
第４０卷　第９期 光　学　学　报 Vol．４０,No．９
２０２０年５月 ActaOpticaSinica May,２０２０

荧光光谱法结合BLLS/RBL用于快速检测水中
喹诺酮类抗生素

赵兴涛,车先阁,王书涛∗,刘诗瑜,苑媛媛
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摘要　为了快速检测水环境中的喹诺酮类抗生素,将三维荧光光谱法结合双线性最小二乘/残差双线性算法

(BLLS/RBL),用于检测水中的氟甲喹(FLU)、恩诺沙星(ENR)和左氧氟沙星(LVFX).该方法不仅可以准确解析

出光谱重叠现象严重的三种抗生素,而且与平行因子方法(PARAFAC)相比,可以得出更可靠的定量预测结果.

BLLS/RBL预测的FLU、ENR和LVFX的平均回收率分别为９８．４６％、９９．１０％、１０１．６９％,均方根误差(RMSE)为

４．３３、０．３３、０．２６μgL－１,灵敏度(SEN)为２．８×１０３、３．５×１０４、５．５×１０４,检测限(LOD)为０．７２、０．０６、０．０３μgL－１.

实验结果表明,三维荧光光谱结合BLLS/RBL是一种可靠的水中喹诺酮类抗生素的检测方法.
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Abstract　Torapidlydetectquinolonesinawaterenvironment amethodcombiningthreeＧdimensional ３D 
fluorescencespectrometryandbilinearleastsquares residualbilinearization BLLS RBL isproposedtodetect
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１　引　　言

喹诺酮类抗生素,又称吡酮酸类或吡啶酮酸类,
是人工合成的一类人畜通用的抗菌药物,由于该类

抗生素具有抗菌谱广、抗菌活性强,并且与其他抗菌

药物相比,无交叉耐药性、毒副作用小等特点,在畜

牧业、水产养殖业中被广泛应用,其中包括鸡、鸭、

猪、羊、鱼等生物的疾病防治[１].但是不乏一些农场

主为了快速达到治疗效果,过度滥用抗生素,其用量

严重超出国家的用药标准,而动物排泄出具有抗生

素残留的废物、废水,如果没有得到规范处理,进入

地表后会进一步污染土壤和生活用水,人们长时间

食用受抗生素污染的食物及饮用水,抗生素会在体

内不断积累,造成严重的耐药性,影响疾病治疗,严
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重者会出现恶心、呕吐、头痛等症状,危害人们的身

体健康[２].
目前,对抗生素的残留检测比较常见的方法有

高效液相色谱法(HPLC)、液相色谱Ｇ串联质谱法

(LCＧMS/MS)等.高凯等[３]采用高效液相色谱法

对黑臭河体中磺胺类、四环素类、喹诺酮类共计７种

抗生素进行了检测研究,回收率均在４０％~８０％之

间,其中喹诺酮类物质保持了较高的回收率;温颖婉

等[４]利用液相色谱Ｇ串联质谱法同时检测了化妆品中

１７种喹诺酮类抗生素,检出限为０．２~７．９ngmL－１,
平均回收率为７２．９％~１１９．６％.这些方法不仅回收

率和检出限偏低,而且对样本的预处理、实验人员的

操作要求较高,对样本的提取过程复杂不易操作[５].
本文采用的三维荧光光谱分析法,具有灵敏度

高、选择性好、不需要复杂的实验样本预处理的特

点[６].采用小波优化集合经验模态分解(EEMD)方
法消除了光谱中的噪声干扰,针对三种喹诺酮类抗

生素的混合溶液出现的光谱重叠问题,采用双线性

最小二乘/残差双线性方法(BLLS/RBL)对抗生素

混合溶液进行了定性定量分析,并将分析结果与传

统的平行因子分析法(PARAFAC)的结果进行对

比,结果表明BLLS/RBL的定量结果更为准确.

２　原理方法

２．１　BLLS/RBL算法

BLLS算法是二阶校正算法中的一种,该方法

的主流思想是采取两步校准Ｇ预测的方式,其中浓度

预测由最小二乘法完成.BLLS算法在校准步骤中

引入浓度信息,不包括未知样本的数据,其目的是便

于估算单位质量浓度(Sn)下特定校准分析物(标号

为n)的单组分浓度[７].

