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摘 要 随着人们对食品品质要求日益增高，食品中痕量违禁物质的快速定性和定量分析成为食品安全领

域的热点。本研究基于表面增强拉曼光谱（Surface-enhanced Raman spectroscopy， SERS）技术，结合自主研发

的快速前处理试剂盒，建立了畜牧养殖等行业中广泛关注的 2种喹诺酮类抗生素恩诺沙星和环丙沙星的现场

快速检测方法。利用本方法检测了 5种市售鸡肉（3种乌鸡肉、2种白条鸡肉）中的恩诺沙星和环丙沙星，结

果表明，与标准方法高效液相色谱-串联质谱（High-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry，
HPLC-MS/MS）相比，所建立的 SERS 方法定性准确（可有效鉴定 2种结构相似的喹诺酮抗生素）、定量可靠

（误差在 8.2%~14.4%范围内）、灵敏度高（最低可检出浓度在 100 ng/L水平），可满足食品质量控制要求。本

研究建立的 SERS检测方法实用性强、操作简便快速，可用于实际样品中喹诺酮类药物的快速筛查。
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喹诺酮类抗生素（Quinolones， QNs）是一类合成抗生素药物，因其抗菌谱广[1-3]、成本低、疗效好，被

广泛应用于尿路感染、软组织感染和呼吸道感染等多种人类和动物传染性疾病的预防和治疗[4-7]。然

而， QNs 的滥用导致其在动物源食品中大量残留，并引发过敏反应、毒性效应和人体抗药性等不良后

果[8-10]。其中，恩诺沙星（Enrofloxacin， ENR）和环丙沙星（Ciprofloxacin， CIP）是 2种常见的喹诺酮类抗生

素，常残留于动物源性食品中。对此，许多国家和组织先后限制或禁止在畜禽饲养中使用 QNs药物。例

如，美国畜禽行业禁止使用 ENR，并规定其在可食用动物组织和奶制品中的最大残留量（Maximum residue
limit，MRL）为 100 μg/kg[11]；欧盟限制动物源食品中 8种喹诺酮类药物的MRL范围为 30~800 μg/kg[12]；
我国国家食品安全标准 GB/T 31650-2019 中规定动物源性食品中喹诺酮类药物 ENR 和 CIP 之和的最大

残留限量为 100 μg/kg[13]。痕量喹诺酮类药物的定性和定量分析已成为保障公众健康和水生态系统安全

的重要组成部分，也是分析检测领域研究的热点之一。

用于喹诺酮类药物的分析检测技术众多，涵盖了电化学分析、生物分析、色谱分析和光谱分析等

诸多领域[14-18]。气相色谱-质谱联用（Gas chromatography-mass spectrometry， GC-MS）、液相色谱-质谱联

用（Liquid chromatography-mass spectrometry， LC-MS）和高效液相色谱-串联质谱联用（High-performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry，HPLC-MS/MS）等基于色谱的方法因其高灵敏度、高准

确性和可靠性而得到广泛应用，其中， HPLC-MS/MS方法因其低至μg/kg水平的检出能力，被作为实验室

标准定性和定量分析技术，并为国标 GB/T 21312-2007 所采用[19-23]。然而，这些方法在实际样品检测中

所需的前处理步骤繁杂，耗时长（可达数小时），难以满足突发公共应急卫生事件的高时效性检测要求。

表面增强拉曼光谱（Surface-enhanced Raman spectroscopy， SERS）技术因其丰富的指纹图谱信息和可

单分子水平的高灵敏度，已成为痕量物质定性和定量分析的重要工具[24-30]。随着多样化 SERS基底的发
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展，已有研究实现了对痕量抗生素的高灵敏、快速检测[31-33]。然而，检测复杂食品基质中的 QNs不仅需

要长达数十分钟的样品前处理过程[34]，并且加标样品的检测灵敏度通常在 mg/kg 水平[35]，难以满足现

场快检的要求。文献报道的测试样品仍局限于加标样品，尚无针对实际非法添加样品的现场快速检测

案例[36]。
本研究以食品中 2 种典型喹诺酮类抗生素 ENR 和 CIP 为目标分子，构建了一种基于 SERS 技术的

快速检测方法。结合自主研发的 SERS-F0306 喹诺酮类抗生素样品前处理试剂盒， 5 min 内即可完成市

售鸡肉样品中μg/kg 级水平的 2 种喹诺酮类抗生素的快速筛查。与已报道的 SERS 方法相比，本方法兼

具高灵敏和快速准确的定性定量分析能力，可满足现场快筛快检的要求。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

