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表面增强拉曼光谱法快速检测百合中的地虫硫磷 
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北京  100079; 3. 青海大学农林科学院, 青海  810016) 

摘  要: 目的  制备具有良好增强效果的 L-半胱氨酸功能化修饰的金纳米粒子(L-cysteine-Au nanoparticles, 

L-cys-AuNPs), 建立表面增强拉曼光谱法(surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS)快速检测百合中地虫硫

磷的分析方法。方法  采用柠檬酸钠还原法制备 AuNPs, 然后用 L-半胱氨酸进行功能化修饰。通过单因素实验对

增强基底添加量、地虫磷添加量、凝聚剂种类等实验条件进行优化, 以确定最佳实验条件。结果  该基底表现出

优异的增强效果, 1071 cm‒1 可作为其特征峰。地虫硫磷的检出限为 0.02 mg/L, 线性范围是 0.02~0.50 mg/L, 相关系

数 r2=0.9667, 回收率为 69%~112%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为 7%~8%。结论  该方法灵

敏度高、特异性、稳定性较好, 可用于百合中地虫硫磷的快速检测。 
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ABSTRACT: Objective  To prepare L-cysteine functionalized gold nanoparticles (L-cysteine-Au nanoparticles, 

L-cys-AuNPs) with good enhancement effect, and establish a method for the rapid detection of fonofos in Lilium 

brownii var. viridulum Baker by surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS). Methods  AuNPs were prepared by 

sodium citrate reduction and then functionalized with L-cysteine. Then the single factor experiment was conducted to 

optimize the experimental conditions, such as the amount of enhanced substrate, the amount of fonofos and the type 

of coagulant, so as to determine the best experimental conditions. Results  The substrate showed excellent 

enhancement effect, and 1071 cm‒1 could be used as its characteristic peak. The limit of detection was 0.02 mg/L, the 

linear range was 0.02‒0.50 mg/L, the correlation coefficient (r2) was 0.9667, the recoveries were 69%‒112%, and the 

relative standard deviations (RSDs) were 7%‒8%. Conclusion  The method is sensitive, specific and stable, and can 
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be used for the rapid detection of fonofos in Lilium brownii var. viridulum Baker. 

KEY WORDS: L-cysteine; Au nanoparticles; surface enhanced Raman spectroscopy; Lilium brownii var. viridulum 

Baker; fonofos 
 
 

0  引  言 

有机磷农药是当前农业生产中广泛使用的一类农药。

地虫硫磷(fonofos), 简称“地虫磷”, 是有机磷农药的一种, 

兼具高效性和广谱性两大优点[1‒4], 但其毒性强, 使用不当

易导致农作物中发生不同程度的残留, 对人体造成一定危

害, 如导致人出汗、震颤、精神错乱、语言失常, 严重者

会出现呼吸麻痹, 甚至死亡[5‒7]。因此, 中国药典 2020 版将

33 种农药残留限量写入了通则, 其中有 20 多种均为有机

磷农药, 且限量很低, 在 0.01~0.05 mg/L 之间。同时, 在最

新版农药残留标准 GB 2763—2021《食品安全国家标准 食

品中农药最大残留限量》中给出鳞茎类蔬菜中地虫磷的限

量为 0.01 mg/L。百合(Lilium brownii var. viridulum Baker)

是一种药食兼用的保健食品, 亦作药用, 有润肺止咳、清

热、安神和利尿等功效。但是, 对此类药食同源农产品的

检测很少报道, 所以, 亟需建立高效、简便的方法对药食

同源农产品中的有机磷农药进行检测, 以保证人们饮食安

全。常见的有机磷农药的检测方法大多为气相色谱法[8]、

气相色谱-质谱法[9]、液相色谱法[10]、液相色谱-质谱法[11]

