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表面增强拉曼光谱法快速检测猪肉中氟尼辛葡甲胺残留

张
!
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!

航!谢云飞%

江南大学食品学院!江苏 无锡
!
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摘
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要
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氟尼辛葡甲胺#

SI

$是动物专用的非甾体类消炎药!是兽医临床上最常用的消炎镇痛类药物"近年

来!随着其应用范围的扩大!其不良反应逐渐显现!其在兽肉中的残留引起了人们的重视"目前猪肉中
SI

残留的主要检测方法为色谱法,色谱质谱联用法"设备昂贵,笨重,操作复杂等缺点极大的限制了这类方法

在现场快速检测中的应用!表面增强拉曼#

(XP(

$具有指纹识别,迅速检测,便携等优势!能克服色谱技术

在现场检测中带来的不便!因而近年来被广泛应用于兽药残留的快速筛查检测"因此!为实现猪肉中
SI

的

现场快速检测!建立了猪肉中
SI

的
(XP(

检测方法"用柠檬酸钠还原氯金酸钾的方法制备金溶胶!通过单

因素实验确定在样品与金胶体积比为
*g)

!样品
A

"

为
\

!不添加促凝剂!为检测条件"用密度泛函理论计

算理论光谱!结合固体拉曼光谱!对各峰进行振动模式归属"其中
&)*M>

e*处为吡啶环,苯环摇摆!

*,̂.

和
*)&\M>

e*处均为苯环上
+

%

"

振动"之后通过优化萃取前处理方法与萃取剂的选取!建立了猪肉中
SI

的定性定量检测方法"在该方法中!

SI

在猪肉基质中的特征峰为
&)*

!

*,̂.

和
*)&\M>

e*

"选取
&)*M>

e*

作为定性定量峰!该处拉曼强度与
SI

浓度在
*

!

$.,>

6

*

E

e*内有良好的线性关系!

(

$ 为
,-CC

"对加标样

品的实际浓度进行检测!其检测限为
*>

6

*

E

e*

!回收率在
Ĉ-\*d

!

C.-\)d

!

P(Z

在
*-̂,d

!

)-),d

内"

该法稳定,快速,简单!可实现
SI

在猪肉中的现场快速筛查检测"
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氟尼辛葡甲胺#

L<720c02>:

6

<7>02:

!

SI

$

+G(

号(

#$#\*O

#̂O&

!结构式如图
*

!是唯一动物专用的非甾体类抗炎药物

#

2?2O@;:B?0H1<12;0O02L<1>>1;?B

U

HB7

6

@

!

_(GKZ@

$!由增溶剂

葡甲胺与氟尼辛以
*g*

的形式结合而成"

*CC\

年!由
Z?B12

等研产!美国
(K_XD%P

公司将其做成商品名为
D121>02:

的

注射液!用于动物疾病治疗&

*

'

"

$,,&

年
\

月
*

日!齐鲁动物

保健品有限公司独立研制并申报的
SI

被农业部批准为国家

三类新兽药&

$

'

"

!!

SI

是一种强效环氧化酶抑制剂!通过选择性抑制的环

氧化酶来阻止血栓烷素,前列腺等炎性物质的生成!从而起

到消炎,解热,镇痛的作用"临床上常用于缓解猪,马,牛的

内脏,肌肉,骨骼,乳房,子宫紊乱等引起的炎症及绞痛!以

及传染病引起的各种急性炎症的控制,犬内毒素血症的治疗

等&

)

'

"因其具有给药量小,吸收迅速,持续时间长,疗效显

著,不良反应轻等特点&

#

'

!深受兽医青睐!是目前国内外兽

医临床上消费量最大的
_(GKZ@

"近年来!随着氟尼辛葡甲

胺在兽医临床上的广泛应用!其不良反应液逐渐凸显"多表

现为胃肠道的毒副作用!如犬,猫的呕吐,腹泻和胃肠溃

疡&

.

'

"因此!建立确证有效的检测方法!对于
SI

在兽肉中

的残留检测!至关重要"

图
@

!

<1

的结构式

<.

