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固相萃取–高效液相色谱测定水稻中的洛克沙胂 

雷鸣，丁丹，蒋金凤，李冰玉，谭迪，邓思涵  

(湖南农业大学资源环境学院，湖南 长沙 410128) 

摘 要：通过对超声提取法中提取剂、固相萃取中淋洗液和洗脱剂、高效液相色谱中流动相的筛选，建立固相萃

取–高效液相色谱定量检测水稻中洛克沙胂的方法。所建方法为：样品先经 0.05 mol/L NaOH+20 g/L K2HPO4超声

提取；再利用活化后的固相萃取小柱，依次采用 1.5 mL 0.05 mol/L乙酸钠–甲醇溶液(pH=7)和 1.5 mL甲醇淋洗及

体积分数为 13%的甲酸–甲醇溶液洗脱；最后利用以含 0.3%甲酸的 0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液和甲醇(体积比 80∶

20)为流动相的高效液相色谱进行定量分析；该方法在洛克沙胂质量浓度为 0.01~10.00 mg/mL时线性关系良好，

相关系数大于 0.999，检测限和定量限分别为 20、67 ng/kg；洛克沙胂在水稻根、茎、叶、壳、米中的加标回收率

分别为 80.0%~87.2%、74.0%~80.6%、80.0%~83.7%、81.0%~90.0%和 83.2%~92.7%，相对标准偏差分别为

2.2%~5.9%、2.4%~4.6%、2.0%~2.6%、3.6%~5.7%和 3.2%~5.5%。 
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Solid-phase extraction combined with high performance liquid  
chromatography for the determination of roxarsone in Oryza sativa 

LEI Ming，DING Dan，JIANG Jinfeng，LI Bingyu，TAN Di，DENG Sihan 

(College of Resources and Environment, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China) 
 

Abstract: To develop a method for quantitative determination of roxarsone(ROX) in Oryza sativa, a group of conditions 
including extractant, leachate, eluant and mobile phase were tested. The results showed that the condition with extractant, 
0.05 mol/L NaOH-20 g/L K2HPO4, included the activated solid phase extraction column, with the  leachate 1.5 mL 0.05 
mol/L CH3COONa-CH3OH(pH=7) and 1.5 mL CH3OH, and with the eluant 13% HCOOH-CH3OH(V/V) solution, and 
the method of 0.05 mol/L K2HPO4 solution containing 0.3% HCOOH and CH3OH(the volume ratio was 80∶20) as 
mobile phase was justified an optimal pipeline for the quantitative analysis of high performance liquid chromatography. 
With the concentration of ROX 0.01-10.00 mg/mL, the linear relationship of the method was optimal(r>0.999). The 
limits of detection and limits of quantification were 20, 67 ng/kg, respectively. The recoveries of ROX in roots, stems, 
leaves, hulls and rice of Oryza sativa were 80.0%-87.2%, 74.0%-80.6%、80.0%-83.7%, 81.0%-90.0% and 83.2%-92.7%, 
and the relative standard deviations were 2.2%-5.9%, 2.4%-4.6%, 2%-2.6%, 3.6%-5.7% and 3.2%-5.5%, respectively. 

Keywords: Oryza sativa; roxarsone; solid phase extraction; high performance liquid chromatography; extractant; leachate; 
eluent; mobile phase 
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洛克沙胂(3–硝基–4–羟基–苯胂酸，ROX)是近
年来世界各国使用最广泛的饲料添加剂之一。饲料

中的 ROX 一部分被畜禽吸收后促进生长，提高饲
料利用效率，抑制寄生虫感染，改善肉类色素沉着

等[1]；另一部分随粪便进入农田环境，农田土壤中

的 ROX 含量也随之增加，从而导致水稻富集大量
ROX，并经食物链对人体造成潜在危害[2–3]。研究[3–4]

