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实验技术与方法
改良分光光度法测定鸡蛋中四环素
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摘’要!目的’对鸡蛋中的四环素进行测定!以保证食品安全# 方法’本试验对分光光度法做了改良!用合适的

提取剂提取 % 个样品中四环素后进行富集!再用分光光度法测定!可提高鸡蛋四环素的检测效果# 结果’% 个样品

的四环素平均含量分别为 !(&-!$#3(-#$#$3-"$!(#-3$!#)-$$!/!-( !C0[C!回收率均在 )3.以上# 结论’本方法操

作简便!设备简单!较适合基层检测部门$养殖企业及没有高效液相色谱设备的单位检测鸡蛋中的四环素#

关键词!鸡蛋’ 四环素残留’ 分光光度法’ 改良’ 抗生素’ 兽药残留
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’’鸡蛋药物残留主要包含合成抗菌药物’抗生素’
抗球虫药物’激素及农药等问题(#) * 家禽养殖中四环
素是广泛使用的兽药及饲料添加剂"如果残留量过多
会通过食品对人体造成伤害* 测定四环素残留的方
法有微生物抑制法’分光光度法’色谱法’免疫法’化
学发光法’毛细管电泳法"以及不同方法的联用技术"
如液相色谱7质谱联用$F+7d4%等(!7$) * 目前应用较
多的是高效液相色谱法"特点是灵敏度较高’测定速
度快"能同时测定几种残留物*

高效液相色谱法虽有优越性但设备比较昂贵*
而生物法’免疫法’化学发光法’毛细管电泳法测定
过程较为繁琐"目前应用不多* 本试验对分光光度
法进行一些改良"以提高其测定鸡蛋中四环素残留
的检测水平"为一些不具备高效液相设备的养殖企

业或基层检测单位检测四环素残留提供新的方案*

#’材料与方法
#-#’材料
#-#-#’样品来源

# 份鸡蛋样品为市售"/ 份鸡蛋样品采自石家庄
市周县某养鸡场*
#-#-!’主要仪器与试剂

&/$ 型紫外可见分光光度计$上海光学仪器厂%’
Xc#%7j4 离心机$长沙湘智离心机仪器有限公司%*

盐酸四环素标准品$优级纯"美国 4ACYM%"甲醇
等其他试剂均为分析纯*
#-!’方法
#-!-#’四环素的提取与富集

禽产品$鸡蛋%样品中四环素残留量一般低于
直接用普通分光光度法的检测水平"需对样品中四
环素进行富集* 选择对蛋白质沉淀作用较强"同时
对四环素溶解性较好的溶剂对样品中蛋白沉淀后"
浓缩提取液达到能够测定的含量水平后可用分光
光度法测定*
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取蛋清 / YV和四环素标准品 / YC"分别加入甲
醇’丙酮’乙二醇’甲醇与丙酮等量混合液 #" YV* 观
察蛋白沉淀效果并将蛋白沉淀干燥称重比较沉淀
效果#同时观察四环素的溶解情况* 根据蛋白沉淀
效果及对四环素溶解情况选择提取试剂*

取蛋清 /"" YV加入 # """ YV所筛选的提取试
剂"匀质后于冰箱中静置 ( <"过滤除去沉淀后"在
通风橱中减压蒸发浓缩至 /" YV"用于测定四环素
残留量*
#-!-!’四环素的测定

四环素的测定采用分光光度法 (/) * 将盐酸四
环素用 "-"# YEV0FH+V配成 #"" !C0YV的标准液"
再稀释成 /"’#""’#/"’!""’!/"’(""’(/"’$"" !C0F
的不同浓度溶液"分别取 !-" YV于 !/ YV比色管中"
加入 #-" YV"-!. XQASEB@7#"" 溶液"!-" YV"-"/.
+I+V! 溶液"!-" YV"-!/ YEV0FWM>H"用重蒸水稀
释至刻度"摇匀* 静置 / YAB 后于 $"" BY波长处检
测"以试剂空白液作参比"测量吸光度制作标准曲
线"样品溶液按此色法进行测定*
#-!-(’四环素回收率的测定

在每次对样品溶液测定时"同时向该样品的另
外 ( 组溶液中分别加入 #"’!"’$" !C0YV的盐酸四
环素标准溶液各 "-!/ YV"按 #-!-! 部分比色测定四
环素含量"然后与 #-!-! 所测得的样品四环素含量
相比较计算回收率"以判断测定方法的可靠性* 回
收率的计算参照公式$#%*

回收率$.% k(样品加标后测得的四环素含量

$!C0[C%)0(样品四环素含量 $!C0[C% 5样品中加
入的四环素含量$!C0[C%) $#%
#-!-$’蛋清蛋白沉淀量的测定

取蛋清 / YV于已准确称取质量的离心管中"加
入 #" YV不同的提取试剂"匀质后冰箱中静置 ( <"
$ (#& f, 离心 !" YAB"弃去上清液"并用滤纸吸干
离心管壁的液滴"称量离心管和沉淀的质量*

