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    摘 要 建立了固相萃取（SPE）——高效液相色谱（HPLC）法测定饲料中洛克沙胂的分析方法，优化了提取方法、净化
参数、萃取容量、流速和洗脱溶剂等条件。饲料采用20g/l的磷酸氢二钾溶液作提取液，用阴离子交换柱萃取净化的方法；
色谱条件为：在266nm波长下检测，色谱柱为Symmetry ShieldTMRP18柱（150mm×4.6mm），流动相为含0.1％甲酸的
0.05mol/l磷酸二氢钾溶液－甲醇（体积比95：5），流速为1ml/min， 洛克沙胂的浓度在0.2～10.0mg/l范围内含量与峰
面积呈良好的线性关系，相对标准偏差为0.5%~1.07%，回收率为87.5%~96.7%。饲料中洛克沙胂的定量检出限为5mg/kg。 
    关键词 洛克沙胂；液相色谱；固相萃取；饲料 
    中图分类号 S816.17 

    洛克沙胂（Roxarsone，化学名称 4－羟基－3－硝基苯胂酸）属于我国允许使用的药物添加剂，也是我国目前使用量
比较大的有机砷制剂之一，主要用于提高猪、鸡日增重和改进饲料利用率，改善皮肤营养，促进色素沉积。有机砷制剂还具
有抗菌作用，对治疗和防治猪的下痢腹泻有疗效。在猪鸡饲料中允许添加量为50mg/kg，产蛋期禁用，在宰前5d应停止使
用。但目前生产中有机砷制剂盲目超量使用严重，有的甚至在100mg/kg以上。同时超量使用造成严重的环境污染，并且由于
有机砷制剂的用量不能直接测定而导致饲料中无机砷是否超标无法判断，因此准确定量饲料中洛克沙胂含量具有重要意义。
但目前国内外有关饲料中洛克沙胂的测定方法报道很少，仅Robert等（1993）采用活性碳萃取小柱净化，用HPLC方法检测
饲料中的洛克沙胂含量，测定的结果与AOAC方法标准规定的分光光度计方法没有差异。邓志祥等（2003）、杨永嘉等
（2001）用液相色谱方法测定了含有洛克沙胂的预混料中洛克沙胂的含量，得到较高的回收率和精密度。 
    由于饲料样品成分复杂，尤其是预混料中含有较高含量的各种饲料添加剂，为了更有效地去除杂质的干扰，本研究拟采
用近年来发展起来的固相萃取技术，在HPLC上定量分析饲料中洛克沙胂的含量，以期减少样品处理程序，提高分析效率，减
少样品前处理时间并提高定量测定的准确性。 
1 测定试验 
1.1 主要仪器 
    高效液相色谱仪LC10A（日本岛津公司），配有紫外检测器（SPD-10A）；固相萃取仪（美国安捷伦公司）；离心机(上
海安亭科学仪器厂)；电热恒温水浴(上海精密实验设备有限公司)；超声波KQ32 (昆山市超声仪器有限公司仪器公司)；超纯
水仪（美国Millipore公司）。 
1.2 试剂 
    甲醇（色谱纯）；甲酸；0.05mol/l磷酸二氢钾溶液；20g/l磷酸氢二钾溶液；0.05mol/l乙酸钠-甲醇溶液（V：V，
95：5）；pH7；100g/l硫酸铜溶液。试剂除特殊说明外均为分析纯，使用前用0.45μm的微孔滤膜过滤。 
制备标准贮备液，准确称取500mg洛克沙胂标准品（购自百灵威公司，纯度在98％以上）于1L棕色容量瓶，用0.05mol/l磷
酸二氢钾溶液超声波溶解，配制成500μg/ml的标准贮备液，使用前将其逐级稀释至5μg/ml用于液相色谱分析。  
2 结果与讨论 
2.1 最佳波长的选择 
    由于洛克沙胂具有苯环等紫外吸收基团，因此选用紫外检测器作为检测器。用含洛克沙胂20g/l的磷酸氢二钾水溶液在
波长200～400nm范围进行扫描（图1），结果表明在222nm处有最大吸收，266nm处吸收值很高。根据饲料样品的特点，蛋白
质含量较高，同时含有维生素等多种饲料添加剂，这些物质在紫外区也有很强的吸收，尤其在波长222nm处饲料中的干扰物
质较多，因此本试验选择266nm处为分析的最佳吸收波长。色谱柱采用常用的反相C18分离柱，本研究采用的分离柱为
Symmetry ShieldTMRP18柱（150mm×4.6mm，5μm，美国Waters公司）。 
2.2 流动相的选择 

    利用甲醇、乙腈、水、磷酸盐缓冲溶液等液相色谱分析常用的溶剂，对不同配比的多溶剂体系及不同pH值系统进行了一
系列预试验。根据洛克沙胂的特性及结构特点，其化学结构中带有酚羟基和电负性较强的氧元素，有弱酸性，其中性分子和



 

 

 

