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摘要　利用表面增强拉曼光谱(SERS)和静电富集(EP)相结合的技术,实现了水环境中磺胺甲基嘧啶、丁胺卡那霉

素、恩诺沙星和环丙沙星的有效富集和快速痕量探测.实验结果表明,与非静电富集SERS探测相比较,磺胺甲基

嘧啶和丁胺卡那霉素的特征峰强度提高了大约１０倍,恩诺沙星和环丙沙星的特征峰强度提高了２~３倍;４种抗生

素的最低检测浓度分别为１．９×１０－８,１．７×１０－８,５．５×１０－８,６．０×１０－８molL－１;当被检测目标的浓度较低时,特征

峰强度与探测浓度具有良好的线性关系.EPＧSERS技术可有效提高水环境中抗生素的检测灵敏度.
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Abstract　Theeffectiveaccumulationandtherapidtracedetectionofsulfadiazine amikacin enrofloxacinand
ciprofloxacinarerealizedbythehyphenatedtechnologyofsurfaceenhancedRamanspectroscopy SERS and
electrostaticpreconcentration EP 敭Theexperimentalresultsshowthat ifcomparedwiththosebythenonＧEPＧ
SERSdetection thecharacteristicpeakintensitiesofsulfadiazineandamikacinareincreasedbyabout１０times and
thecharacteristicpeakintensitiesofenrofloxacinandciprofloxacinareincreasedby２Ｇ３times敭Theminimum
detectableconcentrationsofthe４kindsofantibioticsare１敭９×１０－８ １敭７×１０－８ ５敭５×１０－８and６敭０×
１０－８molL－１ respectively敭Agoodlinearrelationshipbetweenthecharacteristicpeakintensityanddetection
concentrationappearswhentheconcentrationofdetectedtargetsisrelativelylow敭Thedetectionsensitivityof
antibioticsinaqueouscanbeimprovedeffectivelybyusingtheEPＧSERStechnology敭
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１　引　　言

近年来,滥用抗生素导致的污染问题受到广

泛关注,其首要污染源为水产养殖业,其他污染源

为生活、农业、畜牧养殖业的污水排放.因此,对
水环境中抗生素的有效检测和监控关乎人类健
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康.目前,残留抗生素的检测技术主要有酶联检

测免疫技术[１]、气相色谱Ｇ质谱检测技术[２]和液相

色谱Ｇ质谱检测技术[３]等.然而,这些检测技术均

存在操作繁琐、耗时长等问题,不适用于现场探

测[４].因此,寻找一种简便、快捷、易于实时探测

的抗生素检测新方法对水环境中抗生素污染的严

格控制具有重要的意义.
表面增强拉曼散射(SERS)作为一种分子识别

光谱,能以较高的灵敏度反映分子的结构信息[５Ｇ６],
被广泛应用于食品安全及医学等领域[７Ｇ８].近年来,
基于SERS技术的抗生素检测研究取得了一定的成

果.２０１３年,李春颖等[９]对水产品中常用抗生素药

物氯霉素和磺胺甲基嘧啶进行了探测,探测的最低

浓 度 分 别 达 到 １．５×１０－７molL－１ 和 １．９×
１０－６molL－１.２０１４年,Han等[１０]利用银纳米棒阵

列对兽药中的甲硝唑和洛硝哒唑进行了检测,检测限

分别达到５．８×１０－５ molL－１和５×１０－６molL－１.

２０１５年,Andreou等[１１]利用优化的银纳米溶胶对牛

奶中的氨苄青霉素进行了检测,最低检测浓度达到

２．５×１０－５ molL－１.２０１３年,马君等[１２]利用SERS
技术对养殖水环境中的氯霉素、环丙沙星和恩诺沙星

进行了一系列探测,检测的最低浓度分别达到１．２×
１０－７,１．５×１０－８,１．２×１０－７molL－１.在外加电场作

用下,静电富集(EP)技术使电离状态下的极性有机

分子在电极表面富集[１３].采用 EPＧSERS联用技

术,可以有效地增强SERS纳米基底的吸附能力,提
高SERS探测灵敏度.

