
 

设为首页

加入收藏

联系我们

投稿须知

 

  网站首页 同兴广告 企业名录 行业资讯 技术文章 网络刊物 在线订购 编读互动

 站内搜索:     类别:          全部类别 全部范围 点击下载读者调查表

  用户名:

  密 码:

  验证码:   

  

· 高效液相色谱法测定饲料中安…

· 饲料中微量元素硒的测定方法…

· 植酸酶活性测定应注意的几个…

· 不同原料中菜籽油、豆油氧化…

· 饲料中氢氰酸含量测定方法的…

· 氯化胆碱产品质量鉴定及掺假…

· 近红外光谱分析技术在饲料工…

· 饲料中磺胺二甲嘧啶、磺胺六…

· 几种蛋白质原料体外消化率测…

· 动物性饲料体外蛋白质消化率…

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

饲 料 中 莱 克 多 巴 胺 的 HPLC法 测 定

作者:应永飞 吴平谷 陆春波 林仙军 周文海 吕伟
军

期号：2005年第7期  

   

    摘 要 用碱性甲醇提取试样中的莱克多巴胺，经SLA固相萃取柱净化，浓缩后用2％乙酸溶液定容，过膜后用高效液相色
谱－荧光检测法分离测定；色谱柱类型Waters Symmetry C18柱，250mm×4.6mm（i.d.），粒径5μm；流动相为戊烷磺酸钠
溶液∶乙腈(体积比80∶20)；激发波长为226nm，发射波长为306nm；流速1ml／min；进样量50μl；饲料中莱克多巴胺的检
测限为0.5mg/kg；莱克多巴胺的测定在0.02～0.50μg／ml范围内具有良好的线性关系，平均回收率在85.1％以上，RSD小
于7.5％；方法简单，灵敏度高，可用于饲料中莱克多巴胺的含量测定。 
    关键词 莱克多巴胺； 残留； 饲料；高效液相色谱法 
    中图分类号 S816.7 

    莱克多巴胺是苯乙醇胺类β2－肾上腺素兴奋剂，能促进动物体蛋白质沉积，抑制脂肪沉积，具有营养“再分配效应”
[1,2]。因此，有人用来作为饲料添加剂，提高猪酮体的瘦肉率。但是，动物在饲用含莱克多巴胺的饲料后，会造成肌肉及
组织中不同程度的残留，使用不当将导致消费者出现不同程度的中毒现象。为保障人民的身体健康和生命安全，保障畜牧业
的健康持续发展，我国已经明确将其列入禁用药品目录。然而，在饲料或饲养过程中违法使用莱克多巴胺的现象已经出现，
并有蔓延之势。 
    由于莱克多巴胺是一种新型的β2－肾上腺素兴奋剂，目前的检测方法和检测标准很少[3,4]，特别是国内尚未见文献报
道。因此探索饲料中莱克多巴胺的检测方法具有很重要的意义。我们比较了提取剂、提取方法、固相萃取柱、萃取试剂、流
动相对提取效果的影响，在此基础上对HPLC测定方法进行了系统考察，即线性范围、重复性试验、稳定性试验、加标回收率
等，最终确定了一套比较理想的检测条件。 
1 实验部分 
1.1 仪器与试剂 
    Waters 2695高效液相色谱仪；Waters W-474荧光检测器；PE LS-45型荧光分光光度计；KQ-500超声波振荡器；
Sigma 2k15冷冻离心机；BüCHI B-490旋转蒸发仪；MS2 minishaker漩涡混匀器；METTLER AG-285电子天平；氮吹仪；
SLA固相萃取柱（500mg/5ml），杭州富裕科技服务有限公司提供。 
莱克多巴胺对照品；高效液相用乙腈为色谱纯，美国TEDIA；水为超纯水；戊烷磺酸钠为色谱级；其它试剂均为分析纯。 
1.2 色谱条件 
    色谱柱类型Waters Symmetry C18柱，4.6mm×250 mm（i.d.），粒径5μm；流动相为戊烷磺酸钠溶液（取800ml水，
加20ml冰醋酸和0.87g戊烷磺酸钠）∶乙腈(体积比80:20)；激发波长为226nm，发射波长为306nm；流速1ml／min；进样量
50μl。 
1.3 标准曲线的绘制 
    精密称取25mg莱克多巴胺对照品置于100ml棕色量瓶中，用甲醇溶解后定容，摇匀，为莱克多巴胺储备液。精密量取莱
克多巴胺储备液1ml，置50ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，得莱克多巴胺工作液。分别准确吸取一定量的标准工作液，用2％
乙酸溶液稀释、定容，配制成浓度为0.02μg/ml、0.04μg/ml、0.1μg/ml、0.2μg/ml、0.5μg/ml的标准溶液，分别进行
HPLC检测。 
1.4 样品提取与纯化 
    称取饲料3.0g，准确加入2％氨/甲醇溶液25ml，涡旋振荡1min，超声振荡10min，5 000r/min离心5min，取上清液
10ml至鸡心瓶中，50℃旋转蒸干。用2mL甲醇和2ml正己烷溶解鸡心瓶，重复一次，弃去上层；再加入2ml正己烷，重复一
次，分出甲醇至10ml离心管中，45℃氮气吹干。用5ml乙酸乙酯溶解，加少量无水硫酸钠，5 000r/min离心3min。洗涤液过
SLA固相萃取柱（先经5ml乙酸乙酯润洗）用50％乙腈/乙酸乙酯溶液3ml洗涤柱子，然后用50％甲醇/乙酸乙酯溶液5ml洗脱
收集，氮吹至干。用2％乙酸溶液定容到1ml，过膜，上机。 
2 结果与讨论 
2.1 色谱条件的优化 
    由于莱克多巴胺的紫外最大吸收波长在224nm左右，如果用此波长作为检测波长，则杂质干扰很大。由于莱克多巴胺具
有荧光吸收，故我们采用荧光检测器进行检测。结果表明激发波长为226nm，发射波长为306nm时，吸收最强。流动相为戊烷
磺酸钠溶液与乙腈经一定的配比而成，通过调整配比，流动相为戊烷磺酸钠溶液∶乙腈体积比为80∶20时，莱克多巴胺的保
留时间比较适合，避免了杂质峰的干扰。 
2.2 线性关系与线性范围 
    将绘制标准曲线用莱克多巴胺工作液按浓度从低到高，依次进行高效液相色谱分析。按其所得峰面积与对应的工作液浓
度作标准曲线图，并计算回归方程和相关系数。莱克多巴胺浓度与峰面积的回归方程为：y=10 080 548x+6 438，相关系数
r=0.999 9，在浓度0.02～1.0ug/ml的范围内线性关系良好，图1为莱克多巴胺的标准曲线图。 



