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山药中有机农药残留的表面增强拉曼光谱检测
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摘要 山药是一种富含多种物质的中药材，确保山药的安全使用具有重要的意义。使用 Gaussview/Gaussian09w
软件对农药倍硫磷、三唑磷和福美双进行理论计算，结合农药标准溶液的表面增强拉曼光谱（SERS），确定了三种

农药的拉曼特征峰。利用自组装共聚焦显微拉曼光谱仪，以金纳米溶胶作为 SERS的增强基底，对中药材山药中倍

硫磷、三唑磷、福美双农药残留进行了研究。实验优化了待测农药、盐酸、金溶胶粒子体积配比。实验结果表明：倍

硫磷农药的拉曼谱峰带在 717，1050，1221 cm-1附近，最低检测限达到 1 mg⋅L-1，且在 5~15 mg⋅L-1范围内的拉曼峰

强度与倍硫磷浓度的线性度（R）为 0. 9762；三唑磷的拉曼谱峰带在 611，978，1001，1321，1408，1597 cm-1附近，最低

检测限达到 1 mg⋅L-1，在 5~9 mg⋅L-1范围内的 R为 0. 9087；福美双的拉曼谱峰带在 556，865，1146，1506 cm-1附近，

最低检测限达到 0. 1 mg⋅L-1，且在 0~20 mg⋅L-1范围内的 R为 0. 9905。以金纳米溶胶作为 SERS增强基底的拉曼

光谱检测技术有望实现对中药中农药残留的现场快速检测。
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Abstract Yam is a kind of traditional Chinese medicine which contains many substances. It is of great significance
to ensure the safe use of yam. In this article, the Raman peaks of the three pesticides, i. e. , fenthion, triazophos,
and thiram, were calculated by Gaussview/Gaussian09w. By combining with the surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) of the standard pesticide solutions, the Raman characteristic peaks of these three pesticides are
determined. The pesticide residues of fenthion, triazophos, and thiram in yam were studied by using the self-

assembled confocal Raman microscope as the detection device, and the gold nanosol was used as the enhanced
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substrate of SERS. The volume ratio of pesticides, hydrochloric acid, and gold sol particles was optimized
experimentally. The experimental results show that the Raman peak bands of fenthion pesticide are around 717,
1050, and 1221 cm−1, the lowest detection limit is 1 mg ⋅L−1, and the linearity R between the intensity of Raman
peak and fenthion pesticide concentration is 0. 9762 within the fenthion concentration range of 5 ‒ 15 mg ⋅L−1. The
Raman peak bands of triazophos are around 611, 978, 1001, 1321, 1408, and 1597 cm−1, the minimum detection
limit is 1 mg⋅L−1, and the linearity is 0. 9087 within the concentration range of 5‒9 mg⋅L−1. The Raman peak bands
of thiram are around 556, 865, 1146, and 1506 cm−1, the minimum detection limit is 0. 1 mg⋅L−1, and the linearity
is 0. 9905 within the concentration of 0‒20 mg⋅L−1. It is expected that the rapid on-site detection of pesticide residues
in traditional Chinese medicines can be realized by using gold as the enhanced substrate for SERS.
Key words imaging systems; surface-enhanced Raman spectroscopy; Raman characteristic peak; gold
nanoparticles; pesticide residue; Raman spectrometer