等, 这类方法灵敏度高, 但是仪器价格昂贵、操作烦琐, 需

要专业人员操作完成, 无法实现快速检测。目前有机磷的

快速检测方法包括酶联免疫法、酶抑制法和表面增强拉曼

光谱法(surface enhanced Raman spectroscopy, SERS)等。但

是酶联免疫法[12]需要的抗体难以制备, 而酶抑制法[13]作

用面比较窄, 只能对有机磷农药和氨基甲酸酯类农药发挥

作用, 并且这两种方法都存在“假阳性”问题, 后续还需要

大型仪器, 如液相色谱-质谱仪等进行确证。因此, 开展新

型快速现场检测百合中地虫硫磷残留量的方法研究具有重

要现实意义。 

SERS 具有检测速度快、操作简单、指纹特性、无损

检测等优点[14‒16]。其已在多个领域, 如农药残留检测[17]、

渔药检测[18]、食品添加剂检测[19]等方面得到了广泛应用。

SERS 增强原理[20‒21]主要有两种, 一种是电磁增强, 基于

局域电磁场产生的表面等离子体共振; 另一种是化学增强, 

源于电荷转移。两种增强机制在很多增强体系中同时存在, 

它们对增强效果的贡献值随系统变化而改变。HE 等[22]开

发了半胱胺改性的金纳米粒子(Au nanoparticles, AuNPs), 

用于表面亲和力较弱的酸性色素的检测, 利用颜料与半胱

胺分子之间形成的多氢键和静电相互作用, 使酸性颜料分

子快速到达 AuNPs 表面, 可以检测限值为 1 mg/L 的 5 种

酸性色素。MA 等[23]采用半胱胺修饰的 AuNPs 制成的新型

SERS 底板用于五氯苯酚的高灵敏度检测, 通过静电相互

作用将目标物吸附到基材表面, 可用于自来水中五氯苯酚

检测, 检出限低至 1 nmol/L。ZHANG 等[24]利用 AgNPs 改

性滤纸和盐酸半胱胺的优势对水中双酚 A进行了高灵敏度

检测, 检出限低至 0.005 ng/mL。综上, 巯基改性后的基底

可以通过化学键诱导目标物聚集到 AuNPs 表面, 大大提高

目标物检测的灵敏度。在该体系中, 两种增强机制同时存

在, 缺一不可。但是, 目前基于化学增强检测药食同源农

产品中有机磷农药残留的方法鲜有报道。已报道用于地虫

硫磷检测的基底仅为金溶胶[25], 其通过电磁增强原理进行

检测, 只有目标分子跟 AuNPs 靠的足够近时, 才能有信号

输出。因此, 检出限仅为 0.2 mg/L, 无法满足最大残留限量

的要求。基于功能化 AuNPs 通过二者间的氢键相互作用增

强目标物的 SERS 信号的原理, 本研究合成了 L-半胱氨酸

修饰的 AuNPs 增强基底, 对百合中的地虫硫磷进行检测, 

该方法集中在如何制备高灵敏度和可重复性的基底以及如

何解决基质干扰等方面[26‒27], 以期为有机磷农药的检测提

供新的策略。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

百合购于北京超市。 

地虫硫磷、对硫磷、治螟磷、硫环磷、特丁硫磷(纯

度 98%, 北京坛墨质检科技有限公司); L-半胱氨酸、柠檬

酸三钠(分析纯)、HAuCl4ꞏ3H2O(纯度 99%)[西格玛奥德里

奇(上海)贸易有限公司]; 无水 MgSO4、NaCl、NaOH、

K2SO4、CaBr2、HCl、NaNO3、K2CO3(分析纯, 国药集团

北京化学试剂有限公司); 乙腈(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 

乙二胺 -N- 丙基硅烷化硅胶 (primary secondary amine, 

PSA)(天津博纳艾杰尔科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

RMS1000 拉曼光谱仪(上海如海光电科技有限公司); 

