
研究论文  

Article  

 
 * E-mail: yqhuang@shou.edu.cn 

Received October 28, 2012; published January 4, 2013.  
Project supported by the National Natural Science Foundation of China (Nos. 61250002, 31250006), Science and Technology Commission of Shanghai Mu-
nicipality (Nos. 09PJ1405200, 09320503800). 
项目受国家自然科学基金(Nos. 61250002, 31250006)、上海市浦江人才计划(No. 09PJ1405200)和上海市科学技术委员会部分地方院校能力建设(No. 
09320503800)资助. 
  

Acta Chim. Sinica 2013, 71, 221—226 © 2013 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn   221 

化 学 学 报 
 ACTA CHIMICA SINICA 

 

表面增强拉曼光谱检测鱼肉中禁用和限用药物研究 
李春颖    赖克强    张源园    裴鹭    黄轶群* 

 (上海海洋大学食品学院  上海 201306) 

摘要  应用表面增强拉曼光谱(surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS)技术, 结合化学计量学方法对水产品中常被

检出的禁用或限用药物, 包括孔雀石绿(0.5～50 µg/L)、结晶紫(5～100 µg/L)、氯霉素(50～5.0×103 µg/L)和磺胺甲基嘧

啶(500～5.0×103 µg/L)进行检测. 采用偏最小二乘回归法(partial least squares regression, PLSR)对谱图进行分析处理, 
建立定量分析模型. 结果表明运用 SERS技术对染料类渔药, 孔雀石绿和结晶紫的分析效果较好, 对于其标准溶液的最

低检测浓度分别为 0.8和 10 µg/L; 对抗生素药物, 氯霉素和磺胺甲基嘧啶的最低检测浓度分别为 50和 500 µg/L. 4种药

物的 PLSR 模型的预测值与实际值的 R2为 0.865～0.954. 运用 SERS 技术最低能检测到鱼肉中孔雀石绿和结晶紫的含

量分别为 1.0 和 20 µg/kg, 显示出 SERS 技术对食品中痕量药物残留检测的巨大潜力. 
关键词  孔雀石绿; 结晶紫; 氯霉素; 磺胺甲基嘧啶; 表面增强拉曼光谱; 鱼肉 

 

Use of Surface-enhanced Raman Spectroscopy for the Test of Residuals of 
Prohibited and Restricted Drugs in Fish Muscle 

Li, Chunying     Lai, Keqiang    Zhang, Yuanyuan    Pei, Lu    Huang, Yiqun* 
(College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306) 

Abstract  The objective of this study was to investigate the feasibility of applying surface-enhanced Raman spectroscopy 
(SERS) coupled with partial least squares regression (PLSR) to detect and determine prohibited or restricted residual fish 
drugs including malachite green, crystal violet, chloramphenicol and sulfamerazine. Standard solutions of malachite green 
(0.5～50 µg/L), crystal violet (5～100 µg/L), chloramphenicol (50～5.0×103 µg/L) and sulfamerazine (500～5.0×103 
µg/L) were used to determine the sensibility of the SERS method as well as the accuracy of the PLSR models for quantitative 
analyses of the fish drugs. In addition, fish muscles artificially contaminated with malachite green (0.5～50 µg/kg) or crystal 
violet (10～100 µg/kg) were used for the study. Two different types of commercial gold-coated SERS substrates were used to 
acquire SERS spectra (400～2000 cm－1) of standard solutions or fish extracts. Then, laser source (633 and 780 nm) and laser 
power (5 and 10 mW) were varied for optimum results to collect spectra of different drugs. PLSR was applied for quantitative 
analysis of the tested fish drugs. The results indicated that SERS technology is a sensitive method for analyzing industrial 
dyes, which could detect malachite green and crystal violet at concentration levels as low as 0.8 and 10 µg/L, respectively. 
For chloramphenicol and sulfamerazine, the lowest concentrations could be detected were 50 and 500 µg/L, respectively. The 
PLSR models for four standard solutions yielded R2 of 0.865 to 0.954. For malachite green and crystal violet extracts from 
fish, the lowest concentrations detected were 1.0 and 20 µg/kg, respectively, which indicated great potential of applying 
SERS in determination of residual prohibited or restricted fish drugs in food system. 
Keywords  malachite green; crystal violet; chloramphenicol; sulfamerazine; surface-enhanced Raman spectroscopy; fish 
muscle 