离子形式在有机相和水相中分配性质不同，因此在键合相反相液相色谱的情况下，以含磷酸盐缓冲液为流动相时，调节缓冲
液的pH导致洛克沙胂色谱保留行为的改变。实验表明提高流动相的pH导致洛克沙胂组分出峰晚且有拖尾现象，而增加流动相
中有机相的比例也会导致峰形不好且出峰时间延迟。所以选择在流动相中添加0.1％甲酸（V/V），以改善洛克沙胂的峰形。
结果表明以含0.1％甲酸的0.05mol/l磷酸二氢钾溶液－甲醇（体积比为95：5）为流动相，洛克沙胂组分的分离效果和峰形
最好，且保留时间适宜。图2为浓度为10μg/ml的洛克沙胂标准溶液在此流动相条件下的色谱图。  
2.3 样品的提取 
    制备洛克沙胂含量为50mg/kg的饲料样品，粉碎过20目筛。提取剂选用0.05mol/l 的氢氧化钠溶液和20g/l的磷酸氢二
钾溶液，在不同温度下进行提取，重复测定8次。具体操作：称取5g的饲料样品于50ml 离心管中，加入40ml提取剂，在恒
温水浴上提取30min，并不停振摇；在4 000r/min下离心10min；上清液倾入100ml容量瓶中，残渣再分别用30ml和20ml提
取剂提取5～15min，离心，合并上清液于同一容量瓶中。向容量瓶中加入2ml 100g/l的硫酸铜溶液沉淀蛋白，定容后过
滤。测定结果见表1。 

    从表1可以看出，随着温度的升高，饲料中洛克沙胂的回收率逐渐提高。但在温度为70℃时，由于饲料样品中淀粉含量
较高，容易糊化，不利于洛克沙胂的提取和过滤，本研究采用60℃为提取最佳提取温度。两种提取剂对洛克沙胂的提取回收
率没有显著差异，但因本研究的流动相采用0.05mol/l的磷酸缓冲盐，因此为保持溶剂与流动相组成的一致性，同时氢氧化
钠溶液的缓冲能力低，故选用20g/l的磷酸氢二钾溶液作为提取剂。 
2.4 固相萃取条件的优化 
    单纯的液液萃取或直接提取的样品溶液很难确保色谱分析时不出现基质干扰。根据洛克沙胂的性质，选用适合弱阴离子
交换萃取的固相萃取小柱，本试验采用Waters OasisR MAX（1cc，100mg美国Waters公司）固相萃取柱，分别用1ml 甲醇
和1ml 水活化，固相萃取净化液的选择是依据MAX柱的特点，淋洗液选用0.05mol/l乙酸钠－甲醇溶液（pH7）和纯甲醇，淋
洗损失小于1％；洗脱液用2％甲酸（V/V）-甲醇溶液洗脱时回收率小于70％，增加甲酸的浓度可以提高洗脱回收率，因此采
用5％甲酸（V/V）-甲醇溶液作为固相萃取的洗脱溶液。标准品直接过柱的回收率大于98.5％，符合分析要求。净化流速以
1ml/min最佳。洗脱液在65℃水浴上氮气吹干，吹干后加入1ml 20g/l磷酸氢二钾溶液，振荡并超声溶解后直接上机测定。
利用此类小柱萃取样品，能有效除去饲料中的干扰物质，样品加标回收率达95％以上，且重现性好。 
2.5 线性关系 
    用外标峰面积法测定线性关系。准确吸取一定体积的洛克沙胂的标准溶液配制成10个不同浓度的标准溶液（0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、和10.0μg/ml）进行测定，以其浓度X(μg/ml)为横坐标，相应的峰面积
（A）为纵坐标，得到标准曲线的回归方程：A＝1.11×104X－9.25×102，在浓度为0.2～10 μg/ml范围内线性良好，相关
系数R2＝0.999 5（图3）。同时还对猪全价料和中猪预混料进行不同添加水平的回收率试验及线性试验，结果回收率在不同
添加水平条件下猪全价料中均达到95％以上，中猪预混料的不同添加水平的回收率平均达到87.5％。两种饲料添加的线性关
系其相关系数都达到了0.99以上。 

2.6 精密度及再现性试验 
    精密度试验是以洛克沙胂的添加量为50mg/kg的饲料为样品，分别测定7次，计算测定结果的相对标准偏差（RSD）；本
试验的重现性试验是将上述样品在不同时间用不同仪器分别测定7次，计算其测定结果的相对标准偏差，结果见表2。 

 

 



2.7 回收率的测定 
    本试验对6种不同的饲料样品采用加标回收法，添加洛克沙胂的含量及回收率结果见表3。每一种样品做7个平行，结果
取平均值。从表中可以看出，对于全价料，无论是猪料还是鸡料，其测定的回收率均较高，达到92.6％～96.7％；而对于预
混料回收率仅达到85.2％～89.4％。虽然预混料中的添加剂含量较高，可能干扰洛克沙胂的提取，但样品的色谱分离的很
好，在洛克沙胂峰附近没有干扰（图4）。因此该方法适合对饲料中洛克沙胂的检测。 

3 小结 
    本研究优化了固相萃取和高效液相色谱方法测定饲料中的洛克沙胂的提取、净化和分析条件，并建立最佳色谱分离条
件。该方法线性关系良好，有较高的精密度和回收率，并且能够有效排除饲料中杂质干扰，简化样品前处理过程，并能直接
测定饲料中洛克沙胂的含量。该方法简便、准确，适用于饲料中洛克沙胂含量的测定。  
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