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　　摘要：依据稀土离子Ｌａ３＋能够增强四环素紫外吸收强度的原理，建立一种四环素残留快速检测方法。水产品中
的四环素残留用 ＥＤＴＡ－ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲液提取，提取液用 ＨＬＢ固相萃取小柱净化；甲醇洗脱液氮吹浓缩至干后的残
渣用１ｍＬ混合溶液（ＶＬａ３＋溶液∶ＶＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液∶Ｖ水 ＝１∶１∶８）溶解，摇匀，于室温下静止反应３０ｍｉｎ，最后将样液置于微

量比色皿中在３９０ｎｍ处测定吸光度，并换算出抗生素残留浓度。结果表明，所建立的方法具有较好的灵敏度、准确度
和精密度，可在水产养殖地或超市等现场推广应用。
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　　水产养殖业近年来在我国发展迅速，但抗生素残留问题
是影响水产养殖业健康发展的瓶颈因素之一［１］。建立有效

的残留检测技术体系是对抗生素残留问题进行有效控制的前

提与基础。现有的抗生素残留检测方法主要有２类：一类是
基于ＨＰＬＣ等精密仪器的标准检测方法［２－３］，但这类方法所

用的仪器设备价格昂贵，也不便于现场操作；另一类是基于微

生物抑制［４－５］或酶联免疫反应［６］的简便方法，但是微生物抑

制法耗时较长，酶联免疫检测法的关键试剂（抗体）制备较困

难。因此，建立简便有效的抗生素残留检测方法成为一项被

广泛关注且具有较大现实意义和应用价值的研究工作［７］。

因此，本研究选取水产养殖中较常用的四环素为对象，依据稀

土元素能够增强四环素紫外吸收强度的原理［８］，结合对鱼肉

组织样品前处理方案的探讨，建立一种简便有效、可在现场进

行操作的四环素残留检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
新鲜的鲫鱼（经标准检测方法测定无四环素残留），购自

湖南省常德市某农贸市场；四环素标准品，购自德国Ｄｒ公司；
９９％ Ｌａ２Ｏ３，购自江西省赣州市科明锐有色金属材料有限公
司；色谱甲醇，购自默克公司；其他试剂均为分析纯；试验用水

均为超纯水。

１．２　仪器与设备
ＵＶ－１７５０紫外 －可见分光光度仪（日本岛津公司），

ＴＤＬ－４０Ｂ低速离心机，ＭＴＮ－２８００Ｄ氮吹仪，匀浆机，ＨＬＢ
固相萃取小柱，微型比色皿，其他常规玻璃器皿。

１．３　方法
１．３．１　主要试剂的配制

１．３．１．１　四环素标准母液　精确称取２ｍｇ四环素，加水完
全溶解，定容至１００ｍＬ，配制成２０μｇ／ｍＬ四环素母液，置于
冰箱保存备用。

１．３．１．２　ＥＤＴＡ－ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲溶液　称取一定量的
Ｎａ２ＥＤＴＡ、Ｎａ２ＨＰＯ４和柠檬酸，分别配制成０．１、０．２、０．４ｍｏｌ／Ｌ
的溶液。按照３∶２的体积比混合 Ｎａ２ＨＰＯ４和柠檬酸，配制
成ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲液。将 ０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ溶液与 ＭｃＩｌｖａｉｎｅ
缓冲液按照１∶１的体积比混合，配制成ＥＤＴＡ－ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓
冲溶液（混合后ｐＨ值约为４）。
１．３．１．３　Ｌａ３＋溶液　称取０．１６３ｇＬａ２Ｏ３，溶于少量浓 ＨＣｌ
中，小心蒸发近干，加水定容至１００ｍＬ，配制成 １０ｍｍｏｌ／Ｌ储
备液，保存于冰箱，使用时稀释至１ｍｍｏｌ／Ｌ。
１．３．１．４　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液　将５０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ溶
液和３８．５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液混合，定容至 １００ｍＬ，此时
ｐＨ值约为７．６。
１．３．２　稀土离子Ｌａ３＋对四环素紫外吸收特性的影响　取２
份１ｍＬ四环素母液分别加入到２５ｍＬ容量瓶中，其中一份依
次加入２．５ｍＬ１ｍｍｏｌ／ＬＬａ３＋溶液和２．５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲
溶液，再加水定容；另一份则加入２．５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶
液，再加水定容；室温静置３０ｍｉｎ后，在２００～４５０ｎｍ波长范
围内进行光谱扫描。

