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　　摘要：通过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验，建立一种乙腈－无机盐－水双水相萃取－高效液相色谱法检测高效氯氰菊酯
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时间３ｍｉｎ，氯化钠 ∶样品溶液＝１ｇ∶１ｍＬ。在最佳萃取条件下，对生物降解体系中浓度分别为１０、１００ｍｇ／Ｌ的底物
和降解产物平均回收率为９４．６％～９８．３％，变异系数为２．１％～３．４％。该方法可以同时检测生物降解过程中高效氯
氰菊酯及其降解产物３－苯氧基苯甲醛与３－苯氧基苯甲酸，操作简单，结果准确。
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　　拟除虫菊酯类农药是一种广谱、高效的杀虫剂，由于其广
泛使用而导致环境中存在大量残留［１－２］。研究表明，拟除虫

菊酯残留会危害哺乳动物和人类的健康，具有潜在的致癌性、

生殖毒性、神经毒性以及引发急性中毒［３－５］。同时，高效氯氰

菊酯、溴氰菊酯、甲氰菊酯等多种拟除虫菊酯的降解中间产物

３－苯氧基苯甲酸也具有生殖毒性，在土壤中迁移性比母体化
合物更强，对环境更具危害。

生物修复在降解和消除农药残留方面具有安全、高效等

特点，是治理农药环境污染的有效途径。利用微生物及其产

生的降解酶来消除农药污染已成为目前研究的热点，而对降

解体系中农药及其降解产物的检测是此类研究的基础。目

前，拟除虫菊酯类农药常用的检测方法为有机溶剂萃取 －气
相色谱或者高效液相色谱法。气相色谱法具有灵敏度高、分

析速度快等优点，但是不能对不易气化或受热易分解的农药

进行检测，对３－苯氧基苯甲酸等酸性降解产物的检测通常
需要衍生化。高效液相色谱法可以检测分子量较大、极性强

与离子型的农药，具有检测效率高、灵敏度高、速度快和操作

自动化程度高等优点，是农药残留分析的重要方法。通常农

药萃取采用乙酸乙酯、环己烷等为萃取剂的液液萃取法，虽然

这些溶剂对残留农药及降解产物有较好的溶解性，萃取回收

率高，但采用高效液相色谱法检测时往往会出现溶剂峰的干

扰，需要氮吹或其他净化处理，操作复杂，增大了试验误差。

双水相萃取法（ａｑｕｅｏｕｓｔｗｏ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）是根据亲
水性高分子聚合物或有机溶剂与无机盐在水溶液中超过一定

浓度后可以形成两相，利用目标物在两相溶液中分配系数不

同而进行分离的方法［６］，具有条件温和、价廉、溶剂消耗较少

等优点，在生物物质萃取及金属离子分离测定中得到广泛应

用［７］，如贾风燕等使用双水相萃取 －高效液相色谱法检测鱼
肉样品中 ６种拟除虫菊酯类农药，回收率为 ８１．１％ ～
９６４％［８］。乙腈是高效液相色谱常用的流动相，采用乙腈 －
无机盐水双水相萃取，可以避免高效液相色谱检测中溶剂峰

对拟除虫菊酯及其降解产物峰的干扰，简化净化步骤，有利于

检测分析。目前，有关拟除虫菊酯类农药的双水相萃取的报

道还比较少。本研究通过建立一种乙腈－无机盐－水双水相
萃取体系用于高效氯氰菊酯生物降解体系中底物及代谢产物

的检测，以期对其他拟除虫菊酯类农药的检测具有借鉴意义。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＧＦ３１，由中国微

生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心 （ＣＧＭＣＣ）保藏，
登记入册编号 ＣＧＭＣＣＮｏ．７１７３；９５．８％高效氯氰菊酯标准
品，由广西田园生物有限公司提供；９７．０％ ３－苯氧基苯甲醛
与９９．０％ ３－苯氧基苯甲酸分别购于 Ｊ＆ＫｃｈｅｍｉｃａｌＬＴＤ与
ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ；乙腈色谱纯，购于Ｆｉｓｈｅｒ公司；其他常用药品，
购于西陇化工股份有限公司。

