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基于表面增强荧光的鸡蛋蛋清中土霉素残留含量
检测分析

赵进辉 袁海超 胡 琪 洪 茜 彭义杰 刘木华*

江西农业大学工学院生物光电及应用重点实验室 , 江西 南昌 330045

摘要 以银纳米颗粒 (AgNPs)作为表面增强荧光基底，形成的 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系具有强荧光特性，可实

现鸡蛋蛋清中土霉素残留含量的检测分析。分析了 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系的三维荧光光谱，确定了最佳

激发波长为 380 nm。分析了 AgNPs加入量、Eu3+加入量、反应时间和金属共存离子对荧光强度的影响，确定了实验

中的 AgNPs加入量和 Eu3+加入量分别为 0.25 mL和 0.01 mL。应用最小二乘支持向量回归（LSSVR）在光谱区间 605~
630 nm建立了鸡蛋蛋清中土霉素残留含量检测的预测模型，模型预测集的决定系数 (R2)和预测均方根误差 (RMSEP)
分别为 0.9909和 0.9079 mg/L，说明铕(III)的 AgNPs增强荧光结合 LSSVR可用于鸡蛋蛋清中土霉素残留含量的检测。
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Abstract With silver nanoparticles (AgNPs) as the substrate of the surface enhanced fluorescence, the OTC-Eu-

AgNPs-Egg white system has a strong fluorescent characteristic, and the detection and analysis of oxytetracycline

content in egg white can be realized. Three dimensional fluorescence spectra of the OTC-Eu-AgNPs-Egg white

system is analyzed, and 380 nm is selected as the best excitation wavelength. Effect of the addition amount of AgNPs

and Eu3+, reaction time and metal ions on fluorescence intensity is investigated, and the addition amount of AgNPs

and Eu3+ is determined as 0.25 mL and 0.01 mL, respectively. A prediction model for determination of oxytetracycline

content in egg white is established by using least squares support vector regression (LSSVR) between 605 nm and

630 nm, and the determination coefficient (R2) and root mean squared error of prediction (RMSEP) are 0.9909 and

0.9079 mg/L, respectively. The results show that silver nanoparticle enhanced fluorescence of europium (III)

combined with LSSVR can be used to detect the oxytetracycline residue in egg white.
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1 引 言
土霉素 (OTC)又称为地霉素或氧四环素，是一种广谱四环素类抗生素药物，可用于预防和治疗鸡疾病或
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作为鸡饲料添加剂使用。如果土霉素的用量不当，在药物的累积作用下，容易在鸡肉和鸡蛋中残留土霉素

药物，进而对人体健康造成一系列的毒副作用，因此一些国家对鸡肉和鸡蛋中的土霉素残留作出了最高残

留限量的规定，我国规定鸡肉中的土霉素含量不得超过 0.1 mg/kg[1]。目前用于鸡蛋等食品中的抗生素残留

检测方法有酶联免疫分析法 [2-4]、微生物法 [5-6]、高效液相色谱法、气相色谱法、电泳法、化学发光法等理化检测

方法 [7-8]。表面增强荧光 (SEF)作为一种现代分子光谱检测方法，研究意义重大，已有学者将其应用到生物医

疗诊断、DNA无损检测、生物传感器、化学分析等领域 [9-13]。Tan等 [10]利用银纳米颗粒 (AgNPs)对铕 (III)的配合

物的荧光增强作用来检测牛奶中的四环素。Dasary等 [14]将金纳米粒子的表面增强荧光方法用于有机磷毒剂

检测。冒薇等 [15]探索了 AgNPs对荧光分子罗丹明 B的表面增强效应。土霉素是一种弱荧光物质，很难用直

接荧光分析法对其进行测定。但土霉素具有β-二酮结构，和 Eu3+结合形成具有荧光特性的螯合物，在 AgNPs
的作用下形成的 OTC-Eu-AgNPs体系可使荧光强度得到明显的增强 [10,16]。基于表面增强荧光在痕量物质检