 

 

 

2.3 净化条件的确定 
2.3.1 不同固相萃取柱的比较 
    用于β－兴奋剂净化的固相萃取柱有硅藻土、C8、C18、硅胶、强阳离子交换柱和弱阳离子交换柱等, 本文对SLA、
SLH、C18、硅胶、胺基5种SPE净化柱进行除杂及过柱回收率比较，结果见表1（添加量为5.0mg/kg）。 
    经过以上效果比较，选择SLA型SPE净化柱作为饲料中莱克多巴胺测定净化柱，样品甲醇提取物经过SLA柱净化后，可以
较好的达到净化目的，且过柱回收率在90%以上。 

2.3.2 固相萃取条件的确定 
    选用2ml甲醇和2ml正己烷溶解鸡心瓶，弃去上层，利用正己烷的脂溶性除去部分杂质，收到了较好的效果。氮吹至干后
用5ml乙酸乙酯溶解，加少量无水硫酸钠，除去微量水，洗涤液过SLA固相萃取柱。用50％乙腈/乙酸乙酯溶液洗涤柱子，当
洗涤液为3ml时回收率较高，而且杂质干扰较少。然后用50％甲醇/乙酸乙酯溶液洗脱收集，先用洗脱液为5ml洗脱；另取
5ml洗脱液重复一次，同法检测未发现莱克多巴胺，说明5ml可以将吸附在柱子上的莱克多巴胺完全洗脱下来。故理想的洗涤
液用量为50％乙腈/乙酸乙酯溶液3ml，洗脱液用量为50％甲醇/乙酸乙酯溶液5ml。 

    图2是莱克多巴胺对照品、空白样品的、空白添加样品的高效液相色谱图。 
2.4 重复性试验 
    对添加了0.5mg/kg、1.0mg/kg和5.0mg/kg莱克多巴胺的饲料进行重复试验。每个浓度取5份平行样，根据测定结果计
算回收率和批内相对标准偏差，重复测定3次，计算批间相对标准偏差。 
    表2是莱克多巴胺添加量分别为0.5mg/kg、1.0mg/kg和5.0mg/kg的回收率结果列表。 

 

 



    以上数据表明，莱克多巴胺添加量分别为0.05mg/kg、1.0mg/kg和5.0mg/kg时的回收率比较稳定。在5.0mg/kg的添加
量时，批内相对变异系数5.0，批间相对变异系数≤10.0。而在添加量0.5mg/kg、1.0mg/kg时的回收率的批内相对变异系数
≤10.0，批间相对变异系数≤10.0。为了保证本方法的有效性，确定本方法的实验室内平行测定间的变异系数不大于10％。 
3 结论 
    本方法准确地测定了饲料中违禁药物莱克多巴胺的含量。在本实验的色谱条件下，可以使被测样品中的各组分很好的分
离开，出峰时间合适。通过本方法的建立，为打击不法分子使用莱克多巴胺提供了技术保证。 
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