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基于同步荧光光谱的鸡肉中甲磺酸达氟沙星和

氧氟沙星残留快速检测方法研究
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采用同步荧光技术结合化学计量学方法实现了鸡肉中甲磺酸达氟沙星$

\M;

%和氧氟沙星$

>MV

%残

留的快速检测#首先!分析了
\M;

标准溶液"

>MV

标准溶液"空白鸡肉提取液和含
\M;

和
>MV

的鸡肉提

取液的同步荧光光谱!确定了鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的检测波长差$

/"

%分别为
"*.

和
+..7E

!荧光激发

峰分别为
+CC

和
*+#7E

#其次!采用单因素试验考察了氢氧化钠溶液浓度和表面活性剂种类对荧光强度的

影响!确定了鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的最佳检测条件为'氢氧化钠溶液浓度
.'"E%&

2

V

j"和
/\/

溶液浓

度
.'"E%&

2

V

j"

#最后!利用线性回归和偏最小二乘回归$

PV/?

%及多元线性回归$

;V?

%算法分别建立了鸡

肉中
\M;

和
>MV

残留的预测模型#试验结果表明!与基于线性回归和
;V?

的
\M;

残留预测模型相比!

基于
PV/?

的
\M;

残留预测模型的综合评价更好!其预测集决定系数$

.

+

P

%为
.',BC*

!预测集均方根误差

$

?;/YP

%为
"',*!+E

J

2

_

J

j"

!相对预测误差$

?P\

%为
#'CB@#

#与基于线性回归和
PV/?

的
>MV

残留预

测模型相比!基于
;V?

的
>MV

残留预测模型的综合评价更好!其
.

+

P

为
.'C,#.

!

?;/YP

为
*'C#,CE

J
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!

?P\

为
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#该方法操作简单"耗时短!可用于鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的快速检测#
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喹诺酮类抗生素$

fH:7%&%704

%是一类人工合成的广谱抗

生素!在家禽饲养和疾病的防治中被广泛应用(

"

)

#我国的家

禽养殖向着规模化"集约化方向发展!抗生素发挥着越来越

重要的作用!但抗生素的不规范"不合理使用导致禽肉抗生

素残留的问题也日趋严重(

+

)

#甲磺酸达氟沙星$

867%I&%K61:7

E04

5

&620

!

\M;

%和氧氟沙星$

%I&%K61:7

!

>MV

%是常用的喹诺

酮类抗生素!其残留进入人体可能引起癌症"基因突变

等(

*

)

#因此!建立一种快速"经济的鸡肉中
\M;

和
>MV

残

留的检测方法是一项十分有意义的工作#基于对消费者安全

的考虑!农业农村部限定了鸡肉中喹诺酮类抗生素的最大残

留限量!其中达氟沙星的最大残留限量为
+..

"

J

2

_
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j"

!

>MV

被禁用(

!-#

)

#

目前!液相色谱法(

@-B

)

"液相色谱和质谱联用法(

C-,

)等方

法可用于鸡肉中喹诺酮类抗生素残留的检测!这些方法虽然

有较高的灵敏度!但仪器昂贵"运行成本高且需要较高的操

作水平(

".

)

#同步荧光技术同时扫描激发和发射单色器波长!

同时利用了化合物的吸收特性和发射特性!具有简化光谱"

窄化谱带"减弱背景干扰和降低散射光等优点(

""

)

#近年来!

李月秋等(

"+

)应用同步荧光技术检测猪肉中头孢噻呋抗生素

的残留量!蔡其洪等(

"*

)应用同步荧光技术检测火腿肠"猪

肉"鱼肉"鸭肉和鸡肉中氟罗沙星抗生素的残留量#本研究

以鸡肉为载体!

\M;

和
>MV

抗生素为研究对象!应用同步

荧光技术尝试建立一种鸡肉中
\M;

和
>MV

残留快速检测

的方法#
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海源叶生物科技有限公司%&乙腈"甲酸和氢氧化钠$分析

纯!西陇科学股份有限公司%&十二烷基硫酸钠$分析纯!

/\/

!金克隆北京生物技术有限公司%&溴代十六烷基三甲胺

$分析纯!

Na9S

!金克隆北京生物技术有限公司%&壬基酚聚

氧乙烯醚系列$

B

%醚$分析纯!