   
1  引言 

在水产养殖以及鲜活水产品贮存和运输过程中, 工
业染料类药物和抗生素的滥用已成为一个严重的食品

安全问题, 渔药的滥用不仅威胁到消费者的身体健康和

社会安定团结, 而且对我国水产品、甚至其他动物食品

的出口贸易造成损失和阻碍, 严重影响我国在国际贸易

中的声誉[1]. 

工业染料类药物, 特别是孔雀石绿(malachite green, 
MG)和结晶紫(crystal violet, CV)是水产品中常被检出的

禁用药物, 孔雀石绿和结晶紫属于三苯甲烷类染料, 最
初用于纺织工艺中, 后因其具有杀菌性和消毒性而广泛

地用于水产品的养殖过程中[1,2]. 但是, 此类药物具有潜

在的致癌、致畸、致突变等毒副作用, 因而欧盟、美国、

加拿大、中国等许多国家和组织都先后禁止其在水产养

殖中使用 . 氯霉素 (chloramphenicol)和磺胺甲基嘧啶
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(sulfamerazine)分别为水产品中常被检出的禁用和限用

抗生素. 氯霉素和磺胺类药物的滥用不仅对环境造成危

害, 还可能造成严重的过敏反应和毒副作用, 例如, 氯
霉素可能抑制人体骨髓造血功能, 引起再生障碍性贫血

等疾病[3]; 磺胺类药物可能导致消化系统障碍和造成肾

脏的损害[4]. 因此, 世界许多国家包括中国在内, 均禁

止氯霉素在鱼、肉、禽体中使用[3], 并限定磺胺类药物

的使用, 总量不得超过 100 µg/kg、单个药物如磺胺甲基

嘧啶的最高残留限量不得超过 10 µg/kg[5].  
水产品中禁用或限用药物的滥用, 大多数情况下是

因为这些药物对水生动物病源菌、真菌等的防治效果好, 
且廉价易得, 所以它们在水产养殖中屡禁不止[6]. 研究

开发快速、灵敏的方法检测水产品中的禁用或限用药物, 
对于加强对水产品的监控、保障水产品的安全有着深远

的意义. 
本研究的目的是尝试运用表面增强拉曼光谱

(surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS)技术, 结
合化学计量学方法对水产品中工业染料类药物(孔雀石

绿和结晶紫)和抗生素(氯霉素和磺胺甲基嘧啶)的残留

进行检测. SERS 技术通过采用经特殊处理的表面粗糙

金属(如金、银等)作为活性基底, 将被测分子吸附到金

属表面, 使得其拉曼散射信号提高到 106～1015 倍[7], 因
而应用 SERS 技术对食品等复杂体系中痕量物质的检测

具有很大的潜力, 甚至有运用此技术进行单分子检测的

报道[8,9]. 本研究将 SERS 技术与化学计量学方法相结

合, 应用于水产品中痕量禁用或限用药物的检测, 为食

品中痕量化学性危害物的快速检测提供一种新的尝试. 

2  结果与讨论 

2.1  被分析渔药的拉曼谱图和 SERS 谱图特征 
图 1 为 4 种被测渔药的化学结构图, 图 2 为固体渔

药拉曼谱图和 SERS 谱图. 在孔雀石绿拉曼谱图中, 432, 
799, 1170, 1360 和 1612 cm－1处的特征峰分别是由苯环- 
C-苯环的面外弯曲振动、C—H 环面外弯曲振动、C—H
环面内弯曲振动、N-苯基的伸缩振动和 C—C 环的伸缩