E

A@

!

=)"'6$,&6,$"*#<1



!!

国内外文献报道中!针对肉类食品中
SI

或
S

#氟尼辛$

的检测方法主要有高效液相色谱法&

\

'

,液质联用法&

&

'

,分光

光度法&

^

'

,

K+OX<0@1

法&

C

'

"但这些方法存在设备昂贵!前处

理,检测操作复杂!不便携等缺点!因此极大地限制了其在

现场快速检测中的应用"而便携式拉曼光谱技术具有便携,

快速,指纹识别等优点!能克服上述方法带来的不便!因而

被广泛用于动物源食品中兽药残留检测"如翟晨等&

*,

'基于

(XP(

技术!以银溶胶为增强基底!建立了肝脏与肌肉组织

中沙丁胺醇的定量检测方法!其回收率分别为
C*-$d

和

C$-*d

"

(51?

等&

**

'以银溶胶为增强基底!建立了鸡鸭肉中

二硝基胺和托曲唑的
(XP(

检测方法!回收率分别为

C.-\&d

!

*,.-)Cd

和
C#-&Cd

!

CC-##d

!徐宁&

*$

'以金溶胶

为增强基底!结合
(XP(

检测与主成分分析法!建立了
(NI

模型!对鸡肉中磺胺类药物进行快速检测"

据文献调研!目前国内外均无与
SI

相关的
(XP(

检测

方法的报道"因此!本研究以金溶胶作为
(XP(

增强基底!

通过优化
SI

的检测条件与猪肉中
SI

的提取条件!建立了

猪肉中氟尼辛葡甲胺残留的
(XP(

检测方法!实现猪肉中

SI

的快速筛查检测"

*

!

实验部分

@A@

!

试剂

氟尼辛葡甲胺#

SI

!纯度
CC-&&d

!购于西弗沃实验

室$+氯金酸钾#纯度
C&-,d

$,柠檬酸三钠二水合物#纯度

CC-,d

$购于南京森贝伽生物科技有限公司+提取中所用有机

试剂均为色谱级!无机试剂均为分析纯!均购于国药集团化

学试剂有限公司"

@AB

!

设备

便携式拉曼光谱仪#

P1>3B1M:BO$,,O"(

!美国欧普图斯

公司$+磁力油浴锅#

4_+EO(

!巩义市京华仪器有限公司$+超

纯水制备仪#

Z0B:M;O/.̀ N

!

I0<<0

A

?B:

公司$"

@AC

!

金溶胶基底的制备

通过柠檬酸钠#

*d

$还原氯金酸钾#

*,>

6

*

>E

e*

$法制

备增强基底"实验所用玻璃器皿,转子均用王水泡
*$5

!之

后用超纯水冲洗六次!烘干备用+将油浴锅升温至
*$,h

+设

置磁力搅拌器参数为
.\.B

*

>02

e*

+在圆底烧瓶中加入
#&

>E

超纯水,

)>E

氯金酸钾充分混合!放入
*$, h

油浴锅

内!同时启动磁力搅拌器搅拌至沸腾+加入
$>E

还原剂!沸

腾
$,>02

+冷却备用!

#h

存放"

@AD

!

样品处理

称取
$-.

6

绞碎猪肉于离心管中!加入
$>E*,d

#

D

)

1

$

_1

$

+%

)

溶液!涡旋
$>02

混匀+加入
.>E

乙酸乙酯进行

液液萃取!涡旋
$>02

!离心+取上清溶液于另一离心管中!

残渣用
.>E

乙酸乙酯重复萃取一次"将两次上清液合并!

之后于
#,h

氮吹浓缩至
.>E

"加入乙腈
.>E

,乙腈饱和正

己烷
&-.>E

除脂质"涡旋
$>02

!离心!尽除去上层液体以

及上下层交界处薄薄的一层液体!下层液体转入另一离心

管"将下层液体重复除脂一次"将最终得到的下层清液在
#.

h

条件下氮气吹干!用
$>E

甲醇复溶!用于检测"离心条件

均为
*,,,,B

*

>02

e*

,

#h

和
*,>02

"

@AG

!