１)将校准数据矩阵Xc,i进行矢量化处理,每个

矩阵的大小为J×K,并将其分组为JK×I 的矩

阵,记作Vx,即
Vx＝[vec(Xc,１)|vec(Xc,２)||vec(Xc,I)]

(１)
式中:vec表示展开操作.

２)采用直接最小二乘法(LS)获得纯分析物的

信息,该运算类似于一阶经典最小二乘多元校正法.

Vs＝Vx×YT, (２)
式中:Y 是一个I×Nc的矩阵,包含了校准分析物的

标准浓度,Nc为校准分析物的数量.Vs的大小为

JK×Nc,包含所需的Sn 矩阵,采用矢量化形式

表述

Vs＝ [vec(S１)|vec(S２)||vec(SNc
)]. (３)

　　３)采用奇异值分解轮廓估计的方法来获取激

发光谱和发射光谱的二维轮廓图.Sn 矩阵中的二

维轮廓图,通过对每个Sn矩阵的单组分进行奇异值

分解(SVD１)来获取.该分解过程是对展开的vec
(Sn)进行适当重构,即

(kn,vn,wn)＝SVD１(Sn), (４)
式中:kn为Sn的第一个奇异值;vn为Sn的左特征向

量,是一个J×１的列向量;wn为Sn的右特征向量,
是一个K×１的列向量.为了完成校准过程,每个

vec(Sn)需要根据kn,vn,wn进行重建,即

Srn ＝kn[vn wn], (５)
式中:表示克罗内克乘积.

校准后,如果未知样品不包含干扰物质,则可直

接采用最小二乘法来估计测试样品中的浓度,浓度

估计公式表示为

yu＝S†
calvec(Xu), (６)

式中:Xu为测试样品数据,大小为J×K;yu为一个

Nc×１向量,包含校准分析物Nc的估计浓度;S†
cal为

Scal的伪逆矩阵;Scal是一个大小为JK×Nc的矩阵,
即

Scal＝[k１(v１ w１)|k２(v２ w２)|

|kNc
(vNc wNc

)]. (７)

　　如果测试样品中出现干扰成分,则通过残差双

线性化(RBL)处理干扰成分,得到干扰成分轮廓,并
将其合并到Scal中,该步骤可表示为

Sexp＝[Scal|gint(cintbint)], (８)
式中,通过残差矩阵Ec的最小化过程获得轮廓cint
和bint,该过程可表示为

Xu＝∑
Nc

n＝１
knvn (wn)Tyu,n ＋kintvint(wint)T＋Ec.

(９)

　　在最小化过程中,通过残留矩阵Ec的奇异值分

解来估计干扰成分的轮廓,该值通过减去分析物对

总信号Xu的贡献度来获得,即[８]

Ec＝Xu－∑
Nc

n＝１
Snyu,n, (１０)

(kint,vint,wint)＝SVD１(Ec). (１１)

２．２　PARAFAC分析

PARAFAC分析法是基于三线性模型理论,采
用交替最小二乘原理实现的一种多维数据的分解算

法,该算法可以从数据中提取出感兴趣的物质信息,
并根据数据的变异、相加和选择特性来实现对多组

分混合物的分解,以达到多组分混合物质的定性鉴
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别和浓度定量分析的目的.具体算法原理及公式详

见文献[９].

２．３　小波优化EEMD算法

小波优化EEMD算法是,首先根据EEMD方

法分解得到若干高频和低频本征模函数(IMF)分
量,利用原始信号与IMF分量作相关性分析,相关

系数小的分量利用小波阈值法进行二次去噪,另一

部分分量保留不作处理,最后对信号进行重构得到

去噪后的信号.该算法最大程度地保留了原始光谱

信息,达到了很好的去噪效果.具体原理及公式详

见文献[１０].

２．４　品质指数

品质指数(FOM)是用来对比算法结果优劣的

重要评价指标,在本研究中,引入灵敏度(SEN)、检
出下限(LOD)、回收率(Recovery)和均方根误差

(RMSE)来衡量算法的处理结果的准确性[１１].
二阶校正模型的灵敏度(SEN),用来表示单位

浓度的净分析信号,表达式为

NSE＝hn{[(VTV)(WTW)]－１}－１/２, (１２)
式中:“∗”表示哈达玛积(Hadamard);hn在BLLS/

RBL算法中取值等于(５)式中的kn,在PARAFAC
算法中,用于表示将载荷转换为浓度的参数.