本文以银纳米镀膜的碳电极作为SERS基底,
根据不同的抗生素分子极性官能团(—NH２,—OH
等),调节溶液的pH值,使抗生素分子在酸性或碱

性水溶液中发生质子化或离子化.在外电场的作用

下,对带有不同性质电荷的抗生素分子进行富集,实
现了水环境中磺胺甲基嘧啶、丁胺卡那霉素、恩诺沙

星和环丙沙星的快速痕量探测.

２　实　　验

２．１　仪器与材料

实验采用美国Princeton公司生产的IsoplaneＧ
STCＧ３２０型光谱仪探测散射光谱,其光谱范围为

２９０~１８９０cm－１,分辨率为２cm－１;采用北京榜首

科技有限公司生产的 VAＧIＧN５３２型激光器作为激

发光 源,其 波 长 为 ５３２nm,最 大 输 出 功 率 为

３００mW;采用日本岛津公司生产的 UVＧ２５５０型紫

外分光光度计测定样品的吸收谱;采用日本日立公

司生产的S４８００型扫描式电子显微镜对纳米基底进

行表征.实验采用上海钼镁电子科技有限公司生产

的B１００８１５３型丝网印刷电极,上海国药集团化学

试剂有限公司生产的硝酸银、柠檬酸三钠、硝酸、氢
氧化钠,上海阿拉丁生化科技有限公司生产的磺胺

甲基嘧啶,北京华越洋生物科技有限公司生产的丁

胺卡那霉素,以及上海原叶生物科技有限公司生产

的恩诺沙星和环丙沙星.

２．２　样品的制备

在溶液配制的过程中,对于含有—NH２ 基团的

磺胺甲基嘧啶和丁胺卡那霉素分子,首先配制pH
值在３．０~４．０的硝酸溶液,并以此作为溶剂配制磺

胺甲基嘧啶和丁胺卡那霉素标准溶液,再用超纯水

对其进行稀释,获得不同浓度的标准溶液.对于含

有—OH基团的恩诺沙星和环丙沙星分子,以pH
值在９．８~１０．８的氢氧化钠溶液作为溶剂配制标准

溶液,再用超纯水稀释,得到不同浓度标准溶液.制

备的溶液样品密封,避光保存.空白样品为纯净水.

２．３　纳米基底的制备

采用传统的微波加热技术制备银纳米溶胶颗

粒[１４],即在微波加热的条件下,利用柠檬酸三钠还

原硝酸银,制得银溶胶.在制备过程中,当银纳米溶

胶的颜色由红变为灰绿时,停止加热并取出,冷却至

室温,在４℃下保存备用.吸取１０μL的银纳米溶

胶,均匀附于丝网印刷电极的碳工作电极上,在烘干

箱中烘 干,重 复 镀 制 三 次,制 成 银 纳 米 膜,作 为

SERS增强基底.

２．４　静电富集和SERS探测

图１所示为拉曼探测系统示意图.将银纳米镀

膜碳电极置入含有抗生素标准溶液的比色皿中,在
丝网印刷电极上施加电压,对抗生素分子进行富集

和吸附;调节搭建的拉曼探测光路,获得SERS光

谱,并对测量数据进行分析处理.

３　结果与讨论

３．１　纳米基底的表征

通过扫描电子显微镜分别对银纳米颗粒及碳电

极上的银纳米膜进行表征.选取５个镀膜电极,以

１．９×１０－５molL－１的磺胺甲基嘧啶作为样品进行

稳定性测试.图２所示为碳电极上的银纳米膜形貌

及 SERS 电 极 重 复 性 和 稳 定 性 的 测 试 结 果.
图２(a)的内插图为银纳米颗粒的形貌.从图２(a)
中可以看出,银纳米颗粒的粒径尺寸分布较均匀,为

５０~６０nm;镀膜碳电极上的银纳米颗粒分布在不

０２０７０２８Ｇ２
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图１ 拉曼探测系统示意图

Fig敭１ SchematicofRamandetectionsystem

同的平面内,形成近似三维的结构.同时,由于电极

上的碳表面是微孔状结构,纳米粒子之间形成了合

适的距离,产生了更多的热点[１５],这些可能是产生

电磁共振效应,促使SERS增强效果进一步提高的

因素[１６].从图２(b)中可以看出,以１１１２cm－１和

１５９７cm－１处的峰值为例,５组基底之间的相对标准

偏差(RSD)处于５．６％以内,同一基底不同探测点的

RSD处在４．５％~１０．３％范围内.

