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液体乳中三聚氰胺的快速检测产品评价研究 

张  威, 郭  丹, 兰  伟, 胡重怡, 郭  平, 匡佩琳* 

(江西省食品检验检测研究院, 南昌  330001) 

摘  要: 目的  评价液体乳中三聚氰胺的快速检测产品。方法  采用空白基质加标的方式制备了三聚氰胺 3

个不同浓度水平的牛奶盲样, 并验证盲样的均匀性和稳定性, 对 3 个不同厂家的三聚氰胺胶体金试纸条、3 台

不同的便携式拉曼光谱仪进行评价测试, 系统性地研究了快速检测产品评价方法。结果  各快速检测产品灵

敏度分别为 100%(5 个)和 99.3%(1 个), 特异性均为 100%, 假阴性率为 0%(5 个)和 0.7%(1 个), 假阳性率均为

0%。结论  本研究用于液体乳中三聚氰胺检测的快速检测产品符合性能指标的要求, 满足市场监管的需要。 
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Evaluation of rapid detection products for melamine in liquid milk 

ZHANG Wei, GUO Dan, LAN Wei, HU Zhong-Yi, GUO Ping, KUANG Pei-Lin* 

(Jiangxi Institute For Food Control, Nanchang 330001, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the rapid detection products for melamine in liquid milk. Methods  Three 

milk blind samples with different concentrations of melamine were prepared by using blank matrix labeling method, 

and the uniformity and stability of the blind samples were verified. The products evaluation method of rapid test were 

systematically studied by evaluating and testing melamine colloidal gold strips and three different portable Raman 

spectrometers from three different manufacturers. Results  The sensitivity of each rapid test product were 100% (5) 

and 99.3% (1), the specificity was 100%, the false negative rate were 0% (5) and 0.7% (1), and the false positive rate 

was 0%. Conclusion  In this study, the rapid testing products used for melamine detection in liquid milk meet the 

requirements of performance indicators and market supervision. 
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1  引  言 

三聚氰胺(1,3,5-三嗪-2,4,6-三胺, melamine), 俗称密

胺、蛋白精, 是一种三嗪类含氮杂环有机化合物, 被用作

化工原料[1–3]。它是白色单斜晶体, 几乎无味, 微溶于水 

(3.1 g/L 常温)。三聚氰胺的含氮量高达 66.6%, 食品中蛋

白质含量的检测标准是通过测氮含量来表征蛋白质的含

量[4]。因此, 在牛奶及其制品中添加三聚氰胺可提高氮含

量, 违法分子通过此手段来提高牛奶中的“蛋白质”含量, 

以达到谋取利益的目的[5]。三聚氰胺对人体有害, 医学研

究证明, 其对肾脏损害严重, 可引起功能衰竭、肾结石、

膀胱癌、甚至致死, 对婴幼儿的危害更为严重[6,7]。2008

年暴发的“三鹿奶粉事件”, 导致数万名儿童受害[8]。2017

年, 世界卫生组织国际癌症研究机构将三聚氰胺列为 2B
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类致癌物[9]。 

国际食品法典委员会规定了三聚氰胺的限量要求 : 

食品(非婴儿配方食品)和饲料为 2.5 mg/kg、婴儿液态配方

食品为 0.15 mg/kg、婴儿配方乳粉为 1 mg/kg[10]。2011 年 4

月 6 日, 国家卫生部联合其他 4 个部委共同发布了“关于三

聚氰胺在食品中的限量值的公告”[11]。该公告规定三聚氰

胺既不能作为食品原料, 也不能作为食品添加剂使用, 禁

止人为添加到食品中。参考国际食品法典委员会的三聚氰

胺限量标准, 规定我国三聚氰胺在食品中的限量值如下: 

