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高表面增强拉曼散射活性ｒＧＯＡｕＮＰｓ的

合成及其在氧氟沙星检测中的应用
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摘要：目的：为氧氟沙星含量检测提供新的研究方向。方

法：利用生物质还原法合成具有高表面增强拉曼散射

（ＳＥＲＳ）活性的还原氧化石墨烯—金复合纳米材料（ｒＧＯ

ＡｕＮＰｓ），通过紫外可见光谱、透射电子显微镜、扫描电子

显微镜证明ｒＧＯＡｕＮＰｓ的成功合成，测量并计算其拉曼

增强因子（ＥＦ）。基于ＳＥＲＳ热点效应与核酸适配体的特

异性结合能力建立 ＯＦＬ含量检测体系，优化检测条件，

建立标准曲线，并将其应用于池塘水样 ＯＦＬ检测中。结

果：以百合花瓣生物质成功合成了ｒＧＯＡｕＮＰｓ，金纳米

粒子生长在还原氧化石墨烯片层上，ＥＦ为３．８８×１０７。

体系ＳＥＲＳ强度与氧氟沙星质量浓度在１～５００ｎｇ／ｍＬ

范围内有较好的线性关系，检测限为０．３ｎｇ／ｍＬ。加标回

收率为９６．２８％～１０２．８４％，相对标准偏差＜１０％。结论：

合成的ｒＧＯＡｕＮＰｓ具有高ＳＥＲＳ活性，在 ＯＦＬ检测方

面具有较好的应用前景。

关键词：表面增强拉曼散射；还原氧化石墨烯—金复合纳

米材料；核酸适配体；氧氟沙星
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表面增强拉曼散射（ＳＥＲＳ）效应是指当具有特征峰

的分子吸附在粗糙的贵金属表面时，由于散射截面显著

增加，这些分子的拉曼信号强度可以提高许多数量级的

现象［１－２］。与传统拉曼散射相比，表面增强拉曼散射不

仅具有无损检测特性和指纹分辨能力，还具有不受溶剂

峰干扰、灵敏度高、特异性高、稳定性好和分析速度快等

优点［３］。由于金纳米材料（ＡｕＮＰｓ）在可见光区域具有最

显著的表面等离子体共振效应，常被用作表面增强拉曼

散射基底的材料之一［２，４－７］。但 ＡｕＮＰｓ的形态易因聚集

与沉积的作用而影响热点效应［８－１０］。因此，ＡｕＮＰｓ通常

会与其他材料结合制备复合材料以提高ＳＥＲＳ强度和稳
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定性［１１］，作为石墨烯重要衍生物的还原氧化石墨烯

