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摘要:目的:实现猪肉中氨基糖苷类抗生素残留的快速、

定量和高通量检测.方法:以PP合成纸为衬底制备基于

金纳 米 花 (AuNFs)的 方 阵 排 列 SERS 基 底. 通 过

QuEChERs方法 对 猪 肉 样 品 进 行 前 处 理,并 对 其 进 行

SRES检 测.结果:采 用 ４Ｇ巯 基 苯 甲 酸 为 SERS探 针 分

子,基底表现出良好的均一性、SERS增强效应、重现性和

稳定性.４７５,６１９cm－１特征峰处的SERS信号强度分别

与硫酸庆大霉素和硫酸新霉素浓度的对数具有良好的线

性关系(R２分别为０．９９１６,０．９９０７),最低检测限分别低

至１×１０－９,１×１０－８ mol/L,并成功应用于猪肉中氨基糖

苷类抗生素的快速、定量和高通量检测.结论:试验方法

为SERS技术应用于真实肉类样品中抗生素残留检测提

供了一种经济、高效、省时和高灵敏的途径.

关键词:表面增强拉曼散射;金纳米花;氨基糖苷类抗生

素;硫酸庆大霉素;硫酸新霉素;猪肉

Abstract:Objective:Toachieverapid,quantitativeandhighＧ

throughputdetection ofaminoglycosideantibioticresiduesin

pork．Methods:SquareＧarrayalignedSERSsubstratesbasedon

Aunanoflowers (AuNFs)wereprepared using PP synthetic

paper as a substrate．Pork samples were preＧtreated by

QuEChERsmethodandsubjectedtoSRES．Results:Using４Ｇ

mercaptobenzoicacidastheSERSprobemolecule,thesubstrate

exhibited good homogeneity, SERS enhancement effect,

reproducibilityandstability．theSERSsignalintensitiesatthe

characteristicpeaks at ４７５,６１９ cm－１ showed good linear

relationships with the logarithms of the concentrations of

gentamicinsulphateandneomycinsulphate,respectively(R２of

０．９９１６and０．９９０７,respectively)．Thelimitsofdetections
(LODs)wereaslowas１×１０－９,１×１０－８ mol/L,respectively,

andweresuccessfullyappliedtotherapid,quantitativeandhighＧ

throughputdeterminationofaminoglycosideantibioticsinpork．

Conclusion:Theexperimentalmethodprovidesaneconomical,

efficient,timeＧsavingandhighlysensitivewayfortheapplication

ofSERStechnologyforthedetectionofantibioticresiduesinreal

meatsamples．

Keywords:surfaceＧenhancedRamanscattering;Aunanoflowers;

aminoglycoside antibiotic; gentamicin sulfate; neomycin

sulfate;pork

硫酸庆大霉素和硫酸新霉素是众多氨基糖苷类抗生

素家族中的一员,具有广谱的抗菌作用[１－２],在畜牧业中

常与硫酸结合使用[３－４].尽管目前养殖业更多使用毒性

较小的抗生素,但氨基糖苷类抗生素因低成本和高效的

优势仍被广泛应用于禽畜疾病的预防和治疗,然而长期

使用可能会导致动物组织中抗生素残留.人类长期摄入

抗生素含量超标的食物不仅会诱导细菌产生耐药性[５],

甚至会导致过敏反应、耳毒性和肾毒性[６].GB３１６５０—

２０１９规定牛、猪肌肉组织中庆大霉素和新霉素的最大残

留限量分别为１００,５００mg/kg.目前,氨基糖苷类抗生素

的检测方法主要有液相色谱法[７]、液相色谱串联质谱

法[８]、免疫层析法[１,９]和酶联免疫吸附分析法等[１０－１２].

色谱法和免疫层析法的灵敏度高,但耗时、成本高,难以

实现现场化、快速化和规模化检测;而酶联免疫吸附分析
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法易发生交叉反应,其假阳性率高.