(P-B

!上海麦克林生化科技有

限公司%&有机相针式滤器$
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E

!上海安谱实验科技股

份有限公司%#
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样品制备

$
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%抗生素储备液的配制'取
#'.E

J

的
\M;

$或
>MV

%

标准品溶于
#.EV

超纯水!可得到
"..E

J

2

V

j"

\M;

$或

"..E

J

2

V

j"

>MV

%储备液!于
!n

下储存#

$

+

%抗生素工作液的配制'取
.'"#EV

的
\M;

$或
>MV

%

储备液!用超纯水稀释至
"#EV

得到
"'.E

J

2

V

j"

\M;

$或

>MV

%工作液!于
!n

下储存#

$

*

%根据文献(

"!

)中的快速溶剂萃取法提取空白鸡肉!

略作修改!具体如下'称取均质的鸡胸肉
"'.

J

!置于
".EV

离心管中!加入
+b

甲酸
-

乙腈溶液
!EV

!涡旋
"E:7

!然后!

于离心机上以
!...3

2

E:7

j"的速率离心
#E:7

!将上清液移

入另一个
".EV

离心管中!将离心残渣用
!EV+b

甲酸
-

乙

腈溶液再提取一次!合并上清液!混匀!过
.'!#

"

E

滤膜!

用
+b

甲酸
-

乙腈定容至
".EV

!得到空白鸡肉提取液#

$

!

%根据文献(

"!

)中的快速溶剂萃取法提取鸡肉中
\M;

和
>MV

的残留!略作修改!具体如下'

$

加标鸡肉的制备'

称取均质的鸡胸肉
"'.

J

!置于
".EV

离心管中!分别添加
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储备液!两者浓度随机组合!涡旋
"

E:7

#

%

鸡肉中抗生素的提取'再加入
+b

甲酸
-

乙腈溶液
!

EV

!涡旋
"E:7

!然后!于离心机上以
!...3

2

E:7

j"的速率

离心
#E:7

!将上清液移入另一个
".EV

离心管中!将离心

残渣用
!EV+b

甲酸
-

乙腈溶液再提取一次!合并上清液!

混匀!过
.'!#

"

E

滤膜!用
+b

甲酸
-

乙腈定容至
".EV

#得

到含
\M;

和
>MV

的鸡肉提取液'

\M;

浓度为
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$分别对应于鸡肉中含有
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和
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$分别对

应于鸡肉中含有
"'.

!
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!
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!
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标准溶液以及鸡肉提取液的同步荧光光谱的采集

为了采集标准溶液以及鸡肉提取液的同步荧光光谱!分

别取
#..

"

V\M;

标准溶液$

"'.E

J

2

V

j"

%"

>MV

标准溶液

$

"'.E

J

2

V

j"

%"空白鸡肉提取液和含
\M;

和
>MV

的鸡肉

提取液$

"'.E

J

2

_

J

j"

\M;

!

"'.E

J

2

_

J

j"

>MV

%于不同的

石英比色皿中!再先后加入
"*.

"

V/\/

缓冲液$

.'"E%&

2

V

j"

%!

@B.

"

V

氢氧化钠溶液$

.'"E%&

2

V

j"

%!采集波长差

/"

i"*.

和
+..7E

处的同步荧光光谱#

%&)

!

定性试验设计方案

$

"

%为了探究不同氢氧化钠溶液浓度对同步荧光强度的

影响!向石英比色皿中依次加入
#..

"

V

含
\M;

和
>MV

的

鸡肉提取液$

"'.E

J

2

_

J

j"

\M;

!

"'.E

J

2

_

J

j"

>MV

%!

"*.

"

V/\/

溶液$

.'"E%&

2

V

j"

%!

@B.

"

V

氢氧化钠溶液$
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!

.'."

!
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!
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!

.'*

和
.'!E%&

2

V

j"

%!设置
#

个平行组!

采集
/"

i"*.

和
+..7E

处的同步荧光光谱#

$

+

%为了探究不同表面活性剂对同步荧光强度的影响!

向石英比色皿中依次加入
#..

"

V

含
\M;

和
>MV

的鸡肉提

取液$

"'.E

J

2
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J

j"

\M;

!

"'.E

J

2
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J

j"

>MV

%!

"*.