（ｒＧＯ）便是一种常用的材料
［１２－１５］，其表面具有丰富的含

氧官能团，不仅能够钝化与保护纳米粒子、净化表面增强

拉曼散射信号使ＳＥＲＳ信号均匀且稳定
［２］，还可以与检

测分子发生电荷转移产生化学增强（ＣＭ）效应以提高

ＳＥＲＳ检测的灵敏度与重复性
［１６］。

氧氟沙星属于第三代喹诺酮类药物，是一类人工合

成的广谱抗菌药，曾被广泛用于畜禽细菌性疾病的治疗

和预防，易大量残留于动物组织中，并通过食物链进入人

体，损伤人体各组织，因此，自２０１５年９月１日起已被禁

止在水产品养殖中使用，但在食品抽检中仍时有发现。

目前常用的氧氟沙星检测方法包括化学发光法、毛细管

电泳法、高效液相色谱法与电化学法等，这些传统检测方

法的检测时间长、操作复杂、对检测人员要求高［１７－１９］。

而拉曼检测方法具有操作简单、仪器便携等特点，手持式

拉曼光谱仪可用于现场检测［１９］，并用于环丙沙星的检测

中［１０］。但拉曼检测方法在特异性方面存在局限性，将拉

曼检测方法与核酸适配体结合能很好地改善其检测特异

性。核酸适配体是一段能与靶标物质特异性结合并具有

高亲和力的ＤＮＡ序列
［２０－２３］。目前，基于核酸适配体在

靶标刺激下因构象发生变化引起碱基ＳＥＲＳ强度变化的

原理检测较多［２４－２６］，但基于核酸适配体与靶标作用引起

基底ＳＥＲＳ强度变化的研究较少。近年来，利用生物提取

物绿色合成纳米材料已成为合成研究新方向，如利用百

合花瓣绿色合成ＡｕＮＰｓ
［２７］。

研究拟利用百合花瓣生物质作为还原剂，通过氧化

还原反应合成ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料。通过紫外光

谱、扫描电镜与透射电镜的表征验证ｒＧＯＡｕＮＰｓ的合

成，并计算其拉曼增强因子（ＥＦ）。通过构建基于ＳＥＲＳ

热点效应与核酸适配体的特异性结合能力检测氧氟沙星

含量体系、优化检测条件、建立标准曲线，并将其应用于

水样氧氟沙星检测中，以期为氧氟沙星含量检测提供新

依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

百合花：市售；

氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

氧化石墨烯粉末（ＧＯ）：纯度＞９９％，南京吉仓纳米

科技有限公司；

４硝基苯硫酚（４ＮＴＰ）、氢氧化钠：分析纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；

氧氟沙星（ＯＦＬ）：色谱纯，金克隆生物技术有限

公司；

氧氟沙星核酸适配体：色谱纯，适配体合成序列为５′

ＡＴＡＣＣＡＧＣＴＴＡＴＴＣＡＡＴＴＡＧＴＴＧＴＧＴＡＴＴＧ

ＡＧＧＴＴＴＧＡＴＣＴＡＧＧＣＡＴＡＧＴＣＡＡＣＡＧＡＧＣＡ

ＣＧＡＴＣＧＡＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＴＣＴＡＣＡＡＴＣＧＴＡＡ

ＴＣＡＧＴＴＡＧ３′
［２８］，带—ＮＨ２（ＡｐｔＮＨ２）与—ＳＨ（Ａｐｔ

ＳＨ）的氧氟沙星核酸适配体合成序列与不带基团的适配

体相同，上海生工生物技术有限公司；

试验用水为超纯水。

１．２　主要仪器设备

紫外—可见分光光度计：Ｓｐｅｃｏｒｄ２００型，德国耶拿分

析仪器股份公司；

场发射扫描电子显微镜：ＳＵ８２２０型，日本日立公司；

透射电子显微镜：ＪＥＭ２８００型，日本电子株式会社；

高分辨率共焦拉曼光谱仪：ＤＸＲ２型，美国赛默飞世

尔科技公司；

台式高速冷冻离心机：ＨＣ２５１８Ｒ型，安徽中科中佳

科学仪器有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　还原氧化石墨烯—金复合纳米材料制备　将百合

花瓣用超纯水洗净并于６０℃干燥１２ｈ，粉碎，过８０目筛

备用。将５ｍｇ氧化石墨烯（ＧＯ）与４５ｍｇ百合花瓣粉末

溶解至１０ｍＬ超纯水中，超声３０ｍｉｎ，加入７．５ｍＬ超纯

水与７．５ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＡｕＣｌ４溶液，混匀，调ｐＨ 至

１０，８０ ℃ 水 浴 并 搅 拌 ３０ ｍｉｎ，真 空 抽 滤 得 ｒＧＯ

ＡｕＮＰｓ
［２７，２９－３０］，于４℃贮藏备用。测定ｒＧＯＡｕＮＰｓ在

２００～８００ｎｍ范围内的紫外光谱，进行扫描电镜与透射电

镜扫描并测量其拉曼增强因子（ＥＦ）。

１．３．２　基于核酸适配体检测氧氟沙星　核酸适配体于

４０００ｒ／ｍｉｎ离心６０ｓ，用超纯水溶解并稀释成不同浓度

的核酸适配体储备液，于４℃贮藏备用。依次向离心管

中加入２０μＬ４００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ａｐｔ（终浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ）、