婴儿配方食品中的限量值为 1.0 mg/kg, 其他食品中的限量

值为 2.5 mg/kg, 高于上述限量的食品则为不合格产品。 

目前, 三聚氰胺的检测方法主要有液相色谱法、液相

色谱串联质谱法[12,13]、拉曼光谱法[14–16]、免疫分析法[17–20]、

生物传感器法[21,22]等。其中常规实验室方法可精确定量, 

但是存在样品前处理过程繁琐, 检测时间长、成本高, 难

以满足基层监管过程中快速检测出结果的需求。因此, 市

场急需快速、简便的检测方法, 对牛奶及其制品的原料、

产品进行全方位的控制。 

当前, 三聚氰胺的胶体金免疫层析试纸条、表面增

强拉曼光谱仪用于牛奶中三聚氰胺的检测。2 类方法具有

简便、快速、易于操作等优点, 易于配备基层监管快速检

测室、快速检测车、农贸市场快速检测室、大型商超等。

市场上的食品快速检测产品多为胶体金免疫层析试纸条/

卡。另外, 大多数省级食品监管机构配备了拉曼光谱仪。

为了保证快速检测产品在使用过程中的有效性和可靠性, 

发挥其监管作用, 有必要对快速检测产品的性能指标等

进行评价。 

在国内, 对快速检测试剂的管理还处于初步发展阶

段, 在实际应用过程中面临许多问题。国家市场监管局不

断推动以评价机制促进优胜劣汰 , 维护市场良性循环 , 

使食品快速检测在监管中真正发挥有效作用。2017 年, 国

家食药总局发布了《关于规范食品快速检测方法使用管

理的意见》(食药监科[2017]49 号)[23], 强调严格控制快检

质量, 省市各级食品监管机构应按照《食品快速检测方法

评价技术规范》[24]和相应快速检测方法等要求, 通过盲样

测试等方式对快速检测产品进行评价。快检产品评价工

作应贯穿在整个快检工作周期中, 确保产品质量满足规

定的性能要求。 

《食品快速检测方法评价技术规范》作为快速检测产

品评价的纲领性文件, 对快速检测产品的评价指标、方法、

步骤、结果及报告出具等作出了基本要求。但是, 如何实

施具体的快速检测产品评价工作, 仍然是一个难题。例如, 

盲样的制备、均匀性和稳定性确定方法、样品数量和浓度

水平设置、快检结果与参比方法的一致比较等。本研究以

三聚氰胺的胶体金试纸条和表面增强拉曼光谱仪的快检评

价为例, 系统性地研究上述 2 类快检产品评价过程中涉及

到的样品数量和浓度水平设置、样品制备方法、均匀性和

稳定性验证等问题, 从评价工作中发现问题和探讨解决问

题的方法。以期为食品快检产品评价工作提供实践依据, 

作为相关工作的技术参考, 促进我国食品快检产品评价工

作的成熟与发展。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

三聚氰胺标准品(纯度>99.0%, 中国 Aladdin 公司); 

甲醇、乙腈(色谱纯, 西班牙 SCHARLAB S.L.公司); 氨水

(25%~28%)、三氯乙酸、柠檬酸(国药集团化学试剂有限公

司, 中国); 辛烷磺酸钠(英国 Fisher Chemical 公司); 阳离

子交换固相萃取柱(美国 Waters 公司)。 

2.2  仪器与设备 

Ulti Mate 3000 高效液相色谱仪(配有紫外检测器, 美

国 Agilent Technologies 公司); QUINTIX213-1CN 电子天平

(赛多利斯科学仪器有限公司); C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm 

5-Micron, 美国 Agilent Technologies 公司); RCT basic 磁力

搅拌器(德国 IKA 公司); KQ300VDE2 超声波清洗器(昆山

舒 美 超 声 仪 器 有 限 公 司 ); N-EVAP 氮 吹 仪 ( 美 国

Organomation 公司 ); Milli-Q 超 纯水处理系统 ( 美国

Millipore 公司); 固相萃取装置(美国安捷伦公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  溶液准备 

