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基于表面增强拉曼光谱的养殖水中五氯酚残留检测
!")"*)1%(%/

&

"()-*3$%,%

&

3"(%$1(/1.3",

6

:-)",+.1(

4

.+,/-*";"(3-(*"25-'-(.

&

"*),%.*%

&6

张泸文#

$7-42!/)W;'

#

!

余婉松!

L# Y1')E&'

(

!

!

夏苏捷#

K"-5/)

6

+;

#

!

陈
!

燕#

8794L1'

#

!

王
!

柯#

Y-42P;

#

)

#=

上海市食品药品检验所#上海
!

!"#!"6

,

!=

赛默飞世尔科技9中国:有限公司#上海
!

!"#!"7

+

)

#=5%1'

(

%1+"'EF+F/F;

C

&?0&&>1'>:?/

(

8&'F?&@

#

5%1'

(

%1+!"#!"6

#

8%+'1

,

!=M%;?I&0+E%;?5J+;'F+

C

+J

9

8%+'1

:

8&=

#

!F>=

#

5%1'

(

%1+!"#!"7

#

8%+'1

+

摘要!应用表面增强拉曼光谱!

)*')

$技术"建立了一种

水产品流通过程养殖水中五氯酚残留量的快速测定方

法#参照经典方法制备金溶胶后将其浓缩作为增强基

底"通过优化促凝剂&调节体系
Q

2

值&选择纳米溶剂及其

用量&考察吸附等待时间得到最佳
)*')

增强效果#所建

立的方法在
"A!

"

+A"

$

E

-

;b

的浓度范围内具有良好的线

性相关性"养殖水中五氯酚的检出限为
"A&

$

E

-

;b

"回收

率为
W%AW+Y

"

##!A6"Y

"精密度为
7A#Y

"

##A6Y

"满足

残留分析的要求#定性方法灵敏度&特异性
%

$&Y

&假阴

性率和假阳性率
#

&Y

"结果均符合食药监科便函/

!"#W

0

+6

号+食品快速检测方法评价技术规范,要求#该方法快

速准确&操作简便"适用于现场快速检测养殖水中五氯酚

残留量#

关键词!五氯酚'养殖水'表面增强拉曼光谱'快速检测
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五氯酚)

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>

#

a(a

+及其钠盐属高毒有

机氯农药#在中国曾长期被用于消灭池塘$稻田内寄生血

吸虫的宿主钉螺以及养殖水体的消毒$清塘等/

#

0

%五氯

酚化学性质稳定#自然界中降解缓慢#易通过水载体广泛

扩散#可通过食物链进入人体而蓄积#具有明显的生物毒

性以及致畸$致癌$致突变等毒副作用%世界各发达国家

均将其列为优先控制的持久性有机污染物之一#严格限

制其使用/

!X+

0

%中国农业部公告第
#$6

号及第
!6&

号和

!无公害食品 渔用药物使用准则")

45&"W#

-

!""!

+#均

明确规定禁止五氯酚及其钠盐用于水生食品动物生产

中%但近年来中国仍有部分渔民使用五氯酚钠杀灭杂鱼

进行清塘#导致淡水沉积物中的五氯酚含量呈上升趋

势/

&

0

#对渔业产品质量的影响仍较严重%因此#有必要建

立准确$可靠$快速的检测方法#从源头上对水产品生产

养殖和流通环节进行安全监控%

目前五氯酚常用的检测方法有气相色谱法)
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$

液相色谱法)

b(
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0

$气相色谱-质谱法)

\(:0)

+

/

%

0

$液

相色谱-串联质谱法)

b(:0)

.

0)

+

/

$

0和超高效液相色

谱-高分辨质谱法)

]ab(:2'0)

+

/

#"

0

%尽管此类方法具

有较高的灵敏度和准确度#但是试验耗时较长#试验仪器

规模较大#对操作人员要求高#并不适合现场快速检测%

表面增强拉曼光谱)
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+技术是基于当激光照射到金$银等金属
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第
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卷第
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期 总第
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期
"
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年
#!

