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高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱法测定畜禽食品中十种砷形态

郑晨阳，汤鋆，韩见龙，谭莹，马冰洁，吴平谷

（浙江省疾病预防控制中心，浙江 杭州 310051）

摘 要：目的 利用高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱（HPLC-ICP-MS）联用技术，建立畜禽食品中砷形态化

合物的分析方法。方法 以 10% 甲醇和 1% 硝酸混合液为提取液，对样品进行微波辅助萃取，选取 DIonexIonPac
As7（4 mm×250 mm）阴离子交换色谱柱，采用 0. 5~200 mmol/L 碳酸铵进行梯度洗脱，测定 10 种砷形态化合物。

结果 10 种 砷 形 态 化 合 物 在 1~20 µg/L 浓 度 范 围 内 线 性 良 好 ，相 关 系 数（r）>0. 999 0，方 法 检 出 限 为 0. 24~
0. 80 µg/kg，精密度的相对标准偏差（RSD）为 1. 0%~5. 7%，鸡肉和牛肉基质 3 个浓度水平加标回收率在 83. 77%~
114. 21% 之间。结论 本方法具有灵敏度高、前处理简便、重现性及准确性好等优势，适用于畜禽食品中 10 种砷

形态化合物的测定。
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Determination of ten arsenic compounds in poultry food by high performance liquid
chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry

ZHENG Chenyang，TANG Yun，HAN Jianlong，TAN Ying，MA Bingjie，WU Pinggu
（Zhejiang Center for Disease Control and Prevention, Zhejiang Hangzhou 310051, China）

Abstract：Objective To establish a method for the determination of arsenic compounds in poultry food by high
performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry（HPLC-ICP-MS）. Methods The
sample was microwave assisted extracted by 10% methanol and 1% nitric acid．Ten arsenic compounds were separated by
DIonexIonPac As7（4 mm×250 mm） anion exchange column with 0. 5-200 mmol/L ammonium carbonate for gradient
elution. Results The linear ranges for 10 arsenic compounds were between 1-20 µg/L with the linear coefficients（r）more
than 0. 999 0，and the detection limits of the method were between 0. 24-0. 80 µg/kg. The relative standard deviations
（RSDs）of precision ranged from 1. 0% to 5. 7%. The recoveries were 83. 77%-114. 21% in chicken and beef substrate，
spiked with the three levels. Conclusion With high sensitivity，simplicity for pretreatment，good reproducibility and
accuracy，the method was suitable for the determination of ten arsenic compounds in poultry food.
Key words：High performance liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry；food；arsenic
compound；test

氨 苯 胂 酸（Arsanilic acid，ASA）、硝 苯 胂 酸

（Nitarsone，NPAA）、洛克沙胂（Roxarsone，Rox）和

卡巴胂（Carbarsone，CBS）等有机胂类制剂是饲料中

常用的药物添加剂，具有刺激动物生长、增加饲料

利用率和广谱高效的抗菌等功效，常用于畜禽养殖

过程［1］。但是，有机胂制剂具有一定毒性，过量添加

可使动物中枢神经系统失调，促使脑病和视神经萎

缩的发病率升高；且经动物体内代谢过程，有机胂

制剂会残留及转变成剧毒的无机砷，通过食物链危

害人体健康［2-4］。欧盟最早宣布禁止使用含砷的饲

料添加剂；我国农业部规定，自 2019 年 5 月 1 日

起，禁止使用洛克沙胂、氨苯胂酸的原料药及各种

制剂［5］。SB/T 10921—2012《饲料中氨苯砷酸、4-羟

基苯胂酸、洛克沙胂、硝苯胂酸的测定液相色谱 -电

感耦合等离子体质谱法》［6］规定了目前饲料添加剂

禁用组分的分析方法，但测定饲料中的砷形态无法

全面评价其危害性，明确动物源性食品的砷形态才

能更好地评价砷的毒性及其在畜禽动物中的迁移

转换规律。因此，建立一种同时测定动物源性食品

中多种砷形态化合物的分析方法具有重要的现实

实验技术与方法
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意义。

本研究采用高效液相色谱-电感耦合等离子体质

谱（High performance liquid chromatography-inductively
coupled plasma mass spectrometry，HPLC-ICP-MS）联