图２ (a)碳电极上的银纳米膜形貌;(b)SERS电极重复性和稳定性的测试结果

Fig敭２  a MorphologyofAgnanoＧfilmoncarbonelectrode  b testresultsofrepeatabilityandstabilityofSERSelectrode

３．２　抗生素分子的富集规律

在酸性环境下,含有—NH２基团的分子质子化

后带正电荷;在碱性环境下,含有—OH基团的分子

离子化后带负电荷[１３].向磺胺甲基嘧啶和丁胺卡

那霉素中加入硝酸溶液,使其质子化,碳电极接电源

负极,在电场作用下,正离子向碳电极附近富集,碳
电极上的银纳米镀膜的吸附强度增大;向恩诺沙星

和环丙沙星溶液中加入氢氧化钠溶液,使其离子化,
碳电极接电源正极.研究探测溶液的pH值和富集

的电压与时间对不同官能团抗生素SERS增强效果

的影响.

３．２．１　pH值的影响

以 磺 胺 甲 基 嘧 啶 为 例. 采 用 １．９ ×
１０－５molL－１的磺胺甲基嘧啶溶液,令工作电压为

－０．８V,富集时间为８min.不同pH值的磺胺甲

基嘧啶溶液的拉曼光谱如图３所示.可以看出,当

pH值为３．７时,磺胺甲基嘧啶的 SERS特征峰

(１１１２cm－１和１５９７cm－１)强度最大.当硝酸的量

过少时,含有—NH２等基团的抗生素分子质子化程

度较弱,导致静电场下向电极富集的分子数过少;当
硝酸过量时,溶液中过量的 H＋ 会导致抗生素分子

所带的电荷量产生变化,影响富集效果[１７].采用同

样的方法发现,当pH为３．５时,丁胺卡那霉素分子

的探测效果最佳.而对于不同pH 值(９．８、１０．０、

１０．２、１０．４、１０．６、１０．８)的恩诺沙星和环丙沙星溶液,
当pH值分别为１０．０和１０．４时,SERS探测效果较

好.图４所示为磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度

与pH值的关系.

０２０７０２８Ｇ３
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图３ 不同pH值的磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱

Fig敭３ Ramanspectraofsulfamerazinesolutions
withdifferentpHvalues

图４ 磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度与pH值的关系

Fig敭４ RelationshipbetweenRamanspectralintensityand

pHvalueofsulfamethazinesolution

３．２．２　工作电压的影响

以磺胺甲基嘧啶为例.令溶液的pH值为３．７,
富集时间为８min.图５所示为不同工作电压下磺

胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱.考察１１１２,１５０２,

１５９７cm－１处的峰强发现,当电压为－０．８V时,磺
胺甲基嘧啶的特征峰强度达到最大值,与无静电场

的情况相比较,拉曼峰强提高了１０倍左右.当电压

过低时,电极对目标分子的吸附力较弱,需较长的时

间才能产生富集效果;当电压过高时,电极间的静电

场变大,抗生素分子的总能量和偶极矩会发生不规

律变化,影响SERS特征峰[１８].采用同样的方法发

现,丁胺卡那霉素的最佳富集电压为－０．９V,与无

静电场的情况相比较,拉曼峰强提高了１０倍左右;
恩诺沙星和环丙沙星的最佳富集电压分别为０．５V
和０．２V,与无静电场的情况相比较,拉曼峰强均提

高了２~３倍.图６所示为磺胺甲基嘧啶溶液的拉

曼光谱强度与工作电压的关系.