１．２　仪器与设备
ＵＬＴＩＭＡＴＥ３０００高效液相色谱仪，配有紫外检测器，美

国热电集团生产；ＬＤＺ４－１．２离心机，北京众益中和生物技术
有限公司生产；ＥＰ２１４Ｃ分析天平，梅特勒 －托利多仪器有限
公司生产；Ｈ－１微型漩涡混合器，上海精科实业有限
公司生产。

１．３　溶液配制与胞外酶制备
２０ｇ／Ｌ高效氯氰菊酯贮备液的制备：准确称取 ０２０５８ｇ

高效氯氰菊酯原药，精确至 ０．２ｍｇ，用乙腈定容至 １０ｍＬ；
２ｇ／Ｌ３－苯氧基苯甲酸贮备液的制备：准确称取 ００２０２ｇ
３－苯氧基苯甲酸原药，精确至０．２ｍｇ，用乙腈定容至１０ｍＬ；
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２ｇ／Ｌ３－苯氧基苯甲醛贮备液的制备：准确称取０．０２０６ｇ
３－苯氧基苯甲醛原药，精确至０．２ｍｇ，用乙腈定容至１０ｍＬ；
０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液的制备：称取 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
７．１６９ｇ、ＫＨ２ＰＯ４２．７２ｇ，用蒸馏水溶解并定容至１Ｌ，ｐＨ值调
节至７．０；无机盐培养基（ＭＳ）：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４
０．５ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ１．０ｇ，蒸馏水溶解并定容至１Ｌ，ｐＨ
值调至７．０；牛肉膏蛋白胨培养基：蛋白胨 １０．０ｇ、牛肉膏
５．０ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ，使用蒸馏水溶解并定容至１Ｌ，ｐＨ值调节
至７．０。培养基在１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ。胞外粗酶液的
制备：将牛肉膏蛋白胨培养基装于 ２５０ｍＬ锥形瓶中，每瓶装
液量为 ３０ｍＬ，１２０℃灭菌 ３０ｍｉｎ；接入菌种，在 ３０℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养１８ｈ；将发酵培养液用低温冷冻离心机
在４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上层清液，经０４５μｍ滤
膜过滤，再用Ｍｉｌｉｐｏｒｅ１０ｋＤａ超滤膜超滤获得超滤截留液，即
为胞外粗酶液。

１．４　双水相萃取方法
将高效氯氰菊酯贮备液用无机盐培养基（ＭＳ）稀释为

５０ｍｇ／Ｌ；取１ｍＬ溶液，加入０．１ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ盐酸酸化；加入
一定量乙腈，涡旋振荡一定时间，再加入一定量的ＮａＣｌ振荡，
以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层液，通过０．２２μｍ有机相
膜过滤后进行高效液相色谱分析。高效氯氰菊酯回收率

（Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，Ｒ）计算公式为：Ｒ＝ＡＣｕ／Ｃ０，其中，Ａ为稀释倍
数，Ｃｕ为上相溶液中高效氯氰菊酯的量，Ｃ０为初始加入的高
效氯氰菊酯的量。３－苯氧基苯甲醛与３－苯氧基苯甲酸双
水相萃取方法及回收率计算方法同上。

１．５　降解体系中高效氯氰菊酯及其降解产物检测
将菌体ＧＦ３１接种于含有５０ｍｇ／Ｌ高效氯氰菊酯的无机

盐培养基中，一定条件下降解３ｄ，取样经双水相萃取后进行
高效液相色谱法检测。将胞外酶加入到含有５０ｍｇ／Ｌ高效氯
氰菊酯的磷酸盐缓冲溶液中，一定条件下降解４８ｈ，取样经双
水相萃取后进行高效液相色谱法检测。