测中体现出来的优越性，本文展开基于铕 (III)的 AgNPs增强荧光的鸡蛋蛋清中土霉素残留检测探索研究，并

尝试建立基于最小二乘支持向量回归 (LSSVR)的荧光光谱预测模型，对于鸡蛋蛋清中土霉素残留的快速检

测有着重要意义。

2 实验部分
2.1 材料与试剂

鸡蛋(购于江西农业大学菜市场)；土霉素标准品(纯度为 98.7%，购于中国标准物质网)；硝酸铕[Eu(NO3)3]；
羟乙基哌嗪乙硫磺酸 (HEPES)；硝酸银 (AgNO3)；硼氢化钠 (NaBH4)；柠檬酸三钠；氯化钙 (CaCl2)；氯化铁 (FeCl3)；
氯化钾(KCl)；氯化锰(MnCl2)；氯化钠(NaCl)；试剂均为分析纯，实验用水为超纯水。

2.2 仪器设备

Cary Eclipase 荧光分光光度计 (Varian Inc., USA)；实验室超纯水机 (湖南科尔顿水务有限公司)；JK-50B
型超声波清洗器 (合肥金尼克机械有限公司)；FA1004B型电子天平 (精度为 0.1 mg，上海上平仪器有限公司)；
1 cm石英比色皿；HH-6型数显恒温水浴锅 (上海浦东物理光学仪器厂)；紫外可见分光光度计 (北京普析通用

仪器责任有限公司)。
2.3 实验方法

1) Eu(NO3)3溶液的配制：称取 223 mg Eu(NO3)3，用超纯水定容至 10 mL，得到 50 mM的 Eu(NO3)3溶液。

2) HEPES 缓冲液的配制：称取 2.383 g HEPES 溶解于 100 mL 超纯水中，得到 100 mM HEPES 缓冲液

(pH 7.4)。
3) 土霉素标准储备液配制：称取 10 mg土霉素标准品，用一定量的超纯水溶于 100 mL棕色容量瓶中，超

声溶解后再定容至刻度，即可得到 100 mg/L的土霉素标准储备液。

4) AgNPs的配制 [10]：称取 17 mg AgNO3溶解于 10 mL去离子水；称取 1470 mg柠檬酸三钠溶解于 10 mL去

离子水；取 1 mL AgNO3溶液和 1 mL柠檬酸三钠溶液加入 47 mL去离子水中，搅拌，在室温下放置 10 min；称
取 3.8 mg NaBH4溶解于 100 mL去离子水；取 600 μL NaBH4溶液滴加到上述配制的溶液中，快速搅拌 30 min；
在 4 ℃环境下放置隔夜后使用。

5) 从鸡蛋中取出蛋清置于烧杯中，用玻璃棒将蛋清搅拌均匀作为缓冲液备用。

6) 分别取不同体积的土霉素标准储备液于 10 mL棕色容量瓶中，并用鸡蛋蛋清定容至刻度，得到 62个

不同土霉素含量(0.1~30 mg/L)的鸡蛋蛋清溶液样本，其中，47个作为训练集样本，15个作为预测集样本。

7) 将 0.25 mL AgNPs和 0.01 mL Eu(NO3)3溶液加入石英比色皿中，混合均匀后再加入 1.5 mL待测液 (不同

土霉素含量的鸡蛋蛋清)，用HEPES缓冲液定容到 3 mL，混合均匀后放置 5 min待测。

8) 荧光光谱的采集：将待测样本置入石英比色皿中，利用荧光分光光度计采集其荧光光谱。光谱采集

参数设置如下：激发波长为 380 nm，发射滤波器参数设置为 360~1100 nm，激发和发射狭缝尺寸为 10 nm，光

电倍增管(PMT)探测器电压为 700 V，中等扫描速度，采用移动平均线平滑方式。
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3 结果与讨论
3.1 最佳激发波长的确定

图 1(a)中的插图给出了实验中使用的 AgNPs的紫外-可见吸收光谱图，由图可知，405 nm为其最大吸收

波长，半峰全宽为 87 nm，较窄的半峰全宽表明使用的 AgNPs粒径分布相对比较均匀 [17]。

激发波长的大小关系到 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系的荧光峰强度大小。为确定分析含有土霉素的

