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表面增强拉曼光谱法快速检测猪肉中左旋咪唑残留
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左旋咪唑是一种广谱抗虫药!被广泛应用于抗猪#牛等牲畜体内的线虫"同时左旋咪唑具有特殊的

免疫调节作用!在动物养殖中常用于抗菌消炎#抗病毒#促生长等方面"当其被不合理使用时容易在禽畜肉

中产生残留!目前常见的左旋咪唑检测方法为液相色谱法与气相色谱法!该类方法具有操作复杂#耗时长#

成本高等缺点"表面增强拉曼光谱法具有分析速度快#检测灵敏度高和特异性好等优点!近年来被广泛应用

于农残#兽残等物质的快速检测"为实现猪肉中左旋咪唑残留的快速检测!建立了一种猪肉中左旋咪唑残留

的表面增强拉曼光谱快速检测方法"通过单因素实验!确定了金胶与样品溶液最佳体积比和最适积分时间

分别为
#j"

与
#/5

"通过比较不同萃取方法与萃取溶剂对猪肉中左旋咪唑盐酸盐残留量的提取效果!确定

了正己烷液液萃取后离心#取上清液氮吹复溶的操作简单#耗时短的提取条件"通过密度泛函理论中
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)基组对左旋咪唑盐酸盐理论光谱进行计算!在优化分子结构后进行频率与拉曼光谱计

算!所得理论计算光谱与固体光谱#溶液光谱出峰情况具有较好的一致性"根据理论计算光谱#固体光谱与

溶液光谱确定左旋咪唑盐酸盐的
0hP0

特征峰并进行振动归属!得到
!GF

!

G#+

和
FGF2=

X"处特征峰作为左

旋咪唑盐酸盐的定量特征峰!其中
!GF2=

X"为
D

&

0

键伸缩振动!

G#+2=

X"为苯环
D

&

D

弯曲变形振动!

FGF

2=

X"为咪唑环面内弯曲和侧链骨架振动"在最佳实验条件下!建立了左旋咪唑盐酸盐标准溶液特征峰
0hP0

信号与浓度的标准曲线!线性方程
$

# 值均在
/'F

以上"对不同加标浓度的实际样品进行检测!得到平均回

收率为
./'*FV

"

F,'F!V

!

P0<

值为
*'/.V

"

G'#/V

"该法操作简便#稳定性好!无需对样品进行复杂的

预处理即可实现对猪肉中左旋咪唑残留的快速准确测定"
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左旋咪唑(

Z1e7=;5%&1

)又名左咪唑#左旋四咪哇#驱虫

速等!结构式如图
"

所示!主要以盐酸盐形式存在"左旋咪

唑是一种广谱抗虫药!驱虫机理主要为抑制虫体肌肉的琥珀

酸脱氢酶的活性与抑制胆碱酯酶的活性!使虫体能量代谢受

阻!肌肉麻痹!达到驱虫效果!被广泛应用于抗牛#羊等牲

畜体内的线虫"同时左旋咪唑具有特殊的免疫调节作用!在

动物养殖中常用于抗菌消炎#抗病毒#促生长等方面"当左

旋咪唑因不合理使用在动物体内形成残留时!随着食物链的

蓄积作用!左旋咪唑在人体内的浓度也会不断增加!从而对

人体造成危害"目前已有的有关左旋咪唑的毒副作用报道主

要集中在消化系统#神经系统#心血管系统等毒副作用"

图
$

!

左旋咪唑化学结构式
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+
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目前国内外报道用于检测左旋咪唑的方法有电位滴定

法#高效液相法#气相色谱法及气相色谱
-

串联质谱法#液相

色谱
-

串联质谱法+

"-#

,等"其中色谱法是目前检测左旋咪唑盐

酸盐的主要方法!该方法具有灵敏度和准确度较高#应用范



围广的优点!但是存在设备昂贵#前处理复杂等限制!在实

际检测中使用受到一定的限制"

表面增强拉曼光谱(

5S4a72118J78219P7=785

)
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0hP0

)作为一种新兴的光谱分析技术!近年来在食品#临床#

药品检测等领域飞速发展"

0hP0

分析技术具有操作简单#

检测快速#成本低廉的特点!可用于直接检测硝基呋喃抗生

素+

*

,

#喹诺酮类抗生素#

%

-

兴奋剂等兽药"陶进江等+

!

