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牛奶中阿莫西林含量表面增强拉曼光谱

检测方法的建立
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摘要!以香水百合花瓣绿色合成的银溶胶为表面增强拉

曼散射"

Y(TY

$活性基底!建立了牛奶中阿莫西林含量的

Y(TY

检测方法%对
Y(TY

检测条件进行了优化!考察了

银溶胶浓度#银溶胶与阿莫西林溶液的体积比和氯化钠

溶液的添加与否对
Y(TY

检测的影响%试验结果表明&当

银溶胶浓度为
"8'58D

#

2

(

*W

#银溶胶与阿莫西林溶液的

体积比为
D

+

"

且不添加氯化钠的条件下!获得的
Y(TY

信号最强%在该条件下!阿莫西林标准溶液的浓度与

"8##6*

[" 处拉曼特征峰的
Y(TY

信号强度在
"

"

"888

#

2

(

*W

范围内有良好的线性关系!方法的最低检

出浓度可达到
"

#

2

(

*W

%

!

份加标牛奶中阿莫西林的加

标回收率为
%D5#"E

"

&!5'4E

!相对标准偏差"

TYP

$为

#5"'E

%该方法简单方便!可实现牛奶中一定浓度阿莫西

林的检测%

关键词!表面增强拉曼散射"

Y(TY

$'阿莫西林'银溶胶'

定量分析
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阿莫西林!

C*7:,6,--,1

#是一种广谱的半合成青霉素

类抗生素药物$因起效快(杀菌效果好在医学和兽医临床

得到广泛应用)

"

*

%但由于能产生过敏反应和易使细菌产

生耐药性等$所以对阿莫西林含量的测定是必要的%阿

莫西林含量的测定方法有多种$如分光光度法(免疫分析

法(色谱分析法(色谱质谱连用法(电化学法(微生物法

等)

"[D

*

$但这些方法测定程序复杂(时间长且成本较高%

阿莫西林有较强的抗菌能力$常被作为饲料添加剂或兽

药在禽畜养殖中使用$但它的残留会引起易敏感人群过

敏$且经常食用有残留阿莫西林的食品会诱导产生耐药

菌株$给人类带来潜在危害%常用的测定阿莫西林含量

的方法$处理样品步骤繁琐$应用仪器多$试验成本高$耗

时长$不适用于样品中阿莫西林含量的简便与快速

检测)

#

*

%

表面增强拉曼散射!

Y(TY

#检测技术可用于固体(液

体(气体等样品的分析和检测$具有光谱特征强(受光漂

白影响小(检测灵敏度高等优点)

'

*

%近年来$

Y(TY

检测

技术已成为了研究的热点$被广泛应用于食品中有害物

'(
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质的检测%近期
Y(TY

检测技术在食品中的应用有"房小

倩等)

$

*同时检测了鸡尾酒中的苯甲酸钠和山梨酸钾$其

预测值与实际值相关系数分别为
85&D&!

和
85&4"%

+李韦

等)

%

*快速检测了腐竹和米粉中乌洛托品$其最低检出限

可达到
85#

#

2

'

*W

$检测时间低于
48*,1

+李言等)

&

*检测

了食品中赤藓红$其最低检出限可达到
"

#

2

'

*W

$检测时

间低于
"#*,1

+许丽梅等)

"8

*快速检测了食品中罗丹明
]

$

其最低检出限可达到
85#*

2

'

J

2

$检测时间约
"8*,1

+陈

思等)

""["4

*快速检测了硬糖中诱惑红和白酒中糖精钠$其

最低检出限分别可达到
85"

2

'

J

2

和
"

#

2

'

*W

$检测时间

分别低于
"#

$

"8*,1

%

本试验建立了牛奶中阿莫西林含量的
Y(TY

检测方

法%通过优化得到了最佳检测条件$并成功用于牛奶中

阿莫西林含量的测定%该方法简单方便$为
Y(TY

检测技

术应用到食品中有害物质的检测提供试验依据%

"

!

材料与方法
"5"

!

材料与仪器

"5"5"

!

材料与试剂

阿莫西林"色谱纯$上海阿拉丁生化科技股份有限

公司+

硝酸银"分析纯$上海试剂一厂+

氢氧化钠(乙酸乙酯(氯化钠"分析纯$天津永大化学

试剂有限公司+

锡纸(牛奶"市售+

试验所用水都为超纯水$所有试剂和药品使用时未

进一步提纯%

"5"54

!

