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摘要:阿莫西林和多四环素在紫外光谱区间吸收峰附近有多重共线现象，紫外分光光度法难以准确测出 2 种物质

各自含量.本文通过 LI6 (4
5 ) 正交实验设计，采集 200 -250 nm 波长混合样品吸收光谱，数据经标准化处理，建立偏

最小二乘回归预报数学模型.结果显示，该法计算阿莫西林和多四环素的预测相对误差( RPE) 分别为 3.13% 和

6.420毛，平均加标回收率分别为 100.34% 和 100.71 %.该法简便快捷，准确可靠，样品无需预先分离.
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Simultaneous Determination of Amoxicillin and Doxycycline 

with Partial Least-Square Regression 0" 

OU Wei-jia , ZHANG Xin-mi吨， LI Hua• cing , WANG Ro吨， GAO Ya-li 

( College of Resources and Environment , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract : The existence of colinear and overlapping phenomena in the ultraviolet absorption spectra of 

amoxicillin and doxycycline makes it difficult to use ultraviolet spectrophotometry to determine the respec­

tive contents in a mixture of both components. Ll6 (45
) orthogonal experimental design was applied in this 

study and absorption data from of 200 to 250 nm of their mixture were obtained with UV scan procedure. 

Then a data normalization was made and a PLS (partial least square regression) predicting model was de­

veloped by using DPS 8. 01 software. It was shown that this method was accurate and reliable , with the 

RPE% for both amoxicillin and doxycycline were 3. 130毛 and 6.420毛， respectively , and the average re­

cove巧 rate were 100.34% and 100.71 % , respectively. It was also simple and rapid without the necessity 

of separating the samples beforehand. 

Key words: partial least-squares regression j amoxicillin j doxycycline j ultraviolet spectrophotometry 

阿莫西林( Amoxicillin )和多四环素( Doxycyc­

line) 是具有广谱抗菌作用的常用抗生素[ 1剖，而且是

人畜共用药物.在我国的一些畜禽养殖场，由于抗生

素的大剂量使用甚至滥用，常常导致畜禽粪便、土

壤、废水中有不同程度的抗生素残留.这些抗生素不

但影响环境中微生物群落生态，还会伴随食物链进

入人体，影响人类健康，造成食品安全隐患.长期接
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触抗生素，可能导致人体内致病菌群耐药性增强，发

病时病情更难以控制.随着人们生活水平的提高，食

品中抗生素残留已成为全社会关注的热点问题，抗

生素残留快速检测技术的研究越来越受到重视.目

前，国内外能同时测定阿莫西林、多四环素的研究还

鲜见报道，已有的文献主要分为高效液相色谱法、紫

外分光光度法、荧光分光光度法、旋光法[Hi] 等几大
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类.常用的高效液相色谱法分析费用高，测定回收率

低，不能准确测定组分中有关抗生素的含量[7]. 本文

采用偏最小二乘回归，通过改善峰形、分离重叠峰、

扣除背景和消除噪音，旨在为同时测定阿莫西林和

林可霉素 2 种组分混合样品提供一种可靠、准确和

廉价的常规分析方法.

1 材料与方法

1. 1 材料

阿莫西林标准品 (85.5% ，中国药品生物制品鉴

定所) ;多四环素标准品 (85.2% ，中国药品生物制品

鉴定所) ;pH 6.8 磷酸缓冲恪液;试验用水为二次蒸

馆水. UV4000 紫外可见分光光度计;雷磁 PHS-3C

pH i:十.

1. 2 标准溶液配制

阿莫西林标准溶液配制:准确称取阿莫西林标

准品0.584 8 g ，适量蒸悟水溶解后转移至 500 mL 容

量瓶，并定容至刻度，摇匀，配制成1 000 mg . L- 1 贮

备液，避光冷藏备用.使用时用蒸馆水稀释成 100
mg . L -1 的工作液.

多四环素标准溶液配制:准确称取多四环素标

准品0.5846 g，适量蒸馆水珞解后转移至 500 mL 容

量瓶，并定容至刻度，摇匀，配制成1 000 mg . L -1 贮

备液，避光冷藏备用.使用时用蒸馆水稀释成 100

mg . L -1 的工作液.

1. 3 偏最小二乘回归原理

偏最小三乘回归( PLS) 是用以解决化学样品分

析中存在的变量多重相关及解释变量多于样本点等

实际问题[8]. 由于偏最小二乘回归能解决许多以往

用普通多元回归方法无法解决的问题，因而近年得

到有关研究人员的重视，并应用到各学科领域.