检出下限(LOD)表示在一定置信度下,可检测

的最低分析物浓度,表达式为

DLO＝３．３NSD(０), (１３)
式中:NSD(０)为低浓度样本预测浓度的标准偏差.

回收率(Recovery)和均方根误差(RMSE)表示样

本浓度真实值与预测值的接近程度,表达式分别为

yRecover＝
y′i
yi

×１００％, (１４)

ERMS＝
１
N∑

N

i

(y′i－yi)２, (１５)

式中:yi 表示样本的实际浓度值;y′i表示样本的预

测浓度值;N 代表样本个数.

３　实验研究

３．１　主要仪器与试剂

实验所用的喹诺酮类抗生素标准品,包括FLU
标准品(纯度≥９８％)、ENR标准品(纯度≥９８％),

LVFX标准品(纯度≥９８％),均购买于上海阿拉丁

生化科技股份有限公司;实验所用试剂采用SDS(化
学纯),购买于国药试剂网;实验用水均为超纯水,由
优普纯水仪(成都优普仪器设备有限公司)制备.

实验所用称量器械为FA１００４精密电子秤;使

用FS９２０稳态荧光光谱仪(英国爱丁堡公司)完成

三维荧光光谱数据的采集;使用 HYＧ５A 回旋振荡

器(国华电器有限公司)加速样本溶解.

FS９２０参数设置:激发波长范围设置为２５０~
４００nm,步长为５nm;发射波长范围设置为３４０~
６００nm,步长为２nm.设置发射波长滞后激发波长

１０nm,以消除一级瑞利散射干扰.入射狭缝和出射

狭缝设置为２mm,样品室温度设置为恒定２０℃.

３．２　实验过程

准确称量１０gSDS标准品,并将其转移至烧杯

中,用适量超纯水溶解,水浴加热１０min使样品充

分溶 解,待 溶 液 冷 却 至 室 温 后 用 超 纯 水 定 容 至

１００mL棕色容量瓶中,得到质量浓度为１００gL－１的

SDS储备液,并于４℃避光条件下保存.取５．５mL
SDS储备液并用超纯水定容至１００mL棕色容量瓶

中,得到质量浓度为５．５gL－１的SDS工作溶液.
准确称量FLU、ENR、LVFX标准品各０．０１g,

分别用５．５gL－１的SDS胶束溶液定容至１００mL
棕色容量瓶中,回旋振荡２０min,使样品得到充分

溶解,分别得到质量浓度为０．１０gL－１的三种抗生

素标准品的储备液,并于４℃避光条件下保存.取

１mL的FLU 标准品的储备液、０．１mLENR和

LVFX标准品的储备液,并分别用５．５gL－１的SDS
胶束溶液定容至１００mL的棕色容量瓶中,回旋振

荡１０min,得到１００μgL－１的 FLU 工作溶液,

１０μgL－１的ENR工作溶液,１０μgL－１的LVFX
工作溶液.

分别取适量上述标准工作溶液用SDS胶束溶

液定容于１０mL棕色容量瓶中,获得不同浓度的标

准待测溶液,实验共配制了２０组三种喹诺酮类抗生

素的混合水溶液残留样本.其中,C１ＧC１３为不同浓

度的校正集样本,T１ＧT７为不同浓度的预测集样本,
如表１所示.

４　结果与讨论

４．１　光谱预处理

用荧光光谱仪在设定的仪器参数下,对实验样

本进行光谱扫描,得到不同物质不同浓度的混合溶

液荧光光谱数据,数据为２０×１３１×３１的三维矩阵.
以测试样本T１为例:首先对光谱中常见的拉曼散射

和二级瑞丽散射干扰进行去除,如图１(a)所示,可
以看出散射去除后,被测物质的光谱图得以显现,但
是光谱图中存在较强的噪声,依然不利于后续的光

谱分析;为此本文采用小波优化EEMD的方法,对
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表１ 校正样品和预测样品浓度

