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摘 要 提出了一种基于溶剂毛细流效应的微波加热自组装成环荧光显微成像技术, 并应用于内蒙古乳都

乳中抗生素残留量检测。在六氢吡啶反应介质和聚乙烯醇 124( PVA 124) 存在下, 将米诺环素液滴滴在疏

水性玻璃表面上, 当液滴受热挥发时, 形成直径约为 1 54 mm, 环带宽为 22 6 m 的自组装环。当点样体积

为 0 30 L 时, 线性范围为 4 2 10- 12 ~ 1 8 10- 11 mo l r ing - 1 ( 1 4 10- 6 ~ 0 60 10- 5 mol L - 1 ) , 方法

的检测限( 3 )为 4 2 10- 13 mo l r ing- 1 ( 1 4 10- 7 mo l L - 1 )。应用于内蒙古乳都乳中残留米诺环素和米

诺环素胶囊中米诺环素含量的检测, 回收率分别为 97 2% ~ 103% 和 99 4% ~ 102% , 相对标准偏差( RSD)

小于 1 2%。该方法建立了高灵敏、高选择性的痕量药物污染物分析新方法, 为内蒙古地方优势资源产

品 ! ! ! 乳品中抗生素类药物残留量的定量检测提供理论依据, 同时对不同地区乳品中抗生素的来源、残留

情况的系统动态研究及对乳品行业的管理、监督等具有重要的现实意义和更广泛的应用前景。

关键词 米诺环素; 内蒙古乳都乳; 自组装成环( SOR)技术; 荧光显微分析

中图分类号: X832 文献标识码: A DOI: 10 3964/ j issn 1000 0593( 2009) 08 2217 05

收稿日期: 2008 05 22; 修订日期: 2008 08 26

基金项目: 国家自然科学基金项目( 20767004) , 中央民族大学∀ 985工程#项目( CUN 985 3 3) , 中央民族大学∀ 211 工程#项目 ( MU C