当实验假设含有 n 组分的标准;昆合液，其稀溶

液光密度与浓度符合比耳定律，且各组分间的光密

度具有良好加和性，则可用偏最小二乘回归计算.

PLS 是通过配制含有 m 个组分的 n 个标准混合物的

浓度矩阵 C，这 n 个标准也合物利用矩阵正交分解，

建立数学模型，把扫描标准海合物在 t 个波长处的光

密度矩阵结果A 分解为列正交阵与行正交阵之积[9].

本试验对测定的混合样品的光密度矩阵 C进行

处理，所得标准混合样品校正集的光密度数据建立

偏最小二乘数学模型，再建立正交预报集进行预报.

以加入值和预报值结果为判据，确定预报性能.

1. 4 试验方法

lOmL比色皿中加入单组分和按正交设计L川45 )

配制 2 种组分标准混合溶液(表 2) , pH6. 8 磷酸缓

冲液 2 mL，蒸馆水定容至刻度，摇匀.用 1 cm 光径石

英比色皿比色，试剂空白作参比， 190 - 300 nm 波长

扫描吸收光谱，间隔 1 nm 自动采集光密度值数据.

数据采用化学计量学处理， DPS8. 01 程序做偏最小

二乘回归分析[附].

2 结果与分析

2.1 吸收光谱

在 pH6.8 磷酸缓冲液下，阿莫西林和多四环素

在 190 - 300 nm 波长的吸收光谱见图1.由图 1 可

见，二者最大吸收波长分别为 204 和 208 nm ，吸收光

谱重叠严重，峰值波长相差很小.用经典的分光光度

法难以直接进行 2 组分的定量分析.
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220 250 280 
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图 1 阿莫西林和多四环素吸收光谱

Fig. 1 Absorption spectra of amoxicillin and doxycycline 

2.2 单组分钱性范围

配制 0 、 10 、 20 、 30 、 40 mg . L -1 的阿莫西林和多

四环素标准样品，以蒸馆水作参比，置 1 cm 石英吸

收池中，阿莫西林在 227 nm、多四环素在 272 nm 波

长处测定 D[ll l21 结果显示(图 2) ，阿莫西林测定回

归方程为 y =0. 246x -0. 2436(R2 二 0.999 9 牌 ， P < 

O. 01) ;多四环素测定回归方程为 y = O. 297 9x -

O. 295 7 (R 2 = O. 999 9 树 ， P < O. 01 ) ，两者的光密度

(y) 与质量浓度(x) 的线性关系均达到极显著水平.

2.3 单组分稳定性

在室温下，以标准曲线为待测液，放置 O 、30 、60 、

90 及 120 min 后测定光密度，结果显示(表 1 ) ，试样

放置 2 h 内光密度值未见明显变化.

2.4 光密度加和性

在 190 - 300 nm 范围内测定 2 种抗生素混合溶

液的 D ， 同时计算二者单组分光密度加和值 D' ，以 D

-D'对波长作图.结果(图 3) 表明，加和值与测定值

较为吻合.差值在 O. 000 - O. 035 之间，表明阿莫西

林和多四环素组成棍合体系的光密度值有良好的加

和性，属于线性体系，适合用偏最小二乘回归处理

数据
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图 2 阿莫西林和多四环素质量浓度对光密度的标准曲线

Fig. 2 Calibration curve of amoxicillin and doxycycline' between concentration and absorbance 

表 1 不同质量浓度阿真西林和多四环素光密度值的动态变化

Tab.l Dynamics of absorbance with concentrations of amoxicillin and doxycycline 

t放置/min
p( 阿莫西林)/(mg' L 一 1 ) p( 多四环素)/(mg.L- 1 )

O 10 20 30 40 O 10 20 30 40 

O 0.045 0.294 0.541 0.790 1.027 0.039 0.337 0.644 0.936 1.229 

30 0.045 0.295 0.541 0.792 1.028 0.038 0.337 0.645 0.934 1.225 

60 0.044 0.292 0.539 0.796 1. 031 0.037 0.335 0.641 0.929 1. 217 

90 0.044 0.294 0.542 0.795 1.029 0.038 0.335 0.640 0.931 1. 221 

120 0.045 0.296 0.544 0.799 1.036 0.039 0.334 0.637 0.926 1. 216 

0.10 

-0.05 
240250260 300 

算法通过统计软件 DPS8.01 编制的程序实现.

2.5.2 主成分数的确定 偏最小二乘回归的主成

分数确定对预测结果的准确性起至关重要作用.本

试验采用交换验证法建立模型，为了避免过度拟合，

提高模型精度，通过 F 检验，剔除未能通过检验的自

变量，最终确定当预报残差平方和 (PRESS) 达到极

小值时的主成分数，即为最佳主成分数.各组分的

PRESS 随主成分数变化如图 4 所示，当模型主成分

数为 2 时， PRESS 已达到极小值，并且正好与混合溶

液组分数一致.