１．３．３　四环素浓度与紫外吸收强度的线性相关性　取不同
量的四环素母液于 ２５ｍＬ容量瓶中，再依次加入 ２．５ｍＬ
１ｍｍｏｌ／ＬＬａ３＋溶液和２．５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，最后加水
定容，使体系中四环素浓度分别为 ０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、
２０、４．０、６．０、８．０、１０．０μｇ／ｍＬ。室温静置３０ｍｉｎ后测定紫
外吸光度，并分析四环素浓度与紫外吸光度的相关性。

１．３．４　鱼肉组织中四环素残留检测过程
１．３．４．１　称样提取　将新鲜的鲫鱼洗净，去鳞去皮，除去内
脏，剔除鱼骨，将鱼肉置于匀浆机内打碎、拌匀，除去绞不碎的

物质。称取５．００ｇ鱼肉组织于 １５ｍＬ塑料离心管中，加入
４ｍＬＥＤＴＡ－ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲液均质提取，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液；鱼肉组织继续用缓冲液提取２次，每次提取
３ｍＬ，并将３次提取液合并。
１．３．４．２　净化浓缩　将提取液以１滴／ｓ的速度通过预先经
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５ｍＬ甲醇和５ｍＬ水活化的ＨＬＢ固相萃取小柱，待上清液完
全流出后，依次用５ｍＬ水和５ｍＬ甲醇与水的混合液（体积
比为５∶９５）淋洗；弃去全部流出液，用１０ｍＬ甲醇洗脱，并收
集洗脱液于洁净干燥的离心管中；最后将洗脱液在４０℃下用
氮吹仪浓缩至干。

１．３．４．３　溶解测定　于上述离心管中加入 １ｍＬ混合液
（ＶＬａ３＋溶液∶ＶＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液∶Ｖ水 ＝１∶１∶８）溶解，摇匀，于室温下
静置反应３０ｍｉｎ，测定其吸光度。
１．３．５　检测方法的灵敏度、准确度和精确度评价
１．３．５．１　灵敏度评价　将５份空白鱼肉组织（５ｇ／份）按照
“１３４”所述方法进行处理和吸光度测定，并计算相对标准
差，以吸光度为３倍标准差时所对应的四环素残留浓度为方
法的检出限。

１．３．５．２　准确度评价　取３份鱼肉组织（５ｇ／份），通过添加
四环素标准液制备成浓度分别为０．４、０．８、１．２μｇ／ｇ模拟样
品，静置２ｈ后，按“１．３．４”节进行处理和测定，并计算加标回
收率。

１．３．５．３　精确度评价　取３份鱼肉组织（５ｇ／份），通过添加
四环素标准液制备成浓度为０．８μｇ／ｇ模拟样品，静置２ｈ后，
按“１．３．４”进行处理和计算，并计算变异系数。

２　结果与分析

２．１　稀土离子Ｌａ３＋对四环素紫外吸收特性的影响
通过对照试验分析了 Ｌａ３＋对四环素紫外吸收特性的影

响，结果如图１所示。由图１可知，四环素与稀土离子Ｌａ３＋作
用后，其紫外吸收特性发生明显改变。一方面最大吸收峰的

位置由３５０ｎｍ移至３９０～３９２ｎｍ，并且峰型呈“平台”状；另
一方面最大吸收峰处的吸光度明显增大。其原因在于，四环

素分子具有一定的共轭体系，其本身在３５０ｎｍ附近的紫外区
有１个弱的吸收带，当它与稀土离子反应形成络合物后，在配
位场的作用下，在吸光度增加的同时，其电子迁跃的激发能减

弱，吸收带红移到３９０ｎｍ处。Ｌａ３＋对四环素紫外吸收特性的
改变有利于四环素残留定量检测方法的建立，“平台”状峰型

有利于提高检测的稳定性；而吸光度的增加则有利于提高检

测灵敏度。

２．２　四环素浓度与紫外吸收强度的线性相关性
在确定了Ｌａ３＋对四环素紫外吸收特性影响的基础上，试

验进一步分析了四环素浓度在０．２～１０．０μｇ／ｍＬ范围内变
化时，待测物浓度与吸光度之间的相关性，结果如图２所示。
由图２可知，随着检测体系中四环素浓度的增大，其最大吸收

峰处的吸光度逐渐增大，对数据作进一步回归分析后发现，二

者呈良好的线性关系。说明四环素浓度与紫外吸光度的关系

符合“朗伯比尔定律”，该体系可用于四环素残留的定量检

测；经计算，最大吸收峰处（３９０ｎｍ）的摩尔吸光系数（ε）为
１４４００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）。