振动引起的(图 2a)[10]. 结晶紫的分子结构与孔雀石绿相

似, 因此其拉曼谱图与孔雀石绿的很接近, 同样具有苯

环-C-苯环的面外弯曲振动(438 cm－1)、C—H 环面外弯

曲振动(800 cm－1)、C—H 环面内弯曲振动(1176 cm－1)、
N-苯基的伸缩振动(1380 cm－1)和 C—C 环的伸缩振动

(1617 cm－1)引起的 5 个主要特征峰(图 2b)[11,12]. 两种物

质的谱图差异尽管通过肉眼不容易辨别, 但是, 通过聚

类分析方法可以将两者区分开来[10]. 氯霉素 3 个最主要

的峰出现在 1108, 1350和 1601 cm－1, 分别是由N—H面

内弯曲振动、N＝O 的对称伸缩振动和氯霉素分子环的

伸缩振动引起的(图 2c)[13]; 磺胺甲基嘧啶固体的拉曼峰

出现在 839 和 999 cm－1, 为 C—S, C—N 面内弯曲振动

和 C—H 面内弯曲振动产生的, 1094 cm－1处是 C—N 伸

缩振动的结果, 1151 和 1596 cm－1的峰为 SO2对称伸缩

振动和对-双取代苯环伸缩振动引起的(图 2d)[14,15]. 
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图 1  4 种渔药的化学结构图 
Figure 1  Chemical structures of four fish drugs 

4 种药物的 SERS 谱图与常规的固体拉曼谱图在总

体上是相一致的, 但是与常规拉曼谱图相比, 被测渔药

的 SERS 谱图中有些吸收峰的相对强度发生了变化, 一
些主要拉曼峰(如图 2c 中氯霉素在 866 cm－1)在 SERS 谱

图里强度明显降低甚至消失, 而次要的拉曼峰有可能成

为 SERS 谱图里的主要特征峰(如图 2d 中磺胺甲基嘧啶

在 999 cm－1 附近的峰). 这可能与被吸附物分子吸附在

粗糙金属表面的位置或方向以及分子振动类型有关, 例
如在使用具有规则表面结构的Klarite基底时, 被测分子

吸附在基底的顶点和吸附在表面时, 其相应的电磁增强

效应或由化学吸附的分子基团产生的化学增强效应是

很有可能不同的[16]. 即使被测分子吸附在同一位置时, 
分子的振动类型(面内振动或面外振动)不同产生的峰的

拉曼强度也是不同的[16]. 药物峰的拉曼位移的变化则

主要是因为被吸附物分子与金属活性基底接触方向(水
平方向和垂直方向)的不同产生的[13,16]. 

2.2  4 种药物标准溶液的定性和定量分析 
使用两种不同的活性基底检测同种药物时所获得

的 SERS 谱图不一定完全相同, 且灵敏度可能相差较大.
总体来说, 运用 Q-SERS 对孔雀石绿和结晶紫的效果较
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图 2  SERS 谱图(上)和常规固体拉曼谱图(下): (a)孔雀石绿, (b)结晶紫, (c)氯霉素, (d)磺胺甲基嘧啶 
Figure 2  SERS spectrum (top) and conventional Raman spectrum (bottom) of malachite green (a), crystal violet (b), chloramphenicol (c) and sulfam-
erazine (d)

好, 能检出的浓度远远低于用Klarite所能检测出的最低

浓度; 但是在试验所用的浓度范围内, 运用 Q-SERS 检

测不到氯霉素和磺胺甲基嘧啶, 而只能用Klarite作为基

底对这两种抗生素进行检测 .  例如 ,  图 3a 为运用

Q-SERS 和 Klarite 所获得的结晶紫的 SERS 谱图, 尽管

主要特征峰的位置基本一致, 但是各个峰之间的相对强

度有一定的差异. 另外, 利用 Klarite 和 Q-SERS 两种基

底所得结晶紫的最低检测浓度也是不同的 ,  运用

Q-SERS 能检测到 10 µg/L 的浓度, 但是运用 Klarite 只

能检测到 15 µg/L. 又如, 对于磺胺甲基嘧啶, 应用

Klarite 基底, 最低能检测到的浓度为 500 µg/L(图 3b), 
在该浓度下, 999, 1091, 1153 和 1597 cm－1附近的磺胺甲
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图 3  (a)通过 Q-SERS (A 100 µg/L, C 10 µg/L)和 KlariteTM (B 100 µg/L, D 10 µg/L)获得的结晶紫 SERS 谱图, (b)通过 KlariteTM获得的磺胺甲基嘧啶

