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鸡蛋清中金霉素残留的银胶表面增强Eu(III)的
荧光检测

彭义杰 刘木华 赵进辉* 袁海超 洪 茜 李 耀
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 鸡蛋清中残留的金霉素(CTC)易进入人体内蓄积，从而对人体的健康产生损害。研究表明，银胶能作为表面基

底来修饰金霉素与 Eu(III)的配合物，进而使配合物的荧光强度得到显著性的增强。本研究应用银胶表面增强 Eu

(III)的荧光来检测鸡蛋清中金霉素的残留量，分别分析了不同胶体、银胶的加入量、Eu(III)的加入量、反应时间等因

素对荧光强度的影响，并确定了最佳的实验条件，在最佳条件下建立了以 617 nm 处的荧光特征峰强度(Y)与鸡蛋清

中金霉素含量(X)之间的标定曲线。结果表明：鸡蛋清中金霉素浓度范围在 1.5~29.5 mg/L时，鸡蛋清中金霉素含量

与荧光强度之间呈现良好的线性关系，线性方程为 Y=5.2265X+24.033，决定系数 R2为 0.9043，实测值与预测值之间

的 R2=0.9182。可见用银胶表面增强 Eu(III)的荧光来快速检测鸡蛋清中金霉素的残留量是可行的。
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Detection of Chlortetracycline Residues in Egg Albumen Using
Silver Colloids Surface-Enhanced Fluorescence of Eu (III)
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Abstract Chlortetracycline residues in egg albumen areaccumulated easily in humanbody, resulting in
producing harm to human body. According to the research, silver colloids can be used as surface substrate to
modify complexes of chlortetracycline and Eu(III), which makes the fluorescence intensity of complexes
enhanced significantly. Silver colloids surface- enhanced fluorescence of Eu(III) is applied to detect
chlortetracycline residues in egg albumen. Different addition amount of colloid and Eu(III), reaction time and
other factors which have influence on fluorescence intensity are analyzed respectively in the research. The best
experimental conditions are determined, and the calibration curve under the optimum condition is established
between the fluorescence intensity of characteristic peak at 617 nm (Y) and chlortetracycline content (X). The
results show that a good linearity is obtained between the fluorescence intensity and chlortetracycline
concentration in egg albumen in the range of 1.5~29.5 mg/L. The linear function is Y=5.2265+24.033 X, and the
determination coefficient is 0.9043. The determination coefficient between the measured values and predicted
values is 0.9182. The results show that it is feasible to use silver colloids surface-enhanced fluorescence of Eu
(III) to detect chlortetracycline residues in egg albumen rapidly.
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1 引 言
金霉素(CTC)是一种四环素类广谱抗生素，常用作禽畜的饲料添加剂和传染病治疗药物，作为饲料添加