#" C蛋清蛋白沉淀量$C% k
:#S:"
/ T#="/

T#" $!%

’’式中&:"&离心管的质量"C#:#&离心管和沉淀
的质量"C*
#-(’数据处理

每次测定均重复 % 次"并对测定数据用 _P:KV
进行统计分析"各组均数以平均数 s标准差$$Js(%
表示* 同时测量蛋清的质量密度为 #-"/ C0YV"四环
素测定结果转换为 !C0[C蛋清*

!’结果与分析
!-#’四环素测定的标准曲线

四环素在 " q$"" !C0F有较好的线性关系"方
程为 -k"-""""!J5"-"""#"相关系数为 "-)3% 3*
!-!’不同试剂对鸡蛋可溶性蛋白的沉淀及溶解四
环素效果对比 (%)

盐酸四环素易溶于水"在不同有机溶剂中溶解
性差别较大* 选择甲醇’乙二醇及对蛋白沉淀作用
较强的丙酮沉淀蛋清蛋白及比较溶解四环素效果"
结果见表 # q%*

表 #’不同试剂对样品 # 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK#’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK# NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-#!! s"-"!$ !"-" 777

丙酮 555 #-&"$ s"-"!# "-&/ 77

乙二醇 5 "-)"$ s"-"!( #&-&/ 777

甲醇7丙酮$#i#"A0A% 55 #-$"# s"-"!# ! 777

甲醇7丙酮$!i#"A0A% 55 #-(%) s"-"!( ! 777

甲醇7丙酮$(i#"A0A% 55 #-#)3 s"-"!( ! 777

注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完全溶
解无沉淀析出#!表示无数值

表 !’不同试剂对样品 ! 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK!’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK! NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-#!$ s"-"!" !"-" 777

丙酮 555 #-($! s"-"!$ "-&/ 77

乙二醇 5 "-33) s"-"!# #&-&/ 777

甲醇7丙酮$#i#"AFA% 55 #-$"$ s"-"!( ! 777

甲醇7丙酮$!i#"AFA% 55 #-(/# s"-"!! ! 777

甲醇7丙酮$(i#"AFA% 5 5 #-#%# s"-"!" ! 777

注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完全溶
解无沉淀析出#!表示无数值
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表 (’不同试剂对样品 ( 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK(’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK( NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-### s"-"!" !"-" 777
丙酮 555 #-($) s"-"!% "-&/ 77
乙二醇 5 "-3)3 s"-"!! #&-&/ 777
甲醇7丙酮$#i#"AFA% 55 #-()/ s"-"!% ! 777
甲醇7丙酮$!i#"AFA% 55 #-(%# s"-"!( ! 777
甲醇7丙酮$(i#"AFA% 55 #-#"! s"-"!! ! 777

注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完全溶
解无沉淀析出#!表示无数值

表 $’不同试剂对样品 $ 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK$’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK$ NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-##! s"-"!$ !"-" 777
丙酮 555 #-("/ s"-"!( "-&/ 77
乙二醇 5 "-)"# s"-"!# #&-&/ 777
甲醇7丙酮$#i#"AFA% 55 #-$!3 s"-"!# ! 777
甲醇7丙酮$!i#"AFA% 55 #-$## s"-"!" ! 777
甲醇7丙酮$(i#"AFA% 55 #-!"" s"-"!# ! 777

注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完全溶
解无沉淀析出#!表示无数值

表 /’不同试剂对样品 / 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK/’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK/ NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-#() s"-"!" !"-" 777
丙酮 555 #-($# s"-"!# "-&/ 77
乙二醇 5 "-)#( s"-"!% #&-&/ 777
甲醇7丙酮$#i#"AFA% 55 #-$#" s"-"!" ! 777
甲醇7丙酮$!i#"AFA% 55 #-(3) s"-"!$ ! 777
甲醇7丙酮$(i#"AFA% 55 #-#3! s"-"!$ ! 777

注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完全溶
解无沉淀析出#!表示无数值

表 %’不同试剂对样品 % 蛋清蛋白的沉淀及对四环素的溶解效果$$Js("? k%%

XM̂VK%’_;;K:SUEB ZQESKAB ZQK:AZASMSAEB E;KCCUN<ASKMBJ SKSQM:D:VABKJAUUEVISAEB E;UMYZVK% NAS< JA;;KQKBSQKMCKBSU

沉淀试剂
沉淀蛋白效果

$蛋清 / YV&沉淀剂 #" YV%
蛋白沉淀量

0C
有机溶剂溶解度 (%)

0$YC0YV%
四环素溶解效果
$"-/ YC0YV%

甲醇 55 #-#"/ s"-"!" !"-" 777
丙酮 555 #-((% s"-"!! "-&/ 77
乙二醇 5 "-)"% s"-"!% #&-&/ 777
甲醇7丙酮$#i#"AFA% 55 #-(3& s"-"!% ! 777
甲醇7丙酮$!i#"AFA% 55 #-(3! s"-"!% ! 777
甲醇7丙酮$(i#"AFA% 55 #-#%3 s"-"!$ ! 777

