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针对表面增强拉曼光谱信号重复性欠佳的问题#利用实验室自行搭建的拉曼点检测系统#以蜂蜜

中硝基呋喃妥因兽药为检测对象#探讨了基于蜂蜜固有内标的硝基呋喃妥因表面增强拉曼峰强校正方法)

首先通过含不同浓度硝基呋喃妥因蜂蜜样品及硝基呋喃妥因标准品的拉曼光谱对比分析#确定
?<>48

d!处

蜂蜜拉曼特征位移作为底物蜂蜜的内标峰#用比值法校正硝基呋喃妥因
!<@<

和
!=!:48

d!处拉曼特征峰强

用于蜂蜜中硝基呋喃妥因定量分析)相同条件下分别采集了浓度为
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d!的硝基呋喃妥因蜂蜜样品

表面增强拉曼光谱
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次#
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和
!=!:48

d!处硝基呋喃妥因特征峰强相对标准偏差$

[9Z

%分别为

!!a@!@=c

和
!!a!=:@c

#利用
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d!处蜂蜜拉曼特征峰强作为内标分别校正
!<@<

和
!=!:48

d!处硝基

呋喃妥因拉曼特征峰强后相对标准偏差分别降为
IaO@:=c

和
Ia?<<:c

#显著提升了表面增强拉曼特征峰

强的重复性和稳定性)因为仪器系统误差及表面增强过程中不可控因素引起的人为误差等对样品表面增强

光谱中
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d!处蜂蜜特征峰强和
!<@<

和
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d!处硝基呋喃妥因特征峰强的影响是完全相同的#所

以通过内标比值法可以有效消除和减少拉曼信号稳定性和重复性差的问题)最后采集硝基呋喃妥因浓度范

围为
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d!的
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个蜂蜜样品#基于硝基呋喃妥因
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和
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d!处拉曼特征峰强和蜂蜜
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d!处拉曼特征峰强比值#分别建立了一元线性回归预测模型和多元线性回归模型#其中基于蜂蜜
?<>
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d!处内标校正硝基呋喃妥因
!=!:48

d!处拉曼特征峰强的一元线性回归模型效果最佳#与校正前相比具

有更高的精度和预测能力)该模型校正集决定系数$
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%和验证集决定系数$
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%分别为
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#

校正集均方根误差$

[K9F)

%和验证集均方根误差$
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%分别为
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和
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#相对分析误差

$
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%为
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)结果表明#被测底物本身持有固有内标的样品可无需加入额外的内标物#简单用内标比

值法可以有效消除仪器的系统误差以及表面增强剂与样品的混合时间等对拉曼信号强度的影响#显著提高

了拉曼特征信号的重复性和稳定性#为表面增强拉曼光谱定量分析提供了技术参考)
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表面增强拉曼散射$
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%是某些物质分子吸附到特定的金属表面时#该分子拉

曼散射强度显著增强的一种现象!

!

"

)表面增强拉曼光谱可以

快速提取样品的指纹特征信息#无需制备特殊样品#广泛应

用于农产品*食品!

:,I

"等安全*品质方面痕量甚至单分子的

检测应用研究)但表面增强拉曼光谱信号重复性欠佳#定量

分析局限于实验室固定检测条件下的应用研究#仍亟待发展

完善!

@

"

)

拉曼信号重复性受诸多因素的影响#如检测环境温度*

被测物质与探针之间相对位置*检测器件的暗电流噪声*光

源的输出功率稳定性等!

=

"

)特别是表面增强拉曼信号重复性

更差#不同批次的表面增强剂以及表面增强剂与样品的混合

时间等均对拉曼信号强度影响非常大)为消除或减少上述的

影响#诸多学者通过内标法进行了拉曼光谱定量分析研究#

旨在提高定量预测模型的精度)刘江美!

?

"等通过加入硫氰化

钾作为内标物对亚胺硫磷溶液进行表面增强拉曼光谱分析(

房晓倩!
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"等以硝酸钠
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d!处拉曼特征峰强作内标建立



了山梨酸钾浓度预测模型并进行预测(

L.

