IKA 公司 ); Avanti JXN-6 离心机 ( 美国

Beckman 公司)。 
三聚氰胺(分析纯, 阿拉丁生化科技股份有限公司); 

三氯乙酸、硫氰酸钾、碳酸钠、氯金酸、柠檬酸三钠、

硝酸银、氯化钠、氢氧化钠(分析纯, 国药集团化学试剂

有限公司); 水为 GB/T 6682—2008《分析实验室用水规

格和试验方法》[17]规定的二级水。 

1.3  实验方法 

1.3.1  表面增强试剂和促凝剂的配制方法 
纳 米 金 溶 胶 : 取 100 mL 0.01% 氯 金 酸

(AuCl3·HCl·4H2O)水溶液加热至沸, 剧烈搅拌下准确加入

1.0 mL 1%柠檬酸三钠(Na3C6H5O7)水溶液, 金黄色的氯金

酸水溶液在 2 min 内变为红色, 继续煮沸 15 min, 冷却后

用蒸馏水补加到 100 mL。增强试剂配制用水为 GB/T 
6682—2008《分析实验室用水规格和试验方法》[17]规定的

一级水。 
纳米银溶胶: 取 200 mL 1.0 mmol/L 硝酸银(AgNO3)

水溶液加热沸腾, 剧烈搅拌下逐滴准确滴加 5.0 mL 1%柠

檬酸三钠(Na3C6H5O7)水溶液, 持续煮沸 1 h, 溶液变为灰

绿色, 冷却后用蒸馏水补加到 200 mL。增强试剂配制用水

为 GB/T 6682—2008 规定的一级水。 
金溶胶的促凝剂: 称取5.85 g氯化钠, 溶于100 mL水中, 

摇匀, 备用, 或配制成其他相当的无机盐溶液。银溶胶的促凝

剂: 称取5.85 g氯化钠和2 g氢氧化钠, 溶于100 mL水中, 摇
匀, 备用, 或配制成其他相当的无机盐溶液。 
1.3.2  实验样品的制备 

(1)基质样品制备 
取市售纯牛奶 30 瓶(250 mL/瓶), 混合摇匀, 总量不



554 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

低于 7.2 L, 为保证牛奶样品拆封后短时间内不变质, 添加

1‰的山梨酸钾防腐。 
(2)盲样制备 
分别移取纯牛奶基质样品各 4 份, 每份 1800 mL, 向

其中加入三聚氰胺标准品溶液, 充分混匀均质后配制成三

聚氰胺浓度为 0 倍限量值(空白)(0 mg/kg)、0.5 倍限量值

(1.25 mg/kg)、1 倍限量值(2.5 mg/kg)、2 倍限量值(5 mg/kg)
的盲样。 

(3)盲样均匀性考察 
为检验盲样的均匀性, 取牛奶盲样中三聚氰胺含量

为 2.5 mg/kg各 10份(i), 每份样品按 GB/T 22388—2008《原

料乳与乳制品中三聚氰胺检测方法》[16]中液相色谱法在重

复条件下测定 2 次(j), 采用单因子方差分析法对结果进行

统计处理, 计算 F 值, 若 F0.05(9, 10)<3.02(临界值), 则表明在

0.05 显著水平时, 盲样中的三聚氰胺是均匀的。测定和计

算结果表明 : 盲样中的 F0.05(9,10)=2.963<3.02, 则表明在

0.05 显著水平时, 三聚氰胺含量是均匀的。 
(4)盲样稳定性考察 
为检验盲样的稳定性, 取牛奶盲样中三聚氰胺含量

为 2.5 mg/kg 1 份, 按 GB/T 22388-2008《原料乳与乳制品

中三聚氰胺检测方法》[16]中液相色谱法在重复条件下测定

6 次(n1), 该样品放置 15 d 后, 再重新测定 6 次(n2), 采用 t
检验法对前后 2 次测定的平均值进行比较, 若 t<显著性水

平 α0.05, 自由度为(n1+n2‒2)的临界值 tα(n1+n2‒2), 则表明在

0.05 显著水平时, 盲样是稳定的。结果显示, 经 t 检验法对

前后 2 次测定的平均值进行比较, t=0.240<显著性水平 α0.05, 
自由度为(n1+n2‒2)的临界值 tα(n1+n2‒2)(=1.812), 表明在 0.05
显著水平时, 则 2 个平均值之间无显著性差异。 
1.3.3  前处理方法  

