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摘要:对鸡排泄物中洛克沙肺、总 As 及元机 As( m) 和 As( V) 的分离与测定进行了研究.采用磷酸氢二饵一甲醇

混合液提取和载入固相萃取小柱净化，对洛克沙肺进行 HPLC 法分析，回收率;::.74.4% ，最低检测限为 O. 1μg/g. 经

微波消解处理后采用 AFS 法检测排泄物中总 As 含量，检出限为 0.08μg/L，回收率 ;::.94.7%. 经磷酸二氢饵溶液振

荡提取过滤后，依次经阳离子和阴离子交换树脂静态吸附与动态分离，采用 AFS 法分别测定 As( 皿)、As( V) 含量，

检出限分别为 0.084 和 0.210μg/L，回收率分别为 87.8% - 113. 0% 和 8 1. 1 % - 127. 3%. 
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Studies on the Separation and Determination of Roxarsone and 
Multi Valence As in the Excreta of Chicken 

ZENG Jing , ZHUO Jia-zhen , CHEN Zhang-liu , SUN Yong-xue 

( College of Veterinary Medici肘， South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract : The methods based on HPLC and AFS for the separation and determination of roxarsone , total 

arsenic , As (皿) and As ( V ) in the excreta of chicken were established. The excreta were extracted with 

K2 HP04 -CH3 OH , cleaned-up by Straxa-X-A W SPE column and quantified with HPLC system. The recov­

eηwas all over 74. 4% ,and LOD was O. 1μg/ g. A microwave digestion-atomic fluorescence spectrometry 

( AFS) method for determination of total arsenic was applied. The excreta were digested in a closed vessel 

device and determinated by AFS. The LOD was O. 08μg/L and the recoveηwas all over 94. 7 % . An ion 

exchange resin coupled with AFS method was also developed for isolating and determinating As ( m ) and 

As( V ). The excreta were extracted with KH2 P04 , separated by cation and anion exchange resin and de­

termined by AFS. The LODs of As( 皿) and As( V ) were O. 084 and O. 210μg/L respectively. The recov­

eries of 87.8% -113.0% for As( m) and 8 1. 19毛 -127.3% for As( V) were obtained. 
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洛克沙肿( Roxarsone , ROX) 是近十几年来被广

泛用作畜禽促生长的一种有机肿添加剂，经畜禽摄

入后大部分经排泄物排出体外并进入周边环境中.

国外对畜禽粪便中总 As 含量及其代谢物的检测已

有报道[13] ，结果表明排植物中以 ROX 为主，亦检测

到的不同价态 As. 关于 ROX 原形的测定已有氮定
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法[町、GC 法[4] 和 HPLC 法[阳]等，用于呻价态分析的

分离方法有多种，其中以离子交换树脂法最为常

用[叫，原子荧光法( AFS) 亦常用于总 As 及无机

As( ill) 、 As( V) 的痕量测定.本文通过建立鸡排泄

物中 ROX 、总 As 及无机 As( m) 、 As( V) 的分离与测

定，旨在为研究洛克沙牌在鸡饲喂后的排泄及消除
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规律提供检测基础，亦将为 ROX 在环境中的残留与

生态毒理学评估提供依据.

1 材料与方法

1. 1 药品与试剂

洛克沙肿对照品，纯度 99.6% ，批号 20051214 ，

由广州惠华动物保健品公司提供;碑标准储备液，含

呻 1 000 mglL，批号 2070314 ，由国家标准物质中心

提供;三氧化二呻( AS2 0 3 ) ，纯度 ~99. 9% ，由 Sigma

公司提供;呻酸氢二纳，纯度 ~99. 9% ，由 BBL 公司

提供.其他化学试剂均为色谱纯或分析纯级.试验用

水为超纯水-

1.2 主要仪器

高效液相色谱仪， Agilent 1100 型，美国 Agilent

公司生产;双道原子荧光光度计， AFS-9130 型，北京

吉天仪器有限公司生产;微波消解系统， Ethosl 型，

意大利 Milestone 公司生产;Stram-X，AW 型固相萃取

小柱(3 mL) ，美国 Phenomenex 公司生产;717 型强碱

性苯乙烯系阴离子交换树脂、732 型强酸性苯乙烯系

阳离子交换树脂，均由杭州市争光树脂有限公司

提供.