鸡蛋蛋清的最佳荧光激发波长，有必要测试其三维荧光光谱，结果如图 1 所示，具体的实验条件如下：取

1.25 mL AgNPs和 0.02 mL Eu(NO3)3溶液，再加入 1.5 mL含 10 mg/L土霉素的鸡蛋蛋清，用 HEPES缓冲液定容

到 3 mL，激发波长为 240~450 nm，步长为 10 nm。从图 1可以看出，荧光特征发射峰是一个位置约在 617 nm
处的宽谱峰。随着激发波长的增加，这个荧光特征发射峰的强度呈现先增强后减弱的趋势，且在激发波长

为 380 nm时最强。综合分析，实验选择激发波长为 380 nm条件下的光谱进行后续研究。

图 1 含有土霉素的鸡蛋蛋清样本的三维荧光光谱图。(a) 三维投影图，插图为 AgNPs的紫外-可见吸收光谱图 ;
(b) 等高线光谱图

Fig.1 Three-dimensional fluorescence spectroscopy of egg white with oxytetracycline. (a) 3D projective view,
the inset shows UV-Vis absorption spectrum of AgNPs; (b) contour map

3.2 样本的荧光光谱特性

图 2给出了 OTC-Eu和 OTC-Eu-AgNPs-Egg white两种体系的荧光光谱。其中，OTC-Eu体系由 0.01 mL
Eu(NO3)3溶液中加入 1.5 mL 10 mg/L 土霉素溶液混合均匀，再用 HEPES缓冲液定容到 3 mL获得；OTC-Eu-
AgNPs-Egg white由 0.25 mL AgNPs和 0.01 mL Eu(NO3)3溶液混合均匀后加入 1.5 mL含 10 mg/L土霉素的鸡蛋

蛋清，再用 HEPES缓冲液定容到 3 mL获得。由图 2可知，OTC-Eu体系在 617 nm 处的荧光峰强度较弱，而

OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系在 617 nm 处的荧光峰强度增强了约 15倍。OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系

的荧光峰强度得到进一步增强的原因可能是一定量的 AgNPs使银纳米颗粒向荧光分子发生能量转移，荧光

强度得到增强；同时鸡蛋蛋清具有乳化剂功能，提高了荧光效率，有效地抑制了荧光猝灭。

图 2 样本的荧光光谱图

Fig.2 Fluorescence spectra of the samples
3.3 AgNPs加入量对荧光强度的影响

AgNPs加入量是影响荧光强度的一个重要因素。为确定 AgNPs加入量对 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体
系的荧光强度的影响，固定 Eu(NO3)3溶液的体积 (0.02 mL)和含 10 mg/L土霉素的鸡蛋蛋清的体积 (1.5 mL)，考
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查 AgNPs加入量分别为 0.1、0.25、0.5、0.75、1和 1.25 mL时的荧光光谱，其中不同试剂的加入顺序与实验方法

中的步骤 7)相同。由图 3可知，当 AgNPs加入量为 0.25 mL时，617 nm处的荧光强度最强，因此，实验中选择

AgNPs加入量为 0.25 mL。

图 3 AgNPs加入量对光谱强度的影响

Fig.3 Effect of addition amount of AgNPs on fluorescence intensity
3.4 Eu3+加入量对荧光强度的影响

Eu3+加入量是影响荧光强度的又一重要因素。为考查 Eu3+加入量对 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系的荧光

强度的影响，分别取不同体积(0.005、0.01、0.02、0.03和 0.04 mL)的 Eu(NO3)3溶液与 0.25 mL AgNPs混合均匀后加

入 1.5 mL 含 10 mg/L土霉素的鸡蛋蛋清，然后用HEPES缓冲液定容至 3 mL，得到了如图 4所示的荧光光谱图。

由图 4可知，当 Eu3+加入量为 0.01 mL时，617 nm处的荧光强度最强，因此，实验中选择 Eu3+加入量为 0.01 mL。

图 4 Eu3+加入量对光谱强度的影响

Fig.4 Effect of addition amount of Eu3+ on fluorescence intensity
3.5 反应时间对荧光强度的影响