为研究在不同方法下对于最终判定结果是否有影响, 
本研究配制了 4 种三聚氰胺浓度梯度的牛奶样品(三聚氰

胺含量分别为 0、1.25、2.5、5.0 mg/kg):  
A 法: 取 400 µL 样品于 2 mL 的离心管中, 加入   

400 µL 10%的硝酸锌溶液, 混匀后再加入 400 µL 10%的硫

氰酸钾溶液, 混匀后以 8000 r/min 离心 2 min, 取 400 µL 上

清液于2 mL的离心管中, 加400 µL碳酸钠溶液(0.25 mol/L), 
混匀后以 8000 r/min 离心 2 min, 取上清液备用。 

B 法: 取 0.5 mL 样品于 2 mL 离心管中, 再加入 1 mL 
5%三氯乙酸溶液 , 涡旋 30 s 混匀 ; 放入离心机 , 以   
6000 r/min 转速离心 1 min; 上清液备用。 

C 法: 取 0.5 mL 样品于 2 mL 的离心管中, 加入   
100 μL 10%三氯乙酸, 混匀振荡 30 s, 将其置于离心机内

10000 r/min 以上转速离心 1 min; 取中层清液 200 μL 移至

离心管中 (可直接吸取 , 也可先移上层溶液后再吸取 ) 
10000 r/min 以上转速离心 1 min; 取上清液备用。 

1.3.4  实验步骤  
A 法: 在检测样品池中依次加入 100 µL 样品, 50 µL 促

凝剂, 100 µL 纳米表面增强试剂, 混匀静置 8 min 后检测。 
B 法 : 在检测样品池中依次加入 100 µL 促凝剂 ,   

100 µL 纳米表面增强试剂, 50 µL 样品, 快速摇晃均匀, 等
待 20 s 后检测。 

C法: 在检测样品池中依次加入 350 µL促凝剂, 80 µL
纳米表面增强试剂, 200 µL 样品, 快速摇晃均匀, 等待 20 s
后检测。 
1.3.5  不同厂家方法仪器兼容性  