３．２．３　富集时间的影响

以磺 胺 甲 基 嘧 啶 为 例.令 溶 液 的pH 值 为

３．７,工作电压为－０．８V.图７所示为不同富集时

间下磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱.可以看出,

图５ 不同工作电压下磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱

Fig敭５ Ramanspectraofsulfamerazinesolutionsunder
differentworkingvoltages

图６ 磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度与工作电压的关系

Fig敭６ RelationshipbetweenRamanspectralintensityand
workingvoltageofsulfamethazinesolution

随着富集时间的增加,磺胺甲基嘧啶的特征峰强

度变大,当富集时间为８min时,特征峰强度趋于

稳定,这主要是因为极性抗生素分子在电极银溶

胶膜上达到了吸附平衡.当富集时间过长时,银
纳米颗粒在溶液中发生脱落,导致特征峰强度减

小.采用同样的方法发现,丁胺卡那霉素、恩诺沙

星和环丙沙星均在８min左右达到吸附平衡.图８
所示为磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度与富集

时间的关系.

图７ 不同富集时间下磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱

Fig敭７ Ramanspectraofsulfamerazinesolutionsunder
differentaccumulationtime

０２０７０２８Ｇ４
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图８ 磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度与富集时间的关系

Fig敭８ RelationshipbetweenRamanspectralintensityand
accumulationtimeofsulfamethazinesolution

３．３　抗生素溶液的SERS探测

图９ 不同浓度的磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱

Fig敭９ Ramanspectraofsulfamerazinesolutions
withdifferentconcentrations

在最佳pH值、工作电压和富集时间下,对不同

浓度的抗生素进行富集、吸附和SERS检测.图９
所示为不同浓度的磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱.
磺胺 甲 基 嘧 啶 主 要 有 ５ 个 拉 曼 特 征 峰,其 中

１１００cm－１处 的 峰 对 应 分 子 的 C—N 伸 缩 振 动,

１１５６cm－１处的峰对应O═S═O对称伸缩振动,

１５０８cm－１处的峰对应嘧啶环伸缩振动,１５９９cm－１

处较强特征峰对应分子对位二取代苯环伸缩振

动[１２,１９Ｇ２０].由于电荷转移和质子化对分子键的影

响,与磺胺甲基嘧啶固体相比,磺胺甲基嘧啶溶液的

SERS特征峰位有１~１２cm－１的偏移.当浓度为

１．９×１０－８molL－１时,１１１２cm－１处的特征峰依然

可以分辨,该浓度为最低检测浓度.磺胺甲基嘧啶

溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系如图１０所示,内
插图是浓度为１．９×１０－８~８．０×１０－７molL－１时关

系曲线的局部放大.可以看出,特征峰强度随探测

分子浓度的增大而逐渐增强,当探测分子达到一定

浓度时,峰强随浓度的变化趋于缓慢.当浓度较低

(１．９×１０－８~８．０×１０－７molL－１)时,特征峰强与

测定浓度呈线性变化关系.低浓度下４种抗生素的

拉曼光谱强度与浓度的线性关系如表１所示,其中

x 为浓度,y 为光谱强度,R 为线性相关系数.可以

看出,在低浓度下,４种抗生素浓度与拉曼峰强度均

呈良好的线性相关性.

图１０ 磺胺甲基嘧啶溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系

Fig敭１０ RelationshipbetweenRamanspectralintensity
andconcentrationofsulfamethazinesolution

表１　低浓度下４种抗生素的拉曼光谱强度与

浓度的线性关系

Table１　LinearrelationshipsbetweenRamanintensityand
concentrationof４kindsofantibioticsunder