021211306) , 内蒙古自治区自然科学基金重点项目( 200711020202) , 内蒙古自治区高等学校科学研究项目( NJ06108)资助

作者简介: 刘 颖, 1963年生, 中央民族大学生命与环境科学学院教授 e mail: liuying430@ yahoo com cn

引 言

近年来, 在禽畜产业领域应用抗生素对动物进行诊断、

以亚治疗剂量添加于动物饲料中预防和治疗疾病[ 1, 2] 。另一

方面, 随着畜牧业迅速发展, 乳牛患乳房炎等疾病的概率也

随之增加, 抗生素作为通用药剂被广泛添加到乳牛饲料和用

于乳牛机体注射[3] 。长期暴露于低剂量抗生素环境中的微生

物、生物、动物和人, 将产生大量耐药细菌[ 2] , 对机体健康

存在潜在威胁, 同时也造成研制一种新抗生素的速度远远赶

不上细菌产生耐药性速度的局面。因此, 牛奶中抗生素类药

物残留量问题逐渐成为公众关注的焦点。我国目前国内市场

中消毒牛奶、奶粉、婴幼儿奶粉和生牛奶中抗生素超标现象

十分严重[3, 4] , 以至引起了人们对牛奶安全问题的担忧。同

时, 我国乳和乳制品在外贸出口中常常成为外国∀ 绿色技术

壁垒#的受害者, 造成巨大的经济损失[5] 。

开发高灵敏度的抗生素检测技术以解决我国当前乳和乳

制品行业面临的难题已成为当务之急[ 6] 。目前抗生素残留检

测的方法大致分为微生物测定法 (如戴尔沃检测法, 国标

T TC 法) [ 7] 、化学分析法[8, 9] 及生物和化学的酶联免疫测定

法[ 10] 等, 各种方法均有不同特点。寻找一种耗样量少、灵敏

度高的检测新方法, 仍是一项非常重要和迫切的工作。

米诺环素( M inocycline, M C)是高效、速效、长效的半合

成四环素新制剂, 抗菌作用在该属中最强。近几年对牛奶中

四环素类药物残留检测方法的相关报道主要有高效液相色谱

等方法[ 11, 12] 。黄承志先生开发、利用的毛细流定向组装成环

技术( self order ed r ing , SOR ) , 已用于环境中污染无机物、

核酸和蛋白质等分析, 并得到满意结果[ 13 17] 。本文通过对实

验条件的优化, 成功地将此法应用于内蒙古乳都乳和国内行

业乳品中残留米诺环素及米诺环素胶囊中米诺环素含量的检

测, 回收率分别为 97 2% ~ 103%和 99 4% ~ 102% , 本实验

样品前处理简单, 只需将样品稀释200 倍即可, 且需用量小,

微升级点样。当 0 30 L 点样时, 检测限为 4 2 10- 13 mol

 r ing- 1 ( 1 4 10- 7 mo l L - 1 )。

本文建立了操作简单、高灵敏、高选择性的痕量药物污

染物分析新方法, 为内蒙古地方优势资源产品 ! ! ! 乳品中抗



生素类药物残留量的定量检测提供理论依据, 同时对研究不

同地区乳品中抗生素的来源、残留情况的系统动态研究及对

乳品行业的管理、监督等具有重要的现实意义和更广泛的应

用前景。

1 实 验

1 1 仪器与试剂

IX 81 倒置荧光显微镜 ( Olympus 公司, 日本) , 选用 U

激发单元(激发滤光片波长范围 330~ 385 nm, 阻尼滤光片波

长为 420 nm, 二色镜波长为 400 nm) ; 图像由 DP70 高分辨

率高敏感度冷却 CCD自带采图软件 DP contr oller ( Olympus

公司, 日本)通过 Image Pro Plus 中文版 6 0( M edia Cyber

netics 公司, 美国)图像处理软件获取; GL 88B 型旋涡混合

器(江苏海门市其林贝尔仪器制造有限责任公司) ; PB 10 酸

度计(德国赛多利斯公司) ; O rig in7 5 软件包用于线性和高

斯拟合; 二氯二甲基硅烷( DM CS)疏水性载玻片的预处理见

文献[ 13]。

米诺环素储备液: 称取 0 045 7 g 米诺环素( M C, 中国

药品生物制品检定所) , 用少量 0 1 mol  L - 1 NaOH 溶液溶

解后, 稀释到 100 mL , 配成 1 0 10- 3 mo l  L- 1的储备液,

并保存于 0~ 4 ∃ 冰箱中, 用时稀释成 1 0 10- 4 mol  L - 1

工作液; 0 40 mol  L - 1六氢吡啶水溶液( C5 H11 N, 天津市福

辰化学试剂厂) ; 1 0%聚乙烯醇 124( PVA 124, 北京化学试

剂公司)。实验所用试剂均为分析纯, 水为 3次蒸馏水。

1 2 样品预处理

分别移取伊利早餐奶 (呼和浩特, 内蒙古伊利实业集团

股份有限公司, 批号: 20080417H6NA5)、伊利纯牛奶(呼和

浩特, 内 蒙古 伊利 实业 集团 股份有 限公 司, 批 号:

20080412H 2EA5)、蒙牛纯牛奶(呼和浩特, 内蒙古蒙牛乳业

(集团)股份有限公司, 批号: 20080405H2JA )、三元纯牛奶

(北京, 北京三元食品股份有限公司, 批号: 080412 61/ 6)、

光明纯牛奶(北京, 北京光明健能乳业有限公司( B) , 批号:

B2008/ 04/ 17A)各 1 00 mL 于 200 mL 容量瓶中, 用水稀释

至刻度, 冷藏备用。

按照文献[ 18] , 取市售米诺环素胶囊(江苏, 惠氏制药

有限公司, 产品批号: 0803249, 规格: 50 mg  粒- 1 )装量差

异项下的内容物适量(约相当于米诺环素 50 mg) , 精密称定,

置 100 mL 容量瓶中, 加水 80 mL , 超声处理 5 min 后, 加水

稀释至刻度, 摇匀, 滤过, 取续滤液作为米诺环素试样溶液。

1 3 实验方法

在 1 50 mL 微量试管中依次加入一定体积 1 0 10- 4

mol L - 1米诺环素工作液, 100 L 0 40 mo l L- 1六氢吡啶

溶液, 然后加入 200 L 1%( w / v )的 PVA 溶液, 加水至0 50

mL, 摇匀。用微量注射器移取 0 30~ 1 00 L 混合液小心点

在二氯二甲基硅烷疏水性载玻片表面上, 将其置于微波炉中

高火烘干 1 6 min, 于倒置荧光显微镜下对 SOR进行图像分

析, 测定其荧光强度 Im ax , 同时测定试剂空白荧光强度 I 0
max ,

作荧光强度变化值( Imax= I max - I 0
max ) ~ 米诺环素浓度( c)的

线性拟合方程。

2 结果与讨论

2 1 自组装成环特征

图 1 是米诺环素在六氢吡啶介质中 SOR 荧光强度的 3D

图( a)和荧光强度剖面图( b)。当液滴体积为 0 50 L , 环直

径约为 1 54 mm, 环线宽约为 22 6 m。由图 1 的 ( a )和( b)