用技术，并使用微波辅助萃取，对畜禽食品中无机

砷含量及其形态分析进行研究，为畜禽食品的食用

安全评估提供一定科学依据。

1 材料与方法

1. 1 材料、仪器与试剂

NexION 300D 电 感 耦 合 等 离 子 体 质 谱 仪

（PerkinElmer 公司），配有同心雾化器和碰撞反应

池，Series200 高效液相色谱仪（Perkin Elmer 公司）。

DIonexIonPac As7（4×250 mm）阴离子交换色谱柱和

DIonexIonPac AG7（4×50 mm）预柱。Millipore 纯水

仪（美国 Millipore 公司）；万分之一分析天平（瑞士

梅特勒公司）；涡旋振荡器（德国 Heidolph 公司）；恒

温干燥箱（BINDER 公司）；KQ-500DE 数控超声波

清洗器（昆山超声仪器有限公司）；HC-3018 高速离

心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；ETH031
微波消解仪（Milestone 公司）。

本次实验所用鸡肉、牛肉等畜禽食品均来自本

地各大农贸市场、家禽店。样品匀浆后于-20 ℃冷

冻 保 存 备 用 。 生 物 成 分 分 析 标 准 物 质 - 鸡 肉

（GBW10018，中国国家标准物质中心），砷形态标

准 品 ：砷 酸 根（Arsenate，AsO4
3－ ，GBW08666），亚

砷 酸根（Arsenite，AsO3
3－，GBW08667），一甲基砷

（Monomethylarsonic，MMA，GBW08668），二甲基砷

（Dimethylarsinic，DMA，GBW08669），砷 甜 菜 碱

（Arsenobetaine， AsB， GBW08670） ， 砷 胆 碱

（Arsenocholine，AsC，GBW08671）均购自中国计量

科学研究院；氨苯胂酸（ASA，Bepure），硝苯胂酸

（NPAA，TCI），洛克沙胂（Rox，Sigma），卡巴胂（CBS，
Sigma）；硝酸、甲醇（优级纯，默克）、碳酸铵、正己烷

（均为分析纯，国药）。超纯水（符合 GB/T6682 规定

的一级水）。

1. 2 方法

1. 2. 1 总砷测定

准确称取样品 0. 5 g（精确到 0. 000 1 g）放入微

波消解罐，加入 5 mL 硝酸，冷消化过夜，按程序升

温进行微波消解。消解完成后赶酸至净干，用纯水

定容至 20 mL，每个样品均 2 个平行，同时做空白对

照，ICP-MS 上机测定。

1. 2. 2 砷的提取

准确称取 0. 5 g（精确到 0. 000 1 g）样品于 50 mL
离心管内，加 10% 甲醇和 1% 硝酸混合液 5 mL，漩

涡混匀，于 90 ℃微波辅助提取 1 h，冷却至室温，加

入正己烷 2 mL。振摇 1 min 后，12 000 r/min 离心

5 min，弃去上层正己烷。吸取下层清液，过 0. 22 µm
亲水滤膜，同时做提取液空白对照，上机测定。

1. 2. 3 HPLC-ICPMS分析条件

雾 化 器 流 速 0. 88 mL/min；RF 射 频 功 率

1 300 W；监测质量数 m/z=74. 9（As）；等离子气流速

18. 0 mL/min；辅助气流速 1. 2 mL/min；Cell gas B
流速 1. 4 mL/min；RPQ 0. 45；载气为高纯氩，纯度≥
99. 99%。DIonexIonPac As7（4 mm×250 mm）阴离子

