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表面增强拉曼法快速检测猪肉中齐帕特罗残留
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齐帕特罗是一种
*

"

,

受体激动剂!也就是俗称的2瘦肉精3!经常被不法商家用于牲畜养殖!目前也

没有相关国家标准对其残留限量作出规定$该兽药进入牲畜体内以后可以改变某些营养素的代谢方式!促

进牲畜肌肉的生长!对牲畜体内的脂肪进行快速的消耗和转化!从而提高牲畜的瘦肉率$目前对该药物的检

测方法主要是液相色谱串联质谱法!该方法具有成本高昂%操作繁琐%耗时较长等缺点!表面增强拉曼光谱

法具有灵敏度高%检测速度快等优势!近年来被广泛应用于食品中有毒有害物的检测$为了实现猪肉中齐帕

特罗的快速检测!建立了一种猪肉中齐帕特罗残留的表面增强拉曼光谱快速检测方法$通过优化比较一系

列实验结果!确定样品与金胶的最佳体积比为
=n"

以及最优混匀检测时间为
F;:7

'通过对多种萃取溶剂

的比较最终确定使用乙酸乙酯为提取剂'通过密度泛函理论中
UFEZS

,

-,F==[T

"

8

#基组对齐帕特罗的理论

光谱进行计算!确定齐帕特罗的
/B>/

特征峰并进行振动归属!以
===-

!

=!!*

和
=+*F1;

X=处的特征峰作

为齐帕特罗的定量特征峰!其中
===-1;

X=是苯环面内变形振动!

=!!*1;

X=是
?

-

A

键面外摇摆振动!

=+*F1;

X=是苯环
?

-

A

键伸缩振动'在最佳实验条件下!建立了齐帕特罗标准溶液特征峰
/B>/

信号与浓

度对数的标准曲线!线性方程
+

" 值均在
.'#

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
#.'F#i

$

=.='"!i

!

>/P

值为
*'#.i

$

J'#!i

$该法方便快速%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齐帕特罗残留的快速准确测定!可为齐帕特罗的检测以及相关标准的制定提供一种新

的思路$
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齐帕特罗"

:̀&

)

6203%&

#是一种
*

"

,

受体激动剂!也就是俗

称的2瘦肉精3!结构式如图
=

所示$该药食品动物应用起源

于墨西哥!后传至中国!被广泛用于养殖业*

=

+

$饲料中添加

此类药物可使动物体内蛋白合成增加!促进脂类转化!从而

显著提高动物瘦肉比例$齐帕特罗被机体摄入后主要通过肾

脏和肝脏将其代谢排出体外!残留在体内的齐帕特罗要
J

天

以上才能被清除*

"

+

$含有此类药物残留的食品会对人体健康

产生极大危害!可能出现急性中毒%心悸%头晕等症状$鉴

于其危害性!我国禁止在畜禽养殖中使用
*

"

,

受体激动剂类

药物!但至今这类药物违法添加事件屡禁不止!今年的
F'=+

晚会再次曝光河北养殖场违法使用瘦肉精类药物!因此需要

建立相关快速检测方法对瘦肉精类药物残留进行检测$

图
$

!

齐帕特罗化学结构式
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目前国内外报道对齐帕特罗进行检测的方法多为液相色

谱串联质谱法*

F

+和酶联免疫检测法*

!

+

$液相色谱串联质谱法

灵敏度高%准确性好且适用范围广!但是相关设备昂贵%前

处理复杂%步骤繁琐且花费时间长!在现场大规模筛选中受



限严重'酶联免疫检测法可以进行特异性检测!操作简便!

但是制备困难且成本高昂!很难大规模应用$

表面增强拉曼光谱"

4L3Y610,07K67108>6;674

)

0123%41%,

)5

!

/B>/

#具有检测灵敏度高%分析速度快%成本低廉等优

点!在大规模筛选检测方面具有极大的潜力!因此该技术被

广泛用于食品中有毒有害物的快速检测$赵进辉等*

+

+基于柠

檬酸钠还原制成的金胶对鸭肉中四环素的残留进行检测!预

处理方法简单快速!鸭肉提取物中四环素的检出限可达

='=".;

M

1

E

X=

!是一种快速检测鸭肉中四环素类药物残留

的良好检测方案'

?K07

M

等*

-

+利用再氧化氧化石墨烯,金纳

米粒子对尿液中的克仑特罗进行检测!检测时间短%准确率

高!且该
/B>/

方法仅需要便携式拉曼仪器作为配套设备!

