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分子荧光差异加标法快速测定乳品中的 
噻菌灵残留量 

郭楠楠* 
 (郑州科技学院食品科学与工程学院, 郑州市食品安全快速检测重点试验室, 郑州  450064) 

摘  要: 目的  建立分子荧光差异加标法快速检测乳品中的噻菌灵残留的方法。方法  通过单因素试验确定

分子荧光差异加标法的最佳试验条件并将其应用与乳品中噻菌灵的测定。结果  乳品中噻菌灵残留含量为

0.1580~0.1611 mg/kg, 检出限为 0.0018 μg/mL, 定量限为 0.0060 μg/mL, 测定结果的相对标准偏差为 0.75% 

(n=6), 加标回收率为 99.4%~106.7%。与 GB 23200.87—2016《食品安全国家标准 乳及乳制品中噻菌灵残留

量的测定 荧光分光光度法》作对比, 经过 F 检验和 t 检验分析, 两者之间不存在显著性差异。结论  该方法

无需绘制工作曲线和测定空白溶液, 具有操作简便、灵敏、快速、加标回收率高和结果准确等优点, 适用于乳

品中噻菌灵残留的快速检测, 为测定乳品中噻菌灵残留提供了一种新的检测技术。 
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Rapid determination of thiabendazole residue in dairy products by molecular 
fluorescence differential addition method 

GUO Nan-Nan* 
(Zhengzhou City Food Safety Rapid Test Key Laboratory, College of Food Science and Engineering, Zhengzhou University 

of Science and Technology, Zhengzhou 450064, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore a method for rapid detection of thiabendazole residue in dairy products using 
molecular fluorescence differential addition method. Methods  The optimal experimental conditions for the 
molecular fluorescence differential addition method were determined through single factor experiments, and this 
method was applied to determine the content of thiabendazole in dairy products. Results  The residue of 
thiabendazole in dairy products ranged from 0.1580 to 0.1611 mg/kg, with a limit of detection was 0.0018 μg/mL and 
a limit of quantification was 0.0060 μg/mL. The relative standard deviation of the results was 0.75% (n=6), and the 
recovery rates ranged from 99.4% to 106.7%. A comparison with GB 23200.87—2016 National standards for food 

safety-Determination of thiabendazole residues in milk and dairy products-Fluorescence spectrophotometry showed 
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no significant differences between the two methods based on F-test and t-test analysis. Conclusion  This method 
eliminates the need to construct a calibration curve and measure blank solutions, offering advantages such as 
simplicity, sensitivity, rapidity, high recovery rates and accurate results. The proposed method is suitable for the rapid 
detection of thiabendazole residue in dairy products and provides a new detection technique for the determination of 
thiabendazole residues in dairy products. 
KEY WORDS: thiabendazole; molecular fluorescence; differential standard addition method; dairy products 
 
 

0  引  言 

噻菌灵(thiabendazole, TBZ), 化学名称为 2-(1,3-噻唑

-4-萘)苯并咪唑, 是高效性、广谱性、低毒性、持效期长

和最早市场化的的内吸性杀菌剂。既可用于人、畜肠道的

驱虫药剂, 又可用于工业防霉剂以及多种作物的真菌病

害防治及果蔬的防腐保鲜, 在农药、医药及工业领域有重

要应用[1–3]。 
很多国家对苯并咪唑类杀菌剂的最大残留限量

(maximum residue limit, MRL)都有严格的规定[4], 其中 GB 
2763—2021《食品安全国家标准 食品中农药最大残留限量》

中规定乳品中噻菌灵的最大残留限量标准为 0.2 mg/kg。而

乳及乳制品是人们日常生活中不可或缺的, 因此对于乳品

中的苯并咪唑类杀菌剂的检测非常重要。 
目前检测苯并咪唑类药物的方法有液相色谱法[5]、

液相色谱-质谱法[6–7]、毛细管电泳-质谱法 [8]、荧光分析

法[9–10]、免疫分析法[11–12]、气相色谱-质谱法[13–15]及一些

快速分析检测法[16–19]等。液相色谱方法灵敏度较高, 能
够满足筛选检测需要, 但分离效果不理想, 分析时间长; 
质谱方法因价格及维护费用较贵 , 不能普及; 气相色谱