交 换 色 谱 柱 ；流 动 相 A：0. 5 mmol/L 碳 酸 铵 B：
200 mmol/L 碳酸铵；梯度洗脱条件见表 1；进样体

积 20 µL；柱流速 1. 0 mL/min。

2 结果

2. 1 质谱条件的优化

使用调谐液调节仪器的各项指标，消除电感耦

合等离子体质谱仪（Inductively coupled plasma mass
spectrometry，ICP-MS）上的有机溶剂负荷，使仪器灵

敏度、氧化物、双电荷、分辨率等各项指标达到最佳

化［7］，调谐后的质谱指标见 1. 2. 3。由于畜禽食品

中含有一定量的 Cl-，肌肉结缔和骨骼组织亦含有

Ca2+。在正常等离子条件下，可激发生成多原子离

子 40Ar35Cl+和 40Ca35Cl+（m/z=75），会 干 扰 75As+的 检

测。为消除此类干扰，设计如下实验，寻找最佳质

谱干扰消除技术，（a）已知浓度的鸡肉标准物质

（GBW10018）微波消解；（b）已知浓度的鸡肉标准物

质（GBW10018）提取液提取定容。两种溶液导入

ICP-MS，用 10 µg/L 砷标准溶液作参比，钇元素作

内 标 ，在 KED 模 式 对 75As+ 以 及 DRC 模 式 下

对 91AsO+进行测量。实验结果见表 2。可见在两种

模式下，两种溶液的浓度值无显著差异，但 91AsO+模
式下的信号强度是碰撞模式的 2 倍。在溶液信号

长期稳定性的测试过程中我们发现，提取液在 DRC
加氧模式下形成的 91AsO+不稳定，其 30 min 内强度

信号值 RSD 为 9. 3%，而 KED 碰撞模式较为稳定，

见图 1。因此，在考虑灵敏度足够的情况下，为保证

实验的稳定性，选择采用碰撞模式。同时对 KED 碰

撞气的流速及碰撞速率进行探讨，最终发现在 Cell

表 1 流动相梯度洗脱条件

Table 1 Gradient elution conditions of mobile phase
时间/min
0
2.0
15
12
2.0
8.0

流动相 A/%
100
100
0
0

100
100

流动相 B/%
0
0

100
100
0
0
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gas B=1. 4 mL/min 获得稳定效果；此条件下消除多

原子干扰和测定灵敏度都为最佳。

2. 2 色谱条件的优化

本实验选用了 DionexIonPac AS19（4×250 mm）、

DionexIonPac AS7（4 mm×250 mm）阴离子交换色谱

柱［8］，从流动相种类、浓度、pH 值等方面考察最佳的

色谱条件（考虑到阴离子色谱柱特性以及砷形态化

合物常规分离，流动相种类设定为碳酸盐体系和磷

酸氢盐体系），实验发现：

采用 DionexIonPac AS19 色谱柱，使用不同的流

动相的种类，以及调整同一种类下流动相各浓度、pH
值（8. 0~10. 7）、流速（1. 0~1. 2 mL/min）、洗脱方式等

条件，优化色谱条件。但发现 DionexIonPac AS19 色

谱柱在磷酸氢盐流动相体系中 As（Ⅲ）与 DMA 无法

完全分离，AsB 和 AsC 保留时间重叠（图 2a）；碳酸

盐体系下 As（Ⅲ）、As（V）、DMA、MMA 能有效分

离 ，但 AsB 和 AsC 保 留 时 间 重 叠（图 2b）；采 用

DionexIonPac AS7 色谱柱，在碳酸盐体系下改变流

动相的浓度、流速（1. 0~1. 2 mL/min）、洗脱方式等

条件，可有效分离十种砷化合物。但在磷酸氢盐体

系下，依然存在 AsB 和 AsC 不能分离，且 As（V）灵

敏度低（图 3a）的现象。最终确认使用流动相 A：
0. 5 mmol/L 碳酸铵，B：200 mmol/L 碳酸铵；梯度洗

脱方式为实验色谱条件。该条件可在 32 min 内实

现了十种砷形态的良好分离，并且峰形对称、尖锐、

灵敏度高（图 3b）。

2. 3 前处理条件的优化

砷形态测定常用提取方法为水［9］、甲醇 -水［10］、

硝酸［11-13］等提取液结合热浸提、超声提取、微波辅助

萃取等技术方法。不同的样品基质需要合适的提

取方法才能保证较高的提取率。

本实验结合有关文献，对提取液以及提取方式

进行了优化。实验采用纯水、10% 甲醇溶液、1% 硝

酸溶液，10% 甲醇和 1% 硝酸混合溶液作为提取液，

注：a:磷酸氢盐流动相体系中 (10 µg/L)；b:碳酸盐流动相体系中 10
种砷形态混合标准溶液色谱图(10 µg/L)