Table１ Concentrationofcalibrationandpredictionsamples μgL－１

Sample FLU ENR LVFX Sample FLU ENR LVFX

C１ ２０．００ ２．００ ２．００ C１１ １００．００ ０．００ ０．００

C２ ４０．００ ３．００ ５．００ C１２ ０．００ ７．００ ０．００

C３ ４０．００ ５．００ ２．００ C１３ ０．００ ０．００ ５．００

C４ ４０．００ ６．００ ２．００ T１ ２０．００ ２．００ １．００

C５ ５０．００ ４．００ ２．００ T２ ４０．００ ４．００ ４．００

C６ ６０．００ ２．００ ５．００ T３ ４０．００ ５．００ ３．００

C７ ６０．００ ５．００ ２．００ T４ ６０．００ ４．００ ３．００

C８ ８０．００ ２．００ ４．００ T５ ６０．００ ３．００ ４．００

C９ ８０．００ ４．００ ２．００ T６ ８０．００ ３．００ ３．００

C１０ １００．００ ３．００ ２．００ T７ １００．００ ２．００ ３．００

图１ 混合溶液T１样本的等高线图.(a)去噪前;(b)去噪后

Fig．１ ContourmapsofsampleT１ofmixedsolution敭 a Beforedenoising  b afterdenoising

噪声进行合理去除,去除效果如图１(b)所示,可以

看出光谱去噪效果十分显著,去噪后的光谱图与原

始光谱图相比,在保留了物质光谱信息的基础上,荧
光峰、光谱轮廓更为清晰明确.

４．２　抗生素混合溶液的定性鉴别

在对混合组分样本进行定性分析之前,首先对

校正集C１１、C１２、C１３各单组分物质进行荧光特性分

析,其荧光光谱等高线图如图２所示,可以看出

LVFX具有两个荧光峰,最佳激发/发射波长分别位

于３００/４８８nm、３３０/４８８nm 处;ENR有两个荧光

峰,最 佳 激 发/发 射 波 长 分 别 位 于２８０/４４０nm、

３３０/４４０nm处;FLU有一个荧光峰,最佳激发/发射

波长位于３２５/３６６nm处.三种喹诺酮类抗生素的

荧光特性虽然有所差别,但荧光峰位置相似,因此其

混合组分溶液存在严重的光谱重叠现象,仅凭荧光

光谱图难以准确区分,因此本文采用BLLS/RBL方

法对混合溶液的光谱实现定性鉴别.

　　按照２．１节中BLLS/RBL方法的原理进行数

据建模.１)将设定的校正集样本数据进行矢量化处

理,并将数据进行分组,采用直接最小二乘法对校正

集样本各组分的标定浓度与其荧光强度进行拟合,
得到校正集浓度拟合曲线,用于完成后续的浓度预

测工作;２)采用奇异值分解轮廓估计法对每个单组

分矩阵的奇异值和特征向量进行展开和重构,以得

到各组分解析光谱的二维轮廓图,至此完成模型的

建模过程.同样地,将样本数据利用PARAFAC方

法建模,用于后续的结果比较.在实际情况中,样本

组分数是未知的,为此采用核一致值诊断法(core
consistencydiagonosis,CORCONDIA)[１２]对样本

集含有的组分数进行估计,结果如图３所示,当因子

数设定为３时,核一致值接近１００％,而当因子数为

４时,核一致值下降到２９．９６％,一般认为核一致值

不低于６０％,结果最接近实际组分数,因此,核一致

诊断样本组分数为３,与实际样本组分数相同.
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图２ C１１、C１２、C１３样本等高线图.(a)LVFX;(b)ENR;(c)FLU

Fig．２ ContourmapsofsamplesC１１ C１２andC１３敭 a LVFX  b ENR  c FLU

图３ 核一致值诊断法确定样本组分数

Fig．３ Determinationofsamplegroupscorebycore
consistencydiagnosis

　　将样本组分数设定为３,输出模型的定性鉴别

结果,结果发现采用PARAFAC和BLLS/RBL两

种方法解析出的轮廓图基本一致,均能较好地定性

地区分出抗生素混合溶液的各个组分.为了更直观

地观察解析光谱的准确性,将C１１、C１２、C１３三种单组

分物质的荧光数据也输入到模型中,得到各单组分

的真实光谱,其结果如图４所示,其中虚线表示混合

组分中解析出的激发光谱和发射光谱,实线部分表

示各单组分物质的激发光谱和发射光谱.可以看

出,由BLLS/RBL解析出的各组分光谱与各组分原

始光谱的荧光峰位置、强度、轮廓基本吻合,由此证

明该算法可以完成对多组分抗生素混合溶液的定性

鉴别.