主要仪器设备

集热式恒温加热磁力搅拌器"

PO)"8"Y

型$上海鹰迪

仪器设备有限公司+

高速冷冻离心机"

MR)4#"%T

型$德国耶拿分析仪器

股份公司+

予华牌循环水真空泵"

YMf)P

-

型$巩义市予华仪器

有限责任公司+

数控超声波清洗器"

da)!88P(

型$昆山市超声仪器

有限公司+

激光共焦显微拉曼光谱仪"

PgT

型$美国赛默飞世尔

科技公司%

"54

!

试验方法

"545"

!

溶胶的制备
!

准确称取
"8*

2

香水百合花瓣粉末

于
4#8 *W

圆 底 烧 瓶 中$加 入
48 *W

超 纯 水$再 加

#**7-

'

W

硝酸银溶液
#*W

$用
DE

氢氧化钠溶液调
A

M

值至
"4

$放入集热式恒温加热磁力搅拌器中于
!$\

加热

"4/

后抽滤$滤液备用%

"5454

!

Y(TY

检测条件优化
!

阿莫西林标准溶液制备"精

确称取阿莫西林标准品
4#5888*

2

于
4#*W

容量瓶中$

加超纯水溶解$定容$得到浓度为
"888

#

2

'

*W

的阿莫西

林标准储备液%用超纯水依次稀释成梯度标准液"

#88

$

"88

$

#8

$

"8

$

"

#

2

'

*W

$密封$低温!

D\

#保存%

将适量的银溶胶与阿莫西林溶液混合$总体积为

"*W

$旋涡混匀后吸取
48

#

W

滴至包有锡箔纸的玻璃片

上$

!#\

烘箱中烘干后进行
Y(TY

检测%按此步骤分别对

银溶胶的浓度!

"85'8

$

4'5#"

$

#!584

$

"8'58D

$

4"458%

#

2

'

*W

#(

银溶胶与阿莫西林溶液的体积比!

"

+

D

$

"

+

4

$

"

+

"

$

4

+

"

$

D

+

"

$

%

+

"

#(是否添加氯化钠进行了条件优化%

激光共焦显微拉曼光谱仪检测参数为"激光波长$

$%#1*

+激光能量$

!858*N

+光阑$

#8

#

*

针孔+积分时间

为
"8.

$每个样品探测
'

次进行平均%

"545!

!

牛奶样品检测
!

以不含抗生素的牛奶为溶剂配制

浓度为
"88

#

2

'

*W

的阿莫西林样品溶液%取
#88

#

W

样

品溶液与
#88

#

W

乙酸乙酯置于
4*W

离心管中水浴超声

"8*,1

后取出$

"8888B

'

*,1

离心
"8*,1

%按照上述步

骤优化的最佳
Y(TY

检测条件对样品进行检测%

"5!

!

数据处理

以
(:6=-

和
<B,

2

,1%5#

分析软件结合进行分析与

作图%

4

!

结果与分析
45"

!

银溶胶的表征

图
"

是香水百合花瓣粉末绿色合成的银溶胶的紫外

吸收光谱及透射电镜图$如紫外吸收光谱图所示$香水百

合花瓣粉末绿色合成的银溶胶在
D"81*

处有最大吸收

图
"

!

银溶胶的紫外吸收光谱及透射电镜图
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峰$半峰宽较窄$对称度高$说明合成的银纳米粒径分布

均匀$分散性良好%从透射电镜图可以看出银纳米颗粒

是不规则的球状$平均粒径大小为!

'5#%"b"5!8'

#

1*

%

454

!

阿莫西林拉曼光谱

分别测试了水(阿莫西林水溶液及阿莫西林固体的

拉曼光谱$结果如图
4

所示%超纯水没有明显的拉曼峰$

且在没有活性基底的条件下$

"88

#

2

'

*W

的阿莫西林水

溶液也没有拉曼峰$但固体阿莫西林在
%#D

$

&##

$

"8##

$

""$%

$

"4'"

$

"!&&

$

"'48

$

"'%#

$

"$$'6*

["等处有主要

特征峰%据相关文献)

"!["D

*报道$这些峰均是阿莫西林的

特征峰%这表明无活性基底的增强作用$阿莫西林标准

溶液无
Y(TY

信号%表
"

为阿莫西林的理论拉曼光谱与

试验拉曼光谱$二者基本一致%阿莫西林分子有多种官

能团$如表
"

所示$

%#D6*

["归属于苯环的呼吸振动与

RM

(

SM

4

的弯曲振动+

&##6*

["归属于
RM

!

的平面摇摆

振动与苯环中
RM

的面外弯曲振动+

"8##6*

["归属于

R

&

SM

4

的伸缩振动与
RM

(

SM

4

的弯曲振动+

""$%6*

["

归属于
SM

4

(

RM

及与苯环相连的
<M

的弯曲振动+

"4'"6*

[" 归属于
R

&

<M

的伸缩振动和苯环中
RM

的

弯曲振动+

"!&&6*

["归属于
SM

4

的扭曲振动与
RM

的

弯曲振动+

"'486*

["归属于苯环中
R

#

R

的伸缩振动

与
SM

的弯曲振动+

"$$'6*

["归属于羧基中
R

#

<

的

伸缩振动(

<M

的弯曲振动与噻唑环中
RM

的弯曲振动%

45!

