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表５　１９批样品游离氨基酸指纹图谱相似度比较

样品批号 样品名称 相似度

１５１ 杜洛克猪　 ０．９７３０
１５２ 杜洛克猪　 ０．９５０１
１５３ 杜洛克猪　 ０．９４６５
１５７ 大白猪　　 ０．９３５２
１５８ 大白猪　　 ０．９４８７
１５９ 大白猪　　 ０．９５６５
１６５ 环江香猪　 ０．９４３２
１８７ 巴马本地猪 ０．８８３１
１８８ 巴马本地猪 ０．９０４５
１８９ 巴马本地猪 ０．８０１２
１９３ 环江香猪　 ０．９５１６
１９４ 环江香猪　 ０．９２１４

　续表５

样品批号 样品名称 相似度

１９９ 巴马香猪 １．００００
２００ 巴马香猪 ０．９９１４
２０１ 巴马香猪 ０．９７９６
２０５ 巴马香猪 ０．９７６６
２０６ 巴马香猪 ０．９８２１
２０７ 巴马香猪 ０．９６３０
２０８ 巴马香猪 ０．９９１２
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　　摘要：基于表面增强拉曼光谱方法（ｓｕｒｆａｃｅ－ｅｎｈａｎｃｅｄｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，简称 ＳＥＲＳ）与快速溶剂提取前处理技
术，建立茶叶中乐果农药残留的快速检测方法。以金纳米粒子为增强基底，分别采集不同浓度乐果溶液的表面增强拉

曼光谱和不同浓度以茶叶提取液为基质的乐果溶液表面增强拉曼光谱；采用无水硫酸镁、四氯化三铁、石墨化碳对提

取液进行净化处理，去除基质中叶绿素、矿物质、茶多酚、碳水化合物等物质的干扰；７６２、９０２、１０５０、１１６０、１２１０、
１３１０、１６５３ｃｍ－１这７处谱峰可作为鉴定乐果农药的峰。结果表明，茶叶中乐果农药最低浓度能达到１．０ｍｇ／Ｌ以下；
对不同浓度以茶叶提取液为基质的乐果溶液表面增强拉曼光谱进行分析，发现７６２ｃｍ－１处特征峰强度与乐果浓度在
１～１０、８～２５ｍｇ／Ｌ内具有良好的线性关系；配制３个浓度样本验证方法的准确度，平均回收率为９３．８９％～９６．３６％，
相对标准差为２．５９％～４．８７％，均小于５．００％，说明用该方法检测茶叶中的乐果农药具有较高的准确度和精密度。
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　　中图分类号：ＴＱ４５０．２＋６３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１４－０１６０－０４

收稿日期：２０１６－０３－１２
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作者简介：吴　燕（１９８１—），女，江西新余人，硕士，讲师，主要从事农
产品品质无损检测、计算机科学技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｕｙａｎ＿０６３０
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通信作者：黄双根，硕士，副教授，主要从事农产品品质无损检测、电

子技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｕａｎｇ１９７９２＠１６３．ｃｏｍ。

　　乐果是茶叶种植中使用最广泛的农药之一，对多种害虫
具有很高的毒效作用，杀虫范围广。乐果农药随农产品进入

人体后，药效能达到１周左右，会抑制体内胆碱酯酶活性，造
成神经生理功能紊乱，严重影响消费者的身心健康［１－２］。目

前，农药残留常规检测方法有气相色谱法（ＧＣ）［３］、高效液相
色谱法（ＨＰＬＣ）［４］等，这些方法具有准确、灵敏度高等特点，
但前处理复杂、成本高、检测速度慢、不适合现场实时快速检

测筛选。

表面 增 强 拉 曼 光 谱 （ｓｕｒｆａｃｅ－ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒａｍａｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，简称ＳＥＲＳ）技术能实现对微量样品的快速检测，
具有样品制备简单、操作简便、灵敏度高等优点，已逐步应用

于食品和农产品中的农药残留快速检测［５－７］。Ｌｉ等利用表面
增强拉曼光谱技术初步探讨了苹果中甲拌磷和倍硫磷的快速

无损检测方法［８］。Ｋｉｍ等以苯并咪唑类为研究对象，采集不
同ｐＨ值下待测溶液的表面增强拉曼光谱，对拉曼谱峰进行
归属［９］。张萍等采用快速溶剂提取前处理方法和表面增强