表面增强拉曼散射(SERS)是一种快速、无损、不受

水分干扰的检测方法,结合拉曼光谱与表面材料技术,利

用局域表面等离子体共振(LSPR)和化学吸附的方法使

得 SERS 信 号 显 著 提 升,高 灵 敏 地 检 测 低 浓 度 分 析

物[１３－１４].当检测某些超低浓度的残留物时,纳米材料产

生的SERS增强十分关键.金纳米花(AuNFs)具有粗糙

的表面和许多分支,在材料表面形成大量的“热点”,为待

测分子提供特殊的吸附 位 点,从 而 显 著 增 强 SERS 效

应[１５].因此,AuNFs被广泛用作 SERS活性基底的制

备.PP合成纸是一种典型的疏水材料,可使纳米颗粒在

其表面聚集,增强SERS效应.有研究[１６]表明,采用还原

氧化石墨烯—金复合纳米材料检测氧氟沙星,检测限为

０．３ng/mL.Wattanavichean等[１７]以银纳米棒作为基底

检测恩诺沙星、土霉素和新霉素,检测限分别为０．５,２．０,

１００．０μmol/L,但未应用于食品中抗生素残留的检测.

食品样品成分复杂,传统样品前处理耗时长、精度

低,引入误差大[１８－１９],而样品前处理技术直接关系到整

个检测过程的准确性和精密性.QuEChERs方法是目前

动物抗生素残留检测领域备受关注的前处理技术[２０],具
有快速、简单、廉价、有效、可靠、耐用和安全的优点,可极

大提高样品前处理效率[２１].目前,QuEChERs方法已成

功应用于SERS技术检测食品中抗生素残留[２２－２３],但将

该方法与SERS技术结合检测动物中氨基糖苷类药物残

留的研究尚未见报道.研究拟以疏水性 PP合成纸为衬

底制备方阵排列 SERS基底,通过 QuEChERs方法对样

品进行前处理,并对猪肉中氨基糖苷类抗生素残留进行

定量分析,旨在为猪肉中氨基糖苷类抗生素残留提供快

速、定量和高通量的检测方法.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

氯金酸、盐酸多巴胺、无水乙醇、４Ｇ巯基苯甲酸(４Ｇ

MBA)、乙腈、乙酸、氯化钠、硫酸镁、氯化镁:分析纯,上海

阿拉丁生化科技有限公司;

硫酸庆大霉素、硫酸新霉素:北京索莱宝科技有限

公司;

PP合成纸:上海天成纸品纸业合作公司;

试验用水为超纯水(电阻率１８．２MΩcm).

１．２　仪器与设备

场发射扫描电子显微镜:SＧ４８００Ⅱ型,日本日立公司;

显 微 共 焦 拉 曼 光 谱 仪:RenishawinVia 型,英 国

Renishaw公司;

透射电子显微镜:Tecnai１２型,荷兰Philips公司;

透射电子显微镜:FEITecnaiG２F２０SＧTWIN型,美
国FEI公司;

显微拉曼成像光谱仪:DXRxi型,美国 Thermofisher
公司;

紫外—可见分光光度仪:CaryUVＧ５０００型,扬州贝欧

生物科技有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　AuNFs的合成　取０．４mLHAuCl４溶液(５０mmol/L)

加入到含１０mL超纯水的烧杯中,剧烈搅拌混匀,加入

０．８mL盐酸多巴胺溶液(５３ mmol/L),６０℃水 浴搅拌

３０min,３０００r/min离心１０min,去除上清液,向沉淀中

加入１mL超纯水,混匀得 AuNFs溶液,４℃贮藏备用.

１．３．２　SERS基底的制备　将 PP合成纸切割成２cm×

２cm 小块,并按３×３排列,在其表面滴５０mLAuNFs溶

液,自然干燥即得研究使用的方阵排列SERS基底.