B&W TeK 拉曼光谱仪（B&W TeK 光电科技（上海）有限公司）；UV-1780 紫外分光光度计（日本

Shimadzu公司）；S-4800扫描电子显微镜（日本Hitachi公司）。

ENR 和 CIP 标准品（纯度≥98.0%，上海麦克林生化科技有限公司）；浓 HCl、浓 HNO3、AgNO3、
NaI、NaBr、NaCl和 NaF（纯度≥99.0%，国药集团化学试剂有限公司）；二水柠檬酸三钠（纯度≥99.0%，

西陇化工股份有限公司）；SERS-F0306 喹诺酮类抗生素样品前处理试剂盒（含提取剂 A、稀释剂 B、混

合剂 C 和除杂试剂瓶，厦门普识纳米科技有限公司）。实验用水为超纯水（电阻率≥18.2 MΩ·cm），由

Direct-Q 3UV超纯水系统（美国Merck Millipore公司）制备得到。

用 0.01 mol/L NaOH溶液配制 1.00 g/L ENR和 CIP标准储备液，避光冷藏保存，每隔 3个月重新配

制。王水由浓HCl-浓HNO3 （3∶1， V/V）按比例混合配制。实验所用玻璃仪器均经王水浸泡 30 min后，以

超纯水清洗。

1.2 实验方法

1.2.1 银纳米粒子(AgNPs)的制备和表征

使用经典的柠檬酸钠还原法制备负电性的银纳米粒子（Silver nanoparticles， AgNPs）和金纳米粒子

（Gold nanoparticles， AuNPs）[37-38]。
使用扫描电子显微镜（Scanning electron microscope， SEM）对 AgNPs和 AuNPs进行表征，并统计其粒

径分布情况。分别对 AgNPs和 AuNPs进行了 9个平行批次的消光光谱、粒径分布情况和一年的存储稳

定性测试（见电子版文后支持信息图 S1~S4）。
1.2.2 SERS检测

取 1.5 mL AgNPs溶胶于离心管中，以 5000 r/min离心 5 min，移去上清液后，加入 300 μL超纯水。将

该 AgNPs 溶胶与待测溶液和 1 mol/L 无机盐团聚剂按 50 μL、200 μL 和 50 μL 的体积加入 96 孔板中充

分混合，进行 SERS 检测。测试拉曼光谱的激发波长为 785 nm，激光功率为 320 mW，光斑直径约为

100 μm， 积分时间为 2 s， 积分次数为 10次。

1.2.3 鸡肉样品的处理和SERS检测

5种市售鸡肉样品由厦门市产品质量监督检验院抽检自本地市场，鸡肉样品对照组经HPLC-MS/MS
检验为无喹诺酮抗生素污染，鸡肌肉组织部分取样匀质后得到的样品均置于–8 ℃下冷冻保存。SERS检

测时，每种鸡肉样品进行 3组平行实验。

SERS-F0306 喹诺酮类抗生素样品前处理试剂盒的操作步骤为：称取 1.00 g 鸡肉于冷存管中，加入

3.0 mL 提取剂 A，超声处理 2 min 以提取目标物，取 1.0 mL 上清液转移至除杂试剂瓶中，再加入 200 μL
稀释剂 B，振荡 10 s后静置分层。将 200 μL上清液转移至洁净的玻璃瓶中，再加入 1.0 mL混合剂 C后混

合均匀。取 200 μL混合液作为 SERS待测溶液。

1.2.4 ENR和CIP混合态占比分析

采用多元线性回归分析 ENR和 CIP混合态占比，分析过程如下：假定 ENR分子在混合态中的含量

为 X1，占比为 A；CIP 分子在混合态中的含量为 X2，占比为 B，总谱图含量为Y，若线性回归方程存在，可
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假设形式为：