１．６　高效液相色谱检测
检测条件：色谱柱 ＡＱＵＡＳＩＬＣ１８（４．６×２５０ｍｍ×５μｍ）

柱，紫外检测器波长为２３５ｎｍ，流动相为乙腈 ∶水 ＝８５∶１５
（体积比，下同），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，温度３０℃，进样量２０μＬ，
采用自动进样器控制。采用外标法定量，高效氯氰菊酯标准

曲线回归方程为ｙ＝０．６７８ｘ＋０．４８９，ｒ２＝０．９９９７，其中，ｙ为
高效氯氰菊酯总峰面积，ｍＡＵ／ｍｉｎ，ｘ为高效氯氰菊酯进样浓
度，ｍｇ／Ｌ。３－苯氧基苯甲酸标准曲线回归方程为ｙ＝１．１２１ｘ－
０．１６９，ｒ２＝０．９９９５，其中，ｙ为 ３－苯氧基苯甲酸峰面积，
ｍＡＵ／ｍｉｎ；ｘ为３－苯氧基苯甲酸进样浓度，ｍｇ／Ｌ。３－苯氧基
苯甲醛标准曲线回归方程为ｙ＝２．５１４ｘ－０．１３７，ｒ２＝０９９９３，
其中，ｙ为３－苯氧基苯甲醛峰面积，ｍＡＵ／ｍｉｎ；ｘ为３－苯氧基
苯甲醛进样浓度，ｍｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　双水相萃取优化试验方案设计
试验选取可能影响高效氯氰菊酯萃取的３个因素进行

Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验，３个因素分别为乙腈（Ａ）、振荡时间
（Ｂ）和氯化钠量（Ｃ），每个因素选取高水平 １和低水平 －１
（表１），以高效氯氰菊酯回收率为响应值（表２），利用 Ｍｉｎｉｔ

ａｂｌｅ软件对试验结果进行分析，得出各因素的 ｔ值和可信度
水平。由表３、图１、图２可见，乙腈加入量对萃取有显著影
响，乙腈加入量越少，萃取回收率越高，当乙腈 ∶样品溶液 ＝
１∶１时，高效氯氰菊酯回收率最高，达到９８．０％；当乙腈 ∶样
品溶液＝５∶１时，回收率仅为８４．４％。其他２个因素对试验
没有显著影响。因此，采用乙腈 ∶样品溶液＝１∶１、振荡时间
３ｍｉｎ、氯化钠 ∶样品溶液 ＝１ｇ∶１ｍＬ为乙腈 －氯化钠 －水
双水相萃取高效氯氰菊酯的最优条件。

表１　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验因素水平及编码

水平
Ａ：乙腈与样品溶液比

（ｍＬ∶ｍＬ）
Ｂ：振荡时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：氯化钠量与样品
溶液比（ｇ∶ｍＬ）

－１ ２∶１ ３ １∶１
１ ５∶１ ５ ２∶１

表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验方案与结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ 回收率

（％）
１ －１ １ －１ ９３．２１
２ １ －１ １ ９０．９８
３ －１ －１ －１ ９２．６４
４ －１ １ １ ９６．０５
５ １ －１ １ ９０．９８
６ １ １ １ ９０．８３
７ １ １ －１ ８８．６３
８ －１ －１ １ ９３．７０
９ －１ １ １ ９０．０３
１０ －１ －１ －１ ９６．０５
１１ １ －１ －１ ９２．６４
１２ １ １ －１ ８８．６３

表３　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验分析

因素 效应 系数 系数标准误 ｔ值 Ｐ值
常量 ９２．０２９ ０．５６０８ １６４．１ ０．０００
Ａ －３．１６４ －１．５８２ ０．５６０８ －２．８２ ０．０２２
Ｂ －１．６００ －０．８００ ０．５６０８ －１．４３ ０．１９２
Ｃ ０．１２７ ０．０６４ ０．５６０８ ０．１１ ０．９１２