月
"



粗糙表面或溶胶中#由于电磁交互作用使得金属表面电

场增强#将吸附在金属粗糙表面的待测物拉曼散射信号

强度增加
#"

+

"

#"

7倍的类共振增强效应而研发出来的一

种新型光谱分析检测技术/

##

0

%表面增强拉曼光谱具有百

万级的光谱增强能力#且具备无需样品前处理$灵敏度

高$操作简单$检测速度快$易实现现场检测等优点/

#!

0

#在

食品安全快速监测领域获得了广泛的应用/

#6X#&

0

#在水产

品及加工制品中有毒有害物质快速检测方面越来越受到

重视%王利华等/

#7

0应用
)*')

技术实现了对水产类产品

中孔雀石绿的快速高灵敏检测#实际可测最低浓度为

"A&

$

E

.

b

%郭小莹等/

#W

0以银溶胶为活性基底#应用
)*')

技术实现对水产鱼制品中组胺的快速定量检测#最低检

测浓度为
#";

E

.

b

#远低于
\S&""$A!"%

-

!"#7

中水产品

中组胺最大限量检测限
&";

E

.

b

%

结合便携式拉曼光谱仪#试验拟采用表面增强拉曼

光谱技术建立养殖水中五氯酚及其钠盐的残留量检测方

法#以期为生产$流通环节中五氯酚及其钠盐残留的现

场$快速检测探索新的途径和方法%

#

!

材料和方法
#A#

!

材料与仪器

#A#A#

!

材料与试剂

五氯酚钠标准品)

(1)

号
#6#:&!:!

+*纯度
9

$$A&Y

#

德国
.OA*GOHDNFCOJHO

公司,

硝酸银$柠檬酸三钠*纯度
9

$$A"Y

#美国
)=

E

;<

公司,

氯金酸*纯度
$$A$$Y

#百灵威科技有限公司,

甲醇*色谱纯#德国
0HOBI

公司,

氯化钠$氯化钾$碘化钾$碳酸钠$碳酸钾$三氯化铁$

硫酸镁$硫酸钾$氢氧化钾$硝酸和氯化镁*分析纯#国药

集团化学试剂有限公司,

"A+&

$

;

水相滤膜*天津津滕公司,

实验室用水为
0=>>=:9

超纯水)

#%A!0

-

2

B;

+%

#A#A!

!

仪器设备

便携 式 拉 曼 光 谱 仪*

,CCL.HJHDLHO'0

型#美 国

VGHO;C,=NGHO)B=HDF=J=B

公司,

高速离心机*

('!#\

型#德国
*

QQ

HDLCOJ

公司,

涡旋仪*

Z-'V*g+L=

E

=F<>

型#德国
381

公司,

天平*

)<OFCO=MNS)!!"!)

.

(a!!&.

型#德国
)<OFCO=MN

公司%

#A!

!

试验方法

#A!A#

!

试剂的制备
!

)

#

+金溶胶的制备*准确量取
"A"#Y

的氯金酸溶液

#"";b

于圆底烧瓶中#

##""O

.

;=D

磁力搅拌条件下加热

至沸腾#迅速加入
#Y

的柠檬酸三钠水溶液
#;b

#继续加

热至颜色呈酒红色后持续加热
#&;=D

#冷却至室温后调

Q

2

8

W

#于冰箱内
+[

避光保存/

#%X#$

0

%

)

!

+银溶胶的制备*精密称量
+&;

E

硝酸银于圆底烧

瓶中#加入
!&";b

超纯水溶解#安装好冷凝回流装置#加

热至沸#逐滴加入
&;b

质量浓度为
#Y

的柠檬酸三钠水

溶液#继续加热
#G

后停止%冷却至室温后于冰箱内
+[

避光保存/

!"

0

%

)

6

+浓缩金溶胶的制备*准确量取制备的金溶胶

!;b

于离心管中#

#""""O

.