甲醇水溶液(50%, V:V); 氨化甲醇溶液(5%, V:V); 离

子对试剂缓冲液: 2.10 g 柠檬酸和 2.16 g 辛烷磺酸钠, 加入

约 980 mL 水溶解, 调节 pH 至 3.0 后, 定容至 1 L 备用。 

本次评价实验使用三聚氰胺快速检测试纸条/卡和表

面增强拉曼光谱仪。采取网上查询, 采购知名度较高的快

速检测产品和设备, 对快速检测产品进行了编序: A、B、

C(3 个不同厂家的胶体金试纸条/卡), D(表面增强拉曼光谱

检测前处理试剂盒), E、F、G(3 个不同厂家的表面增强拉

曼光谱仪)。 

2.3.2  三聚氰胺回收实验 

开展牛奶中三聚氰胺添加回收实验, 确保参比方法

的准确性, 为盲样制备实验做好准备。选择无三聚氰胺的

鲜牛奶 , 添加三聚氰胺标准品并混匀 , 然后采用 GB/T 

22388-2008《原料乳与乳制品中三聚氰胺检测方法》第一

法高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 

HPLC)[12]检测三聚氰胺含量, 确定添加回收率。具体实验

步骤如下: (1)选取不含三聚氰胺的鲜牛奶; (2)每 3 个样品

为一组, 共 3 组 9 个样品, 每组样品中添加三聚氰胺标准

溶液至浓度水平分别为 0、2.5、5.0 mg/kg。(3)采用 GB/T 

22388-2008[12]第一法(HPLC 法), 对上述 9 个样品进行检测, 
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并计量各样品的添加回收率。 

2.3.3  评价用盲样的制备 

按照原食药总局发布的《食品快速检测方法评价技术

规范》(食药监办科[2017]43 号)[24]的要求, 实验室制备盲样

应满足“基质符合性和与实际食品样品所含物质成分相似

性”的要求。该规范同时对测试水平的设置提出了要求, 测

试水平可设置为可检测区分的水平(不少于 3 个)。本研究

选用鲜牛奶为基质, 设置 3 个浓度水平: 0 mg/kg(阴性样

品)、2.5 mg/kg(阳性样品 1)、5.0 mg/kg(阳性样品 2), 满足

规范的要求。 

市场上购买鲜牛奶, 经实验室检测确认不含三聚氰

胺, 作为空白(阴性)样品。将牛奶装入三角玻璃瓶, 逐滴加

入三聚氰胺溶液(2.099 mg/mL, 50%甲醇), 使浓度达到上

述浓度水平, 置于 4 ℃冰箱, 磁力搅拌(500 r/min)约 12 h。

以 GB/T 22388-2008[12]第一法(HPLC 法)检测样品, 确定实

际浓度, 并置于 4 ℃储存备用。 

2.3.4  盲样的均匀性和稳定性验证 

根据食品快速检测方法评价技术规范 [24]的要求 , 

盲样必须进行批内均匀性检查, 并进行评价期内稳定性

检查 , 以保证快速检测产品评价实验的准确性和公正

性。按照 “2.3.2”的操作方法 , 制备了 2.5 mg/kg 和     

5.0 mg/kg 2 种浓度水平的样品各 160 g。从前述 2 种样

品中各随机抽取 10 个样品, 再从每个样品中称取 2 份样

品(2 g/份), 都按 GB/T 22388-2008[12]第一法(HPLC 法)