1. 3 标准试液配制

洛克沙肿储备液:称取洛克沙肿对照品 100.0

mg 于 100 mL 棕色容量瓶中，加适量流动相定容成

1 ∞o mglL 储备液，4 "c保存备用.碑标准使用液(1

μglmL) :由呻标准储备液用 ψ=5%盐酸溶液逐级配

制而成.呻(皿)标准储备液(1 mglmL): 称取干燥

AS2 0 3 1. 320 g 溶于 25 mL 2∞ ι/L KOH 溶液中，以

H2S04 (CP = 20% )定容至1 000 mL 摇匀;呻(V)标准

储备液(1 mglmL) :称取干燥呻酸氢二纳1. 650 g 溶

于纯水中，用 H2S04 ( CP = 20% )定容至 1 000 mL摇

匀.均用 ψ=5%盐酸溶液逐级稀释.

1. 4 鸡排泄物中洛克沙肺含量的测定
1. 4. 1 提取取1.∞ g 空白鸡粪于离心管中，依次

添加 10μg/mL 洛克沙肿标准溶液 100μL 和 10 mL 

提取液[ V( O. 05 moVL 磷酸氢二伺溶液) : V( 甲醇)

= 90:IOJ ，震荡提取 30 min( 60 "C) ，残渣 2 次提取，

合并上清液.加人 1∞ glL 硫酸铜溶液 2 mL，混匀静

置 20 min , ~8 000 r/min 离心 5 min ，过滤至 25 mL 

容量瓶中，提取液定容，调 pH 至 4.0 - 5. 0 ，待净化.

1. 4.2 SPE 净化将 Straxa-X-AW 小柱用 3.0 mL 

甲醇活化和超纯水平衡后，分 2 次加人 5.0 mL 提取

液.依次用 6.0 mL 甲酸(cp=I%) 淋洗和 6.0 mL 氨

甲醇(ψ=5% )洗脱洛克沙肿，负压抽虑后洗脱液在

60 "c水浴吹干，加1. 0 mL 流动相洛解，经 0.22μm

针头式过滤，滤液供检测.

色谱条件为 Prsil BDS C18(5μm ， 4.6 mm X 250 

mm) ;紫外波长 266 nm; 流动相为 V(0.05 moVL 磷

酸二氢饵溶液): V( 甲醇) = 90: 10 , pH = 2. 5 ;进样量

为 20μL

1.4.3 标准曲线、回收率与变异系数的测定 取空

白鸡粪1. 00 g 于离心管中，加人 100μL 洛克沙肿标

准系列 (5 - 500μglmL) ，制得系列质量比为 0.5 -

50.0 μglg ，按上法处理与测定，由质量比( C) 与峰面

积( S) 求得标准曲线.在1. 00 g 空白粪样中分别加

人 10 、50 和 200μglmL 洛克沙肺溶液各 100μL，制

得质量比为1. 050 和 20.0 μglg ，重复 6 次，计算

回收率.以上 3 个制得质量比各设6 重复，共4 批次，

求批内、批间变异系数.

1. 5 鸡排泄物中总呻含量的测定

1. 5. 1 样品处理取 0.50 g 空白鸡粪于微波消化罐

内，添加 0.5 mL 1μglmL 呻标准使用液、2 mL HN03 

和 0.5 mL H202 ，密封后设最佳消解条件消解.消解液
经水浴赶酸、还原、纯水定容至 25 mL 后上 AFS 机检

测，设空白样进行相对标准偏差( RSD) 和检测限

(LOD)测定.由荧光强度(If)根据标准曲线方程求

空白液和样品中呻质量浓度. AFS 测定条件:载液为

盐酸(ψ=5%) ，还原剂为棚氢化拥 (20 mglmL) ，负

高压 270 V ，灯电流 60 mA ，载气流量 400 mUmin. 