表明，在家禽粪便中，70%~75%的砷呈水溶态，降
解率与水量呈正相关关系，在高温、高湿情况下，

大多数 ROX转化成砷酸盐。为有效评价 ROX在水
稻中的迁移转化，亟需构建水稻中 ROX 含量的检
测方法。 
目前，ROX 含量的检测方法有离子色谱–电感

耦合等离子体质谱法(IC–ICP–MS)[4]、液相色谱–氢
化物反应–原子荧光光谱法(LC–HG–AFS)[5–6]、高效

液相色谱–电感耦合等离子体质谱法(HPLC–ICP– 
MS)[7]、高效液相色谱–电喷雾–质谱联用法(HPLC– 
UV–ESI–MS)[8]、高效液相色谱法(HPLC)[9–12]、固

相萃取–高效液相色谱法[13–15]、高效液相色谱质谱

联用法(HPLC–MS/MS)[16–18]、毛细管电泳–电感耦
合等离子体质谱法(CE–ICP–MS)[19]等。这些方法都

是基于检测饲料及其添加剂、有机肥、家禽产品中

ROX的含量而建立的，但关于水稻中 ROX含量的
检测方法还少有报道。本研究中，在水稻样品中外

源添加 ROX 标准液，通过超声提取法中提取剂、
固相萃取中淋洗液和洗脱剂、HPLC 中流动相的筛
选，建立固相萃取净化结合 HPLC检测的分析方法
来定量检测水稻中的洛克沙胂含量，旨在为水稻中

ROX含量的检测分析提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 主要材料与设备 

供试水稻品种为‘中嘉早 17 号’。ROX 标
准品为阿达玛斯试剂(上海)有限公司的产品；甲
醇为色谱纯，德国默克股份公司的产品；甲酸、

磷酸氢二钾、氢氧化钾、硫酸铜、乙酸钠均为分

析纯，国药集团化学试剂公司的产品；PSA(N–丙
基乙二胺)填料为天津博纳艾杰尔科技公司的产
品；试验用水为超纯水。 

高效液相色谱仪(DAD检测器、Agilent1200色
谱工作站 )为美国安捷伦公司的产品；氮吹仪
(JTN100–2)为杭州聚同电子有限公司的产品；固相
萃取装置为武汉恒信世纪科技有限公司的产品。 

1.2 标准溶液的配制 

准确称取 ROX标准品 100 mg于烧杯中，用超
纯水溶解后定容至 100 mL，配制成 1000 mg/L的标
准储备液，于 4 ℃冰箱保存，备用。上机前将上述
储备液用超纯水稀释至所需质量浓度，配置成标准

工作液，质量浓度分别为 0.00、0.01、0.10、0.50、
1.00、5.00、10.00 mg/L。 

1.3 高效液相色谱流动相的选择及色谱条件 

参照文献[13–16]的方法，设计 4种高效液相色
谱流动相，分别为含 0.1%甲酸的 0.05 mol/L磷酸二
氢钾溶液和甲醇(体积比 95∶5)、0.68 g/L磷酸二氢
钾溶液和甲醇(体积比 98∶2)、含 10 mmol/L庚烷磺
酸钠的柠檬酸离子对试剂和 50%甲醇(体积比 98∶
2)、含 0.2%甲酸的 0.05 mol/L磷酸二氢钾和甲醇(体
积比 90∶10)，分别记为 T1、T2、T3、T4。色谱柱
为 Kromasil 100–5–C18柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；
流速 1.0 mL/min；进样量 20 μL；检测波长 262 nm；
柱温 30 ℃。 

1.4 水稻中 ROX 含量的检测 

1.4.1 水稻负载 ROX 

水稻种子用砻谷机分出糙米和谷壳，并用粉碎

机粉碎后备用。另取一份水稻种子培养，水稻生长

至三叶期时转移至营养液中再培养 3 周后用于试
验。新鲜水稻样品按根、茎、叶分开后，用陶瓷剪

刀剪碎，备用。准确称取(0.500 0±0.000 5) g不同部
位(根、茎、叶、壳、米)的水稻样品，放入 50 mL
离心管中，加入 1 mL不同质量浓度的 ROX标准溶
液后充分涡旋混匀，制成 ROX 质量浓度分别为
1.00、5.00、10.00 mg/L的水稻–ROX混合液。 