!
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"等以丙酮为诱

导物浸渍样品皮提取农药分子#并将丙酮的拉曼特征峰作为

内标校准了拉曼信号波动)除此之外还有以四氯化碳*高氯

酸根离子!

!;

"

*甲醇!

!!

"等为内标物的相关研究报道)以上研

究一定程度上减小或消除拉曼信号稳定性差的问题#提高了

定量分析模型精度#但均引入了额外的内标化学物质)如果

被测底物本身持有固有的内标峰#无需加入额外的内标物#

可避免引入新内标时的人为误差#也可消除或减少拉曼信号

重复性差的问题)

蜂蜜作为传统的营养保健食品#其品质安全备受关注)

硝基呋喃类抗生素应用于治疗或预防蜜蜂的胃肠道疾病具有

潜在残留风险)本文以蜂蜜中硝基呋喃妥因兽药为检测对

象#利用实验室自行搭建的拉曼点检测系统#确认作为底物

蜂蜜的固有内标峰#分析硝基呋喃妥因拉曼特征峰的归属#

研究基于蜂蜜固有内标的硝基呋喃妥因表面增强拉曼特征峰

强校正方法#建立蜂蜜中硝基呋喃妥因兽药残留的定量预测

模型#旨在消除和减少仪器系统误差及表面增强过程中不可

控因素引起的人为误差#为蜂蜜中兽药残留定量分析提供技

术支撑)
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实验部分
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材料与仪器

枣花蜂蜜购于北京市当地物美超市#用于制备含硝基呋

喃妥因蜂蜜样品(硝基呋喃妥因$高纯#

>Oc

%购于上海源叶

生物科技有限公司用于获取硝基呋喃妥因标准拉曼光谱和制

备含硝基呋喃妥因蜂蜜样品(柠檬酸钠$分析纯#北京化工

厂%和硝酸银$分析纯#广东光华科技股份有限公司%用于制

备表面增强剂银溶胶)

拉曼光谱系统为实验室自行搭建的拉曼光谱点检测系

统#包括
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d!硝酸银溶液加热至沸腾#使用磁力搅拌器高速搅拌硝酸

银溶液#并逐滴加入浓度为
!c

柠檬酸钠溶液#柠檬酸钠和

硝酸银溶液体积比为
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#保持加热搅拌
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#反应完成后

自然冷却至室温)上述银溶胶置于台式离心机以
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d!速度离心
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#去除上清液获得浓缩银溶胶)将制

备好的银溶胶放入
Ig

的冰箱中避光保存备用)

样品的制备&配制
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d!的硝基呋喃妥因水溶

液#与蜂蜜混合制备含有不同浓度硝基呋喃妥因蜂蜜样品)

制备硝基呋喃妥因浓度范围为
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d!的蜂蜜样

品共
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个#每个样品利用旋涡混合器将蜂蜜和硝基呋喃妥

因水溶液混合均匀#每个浓度梯度的蜂蜜样品制备
<

个#其

中
:

个作为校正集样品#

!

个作为验证集样品)为排除其他

环境因素的干扰#所制备样品于
Ig

恒温冰箱中避光保存供

后续采集光谱使用)

光谱采集与预处理&拉曼光谱系统激光波长为
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#

设定激光功率
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#积分时间为
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#用移液枪分别吸取
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蜂蜜样品和
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银溶胶#将两者充分混合后静置
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采集光谱)所获光谱曲线数据利用
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进行标准曲线的绘制和计算分析)

:

!

结果与讨论
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蜂蜜内标峰的确认及硝基呋喃妥因拉曼特征峰的归属

分析

拉曼光谱是基于拉曼散射效应的一种分子振动与转动光

谱#可以提供分子结构信息)硝基呋喃妥因标准品$分子式

)
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%的拉曼光谱曲线如图
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%所示#主要在
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d!区域内出现了比较丰富的拉曼特征峰#其中
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d!处特征峰最显著#分别对应着
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的伸缩振动*
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的对称伸缩振动和呋喃环的拉

伸和摇摆振动*
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面内对称伸缩振动!
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)硝基呋喃妥

因浓度为
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d!蜂蜜的表面增强拉曼光谱曲线如图
!