进行检测。采用单因素方差分析法进行数据分析, 通过

F-检验验证样品的均匀性[25], 使用的软件为 IBM SPSS 

Statistics 22。同样在每个浓度水平的样品中选取 6 个样

品, 再从每个样品中取出 2 份样品(2 g/份), 第 1 份样品

都按 GB/T 22388-2008[12]第一法(HPLC 法)进行检测, 第

2 份样品在 4 ℃条件放置 5 d, 再采用同样的方法进行检

测。依据 CNAS-GL003[25]规定, 不同储存时间样品的三

聚氰胺检测平均值与初始平均值进行 t 检验分析, 以检

验样品在评价期内的稳定性。 

2.3.5  快速检测产品评价与结果分析 

本次实验的操作人员具有长期从事快速检测工作的经

验。采购的快速检测产品, 每个厂家的快速检测产品需来源

于同一批次, 采购后需进行检查, 主要包括包装完整性、产

品说明书、配备试剂/辅助设备、产品基质的适用范围和标

示检测限。根据食品快速检测方法评价技术规范[24]的要求, 

每个浓度水平的样品不得少于 50 例。采用 200 份盲样, 其

中阴性样品 1、阳性样品 1 和阳性样品 2 分别为 50 例、100

例和 50 例, 进行各个厂家快检产品/仪器的评价实验。按照

各产品/仪器检测方法进行样品检测, 记录检测结果, 并在

实时记录环境条件(温度和湿度)。按照三聚氰胺的快速检测

方法: 液体乳中三聚氰胺的快速检测胶体金免疫层析法、液

体乳中三聚氰胺的快速检测拉曼光谱法, 样品检测的同时

进行质控实验, 2 份阴性样品(0 mg/kg)和 2 份加标样品   

(2.5 mg/kg)与测试样品同时进行, 确保检测结果准确可靠。 

按照规范中规定的快检产品性能指标计算表[24]得出

胶体金试纸条和表面增强拉曼光谱仪的性能指标。为了考

查各快检产品的检测时间, 按照各快检产品自身的样品前

处理、检测以及判定方法进行测试, 记录每种产品整个检

测过程所需时间。 

3  结果与分析 

3.1  添加回收实验 

本次评价实验采用不含三聚氰胺的鲜牛奶为基质, 以

GB/T 22388-2008[12]第一法(HPLC 法)检测盲样的均匀性和

稳定性。为保证检测结果的准确性, 先验证三聚氰胺在牛奶

基质中的添加回收率, 结果见表 1。2 种浓度水平的添加回

收率均大于 85%, 添加回收实验结果符合本研究的需求。 

 
表 1  牛奶基质三聚氰胺添加回收实验结果 (n=3) 

Table 1  Results of melamine addition and recovery in fresh 
milk matrix (n=3) 

添加浓度/(mg/kg) 检测结果/(mg/kg) 回收率/% 

0 ND -- 

2.5 2.14 85.6 

5.0 4.98 99.7 

注: a, 3 个重复。ND, 未检出。 

 

3.2  样品的均匀性检验 

参照 CNAS-GL003:2018[25]进行样品的均匀性和稳定

性检验。各浓度水平样品的均匀性检测结果如表 2 所示, 采

用 F-检验对数据进行统计分析。从 GB/T 15000.5-1994《标

准样品工作导则(5) 化学成分标准样品技术通则》[26]的附录

B 查看得到 F0.05(9, 10)=3.02, 样品间和样品内自由度分别为 9

和 10, SPSS 软件分析本实验结果的 F 值分别为 0.503 和

0.598, 对应的 P 值分别为 0.842 和 0.774, 如表 3 所示。2 组

浓度水平均匀性检验的F值小于F0.05(9, 10), P值大于 0.05, 表

明在 0.05 显著水平时, 2 种盲样中三聚氰胺浓度水平无显著

性差异, 即样品中三聚氰胺分布是均匀的。 

3.3  样品的稳定性检验 

将不同储存时间样品中三聚氰胺检测结果平均值与

初始检测结果平均值进行一致性比较, 采用 t 检验法, 参

考 CNAS-GL003:2018[25]中的公式计算 t 值, 如表 4 所示。

查 GB/T 15000.5-1994[26]的附录 F“T 检验法分位数表”, 

t0.05(10)=2.23, 计算的 t 值分别是 0.15、1.095, 所有 t 值均

<t0.05(10), 表明制备的盲样存放 5 d, 第 2 次检测结果与初始

检测结果之间无显著性差异。因此, 从盲样制备完成到评
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价实验, 时间要求需在 5 d 内完成。 
 

表 2  2 种浓度水平样品的均匀性检测结果 
Table 2  Uniformity test results of samples with two 

concentration levels 

添加浓度
/(mg/kg) 

检测值
1/(mg/kg) 

检测值
2/(mg/kg) 

总平均值
/(mg/kg) 

2.5 

2.26 1.83 

2.07 

2.07 1.87 

2.24 2.02 

2.29 2.06 

1.93 1.96 

2.06 1.99 

2.06 2.07 

2.08 2.22 

2.2 1.94 

2.15 2.02 

5.0 

4.16 4.55 

4.35 

4.24 4.53 

4.09 4.26 

4.43 4.37 

4.20 4.50 

4.50 4.35 

4.47 4.44 

4.26 4.30 

4.28 4.37 

4.45 4.30 

 