!

Y(TY

检测条件优化

45!5"

!

银溶胶浓度的条件优化
!

Y(TY

信号的强弱与基

底的活性密切相关%图
!

为以不同浓度的银溶胶为基底

时阿莫西林的拉曼增强光谱图%如图
!

所示$增强基底

没有出现拉曼峰$说明香水百合花瓣粉末绿色合成的银溶

胶不会对所测溶液信号产生影响%银溶胶与
"888

#

2

'

*W

阿莫西林溶液混合时$当银溶胶浓度从
"85'8

#

2

'

*W

增

加到
#!584

#

2

'

*W

$拉曼光谱振动峰不明显$可能是银溶

胶的浓度太低$导致活性较低+当银溶胶浓度为
"8'58D

$

4"458%

#

2

'

*W

时$拉曼光谱振动峰明显$且
"8'58D

#

2

'

*W

时
Y(TY

信号强度最大$故
"8'58D

#

2

'

*W

为最佳浓度%

+5

阿莫西林固体
!

I5"88

#

2

'

*W

阿莫西林水溶液
!

65

水

图
4

!

阿莫西林的拉曼增强光谱图

O,

2

0B=4

!

T+*+1.

A

=6>B+7H.7-,@+*7:,6,--,1

表
"

!

阿莫西林主要拉曼峰归属'

"!["D

(

L+I-="

!

L/==:

A

=B,*=1>+-+1@>/=7B=>,6+-T+*+1.

A

=6>B+

7H+*7:,6,--,1+1@

A

=+J+..,

2

1*=1>

'

"!["D

(

理论光谱'

6*

["

试验光谱'

6*

["

峰归属

%D! %#D

苯环的呼吸振动$

RM

(

SM

4

的弯曲

振动

&#! &##

RM

!

的平面摇摆振动与苯环中
RM

的

面外弯曲振动

"8'8 "8##

R

&

SM

4

的伸缩振动与
RM

(

SM

4

的弯

曲振动

""%# ""$%

SM

4

(

RM

及与苯环相连的
<M

的弯曲

振动

"4D" "4'"

R

&

<M

的伸缩振动和苯环中
RM

的弯

曲振动

"D"! "!&&

SM

4

的扭曲振动与
RM

的弯曲振动

"''# "'48

苯环中
R

#

R

的伸缩振动与
SM

的弯

曲振动

"$%$ "$$'

羧基中
R

#

<

的伸缩振动(

<M

的弯

曲振动$噻唑环中
RM

的弯曲振动
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银溶胶
!

I

(

6

(

@

(

=

(
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分别为
"85'8

$

4'5#"

$

#!584

$

"8'58D

$

4"458%

#

2

'

*W

银溶胶
` "888

#

2

'

*W

阿莫西林

溶液!各
#88

#

W

#

图
!

!

不同浓度的银溶胶为基底时对阿莫西林

的拉曼增强光谱图

O,

2

0B=!

!

T+*+1=1/+16=@.

A

=6>B+7H+*7:,6,--,1G,>/@,H)

H=B=1>6716=1>B+>,71.7H.,-3=B67--7,@.7-0>,71

+..0I.>B+>=

45!54

!

溶胶与阿莫西林溶液的体积比条件优化
!

当基底

间距适当时$若能有更多分子可以吸附至基底的活性位

点$分子的拉曼信号会得到更大增强%但当分子对活性

位点的吸附达到饱和时$

Y(TY

信号很难继续增强%图
D

是不同体积比的银溶胶与阿莫西林的拉曼增强光谱图%

如图
D

所示$当银溶胶与阿莫西林溶液体积比为
"

+

D

和

"

+

4

时$虽有阿莫西林的拉曼特征峰$但拉曼信号强度较

弱$可能阿莫西林浓度较高但银溶胶基底的活性位点较

少+当体积比为
D

+

"

时$拉曼强度达到最大$可能基底的

)(

"

_7-5!#

"

S754

李海闽等!牛奶中阿莫西林含量表面增强拉曼光谱检测方法的建立



图
D

!

不同体积比的银溶胶与阿莫西林的拉曼增强光谱图

O,

2

0B=D

!

T+*+1=1/+16=@.

A

=6>B+7H.,-3=B67--7,@.7-0>,71

+1@+*7:,6,--,1,1@,HH=B=1>37-0*=B+>,7.