Y X X C= A + B + (1)1 2

要使得Y估计值最接近于样本数据，即使得总谱图含量Y与样本 Y的值最接近。设误差平方和为 Q，
即可将回归模型最有效问题转化为求 Q的最小值问题。

( )Q Y Y= (2)
i

n

=1
i

2

由此，使用最小二乘法进行求解。求得最小 Q值后，代入预测值，可求解得到 A和 B的值，即可求出

ENR和 CIP在混合态中的占比。

2 结果与讨论

2.1 ENR与CIP的定性定量分析

2.1.1 定性分析

图 1A为分别以 1 μg/L ENR和 1 μg/L CIP为目标分子，以 1 mol/L NaI为团聚剂测得的 SERS谱图。

由于 ENR 和 CIP 分子的化学结构非常相似，主体结构均包含一个哌嗪环和一个喹啉羧酸环（图 1A 插

图），故二者在拉曼峰位移与相对拉曼强度上极其相似（见电子版文后支持信息图 S5）。最强的两个特征

峰分别位于 737和 788 cm–1（ENR）/ 781 cm–1（CIP）（具体峰归属见电子版文后支持信息表 S1），二者的差

异仅在于哌嗪环上氮原子连接的乙基（ENR）取代了氢原子（CIP），因而使得 2 种分子的部分拉曼谱峰的

相对拉曼强度发生了变化，如 737与 781 cm–1（788 cm–1）处、1347与 1398 cm–1 处相对峰强的强弱变化。

为更清晰分析 2种分子的 SERS行为差异，图 1B给出了 1100~1300 cm–1 区间内 2种分子的 SERS谱

图，同时展示了二者等比例混合时的 SERS 谱图， 1267 cm–1 峰在 1 μg/L CIP 的 SERS 谱图中以最强峰形

式存在，而在 1 μg/L ENR的 SERS谱图中却作为 1253 cm–1 的肩峰出现。在等比例混合的 SERS谱图中，

1124、1253、1267 和 1278 cm–1 等 SERS 谱峰的相对拉曼强度介于 ENR 和 CIP 之间。通过多元线性回

归分析可知， ENR和 CIP分子在混合态中的占比分别约为 65%和 35%。已有研究表明，喹诺酮类分子通

过哌嗪环末端 N（δ+）与吸附态 I– 作用而共吸附于 AgNPs表面[39]。因此， ENR占比更高的原因可能是当

哌嗪环上氮原子连接的乙基（ENR）取代氢原子（CIP）后，减小了分子吸附到 AgNPs 表面时的空间位阻，

从而提高了 ENR的相对表面覆盖度。

图1 （A）以 AgNPs 为表面增强拉曼光谱（SERS）基底， 1 mol/L NaI 为团聚剂的 1 μg/L 恩诺沙星（ENR）
和环丙沙星（CIP）的 SERS谱图和（B）ENR、CIP以及二者的 1∶1混合溶液在 1100~1300 cm–1 范围内的
放大 SERS谱图
Fig.1 (A) Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) anaylsis of 1 μg/L enrofloxacin (ENR) and ciprofloxacin
(CIP) with 1 mol/L NaI as agglomerating agent and silver nanoparticles (AgNPs) as SERS substrate; (B) The enlarged
part from 1100 cm–1 to 1300 cm–1 of Fig. (A), where the SERS spectra of ENR and CIP mixed solution is a reference
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研究表明，溶胶态 SERS基底的增强性能受溶液 pH值[40]、团聚剂种类（无机盐）、纳米溶胶与团聚

剂的相对浓度比等因素影响显著[41]。当目标分子的电子结构发生变化时，其在 SERS基底表面的吸附构

型和吸附量也会发生相应的显著变化[42]。在碱性环境中， ENR 和 CIP分子结构中的—COOH 基团解离

变为—COO–。此时，中性分子将带负电荷，与负电性 Ag NPs 相互排斥，不利于分子在其表面上的吸

附[43]，因此分子的 SERS 信号微弱。随着 pH 值降低至酸性，可以观察到分子 SERS 信号显著增强。同

时， 747 cm–1 处特征峰的相对拉曼强度不断减小，峰位蓝移至 737 cm–1 处；790 cm–1 峰则轻微蓝移至

788 cm–1 处（见电子版文后支持信息图 S6）。pH = 2.0时， ENR和 CIP的 SERS信号最强。

相关研究结果表明，团聚剂的阴、阳离子与目标分子这三者在 SERS基底表面的竞争共吸附行为的

协同作用决定了目标分子的检出与否及其灵敏度[39， 44-45]。具有中等吸附能力的阴离子可有效诱导目标

分子在 SERS基底表面直接吸附，从而实现高灵敏 SERS检测[46]。以 1 μg/L ENR和 CIP为研究对象，分

别采用 NaI、NaBr、NaCl和 NaF这 4种无机盐作为团聚剂，通过 788 cm–1 处特征峰（ENR）或 781 cm–1 处
特征峰（CIP）的归一化峰强度评估卤素阴离子对 SERS增强性能的作用（电子版文后支持信息图 S7）。