图 3 DionexIonPac AS7 测定 6种砷形态混合标准

溶液色谱图

Figure 3 Chromatograms of DionexIonPac AS7 standard
solution for determination of six arsenic forms

注：a：磷酸氢盐流动相体系中(10 µg/L)；
b：碳酸盐流动相体系(10 µg/L)

图 2 DionexIonPac AS19测定 6种砷形态混合标准

溶液色谱图

Figure 2 Chromatograms of DionexIonPac AS19 mixed
standard solution for determination of six arsenic forms

表 2 两种实验设计下 ICP-MS的质谱干扰

Table 2 Mass spectrum interference of ICP-MS under
two experimental designs

GBW10018 消解液 a

GBW10018 提取液

KED模式

测量值/(mg/kg)/CPS
0.100/6 000
0.096/6 122

DRC模式

测量值/(mg/kg)/CPS
0.102/12 000
0.099/13 111

注：a GBW10018总砷含量 :(0.109±0.013) mg/kg

图 1 GBW10018提取液 91AsO+和 75As+动态监测强度

Figure 1 Dynamic monitoring intensity of GBW10018
extract 91AsO+ and 75As+
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通过热浸提、超声提取、微波辅助萃取三种提取技

术，其中热浸提法参照 GB5009. 11—2014［14］，超声提

取采用 60 ℃超声提取 3 h，微波辅助萃取则为在微波

萃取仪中保持 90 ℃微波辅助萃取 1 h。考察各提取

系统对 GBW10018 鸡肉有证标准物质的提取效率。

从而确定最佳提取方法，见表 3。由数据可知，1% 硝

酸溶液对无机砷有较好的提取率，10% 甲醇溶液能

更好地提取砷有机形态，对于 10 种砷形态，10% 甲

醇和 1% 硝酸混合溶液具有最优综合提取率。采用

混 合 溶 液 提 取 ，热 浸 提 加 标 回 收 率 在 65. 12%~
95. 71% 之间；60 ℃超声提取 3 h 加标回收率在

63. 11%~90. 78% 之间；90 ℃微波辅助萃取 1 h，回收

率在 77. 50%~95. 26% 之间，且各形态测定值之和

（0. 106 mg/kg）与总砷标准值［（0. 109±0. 013）mg/kg］
基本一致，该结果优于热浸提和超声提取。选用

90 ℃微波辅助萃取 1 h为样品前处理技术。

2. 4 方法线性范围和检出限

在 1~20 µg/L 浓度范围内分别配制 1、2、5、8、
10、20 µg/L 含有 10 种砷形态化合物的混合标准溶

液，以浓度和峰面积进行曲线拟合，线性回归结果

见 表 6。 采 用 逐 级 稀 释 法 ，检 出 限（Limit of
detection，LOD）的值根据公式 LOD=3（SX/Y）CY 来
计算，SX 代表基线噪声，Y 代表被测物峰高，CY 是被

测 物 浓 度 ，10 种 砷 形 态 仪 器 检 出 限 在 0. 024~

0. 080 µg/L 之间。以取样量为 0. 5 g，样液体积

5 mL，计算方法检出限在 0. 24~0. 80 µg/kg 之间。

2. 5 方法重复性及加标回收率

为了考察方法的可靠性，本实验选用本底值较

低的鸡肉、牛肉按照 1. 2. 2 方法进行加标回收实验，

每份样品平行测定 6 次。结果见表 7、表 8。10 种

砷形态化合物加标回收率在 83. 77%~114. 21% 之

间，相对标准偏差（Relative standard deviation，RSD）

表 5 各提取溶液在微波辅助萃取方式下砷形态提取率结果

Table 5 Results of the extraction rate of arsenic in microwave-assisted extraction