法需要将样品衍生后才能进行检测 , 操作复杂 , 且常需

与其他方法联用 , 对于苯并咪唑类杀菌剂而言 , 熔点相

对偏低。气相色谱-质谱法由于苯并咪唑类药物难以气化, 
需衍生后测定。而生物法因为检出限太高, 不能达到检

测要求[20–22]。 
荧光分光光度差异加标法是在相同体积的样品溶液

背景条件下加入同质量浓度、不同体积的标准溶液后测定

被检测物质, 实现了同时测定样品和标准溶液, 能够有效

扣除环境、试液背景, 减少了荧光的干扰, 消除了一些反

应的干扰[23]。该方法不需要测定空白、绘制标准曲线, 灵
敏度较高、准确度高、快速简便、避免引入较大误差, 操
作简便, 快速准确, 成本较低, 检出限低、荧光化学物质稳

定, 样品和试剂用量少且无需过柱除杂, 工作效率得到极

大提高[24]。但目前鲜少见文献报道将其用于测定乳品中的

噻菌灵残留, 本研究拟采用分子荧光差异加标法测定乳品

中的噻菌灵残留, 以期为乳品中噻菌灵残留的检测提供一

种相对更简便、快速、准确的方法。 

1  材料和方法 

1.1  仪器与设备 

970CRT 型荧光分光光度计(配有 10 mm 四通石英比

色皿一个, 上海仪电分析仪器有限公司); KQ-5200B 机械

型超声波清洗仪器 (东莞市科桥超声设备有限公司 ); 
JA2003A 万分之一分析天平(上海豪晟科学仪器有限公司); 
101-0ABS 型电热鼓风干燥箱(西安莫吉娜仪器制造有限公

司); HH-6 型数显恒温水浴箱(金坛市华峰仪器有限公司); 
QL-901 型涡旋仪(北京海天友诚科技有限公司); DDSJ-318
型电导率仪(上海洪纪仪器设备有限公司)。 

1.2  材料与试剂 

乳品, 产地河南省, 购于郑州市某超市。 
噻菌灵标准品(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公

司); 氢氧化钾(分析纯, 郑州派尼化学试剂厂); 盐酸(分析

纯, 苏州化学试剂有限公司); 乙酸乙酯(分析纯, 天津市德

恩化学试剂有限公司); 试验用水为 4.5 L/桶的怡宝饮用纯

净水, 电导率为 2.82 μS/cm。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品的处理 
(1)皂化。用分析天平称取乳品试样 10.0000 g(精确至

0.0001 g)于圆底烧瓶中, 加入 7 mL 50% (m/V)氢氧化钾溶

液, 在烧瓶上端接上冷凝管(下端进水、上端出水, 水速均

匀), 在沸腾的水浴上皂化回流 40 min, 取下, 充分冷却。 
(2)提取。将烧瓶里的溶液转入 125 mL 分液漏斗中, 

用 10 mL 水洗涤圆底烧瓶, 洗液也转入分液漏斗。加 15 mL
乙酸乙酯于分液漏斗中, 轻摇 0.5 min, 静置分层。将下层

溶液转入另一分液漏斗, 取 15 mL 乙酸乙酯溶液提取下层

溶液, 剧烈振摇 1 min, 静置分层, 舍去下层溶液, 合并两

次乙酸乙酯提取液。 
(3)净化。用吸量管取 20 mL 0.05% (m/V)氢氧化钾溶

液于分液漏斗中洗涤乙酸乙酯提取液, 剧烈振摇 1 min, 静
置分层后, 舍去下层溶液。再向此分液漏斗中加入 20 mL 
0.05% (m/V)氢氧化钾溶液轻摇洗涤乙酸乙酯提取液, 舍去

水层。用 10 mL 盐酸溶液提取乙酸乙酯层。合并盐酸提取

液于 10 mL 容量瓶中, 并用 0.1 mol/L 的盐酸溶液定容。待
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用荧光分光光度计测定[25–27]。 
1.3.2  样品的测定 

噻菌灵待测样品: 用移液枪向 3 个 10 mL 刻度比色

管中分别加入 3 份 1.00 mL 样品待测液, 在比色管上写上编

号 1、2、3。向第 1 份和第 2 份待测溶液中分别加 0.15 μg/mL
噻菌灵标准溶液 3.00 mL 和 4.00 mL, 第 3 份不加噻菌灵

标准溶液, 3 份均用 0.1 mol/L 盐酸溶液定容至刻度, 待仪

器检测。在完全相同条件下进行 3 次平行测定, 检验无可

疑值后取平均值 , 按式(1)~(4)计算样品中噻菌灵残留的

含量。 
 Ix+1=K(ρx+ρs1)         (1) 
 Ix+2=K(ρx+ρs2)          (2) 