８０μＬ超纯水与１００μＬｒＧＯＡｕＮＰｓ，混匀，３７ ℃孵育

３０ｍｉｎ。取２０μＬ溶液滴至用锡箔纸包裹的干燥清洁的

载玻片上并烘干，将２０μＬ１０
－４ ｍｏｌ／Ｌ的４ＮＴＰ水溶液

滴加到烘干的溶液区域并烘干，测 Ａｐｔ＋ｒＧＯＡｕＮＰｓ的

拉曼光谱。依次向离心管中加入２０μＬ４００ｎｍｏｌ／Ｌ的

Ａｐｔ（终浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ）、２０μＬ５００ｎｇ／ｍＬ的氧氟沙

星标准溶液与６０μＬ超纯水，混匀，３７℃孵育３０ｍｉｎ，再

加入１００μＬｒＧＯＡｕＮＰｓ，混匀，３７ ℃孵育３０ｍｉｎ，取

２０μＬ溶液测Ａｐｔ＋ＯＦＬ＋ｒＧＯＡｕＮＰｓ的拉曼光谱。

１．３．３　实际样品检测　取池塘水样，用０．２２μｍ滤膜过

滤，参照１．４方法检测空白水样中氧氟沙星含量。选取

低、中、高３个浓度，向水样中分别加入不同浓度的氧氟

沙星标准溶液（终质量浓度为５０，２００，４００ｎｇ／ｍＬ），在同

样条件下检测，并进行加标回收试验。

１．３．４　数据处理　采用激发波长为７８５ｎｍ的激光源，在
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激光能量为５ｍＷ、光阑为５０μｍ狭缝、积分时间为１ｓ

条件下，用５０倍物镜在每个待测物质上均匀采集样品信

号１０次并取平均值。使用ＯＭＮＩＣｆｏｒＤｉｓｐｅｒｓｉｖｅＲａｍａｎ

软件对数据进行预处理，并将相关数据导出；使用Ｅｘｃｅｌ

软件 和 Ｏｒｉｇｉｎ２０１９ｂ 软 件 进 行 数 据 处 理 并 绘 制

图表［１９，３１］。

２　结果与分析
２．１　还原氧化石墨烯—金复合纳米材料的合成

由图１可知，ｒＧＯＡｕＮＰｓ分别在２６７，５３０ｎｍ 处出

现紫外吸收峰，２６７ｎｍ处吸收峰归属于还原氧化石墨烯

（ｒＧＯ），由于ｓｐ２杂化碳网络的恢复导致ＧＯ的吸收峰从

２３２ｎｍ红移至２６７ｎｍ
［９，３２－３４］，说明在ｒＧＯＡｕＮＰｓ中仍

保有ｒＧＯ的结构；５３０ｎｍ处吸收峰归属于 ＡｕＮＰｓ，对应

于ＡｕＮＰｓ的局域表面等离子体共振（ＬＳＰＲ）带
［１６］。在

ｒＧＯＡｕＮＰｓ纳米材料的电镜图中，大部分 ＡｕＮＰｓ呈球

状，粒径多在２５～３０ｎｍ，少部分 ＡｕＮＰｓ呈三角状或杆

状。从整体来看，无论是球状、三角状还是杆状，绝大多

数的ＡｕＮＰｓ都成功生长在了ｒＧＯ片层上，故该合成方法

不仅能够合成ｒＧＯ与ＡｕＮＰｓ，还能够合成结构为ＡｕＮＰｓ

接枝在ｒＧＯ片层上的ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料。

图１　ｒＧＯＡｕＮＰｓ的紫外光谱、扫描电镜及透射电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｕｍ，ＳＥＭａｎｄＴＥＭｏｆｒＧＯＡｕＮＰｓ

