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摘要：为了更快速、简便、准确地同时测定多种抗生素混合物，采用同步荧光光谱结合径向基神经网络的方法，对３
种氟喹诺酮类抗生素（乳酸环丙沙星、乳酸左氧氟沙星、盐酸左氧氟沙星）的同步荧光光谱进行研究。选择３组分浓度均
为１．６７ｎｇ／ｍＬ的混合溶液，测量其３维同步荧光光谱；分别测量３９种不同浓度的混合溶液样本的同步荧光光谱；选取其
中３５种作为训练组，其余４种作为预测组，将训练组样本对应的光谱数据作为输入，建立和训练径向基神经网络；在发
射波长与激发波长的差Δλ＝１９４ｎｍ条件下，利用训练好的神经网络对预测组中各组分的浓度进行预测，得到３种组分
浓度预测的平均相对误差分别达到３．５９％，３．４７％，３．０９％。结果表明，当 Δλ设定为１９４ｎｍ时，３种抗生素的同步荧光
峰差异最为明显、区分度高，该方法能实现对３种抗生素混合物中各组分的同时测定。这为多种抗生素混合物同时测定
提供了一种快速、简便、准确的方法。
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引　言

氟喹诺酮类抗生素属第３代喹诺酮类抗生素，因
分子中在６位含有１个氟原子，故称为氟喹诺酮，属化
学合成抗菌药。不仅广泛应用于临床，也用于动物饲

养。氟喹诺酮类抗生素在动物饲养中的广泛使用造成

其在动物源食品中的残留［１］。这不仅会严重影响食

品的品质，过量残留的抗生素进入人体后还会对人体

健康造成潜在危害［２］。因此，在食品安全监管中，一

方面要完善立法，加大监管力度；另一方面也要大力发
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展相应的检测技术，提高检测的速度及精确度。

对于抗生素的定量检测，目前常用的方法有微生物

检测法［３］、高效液相色谱法［４］、液相色谱质谱联用法
等［５］。上述方法都需要进行前处理，且测量时间长、操

作复杂。荧光光谱分析是一种具有灵敏度高、适用范围

广、操作简单、速度快等优点的检测方法［６１１］，在生命科

学、食品科学、工业加工等领域得到广泛应用。

常规的荧光光谱虽然具有诸多优点，但在实际应

用中仍会受到限制。对于多组分混合物，各组分的荧

光光谱常会产生重叠，难以用于定量分析。与常规荧

光光谱相比，同步荧光分析法在混合体系定量测定方

面更具优势。同步荧光分析法同时扫描激发和发射波

长，即同时利用了化合物的吸收特性和发射特性，使得

各组分更易于区分，具有简化光谱、提取有用信息、窄

化谱带、减少光谱的重叠和降低散射光影响等优点。

目前，同步荧光分析在混合物荧光分析中已有很多应

用。ＺＨＡＯ等人利用导数同步荧光光谱结合遗传优化
算法测定了鸭蛋蛋清中的庆大霉素含量［１２］。ＸＩＡＯ等
人利用同步荧光光谱结合竞争适应重加权采样（ｃｏｍ
ｐｅｔｉｔｉｖｅａｄａｐｔｉｖｅｒｅｗｅｉｇｈｔｅｄｓａｍｐｌｉｎｇ，ＣＡＲＳ）变量优选
预测猪肉中四环素残留含量［１３］。ＬＩＵ等人将同步荧
光分析法应用于混合体系中荧光光谱重叠的菲和２
乙基菲两组分的同时测定［１４］。

同步荧光光谱的荧光强度与溶液浓度之间存在着

复杂的非线性关系，难以通过解析函数直接表达。人

工神经网络是一种模仿人脑结构及其功能进行分布式

并行信息处理的算法数学模型，在处理复杂、非线性问

题时具有优势。其中，径向基函数（ｒａｄｉａｌｂａｓｉｓｆｕｎｃ
ｔｉｏｎ，ＲＢＦ）神经网络具有全局的非线性逼近能力、更简
单的结构以及更快的学习速率，在非线性函数逼近、系