１．３．３　样品前处理　取１０g冷冻猪肉,研磨,倒入５０mL
离心管中.将１３．５mL乙腈和３００,１５０,７５,１５mL乙酸

滴入离心管中,得到的乙酸体积分数分别为 ２％,１％,

０．５％,０．１％,并用超纯水定容到１５mL.加入脱水剂,涡

旋振荡３min,８０００r/min离心５min,取上清液于４℃贮

藏备用.称取一定量的硫酸庆大霉素和硫酸新霉素,加

入猪肉提取液并超声溶解.使用超纯水梯度稀释,最终

得到浓度为１×１０－１０~１×１０－３mol/L的猪肉提取液加

标样品,并将样品滴加到制备好的基底表面,选择激发波

长７８５nm,曝光时间１０s和光源强度５mW 进行SERS
检测.

增强因子(EF)是SERS检测领域的一个重要参数,

表示信号分子与纳米结构表面相互作用的SERS信号的

放大倍数.EF的计算需要仔细评估SERS和正常拉曼条

件下的信号强度和分子数量,并按式(１)进行计算.

FE＝
ISERS

IRS
, (１)

式中:

FE———增强因子;

ISERS———４ＧMBA标记的方阵排列SERS基底在当前

浓度(CSERS)测量的SERS强度;

IRS———仅有４ＧMBA的PP合成纸在当前浓度(CRS)

下的SERS强度.

１．３．４　SERS检测条件的优化　分别考察乙酸体积分数

(２．０％,１．０％,０．５％,０．１％)、脱水剂种类(NaCl、MgSO４

和 MgCl２)及脱水剂添加量对１×１０－６ mol/L氨基糖苷类

抗生素浓度的猪肉提取液加标样品SERS光谱图的影响.

１．３．５　数据分析　样本的拉曼光谱均采集３次,取平均

值进行数据分析.

２　结果与分析

２．１　AuNFs的表征

由图１可知,AuNFs表面有许多不规则的突起,大小

９６
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均一,颗粒大小约为５００nm.晶面是晶体具有一定空间

角度的 一 系 列 平 行 平 面,用 垂 直 于 平 面 的 矢 量 表 示.

AuNFs的晶面间距为０．２４nm,表明AuNFs优先在(１１１)

晶面生长.AuNFs溶液在４７３nm 处有一个吸收峰.综

上,通过一步合成法,简单、快速合成了大小均一,形貌均

匀的 AuNFs.

２．２　方阵排列SERS基底的表征

由图２可知,PP合成纸表面有高密度的 AuNFs,呈
多层排列,可增强基底的SERS效应.SERS映射的颜色

在１０７７cm－１处的特征峰较为规则,说明以PP合成纸为

衬底的方阵排列SERS基底有良好的均匀性.４ＧMBA标

记的方阵排列SERS基底有很强的SERS信号.当CSERS

为１×１０－６ mol/L,CRS为１mol/L时,EF为３．９×１０７,高

于金纳米星的[２４],表明 AuNFs有很强的SERS表面增强

效应.

使用４个不同批次的方阵排列SERS基底分别检测

４ＧMBA,结果如图２(d)所示.４次SERS光谱波形相似且

在１０７７cm－１处 RSD为７．０１％.因此,该基底表现出良

好的重现性.将制备好的 SERS基底于４ ℃静置１,７,

１４d后,SERS光谱的波形和强度相似,且在１０７７cm－１

特征峰处,贮藏１４d的SERS强度与贮藏１d的相比仅下

降了９．９３％,说明 AuNFs基底有较好的稳定性,具有疏

水特性的 PP合成纸阻止了水性 AuNFs溶液吸收,并使

AuNFs均匀地保留在 PP 合 成 纸 表 面,因 此 方 阵 排 列

SERS基底表现出良好的性能.

２．３　硫酸庆大霉素和硫酸新霉素的SERS光谱图

硫酸庆大霉素和硫酸新霉素的结构式如图３和表１
所示.