表 3  测试样品的均匀性分析结果 
Table 3  Uniformity analysis results of test samples 

添加浓度 
变性 

来源 
平方和 自由度 均方 F 值 P 值 F-crit

2.5 mg/kg 

样品间 0.099 9 0.011 0.503 0.842 3.02

样品内 0.218 10 0.022    

总变异 0.317 19     

5.0 mg/kg 

样品间 0.111 9 0.012 0.598 0.774 3.02

样品内 0.206 10 0.021    

总变异 0.317 19     

表 4  测试样品的稳定性分析结果 
Table 4  Stability analysis results of test samples 

 2.5 mg/kg 5.0 mg/kg 

 变量 1 变量 2 变量 1 变量 2 

平均值
/(mg/kg), x1 

2.47 2.46 5.05 4.95 

标准偏差, S1 0.144 0.076 0.155 0.142 

检测数, n1 6 6 6 6 

t 值 0.15 1.095 

注: 变量 1, 样品初始的检测结果; 变量 2, 储存 5 d 后的性检测结果。 
 

3.4  产品的外观与适用性 

通过对各厂家的快速检测产品的外包装、标识、说明

书、试剂、配备器具等进行查验。所有快检产品外包装完

整、说明书完好、试剂齐全、密封完好、基质适用、检测

限符合要求, 如表 5 所示。各快检产品的检测低限分别为

0.05、0.1~0.09、0.5、2.5 mg/kg。 

快速检测产品实际应用中 , 主要用于基层食品监

管人员对食品 /食用农产品进行现场检查 , 或者养殖 /种

植企业自检自查。快检工作在相对简陋的实验条件进行, 

并且检测结果要快速、准确。因此, 本研究从环境条件、

前处理难度、检测时间等角度考察了快速检测产品现场

应用的适用性, 结果见表 6。4 种快速检测产品, 表面增

强拉曼光谱方法配备的表面增强试剂纳米银离子试剂

和 B 快速检测产品需在 4 ℃条件储存, 在现场应用时需

要配备冷藏设备。A、B 2 种快速检测产品的使用过程需

要加热辅助工具, 其他快速检测产品的使用均无需特定

温度条件。A、B 快速检测产品使用过程均无样品前处

理过程, 操作简单。D 快速检测试剂盒是用于表面增强

拉曼光谱仪的检测, 样品前处理需要两次提取和离心操

作, 操作过程明显较复杂。表 6 中统计结果反映 4 种快

速检测试剂盒都相对简单, 能较好地完成现场检测任务, 

适用性良好。 
 

表 5  快速检测产品外观检查结果 
Table 5  Results of rapid inspection of product appearance inspection  

厂家编号 

评价内容 

产品包装完整性和

密封性 

标签(产品编号、规格、批号、

有效期、储存条件)完整性 
试剂、配套器材 

产品说明书内

容是否完整 
检测限 

/(mg/kg) 

A √ √ 试纸条、金标微孔、板架 √ 0.05 

B √ √ 试纸条、金标微孔、板架、滴管 √ 0.1~0.09 

C √ √ 试纸条、滴管、稀释液 √ 0.5 

D √ √ 试剂(4 瓶)、增强试剂(1 瓶) √ 2.5 

注: 产品说明书内容包括检测原理、适用范围、检测限、产品组成、溶液配制、样品前处理方法、检测步骤、结果判断、特异性、储存

及有效期、注意事项等的描述。 
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表 6  4 种三聚氰胺快速检测产品的适用性评价 
Table 6  Applicability evaluation of four melamine rapid test products 

产品编号 保存条件 测试温度 提取溶液 检测步骤 辅助设备/耗材 检测时间 a

A 
(20±5) , ℃

避光干燥 
50 ℃孵育 无 加样; 温育; 加试纸条; 温育; 判读 移液枪、孵育器 11 min 

B 
2~8 , ℃ 避

光干燥 
(40 ± 2) ℃孵育 无 加样; 温育; 加试纸条; 温育; 判读 移液枪、孵育器 9 min 

C 
2~30 , ℃ 避

光干燥 
室温 b 稀释液(自带) 取样; 稀释; 加样; 反应; 判读 移液枪 7 min 

D 
仅纳米粒子

试剂 2~8 ℃ 
室温 b 提取液(自带)