,通过

优化金胶合成条件#金胶添加量#活化剂添加量等条件!建

立了快速可靠的鸭肉中己烯雌酚残留
0hP0

检测方法"

DJ18

Y

等+

,

,通过制备聚集再氧化氧化石墨烯$金纳米粒子!

首次建立了结合液
-

液提取净化的动物尿液中克伦特罗的

0hP0

测定方法!该方法检测灵敏度高!与传统的液相色谱
-

串联质谱法相比测量结果可以
"//V

准确识别所有阳性和阴

性尿样"

fJ7%

等+

G

,利用银镜反应生成水溶性球形环糊精改

性银纳米粒子!将其用于鸡肉与鸭肉中马波沙星含量的检

测!优化检测条件后拉曼信号增强系数达
#'""b"/

+

"

但目前未见用
0hP0

法检测猪肉中左旋咪唑盐酸盐残留

的报道"本研究以金溶胶作为
0hP0

增强基底!对左旋咪唑

盐酸盐的拉曼检测条件与猪肉中提取条件进行摸索与优化!

建立了一种液液萃取法提取猪肉中左旋咪唑盐酸盐残留后进

行
0hP0

检测的快速检测方法"

"

!

实验部分

$,$

!

试剂

左旋咪唑盐酸盐标准品(纯度
#

F.'/V

)!柠檬酸三钠盐

二水合物(纯度
FF'/V

)!均购于上海百灵威试剂公司*氯金

酸钾(纯度
F+'/V

)购于南京森贝伽生物科技有限公司*甲醇

(色谱纯)!正己烷(色谱纯)!无水硫酸钠(分析纯)!氢氧化

钠(分析纯)!乙酸乙酯(分析纯)!三氯甲烷(分析纯)!盐酸

(分析纯)!硝酸(分析纯)!均购于国药集团化学试剂有限公

司*超纯水"猪肉!购于当地超市"

王水%取一体积浓硝酸慢慢倒入至三体积浓盐酸中!不

断用玻棒搅拌混匀!冷却"用于浸泡制备金胶的圆底烧瓶"

左旋咪唑盐酸盐标准液%精确称取
/'"/

Y

的左旋咪唑盐

酸盐粉末溶于
"//=Z

的甲醇中!制得浓度为
"///=

Y

-

Z

X"的左旋咪唑盐酸盐母液"用甲醇稀释左旋咪唑盐酸盐甲

醇母液制得不同浓度的左旋咪唑盐酸盐甲醇稀释液"

,=%&

-

Z

X"的
(7@?

溶液%称取
#/'/

Y

(7@?

固体!溶

于
"//=Z

水!混匀"

$,?

!

设备

Mh#/!h

电子天平!梅特勒
-

托利多仪器有限公司*

f(DZ-U0

磁力加热油浴锅!上海越众仪器设备有限公司*可

调试移液器!美国
[J14=%Z7>5

6

531=5

公司*

M;&&;-g

超纯水

系统!美国
M;&&;

)

%41

公司*

Uf_-F/+GMIh

电热鼓风干燥箱!

上海博讯实业有限公司医疗设备厂*

ID<-G/#Q

冰箱!青岛

海尔股份有限公司*

E0-"/

超声波清洗器!东莞市洁康超声

波设备有限公司*

P7=[47214-#//-?0

便携式拉曼光谱仪!美

国欧普图斯*

fU<D̂ -#!

干式氮吹仪!上海梓桂仪器有限公

司*

[UZ-"GM

台式高速冷冻离心机!上海卢湘仪离心机仪

器有限公司*

Q?-#

微型漩涡混合仪!上海沪西分析仪器厂

有限公司"

$,A

!

金溶胶制备

本方法中使用金溶胶作为
0hP0

增强基底!通过改进后

的经典的柠檬酸三钠还原氯金酸钾法制得"具体操作为%在

事先泡过王水并洗净烘干的圆底烧瓶中加入
!+=Z

超纯水

与
*=Z"/=

Y

-

=Z

X"氯金酸钾!充分混合!放入预热好的

"#/\

油浴锅内!磁力搅拌器以
,G,4

-

=;8

X"搅拌并保持温

度恒定至溶液沸腾*加入
#=Z"V

(质量分数)柠檬酸三钠水

溶液!继续在
"#/\

下恒温搅拌
#/=;8

!得紫红色的金纳米

溶胶!冷却至常温!