-R!-

光谱采集

在包覆锡箔纸的玻璃片上!将金溶胶与液体样品按一定

比例混匀"用激发光源为
&̂.2>

的便携式拉曼光谱仪进行

扫描!扫描功率
*.,>Y

!扫描时间
*,@

!扫描次数
.

次"每

一个样品采集
*,

张光谱图!做平均拉曼光谱"

SI

固体样品

光谱采集时!直接将
SI

粉末放在锡箔纸上进行采集!采集

条件同液体样品"

@AN

!

密度泛函理论计算

为了对
SI

的拉曼峰进行归属指认!采用密度泛函理论

#

H:2@0;

U

L72M;0?21<;5:?B

U

!

ZS3

$!模拟了
SI

的理论拉曼光

谱"操作如下(使用
Q17@@N0:].-,

软件构建
SI

分子模

型+分别对氟尼辛和葡甲胺分子进行几何构型优化!之后采

用同样的几何优化方法!将已经优化好的氟尼辛,葡甲胺分

子放在一起进行几何优化"采用
Q17@@012,C

程序进行
ZS3

计算!计算关键字为2

LB:

b

jB1>12[)<

UA

)

\O)**

6

#

H

$3"将理

论拉曼光谱图与固体拉曼光谱图对比!进行峰归属指认"

$

!

结果与讨论

BA@

!

理论计算光谱

图
$

#

1

$为
SI

在
ZS3

计算中的结构优化图!葡甲胺分

子的位置与氟尼辛中羧基位置较为接近"图
$

#

[

$为固体拉曼

光谱与理论计算拉曼光谱的比较!理论光谱矫正因子为

,-C\\

"可看理论计算谱图与固体拉曼谱图存在部分偏差!

如普通拉曼出峰位置为
#$CM>

e*

!而理论计算光谱的出峰位

置为
)C&M>

e*

"由于实际检测条件与理论计算中的理想条件

有出入!在出峰情况上!二者也存在在一定的差异!如理论

计算光谱中
$̂#

!

*,̂.M>

e*范围内有峰!而固体拉曼光谱

中没有出峰+理论计算光谱在
*.C&

!

$,,,M>

e*范围内出

峰!而固体拉曼图没有出峰"理论计算中设定物质处于真空

环境!而实际实验中
SI

以粉末存在!有分子间作用力以及

外界非真空环境的影响"

!!

结合理论计算光谱!对这些峰进行了振动归属指认"其

主要的振动模式为苯环,吡啶环变形振动!以及苯环,吡啶

环上
+

%

"

键的伸缩与摇摆运动"

#,$M>

e*主要为
+

%

_

摇

摆,

+

%

%

摇摆+

&)*M>

e*为吡啶环,苯环的面外摇摆!以及

+

%

S

摇摆+

$̂#M>

e*为葡甲胺分子上
+

%

"

摇摆+

*,̂.

!

*$,*

!

*$.*

!

*),C

!

*)&\

和
*.C&M>

e*为苯环,吡啶环上

+

%

"

摇 摆+

*),CM>

e* 处 还 表 现 为 吡 啶 环 上
+ +

##

!

##

+ _

伸缩运动"

BAB

!

检测条件优化

对样品与金胶之间的体积比进行了优化"结果如图
)

#

1

$

所示!随着金溶胶体积比增大!

&)*M>

e*处的
(XP(

信号先

增强后减弱!当样品与金溶胶的体积比为
*g)*

#

1

)

1

$时!

(XP(

增强效果最好"在此过程中!金纳米粒子上有限的活

性位点与样品浓度共同影响了
(XP(

强度"

*g)

前!活性位

点占据主导影响因素"此时随着金纳米粒子的增多!吸附的

样品分子数增多!因此
(XP(

信号逐渐增强"

*g)

时!活性

位点饱和!此时
(XP(

效果最好"

*g)

后!金溶胶对
SI

浓

\.*)

光谱学与光谱分析
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度的稀释作用逐渐占据主导地位!因此
(XP(

信号逐渐

减弱"

图
B

!