剂它可以促进生长发育，缩短成熟期，提高育成率，对多种病原菌有能起到抑制作用 [1]。当前许多养殖户为

了追求经济利益，在鸡的养殖过程中使用大量含有抗生素类的饲料和药物，导致抗生素在鸡的体内残留，进

而残存在鸡蛋清里面。人们长期食用含有抗生素的鸡蛋后，会造成抗生素在人体内蓄积，对人体产生较强

的毒副作用，会使人体内的细菌产生耐药菌，导致抗生素药物效果变差，甚至无效，而且残留的抗生素还会

杀灭人体内正常细菌，让致病菌乘虚而入，间接可造成人的死亡 [2]。目前，检测金霉素残留的方法主要有高

效液相色谱法(HPLC)[3-4]、化学发光法 [5]、微生物法 [6]、胶体金免疫层析法 [7]、荧光分析法 [8-9]等。近年来已有学

者利用 Eu(III)作为荧光探针来进行抗生素残留检测的研究。侯法菊等 [10]应用荧光光度法研究了修饰 β -环

糊精与 Eu(III)-金霉素体系的相互作用及其应用。曹文丽等 [11]采用时间分辨荧光法，以 Eu(III)为荧光探针

来测定洛美沙星的残留量。 M S. Attia等 [12]应用 Eu(III)敏化与 PH辅助荧光分析法同时测定药物和血清中

环丙沙星、诺氟沙星、加替沙星及其混合物的残留量。但尚未见用银胶作基底增强 Eu(III)荧光来检测鸡蛋

清中金霉素残留的研究报道。本研究采用银胶作表面基底修饰金霉素与 Eu(III)配合物，并应用荧光分析法

建立了一种鸡蛋清中金霉素残留量的快速检测方法。

2 材料与方法
2.1 仪器设备

本实验过程中所使用到的仪器如下 : Cary Eclipse三维荧光光谱仪(Varian,Inc.,USA)；FA1004B型电子

天平(精确度为 0.1 mg，上海上平仪器有限公司)；JK-50B超声波清洗器(合肥金尼克机械有限公司)；ZNCL-
T型智能恒温磁力搅拌器(郑州市亚荣仪器有限公司)；T10型实验室超纯水级(科尔顿水务公司)；石英比色

皿(1 cm光程)。
2.2 材料与试剂

本实验过程中所使用的材料与试剂如下 : 鸡蛋 (购于江西农业大学市场)；盐酸金霉素标准品 (纯度为

90%，购于中国标准物质网)；硝酸铕(纯度为 99.9%，阿拉丁试剂有限公司)；AgNO3、柠檬酸三钠、NaBH4、氯金

酸钾、HEPES均为分析纯；水为超纯水。

2.3 实验过程

1) 制备金霉素储备液：准确称取 10.0 mg盐酸金霉素，用一定量的超纯水超声溶解后定容至 100 mL的容

量瓶中；2) 银胶 [13]：称取 17 mg的 AgNO3、1470 mg的柠檬酸三钠分别溶解于 10 mL的超纯水中，然后取 1 mL
的 AgNO3溶液和 1 mL的柠檬酸三钠溶液加入到 47 mL超纯水中，搅拌，在室温下放置 10 min，称取 3.8 mg的

NaBH4溶解于 100 mL的超纯水中，再取 600 μL 的NaBH4溶液滴加到上述配制的溶液中，快速搅拌 30 min，最

后在 4 ℃的环境下放置一晚。3) 制备金胶：称取 30 mg的氯金酸钾溶解于 4 mL的超纯水，摇匀 ,将氯金酸钾溶

液加入到 46 mL超纯水中，用 120 ℃油浴加热至沸腾，再称取 60 mg的柠檬酸三钠溶解于 6 mL超纯水中，摇

匀后加入沸腾的氯金酸钾溶液，开始搅拌继续加热维持 30 min，可得红棕色悬浮液，然后自然冷却至室温。4)
Eu(III)储备液：称取 2.23 mg Eu(III)，超声溶解于 100 mL的超纯水中。5) 制备 4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)
缓冲液：称取 2.383 g的 HEPES，超声溶解于 100 mL的超纯水中，得到 HEPES缓冲液(100 mmol/L，pH7.4)。6)
将鸡蛋中的鸡蛋清与蛋黄分开，把鸡蛋清放入烧杯中，用玻璃棒将鸡蛋清搅匀，然后用移液枪量取不同体积的

金霉素储备液到 10 mL棕色容量瓶中，再加入鸡蛋清定容至 10 mL，震荡摇匀，最终得到 15个样本，选取 10个

绘制标定曲线，5个进行预测。7) 依次把银胶、Eu(III)、含金霉素的鸡蛋清溶液加入到比色皿中，然后用HEPES
缓冲液定容至 3 mL，5 min后测其荧光光谱。8) 设置三维荧光光谱仪参数: 激发波长范围为 340~430 nm，发射

波长范围为 310~750 nm，步长为 10 nm，Emission filter参数设置为 360~1100 nm，平滑方式为Moving average，
PMT电压为 700 V，在中等扫描速度下进行荧光光谱采集。