’’注& 5’ 55’ 555分别表示蛋白凝聚但沉淀不明显’凝聚并沉淀明显’凝聚并全部沉淀#77’777分别表示四环素溶解后有沉淀析出’完
全溶解无沉淀析出#!表示无数值

’’从表 # q% 看出"甲醇’乙二醇对四环素的溶解
度较大"溶解四环素效果较好"但沉淀蛋白效果较
丙酮差* 甲醇与丙酮混液对四环素溶解性与甲醇
没有明显差别"但沉淀蛋白效果好于甲醇"其中甲
醇7丙酮$#i#"AFA%和甲醇7丙酮$!i#"AFA%的沉淀
蛋白质的效果差异不明显"所以选用甲醇7丙酮
$#i#"AFA%作为后续的提取液*
!-(’鸡蛋残留四环素测定及四环素回收率检验

鸡蛋残留四环素含量测定结果及数据处理见

表 &* 由表 & 看出"测定的 % 个蛋清样品中四环素
的平均残留量分别为 !(&-!’#3(-#’#$3-"’!(#-3’
!#)-$’!/!-( !C0[C"与国家标准 !"" !C0[C相比"
本次试验的 % 个样品中样品 #’样品 $’样品 / 和样
品 % 的四环素含量略高于国家标准 (&) *

在通过向测定样品中加入不同量的标准四环
素"表 3 的测定结果表明回收率达到平均 )3.以
上"基本符合测定要求*
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表 &’鸡蛋四环素含量测定结果$$Js("!C0[C%

XM̂VK&’,KUIVSUE;SKSQM:D:VABK:EBSKBSAB KCCU
样品编号 首次 重复 # 重复 ! 重复 ( 重复 $ 重复 / 平均含量

# !(%-! !$#-" !$%-& !!"-" !!/-& !/(-( !(&-! s#!-%
! #3/-$ #3&-3 #)/-" #&"-& #&(-% #)3-" #3(-# s)-/
( #$3-% #/(-# #/&-/ #((-( #(/-# #%"-$ #$3-" s##-$
$ !(!-! !(%-3 !$#-# !#&-" !#)-( !$$-% !(#-3 s##-$
/ !!"-! !!(-& !!&-/ !"/-% !"&-( !(!-# !#)-$ s#"-3
% !/(-& !//-! !%"-/ !()-& !$#-% !%(-( !/!-( s)-&

表 3’鸡蛋四环素回收率测定结果$$Js(".%

XM̂VK3’,KUIVSUE;SKSQM:D:VABKQK:ERKQDQMSKUE;KCCU
样品编号 加标量# 首次 重复 # 重复 ! 重复 ( 重复 $ 重复 / 平均含量

#

!

(

$

/

%

#"" )3-# ))-/ )3-( )3-! )3-/ )3-( )3-/ s"-/
!"" )3-% )3-# #""-# )3-3 ))-( )3-% )3-) s"-&
$"" )3-% )3-3 #""-( )3-( )3-# )3-3 )3-3 s"-3
#"" )3-& )3-3 ))-% )3-# )3-( ))-( )3-3 s"-%
!"" )3-% )3-( ))-/ ))-! ))-/ )3-/ )3-) s"-/
$"" )3-! )3-% ))-( )3-/ )3-% ))-! )3-& s"-$
#"" ))-& ))-! ))-% )3-/ )3-" ))-( ))-# s"-&
!"" ))-% ))-( )3-3 #""-# ))-! )3-& ))-( s"-/
$"" ))-! ))-% ))-" )3-& )3-% ))-3 ))-! s"-/
#"" ))-/ ))-$ ))-# )3-3 )3-/ )&-3 )3-) s"-%
!"" ))-( ))-/ )3-3 #"#-( )3-3 ))-# ))-/ s"-)
$"" ))-& ))-( )3-) #""-3 )3-( )3-! ))-! s#-"
#"" )3-/ ))-% ))-( ))-" )3-3 )&-/ )3-3 s"-&
!"" ))-% ))-( )3-% #""-& )3-/ ))-% ))-$ s"-3
$"" )3-$ ))-% ))-! #"#-/ ))-( )3-& ))-/ s#-#
#"" )&-) )3-/ ))-& ))-) ))-3 ))-/ ))-! s"-3
!"" )3-% )&-3 )3-3 #""-! ))-/ )3-) ))-" s"-3
$"" )3-! )3-% ))-3 #"!-" ))-& )3-3 ))-/ s#-$

’’注&加标量的单位为 !C0F

(’小结
丙酮的介电常数仅为甲醇的 %$-3."在对鸡蛋

蛋白的沉淀试剂加入丙酮效果明显好于单用甲醇"
虽丙酮对四环素的溶解度小于甲醇"但二者合用对
提取四环素基本没有影响* 同时丙酮对人体毒性
小"用作试验试剂更安全*

甲醇和丙酮 $ #i# "AFA%混合液可作为鸡蛋
蛋清中较好的蛋白质沉淀剂和四环素提取剂 "
改良后的分光光度法对四环素残留的检测 "回
收率可达到 )3.以上 "设备常见 "操作简便 "特
别是对基层检测部门和养殖企业具有较高的使
用价值 ( 3 ) *
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