;=D

离心
#";=D

#移除透明

水层#重复操作至下层剩余
"A#;b

#涡旋混匀即得浓缩金

溶胶/

!#

0

%

#A!A!

!

空白试样的选择
!

选取水产品养殖用水作为空白

试样#均购自上海本地菜场#按
\S!6!""A$!

-

!"#7

!食品

安全国家标准 动物源性食品中五氯酚残留量的测定 液

相色谱-质谱法"进行检测#经检测不含五氯酚%

#A!A6

!

标准溶液配制
!

)

#

+标准储备溶液)

#""

$

E

.

;b

+*精密称取五氯酚钠

标准品
#";

E

#置
#"";b

容量瓶中#加甲醇溶解并稀释

至刻度#摇匀#得到浓度为
#""

$

E

.

;b

标准储备溶液%此

储备液可在
X#%[

以下避光存放
#!

个月%

)

!

+标准工作溶液)

#

$

E

.

;b

+*精密量取五氯酚标准

储备溶液
#""

$

b

#置
#";b

容量瓶中#加水稀释至刻度#

摇匀#得到浓度为
#

$

E

.

;b

标准工作溶液%

#A!A+

!

样品检测方法
!

取养殖水适量#用
"A+&

$

;

水相

滤膜过滤#待测%取
#""

$

b

浓缩金溶胶#依次加入
"A"#Y

硝酸溶液
!"

$

b

#水样
#""

$

b

#

"A!;C>

.

b

硫酸镁溶液

!"

$

b

#

"A!;C>

.

b

碳酸钠溶液
!"

$

b

#充分混匀#

#;=D

后

检测分析%

#A!A&

!

拉曼光谱测定
!

激发光源波长
W%&D;

#激光光源

功率
!&";_

#光谱采集范围
!&"

"

!%W&B;

X#

%每个样

品平行测定
6

次#并将采集的光谱计算平均值用于数据

分析%

#A6

!

数据处理

图表处理主要采用
-O=

E

=D%A"

与
0=BOCNCJF*TBH>

软件%

!

!

结果与分析
!A#

!

五氯酚特征峰归属

五氯酚的
)*')

谱图如图
#

所示%五氯酚的主要组

成部分苯环$

(

-

(>

$

(

-

-

的拉曼频率主要集中在
6""

"

#7""B;

X#

#其主要特征峰在图谱中清晰可见#具体归属*

6+#B;

X#处
(

-

-

弯曲振动和苯环变形振动,

6%#B;

X#

处面外环弯曲振动,

+%7B;

X#处的
(

-

-

伸缩振动,

W7!B;

X# 处的苯环变形振动和
(

-

(>

伸缩振动#

###%

#

#!WWB;

X# 处的苯环伸缩振动和
(

-

2

弯曲振动%上述

谱峰均可作为定性鉴别五氯酚的特征谱峰%

!A!

!

拉曼检测条件的优化

!A!A#

!

纳米增强试剂的选择
!

试验比较了金溶胶$浓缩

#(

"

ZC>A6&

"

4CA#!

张泸文等!基于表面增强拉曼光谱的养殖水中五氯酚残留检测



图
#

!

五氯酚的
)*')

光谱图
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E

MOH#

!

)*')N

Q

HBFO<CJ

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>

金溶胶及银溶胶对五氯酚的增强效果#图谱见图
!

%结果

表明#银溶胶的催化活性较弱#不足以产生拉曼增强效

果%金溶胶的拉曼增强效果不佳#

)*')

信号较弱%而使

用浓缩金溶胶作为增强基底时#能得到很好的
)*')

图

谱#五氯酚各个特征峰拉曼信号较强%因此#考虑增强效

果与峰形规则性等因素#浓缩金纳米溶胶是五氯酚较为

理想的纳米增强试剂%

!A!A!

!

纳米溶胶体积
!

)*')

技术的原理是待测分子与

纳米基底表面产生一定的吸附作用#整个体系的极化率

发生变化从而放大分子的拉曼信号#故待测物质与纳米

基底之间的有效吸附直接影响到拉曼增强效应%分别选

择加入量为
!"