lowconcentrations

Antibiotic

SERS
characteristic

peakposition/

cm－１

Linear
equation

Linear
correlation
coefficient

Sulfamerazine
１１１２
１５９７

y＝６．０２x＋２５．６８

y＝３．３７x＋９１１．３８
R２＝０．９９

R２＝０．８９

Amikacin
１３８８
１５５５

y＝１０．４３x＋９３７．６１

y＝２．３８x＋１９０．５９
R２＝０．９９

R２＝０．９７

Enrofloxacin
１３９２
１６１６

y＝４．２８x＋３０．３６

y＝０．６５x＋２４８．４６
R２＝０．９９

R２＝０．９７

Ciprofloxacin
１３９４
１４７８

y＝３．１２x－８１．５６

y＝０．９２x－１０．９６
R２＝０．９９

R２＝０．９９

　　图１１所示为不同浓度的丁胺卡那霉素溶液的

拉曼 光 谱.根 据 相 关 文 献 推 测,丁 胺 卡 那 霉 素

１３８６cm－１ 处 的 峰 对 应 分 子 的 C—N 振 动,

１４６２cm－１ 处 的 峰 对 应 分 子 的 环 伸 缩 振 动,

１５５１cm－１处的峰对应分子的CH３对称弯曲振动,

１６２８cm－１处的峰对应N—H弯曲振动[２１Ｇ２３].分析

可知,丁 胺 卡 那 霉 素 的 最 低 检 测 浓 度 为 １．７×
１０－８molL－１.丁胺卡那霉素溶液的拉曼光谱强度

与浓度的关系如图１２所示,内插图是浓度为１．７×
１０－８~３．５×１０－７molL－１时关系曲线的局部放大.

图１３所示为不同浓度的恩诺沙星溶液的拉曼

光 谱.图 中 主 要 有 ４ 个 拉 曼 特 征 峰,其 中

１３９７cm－１和１６２７cm－１处的峰分别对应分子的
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图１１ 不同浓度的丁胺卡那霉素溶液的拉曼光谱

Fig敭１１ Ramanspectraofamikacinsolutions
withdifferentconcentrations

图１２ 丁胺卡那霉素溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系

Fig敭１２ RelationshipbetweenRamanspectralintensity
andconcentrationofamikacinsolution

图１３ 不同浓度的恩诺沙星溶液的拉曼光谱

Fig敭１３ Ramanspectraofenrofloxacinsolutions
withdifferentconcentrations

O—C—O对称伸缩振动和C═ O伸缩振动,苯环

振动和苯环伸缩振动则分别对应光谱中１４６８cm－１

和１５３９cm－１处的特征峰[１２,２４].当浓度为５．５×
１０－８molL－１时,１３９２cm－１处的特征峰依然可见.
恩诺沙星溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系如图

１４所 示,内 插 图 为 浓 度 为 ５．５×１０－８~５．０×
１０－７molL－１时关系曲线的局部放大.

图１５所示为不同浓度的环丙沙星溶液的拉曼

光 谱.图 中 主 要 有 ４ 个 拉 曼 特 征 峰,其 中

图１４ 恩诺沙星溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系

Fig敭１４ RelationshipbetweenRamanspectralintensity
andconcentrationofenrofloxacinsolution

１３９４cm－１和１４７８cm－１处的峰分别对应分子的

O—C—O对称伸缩振动和苯环振动,O—C—O反

对称伸缩振动和C═O伸缩振动则分别对应光谱

中１５５２cm－１和１６２９cm－１处的特征峰[１２,２５].当浓

度为６．０×１０－８molL－１时,１３９４cm－１处的特征峰

依然可见.环丙沙星溶液的拉曼光谱强度与浓度的

关系如图１６所示,内插图是浓度为６．０×１０－８~
６．０×１０－７molL－１时关系曲线的局部放大.

图１５ 不同浓度的环丙沙星溶液的拉曼光谱

Fig敭１５ Ramanspectraofciprofloxacinsolutions
withdifferentconcentrations

图１６ 环丙沙星溶液的拉曼光谱强度与浓度的关系

Fig敭１６ RelationshipbetweenRamanspectralintensity
andconcentrationofciprofloxacinsolution
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４　结　　论

利用 EPＧSERS联用技术实现了磺胺甲基嘧

啶、丁胺卡那霉素、恩诺沙星和环丙沙星４种抗生素

的痕量检测.相对于非静电富集SERS检测方法,
磺胺甲基嘧啶和丁胺卡那霉素的特征峰强度提高了

大约１０倍,恩诺沙星和环丙沙星的特征峰强度提高

了２~３倍.磺胺甲基嘧啶、丁胺卡那霉素、恩诺沙

星及环丙沙星溶液的最低检测浓度分别为１．９×
１０－８,１．７×１０－８,５．５×１０－８,６．０×１０－８ molL－１.
当浓度较低时,４种抗生素的拉曼特征峰强度与浓

度呈良好的线性关系,这有助于实现定量分析.

EPＧSERS联用技术可以有效提高水环境中部分官

能团抗生素(—NH２,—OH等)的检测灵敏度,为水

环境污染状态的实时监测提供了有效的方法.
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