1 引 言

中药材作为具有药用活性的特殊植物，在种

植、储存、加工的过程中均有可能受到有机农药的

污染［1-3］，而由其制成的中药饮片可能存在有机农药

残留，严重危害人体的健康。基于日益严重的农药

残留污染状况，国家药典委员会于 2020年 3月发布

《0212药材和饮片检定通则公示稿》（第二次）［4］，该

标准明确禁用包含有机磷在内的 33种植物类中药

材，限量种类和数量均大幅增加，为史上最严标准。

山药是一种根茎类多年生的药用草本植物，其生长

时间较长，易使农药蓄积，导致农药残留超标［5］。张

红伟等［6］使用质谱法测定了 38批山药样品，发现

35批样品均有农药残留，检测率高达 92. 11%，这说

明山药种植过程中农药使用较普遍。因此，建立快

速、简便、有效的山药中有机农药残留的分析方法

具有十分重要的现实意义。

农药残留的检测方法主要有气相色谱法［7］、气

相色谱-质谱联用法［8-9］、液相色谱-质谱联用技术［10］、

毛细管电泳法［11-12］、免疫分析法［13］等。目前山药中

农药残留的检测方法是质谱法和气相色谱-质谱法，

虽然这些方法具有较高的精确度和较好的可重复

性，但是设备昂贵、操作复杂、实验花费时间过长。

表面增强拉曼光谱（SERS）技术作为一种新型、快

速、简便的检测分析方法，可以实现类似色谱方法

的指纹式图谱分析，相较于其他检测方法，SERS技

术具有简单、快速、高效等特点，尤其为实际快速检

测过程中难以解决的多种农药残留检测提供了强

有力的分析手段［14］。近年来，SERS技术因其高灵

敏度、分子专一识别性、检测实时快速等特点，被广

泛应用于生物医学分析［15-16］、食品医药安全［17-19］等众

多领域。Chen等［20］利用金纳米粒子作为 SERS基

底，成功对百草枯、噻苯咪唑、三环唑和水胺硫磷 4
种农药进行了检测。应方等［21］采用 SERS技术实现

了对菠菜中有机磷农药的检测，该技术具有方便、

快速、高灵敏度等优点。

SERS技术在山药农药残留快速检测中拥有巨

大潜力。但因山药成分较为复杂，含糖类、氨基酸、

蛋白质、油脂、蜡、酶、色素、维生素、有机酸等［22］，其

农药残留样本制作困难，目前尚未有 SERS技术应

用在中药材农药残留的检测研究。本研究采用泛

函密度理论，使用 Gaussview/Gaussian09w软件对

农药倍硫磷、三唑磷和福美双进行理论计算，结合

农药标准溶液的 SERS检测，确定了三种农药的拉

曼特征峰。本文采用纳米金作为表面增强拉曼光

谱的增强剂，其能与农药分子相结合，且不影响生

物活性，在活性匹配剂盐酸的促进作用下，农药分

子和金溶胶加速结合，形成表面增强拉曼光谱效

应，极大地增大了拉曼检测信号强度。基于共聚焦

显微拉曼光谱技术，首次实现了山药中有机磷农药

倍硫磷、三唑磷和福美双农药残留的 SERS检测，其

检测限分别达到了 1，1，0. 1 mg·L−1。

2 材料与方法

2. 1 仪器及实验材料

实验所使用的仪器包括McPherson真空紫外光

谱仪（美国McPherson有限公司）、785 nm连续光激

光器（北京卓立汉光仪器设备有限公司）、三维位移

台（德国 Physik Instrumente公司）、恒温箱（标承仪

器 DHG9030A 型）和电子秤（凯丰电子秤有限公

司）。实验所使用的材料主要包括：样品山药（上海

圆顺贸易有限公司）；待检测农药标准品倍硫磷、福美

双（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）、三唑磷（南

京简智仪器设备有限公司）；相关辅助试剂乙腈、乙

醇、超纯水（色谱纯，国药集团化学试剂有限公司）、表

面增强试剂金溶胶 N-2与 N-4（纳米金粒径 50~
60 nm）、混合除杂包（硫酸镁，C60等混合）和 SERS活

性匹配剂盐酸（南京简智仪器设备有限公司）。

2. 2 溶液配制与样品制作

农药标准溶液配制：准确称取 10 mg农药标准

品放置于 100 mL容量瓶中，加入乙腈超声溶解后，

定容至刻度线，得到浓度为 100 mg·L−1的储备溶

液，放于 4 ℃避光条件下储存备用。