#

&"

#

#""

#

!""

$

b

的增强基底浓缩金溶胶#

对
#"

$

E

.

;b

五氯酚标准溶液进行拉曼光谱图检测%如

图
6

所示#逐渐增加纳米粒子体积后#特征峰的强度呈现

先增后减的趋势%纳米粒子的用量增加使得物质与纳米

粒子结合更充分#拉曼响应信号有一定程度的增强#但当

纳米粒子用量增加到一定程度后#

)*')

信号反而减少#

可能是由于金溶胶导致五氯酚表面形成过厚的包裹层#

导致五氯酚中的电子跃迁概率降低#导致信号减弱%当

纳米溶胶体积为
#""

$

b

#增强效果最明显#因此选取浓缩

金溶胶的最佳体积为
#""

$

b

%

图
!

!

五氯酚纳米增强试剂优化拉曼光谱图

,=

E

MOH!

!

'<;<DN

Q
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Q
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Q

GHDC>=D

L=JJHOHDFBC>>C=L<>D<DC
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图
6

!

不同体积纳米溶胶对五氯酚拉曼光谱强度的影响

,=

E

MOH6

!

VGH=DFHDN=F

@

CJ'<;<DN

Q

HBFO<CJ

Q

HDF<BG>COC:

Q

GHDC>P=FGR<O=CMNRC>M;HNCJBC>>C=L<>D<DC:

Q

<OF=B>HNNC>MF=CD

!A!A6

!

促凝剂的优化
!

添加适量的无机盐作为促凝剂可

以改变溶胶中纳米颗粒的分散状态#形成聚集体#进而产

生更多的
)*')

热点#增强样品的拉曼信号强度%试验分

别考察浓度均为
"A#;C>

.

b

的氯化钠$氯化钾$碘化钾$碳

酸钠$碳酸钾$三氯化铁$硫酸镁$硫酸钾和氯化镁试剂作

为促凝剂#检测浓度为
#"

$

E

.

;b

的五氯酚标准溶液的

)*')

光谱图%检测时溶液中促凝剂的添加体积均为

!"

$

b

#在促凝剂加入
#;=D

后采集
)*')

光谱以保证溶

胶的促凝达到稳定状态%单个促凝剂优化的五氯酚拉曼

光谱图如图
+

)

<

+所示#以
0

E

)-

+

作为溶胶促凝剂#拉曼

光谱可观测到非常明显的拉曼特征峰#具有更好的
)*')

增强效果%同时#通过比较单一促凝剂和多种促凝剂组

合的
)*')

增强效果#以
0

E

)-

+

和
4<

!

(-

6

组合作为促

凝剂#比单一其中一种促凝剂的增强效果均好#结果如

图
+

)

K

+所示%因此选择
0

E

)-

+

和
4<

!

(-

6

作为后续

)*')

分析中的促凝剂%

!A!A+

!

促凝剂用量的优化
!

适量的促凝剂能使纳米颗粒

产生更多热点从而增强
)*')

信号#但当促凝剂过量时纳

米颗粒会发生过度团聚#大大影响
)*')

效果%试验对

0

E

)-

+

和
4<

!

(-

6

的用量对五氯酚
)*')

信号的影响进

行对比研究#结果表明促凝剂
0

E

)-

+

和
4<

!

(-

6

浓度均

为
"A!;C>

.

b

#体积为
!"

$

b

时#五氯酚
)*')

增强效果

最优%

!A!A&

!

试剂加入顺序的优化
!

五氯酚与促凝剂的加入顺

序对
)*')

信号有较大的影响%若先加入促凝剂后再加

入待测样品#会导致金纳米粒子发生团聚#

)*')

效果较

差,而先将增强基底和分析物混合之后再加入
0

E

)-

+

和

4<

!

(-

6

#

)*')

效果较好%因此#试剂的加入顺序为金纳

米粒子$分析物$

0

E

)-

+

和
4<

!

(-

6

%

!A!A7

!Q

2

的影响
!