可用于现场快速筛查尿液!加强市场监测'

S07

M

等*

*

+比较不

同溶剂%不同金纳米粒子的浓度和积分时间对
/B>/

检测氯

霉素的影响!建立了可适用于多种食品中氯霉素检测的

/B>/

检测方法$

目前尚未有
/B>/

方法检测猪肉中齐帕特罗残留的报

道$本研究基于经典的柠檬酸钠还原法制成了增强效果较好

的金溶胶!然后对齐帕特罗的拉曼检测条件与实际样品提取

方法进行摸索探究!最终建立了一种对猪肉中残留的齐帕特

罗进行
/B>/

检测的方法$

=

!

实验部分

$+$

!

试剂

齐帕特罗标准品"纯度
,

#J'-i

#!柠檬酸三钠盐二水合

物"纯度
##'.i

#!均购于阿拉丁试剂公司'氯金酸钾"纯度

#*'.i

#购于南京森贝伽生物科技有限公司'碳酸钠"分析

纯#!乙酸乙酯"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$猪肉!购于京东$

王水&取
+..;E

浓硝酸缓慢倒入至
=+..;E

浓盐酸

中!在这个过程中不断搅拌使其混匀!用于清洗制备金胶的

圆底烧瓶$

齐帕特罗工作液&精确称取
.'=.

M

的齐帕特罗固体溶于

=..;E

的超纯水中!制得浓度为
=...;

M

1

E

X=的齐帕特罗

储备液$用超纯水稀释齐帕特罗储备液制得各一种低浓度的

齐帕特罗工作液$

=.i

质量分数的
(6

"

?G

F

溶液&称取
=.'.

M

(6

"

?G

F

固

体!溶于
=..;E

水!混匀$

$+B

!

设备

HB".!B

电子天平!梅特勒
,

托利多仪器有限公司'

(̀?E,T/

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
RK03;%E6<4

5

420;4

公司'

H:&&:,g

超纯水

系统!美国
H:&&:

)

%30

公司'

PAT,#.+F9

电热鼓风干燥箱!

无锡玛瑞特有限公司医疗设备厂'

U?P,-."a

冰箱!青岛海

尔股份有限公司'

S/,=.

超声波清洗器!东莞市洁康超声波

设备有限公司'

>6;R36103,"..,A/

便携式拉曼光谱仪!美国

欧普图斯'

T̀P?Z,"!

干式氮吹仪!上海梓桂仪器有限公司'

RTE,=-H

台式高速冷冻离心机!上海卢湘仪离心机仪器有

限公司'

aA,"

微型漩涡混合仪!上海沪西分析仪器厂有限

公司$

$+F

!

金溶胶制备

本研究使用金溶胶作为
/B>/

增强基底!通过经典柠檬

酸三钠还原氯金酸钾法制得$具体操作为&在事先用王水清

洗过并烘干的圆底烧瓶中加入
"F;E

超纯水与
='+;E=.

;

M

1

;E

X=氯金酸钾!搅拌混匀!放入预热好的
=".f

油浴

锅内!同时以
+..3

1

;:7

X=搅拌并保持温度恒定至溶液沸

腾'保持沸腾
+;:7

后加入
=;E=i

"质量分数#柠檬酸三钠

水溶液!继续在
=".f

下恒温搅拌
=+;:7

!得到紫红色的金

纳米溶胶!冷却至室温!

!f

冰箱中冷藏保存备用$

$+H

!

样品处理

称取
"'+

M

经绞肉机粉碎的猪肉放入
+.;E

离心管中!

依次加入
"

M

无水硫酸钠%

!;E=.i

质量分数的
(6

"

?G

F

溶

液%

=.;E

乙酸乙酯!涡旋混匀
=+;:7

$

! f ="...3

1

;:7

X=离心
=+;:7

!取上层有机层留用$乙酸乙酯重复萃取

两次并合并萃取液!

+. f

下氮吹至干!用超纯水复溶!

待测$

$+J

!

仪器参数

仪器参数为&激光光源波长
*J+7;

!激光功率
"+.;a

!

扫描时间
=.4

!扫描次数
F

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
F;:7

后进行扫

描$每个样品扫描
=+

次取平均值$

$+K

!