的谱图(A 5.0 mg/L, B 3.0 mg/L, C 1.0 mg/L, D 500 µg/L) 
Figure 3  (a) SERS spectra of crystal violet acquired with Q-SERS (A 100 µg/L, C 10 µg/L) and KlariteTM (B 100 µg/L, D 10 µg/L), (b) SERS spectra of 
sulfamerazine acquired with KlariteTM (A 5.0 mg/L, B 3.0 mg/L, C 1.0 mg/L, D 500 µg/L)  
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基嘧啶的特征峰清晰可见, 但是运用 Q-SERS 对磺胺甲

基嘧啶进行检测时, 将浓度提高 10 倍到 5 mg/L 时, 仍
然不能检测到该药物. 

表 1 为运用 SERS 方法所能检测到的最低浓度, 以
及运用 PLSR 模型作定量分析的结果, 其中孔雀石绿和

结晶紫是用 Q-SERS 作为活性基底检测所得到的结果, 
氯霉素和磺胺甲基嘧啶是用 Klarite 作为活性基底检测

所得到的结果. 对 4 种药物的最低检测浓度差异很大, 
从 0.8～500 µg/L 不等, 以对孔雀石绿检测的灵敏度最

佳, 磺胺甲基嘧啶的效果最差. 运用 PLSR 对 4 种药物

进行定量分析, 模型的预测值与真实值之间的 R2 为

0.865～0.954, 表明运用 SERS 技术结合化学计量学方

法对渔药残留进行定量分析的可行性. 

表 1  运用 SERS 对被测渔药标准溶液的最低检测浓度及 PLSR 分析

结果 
Table 1  Minimum concentration of fish drugs detected with SERS 
method and PLSR results 

PLSR 模型结果 
被检物 

最低检测浓度/ 

(µg•L－1) 浓度范围(µg•L－1) 样品数 RPD R2

孔雀石绿 0.8 0.5～50 80 4.58 0.952

结晶紫 10 10～100 80 2.72 0.865

氯霉素 50 50～5×103 40 4.64 0.954

磺胺甲基嘧啶 500 500～5×103 35 4.46 0.950

表面增强效应受很多因素的影响, 其中分子结构与

增强基底的特性(如金属种类和表面结构)是最为重要的

因素之一, 不同的被测分子对基底的要求不同, 适用于

某种分子的基底不一定适用于其它结构的分子, 基底的

非通用性给 SERS 的应用带来很大的局限性, 使得在分

析药物时需要对基底进行筛选, 目前的技术还达不到根

据被测分子的特点而设计和合成活性基底. 另外, 因为

使用的商业底板的重现性不是很好, 同一块底板的不同

位置以及不同批次的底板之间可能会有些区别, 特别是

使用活性基底表面结构不均一的底板(如 Q-SERS), 较
难获得重现性好的 SERS 谱图; 即使是使用活性基底表

面结构均一的底板(如 Klarite), 因被测分子官能团在基

底的吸附位置和吸附形式的不同, 也影响谱图的重现

性, 从而影响模型的准确性. 

2.3  罗非鱼肉中孔雀石绿和结晶紫的检测 

运用 SERS 技术对罗非鱼肉中孔雀石绿和结晶紫进

行分析, 能检测到的最低浓度分别为1.0和20 µg/kg, 高
于对纯物质标准溶液的最低检测浓度(分别为 0.8 和 10 
µg/L)的 25%或 50%. 有研究证明本研究所用提取方法