拉曼光谱检测技术建立豆芽中６－ＢＡ残留物质的快速检测
方法［１０］。Ｓｈｅｎｄｅ等采用固相萃取技术对橙汁进行前处理，结
合表面增强拉曼光谱技术，检测最低浓度为５０μｇ／Ｌ［１１］。近
年来，已有研究者将表面增强拉曼光谱技术用于茶叶的品质

检测［１２－１３］，但目前还未见利用拉曼光谱技术分析茶叶中乐果

农药残留的相关报道。

本研究以商业化的金纳米颗粒为基底，利用表面增强拉

曼光谱技术对茶叶中乐果农药残留进行定性定量分析。以有
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机绿茶为研究载体，利用快速溶剂提取前处理的方法提取含

农药残留茶叶的提取液，采用无水硫酸镁、四氯化三铁、石墨

化碳对提取液进行净化处理，去除基质中叶绿素、矿物质、茶

多酚、碳水化合物等物质的干扰，建立茶叶中乐果农药残留的

快速检测方法，为茶叶生产过程中的农药残留检测提供快速、

准确、简便的检测方案。

１　材料与方法

１．１　原料
乐果标准品（９９％，河北威远生物化工股份有限公司）；

乙腈、甲醇（色谱纯，河北冠龙农化有限公司）；表面增强试剂

（ＯＴＲ２０２、ＯＴＲ１０３，欧普图斯光学纳米科技有限公司）；硫酸
镁、四氯化三铁、石墨化碳（河北冠龙农化有限公司）；有机绿

茶；超纯水。

１．２　试验仪器
高灵敏度激光拉曼光谱仪（ＲａｍＴｒａｃｅｒ－２００－ＨＳ，欧普

图斯光学纳米科技有限公司）；涡旋混合器（ＶＯＲＴＥＸ－５，江
苏海门其林贝尔仪器制造有限公司）；恒温数控超声波清洗

器（ＫＱ－５００ＧＴＤＶ，上海精密仪器有限公司）；精密天平
（ＦＡ１３５Ｓ，精度为０．０１ｍｇ，上海精密仪器仪表有限公司）。
１．３　乐果标准溶液的配制

准确称取２５ｍｇ乐果标准品放入２５０ｍＬ棕色容量瓶中，
用适量甲醇超声溶解，待完全溶解后定容至刻度，得到浓度为

１００ｍｇ／Ｌ的乐果标准储备液。用甲醇将标准储备液稀释成
不同浓度的标准液待用：５０．０、２０．０、１５．０、１０．０、８．０、５．０、
４０、２．０、１．０、０．５ｍｇ／Ｌ。
１．４　以茶叶提取液为基质的乐果溶液配制
１．４．１　空白茶叶提取液的提取　准确称取５ｇ茶叶样品，放
入离心管中，加入乙腈１０ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，再超声提取２ｍｉｎ，
以 ４２００ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ，取上清液。
１．４．２　以茶叶提取液为基质的乐果溶液配制　取５ｍＬ茶叶
提取液和 ５ｍＬ浓度为 １００ｍｇ／Ｌ的乐果标准储备液放入
１５ｍＬ离心管中，涡旋、振荡、混合均匀，得到５０ｍｇ／Ｌ以茶叶
提取液为基质的乐果溶液。

１．４．３　净化　将含有乐果农药残留的溶液加入装有一定量
的硫酸镁、四氯化三铁、石墨化碳的离心管中，混合振荡

１ｍｉｎ，以４２００ｒ／ｍｉｎ转速离心５ｍｉｎ，去除基质中叶绿素、矿
物质、茶多酚、碳水化合物等物质的干扰，取上清液用于拉曼

光谱检测。

以同样方法，分别制备浓度为 ２５．０、２０．０、１６．０、１２．０、
１０．０、８．０、５．０、４．０、３．０、２．０、１．０、０．５ｍｇ／Ｌ的以茶叶提取液
为基质的乐果溶液。