理论光谱计算

先使用
T6L44O:0]+'.

软件画出齐帕特罗分子结构式!

得到
T6L44:67d7

)

L2Q:&04

!然后进行理论光谱计算!首先通

过
G

)

2:;62:%7

功能对齐帕特罗分子结构式进行优化!以优化

后分子结构式作为
T6L44:67d7

)

L2Q:&04

!通过
Q30

e

L071

5

功

能
UFEZS

,

-,F==[T

"

8

#基组水平对齐帕特罗进行光谱计算!

该计算基组的校正因子为
.'#FJ.

$计算结束后得到
T6L44:,

67GL2

)

L2Q:&04

!获得理论计算拉曼光谱数据$通过理论计

算光谱与固体标准物质拉曼光谱%标准溶液
/B>/

光谱比

较!对分子特征峰进行指认$

"

!

结果与讨论

B+$

!

理论光谱

齐帕特罗优化后结构式如图
"

所示$由图可以看到!经

过校正因子校正后的理论光谱与固体光谱基本一致!其中苯

环的面内变形振动在理论光谱计算进行校正后位于
===+

1;

X=处!固体光谱位于
===-1;

X=处!

?

-

A

面外摇摆在理

论光谱计算进行校正后位于
=!#J1;

X=处!固体光谱位于

=!!*1;

X=处!可以看出两者的误差较小!在可接受范围

之内$

由于理论光谱的计算默认物质处于真空环境!实际固体

光谱是存在分子间作用力的!所以理论计算与固体光谱还是

有一定的差距!例如在
+..

$

*..1;

X=处理论计算中的较多

峰均未在固体光谱中找到$

!!J"
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图
B

!

齐帕特罗理论计算结果

"

6

#&优化后齐帕特罗分子结构式'

"

<

#&理论计算光谱与固体拉曼比较
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B+B

!

检测条件优化

在检测过程中发现!金胶与待测样品的体积比%混匀时

间都会对
/B>/

强度有较大的影响!因此对这两个条件进行

了优化!结果如图
F

所示$由图
F

可以发现!随着金胶体积

的增加!拉曼强度先增强后减弱!当待测样品与金胶的体积

比为
=n"

时!

/B>/

增强因子最大!增强效果最好$这是因

为当金纳米颗粒占比较低时!没有足够多的目标物分子被吸

附到金纳米颗粒表面!导致目标物产生的表面增强信号不

足$当金纳米颗粒占比过高时!多余的金纳米反而会阻碍激

光对吸附在金纳米表面的目标分子的拉曼散射信号表达!使

得增强效果变差*

J

+

$在待测样品与金胶的体积比
=n"

时最

有利于金纳米粒子吸附齐帕特罗分子形成单分子吸附层状

态!增强效果较好$同时发现!在金胶刚与齐帕特罗分子混

合后!其拉曼强度并不是一成不变!而是先增强再趋于稳

定!这是因为齐帕特罗与金纳米粒子结合生成2热点3需要一

定时间!而2热点3对信号影响极大!实验表明
F;:7

后!齐

帕特罗的信号强度基本保持不变!因此后续实验中取最优测

量时间为
F;:7

$

B+F

!

齐帕特罗的检测

将固体光谱%高斯计算光谱%超纯水光谱与齐帕特罗标

准溶液中的光谱进行比较!发现
===-

!

=!!*

和
=+*F1;

X=

这
F

个位置的峰在固体%标液与计算光谱中均有出峰且拉曼

信号较强!因此将这
F

个峰作为齐帕特罗
/B>/

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

以及相关文献报道对这
F

个特征峰进行归属!

===-1;

X=为

苯环面内变形振动*

#

+

!

=!!*1;

X=为
?

-

A

面外摇摆振动!

=+*F1;

X=为苯环
?

-

A

伸缩振动$

图
F

!

不同检测条件下特征峰
$$$K->

`$处
5WE5

峰强情况

"

6

#&金胶体积比优化'"

<

#&混匀时间优化
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'
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图
H

!

齐帕特罗不同浓度水溶液
5WE5

光谱

=

-

?

分别为固体!水!

=

!

+

!

=.

!

"+

!

+.

!

=..;

M

1

E

X=溶液

34
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+H

!
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(

7-',%/8=4887,7:'-/:-7:',%'4/:)

/8Y4A

(

%'7,/A4:%

G

67/6))/A6'4/:)

=

-

?6304%&:8

!