可以获得较高的孔雀石绿和结晶紫的回收率(85.9%～

93.9%)[17], 因而对鱼肉中染料药物的最低检测浓度比标

准溶液中对应的药物的最低检测浓度高的主要原因, 不
仅是因为提取过程中被测染料类药物的损失, 还因为从

肌肉组织中提取出的其它非目标组分(如蛋白质等)影响

了被测药物分子有效地吸附在纳米基底上, 或者这些非

目标组分使被测药物分子在纳米基底上的吸附状态发

生了一些改变, 从而导致两种药物拉曼特征峰的相对强

度显著降低. 为了验证这一结论, 在提取的鱼肉样中分

别加入孔雀石绿和结晶紫, 获得相应的 SERS 谱图, 然
后与含有同样浓度被测染料标准溶液的 SERS 谱图相对

照, 结果如图4所示: 提取鱼肉样后添加入药物的SERS
谱图与相同浓度的标准溶液的谱图相比, 峰的位置和形

状基本相同, 但鱼肉提取液里的孔雀石绿和结晶紫的

SERS 谱图中主要特征峰的强度比两种药物标准溶液的

SERS 谱峰的强度有了明显的降低, 其差异是因为提取

液中非目标组分(如小分子蛋白质)的干扰. 
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图 4  结晶紫标准溶液及鱼肉提取物后添加结晶紫的 SERS 谱图(A, 
50 µg/L 标准溶液; B, 0 µg/L 提取物＋50 µg/L 标准溶液)和孔雀石绿标

准溶液及鱼肉提取物后添加孔雀石绿的 SERS 谱图(C, 20 µg/L 标准溶

液; D, 0 µg/L 提取物＋20 µg/L 标准溶液) 
Figure 4  SERS spectra of crystal violet standard solution and fish ex-
tract with crystal violet added (A, 50 µg/L solution; B, 0 µg/L extract＋50 
µg/L solution), malachite green standard solution and fish extract with 
malachite green added (C, 20 µg/L solution; D, 0 µg/L extract＋20 µg/L 
solution) 

鱼肉中孔雀石绿或结晶紫的含量越高, 其提取物的

SERS 谱图中主要特征峰的强度也越高(图 5). 鱼肉中孔

雀石绿和结晶紫的浓度与其提取液 SERS 谱图中的 5 个

主要特征峰的强度之间具有较好的线性关系, 对于孔雀

石绿和结晶紫 , 其 R2 分别在 0.949～0.974(表 2)和
0.936～0.955(表 3)之间, 说明应用 SERS 技术对鱼肉中

禁用染料类药物进行定量分析的可能性. 因样品数量有

限, 没有进一步建立定量分析模型. 
尽管运用 SERS 技术进行定量分析还存在很多困

难, 但此研究结果显示出应用 SERS 技术结合化学计量

学方法进行定量分析的可行性. 应用 SERS 技术对食品

中痕量有机物进行快速、无损检测具有极大潜力, 且目

前已有报道应用 SERS 技术对水果表面的农残[18,19]以及

瓜子表面的非法色素[20]进行无损检测, 但是对于检测

成分复杂的样品, 如鱼肉中的药残, 因药物存在于肌肉

组织里面, 不是在表面上, 所以必需对样品进行一定
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图 5  (a)含不同浓度孔雀石绿的鱼肉提取物的 SERS 谱图(A 10 µg/kg, B 5.0 µg/kg, C 1.0 µg/kg, D 0 µg/kg), (b)不同浓度结晶紫的鱼肉提取物的

SERS 谱图(A 80 µg/kg, B 40 µg/kg, C 20 µg/kg, D 0 µg/kg) 
Figure 5  (a) Representative SERS spectrum of malachite green extraction (A 10 µg/kg, B 5.0 µg/kg, C 1.0 µg/kg, D 0 µg/kg), (b) Representative SERS 
spectrum of crystal violet extraction (A 80 µg/kg, B 40 µg/kg, C 20 µg/kg, D 0 µg/kg)   
表 2  鱼肉中孔雀石绿浓度与其提取物 SERS 谱图 5 个主要峰强度的相关性 a,b 
Table 2  Linear relationship between the concentrations of MG in fish muscle and extraction the Raman intensity of five main peaks in the SERS spectra 
of fish extracts 

Wavenumber/cm－1 
 

432 799 1170 1360 1612 

LE Y＝3.90x＋3.30 y＝5.06x＋2.54 y＝6.21x＋9.78 y＝4.06x＋27.74 y＝5.53x＋67.96 

R2 R2＝0.949 R2＝0.973 R2＝0.974 R2＝0.955 R2＝0.957 
a 每个浓度分别是检测 5 个不同位置的点得到的平均值, 共 9 个浓度梯度; b LE＝Linear equation; x＝concentration of malachite green extraction; y＝the Raman 
intensity of malachite green at the specific wavenumber. 