图４ BLLS/RBL解析出的实际和分辨光谱.
(a)激发光谱图;(b)发射光谱图

Fig．４ ActualandresolutionspectraofBLLS RBL敭

 a Excitationspectra  b emissionspectra

４．３　抗生素混合溶液的定量分析

将预 测 集 样 本 依 次 输 入 进 PARAFAC 和
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BLLS/RBL两种模型中,进行混合溶液中各组分的

定量预测,并结合定量结果的品质指数,比较两种方

法的预测结果,如表２所示.从表中可以看出,采用

BLLS/RBL方法对三种抗生素的混合溶液样本进

行定量预测,得到的FLU 的回收率在８８．１３％~
１１１．０５％之间,平均回收率(AR)达到９８．４６％,检出

限 (LOD)为０．７２μgL－１;ENR 的 回 收 率 在

８９．３３％~１１２．００％之间,平均回收率达到９９．１０％,

检出限(LOD)为０．０６μgL－１;LVFX的回收率在

９２．００％~１１１．００％之间,平均回收率达到１０１．６９％,
检出限(LOD)为０．０３μgL－１,均优于PARAFAC
的定量结果.另外,采用BLLS/RBL方法得到的均

方根 误 差(RMSE)、灵 敏 度(SEN)也 同 样 优 于

PARAFAC的定量结果.由此可见,BLLS/RBL更

适用于水溶液中喹诺酮类抗生素混合组分残留的定

性、定量分析.
表２ 浓度预测结果

Table２ Concentrationpredictionresults

Parameter Sample
BLLS/RBL PARAFAC

FLU ENR LVFX FLU ENR LVFX

Predictive
concentration/

(μgL－１)
[Recovery/％]

T１ ２２．２１[１１１．０５] ２．３２[１１６．０] ０．９９[９９．００] ２２．４４[１１２．２２] ２．３８[１１９．００] １．０７[１０７．００]

T２ ３５．２５[８８．１３] ３．５１[８７．７５] ４．４２[１１０．５０]３３．９４[８４．８５] ４．５２[１１３．００] ４．６９[１１７．２５]

T３ ３５．３８[８８．４５] ４．７３[９４．６０] ３．３３[１１１．００]３４．４８[８６．２０] ５．４４[１０８．８０] ３．４６[１１５．３３]

T４ ６７．３５[１１２．２５] ４．２２[１０５．５０] ３．２７[１０９．００]６５．７２[１０９．５３] ４．３６[１０９．００] ２．５７[８５．６７]

T５ ５５．４８[９２．４７] ２．６８[８９．３３] ３．８８[９７．００] ５０．０４[８３．４０] ２．５９[８６．３３] ４．５８[１１４．５０]

T６ ７７．２２[９６．５２] ３．３６[１１２．００] ２．７６[９２．００] ７６．４６[９５．５８] ３．４１[１１３．６７] ２．４７[８２．３３]

T７ １００．３２[１００．３２] １．７７[８８．５０] ２．８０[９３．３３]１０２．３９[１０２．３９] １．６８[８４．００] ２．７９[９３．００]

AR/％ ９８．４６ ９９．１０ １０１．６９ ９６．３１ １０４．８３ １０２．１５

RMSE/(μgL－１) ４．３３ ０．３３ ０．２６ ５．６５ ０．４１ ０．４７

SEN/１０３ ２．８ ３５ ５５ １ １４ ２８

LOD/(μgL－１) ０．７２ ０．０６ ０．０３ １．６０ ０．１２ ０．０６

５　结　　论

针对水溶液中喹诺酮类抗生素混合组分在定性

分析中出现的光谱混叠问题,采用二阶校正算法完

成对抗生素混合水溶液的定性、定量分析,用“数学

分离”的思想取代“化学分离”,简化了分析过程,分
离得到的各组分抗生素与原始单组分物质的光谱吻

合度极高,相较于PARAFAC算法,BLLS/RBL算法

的灵敏度更高,均方根误差更小,检出限更低,回收率

更接近１００％,因此三维荧光光谱技术结合BLLS/

RBL算法是一种有效的水中抗生素检测手段.
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