$

C

%所示#硝基呋喃妥因的拉曼特征峰出现于
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#
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和
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d!处#与硝基呋喃妥因标准品的拉曼特征位移基

本一致#但因硝基呋喃妥因与银溶胶表面之间的相互作用#

部分拉曼特征峰在拉曼位移上出现了小的偏移)除此之外#

?<>48

d!处出现了明显的拉曼特征峰#可能是蜂蜜的拉曼特

征信号)

图
@

!

硝基呋喃妥因标准品拉曼光谱#
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$和含有硝基呋喃妥

因蜂蜜的
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为进一步确认
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d!拉曼特征位移处的拉曼特征信

号#分别采集了含有不同浓度硝基呋喃妥因的蜂蜜样品的表

面增强拉曼光谱)如图
:

所示#由于蜂蜜复杂的成分所造成

的荧光背景#即使蜂蜜和纳米银颗粒接触吸附后#糖类物质

的多数拉曼特征信号并没有得到增强#市售蜂蜜样品仅在
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d!处出现了拉曼特征峰)其中#
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d!拉曼特征位移和硝基呋喃妥因
!<@<48

d!处拉曼特征

位移非常相近#随硝基呋喃妥因浓度的增加蜂蜜的
!<>>

48

d!处特征峰越来越不明显)另外#

!;<<48

d!处蜂蜜和硝

基呋喃妥因拉曼特征峰几乎重叠#随硝基呋喃妥因浓度增加

!;<<48

d!处特征信号强度逐渐递增#说明不便利用
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48

d!处硝基呋喃妥因特征峰强进行定量分析)只有蜂蜜的

?<>48

d!处拉曼特征峰不受硝基呋喃妥因影响#特征峰比较

尖锐清晰)因此选定蜂蜜中
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d!处拉曼特征峰强作为内

标#校正蜂蜜中硝基呋喃妥因的特征峰强用于蜂蜜中硝基呋

喃妥因定量分析)

图
B

!

基线扣除后含硝基呋喃妥因蜂蜜

表面增强拉曼光谱
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内标校正效果及稳定性分析

表面增强拉曼光谱的信号主要受操作者的操作误差*仪

器波动和光源功率波动影响#仪器波动变化难以预知#而人

为操作难以保证增强剂与蜂蜜样品混合均匀性与吸附时间的

一致性#同一样品所获取的拉曼特征峰强重复性和稳定性较

差)相同条件下采集
<;

次硝基呋喃妥因浓度为
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d!

的蜂蜜样品表面增强拉曼光谱#结果如图
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%所示)
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和
!=!:48

d!处硝基呋喃妥因特征峰强相对标准偏差$
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分别为
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和
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#硝基呋喃妥因拉曼特征峰

强波动显著)利用蜂蜜
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d!处拉曼特征位移信号作为内

标#分别计算每个光谱
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和
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d!处的硝基呋喃妥

因特 征 峰 强 与 蜂 蜜
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d! 处 拉 曼 特 征 峰 强 的 比 值
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%#结果显示采集
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次硝基呋喃妥因浓度
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d!的蜂蜜样品表面增强拉曼光谱的
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d!

处硝基呋喃妥因拉曼特征峰强与
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d!处蜂蜜拉曼特征

峰强的比值相对标准偏差为
IaO@:=c

#
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d!处的硝基

呋喃妥因拉曼特征峰强与蜂蜜
?<>48

d!处拉曼特征峰强的

比值的相对标准偏差为
Ia?<<:c

#显著提升了表面增强拉

曼特征峰强的重复性和稳定性#校准后的光谱如图
<

$

C

%所

示)因为仪器系统误差及表面增强过程中不可控因素引起的

人为误差等对样品表面增强光谱中
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d!处蜂蜜特征峰

强和
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和
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d!处硝基呋喃妥因特征峰强的影响是

完全相同的#所以通过内标比值法可以有效消除和减少拉曼

信号稳定性和重复性差的问题#可以提升定量分析模型精

度)
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条
BVF

D

'

G

D

W@硝基呋喃妥因蜂蜜的原始光谱#

,

$和

使用
OCH&F

W@处蜂蜜拉曼特征峰校准后的光谱#

;

$

:+

D

AC

!