表 3  鱼肉中结晶紫的浓度与其提取物 SERS 谱图 5 个主要峰强度的相关性 a,b 
Table 3  Linear relationship between concentrations of CV in fish muscle and extraction the Raman intensity at five main peaks in the SERS spectra of 
fish extracts 

Wavenumber/cm－1 
 

437 800 1171 1379 1616 

LE y＝14.36x－105.25 y＝9.53x－65.91 y＝19.14x－36.43 y＝16.81x＋13.80 y＝25.08x＋12.73 

R2 R2＝0.955 R2＝0.951 R2＝0.949 R2＝0.936 R2＝0.950 
a 每个浓度分别是检测 5 个不同位置的点得到的平均值, 共 10 个浓度梯度; b LE＝Linear equation; x＝concentration of crystal violet extraction; y＝the Raman 
intensity of crystal violet at the specific wavenumber. 

程度的提取、净化处理, 而如何简化 SERS 检测方法的

样品前处理、缩短处理时间是将来的研究热点之一. 

3  结论 

本研究采用表面增强拉曼光谱(SERS)技术, 结合化

学计量学方法对水产品中工业染料类药物(孔雀石绿和

结晶紫)和抗生素(氯霉素和磺胺甲基嘧啶)的痕量残留

进行检测. 对 4 种药物的最低检测浓度分别为: 孔雀石

绿, 0.8 µg/L; 结晶紫, 10 µg/L; 氯霉素, 50 µg/L 和磺胺

甲基嘧啶, 500 µg/L. 运用 PLSR 对 4 种药物进行定量分

析, 模型的 RPD 为 2.72～4.64, 预测值与真实值之间的

R2 为 0.865～0.954; 应用 SERS 技术最低能检测到鱼肉

中孔雀石绿和结晶紫的浓度分别为 1.0 和 20 µg/kg. 本
研究为基于 SERS 技术对食品中痕量化学性危害物的快

速检测奠定基础. 

4  材料与方法 

4.1  仪器与试剂 

研究中使用的主要仪器是美国 Thermo Fisher Sci-
entific 公司生产的 Nicolet DXR 显微共聚焦拉曼光谱仪, 
金纳米活性基底 Q-SERS(Nanova Inc., Columbia, MO, 
USA)和 KlariteTM (Renishaw Diagnostics Ltd., Glasgow, 
U.K.). Klarite 底板是规则的倒四角锥体结构, 每个锥体

的高是 1 μm, 底边长 1.8 μm, 相邻两个单元格之间的距

离为 0.4 μm. 而 Q-SERS 板是不规则的纳米粒子结构, 
金纳米粒子的直径约为 40～60 nm[21,22]. 

研究使用的标准品: 孔雀石绿标准品(纯度≥90%)、
结晶紫标准品(纯度≥90%)、氯霉素标准品(纯度≥99%) 
和磺胺甲基嘧啶标准品(纯度≥99%), 均购买于 Sigma
公司. 
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4.2  样品处理 

4.2.1  4 种药物标准溶液的制备 
将渔药用甲醇溶解配制成 100 mg/L 的标准储备液, 

－20 ℃条件下避光保存. 用甲醇和水的混合液(1∶1, 
V∶V)将标准储备液稀释成适宜浓度的标准工作液, 用
于 SERS 光谱采集. 
4.2.2  鱼样的处理 

罗非鱼片样品来自广东省高要市振业水产冷冻有

限公司, 并经过检测, 不含有孔雀石绿和结晶紫. 向均

质后的罗非鱼片分别加入不同量的孔雀石绿和结晶紫, 
获得含有 9 个不同浓度的孔雀石绿(0.5～50 µg/kg)和 10
个不同浓度的结晶紫(10～100 µg/kg)的鱼肉样品. 室温