1.4.2 提取剂的筛选及样品的提取 

参照文献[10，14–15]的方法，选用 20 g/L 
K2HPO4、体积分数 50%甲醇水溶液、0.05 mol/L 
NaOH+20 g/L K2HPO4共 3种提取剂，分别记为 E1、
E2、E3。准确称取 0.500 0 g水稻–ROX混合液样品，
加入 10 mL提取剂，于 40 ℃超声提取 30 min，以
5000 r/min离心 10 min，收集上清液；残渣再加入
10 mL提取剂，重复上述步骤 2次；合并上清液加
入 2 mL 100 g/L CuSO4溶液来沉淀植物中的蛋白

质，以 5000 r/min离心 15 min，取上清液 3 mL，待
过柱。 
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1.4.3 淋洗液和洗脱剂的筛选及样品的净化 

参照文献[9，13，15]的方法，选用纯甲醇(A)，
0.05 mol/L磷酸氢二钾溶液和甲醇(体积比 9∶1)、
50 mL/L氨水和纯甲醇各 1 mL(B)，0.05 mol/L乙酸
钠–甲醇溶液(pH=7)和纯甲醇各 1.5 mL(C)共 3种淋
洗液。选择不同体积分数(8%、9%、10%、11%、
12%、13%、14%、15%)的甲酸–甲醇溶液为洗脱剂。
依次用 1 mL甲醇、1 mL超纯水活化固相萃取小柱
后加入 3 mL提取液，再依次加 3 mL淋洗液淋洗，
然后用 3 mL 洗脱剂以 1.0 mL/min 的流速洗脱
ROX，并收集洗脱液于 40 ℃下氮吹至近干，加入
超纯水定容至 1 mL，过 0.45 μm微孔滤膜，待 HPLC
检测。 

1.4.4 HPLC 检测 

根据 1.3 的结果选择最优流动相和其他色谱条
件进行 HPLC检测。每个质量浓度重复测定 5次。 

2 结果与分析 

2.1 高效液相色谱流动相的选择结果 

如图 1所示，流动相为 T1、T2、T4时，均能
较好的出峰，而流动相为 T3 时，未见出峰，可见
磷酸盐能更好地帮助样品出峰；T1、T4 的峰形比
T2的稳定，且周围无杂质峰干扰，表示增加流动相
中甲酸比例，能提高响应值；T4 的出峰时间比 T1
的早，意味着增加流动相中的甲醇比例能缩短 ROX
的保留时间。在选取的 4种流动相中，T4的峰形稳
定，响应值高，由于出峰时间稍晚，对 T4 流动相
改进。综合对比不同柱温、流速、波长的影响，发  

 
0.0    2.5     5.0     7.5    10.0    12.5    15.0    17.5  

时间/min 

图 1 不同 HPLC 流动相的 5.00 mg/L ROX 标准溶液色谱 
Fig.1 The chromatograms of 5.00 mg/L roxarsone standard 

solution with different mobile phase  

现其响应值并没有很大差异，最终采用流动相为含

0.3%甲酸的 0.05 mol/L 磷酸二氢钾溶液和甲醇(体
积比 80∶20)。 

2.2 提取剂筛选的结果 

3种提取剂对水稻中 ROX的提取率各不相同。
其中，E1 的回收率为(48.3±3.4)%，相对偏差为
1.8%；E2 的回收率为(74.2±1.8)%，相对偏差为
2.4%；E3 的回收率最高，为(88.7±1.6)%，相对偏
差为 1.8%；因此，最终选择 E3 作为提取 ROX 的
提取剂。 

2.3 固相萃取条件优化的结果 

2.3.1 淋洗液 

如图 2所示，3种淋洗液对 ROX回收率的影响
各异，综合比较 3种淋洗液，发现选择淋洗液 C时
回收率最高，且基线平稳。基于此，本研究中，选

择 0.05 mol/L 乙酸钠–甲醇溶液(pH=7)和纯甲醇各
1.5 mL作为淋洗液。 

 
4.0        4.5         5.0        5.5        6.0        6.5 

         时间/min 

图 2 使用不同淋洗剂的水稻中 ROX 色谱 
Fig.2 The chromatograms of roxarsone in Oryza sativa with 

different leachate 

2.3.2 洗脱剂 

如图 3所示，甲酸体积分数为 8%~13%时，ROX  

   
   8      9     10     11    12     13     14   15 

        甲酸体积分数/% 

图 3 不同甲酸体积分数条件下水稻中 ROX 的回收率 
Fig.3  The recovery of roxarsone in Oryza sativa under the 

different volume fractions methanoic acid condition  
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的回收率逐渐提高，随后逐渐下降；当甲酸体积分