２．３　鱼肉组织中四环素残留浓度的测定效果
实际样品中的残留检测效果除了与最终的测定方法相关

外，还与样品的前处理方法密切相关。本研究制备了不同四

环素残留浓度的模拟样品，按“１．３．４”所述的样品处理方案
处理后进行吸光度测定，将四环素残留浓度与相应吸光度进

行回归分析，结果如图３所示。由图３可知，鱼肉组织中四环
素残留浓度与样品吸光度也呈良好的相关性，说明可以利用

该方法进行四环素残留检测。

２．４　检测方法的灵敏度、准确度和精密度评价
按照上述方法，对５份空白鱼肉组织进行测定，其吸光度

为０．００７８±０．００３４，以３倍标准差（即０．０１０２）带入“２．３”
中的回归方程，求得该检测方法的最低检测限为０．０９５μｇ／ｇ。
对３份添加浓度分别为０．４、０．８、１．２μｇ／ｇ模拟样品进行测
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
定，测得回收率在８０％～１１０％之间，说明该检测方法的准确
性良好。对添加浓度为０．８μｇ／ｇ的３份模拟样品进行测定，
其添加回收率稳定，相对标准差为３．０９％，说明该方法精密
度较高。

３　结论与讨论

利用紫外－可见分光光度法进行定量分析具有操作简便
的特点，但是其检测灵敏度通常难以满足药物残留检测的要

求。本研究从检测方法本身和配套前处理方案２个方面考
虑，以提高检测效果。在检测方法上，通过在检测体系中引入

稀土离子Ｌａ３＋，使四环素的紫外吸光度增大，进而提高检测
灵敏度。在样品前处理方案方面，通过对提取液进行净化以

消除基质干扰，提高检测稳定性；利用空白基质液配置标准物

质进而制作标准曲线，以提高检测的准确性；对提取液进行浓

缩（配合使用微量比色皿）进一步提高检测的灵敏度。本研

究所建立方法的最低检出限为０．０９５μｇ／ｇ，虽然与ＨＰＬＣ、ＧＣ
等方法的灵敏度仍有较大差距，但低于我国相关法规规定的

水产品中四环素最大残留限量（０．１μｇ／ｇ）［９］，说明该方法能
够满足作为现场初筛（阴性／阳性判别）手段的要求。
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　　摘要：鲜切果蔬以新鲜、营养、方便等特点日益受到消费者的青睐，但是，高品质必然伴随着安全性的考量，鲜切果
蔬极易出现质量安全问题如微生物污染、酶促褐变等。根据鲜切果蔬的特性，对其从原辅料采购到成品销售全过程中

可能存在的潜在危害进行分析，确立关键控制点，并制订了相关的监控程序和纠偏措施。
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　　鲜切果蔬（ｆｒｅｓｈ－ｃｕｔｆｒｕｉｔｓａｎｄｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ）作为一种新兴
的食品工业产品，２０世纪５０年代起源于美国，２０世纪８０年
代后，在加拿大、欧洲和日本等国家相继得到了迅速发展。鲜

切果蔬又名半加工果蔬（ｐａｒｔｉａｌｌｙｐｒｏｃｅｓｓｅｄ）、轻加工果蔬
（ｌｉｇｈｔｌｙｐｒｏｃｅｓｓｅｄ），国际鲜切产业协会（ＩＦＰＡ）把鲜切产品定
义为：新鲜水果或蔬菜经过修整、去皮并切割成１００％可利用
的产品，这些产品采用袋装或预先包装，为消费者提供高营

养、方便和良好风味的新鲜产品［１］。近年来，随着我国现代

生活节奏的加快和生活水平的提高，以及人们对自身健康的

关注，传统的果蔬加工食品如罐头、蜜饯等，因缺乏果蔬加工

原有的新鲜度开始被消费者冷落，而自然、新鲜、营养、方便的

鲜切果蔬日益受到消费者的青睐。

高品质必然伴随着高风险，为了更好地保障鲜切果蔬的

安全性，在鲜切果蔬加工工艺中越来越广泛应用 ＨＡＣＣＰ管
理体系（ｈａｚａｒｄａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｒｉｔｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｐｏｉｎｔ），其作用也越
来越显著。ＨＡＣＣＰ称为“危害分析与关键控制点”，是国际
食品法典委员会在１９９７年公布的食品安全卫生管理规则。
ＨＡＣＣＰ体系是一种以科学为依据，旨在防止食物中毒或其他
食源性疾病的发生，确保食品安全的系统性加工过程控制系

统［２］，它对食品原料的种植、养殖到最终消费的整个过程中

可能造成污染的各种危害因素进行系统、全面的分析，并在此

基础上，确定可以有效预防、减轻或消除各种造成食品污染的

“关键控制点”，进而对这些“关键控制点”进行控制，同时监

测效果以随时校正控制方法。ＨＡＣＣＰ体系是一种对食品安
全危害予以鉴别、评价和控制的系统方法，是一个保证食品安
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