!,='

)
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D

'

G

D
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)

",G',-OCH&F

W@

!!

分别采集硝基呋喃妥因浓度为
!

#

@

#

!;

#

!@

和
:;8

+

'

`

+

d!的蜂蜜样品表面增强拉曼光谱#每个浓度重复采集
@

次#并利用蜂蜜中
?<>48

d!处拉曼特征峰值强度作为内标对

硝基呋喃妥因拉曼特征峰强度进行了校正)校正前所有样品

在
!<@<

和
!=!:48

d!处拉曼特征峰强平均相对标准偏差分

别为
!:aI!Oc

和
?a!==c

#经内标比值校正后相对标准偏差

分别降至
Oa@;Oc

和
<aO;Oc

)

!<@<48

d!拉曼特征峰强相比

于
!=!:48

d!具有较大的相对标准偏差#可能是
!<@<48

d!

处硝基呋喃妥因拉曼特征峰比较接近蜂蜜本身
!<>>48

d!处

拉曼特征峰#加上受银溶胶中柠檬酸盐在
!I;;48

d!的拉曼

特征峰影响#但结果表明利用蜂蜜中
?<>48

d!处拉曼特征峰

强校正后两拉曼特征峰强相对标准偏差显著减小)

!<@<

和

!=!:48

d!处硝基呋喃妥因拉曼特征峰强用内标比值法校正

前后与蜂蜜中硝基呋喃妥因浓度的线性关系如图
I

所示)

!<@<48

d!处拉曼特征峰强与硝基呋喃妥因浓度的决定系数

'

: 为
;a>!I

#比值校正后决定系数
'

: 为
;a>=@<

(

!=!:

48

d!处拉曼特征峰强与硝基呋喃妥因浓度的决定系数为

;a>;I:

#比值校正后决定系数为
;a>=:!

)结果表明#内标

比值校正法可以有效提高硝基呋喃妥因预测模型精度)

BAC

!

蜂蜜中硝基呋喃妥因定量预测模型的建立

制备硝基呋喃妥因浓度范围为
;aI

"

:;8

+

'

`

+

d!的蜂

蜜样品
=>

个#分别采集了表面增强拉曼光谱#如图
@

$

&

%所

OI@
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示)采集的每个光谱分别利用蜂蜜
?<>48

d!处拉曼特征峰强

对硝基呋喃妥因
!<@<

和
!=!:48

d!处拉曼特征峰强进行了

比值校正#结果如图
@

$

C

%所示)结果表明#利用蜂蜜中
?<>

48

d!处拉曼特征峰强作为内标#校正硝基呋喃妥因拉曼特征

峰强可以有效减小或消除因仪器波动*激光功率变化以及人

为操作等因素差异对硝基呋喃妥因拉曼特征峰强的稳定性的

影响)

图
K

!

内标校准前后硝基呋喃妥因浓度和
@CLC&F

W@

#

,
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@N@B&F

W@

#

;

$处拉曼强度的线性关系
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D
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图
L

!

硝基呋喃妥因蜂蜜表面增强拉曼光谱

$

&

%&校正前($

C

%&校正后

:+

D

AL

!
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)
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0

$

&
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Q/T*D/4*DD/40%*'

($

C

%&

3T0/D4*DD/40%*'

!!

基于硝基呋喃妥因
!<@<

和
!=!:48

d!处拉曼特征峰强

和蜂蜜
?<>48

d!处拉曼特征峰强比值#分别建立了一元线性

回归预测模型和多元线性回归模型)如表
!