本实验筛选国内外 4 家厂商生产的便携式拉曼光谱

仪作为评价对象, 采用 1.3.3 中制备的 4 种三聚氰胺浓度梯

度的牛奶为样品, 确定提取方法、测定方法、仪器型号为

3个变量, 每次改变 1个变量, 分别测定 4种浓度梯度样品, 
每个样品平行测定 3 次。 
1.3.6  常用添加剂干扰实验 

我们选择了多种可能在液态乳和乳饮料中添加的食

品添加剂及辅料, 分别在空白样品和添加了 2.5 mg/kg 三

聚氰胺的 牛奶样品中加入 10 倍量正常使用量的各种成分, 
按确立的方法进行检测。 
1.3.7  三聚氰胺类似物干扰实验 

在三聚氰胺制造过程中产生的杂质可能会形成双氰

胺、三聚氰酸、三聚氰酸二酰胺和三聚氰胺一酰胺等类似

物, 同时不法商贩也有可能用类似结构化合物替代三聚氰

胺加入液态乳中, 因此本研究研究了 4 种类似物对拉曼光

谱检测三聚氰胺的影响。分别在 0、1.25、2.5、5 mg/kg 的

三聚氰胺加标样品中分别加入 10 mg/kg 的上述 4 种类似物, 
按确立的方法进行检测。 
1.3.8  适用范围的确证 

本研究选用不同品牌的纯牛奶, 调制乳, 发酵乳若干, 
每种乳制品准备 6 个空白样品和 6 个 2.5 mg/kg 的三聚氰

胺加标样品, 按确定的方法进行快速检测。 

2  结果与分析 

2.1  前处理方法的研究 

液态乳中三聚氰胺的检测前处理方法的原理是用蛋

白沉淀剂将牛奶中的蛋白质沉淀后取上清液进行测定, 国
标 GB/T 22388—2008《原料乳与乳制品中三聚氰胺检测方

法》[16]中对液态乳的前处理方法是加入 1%的三氯乙酸和

乙腈沉淀蛋白。由于乙腈在拉曼光谱中有较强的特征峰, 
会给后期的测定带来干扰, 因此在各仪器厂家的方法中大

多没有采用。为提高蛋白沉淀效果, 各仪器厂家的方法中

采取增加三氯乙酸用量或增加其他品种沉淀剂的方式来满

足实验要求。经收集整理, 选取了 3 种普适性好的方法

(1.3.1)进行研究。检测结果表明, 空白样品和 1.25 mg/kg
浓度的样品显示结果均为阴性, 2.5 mg/kg和 5.0 mg/kg浓度
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的样品显示结果均为阳性, 满足卫生部等 5 部门在 2011 年

发布了关于三聚氰胺在食品中的限量值的公告(2011 年第

10 号)。因此, 以上 3 种前处理方法均能满足实验的要求。 

2.2  实验步骤的研究 

各仪器厂家的测定步骤大体类似, 均是将样品与促

凝剂和表面增强试剂混合均匀后检测。由于各厂家制备的

表面增强试剂有各自独特的技术, 甚至是专利技术, 因此

在测定步骤中, 添加促凝剂和表面增强试剂的用量和次序

略有不同。实验结果表明, 这 3 种测定步骤在同厂家前处

理的情况下均能满足实验的要求(表 1)。 

2.3  兼容性研究 

为优选出最佳实验条件, 本研究进行了各设备厂家

的提取方法、测定方法与各仪器内置软件之间能否兼容使

用的研究。 
如表 2 所示, 在改变测定方法和提取方法时, 除方法

B 与各设备兼容性较好以外, 大多数方法与设备之间不能

兼容。可能由于各仪器厂家在设计内置计算软件时, 是根

据各自提取方法和测定方法生成的拉曼光谱图而设计的定

性定量方法。由于在不同的提取方法和测定方法中, 加入

的试剂各不相同, 因此相同样品进行不同方法得到的拉曼

谱图也各不相同, 计算方法也就不尽相同, 导致了方法与

设备内置软件间的不兼容性。 

 
 

表 1  牛奶中三聚氰胺的 3 种检测方法结果对比 
Table 1  Comparison of three detection methods for  

melamine in milk 

三聚氰胺加标浓度 

方法类别 0 1.25 mg/kg 2.5 mg/kg 5.0 mg/kg

A 阴性 阴性 阳性 阳性 

B 阴性 阴性 阳性 阳性 

C 阴性 阴性 阳性 阳性 

 

 
表 2 不同方法在不同拉曼设备上的检测结果 

Table 2  Results of different methods on different Raman devices 

实验方法 简智 赛默飞世尔 同方威视 欧普图斯 

提取方法 A＋测定方法 A 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 A＋测定方法 B 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 A＋测定方法 C 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 B＋测定方法 A 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阳性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阳性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阳性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 B＋测定方法 B 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 B＋测定方法 C 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 
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表 2(续) 

实验方法 简智 赛默飞世尔 同方威视 欧普图斯 

提取方法 C＋测定方法 A 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 C＋测定方法 B 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

提取方法 C＋测定方法 C 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阳性 
5.0 mg/kg: 阳性 