图１　AuNFs的结构表征图

Figure１　StructuralcharacterizationdiagramofAuNFs

图２　方阵排列SERS基底的表征图

Figure２　CharacterizationmapofsquareＧarrayalignedSERSsubstrates

０７
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　　为了进一步定量检测猪肉中硫酸庆大霉素和硫酸新

霉素残留,对其特征峰进行分析.由图４可知,硫酸庆大

霉素和硫酸新霉素在９９７,１０７４,１５７２cm－１处表现出明

显的特征峰,分别由 H—N—H 摇摆振动、C—O 拉伸振

动和N—H的弯曲振动引起[２５],因此将这些特征峰归属

图３　硫酸庆大霉素和硫酸新霉素的结构式

Figure３　Structuralformulaofgentamicinsulfateand
neomycinsulfate

表１　硫酸庆大霉素结构组成

Table１　Structuralcompositionofgentamicinsulfate

化合物 R１ R２ R３

硫酸庆大霉素C１ CH３ H CH３

硫酸庆大霉素C２ H H CH３

硫酸庆大霉素C１a H H H

硫酸庆大霉素C２a H CH３ H

于氨基糖苷类抗生素分子的SERS特征峰.而硫酸庆大

霉素和硫酸新霉素的SERS光谱图分别在４７５,６１９cm－１

处表现出微弱且独有的特征峰,是由 H—N—H 的扭转

振动 和 N—H 的 弯 曲 振 动 引 起. 因 此,选 择 ４７５,

６１９cm－１处的峰作为硫酸庆大霉素和硫酸新霉素定性分

析的特征峰,并以此处 SERS信号强度确定最佳试验条

件,对猪肉中氨基糖苷类抗生素残留进行定量分析.

２．４　SERS检测条件的优化

２．４．１　提取液　由图５可知,当乙酸体积分数为１％时,

硫酸庆大霉素和硫酸新霉素的特征峰明显.因此,采用

９０％乙腈(１％乙酸)水溶液作为提取液.

２．４．２　脱水剂种类　由图６可知,加入 NaCl时,氨基糖苷

类抗生素SERS特征峰明显,因此,选择 NaCl作为脱水剂.

图４　猪肉提取液的SERS光谱图

Figure４　SERSspectraofporkextracts

图５　乙酸体积分数对硫酸庆大霉素和硫酸新霉素SERS光谱图的影响

Figure５　EffectofaceticacidvolumefractionontheSERSspectrogramsofgentamicinsulfateandneomycinsulfate

１７
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２．４．３　脱水剂添加量　由图７可知,当 NaCl添加量为

２g时,硫酸庆大霉素和硫酸新霉素分别在４７５,６１９cm－１

特征峰处SERS强度最大,说明此时的脱水效果最佳.因

此,选择２gNaCl作为脱水剂.

图６　脱水剂种类对硫酸庆大霉素和硫酸新霉素SERS光谱图的影响

Figure６　EffectofdehydratingagenttypeontheSERSspectrogramsofgentamicinsulfateandneomycinsulfate