3 实验结果与讨论
3.1 激发波长与发射波长

当使用银胶做表面基底修饰金霉素与 Eu(III)的配合物用以检测鸡蛋清中金霉素残留含量时，为了确定
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其最佳的激发与发射条件，实验采用三维荧光法对由银胶、Eu(III)、含金霉素的鸡蛋清溶液和 HEPES组成

的混合物样本进行荧光光谱分析。由图 1可以看出，在激发波长分别为 340、350、360、370、380、390、400、
410、420、430 nm条件下，发射波长为 617 nm处的荧光特征峰强度呈现出先增大后减小的趋势，并在激发波

长为 390 nm 条件下荧光强度达到最大值。结果表明，检测含金霉素的鸡蛋清溶液的最佳激发波长为

390 nm，最佳发射波长为 617 nm。综上所述，本研究在激发波长为 390 nm条件下进行荧光光谱的采集。

3.2 金霉素及其混合物的荧光光谱

为了进一步说明银胶对 Eu(III)荧光光谱的增强，从而实现鸡蛋清中金霉素残留量的快速检测。实验采

集了银胶、Eu(III)、含金霉素的鸡蛋清溶液和 HEPES混合液(a)，含金霉素的鸡蛋清溶液(b)，银胶，含金霉素

的鸡蛋清溶液和 HEPES混合液(c)，Eu(III)、含金霉素的鸡蛋清溶液和 HEPES混合液(d)，鸡蛋清样本(e)以
及金霉素储备液(f)的荧光光谱加以辩证，如图 2所示，在 617nm 处鸡蛋清、含金霉素的鸡蛋清溶液、金霉素

储备液和银胶、含金霉素的鸡蛋清溶液以及 HEPES混合液等不存在荧光特征峰，只有在 Eu(III)存在的条件

下，才出现特征峰。相比较曲线 a与 d，在同等条件下，当鸡蛋清中含有金霉素时，发现银胶作为表面基底来

修饰 Eu(III)能使鸡蛋清中金霉素的荧光特征峰得到显著的增强，这可能是由于银胶的金属增强效应进一步

增强了金霉素与 Eu(III)分子的能量转移，从而增强了金霉素与 Eu(III)混合物的荧光强度 [13]。这就为实现鸡

蛋清中金霉素残留量的快速检测提供了可能。

3.3 不同胶体对荧光增强的效果

当鸡蛋清含有金霉素时，为了验证不同胶体对金霉素与 Eu(III)配合物的荧光特征峰增强效果，试验采

取三种胶体作对比试验进行说明，在比色皿中加入相同体积的不同胶体与 Eu(III)，再加进 1.5 mL相同浓度

含金霉素的鸡蛋清溶液，然后用 HEPES缓冲液定容至 3 mL，最后采集荧光光谱。由图 3明显看出，在激发

波长 390 nm和发射波长 617 nm条件下，对比银胶 I(本研究采用的银胶)、银胶 II[14]和金胶三种胶体的荧光增

强效果，银胶 I的荧光强度最大，这极有可能是银胶 I与金霉素的荧光分子之间具有合适的间隔，适当的间隔

可以增大局域场、减少猝灭，从而达到增强荧光强度的目的 [15]。所以在本研究采用银胶 I作为最佳的实验胶

体。

图 1 混合物样本的三维荧光光谱

Fig.1 Three-dimensional fluorescence spectra of the

mixture samples

图 2 金霉素及混合物的荧光光谱

Fig.2 Fluorescence spectra of chlortetracycline and

mixture

图 4 银胶对荧光强度的影响

Fig.4 Effect of AgNP on fluorescence

intensity

图 3 金霉素与 Eu(III)配合物在不同胶体中的荧光强度

Fig.3 Fluorescence intensity of chlortetracycline and

Eu (III) complexes in different colloids
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3.4 银胶的加入量对荧光强度的影响