UV-2600 紫外可见分光光度计(日本岛津公司); SU8020 扫

描电子显微镜(日本日立公司); Milli-Q 去离子水发生器(美

国 Millipore 公司); H-1850 高速离心机(湖南湘仪离心机有

限公司); PL2001-L 电子天平(精度 0.1 g, 上海梅特勒-托利

多仪器有限公司); VORTEX3 旋涡混匀器实验室振荡器混

合仪 ( 德国 IKA 公司 ); M258050 磁力电热套 ( 英国

Electrothermal 公司); KQ218 超声波清洗器(昆山市超声仪

器有限公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

百合提取液的制备: 称取 10 g 绞碎的百合于 50 mL 离

心管中, 加入 10 mL 乙腈、4 g 无水 MgSO4、1 g NaCl、0.5 g

柠檬酸钠振荡提取 5 min; 取出后将其放置于高速离心机

4200 r/min 离心 10 min。取 6 mL 上清液, 加入含有 900 mg

无水 MgSO4、150 mg PSA 的 15 mL 离心管中, 涡旋 1 min, 

4000 r/min 离心 10 min, 取上清液过膜待 SERS 测试。 

1.3.2  试剂的制备 

金溶胶的制备: 参考 LI 等[28]方法。 

L-cys-AuNPs 的制备: 参考朱文秀[29]方法, 将上述金

溶胶超声 10 min, 按照体积比 1:9 比例将 10‒6 mol/L L-半胱

氨酸水溶液加入上述溶液, 搅拌 90 min 即可得到新型探针

L-cys-AuNPs。 

1.3.3  SERS 测试 

激光光源波长为 785 nm, 激光光源功率为 400 mW, 扫

描光谱范围功率为 400~1800 cm‒1, 积分时间为 6 s。测试方

法: 将 500 μL 增强基底, 60 μL 地虫硫磷标准溶液, 60 μL

饱和 K2SO4 溶液依次加入进样小瓶中, 混匀后上机测试, 

扫描 3 次取平均值。 

1.4  数据处理 

通过 Uspectral 5.2.0 软件对光谱进行预处理, 采用

Origin 2021 软件进行数据分析和绘图。 

2  结果与分析 

2.1  L-cys-AuNPs 的制备和表征 

本研究采用柠檬酸钠还原法制备 AuNPs。还原剂添加

的越多, 制备的 AuNPs 粒径越小。不同粒径的粒子会产生

不同的表面等离子共振, 因而产生不同的 SERS 信号。通

过 L-半胱氨酸对 AuNPs 进行修饰, L-半胱氨酸巯基基团上

的 S 会与 AuNPs 键合形成 Au-S 键, 而暴露的氨基通过氢

键相互作用使得地虫硫磷能够到达 AuNPs 表面聚集下来, 

产生更多的 SERS“热点”(图 1), 因此放大信号。 
 

 
 

图 1  反应原理图 

Fig.1  Reaction schematic diagram 

对制备的基底进行了紫外可见光谱 (ultraviolet and 

visible spectrophotometry, UV-vis) 和 扫 描 电 子 显 微 镜

(scanning electron microscope, SEM)的表征。如图2a所示, 可

以看到该粒子在 520 nm 处有紫外吸收, 归属于其表面等离

子体共振, 表明 AuNPs 制备成功。图 2b 中 SEM 表明该粒

子分散均匀、大小均一, 证明其不会发生团聚现象, 粒径在

55 nm 左右[30]。同时还对该基底进行了能谱(energy dispersive 

spectrometer, EDS)分析, 如图 3 发现, 该基底中含有 Au、S

元素, 最终确定 L-半胱氨酸成功修饰到 AuNPs 上[31]。 
 

 
 

图 2  L-cys-AuNPs 的紫外可见吸收光谱图(a)和扫描电镜图 

(b, ×50000) 
Fig.2  UV-Vis absorption spectra image (a) and SEM image  

(b, ×50000) of L-cys-AuNPs 

 

 
 

图 3  L-cys-AuNPs 的能谱分析 

Fig.3  EDS analysis of L-cys-AuNPs 
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2.2  地虫硫磷农药的 SERS 分析 