　　由图２可知，４ＮＴＰ的拉曼特征峰为１０７９，１１０７，

１３３４，１５７６ｃｍ－１，分别归属于ν（Ｃ—Ｓ）、ν（Ｃ—Ｎ）、

ν（ＮＯ２）与苯环中的ν（ Ｃ Ｃ）
［３５－３６］。空白的４ＮＴＰ水溶

液通过拉曼光谱仪最低，只能测量出１０－４ ｍｏｌ／Ｌ 的

４ＮＴＰ水溶液在１３３４ｃｍ－１处的拉曼特征峰。ｒＧＯ

ＡｕＮＰｓ作基底时，即使４ＮＴＰ水溶液浓度为１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ，

在拉曼图谱中仍能够清楚地识别出４ＮＴＰ水溶液的拉曼

特征峰。当４ＮＴＰ水溶液浓度为１０－４～１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ

时，其ＳＥＲＳ强度随浓度的增加逐渐增强，且在１０－６～

１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ范围内，ＳＥＲＳ强度与４ＮＴＰ水溶液浓度对

数呈良好的线性关系，犚２为０．９７９２６。通过拉曼增强因

子公式可以计算出ｒＧＯＡｕＮＰｓ的ＥＦ为３．８８×１０７
［２］。

据报道［１２，３７－３９］，其他以ＧＯ为原料合成的不同复合纳米

材料的ＥＦ为１０５～１０
６，故该方法合成的ｒＧＯＡｕＮＰｓ复

合纳米材料在ＳＥＲＳ活性方面具有较大优势。

２．２　氧氟沙星检测原理

由图３可知，氧氟沙星核酸适配体由于 Ａｕ—Ｎ键的

作用吸附于ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料的 ＡｕＮＰｓ表

面［４０］，通过减少ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料表面的热点

以减少表面增强拉曼散射效应中的物理增强；并由于材

图２　不同浓度的４ＮＴＰ水溶液的拉曼光谱与ＳＥＲＳ光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲａｍａｎａｎｄＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆ４ＮＴＰａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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图３　氧氟沙星检测机理图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｄｉａｇｒａｍｏｆｏｆｌｏｘａｃｉｎ

料表面可用的结合位点的减少使ｒＧＯＡｕＮＰｓ基底与

４ＮＴＰ之间的化学增强因电荷转移的减少而相应降低，

共同作用会导致体系整体的ＳＥＲＳ强度降低
［２６，４１－４３］。向

体系中添加氧氟沙星靶标后，体系中的氧氟沙星核酸适

配体会优先与氧氟沙星靶标特异性结合形成稳定的三维

结构，只有剩余的少部分氧氟沙星核酸适配体才会继续

因Ａｕ—Ｎ键的作用吸附在ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料的

ＡｕＮＰｓ表面，与不含氧氟沙星的体系相比，ｒＧＯＡｕＮＰｓ

表面的热点与可用的结合位点均增加，体系整体的ＳＥＲＳ

效应恢复［３，４１－４３］。

由图４可知，添加氧氟沙星核酸适配体后，体系整体

的ＳＥＲＳ强度下降，说明氧氟沙星核酸适配体已通过Ａｕ

Ｎ键吸附在ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料的 ＡｕＮＰｓ表面。

当氧氟沙星靶标添加量为５００ｎｇ／ｍＬ时，体系整体的

ＳＥＲＳ强度增加，且其ＳＥＲＳ强度与未添加氧氟沙星核酸

适配体（添加超纯水）时的近乎相同，说明氧氟沙星核酸

适配体已优先与氧氟沙星特异性结合，以稳定的三维结

图４　４ＮＴＰ在不同体系中的ＳＥＲＳ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆ４ＮＴＰｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｙｓｔｅｍｓ

构状态游离于体系中，只有少部分氧氟沙星核酸适配体

吸附在ｒＧＯＡｕＮＰｓ表面。

２．３　检测条件优化

２．３．１　核酸适配体所带基团优化　不同基团功能化的核

酸适配体会因引起纳米表面上可用的结合位点变化影响

ＳＥＲＳ信号
［２６］。将核酸适配体分别换成同体积同浓度的

Ａｐｔ、ＡｐｔＮＨ２与 ＡｐｔＳＨ，测量 Ａｐｔ＋ｒＧＯＡｕＮＰｓ拉曼

光谱。由图５可知，加入带不同基团的核酸适配体后，混

合体系的ＳＥＲＳ强度有所降低，且降低幅度大致相同，说

明带不同基团的核酸适配体均能够吸附在ｒＧＯＡｕＮＰｓ

复合纳米材料的ＡｕＮＰｓ表面起到减少ｒＧＯＡｕＮＰｓ表面

热点与可用结合位点的作用［２６］，且不同基团对于热点与

可用结合位点的削弱效果近乎相同。综合考虑，选择不

带基团修饰的Ａｐｔ作为后续研究对象。

２．３．２　核酸适配体浓度优化　核酸适配体浓度会通过引

图５　核酸适配体所带基团对反应体系ＳＥＲＳ图谱的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｇｒｏｕｐｓｃａｒｒｉｅｄｂｙｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａ
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起ＡｕＮＰｓ构象变化影响ＳＥＲＳ信号
［２６］。将核酸适配体