GBW10018提取率/%

砷形态化合物

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

纯水

57.90
70.74
73.23
75.08
60.75
60.13
40.70
37.04
28.97
44.42

10%甲醇溶液

68.55
69.59
91.34
101.02
109.78
88.13
84.13
71.86
40.72
44.12

1%硝酸溶液

87.07
89.65
81.97
72.90
112.15
78.63
64.37
59.98
47.04
62.07

10%甲醇和 1%硝酸溶液

88.15
82.59
86.39
95.26
93.17
93.94
81.67
88.84
77.50
79.69

表 3 各提取溶液在热浸提方式下砷形态提取率结果

Table 3 Results of the extraction rate of arsenic form from each extraction solution under the hot extraction method

GBW10018提取率/%

砷形态化合物

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

纯水

60.62
40.13
50.73
38.07
67.66
60.53
23.20
25.70
26.21
34.96

10%甲醇溶液

56.03
34.22
58.10
59.06
67.98
58.99
65.63
67.32
68.07
70.24

1%硝酸溶液

78.11
82.63
87.26
84.42
89.48
93.20
54.10
57.46
55.18
59.11

10%甲醇和 1%硝酸溶液

76.51
83.53
82.47
81.12
94.74
95.71
69.95
65.12
70.16
77.41

表 4 各提取溶液在超声提取方式下砷形态提取率结果

Table 4 Extraction rates of arsenic form in various extraction solutions under ultrasonic extraction mode

GBW10018提取率/%

砷形态化合物

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

纯水

51.35
42.90
40.63
28.01
54.13
36.96
29.00
40.42
33.13
37.86

10%甲醇溶液

61.18
20.44
49.26
47.07
56.33
58.82
64.21
69.25
48.15
70.28

1%硝酸溶液

70.13
78.35
80.25
78.51
80.59
82.70
67.24
61.02
52.14
55.67

10%甲醇和 1%硝酸溶液

76.22
87.41
86.07
88.08
90.15
90.78
71.88
63.11
69.94
79.03
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在 1. 0%~5. 7%。实验结果表明方法测量结果稳定

可靠。需说明的是，由于未采用有证砷形态标准物

质进行准确性评价，该方法在系统性的偏倚评价存

在一定缺陷。

2. 6 实际样品分析

为考察所建方法的适用性，对来自本地各大农

贸市场、家禽店采集的鸡肉、鸡肝、牛肉等畜禽食品

10 批次进行砷形态含量的测定，并采用 ICP-MS 测

定总砷，结果见表 9。从畜禽肉样品中检出砷化合

物主要为 As（III）、DMA，ASA。总砷含量均低于国

家畜禽肉类中砷的限量值（0. 5 mg/kg），无机砷总量

均小于 0. 05 mg/kg。各形态测定值之和与 ICP-MS
的总砷测定值基本一致，其中鸡肉 2 样品砷形态谱

图见图 4。

3 结论

本工作建立了以 DIonexIonPac As7（4x250 mm）
阴离子交换色谱柱作为分析柱，0. 5mmol/L 碳酸铵-

200 mmol/L 碳酸铵梯度洗脱，畜禽食品中亚砷酸根

［As（III）］、砷酸根［As（V）］、一甲基砷（MMA）、二甲

基砷（DMA）、砷甜菜碱（AsB）、砷胆碱（AsC）、氨苯

胂酸（ASA）、硝苯胂酸（NPAA）、洛克沙胂（Rox）和

卡巴胂（CBS）十种砷形态进行提取、分离与检测的

方法。优化了样本前处理，保证了样品前处理过程

表 7 鸡肉中 10种砷形态的加标回收率(n=6)
Table 7 Spiked recoveries of 10 arsenic forms in chicken (n=6)