"
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Na9S

表面活性剂$

.'.",E%&

2

V

j"

%或
/\/

表面活性剂溶

液$

.'"E%&

2

V

j"

%或
(P-B

表面活性剂$

#'**EE%&

2

V

j"

%!

@B.

"

V

氢氧化钠溶液$

.'"E%&

2

V

j"

%!设置
#

个平行组!采

集
/"

i"*.

和
+..7E

处的同步荧光光谱#

%&L

!

定量试验设计方案

向石英比色皿中依次分别加入
#..

"

V

的含不同浓度

\M;

和
>MV

的鸡肉提取液!

"*.

"

V/\/

溶液$

.'"E%&

2

V

j"

%!

@B.

"

V

氢氧化钠溶液$

.'"E%&

2

V

j"

%!设置
#

个平行

组!采集
/"

i"*.

和
+..7E

处的同步荧光光谱#

%&P

!

荧光光谱仪参数设置

荧光光谱仪参数设置如下'激发波长扫描范围为
+!.

#

!#.7E

!激发"发射狭缝宽度均为
#7E

!

P;a

电压为
B..

$

#

%&Q

!

数据处理方法

在建立预测模型之前!使用
aG0D74136EX&03=".'!

$挪

威
N9;>

公司%软件对原始光谱进行基线偏移!以消除原始

光谱的基线漂移#其次!使用该软件对基线偏移后的光谱进

行主成分分析$

)

3:71:

)

6&1%E

)

%7072676&

5

4:4

!

PN9

%!以减少

模型输入变量的个数#为了建立线性回归模型!拟合鸡肉中

\M;

残留浓度和荧光激发峰强度$

/"

i"*.7E

!荧光激发峰

+CC7E

%之间的关系"拟合鸡肉中
>MV

残留浓度和荧光激发

峰强度$

/"

i+..7E

!荧光激发峰
*+#7E

%之间的关系#此

外!使用
aG0D74136EX&03=".'!

软件!以前
*

个主成分得

分为输入!分别建立基于偏最小二乘回归$

)

632:6&&0642

4

L

H630430

J

3044:%7

!

PV/?

%和多元线性回归$

EH&2:

)

&0&:7063

30

J

3044:%7

!

;V?

%算法的鸡肉中
\M;

残留的预测模型&以

前
*

个主成分得分为输入!分别建立基于
PV/?

和
;V?

算

法的鸡肉中
>MV

残留的预测模型#其中!

PV/?

采用交叉验

C@*"
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证$

13%44[6&:862:%7

%结合
R0370&PV/

算法&采用基于杠杆率

校正$

&0[036

J

01%33012:%7

%的
;V?

算法#计算预测集决定系

数$

1%0II:1:072%I80203E:762:%7I%32G0

)

308:12:%7402

!

.

+

P

%"预

测集均方根误差$

3%%2E0674

L

H630033%3I%32G0

)

308:12:%7

402

!

?;/YP

%和相对预测误差$

362:%%I

)

308:12:%72%80[:6-

2:%7

!

?P\

%以评估预测模型性能#

+

!

结果与讨论

'&%

!

标准溶液以及鸡肉提取液的同步荧光光谱

\M;

和
>MV

具有相似的化学结构!进而有类似的荧光

特性#为了实现辨别的目的!须要找到合适的
/"

#图
"

给出

了
\M;

和
>MV

标准溶液的同步荧光光谱图!从中看出!

\M;

和
>MV

荧光光谱有明显区别!在
/"

i"*.7E

时!可由

+C+7E

处宽谱峰辨别出
\M;

#在
/"

i+..7E

时!可由
*"C

7E

处宽谱峰辨别出
>MV

#图
+

给出了鸡肉提取液的同步荧

光光谱图#从中看出!鸡肉中
\M;

和
>MV

的荧光激发峰相

对标准溶液中
\M;

和
>MV

的荧光激发峰发生红移现象#含

\M;

和
>MV

的鸡肉提取液在
/"

i"*.7E

处有位于
+CC7E

处
\M;

的荧光激发峰!在
/"

i+..7E

处有位于
*+#7E

处

图
%

!

"FS

和
#FU

标准溶液的同步荧光光谱图

F:

5

&%

!

>

=

./2-4.4A0,9A4-+0/+./+0

8

+/6-;4,"FS;.@#FU06;.@;-@049A6:4.0

图
'

!