在室温条件下，考查了 0.25 mL AgNPs与 0.01 mL Eu(NO3)3混合均匀后加入 1.5 mL含 10 mg/L土霉素的鸡

蛋蛋清，再用 HEPES缓冲液定容到 3 mL的实验条件下样本光谱强度随反应时间的变化情况。由图 5可知，

体系在 1 min后可以反应完全，其光谱强度值在 25 min内基本保持不变。因此实验中选择放置 5 min后开始

采集光谱。

图 5 反应时间对光谱强度的影响

Fig.5 Effect of reaction time on fluorescence intensity
3.6 金属共存离子对荧光强度的影响

一定种类和浓度的金属离子会影响荧光强度的大小，将引起荧光强度变化范围超过 5%的因素看作外
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来金属离子干扰。将 0.25 mL AgNPs与 0.01 mL Eu(NO3)3混合均匀后加入 1.5 mL含某一浓度土霉素的鸡蛋蛋

清，然后分别加入 0.5 mL 10 mg/L不同的干扰离子 (Ca2+、Fe3+、K+、Mn2+、Na+)溶液，并用 HEPES缓冲液定容到

3 mL 进行干扰实验，结果如图 6所示。从图 6可以看出，以不超过 5%为限，金属离子 Ca2+、Fe3+、K+、Mn2+、Na+

对光谱没有明显干扰。

图 6 金属共存离子对光谱强度的影响

Fig.6 Effect of metal ions on fluorescence intensity
3.7 LSSVR模型的预测结果

LSSVR作为一种解决小样本、非线性问题的模式识别方法 [18-19]，已被应用到近红外、荧光等光谱模型建

立中，该研究选择 LSSVR来建立鸡蛋蛋清中土霉素残留含量的定量测定模型。以荧光特征峰 617 nm为中心

的宽谱峰区间 (605~630 nm)的光谱值作为 LSSVR模型输入，以径向基函数作为核函数，核函数宽度 σ2 与正

则化参数 γ 用交叉验证方法进行参数优化，建立的 LSSVR模型预测结果如图 7所示。从图 7可以看出，LSS⁃
VR模型预测集的决定系数 R2为 0.9909，预测均方根误差 RMSEP为 0.9079 mg/L，说明该模型能够满足鸡蛋蛋

清中土霉素残留含量快速测定要求。

图 7 鸡蛋蛋清中土霉素含量测定中预测值与实测值之间的关系

Fig.7 Relationship between actual value and predictive value of oxytetracycline content in egg white
为客观评价建模效果的好坏，对线性回归、偏最小二乘法 (PLS)、LSSVR建立的 4种预测模型进行比较分

析 , 结果如表 1所示。预测模型的 R2越大，RMSEP越小，则该模型的预测效果越好，从表 1可以看出，LSSVR
模型在光谱区间 605~630 nm的预测效果优于全光谱区间 (550~700 nm)，是这 4种建模方法中预测能力最强

的方法，用特征峰 617 nm处的荧光强度与鸡蛋蛋清中土霉素含量建立的线性回归模型的预测效果最差。综

上所述，在光谱区间 605~630 nm应用 LSSVR建立的鸡蛋蛋清中土霉素含量预测模型是可行的。

表 1 不同模型性能比较

Table 1 Comparison of different models
Model name

Linear regression
PLS

LSSVR
LSSVR

Spectral range /nm
617

605~630
605~630
550~700

R2

0.9842
0.9850
0.9909
0.9852

RMSEP /(mg·L-1)
1.2778
1.2271
0.9079
1.0476

4 结 论
对 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系进行了表面增强荧光光谱分析研究，以用于鸡蛋蛋清中土霉素残留
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含量的检测。

1) 分析了 OTC-Eu-AgNPs-Egg white体系的三维荧光光谱，确定了最佳激发波长为 380 nm。

2) 分析了 AgNPs 加入量、Eu3+加入量、反应时间、金属共存离子对荧光强度的影响，确定了实验中的

AgNPs加入量为 0.25 mL，Eu3+加入量为 0.01 mL。
3) 对线性回归、PLS、LSSVR建立的 4种预测模型进行性能比较，以 LSSVR模型在光谱区间 605~630 nm

的预测效果最好，其 R2和 RMSEP分别为 0.9909和 0.9079 mg/L，说明该方法用于鸡蛋蛋清中土霉素残留含量

的预测是可行的，是一种较好的快速检测鸡蛋蛋清中土霉素残留的方案。
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