山药农药残留样品制作：首先称取 1 g的山药

饮片，用剪刀将其剪碎，放于 5 mL离心管中，加入

1. 5 mL浓度为 100 mg·L−1的农药（倍硫磷、三唑

磷、福美双）标准溶液，将其放于避风处干燥 6 h，向
其中加入 1. 5 mL的乙腈，充分搅拌后过滤，加入混

合除杂包除去杂物，将其放于离心机离心 1 min，静
置后取上清液，用超纯水稀释至所需的浓度待用。

2. 3 三种农药的理论拉曼光谱计算

应用密度泛函理论对三种农药的拉曼光谱进

行理论计算。其分子构型用 Gauss View 6. 0构造，

理论计算采用 Gaussian09w量子化学软件，运用基

于离散傅里叶变换（DFT）的 B3LYP/6-31+G（d，

p）（d，p均代表极化函数，d是非H原子的极化函数，

p是 H原子的极化函数），在 Gauss view 6. 0中得到

计算结果，查阅文献［23-24］，取修正因子为 0. 962
进行修正。

2. 4 表面增强拉曼光谱信号采集

实验采用共聚焦拉曼光谱仪，其测试原理如

下：从 785 nm连续光激光器（785CL）发出的一束激

光经准直镜（CM1）准直和窄带滤波片（NBF）滤光

后，在二向色镜（DM）处反射，经聚焦透镜（F）聚焦

在待测样品上。被测样品产生的拉曼散射信号经

聚焦透镜 F和二向色镜 DM1、DM 2后，到达 CMOS
计算机上成像，再由高通滤波片（HPF）滤除瑞利散

射光，最后信号经准直透镜（CM2）进入光谱仪。其

检测系统原理图如图 1所示。样品表面拉曼光谱信

号 的 获 取 过 程 如 下 ：将 20 μL 待 测 液 加 入 放 有

200 μL纳米金溶胶的离心管中，向其中加入活性匹

配剂盐酸，混合均匀后进行测试。拉曼光谱仪的激

发光波长为 785 nm，激发功率为 280 mW，采谱窗口

为 400~2000 cm−1，积分时间为 1 s，累计采集 5次，

取平均值。

3 结果与讨论

3. 1 三种单一农药的理论拉曼峰值计算与 SERS
分析

图 2是 10 mg·L−1倍硫磷的理论计算拉曼光谱

（曲线 a）和倍硫磷标准溶液的 SERS（曲线 b）。从

曲线 b可以看出，在 717，1050，1216 cm−1处，倍硫

磷的 SERS峰较强，且与理论计算基本一致。通过

与空白样本对比，可以得出倍硫磷的主要特征峰

位于 717，1050，1216 cm−1。Teng等［25］对倍硫磷的

拉曼峰进行归属，其中位于 717 cm−1处的拉曼峰

是 S-C键的对称伸缩振动峰，位于 1050 cm−1处的

拉曼峰可归属为邻位二取代苯的伸缩振动峰，而

1216 cm−1处的拉曼峰对应于对位二取代苯伸缩振

动峰。

运用相同的方法，得到 10 mg·L−1三唑磷的理

图 1 拉曼检测系统装置图

Fig. 1 Schematic diagram of Raman detection system
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醇、超纯水（色谱纯，国药集团化学试剂有限公司）、表

面增强试剂金溶胶 N-2与 N-4（纳米金粒径 50~
60 nm）、混合除杂包（硫酸镁，C60等混合）和 SERS活

性匹配剂盐酸（南京简智仪器设备有限公司）。

2. 2 溶液配制与样品制作

农药标准溶液配制：准确称取 10 mg农药标准

品放置于 100 mL容量瓶中，加入乙腈超声溶解后，

定容至刻度线，得到浓度为 100 mg·L−1的储备溶

液，放于 4 ℃避光条件下储存备用。

山药农药残留样品制作：首先称取 1 g的山药

饮片，用剪刀将其剪碎，放于 5 mL离心管中，加入

1. 5 mL浓度为 100 mg·L−1的农药（倍硫磷、三唑

磷、福美双）标准溶液，将其放于避风处干燥 6 h，向
其中加入 1. 5 mL的乙腈，充分搅拌后过滤，加入混

合除杂包除去杂物，将其放于离心机离心 1 min，静
置后取上清液，用超纯水稀释至所需的浓度待用。
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于离散傅里叶变换（DFT）的 B3LYP/6-31+G（d，