五氯酚电离程度$特征峰强度及吸附

位置均受酸碱度差异的影响%为了得到最佳的表面增强

拉曼效果#试验用不同浓度的硝酸调节五氯酚与金溶胶
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的
Q

2

#测量了不同
Q

2

条件下的表面增强拉曼光谱%如

图
&

所示#当混合溶液的
Q

2

为
+

时#五氯酚的
)*')

信

号明显优于其他
Q

2

%由于
2

p的存在能中和金纳米粒子

表面的负电荷)

1M(>

X

+

和柠檬酸根+#适宜的
Q

2

条件下纳

米粒子会发生一定程度的团聚#有利于热点的产生#从而

使得增强效果增加%

Q

2

过低时#纳米粒子会过度团聚#

降低增强效果,

Q

2

过高时#纳米粒子表面的负离子没有

完全中和#静电荷的&同性相斥'原理使得金属粒子间的

距离太远#也会造成增强效果不佳%因此#

Q

2c+

时五氯

酚标准溶液的
)*')

检测效果最佳%

图
+

!

单个促凝剂和两种促凝剂组合对五氯酚测定的影响

,=

E

MOH+

!

*JJHBFNCJL=JJHOHDFN=D

E

>HBC<

E

M><DF<DLFGH

BC;K=D<F=CD CJFPC BC<

E

M><DFN CD '<;<D

N

Q

HBFO<CJ

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>

图
&

!Q

2

值对
)*')

强度的影响

,=

E

MOH&

!

*JJHBFCJ

Q

2>HRH>CD)*')=DFHDN=F

@

!A!AW

!

吸附等待时间
!

设定五氯酚与增强基底浓缩金溶

胶的吸附等待时间从
6"N

至
#!;=D

#结果如图
7

所示%

吸附等待时间从
6"N

至
#!;=D

#五氯酚的
)*')

信号无

明显差异#说明浓缩金溶胶与五氯酚标准液混合反应迅

速#所产生的活性热点相对稳定#二者混合液有很好的化

学稳定性%

#!;=D

内的反应时间对测定基本无影响#均

可测定%

图
7

!

纳米溶胶在放置不同时间后对五氯酚

增强效果对比图

,=

E

MOH7

!

(C;

Q

<O=NCDCJ)*')N

Q

HBFO<CJ

Q

HDF<BG>COC:

Q

GHDC>=DBC>>C=L<>D<DC

Q

<OF=B>HN=DL=JJHOHDF

;=T=D

E

F=;H

!A6

!

方法学考察

!A6A#

!

定性分析

)

#

+检出限*取空白养殖用水若干份#分别添加浓度

为
"A"

#

"A#

#

"A!

#

"A&

$

E

.

;b

五氯酚标准品至空白样本中#

按照分析步骤进行测定#每个浓度测定
7

次#观察检测结

果#当五氯酚为
"A&

$

E

.

;b

时#拉曼检测结果均为阳性#

最终确定五氯酚的检出限为
"A&

$

E

.

;b

%

)

!

+假阴性率和假阳性率*取空白养殖水若干#分别

添加五氯酚标准溶液#分别制成添加水平为
"

$最低检出

限$

!

倍最低检出限的样品各一式
!"

份#按五氯酚前处理

方法和分析步骤进行结果测定%检测结果显示#五氯酚

中
!"

份空白样本的检测结果为阴性的
!"

个#阳性的

"

个#假阳性率为
"Y

,五氯酚中
+"

份阳性添加浓度样本

的检测结果为阳性的
6$

个#阴性的
#

个#假阴性率为

!A&Y

%

)

6

+特异性*五氯酚的特异性为
#""Y

#符合食药监科

便函/

!"#W

0

+6

号!食品快速检测方法评价技术规范"要求%

)

+

+与现有方法一致性分析*将试验方法与基准方法

\S!6!""A$!

-

!"#7

!食品安全国家标准 动物源性食品

中五氯酚残留量的测定 液相色谱-质谱法"检测所得到

的阳性结果比率相比较#这两种方法在
&Y

置信区间内不

存在统计学差异)

$

!