鸡肉提取液的同步荧光光谱图

F:

5

&'

!

>

=

./2-4.4A0,9A4-+0/+./+0

8

+/6-;4,/2:/[+.+J6-;/6

图
(

!

不同条件对荧光强度的影响

$

6

%'氢氧化钠溶液浓度&$

X

%'表面活性剂

F:

5

&(

!

H,,+/604,@:,,+-+./+/4.@:6:4.04.62+,9A4-+0/+./+:.6+.0:6:+0

$

6

%'

N%71072362:%7%I4%8:HEG

5

83%K:804%&H2:%7

&$

X

%'

/H3I6126724
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>MV

的荧光激发峰!而空白鸡肉提取液在这些位置处未出现

宽谱峰#综上所述!鸡肉中
\M;

和
>MV

残留可通过
/"

*激

发波长
"*.

*

+CC7E

和
+..

*

*+#7E

实现同时检测#

'&'

!

同步荧光光谱检测条件优化

由图
*

$

6

%可知!随着氢氧化钠溶液浓度增加!

\M;

的

荧光强度呈先增强!后减弱的趋势#对于
>MV

而言!荧光强

度也呈先增强!后减弱的趋势#产生荧光强度变化的原因可

能是氢氧化钠溶液浓度的增加!体系
)

U

会升高!进而影响

了
\M;

和
>MV

的质子离解平衡(

"#

)

!影响了它们的荧光强

度#在氢氧化钠溶液浓度为
.'"E%&

2

V

j"时!

\M;

和
>MV

的荧光强度最大#因此!

.'"E%&

2

V

j"为氢氧化钠溶液最佳

的加入浓度#

表面活性剂具有荧光增敏的效果!被广泛应用于荧光检

测#表面活性剂达到临界胶束浓度时能形成胶束!使
\M;

和
>MV

分子处于有序的微环境!减少了分子间的碰撞概

率(

"@

)

#在本试验中
/\/

在体系中浓度为
".'.EE%&

2

V

j"

!

大于其临界胶束浓度
C'.EE%&

2

V

j"

(

"B

)

#由图
*

$

X

%可知!在

加入
/\/

表面活性剂时!

\M;

络合物的荧光强度最大#另

一方面!在加入
/\/

表面活性剂时!

>MV

络合物的荧光强度

最大#因此!选用
/\/

表面活性剂#

'&(

!

主成分分析

PN9

是一种经典的多元统计分析技术!其中心目的是

将光谱的数据降维#表
"

给出了前
!

个主成分的方差贡献率

和累计方差贡献率#从中可见!

\M;

和
>MV

前
*

个主成分

的累计方差贡献率均达到了
,.b

#随着主成分数增大!其方

差贡献率逐渐减小#通常主成分数大于
,.b

的累计方差贡献

率就能代表原始变量的大部分信息(

"C

)

#因此!选择前
*

个主

成分进行
PV/?

和
;V?

分析#

表
%

!

前
)

个主成分的方差贡献率和累计方差贡献率

1;C9+%

!

\;-:;./+/4.6-:CA6:4.-;6+;.@/AGA9;6:B+B;-:;./+

/4.6-:CA6:4.-;6+,4-62+,:-06,4A-

8

-:./:

8

;9/4G

8

4<

.+.6

主成分

因子数

方差贡献率*
b

累计方差贡献率*
b

\M; >MV \M; >MV

" B!'!# B@'+# B!'!# B@'+#

+ ,'*@ C'++ C*'C" C!'!B

* @'C" #'B+ ,.'@* ,.'",

! +',. "',# ,*'#* ,+'"!

'&)

!

预测模型的建立和预测结果的分析

含
\M;

和
>MV

的鸡肉提取液样本共
"*

个!随机选取
B

个样本作为训练集!以建立预测模型!剩余
@

个作为预测集!

以分析模型预测结果!预测集的数据都落在训练集的范围之

内!如表
+

所示#

表
'

!

鸡肉中
"FS

和
#FU

残留的样本统计结果

1;C9+'

!

>6;6:06:/;9-+0A9604,0;G

8

9+04,"FS;.@#FU-+0:@A+0:./2:/[+.