统建模等方面得到了广泛的应用［１５］。

本实验中采用同步荧光分析方法，对３种氟喹诺
酮类抗生素的混合体系进行同步荧光光谱测量，利用

径向基神经网络，对预测样本进行组分浓度预测，并与

常规荧光光谱预测结果相比较，预测准确度较高，为多

组分抗生素的同时测定提供了一种快速、准确的方法。

１　实　验

１．１　实验样品
乳酸环丙沙星，广州南新制药有限公司生产，规格

为４ｍｇ／ｍＬ。乳酸左氧氟沙星，浙江医药股份有限公
司新昌制药厂生产，规格为３ｍｇ／ｍＬ。盐酸左氧氟沙
星，扬子江药业集团有限公司生产，规格为０．１ｇ／ｍＬ。
３种抗生素的分子结构如图１所示。

３种样品均为针剂。取乳酸环丙沙星０．２５ｍＬ，转

　　

Ｆｉｇ１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ａ—ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｂ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｃ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ

移到１００ｍＬ容量瓶中定容；另两种样品均取１ｍＬ，分
别转移到１００ｍＬ容量瓶中定容。３种样品均配置成
１０μｇ／ｍＬ的储备液。使用超纯水将上述每种样品储
备液稀释后混合，配制出３９种不同浓度比的混合液样
本，乳酸环丙沙星与盐酸左氧氟沙星浓度均在

１．６７ｎｇ／ｍＬ～３３．３ｎｇ／ｍＬ之间，而乳酸左氧氟沙星浓
度在１６．６７ｎｇ／ｍＬ～３３３．３３ｎｇ／ｍＬ之间。
１．２　实验仪器

英国Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ公司的ＦＳ９２０型荧光光谱仪。
１．３　实验方法

分别测量３９种浓度的混合液样本的常规荧光光谱
和同步荧光光谱，设置仪器的激发单色仪与发射单色仪

的狭缝宽度为５ｎｍ，积分时间为０．２ｓ。测量常规荧光光
谱时，激发波长范围为２５０ｎｍ～４００ｎｍ，发射波长范围为
３００ｎｍ～６００ｎｍ，扫描步长均为１ｎｍ；测量同步荧光光谱
时，激发波长范围为２４０ｎｍ～４００ｎｍ，扫描步长１ｎｍ；Δλ
扫描范围为１３０ｎｍ～２００ｎｍ，扫描步长为２ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　３种样品的３维荧光光谱
实验测得的３种样品的３维荧光光谱如图２所

示。由图中可以看出，在３维荧光光谱中，３种样品的
最佳激发波长分别为２７４ｎｍ，２８５ｎｍ，２８４ｎｍ；荧光峰分
别位于４５０ｎｍ，４８２ｎｍ，４５２ｎｍ。由图１可知，３种抗生
素的分子结构中均具有苯环和氮杂环构成的共轭环状

结构，此外还具有羟基、羧基等荧光助色基团，因此，这

３种抗生素都属于荧光物质。３种抗生素在分子结构
上的相似性决定了它们具有相似的荧光光谱。但与乳

酸环丙沙星相比，另外两种抗生素分子结构中多出一

个氮氧杂环，使得整个分子具有更大的共轭结构，因而

０９４
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Ｆｉｇ２　３Ｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ａ—ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｂ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｃ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

具有更高的量子产率。而乳酸左氧氟沙星与盐酸左氧

氟沙星具有相同的主体分子结构，仅在配体上存在差

别。由于乳酸分子更易与主体分子形成氢键，进一步

扩大共轭面积，因而相较之下荧光峰值位置也产生一

定的红移。

综合考虑３种样品的最佳激发波长，选择２８５ｎｍ
的光作为激发光，测量３９种浓度的混合溶液样本的常
规荧光光谱，测量结果如图３所示。由图３可知，随着
浓度的改变，荧光峰的位置不发生变化，但荧光强度发

生显著改变，荧光强度与浓度之间存在着复杂的非线

性关系，难以通过解析函数直接表示。

Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．２　径向基函数神经网络
径向基函数神经网络能够逼近任一非线性函数，