可见, 环内外几乎没有荧光物质分布; 将图 1( b)中荧光强度

( I )对径向距离( pix els)进行高斯拟合(图 2) , 得拟合方程

I a = 40 02+
563 03

!/ 2
e- 2( x- 107 23)

2
/ 7 56

2
( x 2

a = 2 15)
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和

I b = 34 04+
679 77

!/ 2
e- 2( x- 496 24)

2
/8 24

2
( x 2

b = 1 93)

拟合方程说明, 环线上米诺环素的分布符合高斯分布。

2 2 实验条件的优化

2 2 1 反应介质的影响

米诺环素碱性溶液荧光强度非常弱, 但将其成环后却具

有很强的荧光, 且其荧光强度依赖于反应介质。本文试验了

T ris H Cl, Br itto n Robinson, NH3 NH4 Cl, NaOH 和六氢吡

啶等反应介质, 结果表明, 选用六氢吡啶时, 荧光强度最大;

且当六氢吡啶的浓度增大到 0 080 mol  L - 1时, SOR 环的

荧光强度达到最大值(图 3) , 故实验选用 0 080 mol  L - 1的

六氢吡啶溶液作为成环介质。

Fig 3 Ef fect of the concentration of hexahydropyridine

S potted s olut ion: M C: 4 2 10- 5 mol L- 1 ; PVA 124: 0 40% ;

Droplet volume: 0 50 L; A 4 ob ject ive w as used.

1: S OR flu orescence inten sity of blan k solut ion;

2: SOR f luorescence in tensity of MC

2 2 2 PVA 124 用量的影响

PVA 124 在分析化学中的应用很广泛, 它能够改变疏水

性固载表面的性质, 是决定荧光物质成环好坏的一个重要因

素。由图 4 可知, 当 PVA 124的用量较小或较大时, 成环荧

光强度都不是最大值, 但当 PVA 124 浓度为 0 40%时, 荧

光强度最大, 故实验选用 PVA 124 浓度为 0 40%。

Fig 4 Effect of PVA 124 content

S pot ted solut ion: M C: 4 2 10- 5 mol  L- 1 ; H exahydropyridin e:

0 080 mol L- 1; Droplet volum e: 0 50 L; A4 ob ject ive w as used

1: SOR f luorescence in tensity of b lan k solut ion; 2: SOR flu orescence

intensi ty of MC

2 2 3 微波功率的影响

实验采用微波加热烘干液滴, 微波炉功率对成环有影

响, 它决定液滴中溶剂的蒸发速率, 从而影响溶质向环线的

迁移。试验选用微波高火档( 100%功率)烘干液滴, 加热 1 5

min。

2 3 共存物质的影响

当液滴体积为 0 50 L , 米诺环素浓度为 1 0 10- 5 mol

 L - 1时, 试验了生化样本中通常存在的一些物质的影响(表

1)。从表 1 看出, 常见离子如 Na+ , Ca2+ , Co2+ , Cd2+ ,

Ba2+ , F e3+ , M n2+ 及淀粉、甘氨酸、尿素、CTM AB、SDS 和

维生素 B5 等的允许量在 1 0 10- 4 mol  L- 1以上; 其他物

质包括K + 、M g2+ 、Zn2+ 、Al3+ 、Bi3+ 、Cr3+ 、麦芽糖、蔗糖、

硫脲、SDBS、钼酸铵的允许量在 1 0 10- 5 mo l  L - 1以上;