0 mg/kg: 阴性 
1.25 mg/kg: 阴性 
2.5 mg/kg: 阴性 
5.0 mg/kg: 阳性 

 
2.4  前处理方法和试验步骤的确定 

A、B、C 3 种方法均能满足三聚氰胺限量值的准确判

定, 但 B 法操作步骤最为简单, 方法兼容性也最好, 因此

本研究最终选取 B 法为本快速检测方法的研究对象, 进行

下一步的研究。其他方法如需使用, 也应进行相应的验证。 

2.5  常用添加成分干扰实验 

液态乳中常见的添加成分有安赛蜜、羟甲基纤维素

钠、低聚半乳糖、三聚磷酸钠、单甘脂、柠檬酸钠等, 这
些添加成分在乳制品中起到营养强化、稳定乳体系、延长

保质期、改善口感口味等功能。按确立的方法进行检测。

测得结果见表 3。结果表明, 各种常见添加成分的加入对

于用拉曼光谱法测定三聚氰胺的结果没有影响。 

2.6  类似物干扰实验 

按确立的方法进行检测, 结果见表 4, 三聚氰胺类

似物的加入对于液态乳中三聚氰胺的拉曼光谱检测没

有影响。 

2.7  适用范围 

本研究选用不同品牌的纯牛奶、调制乳、发酵乳各 4

种, 每种乳制品准备 6 个空白样品和 6 个 2.5 mg/kg 的三聚

氰胺加标样品, 按确定的方法实验, 结果见表 5。实验结果

为空白样品共 72 个, 阳性加标样品共 72 个; 假阳性率为

0; 假阴性率也为 0。结果表明纯牛奶、调制乳、发酵乳皆

适用于本方法。 
 
 

表 3  牛乳中添加不同成分的检测结果 
Table 3  Inspection results of different components in milk 

序号 添加物质 0 mg/kg 样品 2.5 mg/kg 样品 

1 水溶 MH-5063 乳酸奶香精 阴 阳 

2 麦奶粉末香精 阴 阳 

3 鲜牛奶香精 阴 阳 

4 羟甲基纤维素钠 阴 阳 

5 水溶乳可丹 阴 阳 

6 水溶稳定剂 AM9268 阴 阳 

7 水溶稳定剂 AYS695 阴 阳 

8 水溶改性淀粉 阴 阳 

9 复合乳化稳定剂 阴 阳 

10 水溶低聚半乳糖 阴 阳 

11 超微碳酸钙 阴 阳 

12 乳矿物盐 阴 阳 



第 2 期 张  渊, 等: 表面增强拉曼光谱法快速测定液态乳中三聚氰胺方法的研究和评价 557 
 
 
 
 
 

表 3(续) 

序号 添加物质 0 mg/kg 样品 2.5 mg/kg 样品 

13 水溶斯潘 60 阴 阳 

14 单甘酯 阴 阳 

15 蔗糖脂肪酸酯 阴 阳 

16 柠檬酸钠 阴 阳 

17 三氯蔗糖 阴 阳 

18 三聚磷酸钠 阴 阳 

19 热稳定精制 L 乳酸 阴 阳 

20 阿斯巴甜 阴 阳 

21 安赛蜜 阴 阳 

22 山梨酸钾 阴 阳 

 
 

表 4  三聚氰胺类似物干扰实验 
Table 4  Interference experiment of melamine analogues 

三聚氰胺加标浓度/(mg/kg) 三聚氰胺一酰胺 三聚氰酸二酰胺 三聚氰酸 双氰胺 

0 阴性 阴性 阴性 阴性 

1.25 阴性 阴性 阴性 阴性 

2.5 阳性 阳性 阳性 阳性 

5 阳性 阳性 阳性 阳性 

 
 

表 5  适用范围验证 
Table 5  Scope of application verification 

液态乳种 
类及品牌 

纯牛乳 调制乳 发酵乳 

蒙牛 伊利 卫岗 德运 旺仔 特仑苏 青藏牧场 卫岗 光明 新希望 安慕希 弗瑞希

空白 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 阴 

加标 2.5 mg/kg 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 阳 

 
 

2.8  产品方法性能指标的计算 

取以纯牛奶(经仪器方法确证)为代表空白基质, 移取

三聚氰胺标准溶液制成添加水平为 0、1.25、2.5、5 mg/kg
的盲样样本各 50 份, 共计 200 份样品。按确立方法进行测

定。对于阳性样品来说, 检出 100 个阳性结果, 假阴性率

为 0%; 对于阴性样品, 测出 100 个阴性, 假阳性率为 0%; 
同时, 灵敏度和特异性均为 100%。可见确立的方法符合食

药监科便函[2016]83 号《食品快速检测方法评价技术规 
范》[18]的要求。 

2.9  与参比方法一致性分析 

取以纯牛奶为基质 , 添加三聚氰胺制成浓度为    
2.8 mg/kg 的盲样 40 份, 其中 20 份按确立的方法进行测定, 
另外 20 份以 GB/T 22388—2008《原料乳与乳制品中三聚