 1 2 2 1

2 1

x s x s
x

x x

I ρ I ρρ
I I

+ +

+ +

× − ×=
−

    (3) 

式中: Ix+1, Ix+2 为加标过滤液的相对荧光强度; ρx 为样

品中噻菌灵残留的质量浓度, μg/mL; ρs1, ρs2 为两个加标分

析液中因加标增加的噻菌灵残留的质量浓度 , μg/mL, 
ρs2>ρs1。 

 ω= x V
m

ρ ×             (4) 

式中: ω为样品中噻菌灵残留的含量, μg/g; V 为样品

试液的体积, mL; m 为样品质量, g。 

1.4  仪器条件 

参考 GB 23200.87—2016《乳及乳制品中噻菌灵残留

量的测定 荧光分光光度法》, 选择最大激发波长 307 nm, 
最大发射波长 359 nm, 灵敏度为 2, 扫描速度高速, 激发

波长为狭缝 10 nm, 发射波长狭缝为 10 nm 作为测定样品

时的仪器条件。 

1.5  数据处理 

实验数据平行测定 6 次, 用 SPSS 2021 进行显著性分

析, 用 WPS Office、Origin 8.0 软件制表及绘图, 结果以平

均值±标准偏差表示。 

2  结果与分析 

2.1  标准曲线法测定样品结果 

首先向 5 个 10 mL 棕色容量瓶中分别加入 10.00、
15.00、25.00、50.00 和 100.00 μL 的 100 μg/mL 噻菌灵标

准溶液, 其次用 0.1 mol/L 盐酸溶液进行定容, 配制成质量

浓度分别为 0.10、0.15、0.25、0.50 和 1.00 μg/mL 噻菌灵标

准待测溶液。在 EX=307 nm、EM=359 nm, 灵敏度为 2, 扫描

速度高速, 激发波长为狭缝 10 nm, 发射波长狭缝为 10 nm
的条件下, 对噻菌灵系列标准溶液的相对荧光强度进行测

定。以噻菌灵的质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 以噻菌灵对

应的相对荧光强度为纵坐标(Y), 得出噻菌灵标准溶液的回

归直线方程为 Y=55.801X+24.378, r2=0.9994。在测定浓度

范围(0.1~1.0 μg/mL)内标准曲线线性良好。 
在与标准曲线一致的条件下测定样品分析液, 同时

进行空白测定, 由绘制标准曲线所得到的回归直线方程计

算出样液中噻菌灵的质量浓度。按公式(5)计算噻菌灵的残

留含量。 
 X=CV/m            (5) 
式中: X 为样品中噻菌灵的含量, mg/kg; C 为通过标准

曲线计算所得的样品中噻菌灵残留的质量浓度, μg/mL; V
为定容后待测液的体积, mL; m 为样品的质量, g。 

2.2  荧光差异加标法条件优化试验结果 

为了防止比色皿发生荧光污染 , 因此在开始试验

前将比色皿洗净后, 放在 8 mol/L 的硝酸中 [28]浸泡 0.5 h, 
依次用蒸馏水、怡宝水冲洗后再进行使用。将比色皿内

外壁的水用不含荧光物质的吸水纸吸干, 在不加任何溶

液的条件下测定其荧光值, 发现在 EX 为 307 nm、EM 为

359 nm 条件下, 空的比色皿也有荧光值, 6 次平行测定

结果为 21.83, 标准偏差为 0.063, 在做试验时应尽可能

避免比色皿荧光的干扰。 

2.3  单因素实验 

2.3.1  样品体积的确定 
称取乳品样品, 按照 1.3 步骤进行处理, 分别移取

1.00、2.00、3.00、4.00、5.00、6.00、7.00、8.00、9.00、
10.00 mL 样品分析液于 10 个 10 mL 具塞比色管中, 用
0.1 mol/L 盐酸溶液定容至刻度。在 EX 为 307 nm、EM 为