所示#基于蜂蜜

?<>48

d!处内标比值建立的线性回归方程与校正前相比具有

更高的精度和预测能力)简单用内标比值法就可有效消除了

仪器系统误差和不同批次表面增强剂以及表面增强剂与样品

的混合时间等对拉曼信号强度的影响#显著提高了模型的预

测精度)最佳预测模型为基于蜂蜜
?<>48

d!处内标校正硝基

呋喃妥因
!=!:48

d!处拉曼特征峰强的一元线性回归模型#

如图
=

所示)校正集决定系数$

'

:

)

%和验证集系数$

'

:

A

%分别

为
;a>?!:

和
;a>=>=

#校正集均方根误差$

[K9F)

%和验证

集均方根误差$

[K9F5

%分别为
!a!!@!

和
!a:I::

#相对分

析误差$

[5Z

%为
Ia<;=;

)

表
@

!

蜂蜜中硝基呋喃妥因定量预测模型
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图
N

!

@N@B&F

W@校正前和校正后模型对比

$

&

%&校正集($

C

%&验证集

:+

D

AN

!

7.F

)

,$+'.%.#J,*+2,-+.%'"-F.2"*';"#.$",%2

,#-"$&.$$"&-+.%.#@N@B&F

W@

$

&

%&

)&1%CD&0%*'7/0

($

C

%&

A/D%T%4&0%*'7/0

<

!

结
!

论

!!

利用实验室自行搭建的拉曼点检测系统#以蜂蜜中硝基

呋喃妥因兽药为检测对象#探讨了基于蜂蜜固有内标的硝基

呋喃妥因表面增强拉曼峰强校正方法)首先确认了作为底物

的蜂蜜固有的内标峰#同时分析了硝基呋喃妥因拉曼特征峰

的归属#并验证了内标校正效果及稳定性)最后基于内标比

值校正法建立了蜂蜜中硝基呋喃妥因含量的定量预测模型)

通过对含不同浓度硝基呋喃妥因蜂蜜样品及硝基呋喃妥因标

准品的拉曼光谱对比分析#确定了
?<>48

d!处蜂蜜拉曼特征

峰强作为内标#校正
!<@<

和
!=!:48

d!处硝基呋喃妥因的

特征峰强用于蜂蜜中硝基呋喃妥因定量分析)相同条件下分

别采集了浓度为
:;8

+

'

`

+

d!的硝基呋喃妥因蜂蜜样品
<;

次#发现
!<@<

和
!=!:48

d!处硝基呋喃妥因特征峰强相对

标准偏差$

[9Z

%分别为
!!a@!@=c

和
!!a!=:@c

#但是
?<>

48

d!处蜂蜜拉曼特征峰强作为内标分别校正
!<@<

和
!=!:

48

d!处硝基呋喃妥因拉曼特征峰强后相对标准偏差分别为

IaO@:=c

和
Ia?<<:c

#显著提升了表面增强拉曼特征峰强

的重复性和稳定性)最后采集硝基呋喃妥因浓度范围为

;aI

"

:;8

+

'

`

+

d!的
=>

个蜂蜜样品#基于硝基呋喃妥因

!<@<

和
!=!:48

d!处拉曼特征峰强和蜂蜜
?<>48

d!处拉曼

特征峰强比值#分别建立了一元线性回归预测模型和多元线

性回归模型#与校正前相比具有更高的精度和预测能力)其

中基于蜂蜜
?<>48

d!处内标校正硝基呋喃妥因
!=!:48

d!

处拉曼特征峰强的一元线性回归模型效果最佳#模型校正集

决定系数$

'

:

)

%和验证集决定系数$

'

:

A

%分别为
;a>?!:

和

;a>=>=

#校正集均方根误差$

[K9F)

%和验证集均方根误差

$

[K9F5

%分别为
!a!!@!

和
!a:I::

#相对分析误差$

[5Z

%

为
Ia<;=;

)结果表明#被测底物本身持有固有内标的样品可

无需加入额外的内标物#简单用内标比值法可以有效消除仪

器的系统误差和不同批次的表面增强剂以及表面增强剂与样

品的混合时间等对拉曼信号强度的影响#显著提高了拉曼特

征信号的重复性和稳定性)
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