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

0.02 mg/kg
回收率/

%
90.30
97.06
109.73
114.21
104.10
89.62
89.77
96.62
94.72
108.65

精密度/

%
5.0
3.6
3.8
3.9
4.3
4.5
4.2
3.1
3.4
2.8

0.05 mg/kg
回收率/

%
89.02
93.95
92.93
103.53
100.26
92.73
91.38
90.13
89.48
94.49

精密度/

%
3.1
2.0
5.7
3.3
1.6
3.6
3.0
2.2
2.6
2.9

0.10 mg/kg
回收率/

%
90.34
83.77
94.84
98.57
103.84
96.28
96.20
90.25
86.90
97.59

精密度/

%
0.8
2.0
3.3
2.1
1.6
2.1
1.8
1.0
1.3
1.5

表 6 方法线性方程和检出限

Table 6 Linear equation and detection limit of the method
砷形态

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

线性方程

y=48 265x-15 602
y=50 150x+47 686
y=20 005x-5 981.7
y=23 516x-1 729.4
y=28 206x-6 265.7
y=29 970x-3 693.3
y=14 866x-5 805.6
y=18 367.7x+1 089.1
y=17 189x-2 455.4
y=17 833x+2 340.8

相关系数 r
0.999 0
0.999 4
0.999 3
0.999 5
0.999 6
0.999 6
0.999 0
0.999 6
0.999 5
0.999 6

检出限/（µg/kg）
0.48
0.36
0.37
0.24
0.45
0.34
0.72
0.44
0.77
0.80

表 8 牛肉中 10种砷形态的加标回收率(n = 6)
Table 8 Spiked recoveries of 10 arsenic forms in beef (n = 6)

As(Ⅲ)
As(V)
AsB
AsC
DMA
MMA
ASA
NPAA
Rox
CBS

0.02 mg/kg
回收率/

%
95.12
99.94
105.15
104.82
100.18
95.67
95.78
95.65
100.74
109.98

精密度/

%
4.1
4.6
4.9
4.0
3.4
4.1
4.6
4.1
3.8
2.4

0.05 mg/kg
回收率/

%
91.75
101.77
96.20
100.24
101.92
96.06
98.33
94.16
96.46
94.60

精密度/

%
4.4
2.6
3.4
2.9
1.9
2.8
3.1
2.8
2.2
2.5

0.10 mg/kg
回收率/

%
90.75
89.42
97.16
98.82
100.79
98.20
100.24
92.22
88.91
97.16

精密度/

%
1.2
2.3
2.9
1.1
1.5
2.1
1.9
1.4
1.0
1.9

表 9 实际样品测定结果（mg/kg）
Table 9 determination result of real samples（mg/kg）

样品

鸡肉 1
鸡肉 2
鸡肉 3
鸡肉 4
鸡肝 1
鸡肝 2
鸡肝 3
牛肉 1
牛肉 2
牛肉 3

As(Ⅲ)
0.016
0.005
0.013
0.043
0.042
0.036
0.029
0.007
ND
ND

As(V)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

AsB
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

AsC
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

DMA
0.012
0.004
0.043
0.020
0.022
0.036
0.030
0.019
0.021
0.018

MMA
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ASA
0.016
0.016
0.026
0.034
ND
ND
ND
ND
ND
ND

NPAA
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Rox
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

CBS
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

无机砷 a

0.016
0.005
0.013
0.043
0.042
0.036
0.029
0.007
ND
ND

砷形态总量

0.044
0.025
0.082
0.097
0.064
0.072
0.059
0.026
0.021
0.018

总砷

0.048
0.030
0.088
0.104
0.077
0.075
0.066
0.030
0.025
0.018

注：ND为未检出，表示低于检出限；a表示 As(Ⅲ)与 As(V)之和

图 4 HPLC-ICP-MS鸡肉 2样品砷形态测定的图谱

Figure 4 Determination of arsenic speciation in Chicken
samples by HPLC-ICP-MS
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高效液相色谱-电感耦合等离子体质谱法测定畜禽食品中十种砷形态——郑晨阳，等

中各砷形态的稳定。方法的检出限和精密度均能

满足分析要求，对食品安全风险监测具有实际应用

价值。
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