氰胺检测方法》[16]作为参比方法, 对方法一致性进行研究。

在限量值浓度水平(2.5 mg/kg), 确立的拉曼光谱法测定结

果与参比方法测定结果完全一致, 符合方法一致性要求。 

2.10  验证结果与汇总 

本研究选取操作性简便、性能稳定可靠、市场占有率

较高的有代表性的 5 家商品化拉曼光谱仪, 在甲乙丙 3 家

验证单位对本方法进行了验证, 每家机构的验证仪器不少

于 3 个品牌的产品。验证开展了包括灵敏度、特异性、假

阴性率、假阳性率分析[10], 实验评价的样品以纯牛奶为空

白 基 质 , 盲 样 中 三 聚 氰 胺 浓 度 分 别 为 0( 空 白 ) 、        
1.25 mg/kg(0.5 倍限量值 )、2.5 mg/kg(1 倍限量值 )、       
5 mg/kg(2倍限量值)4个添加水平, 每个添加水平平行制备

50 份, 验证结果汇总见表 6。 
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表 6  方法性能指标汇总表 
Table 6  Summary of the performance index 

验证单位及验证品牌 
甲 乙 丙 

A 品牌 B 品牌 C 品牌 C 品牌 D 品牌 B 品牌 D 品牌 C 品牌 E 品牌

显著性差异 2.29 — 0.5 0.25 — 0 — 0.5 — 

灵敏度(p+)/% 99 100 99 98 100 98 100 98 100 

特异性/% 94 100 99 98 100 99 100 100 100 

假阴性率(pf-)/% 1 0 1 2 0 2 0 2 0 

假阳性率(pf+)/% 6 0 1 2 0 1 0 0 0 

相对准确度/% 96.5 100 99 98 100 98.5 100 99 100 

 
结果表明, 以纯牛奶作为空白基质时, 本方法特异性

为 94%~100%; 灵敏度为 98%～100%; 假阳性率≤6%; 假
阴性率≤2%。 

3  结论与讨论 

根据以上实验结果, 本研究将三聚氰胺-拉曼光谱快

检方法中的灵敏度定为≥99%, 特异性定为≥85%, 通过

验证实验发现, 5 家企业的快速检测产品有 3 家在验证中完

全满足方法的性能指标, 1 家企业的产品 2 次验证实验中 1
次不符合方法的性能指标, 1 家企业的产品 3 次验证实验中

2 次不符合方法的性能指标。3 次不符合方法的性能指标的

验证实验仅在灵敏度上略差, 考虑到仪器内置校准曲线的

可调性及特异性实验的良好性能, 故目前制定的性能指标

基本能满足实际的需要。 
本方法研究液态乳中三聚氰胺的拉曼光谱法快速检

测。选择了市场上有代表性的拉曼光谱仪进行了实验, 从
样品的提取方法、测定步骤、所加的试剂及增强试剂的用

量及先后次序、各测试方法的兼容性等几个方面进行了研

究, 确定了检测的方法即本文中的 B 法为快速检测方法的

研究对象, 后进行了常见的添加剂的干扰性实验, 结果表

明液态乳中常用的 22 种添加剂对于检测结果没有影响, 
三聚氰胺的 4 种类似物的加入同样没有影响。在不同品牌

的调制乳、发酵乳、纯牛奶加标实验确定了方法的适用范

围并进行了验证。通过在指定的 3 家验证机构进行方法验

证, 产品方法性能指标的计算和与参比方法的一致性分析, 
结果均表明本方法能满足液态乳中非法添加物三聚氰胺的

快检需求。 
本研究优选出合适的拉曼光谱-三聚氰胺检测方法, 

同时建立了三聚氰胺拉曼检测评价方法及性能评价指标, 
对市场上三聚氰胺拉曼光谱法产品的开发及评价提供了依

据, 有助于提高三聚氰胺快检的准确性, 同时也有助于基

层食品安全的监管。 
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