１．５　光谱数据采集
拉曼光谱采集参数：激发光源波长为 ７８５ｎｍ，功率为

２００ｍＷ，光谱扫描范围为 ４００～１８００ｃｍ－１，分辨率为
４ｃｍ－１，积分时间为１０ｓ，积分２次求平均值。向石英进样瓶
中加入５００μＬ浓度为５０ｍｇ／Ｌ的乐果溶液，放入样品池中采
集乐果标准溶液的普通拉曼光谱；向石英进样瓶中加入以茶

叶提取液为基质的５００μＬ浓度为５０ｍｇ／Ｌ的溶液，放入样品
池中，采集以茶叶提取液为基质的乐果溶液普通拉曼光谱；向

石英进样瓶中依次加入５００μＬＯＴＲ２０２试剂、２０μＬ不同浓

度的乐果溶液、１００μＬＯＴＲ１０３试剂，混合均匀后放入样品池
中，采集待测溶液的表面增强拉曼信号；向石英进样瓶中依次

加入５００μＬＯＴＲ２０２试剂、２０μＬ以茶叶提取液为基质的乐
果溶液、１００μＬＯＴＲ１０３试剂，混合均匀后放入样品池中，采
集待测溶液的表面增强拉曼光谱。所有数据分析基于激光拉

曼光谱仪平台完成。

２　结果与分析

２．１　乐果农药的拉曼光谱分析
２．１．１　乐果农药的固体拉曼光谱和表面增强拉曼光谱比较
　图１－ａ是乐果的固体拉曼光谱，图 １－ｂ是浓度为
２０ｍｇ／Ｌ乐果标准溶液的表面增强拉曼光谱，光谱采集范围
为４００～１８００ｃｍ－１。乐果主要由 Ｃ Ｎ、Ｃ—Ｎ、 Ｃ Ｏ、ＣＨ２、
Ｃ—Ｏ、ＣＨ３、Ｐ—Ｓ、Ｎ—Ｈ等基团组成。对比乐果的固体普通
拉曼光谱和表面增强拉曼谱图，乐果固体的２个最强峰４９４、
６４６ｃｍ－１在表面增强拉曼谱图中没有出现，而在表面增强拉
曼谱图中出现了一些新的拉曼峰：５８２、６７８ｃｍ－１，表明乐果农
药分子在金胶的表面发生了较大的反应。在 ６００～
１４００ｃｍ－１范围内，大多数拉曼峰变化为较小的波数：７６４～
７６２、９０８～９０２、１０５６～１０５０、１１６４～１１６０、１２２４～１２１０、
１３４０～１３１０ｃｍ－１。
　　乐果固体和表面增强的拉曼峰及其归属如表 １所示。
７６２、９０２、１０５０、１１６０、１２１０、１３１０、１６５３ｃｍ－１这７处谱峰强
度较高，对这 ７处特征峰进行谱峰归属［１３］：最强峰出现在

７６２ｃｍ－１处，７６２ｃｍ－１归属于Ｐ—Ｏ拉伸振动；９０２ｃｍ－１归属
于Ｃ—Ｃ伸缩振动，并伴有 ＣＨ３的摇摆振动；１０５０ｃｍ

－１归属

于Ｃ—Ｎ伸缩振动和Ｃ—Ｃ伸缩振动；１１６０、１２１０ｃｍ－１归属于
ＣＨ２摇摆振动；１３１０ｃｍ

－１归属于Ｃ—Ｎ伸缩振动，并伴有ＣＨ２
的摇摆振动和 Ｎ—Ｈ的弯曲振动；１６５３ｃｍ－１归属于 Ｃ Ｏ
的伸缩振动，这些特征谱峰可作为鉴定乐果农药的特征峰。

２．１．２　乐果农药表面增强拉曼光谱和背景信号光谱的比较
　图２－ａ是浓度为１０ｍｇ／Ｌ乐果标准溶液的表面增强拉曼
光谱，图２－ｂ是浓度为１０ｍｇ／Ｌ乐果标准溶液的普通拉曼光
谱，图１－ｃ是金胶表面增强拉曼光谱，图１－ｄ是甲醇溶液表
面增强拉曼光谱。对比乐果标准溶液的普通拉曼光谱和表面