!\

冰箱中冷藏保存备用"

$,K

!

样品处理

称取
#',

Y

已搅碎的猪肉放入
,/=Z

离心管中!依次加

入
,

Y

无水硫酸钠#

!=Z"/=%&

-

Z

X"的
(7@?

溶液#

"/

=Z

萃取剂!涡旋混匀"

!\"////4

-

=;8

X"离心
"/=;8

!

取上层有机层"重复萃取两次猪肉组织并合并萃取液!一组

氮吹干后水复溶!待测(一次液液萃取)"另一组加入
#',=Z

/',=%&

-

Z

X"的
?D&

进行反萃取!混匀后
! \ "////4

-

=;8

X"离心
"/=;8

!取水层待测(二次液液萃取)"

$,E

!

拉曼检测条件

仪器参数为%激光光源波长
+.,8=

!激光功率
#,/=Q

!

扫描时间
#/5

!扫描次数
*

次"在包有锡纸的载玻片上依次

滴加一定体积的金胶和待测液!混合均匀后立即进行扫描"

每个样品扫描
F

次取平均值"

$,V

!

理论光谱计算

先使用
U7S55e;1N,'/

软件画出左旋咪唑盐酸盐分子结

构式!得到
U7S55;78W8

)

S3T;&15

!然后通过两步法进行理论

光谱计算%(

"

)通过
@

)

3;=73;%8

功能对左旋咪唑盐酸盐分子

结构式进行优化!得到最佳分子空间结构%(

#

)以优化后分

子结构式作为
U7S55;78W8

)

S3T;&15

!通过
T41

K

S182

6

功能

I*Ẑ E

$

G-*""BU

(

9

)基组水平对左旋咪唑盐酸盐分子进行

光谱计算!该计算基组的校正因子为
/'FG./

"计算结束后得

到
U7S55;78@S3

)

S3T;&15

!其中含有优化后的左旋咪唑盐酸

盐分子结构示意图与理论计算拉曼光谱数据"通过比较理论

计算光谱与固体标准物质拉曼光谱#标准溶液
0hP0

光谱!

并结合参考文献!对分子特征峰进行指认"

#

!

结果与讨论

?,$

!

理论计算

左旋咪唑盐酸盐在
U7S55;78

计算中的结构优化图如图
#

(

7

)所示!由优化后得到的分子结构图可知
?D&

分子的位置

与苯环较接近!计算得到的理论光谱中主要的振动模式为苯

环变形振动#苯环与
?D&

分子间的相互作用"由图
#

(

>

)可看

出矫正后固体拉曼光谱图与理论计算拉曼光谱图基本一致"

如苯环的
D

&

?

面外弯曲振动在理论光谱中位于
./"2=

X"

!

固体光谱中位于
."/2=

X"

!咪唑环中的
(

&

?

面内弯曲振动

在理论光谱中位于
""++2=

X"

!固体光谱中位于
"".+

2=

X"

"波数差在可接受范围内"

部分特征峰的出峰情况存在一定的差异!如固体光谱中

/G+*

光谱学与光谱分析
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!GF2=

X"处为双峰!而理论光谱中对应位置为单峰*理论光

谱中
D

&

?

面外弯曲在
..+2=

X"位置出峰!而固体中相应位

置并未出峰"这可能与物质所处的状态不同有关!理论计算

中设定物质为真空环境!而实验光谱中左旋咪唑盐酸盐以粉

末存在!有分子间作用力影响"

图
?

!

左旋咪唑盐酸盐理论计算结果

(

7

)%优化后左旋咪唑盐酸盐分子结构式*

(

>

)%理论计算拉曼光谱与固体拉曼光谱比较图

)*

+

,?

!

I304801*2&92&92<9&1*4(80.<91.4:90P&'*.4903

O

>8423948*>0

(

7

)%

@

)

3;=;O1=%&12S&74534S23S47&a%4=S&7%a&1e7=;5%&1J

6

94%2J&%-

4;91

*(

>

)%

D%=

)

74;5%8>13N1183J1%413;27&P7=785

)

123477895%&;9

P7=785

)

12347
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!