结果表明，对于低浓度（1 μg/L）（图 2）和高浓度（1 mg/L)（电子版文后支持信息图 S5）的 ENR和 CIP，
I– 和 Br– 均为 AgNPs 和 AuNPs 的最佳团聚剂，并且以 AgNPs 为基底时的目标分子 SERS 信号总体强于

AuNPs。对于 AgNPs，在 Br– 或 Cl– 作为团聚剂的条件下， ENR的 SERS信号强于 CIP。对于 AuNPs，在高

浓度 ENR或 CIP条件下，以 F–或 I–为团聚剂时，可清晰观察到这两个分子的 SERS信号。ENR与 CIP分子

在AuNPs与AgNPs表面上的信号差异性可能是因为目标分子上氨基与Au间的结合亲和力明显强于Ag。

在溶胶态 SERS 检测中，作为 SERS 基底的 AgNPs 在无机盐团聚剂作用下形成大量 SERS热点。当

AgNPs浓度增大时，一方面，入射激光光斑内 SERS热点的数量随之增加，对检测产生积极影响；另一方

面， AgNPs 浓度过高，将降低目标分子在其表面的覆盖度，由于通常情况下分子在热点区域和非热点区

域的吸附能力无显著差异，因而将降低分子进入热点的概率，对检测产生不利影响。在热点数量和覆盖

度这 2种因素共同作用下，存在一个最优 AgNPs浓度[39， 47]。因此，通过优化 AgNPs和 I−浓度，获得了高

灵敏定性检测 ENR和 CIP的最佳条件（见电子版文后支持信息图 S8和图 S9）。
2.1.2 定量分析

由图 3 可知，随着浓度升高， ENR 和 CIP 的 SERS 谱图特征峰变化趋势基本保持一致，体现为拉曼

图2 1 mol/L不同种类的团聚剂在 AuNPs和 AgNPs基底表面对（A）1 μg/L ENR（以 788 cm–1 处为归一化
峰）和（B）1 μg/L CIP（以 781cm–1 处为归一化峰）的 SERS增强效果对比图
Fig.2 SERS intensity histograms of 1 μg/L (A) ENR (peak at 788 cm–1) and (B) CIP (peak at 781 cm–1) on gold
nanoparticles (AuNPs) and AgNPs surfaces respectively, using different agglomerating agents at concentration
of 1 mol/L
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信号强度的正向依赖性。二者的最低检出浓度均为 0.1 μg/L（最低检出浓度下的局部放大谱图见电子版

文后支持信息图 S10），在 0.1~1000 μg/L范围内，目标分子特征峰的信号强度随浓度升高而呈现出先迅速

增加后趋于平缓的趋势。以 788 cm–1 处特征峰（ENR）和 781 cm–1 处特征峰（CIP）的峰强度为例，两个目标

分子的浓度依赖的 SERS行为基本符合 Langmuir吸附等温曲线。根据目标分子定量峰强度与浓度对数的

关系图，可实现这两个分子在 ng/L数量级水平的可靠定量分析（见电子版文后支持信息图 S11和表 S2）。

2.2 鸡肉样品检测

通常， ENR 和 CIP 混合物（记为 ERCP）的总量作为兽药的残留标志物被用于评价食品中这两类喹

诺酮类药物的风险暴露水平。基于上述建立的检测方法，结合 SERS-F0306喹诺酮类抗生素样品前处理

试剂盒，对 5种鸡肉样品（3种乌鸡肉样品 a1、a2、a3和 2种白条鸡肉样品 b1、b2）中的 ERCP含量进行

了快速检测。

对无 ERCP 污染的鸡肉样品进行 ERCP 加标回收实验。图 4A 为前处理后 ERCP（ENR∶CIP = 1∶1）
加标鸡肉样品的浓度依赖性 SERS谱图，采用 ENR 和 CIP共有的特征峰 737 cm–1 作为定量峰，得到了线