结构简单、收敛速度快，在不同领域内得到了广泛应

用。它分为３层，输入层，隐含层，输出层。不同层有
着不同的功能。径向基神经网络分为正则化网络和广

义网络。实际应用中，一般都使用广义网络。

广义径向基函数网络的结构图如图４所示。其
中，ｘ１，ｘ２，…，ｘＭ为输入层神经元，Ｍ为层输入神经元
个数；ｙ１，…，ｙＪ为输出层神经元，Ｊ为输出层神经元个
数；Φ为隐含层节点；Ｗｉｊ表示第ｉ个隐含节点到第 ｊ个
输出节点的权值；Ｎ为训练样本个数。

将配制好的３９组混合液样本分为训练组和预测
组，取其中３５组作为训练组，其余４组作为预测组。
每一种浓度的混合液对应一条荧光光谱曲线，每一条

曲线有１６０个波长测量点，将这些测量点对应的荧光

　　

Ｆｉｇ４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｅｔｗｏｒｋ

强度值归一化后全部作为网络输入值。因此，本实验

使用的广义网络输入层有１６０个节点，即 Ｍ＝１６０；输
出节点数为３个，即 Ｊ＝３，分别代表３种抗生素的浓
度值。隐含层有Ｉ个节点（Ｉ＜Ｋ，Ｋ为样本个数），第 ｉ
个隐含层节点的基函数为：

Φ（‖Ｘ－Ｘｉ‖） （１）
　　基函数的中心为：

Ｘｉ＝［ｘｉ１，ｘｉ２，…，ｘｉｍ］ （２）
　　隐含层神经元个数的确定采用从零开始递增方
法，每增加一个神经元都能最大限度地降低误差，直到

满足精度要求。

设实际输出为：

Ｙｋ ＝［ｙｋ１，ｙｋ２，…，ｙｋｊ，…，ｙｋＪ］ （３）
式中，下标ｋ为输入向量的序号，表示第ｋ个输入向量
的输出；ｊ＝１，２，…，Ｊ。那么输入训练样本 Ｘｋ时，网络
第ｊ个输出神经元得出的结果为：

ｙｊｋ ＝Ｗ０ｊ＋∑
Ｉ

ｉ＝１
ＷｉｊΦ（Ｘｋ，Ｘｉ） （４）

２．３　基于常规荧光光谱的浓度预测
将训练组样本的常规荧光光谱强度值归一化后作

为网络输入值，散布常数取为１．４２，训练神经网络，并
应用训练好的径向基神经网络，对预测组 ４个样本
各组分的浓度进行预测。预测结果如表１所示。表
中，ＡＣ表示实际浓度（ａｃｔｕａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＡＣ），单位
为 ｎｇ／ｍＬ；ＰＣ表示预测浓度（ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＰＣ），单位为 ｎｇ／ｍＬ；ＰＥ表示预测误差（ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｅｒ
ｒｏｒ，ＰＥ）。３种成分预测的平均相对误差分别为
４．９５％，９．７６％，１２．９０％。由此看来，基于常规荧光光

１９４
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　　 Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ

Ｎｏ．
ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

１ ３１．７ ２９．５ ６．９４ ３１６．７ ３１２．３ １．３９ ３１．７ ３３．６ ５．９９

２ １８．３ １７．９ ２．１８ １００．０ ６９．７ ３０．３ ２６．７ ２１．９ １７．９７

３ ２５．０ ２７．３ ９．２０ １３３．３ １３９．２ ４．４２ ３．３ ４．１ ２４．２４

４ ６．７ ６．８ １．４９ ２００．０ １９４．１ ２．９５ ２３．３ ２２．５ ３．４３

ａｖｅｒａｇｅ ４．９５ ９．７６ １２．９０

谱预测结果误差比较大，并不能满足准确定量预测浓

度的要求。

２．４　同步荧光光谱
在混合物分析中，混合物组分的荧光光谱往往相

互重叠，不易区分，这时常规的荧光分析方法就会受到

　　