样本集 样本数
浓度值*$

E

J

2

_

J

j"

% 平均值*$

E

J

2

_

J

j"

% 标准偏差*$

E

J

2

_

J

j"

%

\M; >MV \M; >MV \M; >MV

训练集
B "'..

#

!!'.. "'..

#

!!'.. +"'#B +#'#B "@'!B "@'.+

预测集
@ !'..

#

*@'. !'..

#

*+'.. +.'@B "@'.. "+'+! ".'!*

!!

;V?

是一种经典的多元校正方法!以多个变量的光谱

矩阵为基础建立模型#

PV/?

是一种应用广泛的多元校正方

法!在分解光谱矩阵和浓度矩阵时!考虑了两者相互之间的

关系(

",

)

#为了评价鸡肉中
\M;

和
>MV

的残留!分别建立了

基于线性回归"

PV/?

和
;V?

算法的鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的预测模型!并进行验证!

*

种模型预测统计结果如表
*

所示#由表可见!基于线性回归的
\M;

残留预测模型的
.

+

P

$

.',C*,

%最大!比基于
PV/?

和
;V?

的
\M;

残留预测模

型的
.

+

P

分别大了
.'..#@

和
.'..@"

!表明采用线性回归算

法可以加强预测集的真实值和预测值之间的线性关系!但改

善 效果有限#基于
PV/?

的
\M;

残留预测模型的
?;/YP

$

"',*!+E

J

2

_

J

j"

%最小!

?P\

$

#'CB@#

%最大!比基于线性

回归和
;V?

的
\M;

残留预测模型的
?;/YP

分别小了

.'C.CB

和
.'."#!E

J

2

_

J

j"

!

?P\

分别大了
"'B*+@

和

.'.!@!

!表明采用
PV/?

算法可以有效的提高预测模型的准

确度和预测能力#此外!基于
;V?

的
>MV

残留预测模型的

.

+

P

$

.'C,#.

%和
?P\

$

+'#.,"

%最大!

?;/YP

$

*'C#,CE

J

2

_

J

j"

%最小!表明采用
;V?

算法可以加强预测集的真实值和

预测值之间的线性关系!改善预测模型的预测能力和准确

度#

!!

综合上述的信息得出基于
PV/?

的
\M;

残留预测模型

和基于
;V?

的
>MV

残留预测模型的综合评价更好!因此本

表
(

!

鸡肉中
"FS

和
#FU

残留的模型预测统计结果

1;C9+(

!

>6;6:06:/;9-+0A9604,

8

-+@:/6:4.G4@+94,"FS;.@#FU-+0:@A+0:./2:/[+.

评价指标
\M;

的建模算法
>MV

的建模算法

线性回归
PV/? ;V?

线性回归
PV/? ;V?

.

+

P

.',C*, .',BC* .',BBC .'CB+" .'CC*" .'C,#.

?;/YP

*$

E

J

2

_

J

j"

%

+'B!+, "',*!+ "',!,@ !'.*,+ !'"+*# *'C#,C

?P\ !'"!*, #'CB@# #'C*." +'*,BB +'*!CB +'#.,"

.B*"
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试验分别用
PV/?

和
;V?

算法建立鸡肉中
\M;

和
>MV

残

留的预测模型!检测鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的检出限均可

达
"'.E

J

2

_

J

j"

!并绘制了鸡肉中
\M;

和
>MV

残留的样

本关系图$见图
!

%#本方法能够满足鸡肉中
\M;

和
>MV

残

留快速同时检测要求!对后续研究具有一定的参考价值#

图
)

!

鸡肉中
"FS

和
#FU

残留的样本关系图

F:

5

&)

!

394604,62+-+9;6:4.02:

8

C+6E++.62+;/6A;9;.@

8

-+@:/6+@B;9A+04,"FS

;.@#FU-+0:@A+0:./2:/[+.,4-62+6-;:.:.

5

;.@

8

-+@:/6:4.0;G

8

9+0

*

!

结
!

论

!!

采用同步荧光技术结合化学计量学方法!建立了鸡肉中

\M;

和
>MV

残留快速检测的方法#试验结果表明!采用同

步荧光技术可有效的分辨出鸡肉提取液"

\M;

和
>MV

的荧

光特征峰!使鸡肉中
\M;

和
>MV

残留被同时检测!简化了

检测步骤!为鸡肉中抗生素残留的快速检测提供技术支持#
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