1. 5. 2 标准曲线、回收率和变异系数的测定 吸取

lμglmL 呻标准使用液 2.5 mL 于容量瓶中，加入

1. 25 mL 浓盐酸、2 mL 还原剂，纯水定容并自动稀

释测定 0.5 、1. 0 、 2.0 、 5.0 、 10.0 、 20.0 、 50.0 、 100.0

μglL系列质量浓度的荧光值制备标准曲线.取 5 份

空白鸡粪，测本底值和空白样添加 5 个呻标准系列

质量浓度(10 、 20 、40 、 60 、 80μglL) ，各设 5 个重复，

计算回收率和变异系数.

1. 6 鸡排泄物中无机 As( 皿)、As( V) 的分离测定

1. 6. 1 样品提取取1. 00 g 空白鸡粪于 15 mL 离

心管中，各添加 0.1 mL As( V) 和 As( m) 标准工作

液(1. 0 μglmL，制得质量比均为 O. 1μglg) ，加 10

mL 提取液(0.6 moνL 磷酸二氢饵溶液) ，振荡并离

心，取上清液(重提 2 次)调 pH 至 5.0 ，进行树脂分

离:提取液经 0.45μm 滤膜过滤至阳离子树脂中，振

荡后人阴离子交换树脂柱(流速1. 5 mUmin) ，收滤

液加入 2.5 mL 浓盐酸，纯水定容至 50 mL，待测未吸

附的 As( 皿) ;用 20 mL O. 5 moVL 醋酸-醋酸镀缓

冲液淋洗树脂柱，弃解析液，用 30 mL O. 2 moVL 盐

酸淋洗，收解析液，纯水定容至 50 mL，待测 As( V). 

均上 AFS 机检测，同时设空白样.
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113. As( V) 的 LOD 为 0.2 1. 0 μglL ， As( 皿)的 LOD

为 0.084μglL. As( m) 回收率为 87.8% -113.0% , 

变异系数为1. 90% - 5. 39% ; As ( V )回收率为

81. 1 % - 127.3% ，变异系数 0.969毛- 3. 549毛.均可

满足检测要求.

3.1 洛克沙肺原形的提取与净化
对洛克沙肿的提取，所报道的方法不尽相同，常

用超声提取或水浴振荡[59-10]. 本试验中对比了甲醇、

O. 臼 moVL磷酸氢二梆-甲醇混合液、0.05 moVL 磷

酸氢二饵及 20 glL 磷酸氢二何等 4 种提取液的提取

效果，综合比较干扰度、杂峰、用量及操作性等，最后选

用 0.05 moνL 磷酸氢二饵-甲醇混合液按佣: 1O(体积

比)2 次提取，达到较好的效果.为克服鸡粪中蛋白成

分的干扰，通过比较了高氯酸、三氯乙酸、硫酸铜等，

选用 100 glL 硫酸铜溶液除蛋白效果为最佳.鸡排泄

物的成分复杂，为充分去除基质的干扰，通过比较活

性炭萃取小柱与弱阴离子柱 Waters OasisR MAX[5 l 、
强阴离子柱 SAX 与强阳离子柱 SCX[IIJ 等，以固相萃

取小柱 SAXj 净化效果为最佳.按以上筛选的处理方

法，与 AOAC(美国公职分析化学家协会)规定的标

准方法一致.

3.2 微波消解条件的选择及优化

已有报道采用微波消解处理排泄物，进而测定

呻含量[口].本文比较了 HN03 、 HN03 + (HCI04 、 HF
或 H2 02 )4 种消解体系及不同用量的效果，结果表
明 :2.5 mL 提取液[ V( HN03 ) : V( H2 O2 ) = 4: 1 ]的效

果最理想，利于赶酸、荧光值大、重现性好且消解完

全呈清亮.