取样; 加提取液; 离心; 取上清; 加

提取液; 离心; 取上清; 加反应试

剂和纳米粒子试剂; 检测 

离心机、移液枪、SERS 管 14 min 

注: a: 单个样品按产品说明书进行前处理、检测和判读, 平行重复测试 3 次, 所需时间。b: 快速检测产品说明书无明确的测试温度要求, 

故用室温条件。 

 

3.5  快速检测产品评价结果 

本研究以不含三聚氰胺的鲜牛奶为基质, 采用加标

的方法制备了三聚氰胺限量水平和 2 倍限量水平的盲样, 

对 3 个不同厂家的胶体金免疫层析试纸条/卡和 3 个不同拉

曼光谱仪(同 1 种试剂盒进行样品前处理)进行评价测试，

见表 7。评价结果表明, 添加回收率高, 盲样均匀性和稳定

性符合要求, 快检产品的常规指标(外包装、说明书、配套

试剂 /器具等 )良好 , 检测低限符合限量要求 , 适用性良

好。2 倍限量值浓度的样品测试结果全部为阳性, 表明三

聚氰胺在高浓度时, 所有胶体金试纸条/卡、拉曼光谱仪

都能够很准确地检测出来。1 倍限量值浓度的样品测试结

果也几乎全部为阳性, 表明胶体金试纸条/卡、拉曼光谱

法能够保证三聚氰胺超标的样品全部被检出不合格。所

有快速检测产品及仪器对空白样品全部显示阴性结果。

产品的性能指标符合《液体乳中三聚氰胺的快速检测胶

体金免疫层析法》[27]、《液体乳中三聚氰胺的快速检测拉

曼光谱法》[28]性能指标(灵敏度应≥99%、特异性应≥85%、

假阴性率应≤1%、假阳性率应≤15%)的要求。 

 

表 7  三聚氰胺快速检测产品评价统计结果 
Table 7  Statistics results of melamine rapid test products evaluation 

添加浓度 

胶体金试纸条 拉曼光谱仪 

A 厂家 B 厂家 C 厂家 E 厂家 F 厂家 G 厂家 

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 

5.0 mg/kg 50 0 50 0 50 0 50 0 50 0 50 0 

2.5 mg/kg 100 0 100 0 99 1 100 0 100 0 100 0 

0 mg/kg 0 50 0 50 0 50 0 50 0 50 0 50 

灵敏度 100% 100% 99.3% 100% 100% 100% 

特异性 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

假阴性率 0% 0% 0.7% 0% 0% 0% 

假阳性率 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

相对准确度 100% 100% 99.5% 100% 100% 100% 
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目前, 原国家食品药品监督管理总局和市场监管总

局先后共发布了 24 项食品快速检测方法。其中 17 种快速

检测方法都是胶体金免疫层析法。免疫层析法是以抗原抗

体特异性结合为基础建立的检测方法, 具有灵敏度高、特

异性强的特点[29,30]。但是, 该类检测方法以定性检测为主, 

难以精确定量, 当待测物浓度在小范围内变化时, 检测结

果难以随之变化, 接近限量值水平的阴性样品极有可能检

测出阳性的结果。 

由评价结果可知, 浓度水平是影响评价结果的关键

因素。设置样品不同浓度水平评价同一快速检测产品(尤其

是采用介于空白和限量水平之间的样品), 性能指标必然

不同。不同机构的评价结果相互矛盾, 评价报告将丧失可

信度, 引起市场混乱。 

胶体金试纸条/卡的结果判定需进一步标准化。该类

检测方法是比较检测线(T 线)与控制线(C 线)的颜色深浅来

判定阴性/阳性结果。在现场检测工作中, 颜色深浅的比较

全凭肉眼观察, 无统一的量化标准, 只能根据个人判断确

定结果, 易导致人为判断差异。因此需要建立数字化的统

一判定标准。 

4  结  论 

快速检测产品评价要为用户出具综合性的评价结果, 

不仅要评价产品的性能指标, 判断其性能指标是否符合要

求, 也要评价其适用性, 不同快速检测产品的样品前处理

难易程度、检测时间、检测成本、辅助仪器配备、结果判

定等各不相同。本研究阐明了多种因素对快速检测产品评

价结果的影响, 其中样品浓度水平设置是影响快速检测产

品性能指标评价结果的关键因素。 
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