优化后的结构式#

0

$%蓝&红&灰&白&绿球分别为
I

&

?

&

S

&

O

&

<

原子*理论计算拉曼光谱与固体拉曼光谱

比较#

3

$

<.

E

AB

!

?

+

6.F.Z"F*7"&,70$'6$,&6,$07#*$F,70*#<1

#

0

$!

6)"

37,"

!

$"2

!

E

$"

4

!

9).6"

!

E

$""%30770$"I

!

?

!

S

!

O

!

<

06*F $"'

+

"&6.L"7

4

+

S*F

+

0$.'*% 3"69""% 6)"*$"6.&07

!0F0%'

+

"&6$00%2'*7.2!0F0%'

+

"&6$0

#

3

$

!!

金溶胶中!纳米粒子之间的热点距离对增强待测物信号

有很大的影响!合适的聚沉有利于缩短纳米粒子之间的热点

距离!提高增强效果"在柠檬酸钠还原氯金酸钾制备金溶胶

中!过多的柠檬酸根离子充当稳定剂!包裹在金纳米粒子周

围!进而防止金纳米粒子的过度聚沉!

A

"

的变化与促凝剂

的添加都容易破坏该静电保护层!从而影响增强效果"

SI

甲醇溶液的
A

"

为
\-.

!在调
A

"

后!从图
)

#

[

$可以

看出!

A

"

在
.

!

\

时!

&)*M>

e*处的
(XP(

信号最好!过度

调酸与调碱都会使拉曼信号减弱"促凝剂的添加!会使纳米

颗粒聚集!在增加热点的同时也增加了分析物的吸附!因此

能极大地提高
(XP(

增强效果"因此!实验选取了
_1+<

!

FK

!

_1DB

和
I

6

(%

#

四种盐溶液!探究促凝剂对
SI

的增强

效果的影响"实验结果如图
)

#

M

$所示!促凝剂加入后!

(XP(

信号并没有得到增强!反而更弱"出现该现象的可能原因是

加入促凝剂后!完全破坏了金溶胶静电平衡!使其聚沉为大

颗粒"此时比表面积减小!热点数目也减少!所以增强效果

反而减弱!甚至消失"

图
C

!

金胶体积比#

0

$&样品
+

O

#

3

$&促凝剂#

&

$

对
<1-R!-

信号的影响

<.

E

AC

!

R##"&6*#

E

*72&*77*.2L*7,F"$06.*

#

0

$!

'0F

+

7"

+

O

#

3

$

0%2&*0

E

,70%6

#

&

$

*%-R!-'.

E

%07*#<1

BAC

!

标准溶液的定性定量检测

根据上述优化结果!最终选择
*,

$

E

样品!

),

$

E

金胶!

将待测样品的
A

"

调至
\

!不加任何促凝剂作为制样条件!

功率为
*.,>Y

!积分时间
*,@

!积分次数
.

次作为检测条

件"对
,-*

!

*,,,>

6

*

E

e*

SI

甲醇溶液进行
(XP(

检测!

测试光谱如图
#

所示"

&.*)

第
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期
!!!! !! !!!

张
!

茜等(表面增强拉曼光谱法快速检测猪肉中氟尼辛葡甲胺残留



图
D

!

不同浓度
<1

甲醇溶液的
-R!-

谱图
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发现在
&)*

!

*,̂.

和
*)&\M>

e*处!当浓度低至
,-Ĉ

>

6

*

E

e*时!仍可看见微弱的峰!浓度继续低至
,-*>

6

*

E

e*时!

*)&\M>

e*处仍有极其微弱的峰出现!但是
&)*

和

*,̂.M>

e*处完全无峰"因此甲醇溶液中
SI

溶液的检测限

为
,-Ĉ >

6

*

E

e*

"分析了图中典型峰位
&)*

!

*,̂.

和
*)&\

M>

e*等处的线性拟合情况!结果如表
$

所示!在
,-Ĉ

!

*$.

>

6

*

E

e*范围内都具有良好的线性关系"

表
@

!