]6203

!

=

!

+

!

=.

!

"+

!

+.

!

=..;

M

1

E

X=

4%&L2:%74

!!

在确定好的最优条件下对
=

$

=..;

M

1

E

X=的齐帕特罗

+!J"
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董祥辉等&表面增强拉曼法快速检测猪肉中齐帕特罗残留



标准溶液进行拉曼检测$我们发现在
=;

M

1

E

X=时
===-

!

=!!*

和
=+*F1;

X=这
F

个位置的峰依旧清晰可见!当浓度再

下降时!无法观测到相应特征峰!因此可得
/B>/

检测齐帕

特罗的检测限可
=;

M

1

E

X=

$

对
===-

!

=!!*

和
=+*F1;

X=这
F

个位置的峰的
/B>/

强度与浓度关系进行研究!发现特征峰的
/B>/

强度与浓度

的对数值存在一定的线性关系!如图
+

所示!以浓度对数值

与
/B>/

特征峰强度进行拟合!线性拟合方程
+

" 值均在
.'#

以上$

图
J

!

峰强与浓度线性关系图
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实际样品的检测

猪肉是一种复杂的食品基质!其含有的蛋白质%脂肪等

成分对拉曼信号的干扰十分严重*

=.

+

!蛋白质%脂肪等物质与

金溶胶结合后!会影响到目标物分子与金纳米颗粒的结合!

从而使目标物特征峰信号减弱甚至被掩盖!因此需要对前处

理方法进行优化$

齐帕特罗在弱碱性条件下更容易溶解到有机溶剂中*

F
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!

因此提取过程中加入了一定量的碳酸钠溶液$在提取溶剂的

选取过程中!首先使用了乙腈与异丙醇混合液"

!n=

#对目标

物进行提取!发现目标物特征峰被完全掩盖!图谱中
=.".

$

==F.

与
=!..

$

=+..1;

X=处的峰应该是猪肉中未除尽脂类

的峰*

==

+

!于是在乙腈提取后再加入正己烷进行除脂!
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==F.

与
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X=处的脂类峰强度有所下降!但

图
K

!

不同提取溶剂对比
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分别为固体!乙腈与异丙醇混合液"

!n=

#提取空白基质!乙腈

与异丙醇混合液"

!n=

#加标提取!乙腈正己烷提取空白基质!乙腈

正己烷加标提取!乙酸乙酯提取空白基质!乙酸乙酯加标提取
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目标物的特征峰信号强度仍然很弱!最后确定使用乙酸乙酯

进行两次萃取!由图
-

可以发现乙酸乙酯提取效果最好!杂

质的峰基本不会干扰目标物$
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回收率的确定

为了考察
/B>/

技术检测猪肉提取液中齐帕特罗残留量

的可靠性!利用所得标准工作曲线方程!对不同加标浓度齐

帕特罗样本进行预测$考察结果如表
=

所示$

表
$

!

回收率和精密度确定结果
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添加水平,
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平均测定值,
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平均

回收率,
i

变异

系数,
i
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"'.. ='J- #F'=- *'#.

".'.. =J'.J #.'F# J'#!
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选择
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和
".;
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@

M

X=为加标浓度进行加标实验!结

果得到预测样本中齐帕特罗的平均加标回收率为
#.'F#i

$

=.='"!i

!

>/P

值为
*'#.i

$

J'#!i

!说明采用该方法检测

猪肉中齐帕特罗残留量准确度高!精确性好!可以用于猪肉

中齐帕特罗残留的快速检测$

F

!

结
!

论

!!

对猪肉中齐帕特罗残留的
/B>/

检测方法进行了研究!

确定了拉曼检测金胶与齐帕特罗的混合体积比以及混匀时

间!同时对多种提取溶剂进行比较!最终确定了乙酸乙酯为

提取溶剂$在最佳检测条件下!在齐帕特罗特征峰
/B>/

强

度与浓度对数值"
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$

=..;

M

1

E

X=

#之间建立了良好的线性

关系!线性方程
+

" 值均在
.'#

以上$对样品进行加标实验!

平均 回 收 率
#.'F#i

$

=.='"!i

!

>/P

值 为
*'#.i

$

J'#!i

$这说明可以用该
/B>/

方法进行大规模现场筛查!

从而达到对齐帕特罗残留量进行监控的作用$
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