增强拉曼谱，普通拉曼光谱图只有单一谱峰，且峰强不高，乐

果溶液的普通拉曼光谱中没有检测到乐果的拉曼信号，而乐

果溶液表面增强拉曼光谱中的谱峰较多，且谱峰强度较高，特

征峰明显，说明纳米增强试剂能有效增强乐果溶液的拉曼信
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表１　乐果固体和表面增强的拉曼峰及其归属

固体光谱

（ｃｍ－１）
表面增强光谱

（ｃｍ－１） 归属

４９４（ｖｓ） — ｖ（Ｐ—Ｓ）／δ（ＰＯ２Ｓ）
５６２（ｗ） ５８２（ｍ） δ（ Ｏ Ｃ—Ｎ）
６４６（ｖｓ） — ｖ（ Ｐ Ｓ）／δ（ＰＯ２Ｓ）
６８５（ｗ） ６７８（ｗ） δ（Ｃ—Ｎ）
７６４（ｍ） ７６２（ｖｓ） ｖ（Ｐ—Ｏ）
８３０（ｗ） — ｖ（Ｐ—Ｓ）
９０８（ｓ） ９０２（ｍ） ｖ（Ｃ—Ｃ）／ρ（ＣＨ３）
１００８（ｗ） — ｖ（Ｐ—Ｏ）
１０５６（ｍ） １０５０（ｍ） ｖ（Ｃ—Ｎ）／ｖ（Ｃ—Ｃ）
１１６４（ｓ） １１６０（ｍ） ρ（ＣＨ２）
１２２４（ｍ） １２１０（ｗ） ρ（ＣＨ２）
１３４０（ｍ） １３１０（ｓ） ｖ（Ｃ—Ｎ）／ω（ＣＨ２）／δ（ＮＨ）
１４０６（ｓ） — δ（ＣＨ３）
１４５０（ｍ） — δ（ＣＨ３）
１６５０（ｗ） １６５３（ｍ） ｖ（ Ｃ Ｏ）

　　注：ｖｓ—非常强；ｓ—强；ｍ—中等；ｗ—弱；ｂ：δ—弯曲；ｓ—对称；
ａｓ—不对称；ρ—相位弯曲。

号。对比甲醇溶液、金胶、乐果溶液的表面增强拉曼光谱可以

发现，背景信号的表面增强拉曼光谱峰强较弱，且其谱峰位置

与乐果农药分子的谱峰不重合，说明乐果溶液的表面增强拉

曼信号不会受到背景信号的干扰。７６２、９０２、１０５０、１１６０、
１２１０、１３１０、１６５３ｃｍ－１这７处谱峰可作为鉴定乐果农药的
特征峰。

２．２　乐果标准溶液的表面增强光谱
从图３可以看出，随着乐果标准溶液浓度的增加，其特征

峰的强度不断增强，１０５０、１１６０、１２１０ｃｍ－１变化最快，９０２、
１６５３ｃｍ－１其次，７６２、１３１０ｃｍ－１变化最慢，这可能是因为纳
米增强粒子与乐果农药分子中各个基团表面吸附力的大小和

方向不同导致的。随着乐果标准溶液浓度的降低，拉曼特征

峰的强度逐渐减弱，浓度为１０．０ｍｇ／Ｌ时，乐果的７处拉曼峰
明显，易识别；浓度为 ５．０、２．０、１．０ｍｇ／Ｌ时，７６２、９０２、
１３１０ｃｍ－１处拉曼信号明显，而１０５０、１１６０、１２１０ｃｍ－１处拉
曼信号没有出现；浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，７６２、９０２、１３１０ｃｍ－１处
拉曼信号可以鉴别，但很微弱。由此表明，利用ＳＥＲＳ技术检
测乐果标准溶液的浓度能达到０．５ｍｇ／Ｌ以下。从图３中可