BSA 和 H SA 的最大允许浓度分别为 1 0 和 0 10 g  

mL - 1。

Table 1 Influence of coexistent foreign substances

共存物质 浓度/ ( m ol  L- 1)  ∀ 变化/ %

K+ , Cl- 1 0 10- 5 + 7 6

Na+ , Cl- 1 9 10- 4 - 12

Mg2+ , Cl- 1 0 10- 5 + 6 0

Cu2+ , Cl- 1 0 10- 6 + 8 2

Ca2+ , Cl- 1 9 10- 3 - 7 9

Zn2+ , Cl- 1 1 10- 5 + 9 7

Al 3+ , Cl- 0 99 10- 5 + 9 4

Co2+ , NO-
3 1 0 10- 3 - 10

Cd2+ , NO-
3 1 9 10- 4 - 9 2

Bi3+ , NO-
3 1 0 10- 5 + 5 9

Ba2+ , Cl- 1 0 10- 3 + 7 8

C r3+ , Cl- 1 0 10- 5 + 7 8

Fe3+ , Cl- 1 1 10- 3 - 8 5

Mn 2+ , SO 2-
4 1 0 10- 4 + 9 7

麦芽糖 1 1 10- 5 + 6 2

蔗糖 1 1 10- 5 + 8 9

淀粉 1 5 g  mL- 1 + 7 0

赖氨酸 1 0 10- 6 + 7 0

甘氨酸 1 1 10- 4 + 9 5

硫脲 1 0 10- 5 + 8 3

CTMA B 1 0 10- 3 - 9 4

S DBS 1 0 10- 5 + 7 0

SDS 1 1 10- 4 - 9 1

NH+
4 , MOO 2-

4 1 0 10- 5 + 6 2

BS A 1 0 g  mL- 1 + 10

H SA 1 0 g  mL- 1 + 7 7

尿素 1 2 10- 3 - 10

维生素 B5 0 99 10- 4 + 6 3

1) CT MAB: 十六烷基三甲基溴化铵; SDBS: 十二烷基苯磺酸

钠; SLS: 十二烷基硫酸钠; 2) S pot ted solut ion: M C: 1 0 10- 5

mol  L- 1 ; H exahydropyridine: 0 080 mol  L- 1 ; PVA 124,

0 40% ; Droplet volum e: 0 50 L; A10 object ive w as u sed

在伊利早餐奶的配方中, 每 100 g 牛奶中含有 Fe 1 0~

2 0 mg , Zn 0 50~ 1 0 mg , 相当于牛奶中Fe和 Zn 的浓度分
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别为 1 8 10- 4 ~ 3 6 10- 4和 9 0 10- 5 ~ 1 8 10- 4 mo l

 L- 1 , 当牛奶稀释 200 倍后, 其浓度分别为 9 0 10- 7 ~

1 8 10- 6和 4 5 10- 7 ~ 9 0 10- 7 mo l L - 1 , 表明牛奶中

共存的 Fe和 Zn 不干扰样品中米诺环素的检测。

2 4 线性范围、灵敏度及样品测定

根据 SOR 的最大荧光强度 Imax 与荧光物质的量 m 之间

的定量关系[17]

Imax =
K 2

4!K 1 ( K V 1/3 - #)
m = ∃m

在实验确定的最佳成环条件下, 以不同的液滴体积按实验方

法操作, 得到了 SOR 荧光强度与环上荧光物质的量的线性

关系(表 2)。从表 2 数据可以看出, 方法的检测限与液滴体

积有关, 液滴体积越小, 检测限越低, 且线性范围也受液滴

体积的影响。当液滴体积为 0 30 L 时, 线性范围为 4 2

10- 12 ~ 1 8 10- 11 mo l  ring- 1 ( 1 4 10- 6 ~ 0 60 10- 5

mo l L - 1 ) , 检测限为 4 2 10- 13 mol  r ing- 1 ( 1 4 10- 7

mo l L - 1 )。

样品测定: 分别选用牛奶和胶囊样品, 按试验方法进行

测定。结果表明(见表 3) , 内蒙古乳都乳及其他品牌的牛奶

中均未检出残留的米诺环素, 其加标回收率在 97 2% ~

103% , RSD 小于 1 2。米诺环素胶囊中米诺环素含量的加标

回收率为 99 4% ~ 102% , RSD 为 0 37%。以上分析表明,

SOR方法具有良好的可靠性和实用性。

Table 2 Analytical parameters of SOR method

液滴体积

/ L

线性范围

/ ( mol ring- 1 )

线性回归方程

/ mol
相关系数 r

检测限

/ ( mol ring- 1)

0 30 4 2 10- 12 ~ 1 8 10- 11  I max = 7 375+ 1 625 1012m 0 999 4( n= 6) 4 2 10- 13

0 50 6 9 10- 12 ~ 2 1 10- 11  I max = 13 445+ 1 519 1012m 0 993 0( n= 5) 6 9 10- 13

1 00 7 5 10- 12 ~ 2 1 10- 11  I max = 6 796+ 1 973 1012m 0 994 2( n= 7) 7 5 10- 13

S potted s olut ion: H exahydropyridine: 0 080 mol L- 1 ; PVA 124: 0 40% ; A10 objective w as used for 0 30 L droplet volu me an d