各波数线性拟合
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波数
(

$ 线性拟合方程
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实际样品提取方法优化

SI

易与猪肉基质结合!不利于加标后的萃取"因此!

为使
SI

与基质分离!使用强酸#

\>?<

*

E

e*

"+<

!

C,h

!

$

5

$,酶#

#

O

葡萄糖苷酸酶,常温,

.5

$将猪肉水解!再进行萃

取"结果如图
.

#

1

$所示!两组组均没出现特征峰"强酸水解,

酶解使蛋白,脂质被分解小分子物质!导致萃取后的净化难

度增大!因此在检测时基质干扰极大!无特征峰出现"考虑

到上述情况!尝试通过调节提取环境酸碱的方式来进行萃取

前处理"将
$>E*,d_1

$

+%

)

与
,-*>?<

*

E

e*

"+<

加入到

猪肉中!之后再进行萃取"实验结果如图
\

#

1

$所示!

*,d

_1

$

+%

)

组在
&)*

!

*,̂.

和
*)&\M>

e*处出现特征峰"而
,-*

>?<

*

E

e*的
"+<

处理没有出现特征峰"因此加入
*,d

_1

$

+%

)

进行萃取前处理方法"

!!

SI

易溶于水,甲醇,乙醇,乙酸乙酯等溶剂!实验比较

了这几种常用萃取剂的萃取效果"如图
.

#

[

$所示!使用乙酸

乙酯萃取时!基质干扰较少!加标组#

$,,>

6
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E

e*

SI

$在

&)*

!

*,̂.

和
*)&\M>

e*等处出现特征峰"而当萃取剂为甲

醇,乙醇时!无特征峰出现"可能原因是肉类中含有的蛋白

质会与乙醇,甲醇反应产生变性现象!导致反应产物的干扰

太大!从而无法出特征峰"而选用乙酸乙酯作为萃取剂时!

基质干扰小"因此!后续实验加入
*,d _1

$

+%

)

进行萃取前

处理!然后再用乙酸乙酯进行液液萃取"

图
G

!

萃取环境#

0

$与萃取剂#
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$的影响
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实际样品的检测

如图
\

#

1

$所示!确定
&)*

!

*,̂.

和
*)&\M>

e*为其特征

峰"选
&)*M>

e*作为定性定量峰!采用空白样本基质液加标

的方法绘制标曲"图
\

#

[

$所示!在
*

!

$.,>

6

*

E

e*内!基质

加标液的浓度与拉曼峰强之间具有良好的线性关系!其
(

$

为
,-CC

!拟合方程
"

(XP(

j#C-*)3
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f)).C-.

"通过回收率实

验预测线性拟合方程的准确性!对理论浓度分别为
$,,

!

*,,

和
.,>

6

*

E

e*的猪肉加标液进行
(XP(

检测"其平均回收率

在
Ĉ-\*d

!

C.-\)d

!

P(Z

在
*-̂,d

!

)-),d

!猪肉中的检

测限为
*>

6

*

W

6

e*

"

)

!

结
!

论

!!

通过对比
SI

甲醇溶液与甲醇溶液
(XP(

光谱图!确定

了
SI

的特征峰!并运用密度泛函理论计算!对这些峰进行

归属确认!其中
&)*M>

e*为吡啶环,苯环的面外摇摆!以及

+

%

S

摇摆!

*,̂.

和
*)&\M>

e*为苯环,吡啶环上
+

%

"

摇

摆+接着对
SI

甲醇溶液进行了半定量分析!建立了猪肉中

.̂*)

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
#$

卷



图
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实际样品出峰#
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SI

残留的
(XP(

检测方法"其在猪肉中的检测限为
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6
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W
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e*

!线性范围在
*
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$., >

6
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E

e*

!检测的回收率为

Ĉ-\*d

!

C.-\)d

!

P(Z

在
*-̂,d

!

)-),d

"本方法快速,

稳定,结果确证!适用于现场快速检测"但其检测限偏高!

不能达到国家最大残留限量的灵敏度"因此如何降低其检测

限!值得进一步研究"
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