检测条件优化

对金胶与样品溶液体积比与拉曼积分时间进行优化!结

果如图
*

所示"随着金胶体积的增加!特征峰的拉曼峰强先

增加后减小"分析原因为金胶体积较少时混合体系中金纳米

粒子数少于目标物质分子数!增强效果欠佳*当金胶体积增

加至一定值时!金纳米粒子数与目标物质分子数相当!增强

效果最佳*当金胶体积进一步增加时!多余的金纳米粒子又

会阻碍金胶与目标分子的结合!影响.热点/的生成!导致增

强效果下降"因此后续选择样品溶液
j

金胶体积
C"j#

为

最佳体积比"改变积分时间!特征峰的拉曼峰强先增加后保

持不变!分析原因为金胶与样品混合后金纳米粒子与目标物

完全结合需要一定的时间!然后体系达到稳定状态!因此后

续选择
#/5

为最佳积分时间"

?,A

!

定性与定量分析

分子的拉曼振动频率取决于分子的结构式!对分子的拉

曼特征振动模式进行归属!可以为
0hP0

检测结果的定性与

定量提供理论依据"将固体光谱#高斯计算光谱#甲醇溶剂

光谱与左旋咪唑盐酸盐标准溶液中的光谱进行比较!发现
!GF

!

图
A

!

不同检测条件下
KVW2'

X$处特征峰
TU%T

峰强情况

)*

+

,A

!

TU%T

7

0&/*(10(.*1

O

&1KVW2'

X$

<(>08

>*::080(1>01021*4(24(>*1*4(.

G#+

和
FGF2=

X"这
*

个位置的峰在固体#溶液与计算光谱中

均有出峰且峰响应值较高!即可将这
*

个峰作为左旋咪唑盐

酸盐
0hP0

检测中用于定性和定量检测的特征峰"根据拉曼

位移与分子的振动模式对这
*

个特征峰进行归属!

!GF2=

X"

为
D

&

0

键伸缩振动!

G#+2=

X"为苯环
D

&

D

弯曲变形振动!

FGF2=

X"为咪唑环面内弯曲和侧链骨架振动+

+

,

"

!!

在最佳实验条件下!对
0hP0

检测左旋咪唑盐酸盐的最

低浓度进行探究"分别对
/'/"

"

,//=

Y

-

Z

X"的左旋咪唑盐

酸盐甲醇标准溶液进行拉曼测试!发现当左旋咪唑盐酸盐浓

度低至
/'"=

Y

-

Z

X"时!

!GF

!

G#+

和
FGF2=

X"这
*

个特征峰

图
K

!

左旋咪唑盐酸盐不同浓度甲醇溶液
TU%T

光谱

'

&

(

分别为固体!甲醇!

/'/"

!

/'"

!

"

!

"/

!

+,

!

"//

!

#,/

!

,//=

Y

-

Z

X"溶液

)*

+

,K

!
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仍能检测到明显的拉曼信号!当浓度降低至
/'/"=

Y

-

Z

X"

时无明显出峰!即
0hP0

检测左旋咪唑盐酸盐的检测限可达

/'"=

Y

-

Z

X"

"

!!

探究
!GF

!

G#+

和
FGF2=

X"这
*

个特征峰的
0hP0

强度

与左旋咪唑盐酸盐浓度的关系!发现特征峰的
0hP0

强度与

浓度的对数值存在一定的线性关系!线性拟合结果如图
,

所

示!拟合方程
$

# 值均在
/'F

以上"

图
E

!

峰强与浓度线性关系图

)*

+

,E

!

Y*(0&8809&1*4(.3*

7

=01500(

7

0&/

*(10(.*1

O

&(>24(20(18&1*4(

?,K

!

检测提取方法的优化

由于猪肉中基质复杂!用有机试剂对目标物进行提取时

其中含有的蛋白质与脂肪也容易被提取!检测时会对拉曼检

测结果的灵敏度造成影响"而左旋咪唑盐酸盐在碱性条件下

具有一定的质子化倾向!电离受到抑制!转化为左旋咪唑!

易溶于卤代烷#醚#酯类等弱极性有机溶剂!酸性条件下转

化为盐酸盐易溶于水而在有机试剂中的溶解度小"为了提高

目标物质的提取效率#减少杂质干扰!本研究比较了一次液

液萃取与二次液液萃取的提取效果(加标浓度为
"//

$

Y

-

R

Y

X"

)"

结果显示经正己烷提取后直接氮吹用水复溶得到的加标

提取液中!目标物质特征峰
0hP0

强度较强!而经过二次液

液萃取后得到的加标提取液中基质干扰无明显减少!但目标

物质特征峰
0hP0

强度降低!说明一次液液提取的提取效率

与去除杂质干扰的效果较好!相比较而言二次提取并没有明

显减少杂质干扰!对目标物的提取效果也较差"因此选择操

作简单效果较好的一次液液萃取作为样品提取方法"

图
V

!