p）（d，p均代表极化函数，d是非H原子的极化函数，

p是 H原子的极化函数），在 Gauss view 6. 0中得到

计算结果，查阅文献［23-24］，取修正因子为 0. 962
进行修正。

2. 4 表面增强拉曼光谱信号采集

实验采用共聚焦拉曼光谱仪，其测试原理如

下：从 785 nm连续光激光器（785CL）发出的一束激

光经准直镜（CM1）准直和窄带滤波片（NBF）滤光

后，在二向色镜（DM）处反射，经聚焦透镜（F）聚焦

在待测样品上。被测样品产生的拉曼散射信号经
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检测系统原理图如图 1所示。样品表面拉曼光谱信
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位于 717，1050，1216 cm−1。Teng等［25］对倍硫磷的

拉曼峰进行归属，其中位于 717 cm−1处的拉曼峰
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论计算拉曼光谱（图 3中曲线 a）和三唑磷标准溶液

的 SERS（图 3中曲线 b）。从曲线 b可以看出，611，
978，1001，1321，1408，1597 cm−1处拉曼信号明显，

其中 1408 cm−1处信号强度最高，这主要由三唑磷结

构中三唑环上 C—N键伸缩振动引起，另外还伴随

—CH3/CH2/CH 的 弯 曲 振 动 峰 ；978，1001，
1597 cm−1处信号强度次之，978 cm−1处弯曲振动峰为

C—N—N键和苯环的弯曲振动引起，1597 cm−1处

弯曲振动峰归属于苯环上 C=C 双键伸缩振动，

1321 cm−1处弯曲振动峰归属于 C—N键伸缩振动；

611 cm−1处弯曲振动峰主要由 C—O—P键弯曲振

动伴有整个骨架的振动引起；1001 cm−1处弯曲振动

峰由苯环的呼吸振动引起［26］。

图 4是 10 mg·L−1福美双的理论计算拉曼光

谱（曲线 a）和福美双标准溶液的 SERS（曲线 b）。

从曲线 b 可以看出，556，865，1146，1506 cm−1 处

拉曼信号明显，且标准溶液的 SERS峰与理论计

算峰基本重合。其中，962 cm−1处信号峰是 C=S
双键和 CH3N 的振动峰，1506 cm−1和 1146cm−1处

信号峰是 C—N键的振动和 CH3的面内弯曲振动

峰 ，1377 cm−1 处 信 号 峰 是 C—N 的 伸 缩 振 动 和

CH3对称伸缩振动峰，这些拉曼峰都可以作为福

美双农药拉曼特征峰的判据。

经过三种农药的理论计算和标准溶液 SERS检

测对比，发现农药分子的计算峰和检测峰峰型基本

一致，峰的位置略有偏差，其原因是：理论计算仅考

虑单个分子各个化学官能团的振动，得出的拉曼光

谱较为纯粹。而实际过程中的 SERS检测要考虑农

药分子与分子之间的相互作用以及农药分子和中

药材成分分子之间的相互作用造成的拉曼峰值

10~20 cm−1的偏移。

3. 2 金溶胶的体积用量优化

图 5是不同体积比的待测农药、盐酸和金纳米溶

胶的 SERS谱图。从图中可以看出，随着金纳米溶胶

用量的增多，三种农药的 SERS信号均逐渐增强。当

待测农药、盐酸、金纳米溶胶的体积比为 1∶1∶15时，

倍硫磷的拉曼信号最强；当三者体积比为 1∶1∶10
时，三唑磷和福美双的拉曼信号最强。实验发现，

上述比例下金纳米溶胶的热点达到饱和状态，金溶

胶的用量继续增加会促使纳米金发生聚集，从而导

致三种农药的 SERS信号减弱［24］。因此，采用倍硫

图 2 倍硫磷的理论计算拉曼光谱（曲线 a）和 10 mg·L−1的
倍硫磷标准溶液的 SERS（曲线 b）

Fig. 2 Theoretically calculated Raman spectra of fenthion
(curve a) and SERS of 10 mg·L−1 fenthion standard

solution (curve b)