4 ob ject ive w as used for th e oth ers) . (  I max = Imax- I 0
max , 其中 I max为样品的荧光强度, I0

max为空白溶液的荧光强度。

Table 3 Analysis results of the samples( n= 5)

样品
测定值

/ ( mol L- 1

加标量

/ 10- 4 mol L- 1

回收量

/ 10- 4 mol L- 1

回收率

/ %

RSD

/ %

伊利早餐奶 0 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 90, 1 80, 2 85, 3 67, 4 64 97 2~ 103 0 60

伊利纯牛奶 0 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 93, 1 87, 2 86, 3 74, 4 62 99 77~ 103 0 80

蒙牛纯牛奶 0 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 94, 1 89, 2 84, 3 79, 4 63 99 9~ 102 1 2

三元纯牛奶 0 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 93, 1 88, 2 77, 3 76, 4 69 99 8~ 101 0 31

光明纯牛奶 0 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 92, 1 91, 2 82, 3 70, 4 71 99 2~ 103 1 1

米诺环素胶囊 49 97 mg  粒- 1 0 93, 1 85, 2 78, 3 70, 4 63 0 93, 1 88, 2 79, 3 70, 4 61 99 4~ 102 0 37

S am ples : 10 L; H exahydropyridine: 0 080 mol L- 1; PVA 124: 0 40% ; Droplet volume: 0 50 L; A4 objective w as used

3 结 语

通过实验条件的优化, 建立了自组装环荧光显微成像技

术测定米诺环素的新方法, 并实测了内蒙古乳都乳及其他品

牌牛奶中残留米诺环素及米诺环素胶囊中米诺环素含量, 回

收率分别在 97 2% ~ 103%和 99 4% ~ 102%。方法可信, 为

食品中残留抗生素的检测和药物污染物分析提供一种新方

法。它具有背景干扰小、耗样量少、简单、快速及对环境无

污染等优点。对于名牌企业系统动态研究不同地区乳品中抗

生素的来源、残留情况、乳品行业的管理、监督及规范牛奶

市场、保障饮用牛奶的安全等具有重要的现实意义和更广泛

的应用前景。可以预见, 该技术将为内蒙古地方优势资源产

品 ! ! ! 乳品中抗生素类药物残留量的定量检测提供可信的实

验数据和理论依据。
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Application of Fluorescence Microscopic Imaging Technique with

Self Ordered Ring to Residues Detection of Antibiotics

LIU Ying 1, 2 , FENG Jin chao1 , L I Dan1 , CU I Jian3 , XU Si fan3 , SH EN Gang y i3
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3. Institute o f Chinese M inor ity T raditional M edicine, M inzu University o f China, Beijing 100081, China

Abstract Fluo rescence micro scopic self ordered ring ( SOR) technique w ith microwave heating is proposed fo r minocycline based

on the capillar y flow of so lvent on the surface o f hydr ophobic g lass slide and applied t o r esidues detection of the antibiot ics in

milks of Inner M ongolia. In the r eact ion medium of hexahydropy ridine containing polyviny l alcohol 124 ( PVA 124) , a SOR of

minocycline w ith the outer diameter of 1 54 mm and the ring belt w idth o f 22 6 m can be fo rmed. W hen a 0 30 L droplet of

minocycline mixtur e w as spo tted on t he so lid sur face, minocycline in the r ange o f 4 2 10- 12 1 8 10- 11 mol  ring - 1 ( 1 4

10- 6 0 60 10- 5 mol L- 1 ) can be detected, the max imum fluor escence int ensity w as found to be propor tional to the minocy

cline concentration, and the limit o f detection can reach 4 2 10- 13 mol  ring - 1 ( 1 4 10- 7 mol L- 1 ) with thr ee t imes o f sig

nal t o noise ratio. W ith the pr esent method, the contents of minocycline in milk samples o f Inner M ongolia and minocycline

hydrochlo ride capsule sample were satisfacto rily determined w ith recoveries of 97 2% 103% and 99 4% 102% , r espectiv ely,

and RSD lower than 1 2% , cor responding ly. Therefor e, a highly sensitiv e and selective analy sis method fo r detecting content of

trace drug contaminations w as established. T he method provided theor y basis t o quantificat ional ana lysis of t he residues o f the

antibiotics in milks which was Inner M ongolia% preponder ant resour ce product s. I t has impo rtant realistic meaning and broad ap

plication pro spect

Keywords M inocycline; M ilks of Inner M ongolia; Self order ed r ing( SOR) technique; Fluo rescence micro scopic analysis
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