参考地虫硫磷的文献报道[32], 对地虫硫磷的特征峰进

行了归属。其中, 418 cm‒1 归因于 P-O-C 变形、扭曲; 997 cm‒1

归因于苯环骨架变形, 1021 cm‒1归因于苯环 C-H面内变形, 

1071 cm‒1 归因于苯环上 C-S 伸缩, 1570 cm‒1 归因于苯环上

C=C 骨架伸缩, 可以通过上述地虫硫磷特征峰对其进行定

性分析。其中, 1071 cm‒1 处的 SERS 信号最强, 可进行定量

分析, 因此, 后续优化均在这一拉曼位移处进行。 

2.3  实验条件的优化 

以 1071 cm‒1 处的峰强对地虫硫磷进行定量分析, 考

察了基底的添加量、地虫硫磷的添加量、凝聚剂的种类及

添加量、功率和积分时间对增强效果的影响, 如图 4 所示。

添加 L-cys-AuNPs的量太多或太少都不利于“SERS”热点的

产生。因此, 先是对 300~600 μL 基底的添加量进行优化, 

如图 4a 所示。添加 300 μL 时, 信号非常弱, 随着基底添加

量的增加, SERS 信号呈现先增加后下降的趋势, 在 500 μL

时信号最强, 推测此时产生的“SERS”热点最多。因此选择

500 μL 作为最佳条件; 如图 4b, 对地虫硫磷的添加量进行

优化, 同样也是存在先增后减的趋势, 在 60 μL 时最佳。此

过程中 SERS 信号增强的原因可能是随着样液的增加, 地

虫磷分子的数目增多, 与基底的吸附作用变强; 而 SERS

信号变弱很可能是因为随着样液的增加, 乙腈的含量也随

之增加, 进而影响了地虫磷与基底的吸附作用。因此, 地

虫磷的最佳添加量为 60 μL。 

 

 
 

注: a. 基底(L-cys-AuNPs)添加量; b. 地虫硫磷添加量; c. 凝聚剂种类; d. 凝聚剂添加量; e. 仪器功率; f. 积分时间。 

图 4  不同实验条件的优化(n=3) 

Fig.4  Optimization of different experimental conditions (n=3) 
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纳米颗粒的间隙处会产生强烈的表面等离子体共振, 