限制，而同步荧光分析具有简化光谱、提取有用信息、

窄化谱带、减少光谱的重叠和降低散射光的影响等优

点，适合多组分混合物的分析。本实验测量３种抗生
素的同步荧光光谱（等高线），如图５所示。

由图５可知，乳酸环丙沙星在２７６ｎｍ处出现了一
　　

Ｆｉｇ５　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ａ—ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｂ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ　ｃ—ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

个荧光峰，乳酸左氧氟沙星在２５３ｎｍ处出现了一个荧
光峰，在２８４ｎｍ处出现了一个荧光峰，而盐酸左氧氟
沙星在２８８ｎｍ这个位置出现一个荧光峰。与常规荧
光光谱相比，同步荧光光谱对谱线具有明显的窄化作

用，凸显出各种样品间的差异性。

恒波长同步扫描过程中，Δλ的选取至关重要，它
与光谱信息的获取和质量有很大关系，直接影响到同

步荧光光谱的形状、带宽和信号强度。以各组分浓度

均为１．６７ｎｇ／ｍＬ的混合液样本为例，分别在 Δλ＝
（１３０～２００）ｎｍ（步长为２ｎｍ）时测量样本的同步荧光
光谱，得到混合溶液在不同Δλ下的同步荧光光谱，如
图６所示。

Ｆｉｇ６　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔΔλ

　　由图６可知，在同一样本中，随着 Δλ的变化，光
谱曲线的形状、峰位、荧光强度均发生显著变化。当

Δλ逐渐增大时，荧光峰的位置逐渐向短波方向移动，
且荧光强度显著增强，２５６ｎｍ和２８４ｎｍ处的荧光峰逐
渐凸显出来，在３３２ｎｍ处还出现一个肩峰。当 Δλ增
大到１９４ｎｍ时，３个荧光峰差异性最明显。故确定Δλ
＝１９４ｎｍ为最佳扫描波长差。
在Δλ＝１９４ｎｍ时，同一测量条件下，测量３９个样

本的２维同步荧光光谱，如图７所示。由图７可以看
出，每个样本的同步荧光光谱，均出现两个荧光峰，分

别位于２５６ｎｍ和２８４ｎｍ，一个肩峰位于３３２ｎｍ。随着
浓度的变化，这些峰的位置不发生变化，但荧光强度发

　　

Ｆｉｇ７　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２９４
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生显著变化。

２．５　基于同步荧光光谱的浓度预测
将样本的同步荧光光谱强度值归一化后作为网络

输入值，取散布常数１．４２，训练神经网络，并应用训练
好的径向基神经网络，对预测组４个样本各组分的浓

度进行预测。预测结果如表２所示。３种成分预测的
平均相对误差分别为３．５９％，３．４７％，３．０９％。与常
规荧光光谱相比，同步荧光光谱预测结果误差显著减

小，准确度更高，体现了同步荧光光谱在混合物分析中

的优势。

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ

Ｎｏ．
ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｌａｃｔａｔｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

ＡＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＣ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＰＥ／％

１ ３１．７ ３０．７ ３．１５ ３１６．７ ２９０．５ ８．２７ ３１．７ ２９．５ ６．９４

２ １８．３ １８．２ ０．５４ １００．０ ９９．２ ０．８０ ２６．７ ２７．０ １．１２

３ ２５．０ ２７．３ ９．２０ １３３．３ １３０．１ ２．４０ ３．３ ３．４ ３．０３

４ ６．７ ６．６ １．４９ ２００．０ １９５．２ ２．４０ ２３．３ ２３．６ １．２９

ａｖｅｒａｇｅ ３．５９ ３．４７ ３．０９

３　结　论

通过测量不同浓度的乳酸环丙沙星，乳酸左氧氟

沙星，盐酸左氧氟沙星混合体系的同步荧光光谱，对３
种成分进行了区分，并发现当Δλ＝１９４ｎｍ时３种成分
最易区分。利用径向基函数神经网络，对抗生素混合

溶液不同组分进行了准确的浓度预测，３种成分预测
平均相对误差分别为３．５９％，３．４７％和３．０９％，相比于
常规荧光光谱预测准确度更高。实验结果表明，同步

荧光光谱结合径向基神经网络是进行混合体系同时测

定的一个快速，准确的方法。
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