性范围为 0.01~1.00 mg/kg 的定量标准工作曲线（见电子版文后支持信息图 S12）。预测试时发现市售鸡

肉样品存在高浓度非法添加情况，于是将待检样品经试剂盒前处理，稀释 20 倍后进行 SERS 测试，使其

非法添加浓度位于标准工作曲线范围内以便于进行定量分析。如图 4B所示，在样品 a1和 a3的 SERS谱

图中可明显观察到 737 cm–1 处的 ERCP特征峰，说明这 2个样品可能在饲育过程中非法添加了这 2种抗

生素。根据图 4A 的工作曲线可以估算得到， a1 和 a3 中 ERCP 浓度分别为（1.45±0.14） mg/kg 和

（4.99±0.37） mg/kg，而在其余 3个样品 a2、b1和 b2中均未检出 ERCP（表 1）。为验证方法的可靠性，对

这 5份样品采用HPLC-MS/MS方法进行测试[23]，如表 1所示，测得 a1和 a3为阳性，其余 3份为阴性。结

果表明，这 2种方法具备高度一致的定性分析能力， SERS方检测结果与 HPLC-MS/MS方法高度一致，定

量偏差<15%，表明基于 SERS技术的快检方法灵敏高、定性分析准确、定量分析可靠。

图3 （A） ENR和（B） CIP分子的浓度依赖性 SERS谱图
Fig. 3 Concentration dependent SERS spectra of (A) ENR and (B) CIP
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3 结论

建立了一种基于 AgNPs的喹诺酮类抗生素（ENR和 CIP）现场快速 SERS检测方法，二者标准品的最

低检出浓度均为 0.1 μg/L。结合自主研发的快速前处理试剂盒，实现了鸡肉样品中非法饲育药物 ENR和

CIP 的快速高灵敏准确定性和可靠定量分析，检测的线性范围为 0.01~1.00 mg/kg。与实验室使用的

HPLC-MS/MS标准方法相比，所得定性结果高度一致，定量检测偏差<15%。本方法为复杂基质食品中痕

量非法添加喹诺酮类药物的快速检测提供了一种新方法，可作为一种快筛技术与实验室标准检测方法互

补，从而有效提升相关职能部门的应急食品安全检测技术水平和现场执法能力。

图4 （A）加标 ENR和 CIP（ERCP）的鸡肉对照样品和（B）市售抽检鸡肉样品的 SERS谱图
Fig.4 SERS spectra of (A) chicken samples spiked with ENR and CIP (ERCP) (n=3) and (B) commercial
chicken samples

表1 市售鸡肉样品中ERCP含量检测结果
Table 1 Detection result of ERCP in commercial chicken samples

样品
Samples

检测结果
Detection result/(mg/kg) 定量偏差

Quantitative error/
%

回收率
Recovery/

%表面增强拉曼光谱
SERS (n=3)

液相色谱-质谱/质谱
HPLC-MS/MS

乌鸡肉 a1
Silky chicken meat a1 1.45±0.14 1.34 8.2 90.7

乌鸡肉 a2
Silky chicken meat a2 ND ND – –

乌鸡肉 a3
Silky chicken meat a3 4.99±0.37 5.83 14.4 92.8

白条鸡肉 b1
Plain chicken meat b1 ND ND – –

白条鸡肉 b2
Plain chicken meat b2 ND ND – –

注：“ND”表示未检出, 定量误差为本方法与HPLC-MS/MS标准方法测定值之差的绝对值除以标准方法的测定值。

Note: “ND” means not detected. The quantitative error is the absolute value of the difference between measured value of this method and that of high
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) standard method divided by that of the standard method.
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Fast Detection of Trace Enrofloxacin and Ciprofloxacin in
Chicken Meat by Surface-enhanced Raman Spectroscopy
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CHEN Hong-Ju4, ZENG Yong-Ming4, LIU Guo-Kun*1, TIAN Zhong-Qun2

1(State Key Laboratory of Marine Environmental Science, College of the Environment and Ecology,
Xiamen University, Xiamen 361102, China)
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Xiamen University, Xiamen 361005, China)
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4(Xiamen Perser Nano Technology Co. Ltd., Xiamen 361000, China)

Abstract With the increasing public concern on food quality, especially the zero-tolerance of illegal additives,
the rapid qualitative and quantitative analysis of trace banned substances in food is in a prosperity stage in the field
of food safety. Here, by combining with a self-developed rapid pretreatment kit, an on-site, rapid and sensitive
detection strategy for trace antibiotics such as enrofloxacin and ciprofloxacin, two typical abused antibiotics in
livestock and other industries, by surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) technique was developed. The
abused quinolones residues in chicken meat (3 kinds of silky chicken meat and 2 kinds of plain chicken meat) were
successfully screened by the developed SERS method, which showed an accurate qualification and a reliable
quantitation in comparison with that by standard high performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (HPLC-MS/MS) technique. The proposed SERS-based strategy may provide a practical and simple
method for rapid detection of other quinolones in real samples.
Keywords Quinolone antibiotics; Chicken sample; Surface-enhanced Raman spectroscopy; Detection method
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