'

6A%+

+,同时方法的灵敏度$特异

性
9

$&Y

$假阴性率和假阳性率
'

&Y

#均符合食药监科便

函/

!"#W

0

+6

号!食品快速检测方法评价技术规范"的要求%

%(

"

ZC>A6&

"

4CA#!

张泸文等!基于表面增强拉曼光谱的养殖水中五氯酚残留检测



!A6A!

!

定量分析

)

#

+标准曲线*选取
+%7B;

X#处的特征峰作为分析

对象#取质量浓度分别为
"A!

#

"A&

#

#A"

#

!A"

#

+A"

$

E

.

;b

的系

列标准溶液#在已优化的条件下#以
+%7B;

X#处峰强度对

相应的质量浓度作图#绘制标准曲线#并计算五氯酚线性

回归方程及其相关系数#结果见图
W

%在
"A!

"

+A"

$

E

.

;b

浓度范围内#五氯酚线性方程为
*

c"A"!&!Hp"A"#"6

#

线性关系良好#相关系数
?

为
"A$$!%

%

图
W

!

不同浓度五氯酚标准溶液
)*')

谱图及

标准工作曲线

,=

E

MOHW

!

)*')N

Q

HBFO<CJ

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>=DBC>>C=L<>

D<DC

Q

<OF=B>HNP=FGL=JJHOHDFBCDBHDFO<F=CDN<DL

FGHOH><F=CDNG=

Q

KHFPHHDFGH'<;<D=DFHDN=F

@

<DL

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>BCDBHDFO<F=CD

!!

)

!

+回收率及精密度试验*以鱼和虾养殖水为代表基

质#进行添加回收和精密度试验%选取空白样品#添加五

氯酚标准品#分别制成添加水平为
"A&

#

#A"

#

!A"

$

E

.

;b

的

样品各
7

份#进行加标回收率试验#计算平均回收率和相

对标准偏差#考察方法的准确度和精密度%由表
#

可见#

各添加水平的平均回收率为
W%AW+Y

"

##!A6"Y

#精密度

为
7A#Y

"

##A6Y

#方法的准确度与精密度均满足残留分

析的要求%

!A+

!

实际样品测定

为验证方法可行性#收集各品种水产品养殖水#包括

虾类$鱼类$贝类等样品基质养殖用水共
7"

批样品#分别

按照
)*')

拉曼法与确证方法
\S!6!""A$!

-

!"#7

!食品

表
#

!

加标样品的回收率及其
').

V<K>H#

!

VGHOHBCRHO

@

O<FH<DL').CJ

Q

HDF<BG>COC

Q

GHDC>

$

'c7

%

添加水平.

)

$

E

2

;b

X#

+

鱼养殖水

回收率.

Y

相对标准

偏差.
Y

虾养殖水

回收率.

Y

相对标准

偏差.
Y

"A& W%AW+ ##A6 ###A%" $A&

#A" %!A&# %A+ #"#A+" 7A#

!A" ##!A6" WAW $7A+! %A!

安全国家标准 动物源性食品中五氯酚残留量的测定 液

相色谱-质谱法"进行检测#测定结果一致%

6

!

结论
基于

)*')

技术建立了养殖水样中五氯酚的快速检

测方法%选取浓缩金溶胶为活性基底#通过优化增强基

底的加入量$

Q

2

$促凝剂的选择和加入顺序等拉曼增强条

件#以获得最佳的
)*')

信号%最佳试验条件下#定性方法

灵敏度和特异性
%

$&Y

#假阴性率和假阳性率
#

&Y

#结果

均符合食品快速检测方法评价技术规范%该方法不需复

杂的前处理#灵敏度和准确度高#单个样品检测时间在

&;=D

内#所得结果令人满意#较好地满足了现场快速检

测的需求%该方法目前主要用于养殖水中五氯酚残留的

快速检测#后续可进行不同动物源样品中五氯酚残留量

)*')

检测的探索%
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