活性位点与阿莫西林溶液浓度比例最佳$故选择
D

+

"

为

最优体积比%

45!5!

!

氯化钠对银溶胶与阿莫西林体系的影响
!

盐的添

加及加入顺序对拉曼增强效果也有影响)

"#

*

%图
#

为氯化

钠对银溶胶与阿莫西林体系影响的拉曼增强光谱图%当

银溶胶 为 活 性 基 底 时$氯 化 钠 的 拉 曼 光 谱 在
$!"

$

"!!!6*

[" 处有明显的
Y(TY

信号%先加入氯化钠$再

加入阿莫西林的混合液的拉曼增强光谱与不加入阿莫西

林的出峰情况差不多$但当加入的顺序调整后$在
%#D

$

&##

$

"8##

$

"4'"

$

"!&&6*

["处出现了阿莫西林的拉曼特

征峰%这表明银溶胶与阿莫西林结合后$再加入氯化钠

对阿莫西林的拉曼增强效果更好%然而同等条件下不添

加氯化钠时$拉曼特征峰处的
Y(TY

信号更强$所以选择

在体系中不添加氯化钠%

!!

综上所述$当银溶胶浓度为
"8'58D

#

2

'

*W

(银溶胶与

阿莫西林溶液的体积比为
D

+

"

且不添加氯化钠的条件

下$对阿莫西林的拉曼增强效果最好$

Y(TY

信号最强%

+5

银溶胶
`

氯化钠
!

I5

银溶胶
`

氯化钠
`

阿莫西林
!

65

银溶

胶
`

阿莫西林
`

氯化钠
!

@5

银溶胶
`

阿莫西林

图
#

!

氯化钠对阿莫西林与银溶胶体系影响的

拉曼增强光谱图
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45D

!

阿莫西林标准溶液的
Y(TY

分析

图
'

是不同浓度的阿莫西林标准溶液的表面增强拉

曼光谱图%当浓度为
"

#

2

'

*W

时$阿莫西林的拉曼特征

峰出现$且
"8##6*

["处的
Y(TY

信号强度与阿莫西林标

准溶液浓度具有更好的正相关性%以阿莫西林标准溶液

的浓度为横坐标$在
"8##6*

["处的
Y(TY

信号强度为纵

坐标建立线性回归曲线%线性回归方程为
<

^854"%?`

"%544%

$且有良好的线性相关性!

@

4

8̂5&%#%

#$该方法的

最低检出限浓度可达到
"

#

2

'

*W

%

图
'

!

不同浓度阿莫西林标准溶液的拉曼增强光谱图

O,

2

0B='
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Y(TY.

A

=6>B+7H+*7:,6,--,1.7-0>,71,1

@,HH=B=1>6716=1>B+>,71.

45#

!

牛奶中阿莫西林的
Y(TY

检测

取
!

份阿莫西林浓度为
"88

#

2

'

*W

的牛奶样品$测定其

Y(TY

信号强度$并计算回收率$结果见表
4

%如表
4

所示$牛

奶样品中阿莫西林的加标回收率为
%D5#"E

"

&!5'4E

$相对

标准偏差!

TYP

#为
#5"'E

$表明该方法可以满足定量分析的

要求$可用于牛奶中的阿莫西林含量的检测%

表
4

!

阿莫西林的回收率

L+I-=4

!

T=673=B

9

B+>=7H+*7:,6,--,1

加标量'

!

#

2

,

*W

["

#

实测量'

!

#

2

,

*W

["

#

回收率'
E TYP

'

E

"88 &!5'4 &!5'4

"88 %D5#" %D5#" #5"'

"88 &85D! &85D!

!

!

结论
本试验建立了牛奶中阿莫西林含量的

Y(TY

检测方

法%通过优化确定了银溶胶的最佳浓度(银溶胶与阿莫

西林溶液的最佳体积比和是否添加氯化钠%结果表明$

在最佳检测条件下$阿莫西林标准溶液的浓度与
Y(TY

信

号强度在
"

"

"888

#

2

'

*W

范围内有良好的线性关系$线

性回归方程为
<

8̂54"%? "̀%544%

$

@

4

8̂5&%#%

%该方法

的最低检出限可达到
"

#

2

'

*W

%并且$

!

份加标牛奶中阿

莫西林的加标回收率在
%D5#"E

"

&!5'4E

$

TYP

为

*)

安全与检测
YCO(LU QFSYV(RLF<S

总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



#5"'E

%本试验所用银溶胶为生物合成$较常用的化学合

成对环境无污染%因此该检测方法简单$环保$成本低$

耗时短$灵敏度高$具有可行性%后续试验可以建立食品

中其它兽药的
Y(TY

检测方法%
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