图７　NaCl添加量对硫酸庆大霉素和硫酸新霉素SERS强度的影响

Figure７　EffectofNaCladditiononSERSintensityofgentamicinsulfateandneomycinsulfate

２．５　猪肉中氨基糖苷类抗生素的定量分析

由图８可知,随着加标浓度的增加,硫酸庆大霉素和

硫酸新霉素对应特征峰SERS强度逐渐增强.硫酸庆大

霉素加 标 浓 度 为 １×１０－１０ mol/L 的 样 品 在 １０７４,

１５７２cm－１处有特征峰,但由于氨基糖苷类抗生素特征峰

的共性,仅能将其定性为氨基糖苷类抗生素残留,不能定

性为硫酸庆大霉素残留;而在４７５cm－１处未表现出明显的

特征峰,因此选择１×１０－９ mol/L作为硫酸庆大霉素的最

低检测限(LOD).硫酸新霉素加标浓度为１×１０－９ mol/L
的样品在６１９cm－１处未表现出明显的特征峰,因此选择

１×１０－８ mol/L作为硫酸新霉素的LOD.在４７５cm－１特

征峰处建立猪肉提取液硫酸庆大霉素加标样品的SERS
强度与浓度(１×１０－９~１×１０－３ mol/L)的对数的标准曲

线,线性回归方程为y＝３９５．９８x＋４８４５．３７,相关系数

(R２)为０．９９１６.在６１９cm－１特征峰处建立猪肉提取液

硫酸新霉素加标样品的SERS强度与浓度(１×１０－８~１×

１０－３ mol/L)的对数的标准曲线,线性回归方程为y＝

１０８０．７８x＋９２８０．７２,R２ 为 ０．９９０７.因 此,方 阵 排 列

SERS基底可实现猪肉提取液加标样品的定量检测.

　　由表２可知,试验采用的方阵排列SERS基底检测灵

敏度高,仅次于间接竞争性化学发光酶免疫分析,且检测

速度快,有较好的稳定性,因此SERS技术对氨基糖苷类

抗生素的检测具有较高的应用前景.

２．６　实际样品中氨基糖苷类抗生素的测定

在最佳检测条件下,猪肉样品中未检出氨基糖苷类

抗生素残留,说明该猪肉符合国家检测标准.为验证

SERS方法的可行性,对１×１０－６ mol/L氨基糖苷类抗生

素加标浓度的猪肉提取液样品进行检测,结果见表３.由

表３可知,试验方法的检测回收率和酶联免疫法的相近,

结果无显著性差异(P＞０．０５),且 RSD均＜８％,表明基

于方阵排列SERS基底对猪肉中氨基糖苷类抗生素残留

的检测方法具有较高的准确性和可行性.
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图８　猪肉提取液硫酸庆大霉素和硫酸新霉素加标样品的SERS光谱图

Figure８　SERSspectraofgentamicinsulfateandneomycinsulfatespikedsamplesfromporkextracts

表２　基于不同方法检测氨基糖苷类抗生素

Table２　Detectionofaminoglycosideantibioticsbasedondifferentmethods
抗生素 检测方法 单位 LOD 文献

硫酸庆大霉素 免疫层析检测 mg/kg １．４９ [１]

超高效液相色谱—串联质谱法 mg/kg １０ [８]

微生物抑制法 mg/L ５０ [１２]

酶联免疫吸附法 ng/mL ０．５２ [２６]

间接竞争化学发光酶免疫分析法 ng/mL ０．００２ [２７]

SERS检测 mol/L １×１０－９

硫酸新霉素　 超高效液相色谱—串联质谱法 mg/kg １０ [８]

酶联免疫吸附法 mg/kg ５ [２８]

侧流免疫测定 ng/mL ０．１ [２９]

SERS检测 mol/L １×１０－８

表３　实际样品中氨基糖苷类抗生素残留的检测结果

Table３　Detectionresultsofaminoglycosideantibioticresiduesinactualsamples

抗生素
加标浓度/

(molL－１)

试验方法

检测浓度/(molL－１) 回收率/％ RSD/％

酶联免疫吸附法

检测浓度/(molL－１) 回收率/％ RSD/％
硫酸庆大霉素 １×１０－６ ０．９６×１０－６ ９６ ６．４３ ０．９４×１０－６ ９４ ６．８２
硫酸新霉素　 １×１０－６ ０．９２×１０－６ ９２ ７．２９ ０．９５×１０－６ ９５ ６．２９

３　结论

研究以疏水性 PP合成纸为衬底,制备了一种基于

AuNFs的方阵排列 SERS基底.通过与 QuEChERS方

法结合,快速、定量和高通量检测猪肉中氨基糖苷类抗生

素残留.基于 PP合成纸的疏水特性,AuNFs聚集更加

紧密,使该基底具有良好的均一性、稳定性和SERS增强

效应.与传统检测方法相比,基于方阵排列SERS基底的

检测方法更加方便快捷、灵敏度高.后期探究不同肉类

样品对SERS信号的影响,实现肉类样品中抗生素残留经
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济、高效、高灵敏的检测.
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