２．２　回收率的测定
高效氯氰菊酯生物降解体系分别为菌体降解体系与酶降

解体系，菌体降解在无机盐培养基中进行，酶降解在磷酸缓冲

溶液中进行，分别考察无机盐培养基和磷酸缓冲溶液中高效

氯氰菊酯及其降解产物３－苯氧基苯甲酸和３－苯氧基苯甲
醛的双水相萃取法效果。由表４可见，对１０、１００ｍｇ／Ｌ高效
氯氰菊酯、３－苯氧基苯甲酸和３－苯氧基苯甲醛的平均回收
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率为９４．６％～９８．３％、变异系数为２．１％～３．４％。有文献报
道，平均回收率为９０％～９６％、变异系数为１．１％～３９％，即

认为检测方法比较精确［９］。因此，本试验方法可精确定量测

定高效氯氰菊酯、３－苯氧基苯甲酸和３－苯氧基苯甲醛。
２．３　降解体系中高效氯氰菊酯及其降解产物的检测

由图３可见，高效氯氰菊酯、３－苯氧基苯甲酸和３－苯
氧基苯甲醛标准品在１２ｍｉｎ内可以实现完全分离，符合分析
要求。根据标准曲线，在实际酶降解体系中，可以同时定量检

测底物高效氯氰菊酯与其降解产物 ３－苯氧基苯甲酸与
３－苯氧基苯甲醛（图４）。同理，菌降解体系中各物质也可
以定量检测（图５），但是仅检测到３－苯氧基苯甲酸，未检测
到３－苯氧基苯甲醛，这可能是因为降解产生的３－苯氧基苯
甲醛被菌体迅速转化为３－苯氧基苯甲酸。Ｔａｌｌｕｒ等发现，微
球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）ＣＰＮ１可以把３－苯氧基苯甲醛转化为
３－苯氧基苯甲酸［１０］，这与本试验结论一致。

表４　双水相萃取高效氯氰菊酯、３－苯氧基苯甲酸和３－苯氧基苯甲醛的回收率

体系 目标物质
初始浓度

（ｍｇ／Ｌ）
回收率（％）

样品１ 样品２ 样品３ 样品４ 样品５ 样品６ 样品７ 平均

变异系数

（％）
无机盐培养基 高效氯氰菊酯 １０ ９８．３ １０１．２ ９４．５ ９９．５ ９５．８ ９６．４ ９３．２ ９７．０ ２．９

１００ ９６．５ ９８．４ ９１．８ ９３．７ ９５．６ ９２．８ ９３．３ ９４．６ ２．５
３－苯氧基苯甲酸 １０ ９６．５ ９７．８ ９３．２ ９９．９ ９２．４ ９８．１ ９５．６ ９６．２ ２．８

１００ ９４．５ ９６．７ ９３．１ ９７．３ ９４．５ ９８．７ ９２．３ ９５．３ ２．６
３－苯氧基苯甲醛 １０ ９３．５ ９６．７ ９５．５ ９８．１ ９６．４ ９５．１ ９９．７ ９６．４ ２．１

１００ ９８．９ ９５．４ ９５．３ ９７．１ ９３ ９８．２ ９２．３ ９５．７ ２．６
磷酸盐缓冲溶液 高效氯氰菊酯 １０ ９８．１ ９９．５ １０３．２ ９５．３ ９５．４ ９７．１ ９２．９ ９７．４ ３．４

１００ ９３．２ ９２．３ ９６．９ ９８．３ ９６．７ ９３．１ ９８．４ ９５．６ ２．７
３－苯氧基苯甲酸 １０ ９７．６ ９６．４ １０２．１ ９４ ９５．４ ９４．２ ９３．６ ９６．２ ３．１

１００ ９６．８ ９８．５ ９２．４ ９４．３ ９３．１ ９５．２ ９３．６ ９４．８ ２．２
３－苯氧基苯甲醛 １０ ９９．６ １０３．５ ９５．４ ９４．３ ９８．７ ９６．８ ９９．８ ９８．３ ３．２