3.3 As( 皿)、As( V) 提取条件的选择

在各种形态呻中，无机呻毒性大于有机肿，又以

无机 As( ill) 毒性最强.目前分离呻形态方法有 GC­

MS ， IC-AES 、 HPLC-HG-AFS 、 HPLC-ICP-MS 等[HJ6].

离子交换树脂价廉且操作简单，多用于呻形态分

析[叫. AFS 法测定呻含量的方法成熟，故本文中先将

呻几种形态加以分离，再用 AFS 法可测得排泄物中

As( m) 、 As ( V) 含量.因 AFS 只识别 As( 皿)、

As( V) 、DMA 和 MMA，需将它们分离并去除 DMA 、

MMA 干扰.DMA 在酸性条件下可吸附在阳离子树脂

上，而 MMA 可吸附于阴离子树脂，本试验中通过先

后采用阳、阴离子树脂的吸附与洗脱从而去除干扰.

] 
'
'
且

[ 
RICE D A, KENNEDY S, MCMURRY C H. Experimental 
3 -nitro4-hydroxyphenylarsonic acid toxicosis in pigs [ J J . 

讨论

参考文献:

3 

1.6.2 标准曲线、回收率和变异系数的测定 分别

取1. 0 μglmL As( V) 、 As( m) 标准溶液 0.1 mL 于

10 mL 容量瓶中，加人 0.5 mL 浓盐酸，纯水定容，自

动稀释测定 0.5 、1. 0 、 2. 0 , 5. 0 、 10.0 、 20.0 、 50.0 、

100.0 μglL 系列质量浓度的荧光值制备标准曲

线.先取 5 份空白鸡粪测得本底值后，空白添加

As(V) 、As( m) 标准液(添加质量比为 0.05 、0.50 和

5. ∞ μglg ， 5 次重复)测定.计算回收率和变异系数.

2.1 鸡排泄物中洛克沙肺含量的测定

在空白粪样中添加 0.5 - 50.0 μglg 洛克沙肺系

列质量比，经系列处理后进行 HPLC 测定可获得

较好的回收率和净化效果，线性关系良好 (r ~ 

0.9994) ，回收率为 75.829毛 -79.369岛，批内变异系

数为 2. 759毛- 5. 719毛，批间变异系数为 4.229毛~

5. 119毛， ROX 能与排泄物中其他组分较好地分离，保

留时间约 7.6 min，表明本法精密度高、稳定性和重

复性好.色谱图见图 1 、图 2.

图 2 鸡空白粪添加标液(10.0μ吕ImL) 色谱图

Fig. 2 Chromatograms of the bland excreta sample spiked with 

arsenic ( 10. 0μg1mL) 

2.2 鸡排泄物中总呻含量的测定

采用 HN03 -H2 02 (体积比 4: 1 )消解液可将样品

完全消解，呈澄清透明溶液.总呻质量浓度在 2 -100 

μglL 范围内线性良好(r > 0.999) ，检测限(LOD) 为

0.08μglL，回收率为 94.69% -109.179毛，变异系数

介于1. 50% -4.74% ，符合检测要求.

2.3 鸡排泄物中无机 As( 皿)、As( V) 的分离测定

As( 皿)、As( V) 标准曲线在 0.5 - 100.0 μglL 

范围内线性良好( r > O. 999). 在相同反应条件下
As( V) , As ( m) 荧光强弱不同，前者约为后者的

6 8 
t/min 

图 1 鸡空白粪的色谱图

Chromatograms of the bland excreta sample of chicken 
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本研究中 mtDNA 单倍型丰富的多样性和特异

性可从分子进化上证明中国沙皮犬是一个古老的犬

种，这与 Parker 等[2J 的研究结果是一致的.由于中国

沙皮犬原产于中国广东，这揭示了中国广东有可能

是家犬的起源中心之一.因此，中国沙皮犬可为世界

家犬的多样性研究提供重要的基础信息，可为今后

继续深入研究世界家犬的起源及其品种形成提供备

选犬种，以揭示我国在家犬驯化和起源中可能起的

重要作用.
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