0.05 

Q 
! 0 

Q 

-0.10 λInm 

图 3 阿莫西林和多四环素的光密度加和图谱

Fig. 3 Addition absorbance spectra of amoxicillin and doxycycline 

2.5 偏最小二乘回归模型建立

2.5.1 校正集的建立 按正交设计 L16 (4
S ) 配制 16

组标准混合溶液，建立校正模型(表 2) ，在 200 - 300 

nm 波长范围内，每隔 2 nm 进行多波段扫描，构成校

正集光密度值矩阵所得数据输入计算机，有关

表 2 阿莫西林、多四环素标准混合液质量浓度

and doxycycline 
IL 

Pb m 

100.000 

• 阿莫西林多四环素-，、 r飞，、-

10 

1.000 

1穗4日
0.010 

Tab. 2 Concentration of standard solutions for amoxicillin 

序号 阿莫西林多四环素 序号 阿莫西林多四环素

1 5 5 9 15 5 

2 5 10 10 15 10 

3 5 15 11 15 15 

4 5 20 12 15 20 

5 10 5 13 20 5 

6 10 10 14 20 10 

7 10 15 15 . 20 15 

8 10 20 16 20 20 

0.001 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

主成分数

图 4 预报残差平方和随主成分数的变化

Fig. 4 Change of PRESS with factor number 
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2.5.3 波长，主数的确定 对 16 组校正集样品测定

结果以相对预报误差( RPE) 为判据，当以波长 200

nm 为起点，间隔 2 nm 取 25 个测量点，即当校正集

数为 16 ，主成分数为 2 ，波长点数为 25 时，各组分均

取得令人满意的结果.故确定波长点数为 25.

2.5.4 模型预测性能检验 按正交设计 L9 (3
4 )配

制 9 组混合洛液作预测集(表 3 ) ，检验所建立模型的

预测能力，测得的光密度值输入模型，分别计算出 2

种组分含量.以预测集各样品中阿莫西林和多四环

素的预测值与加入值作分析.结果(表 4) 表明，模型

对 2 种抗生素具有很好的同时预测性能.

表 3 阿莫西林、多四环素混合液质量浓度

Tab.3 Concentration of solutions for amoxicillin and doxy-

cycline 

阿莫西林 多四环素

序号 PjJII人/ P预测/ 回收 ρJJII入/ P预测/ 回收

(吨 .L-')(吨.L -, )率/% (mg.L-') (吨.L -, )率/%
6 5.65 94. 18 6 5.57 92.81 

2 6 6.02 100.41 12 12.37 103.06 

3 6 6.05 100.88 18 18. 18 100.99 

4 12 11.98 99.87 6 6.38 106.40 

5 12 12. 11 100.93 12 11. 66 97.20 

6 12 12. 11 100.90 18 17.82 99.02 

7 18 \8.08 100.44 6 6.07 101. 10 

8 18 18.40 102.20 12 12.46 103.83 

9 18 18.60 103.31 18 18.36 102.03 

表 4 阿莫西林、多四环素校正模型的相关指标

Tab. 4 Mathematical statistics results of calibration models 

of amoxicillin and doxycycline 

主成 复相关 残差平方和预测相对误均方根误差 平均回
组分

分数 系数 (PRESS) 差(盯E)/% (RMSE)/% 收牵%

阿莫西林 2 0.9982 0.0390 

多四环素 2 0.9986 0.0279 

3 小结

3. 13 

6.42 

。.86

1.70 

100.34 

100.71 

本文利用阿莫西林和多四环素在紫外区间的吸

收特性，通过对同时测定方法的研究和试验条件的

优化，使 2 种抗生素相互重叠的吸收光谱得以较好

分辨，建立了快速、可同时测定阿莫西林和多四环素

的数学模型.该方法简便快速，当条件确定后，只需

测定条件波长范围内的光密度，与计算机联用，边扫

描边保存数据，稍作数据处理便可获得满意的预测

结果，为环境中抗生素残留提供可选检测方法[口].试

验结果可知偏最小二乘建模能对重叠严重的紫外光

谱进行解析并能给出较准确的浓度预报，使光谱消

除了噪音及背景的干扰，提高了被谱的分辨率，减小

了测定的误差.与近期同类研究结果[ 14] 相比较，该法

更为简便快捷，预测结果准确可靠，是解决实际问

题，实现自动分析的一种新途径.
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