１００ ９７．６ ９８．９ ９３．４ ９４．２ ９８．５ ９８．２ ９５．３ ９６．６ ２．３

３　结论

微生物降解拟除虫菊酯类农药具有速度快、操作简单、减

少二次污染、成本低廉等优点，具有良好的发展前景，目前已

有较多关于微生物降解拟除虫菊酯的报道。３－苯氧基苯甲
酸与３－苯氧基苯甲醛是高效氯氰菊酯、甲氰菊酯等多种拟
除虫菊酯的主要代谢产物，是研究此类农药降解进程及降解

机理的重要标的物。目前，研究者采用不同方法分别检测拟

除虫菊酯和其降解产物３－苯氧基苯甲酸与３－苯氧基苯甲
醛［１１－１２］，操作复杂，费时费力。

　　本研究建立了一种乙腈 －无机盐 －水双水相萃取系统，
用于高效液相色谱法检测生物降解体系样品中高效氯氰菊酯

及其降解产物，具有萃取与净化的优点，操作简便，结果准确，

能同时检测氯氰菊酯生物降解体系中底物与降解产物，这为
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其他拟除虫菊酯类农药和环境污染物的检测提供了借鉴。
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基于关联规则的肉鸡产品质量安全预警模型

马高庭１，蒋万春２，申艳光１

（１．河北工程大学信息与电气工程学院，河北邯郸０５６０３８；２．河北工程大学农学院，河北邯郸 ０５６０３８）

　　摘要：针对肉鸡生产过程中的安全问题，基于改良关联规则挖掘算法（ＡＰＴＰＰＡ）建立肉鸡产品质量安全预警模
型。该模型以肉鸡养殖及屠宰过程中危害分析、关键控制点（ＨＡＣＣＰ）的异常数据为处理对象，采用模式指导树并行
频繁项集挖掘算法（ＡＰＴＰＰＡ），构造关联路径树，找寻最大频繁项集，提取预警关联规则，挖掘影响肉鸡产品安全的因
素，通过试验验证预警模型的有效性。
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　　食品安全问题的频繁发生，引起了众多国家的高度重
视［１］。发达国家早已开始研究构建一套广泛有效的食品安

全预警模型。畜禽产品在日常养殖、加工过程中面临更多更

复杂的安全风险，监管难度很大。因此国内外学者较为关注

对畜禽产品质量安全预警模型的探讨和研究。我国肉鸡产业

发展迅速，但产品品质参差不齐。如不及时改善产品质量，提

高预警能力，国内肉鸡产业将难以抗衡外来企业［２］。

数据挖掘在食品安全领域的应用较少，而食品安全日常

事务所产生的大量时序数据非常适合做数据分析，从中可挖

掘出有效的预警条目［３］。选择合适、高效的挖掘算法对食品

安全预警模型的精确度至关重要。本研究采用的关联规则挖

掘算法最早由Ａｇｒａｗａｌ等提出［４］，其中以 Ａｐｒｉｏｒｉ算法最为经
典［５］，后续学者提出的改进算法大多以 Ａｐｒｉｏｒｉ算法为基础。
由于 Ａｐｒｉｏｒｉ算法存在固有缺陷，随后 Ｈａｎ等提出基于
ＦＰ－ｔｒｅｅ来生成频繁项目集的ＦＰ－ｇｒｏｗｔｈ算法［６］。近些年其

他类型的关联规则挖掘算法也相继问世［７，８］，明显进步于早

期算法，但在食品安全领域的适用性并不理想。肉鸡养殖、屠

宰的安全因素具有多值性、倾斜性、稠密性和负相关性等特

点，使传统挖掘算法构建预警模型变得尤为困难。本研究针

对食品安全因素的固有问题，结合 ＨＡＣＣＰ管理体系，采用
ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＰａｔｈＴｒｅｅＰａｔｔｅｒｎＰａｒａｌｌｅｌＡｌｇｏｒｉｔｈｍ（ＡＰＴＰＰＡ）算法
构建了肉鸡产品质量安全预警模型。

１　肉鸡产品质量安全预警模型框架

本研究的预警模型是肉鸡产品质量控制与可追溯系统中

的一个模块。该系统基于Ｂ／Ｓ架构，囊括肉鸡产品安全信息
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