分别换 成 同 体 积 不 同 浓 度 的 Ａｐｔ（终 浓 度 为 ５～

１００ｎｍｏｌ／Ｌ），测量Ａｐｔ＋ｒＧＯＡｕＮＰｓ拉曼光谱。由图６

可知，当核酸适配体终浓度＜４０ｎｍｏｌ／Ｌ时，随着核酸适

配体终浓度的增加，体系整体的ＳＥＲＳ强度逐渐降低，说

明Ａｐｔ终浓度越高，体系中将有更多的热点减少、更多的

可用结合位点被Ａｐｔ所占据，使ｒＧＯＡｕＮＰｓ表面因热点

产生的物理增强与因ｒＧＯＡｕＮＰｓ与４ＮＴＰ之间电荷转

移产生的化学增强减少加剧，表现为体系整体的ＳＥＲＳ强

度逐渐降低。当核酸适配体终浓度＞４０ｎｍｏｌ／Ｌ时，随着

核酸适配体终浓度的持续增加，体系整体的ＳＥＲＳ强度逐

图６　核酸适配体终浓度对反应体系ＳＥＲＳ图谱的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｐｔａｍｅｒｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

ＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒａ

渐增加，说明当Ａｐｔ终浓度达到一定值时，更高的Ａｐｔ终

浓度反而会增强体系中的偶极相互作用［４４］，从而使体系

整体的 ＳＥＲＳ 强度增加。因此，最终选择终浓度为

４０ｎｍｏｌ／Ｌ的Ａｐｔ作为后续建立氧氟沙星检测体系所用

的Ａｐｔ浓度。

２．４　标准曲线的建立

由图７可知，当氧氟沙星质量浓度＜５００ｎｇ／ｍＬ时，

体系整体的ＳＥＲＳ强度会随氧氟沙星质量浓度的增大逐

渐增加。当氧氟沙星质量浓度＞５００ｎｇ／ｍＬ时，体系整

体的ＳＥＲＳ强度会随氧氟沙星质量浓度的增大呈下降趋

势，是由于带正电荷的氧氟沙星分子会与４ＮＴＰ分子竞

争ｒＧＯＡｕＮＰｓ表面的可用结合位点
［４５］，使能够与ｒＧＯ

ＡｕＮＰｓ发生电荷转移的４ＮＴＰ分子减少，导致体系的化

学增强降低。当氧氟沙星质量浓度为１～５００ｎｇ／ｍＬ时，

体系整体的ＳＥＲＳ强度随氧氟沙星标准溶液终浓度的增

加而增加，同时呈良好的线性关系，线性方程为狔＝

１２．６９狓＋５９８５．４１，犚２ 为０．９８６８，检 测 限 （ＬＯＤ）为

０．３ｎｇ／ｍＬ。故该检测方法能够较为灵敏地检测出体系

中的氧氟沙星含量。

２．５　实际样品检测

由表１可知，水样中未检出氧氟沙星，说明其含量低

于检出限。加入不同质量浓度的氧氟沙星标准溶液进行

加标回收试验，测得加标回收率为９６．２８％～１０２．８４％，相

对标准偏差＜１０％，说明该检测方法具有较好的准确性

图７　氧氟沙星质量浓度对反应体系ＳＥＲＳ图谱的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｆｌｏｘａｃｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍＳＥＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍ

表１　水样中氧氟沙星含量检测

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｏｆｌｏｘａｃｉｎｉｎｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅ（狀＝１０）

加入量／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

测定值／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
回收率／％ ＲＳＤ／％

０ 未检出 ／ ／

５０ ４８．１４ ９６．２８ ７．０３

２００ １９８．４１ ９９．２０ ５．１６

４００ ４１１．３６ １０２．８４ ４．０９

与可行性，在实际样品检测方面具有较好的应用前景。

３　结论
以百合花瓣生物质为还原剂，合成了具有较高表面

增强拉曼散射活性的ｒＧＯＡｕＮＰｓ复合纳米材料。通过

计算可知其拉曼增强因子为３．８８×１０７，与其他以氧化石

墨烯粉末为原料合成的不同复合纳米材料的拉曼增强因

子相比，具有较高的表面增强拉曼散射活性。基于核酸

适配体具有与靶标物质特异性结合的特性，能够实现氧
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氟沙星含量检测。体系表面增强拉曼散射强度与体系中

的氧氟沙星终浓度在１～５００ｎｇ／ｍＬ范围内呈较好的线

性关系，检测限为０．３ｎｇ／ｍＬ。加标回收率为９６．２８％～

１０２．８４％，相对标准偏差小于１０％。将核酸适配体与拉

曼检测方法相结合，能够快速、简便地实现氧氟沙星含量

检测，且检测灵敏度高、特异性强。目前使用的核酸适配

体只对氧氟沙星具有特异性识别能力，只能实现氧氟沙

星的特异性检测，通过更换其他具有多识别能力的核酸

适配体，有望实现多兽药的同时检测。
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