以看出，随着乐果标准溶液浓度的降低，在７６２、１３１０ｃｍ－１处
有良好的线性关系，可以用来对乐果农药进行定量分析。

２．３　茶叶中乐果农药残留分析
受茶叶中叶绿素、矿物质、茶多酚、碳水化合物等物质的

干扰，乐果农药分子的拉曼信号被削弱。本研究采用无水硫

酸镁、四氯化三铁、石墨化碳对提取液进行净化处理，去除基

质中叶绿素、矿物质、茶多酚、碳水化合物等物质的干扰，净化

后含乐果农药茶叶溶液的表面增强拉曼光谱如图４所示。图
４－ａ、图４－ｂ、图４－ｃ中，７６２、９０２、１３１０ｃｍ－１处特征峰明
显，易识别；浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，７６２、１３１０ｃｍ－１处的峰强度
明显降低，但依然能识别，９０２ｃｍ－１处的拉曼特征峰已无法识
别；浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，７６２、１３１０ｃｍ－１处特征峰依然存在，
峰强十分微弱，但依然能识别。因此，利用表面增强拉曼光谱

技术检测茶叶中乐果农药的最低检测浓度能够达到

１．０ｍｇ／Ｌ以下。７６２ｃｍ－１处特征峰明显，没有重叠峰的影
响，选用该特征峰的强度制定标准曲线，发现特征峰

７６２ｃｍ－１处的峰强度与乐果浓度分别在１～１０、８～２５ｍｇ／Ｌ
时具有良好的线性关系。浓度范围为１～１０ｍｇ／Ｌ时，线性方
程为ｙ＝７５．３６７ｘ＋１６５７．５，ｒ２＝０．９８３９（图５－Ａ）；浓度范围
为８～２５ｍｇ／Ｌ时，线性方程为 ｙ＝３６．３８９ｘ＋２０１４．９，ｒ２＝
０９９６５（图５－Ｂ）。

２．４　准确度与精确度分析
为了验证方法的准确度，采用在茶叶提取液中添加乐果

农药的方法，分别制备浓度为３、６、１４ｍｇ／Ｌ乐果溶液。对３
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个样本采集表面增强拉曼光谱信号，用上述建立的方法对３
个样本进行预测，将添加值与预测值进行比较，结果见表２。
本方法的预测结果与添加值基本一致，添加值与预测值的回

收率为９３．８９％ ～９６．３６％，相对标准差为２．５９％ ～４．８７％，
均小于５．００％，表明利用表面增强拉曼光谱法快速检测茶叶
中乐果农药残留是可行的。

表２　茶叶中乐果农药的添加值与预测值对比

添加的浓度

（ｍｇ／Ｌ）
预测的浓度

（ｍｇ／Ｌ）
预测的回收率

（％）
相对标准差

（％）

３ ３．０３、２．８１、２．７７ ９５．６７ ４．８７
６ ５．６５、５．７７、５．４８ ９３．８９ ２．５９
１４ １３．２７、１４．１２、１３．０８ ９６．３６ ４．１１

３　结论与讨论

研究采用快速前处理和表面增强拉曼光谱技术检测干茶

叶中乐果农药残留，建立干茶叶中乐果农药残留的快速检测

分析方法，确定乐果农药的７个拉曼特征峰：７６２、９０２、１０５０、
１１６０、１２１０、１３１０、１６５３ｃｍ－１。该方法检测茶叶中乐果农药
的最低浓度能达到１．０ｍｇ／Ｌ以下。以７６２ｃｍ－１处的拉曼峰
强度建立茶叶中乐果农药残留检测的标准曲线，低浓度范围

（１～１０ｍｇ／Ｌ）的线性方程为 ｙ＝７５．３６７ｘ＋１６５７．５，ｒ２ ＝
０．９８３９，高浓度范围（８～２５ｍｇ／Ｌ）的线性方程为 ｙ＝
３６．３８９ｘ＋２０１４．９，ｒ２＝０．９９６５。用３个样本对方法的准确
性进行验证，结果显示，本方法的预测结果与添加值基本一

致，回收率为 ９３．８９％ ～９６．３６％，相对标准差为 ２．５９％ ～

４８７％，均小于５．００％，说明采用该方法检测茶叶中的乐果
农药残留是准确可靠的。该方法前处理简单，耗时短，整个过

程在１５ｍｉｎ内完成，为茶叶大规模生产的农药残留快速检测
方案的建立提供了技术支持。
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