下, 静置15 min后, 参照美国FDA[23]的方法提取罗非鱼

中孔雀石绿或结晶紫, 具体如下:  
向 5 g 鱼肉样品中加入 5 mL 醋酸铵缓冲液(pH＝

4.5, 0.1 mol/L), 1 mL 盐酸羟胺溶液(0.25 g/mL), 100 µL
对甲苯磺酸溶液(1.0 mol/L), 在 1500 r/min 下振荡 30 s; 
加入 25 mL 乙腈, 振荡 30 s; 再加入 10 g 中性氧化铝, 
振荡 30 s 后离心(4000 r/min, 5 min). 取上清液移至装有

50 mL 水和 2 mL 二甘醇的 250 mL 分液漏斗中. 残渣中

加入 25 mL 乙腈, 重复上述操作 1 次, 将上清液合并至

250 mL 分液漏斗中. 于分液漏斗中加入 25 mL 二氯甲

烷, 混匀, 静置, 液-液分离 10 min. 将下层溶液转移至

150 mL 的圆底烧瓶中, 再用 25 mL 二氯甲烷重复上述

操作 1 次. 合并二氯甲烷层于同一圆底烧瓶中, 在 50 
℃下旋转蒸发至干, 用 3 mL 乙腈溶解残渣. 

分别用 5 mL 甲醇和 5 mL 乙腈活化 PRS 固相萃取

小柱和中性氧化铝固相萃取小柱. 将PRS小柱与中性氧

化铝固相萃取小柱串联, 上样. 再用乙腈洗涤烧瓶 2 次, 
每次 5 mL, 把洗涤液过柱, 弃去中性氧化铝小柱. 用 5 
mL 乙腈洗涤 PRS 固相萃取小柱, 抽真空 2～3 s, 再用 4 
mL 醋酸铵和乙腈的混合液(1∶1, V∶V)洗脱 PRS 柱. 
收集洗脱液, 用醋酸铵和乙腈的混合液定容至 5 mL, 备
用. 

4.3  光谱采集 

本研究对于孔雀石绿和结晶紫所使用的激光源为

633 nm, 功率为 5 mW; 对于氯霉素和磺胺甲基嘧啶, 
所用的激光源为 780 nm, 功率为 10 mW. 样品的 SERS
光谱采集均采用 20×显微镜, 曝光时间为 2 s, 曝光次

数为 20次, 光谱采集范围为 300～2000 cm－1. 以上所使

用激光源的激发波长、功率等测试条件都是经过预实验

反复尝试确定的. 
SERS 光谱的采集步骤为: 用 1 µL 移液器吸取 0.1 

µL 标准溶液或鱼肉样品提取液, 滴在纳米基底上, 待
溶剂蒸干后, 应用面扫描的方式, 采集光谱. 

4.4  数据分析 

使用合并、平滑和二阶导数对样本的原始光谱进行

预处理[24,25], 采用偏最小二乘回归(partial least squares 
regression, PLSR)建立基于表面增强拉曼光谱的孔雀石

绿、氯霉素、磺胺甲基嘧啶等 4 种药物的定量分析模型, 
比较4种药物标准溶液的实际浓度和预测浓度之间的关

系衡量模型的预测能力, 使用的光谱范围为 400～1800 
cm－1. 

采用留一法对模型的预测能力进行评价. 所谓留一

法就是在 N 个样本中每次只留一个样本作为验证集,  
N－1 个样本作为校正集, 进行交互验证. 这样重复 N
次, 检验 N 次, 通过得到全部样本的交互验证均方根

(root mean square error of cross-validation, RMSECV)来
确定模型最佳潜变量数. 其优点是有效地利用了 N 个样

本, 比较适用于样本数 N 较小的情况[26]. 模型的预测值

与真实值的 R2以及模型的 RPD(样品的标准偏差与模型

预测标准误差的比值)用于评估模型的预测能力, R2 和

RPD 值越高, 模型的预测性越好[10]. 
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