图 3 三唑磷的理论计算拉曼光谱（曲线 a）和 10 mg·L−1的
三唑磷标准溶液的 SERS（曲线 b）

Fig. 3 Theoretically calculated Raman spectra of triazophos
(curve a) and SERS of 10 mg·L−1 triazophos

standard solution (curve b)

图 4 福美双的理论计算拉曼光谱（曲线 a）和 10 mg·L−1的
福美双标准溶液的 SERS（曲线 b）

Fig. 4 Theoretically calculated Raman spectra of thiram
(curve a) and SERS of 10 mg·L−1 thiram standard

solution (curve b)

磷、盐酸、金溶胶溶液的体积比为 1∶1∶15，三唑磷

（或福美双）、盐酸、金溶胶溶液的体积比为 1∶1∶10。
图 5中 a代表 20∶20∶100，b代表 20∶20∶150，c代表

20∶20∶200，d代表 20∶20∶300，e代表 20∶20∶400。
3. 3 山药中农药检测及结果分析

3. 3. 1 倍硫磷的 SERS分析

图 6检测了倍硫磷浓度在 5，8，10，13，15 mg·L−1

时的表面增强拉曼光谱。可以看出，717，1050，
1221 cm−1处硫磷拉曼特征峰十分明显，因此可成功

检测山药中的倍硫磷农药残留，且最低检测限达到

1 mg·L−1。进一步研究表明，在 5~15 mg·L−1的浓

度范围内，倍硫磷在 1050 cm−1处的拉曼特征峰与浓

度 有 着 良 好 的 线 性 关 系 ，且 其 线 性 度 R2 达 到

0. 9762。该拉曼峰可用于倍硫磷的定量检测。

3. 3. 2 三唑磷的 SERS分析

图 7为三唑磷浓度在 5，6，7，8，9 mg·L−1时的表

面增强拉曼光谱，三唑磷在 611，978，1001，1321，
1408，1598 cm−1处的拉曼特征峰均能在图中找到，

其 检 测 限 最 低 达 到 1 mg·L−1。 同 时 ，三 唑 磷 在

999 cm−1处的拉曼特征峰与浓度有着良好的线性关

系，线性度 R2达到 0. 90874，这表明该拉曼峰可以用

于三唑磷的定量分析。

3. 3. 3 福美双的 SERS分析

图 8是福美双浓度在 1，5，10，15，20 mg·L−1时
的表面增强拉曼光谱，从图中可以看出，福美双在

556，1144，1377，1506 cm−1处的拉曼特征峰较明显，

其最低检测限能达到 0. 1 mg·L−1。进一步的研究

还发现在 1150 cm−1处的拉曼特征峰与浓度有着很

强的线性关系，线性度 R2达到 0. 9905，这表明该拉

曼峰可用于农药福美双的定量检测。

三种农药残留检测中部分拉曼峰有少许偏移，

图 5 20 mg·L-1农药、盐酸、不同体积的金纳米溶胶 SERS。（a）农药倍硫磷；（b）农药三唑磷；（c）农药福美双

Fig. 5 SERS of 20 mg·L-1 pesticide, hydrochloric acid, and gold nanosol with different volumes. (a) Fenthion; (b) triazophos;
(c) pesticide thiram

图 6 倍硫磷的 SERS分析。（a）山药中倍硫磷农药残留 SERS；（b）倍硫磷浓度与 1050 cm−1处 SERS强度的线性关系

Fig. 6 SERS analysis of fenthion. (a) SERS of fenthion pesticide in yam; (b) linear relationship between concentration of fenthion
and SERS intensity at 1050 cm−1
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磷、盐酸、金溶胶溶液的体积比为 1∶1∶15，三唑磷