359 nm 条件下进行测定, 测定结果如图 1A。 
由图1A可知, 样品的相对荧光强度随着加入样品体积的

增加量呈现先增加后下降的趋势, 由此可得定容时加入 8 mL
样品分析液, 用 0.1 mol/L 盐酸溶液定容至刻度时, 样品的荧

光值达到最大, 为 33.42。因此将样品的体积确定为 8 mL。 
2.3.2  萃取次数的确定 

将步骤 1.3 中净化舍弃的水层和乙酸乙酯层混合在一

起并入分液漏斗中, 进行再次净化、萃取、静止, 将得到盐

酸层定容于 10 mL 容量瓶, 再在 EX 为 307 nm、EM 为 359 nm
条件下进行测定, 重复上述操作步骤得到如图 1B 试验结

果。由图 1B 可知, 第一次萃取样品的荧光值小于后面 4 次

萃取的荧光值, 并且萃取两次后荧光值开始逐渐稳定, 因此

在对样品净化时需进行 2~3 次萃取。 
2.3.3  反应时间的选择 

将处理后的样品用 0.1 mol/L盐酸溶液定容后, 及时

计时, 设定反应时间分别为 0、5、10、20、30、40、50 min, 
反应后在设定的仪器条件下对样品的荧光强度进行测定, 
试验结果如图 1C。由图 1C 可得出: 随着反应时间的增

加, 样品待测液的相对荧光强度无明显波动、呈平缓变

化趋势, 由此可得反应时间的长短对样品的荧光强度并

无太大影响。 
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注: 图中不同英文字母表示差异达到显著水平, P<0.05。 
图 1  样品体积(A)、萃取次数(B)、反应时间(C)、加标质量浓度(D)对乳品样品荧光强度的影响(n=6) 

Fig.1  Effects of sample volume (A), extraction frequency (B), reaction time (C), thiabendazole spiked concentration (D) on  
fluorescence intensity (n=6) 

 
2.3.4  加标质量浓度的确定 

称取乳品样品, 按照 1.3 步骤进行处理, 分别移取

1.00 mL 样品液于 12 个 10 mL 具塞比色管中, 依次分别加

入 1.00、2.00、3.00、4.00、5.00 和 6.00 mL 的 0.15 μg/mL
和 0.25 μg/mL噻菌灵标准溶液, 并用 0.1 mol/L盐酸溶液的

溶液定容。在最大激发波长 307 nm, 最大发射波长 359 nm, 
灵敏度为 2 的条件下进行测定, 结果如下图 1D。由图 1D
可知, 样品的相对荧光强度随着加入噻菌灵标准溶液体积

的增加呈现先增加后下降的趋势。并且在加入 0.15 μg/mL
噻菌灵标准溶液时的荧光值大于 0.25 μg/mL噻菌灵标准溶

液的荧光值, 因此选择 0.15 μg/mL 噻菌灵标准溶液作为加

标质量浓度。 
2.3.5  萃取率试验 

为检验是否完全萃取, 对上述试验萃取后的水溶液

再次重复上述的萃取操作, 其他的依次操作, 测定荧光值

求得萃取率, 结果如表 1。由表 1 可知, 样品的萃取率在

94.6%~98.4%之间。 
2.3.6  加标体积的确定 

称取乳品样品, 按照 1.3.1 步骤进行处理, 分别移取

1.00 mL 样品液于 6 个 10 mL 具塞比色管中, 依次分别加

入 1.00、2.00、3.00、4.00、5.00 和 6.00 mL 的 0.15 μg/mL 噻

菌灵标准溶液, 并用 0.1 mol/L 盐酸溶液的溶液定容。在最大

激发波长 307 nm, 最大发射波长 359 nm, 灵敏度为 2 的条件

下进行测定, 按照式(1)、(2)计算乳品中噻菌灵的质量浓度

(μg/mL)[29]。由表 2 可知, 在加标量为 3.00 mL、4.00 mL 时, 
样品中噻菌灵的的质量浓度和国标法最接近, 因此, 本试验

选择 0.15 μg/mL 噻菌灵标准溶液添加量 3.00 mL、4.00 mL
作为最佳加标量。 

2.4  测定结果及精密度试验 

按试验方法, 在最合适的仪器工作条件下对样品中

噻菌灵的相对荧光强度进行测定, 分别利用标准曲线法和

差异加标法对样品进行 6 次平行对照测定, 通过检验没有

可疑值后 , 然后由公式进行计算 , 测定结果和标准偏差 
 

表 1  不同萃取次数下的萃取率(n=6) 
Table 1  Extraction yield under the different extraction times (n=6) 