数为 13%时，ROX 的回收率最高，超过 90%，符
合分析要求。故本研究中，选择体积分数为 13%的
甲酸–甲醇溶液作为洗脱剂。 

2.4 供试方法的线性关系与定量下限 

以 ROX 质量浓度(x)为横坐标，与之对应的色
谱峰面积(y)为纵坐标，绘制标准曲线。ROX 质量
浓度为 0.01~10.00 mg/L 时，目标物具有良好的线
性关系，线性方程为 y=22.775x+0.641 3。线性相关
系数大于 0.999。ROX的检出限和定量限分别为 20、
67 ng/kg。 

2.5 供试方法的准确度与精密度 

如表 1 所示，随着 ROX 添加量的增加，ROX
的回收率也随之增加；水稻的根、茎、叶、壳、米

中 ROX 的回收率分别为 80.0%~87.2%、74.0%~ 
80.6%、80.0%~83.7%、81.0%~90.0%和83.2%~92.7%，
对应的相对标准偏差分别为 2.2%~5.9%，2.4%~ 
4.6%，2.0%~2.6%，3.2%~5.5%和 3.6%~5.7%。 

表 1 ROX 在水稻中的加标回收率及相对标准偏差 
Table 1 The mean recovery and relative standard deviations 

of ROX in Oryza sativa  

样品 添加量/ 
(mg·L–1) 

回收量/ 
(mg·L–1) 

回收率/% 
相对标准

偏差/% 

根  1.00 0.80±0.02 80.0±1.8 2.2 

  5.00 4.26±0.26 85.2±5.2 5.9 

 10.00 8.72±0.35 87.2±3.5 4.0 

茎  1.00 0.74±0.04 74.0±3.4 4.6 

  5.00 3.96±0.09 79.2±1.9 2.4 

 10.00 8.06±0.31 80.6±3.1 3.8 

叶  1.00 0.80±0.02 80.0±1.6 2.0 

  5.00 4.09±0.11 81.8±2.1 2.6 

 10.00 8.37±0.19 83.7±1.9 2.3 

壳  1.00 0.81±0.03 81.0±3.1 3.4 

  5.00 4.08±0.15 81.6±2.9 3.2 

 10.00 9.00±0.55 90.0±5.5 5.5 

米  1.00 0.85±0.05 85.0±4.9 5.7 

  5.00 4.16±0.18 83.2±3.6 3.6 

 10.00 9.27±0.42 92.7±4.2 4.5 
 

3 结论与讨论 

本研究中，建立了以 0.05 mol/L NaOH+20 g/L 
K2HPO4为提取剂的超声提取；以 0.05 mol/L 乙酸
钠–甲醇溶液(pH=7)和纯甲醇为淋洗液，以体积分

数为 13%的甲酸–甲醇溶液为洗脱剂的固相萃取小
柱净化；以含 0.3%甲酸的 0.05 mol/L磷酸二氢钾溶
液和甲醇(体积比 80∶20)为流动相的 HPLC定量测
定水稻根、茎、叶、壳、米中 ROX 含量的方法。
该方法在 ROX质量浓度为 0.01~10.00 mg/mL时的
线性关系良好，相关系数大于 0.999；检测限和定
量限分别为 20、67 ng/kg，检出限明显低于奚功芳
等[11]利用 HPLC 检测土壤中 ROX 的检出限(0.12 
mg/kg)。ROX在水稻根、茎、叶、壳、米中的加标
回收率分别为 80.0%~87.2%、 74.0%~80.6%、
80.0%~83.7%、81.0%~90.0%和 83.2%~92.7%；对应
的相对标准偏差分别为 2.2%~5.9%，2.4%~4.6%，
2.0%~2.6%，3.6%~5.7%，3.2%~5.5%，明显低于张
莉等 [13]利用固相萃取–高效液相色谱法检测水中
ROX的(5.1%~13.0%)。可见，本研究的方法精密度
高、线性范围宽、检出限低，可用于水稻中 ROX
的定量分析。 
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