实验分析了不同体积的银胶对 Eu(III)、含金霉素的鸡蛋清溶液以及 HEPES 混合液荧光强度的影响。

由图 4可知，分别加入体积为 0.5、0.75、1、1.25、1.5 mL的银胶，检测得知当加入银胶体积为 0.75 mL时，荧光

强度达到最大。这可能是由于适量的银胶能够增强金霉素与 Eu(III)的配合物的荧光辐射衰变率，过量的银

胶会引起荧光猝灭 [13]。因此本研究采用银胶的加入量为 0.75 mL。
3.5 Eu(III)的加入量对荧光强度的影响

为了验证 Eu(III)的加入量对荧光强度的影响，实验固定了银胶和含金霉素的鸡蛋清溶液的体积，先加

入 0.75 mL 的银胶，再加入不同体积的 Eu(III)，体积分别为 0.01、0.02、0.03、0.06、0.09、0.12 mL，然后加入

1.5 mL同等浓度含金霉素的鸡蛋清溶液，最后用 HEPES定容至 3 mL采集荧光光谱。从图 5可以看出，随着

Eu(III)体积的增加，其荧光强度也不断增加，当超过某个值时，荧光强度开始平缓下降，这可能是由于过量

的 Eu(III)引发聚合，导致荧光的猝灭 [13]。实验表明，当 Eu(III)体积为 0.02 mL时为最佳，荧光特征峰(617 nm
强度)达到最大值。

3.6 反应时间对荧光强度的影响

实验也对反应体系进行了时间上的对比，以便寻找最佳的实验时间。如图 6所示，在最佳环境下，体系

在不同的时间段，其荧光强度几乎是成一条直线，这表明银胶对增强鸡蛋清中金霉素与 Eu(III)配合物的荧

光强度是比较稳定的。本研究选择 5 min后采集荧光光谱。

3.7 模型的预测结果分析

在选定的最佳实验条件下，为了实现对鸡蛋清中金霉素残留量的检测，本研究对 15个含有不同浓度金

霉素的鸡蛋清样本进行了荧光光谱的采集，其中选取 10个浓度绘制标定曲线，剩余 5个样本作预测。

如图 7所示，以 617 nm 处的荧光特征峰强度(Y)与鸡蛋清中金霉素含量(X)绘制标定曲线，得标定曲线

为 Y=5.2265X+24.033，决定系数 R2=0.9043，这表明鸡蛋清中金霉素含量与荧光强度存在良好的线性关系。

利用预测样本，对所建模型的准确性进行验证，用预测值与金霉素浓度的真实值进行拟合，如图 8所示，鸡蛋

清中金霉素含量的真实值与预测值之间的 R2=0.9182，均方根误差 RMSEP=3.1121。可见用银胶表面增强 Eu
(III)的荧光来确定鸡蛋清中金霉素的残留量是可以实现的。

图 6 反应时间对荧光强度的影响

Fig.6 Effect of reaction time on fluorescence intensity

图 5 Eu(III)对荧光强度的影响

Fig.5 Effect of Eu(III) volume on fluorescence intensity

图 8 真实值与预测值的关系图

Fig.8 Relationship between actual value and predictive

value

图 7 含金霉素残留量的鸡蛋清样本的标定曲线

Fig.7 Calibration curve of chlortetracycline residues

sample in Egg albumen
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4 结 论
探讨了用银胶作为表面基底来增强金霉素与 Eu(III)配合物的荧光强度，进而实现对鸡蛋清中金霉素残

留量的检测。研究利用银胶能够显著增强增强金霉素与 Eu(III)配合物荧光强度的特性，先后对荧光激发与

发射波长、不同的胶体、银胶的加入量、Eu(III)的加入量和反应时间等因素进行了对比实验，从而选取最佳

实验条件，在最佳的实验条件下，对 15个含有不同浓度金霉素的鸡蛋清样本进行了荧光光谱的采集，最后对

其荧光光谱进行了模型的预测分析。结果表明，预测值与实际值之间的决定系数 R2=0.9182，均方根误差

RMSEP=3.1121。可见用胶体银纳米粒子作表面基底修饰金霉素与 Eu(III)配合物，并应用荧光分析法对鸡蛋

清中金霉素的残留量进行快速、简便的检测是可行的。
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