也就是“SERS”热点。利用柠檬酸钠还原法制备的 AuNPs

表面会包裹柠檬酸根 , 影响胶体金对待测分子的吸附 , 

降低检测的灵敏度。凝聚剂可以中和胶体金表面电荷, 消除

胶体金之间的静电排斥作用, 使纳米颗粒适度聚集, 从而增

强 SERS 信号。基于此, 考察了 NaOH、K2SO4、CaBr2、HCl、

NaNO3 和 K2CO3 这 6 种常用的凝聚剂对 SERS 响应强度的

影响, 浓度均为 1 mol/L, 结果如图 4c 所示。K2SO4 的效果

要优于其他 5 种, 推测可能是因为 SO4
2‒可结合在胶体金的

外层, 引起适度聚集, 因此可以产生更多的“SERS”热点, 从

而提高待测物的检测信号, 所以选择 K2SO4 作为凝聚剂。然

后对其体积进行优化, 如图 4d 所示, 添加不同体积 K2SO4

时信号变化不大, 但是在添加 60 μL 时信号最强。当凝聚剂

量太多时, 纳米粒子会快速聚集, 甚至产生沉淀; 量太少时

SERS 信号的放大效果不够明显。因此, 凝聚剂的添加量确

定为 60 μL。由于 1 mol/L K2SO4 已经达到饱和, 因此不再

对 K2SO4 的浓度进行优化。 

仪器功率和积分时间对 SERS 信号的影响也是不可忽视

的。功率过大或者积分时间过长会使光谱图过饱和以致变形, 

不能得到正确的响应结果。而功率过小或者积分时间过短, 不

能得到最佳的测试结果。因此, 经优化后得到了地虫硫磷测试

的最佳条件如图 4e 和图 4f, 功率为 400 mW, 积分时间为 6 s。 

综上, 该方法的最佳检测条件确定为: 基底添加 500 μL、

地虫硫磷添加 60 μL、凝聚剂添加饱和 K2SO4 60 μL、功率

为 400 mW、积分时间为 6 s。 

2.4  SERS 稳定性的考察 

SERS 信号只有在一定范围内保持相对稳定才能证明

检测结果的可靠性, 因此对该基底的稳定性进行测试。图

5a 给出了连续 10 次用所制备的 L-cys-AuNPs 对地虫硫磷

进行测试的 SERS 图谱, 在 1071 cm‒1 处获得的峰强的相对

标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为 0.34%(图 5b), 

可证明其稳定性良好。 

2.5  SERS 特异性研究 

针对所开发的地虫硫磷的检测方法进行了特异性

研究。选取与地虫硫磷相同体积和浓度的对硫磷、治螟

磷、硫环磷、特丁硫磷进行测试, 结果如图 6 所示。通

过 SERS 响应结果可以发现 , 只有地虫硫磷信号较强 , 

其他干扰物在 1071 cm‒1 处的响应值远低于地虫硫磷 , 

证明该检测方法对地虫硫磷具有良好的选择性。虽然

这 4 种物质与地虫硫磷结构类似 , 但是可能其与 L-半

胱氨酸的亲和力较弱 , 因此不能更好地结合以诱导

AuNPs 适度聚集, 所以使得 L-cys-AuNPs 只能用于地虫

硫磷的检测[33]。 

2.6  标准曲线线性范围及检出限 

地虫硫磷的标准溶液图谱如图 7a 所示。由图 7b 可

知, 地虫硫磷的线性范围为 0.02~0.50 mg/L, 检出限为

0.02 mg/L, 满足药典中关于地虫硫磷的最大残留限量的

要求(0.02 mg/L)。其中, 1071 cm‒1 处的信号最强, 可将其作

为定量依据。同时, 使用 Origin 2021 软件对地虫硫磷在

1071 cm‒1 处的浓度和响应值进行了线性拟合, 其中, 测试

浓度的对数值与 SERS 强度呈现出良好的线性关系, 方程

为 Y=477153.94X‒541258.47, 相关系数 r2=0.9667, 因此可

将该方法用于地虫硫磷的定量检测。 

 
 

 
 
 

图 5  L-cys-AuNPs 基底连续进行 10 次测试所获得的地虫硫磷 SERS 谱图(a)和在拉曼位移 1071 cm‒1 处的 SERS 峰面积 

相对应的直方图(b) 

Fig.5  SERS spectra of fonofos obtained from 10 consecutive tests on L-cys-AuNPs base (a) and histogram corresponding to SERS peak  
area at Raman shift 1071 cm‒1 (b) 
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图 6  用相同方法检测地虫硫磷及其结构类似物的 SERS 谱图(a)和地虫硫磷及其结构类似物在 1071 cm‒1 处的响应值(b) 

Fig.6  SERS spectra of fonofos and its structural analogues were detected by the same method (a) and response values of fonofos and its 
structural analogues at 1071 cm‒1 (b) 

 
 

 

 
 
 

注: a. 不同浓度地虫硫磷的 SERS 光谱图; b. 拉曼位移 1071 cm‒1 处的 SERS 峰面积与地虫硫磷浓度的对数所绘制的线性图。 

图 7  SERS 灵敏度检测结果 

Fig.7  Detection results of SERS sensitivities 
 
 

 

2.7  实际样品检测 

为了确定建立方法在实际应用中的有效性和准确性, 

配制了质量浓度分别为 20、40、80 μg/L 的百合加标样本

进行回收率实验。结果得到, 百合中地虫硫磷的平均回收

率在 69%~112%之间, RSDs 在 7%~8%之间, 表明利用本方

法检测百合中的地虫硫磷具有较高的准确性。 

3  结  论 

本研究合成了对地虫硫磷具有较高 SERS 响应的增强

基底 L-cys-AuNPs, 并对地虫硫磷特征峰进行归属, 选取

了 1071 cm‒1 处的特征峰作为定量依据, 同时对测试条件

进行了优化。其方法学评价表明, 在 0.02~0.50 mg/L 浓度

范围内其线性关系良好, 检出限为 0.02 mg/L, 符合药典残

留限量要求, 且重现性较好, 可为有机磷农药的检测提供

参考。同时, 对百合样品进行了加标回收率的测定, 结果

表明, 该方法用于检测百合中地虫硫磷具有较高的准确

性。但是, 在色素含量较高的其他复杂基质中难以得到令

人满意的回收率, 因此开发高效的样品前处理方法仍是今

后研究的主要内容之一。 
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