不同萃取方法提取效果比较

'

%固体*

)

%一次液液萃取空白*

*

%一次液液萃取加标*

+

%二次液液

萃取空白*

%

%二次液液萃取加标

)*

+
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图
F

!

不同萃取溶剂提取效果比较

'

%固体*

)

%三氯甲烷提空白*

*

%乙酸乙酯提空白*

+

%正己烷提空

白*

%

%三氯甲烷提加标*

,

%乙酸乙酯提加标*

-

%正己烷提加标

)*

+

,F

!

R4'

7
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!!

比较液液萃取中乙酸乙酯#正己烷和三氯甲烷
*

种常见

有机萃取剂的萃取效果!发现用正己烷提取时!空白基质提

取液中干扰峰较少!加标提取液中目标物质的特征峰
0hP0

强度较强!因此选择正己烷为样品提取溶剂"
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?,E

!

检测回收率的确定

为了考察
0hP0

技术检测猪肉提取液中左旋咪唑盐酸盐

残留量的可靠性!利用所得标准工作曲线方程!对不同加标

浓度左旋咪唑盐酸盐样本进行预测"选择
/',

!

"

和
"/

$

Y

-

R

Y

X"为加标浓度进行加标实验!结果得到预测样本中左旋咪

唑盐酸盐的平均加标回收率为
./'*FV

"

F,'F!V

!

P0<

值

为
*'/.V

"

G'#/V

!说明采用该方法检测猪肉中左旋咪唑盐

酸盐残留量准确有效!可以实现猪肉中左旋咪唑盐酸盐残留

的快速检测"

*

!

结
!

论

!!

对猪肉中左旋咪唑盐酸盐残留量的
0hP0

检测方法进行

研究!通过改变金胶与样品的体积比和积分时间优化拉曼检

测条件!通过比较不同萃取方法与萃取溶剂的提取效果!确

定了正己烷一次液液萃取的提取方法"在最佳检测条件下!

在左旋咪唑盐酸盐特征峰
0hP0

强度与浓度对数值(

/'"

"

#,

=

Y

-

Z

X"

)之间建立了良好的线性关系!线性方程
P

# 值均在

/'F

以上"对样品进行加标实验!平均回收率为
./'*FV

"

F,'F!V

!

P0<

值为
*'/.V

"

G'#/V

"说明用
0hP0

方法检

测禽畜肉中左旋咪唑盐酸盐残留量操作简单!可满足现场快

速检测的需求!这对于将
0hP0

快速检测方法用于畜牧业与

养殖业中左旋咪唑兽药的使用与残留量监控具有重要意义"
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+光谱学与光谱分析,期刊社决定采用
T2349&8"(0C&(<.28*

7

1.

在线投稿审稿系统

!!

1光谱学与光谱分析2期刊社与汤森路透集团签约!自
#/"/

年
"#

月
"

日起1光谱学与光谱分析2决定采用
[J%=5%8

P1S3145

旗下的
02J%&74@81M78S524;

)

35

在线投稿审稿系统"

-

02J%&74@81M78S524;

)

35

!该系统不仅能轻松处理稿件!而且能提速科技交流"

-全球已有
*G/

多家学会和出版社的
*.//

多种期刊选用了
02J%&74@81M78S524;

)

35

系统作为在线投稿#审稿平台!全球

拥有超过
"*,/

万的注册用户!代表着全球学术期刊在线投审稿的一流水平"

-

02J%&74@81M78S524;

)

35

与
h89(%31

!

Q1>%a02;1821

无缝链接和整合*使科研探索#论文评阅和信息传播效率大为

提高"

-

02J%&74@81M78S524;

)

35

是汤森路透科技集团的一个业务部门!拥有丰富的学术期刊业务经验!为学术期刊提供综合管

理工作流程系统!使期刊更有效管理投稿#同行评审#加工和发表过程!提高作者心中的专业形象!缩短论文发表时间!削减

管理成本!帮助期刊提高科研绩效和实现学术创新"

1光谱学与光谱分析2采用.全球学术期刊首选的在线投稿审稿系统&

02J%&74@81M78S524;

)
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