萃取次数 荧光值 萃取率/% 

1 34.62 94.6 

2 34.42 98.4 

3 34.45 98.1 

4 34.44 98.2 

5 34.44 98.2 
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表 2  加标体积的确定(n=6) 
Table 2  Determination of the addition of standard volume (n=6) 

样品 加标量/mL 
样品噻菌灵质量 
浓度/(μg/mL) 

样品噻菌灵平均质量

浓度/(μg/mL) 

乳品 

1.00、2.00  0.1345 

0.1412 

2.00、3.00  0.1289 
3.00、4.00 0.1598 
4.00、5.00 0.1376 
5.00、6.00 0.1454 

 
 

(S)、相对标准偏差(relative standard deviation, RSD), 结果

见下表 3。由表 3 的结果可以看出测定结果的 RSD 均小于

1.0%, 表明该方法精密度较好, 并且可以得出标准曲线法

和分子荧光差异加标法所测得结果差异较小, 因此可以认

为分子荧光差异加标法适用于对乳品中噻菌灵的残留进行

测定。 
 

 

表 3  样品中噻菌灵的测定值 
Table 3  Determination of thiabendazole in sample 

 噻菌灵残留含量
/(μg/g) 

平均值 
/(μg/g) 

S/(μg/g) RSDs/%

标准曲

线法 

0.1622、0.1616、
0.1608、0.1608、
0.1604、0.1620、 

0.1621 0.0001 0.42 

差异加

标法 

0.1596、0.1611、
0.1580、0.1589、
0.1600、0.1608、 

0.1599 0.0012 0.75 

 
2.5  检出限与定量限 

对质量浓度为 0.10 μg/mL 的噻菌灵标准溶液分别进行

11 次平行试验测定, 由工作曲线方程获得结果, 按 3 倍 S/N
计算噻菌灵的最低检出限 0.0018 μg/mL, 按 10 倍 S/N 计算

噻菌灵定量限 0.0018 μg/mL, 此方法低于 GB 23200.87—2016
规定的检出限, S 为样品测定结果的标准偏差[30]。 

2.6  加标回收率试验 

准确移取经步骤 1.3.1 所处理的样品分析液 8.00 mL
于 10 mL 容量瓶中, 分别加入质量浓度为 0.15 μg/mL 的噻

菌灵标液 1.00、2.00、3.00、4.00 mL, 用 0.1 mol/L 盐酸溶

液定容, 对以上溶液分别进行 6 次平行对照测定, 通过检

验没有可疑值后, 计算加标回收率[31]。样品加标回收率为

99.4%~106.7%, 符合 GB/T 27404—2008《试验室质量控制

规范 食品理化检测》中的相关规定。 

2.7  对照试验结果 

通过比较分子荧光差异加标法、GB 23200.87—2016 的

标准曲线法的平均值、标准偏差(S)、RSD、F 检验和 t 检验的

结果来判断这两种方法是否有显著差异, 两种方法的测定结

果如表 4 所示。 

表 4  对照试验测定结果 
Table 4  Results of comparison test  

样品 
噻菌灵含量/(mg/kg) 

分子荧光差异加标法 GB 23200.87—2016 法 

平均值   0.1599   0.1621 

S   0.0012   0.0001 

RSDs/% 0.75 0.42 
 

由 表 4 可 知 , 分 子 荧 光 差 异 加 标 法 和 GB 
23200.87—2016 法中的标准曲线法的平均值相差不大, 这
两种方法的相对标准偏差均小于 1.0%。通过对测定结果进

行 F 检验和 t 检验, 结果表明两种方法之间不存在显著性差

异, 结论的置信度为 95%。 

3  结  论 

将荧光分光光度法与差异加标法分析方法结合, 对
乳品中噻菌灵残留的含量进行测定, 在最佳仪器工作条件

下测定乳品中噻菌灵残留的含量为 0.1580~0.1611 mg/kg, 
噻菌灵的检出限为 0.0018 μg/mL, 定量限为 0.0060 μg/mL, 
测定的噻菌灵加标回收率为 99.4%~106.7%, 测定的 RSD
小于 1.0%。分子荧光差异加标法与 GB 23200.87—2016 对

照, 通过F检验和 t检验结果表明: 两种方法的相对标准偏

差和平均值均不存在显著性差异。此方法具有灵敏度高、

检出限低、受基质干扰影响小、荧光化学物质稳定、荧光

强度高的特点。分子荧光差异加标法为检测乳品中噻菌灵

的残留提供了一种新的分析技术。 
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