（或福美双）、盐酸、金溶胶溶液的体积比为 1∶1∶10。
图 5中 a代表 20∶20∶100，b代表 20∶20∶150，c代表

20∶20∶200，d代表 20∶20∶300，e代表 20∶20∶400。
3. 3 山药中农药检测及结果分析

3. 3. 1 倍硫磷的 SERS分析

图 6检测了倍硫磷浓度在 5，8，10，13，15 mg·L−1

时的表面增强拉曼光谱。可以看出，717，1050，
1221 cm−1处硫磷拉曼特征峰十分明显，因此可成功

检测山药中的倍硫磷农药残留，且最低检测限达到

1 mg·L−1。进一步研究表明，在 5~15 mg·L−1的浓

度范围内，倍硫磷在 1050 cm−1处的拉曼特征峰与浓

度 有 着 良 好 的 线 性 关 系 ，且 其 线 性 度 R2 达 到

0. 9762。该拉曼峰可用于倍硫磷的定量检测。

3. 3. 2 三唑磷的 SERS分析

图 7为三唑磷浓度在 5，6，7，8，9 mg·L−1时的表

面增强拉曼光谱，三唑磷在 611，978，1001，1321，
1408，1598 cm−1处的拉曼特征峰均能在图中找到，

其 检 测 限 最 低 达 到 1 mg·L−1。 同 时 ，三 唑 磷 在

999 cm−1处的拉曼特征峰与浓度有着良好的线性关

系，线性度 R2达到 0. 90874，这表明该拉曼峰可以用

于三唑磷的定量分析。

3. 3. 3 福美双的 SERS分析

图 8是福美双浓度在 1，5，10，15，20 mg·L−1时
的表面增强拉曼光谱，从图中可以看出，福美双在

556，1144，1377，1506 cm−1处的拉曼特征峰较明显，

其最低检测限能达到 0. 1 mg·L−1。进一步的研究

还发现在 1150 cm−1处的拉曼特征峰与浓度有着很

强的线性关系，线性度 R2达到 0. 9905，这表明该拉

曼峰可用于农药福美双的定量检测。

三种农药残留检测中部分拉曼峰有少许偏移，

图 5 20 mg·L-1农药、盐酸、不同体积的金纳米溶胶 SERS。（a）农药倍硫磷；（b）农药三唑磷；（c）农药福美双

Fig. 5 SERS of 20 mg·L-1 pesticide, hydrochloric acid, and gold nanosol with different volumes. (a) Fenthion; (b) triazophos;
(c) pesticide thiram

图 6 倍硫磷的 SERS分析。（a）山药中倍硫磷农药残留 SERS；（b）倍硫磷浓度与 1050 cm−1处 SERS强度的线性关系

Fig. 6 SERS analysis of fenthion. (a) SERS of fenthion pesticide in yam; (b) linear relationship between concentration of fenthion
and SERS intensity at 1050 cm−1
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有些新的峰值在理论计算和 SERS检测结果中不会

同时出现。其原因是：中药材样本中物质过多，在

样本制作过程中残留较多的杂质，杂质与待检测的

农药分子相互作用后导致其拉曼特征峰产生偏移。

4 结 论

采用密度泛函理论的 B3LYP/6-3G（d，p）基

组，用 Gaussian09w软件平台对三种有机磷农药进

行了几何结构优化和频率计算，得到其理论拉曼光

谱。通过与有机磷农药的表面增强拉曼光谱相比

较，确定了三种农药的特征拉曼谱带，对拉曼特征

峰进行了归属。对三种农药的体积配比进行了优

化，当待测农药、盐酸、金纳米溶胶的体积比为 1∶1∶
15时，倍硫磷的拉曼信号最强；当三者体积比为 1∶
1∶10时，三唑磷和福美双的拉曼信号最强。同时，

山药中倍硫磷和三唑磷农药残留的检测限达到

1 mg·L−1，福美双的检测限可达到 0. 1 mg·L−1，且
在一定浓度范围内三种农药的拉曼光谱某个峰值

的拉曼强度和浓度有着良好的线性关系，线性度最

高可达 0. 9905。基于此实验平台和检测方法，首次

实现了中药材山药中的有机农药检测，这为中药材

山药农药残留检测提供了一种新的方法，同时为其

他中药材农药残留检测提供了参考，有望实现对中

药材农药残留的实时快速检测。
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