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Surface-enhanced Raman scattering spectroscopy for the detection of microcystin-LR in irrigation water
samples
HUANG Shan1, MENG Hui1*, ZENG Kun1, 2, HUANG Zhe1

（1.School of Environment and Safety Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China; 2.Institute of Environment and Ecology,
Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China）
Abstract：In this study, a surface-enhanced Raman scattering（SERS）method based on spiny gold nanoparticles（SGNPs）was developed
for detecting microcystin-LR（MC-LR） in irrigation water samples. SGNPs were prepared by the media growth method and then
characterized by ultraviolet-visible（UV-vis）absorbance spectra and transmission electron microscopy（TEM）. The SERS performances of
SGNPs were comparatively evaluated using 4-mercaptobenzoic acid（4-MBA）as a signal reporter. According to the experimental results,
the study chose Au TNs as the SERS detection base to establish a SERS method for detecting MC-LR in irrigation water samples. The
characteristic peaks of MC-LR at 1 007 cm-1 and 1 309 cm-1 were chosen as the quantitative peaks. This method was performed with an
excitation laser wavelength of 785 nm and the integration time for each spectrum was set to 20 s. The calibration curved showed a linear
detection range from 1 µg·L-1 to 100 000 µg·L-1. The limit of detection（LOD）and recoveries of this method were 1.0 µg·L-1 and 80%~
102%, respectively. The results of this method using naturally irrigation water samples showed that the concentrations of MC-LR were
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摘 要：本研究建立了基于表面增强拉曼散射技术（Surface-enhanced Raman scattering，SERS）的农田水样中微囊藻毒素-LR
（Microcystin-LR，MC-LR）的检测方法。采用柠檬酸钠还原法制备金种（Au nanoparticles，Au NPs），通过媒介增长法制备了刺状金

纳米颗粒（Spiny gold nanoparticles，SGNPs），使用紫外-可见吸收光谱（Ultraviolet visible，UV-vis）、透射电镜（Transmission electron
microscopy，TEM）和探针分子（对巯基苯甲酸，4-mercaptobenzoic acid，4-MBA）对 SGNPs进行了表征及鉴定。研究以三角状金纳

米颗粒作为基底，选择MC-LR在 1 007 cm-1和 1 309 cm-1处的特征峰作为定量峰，激光器激发波长为 785 nm，积分时间 20 s，建立

检测方法。本研究建立的检测方法在 1.0~100 000 µg·L-1的浓度范围内具有良好的线性关系，检测限（LOD）和回收率分别为

1.0 µg·L-1和 80%~102%，使用本方法对镇江市内运粮河及古运河的灌溉水样进行检测，MC-LR的检出率为 40%，含量最高达 1.81
µg·L-1，检测结果与LC-MS/MS比对，相关系数为 0.84。本研究建立的方法快速准确，前处理简单，能满足农田水样中MC-LR的现

场快速检测的要求。

关键词：表面增强拉曼散射；刺状金纳米颗粒；微囊藻毒素-LR
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工农业生产和人类日常活动产生的大量富含氮、

磷的废水进入环境，造成水体富营养化，导致藻类大

量繁殖，形成水华。我国近年来多次发生严重的水

华，对我国的工农业生产和人民健康构成了极大的危

害，造成了巨大的经济损失[1]。研究发现，受到藻类

污染的天然水体中对人类健康构成严重危害的主要

是微囊藻毒素（Microcystin）[2]，其是一类具有多种异

构体的环状七肽化合物，具有很强的肝毒性及潜在的

“三致”作用[3-6]，其中微囊藻毒素-LR（MC-LR）因分

布最广、毒性最强而备受关注[7-8]。因此，国内外对饮

用水及水产品中的MC-LR制定了残留限量标准，我

国规定 MC-LR 的限量标准为 1.0 µg·L-1[9]。MC-LR
理化性质稳定，常规处理方法不能将其有效去

除[10-11]。MC-LR不仅能够直接污染水体，对水生生物

造成危害，还能通过灌溉、施肥等方式进入农田土壤，

被农作物吸收富集，造成农产品安全问题，对人类健

康产生危害[12-14]。因此亟需建立可靠、便捷的方法对

农田水样中的MC-LR进行检测。

目前对MC-LR的检测技术是仪器分析方法和免

疫分析方法。仪器分析方法能够精确定性定量，有赖

于昂贵、精密的大型仪器，如高效液相色谱（HPLC）、

液质联用（LC-MS/MS）等[15-18]，且对样品前处理、检测

人员及环境要求较高，检测效率较低，不适用于样本

的现场快速筛选检测，无法满足环境中MC-LR的实

际监测需求。基于特异性生物识别材料（抗体、核酸

适配体等）的免疫检测分析方法如酶联免疫吸附分析

方法（ELISA）、免疫传感器分析方法被广泛应用于食

品中 MC-LR 现场快速筛选检测[19-22]，但是特异性生

物识别材料直接决定了分析技术的检测性能，而特异

性生物识别材料制备成本高昂，周期较长，成为制约

该项技术的主要瓶颈。表面增强拉曼散射技术作为

一种新型分析技术，基本无需前处理，样品需求量少，

适用范围宽，激发波长范围宽，SERS信号峰窄，特异

性强，已被广泛应用于食品及环境分析检测等领

域[23-24]。本研究拟以表面增强拉曼散射技术为检测

手段，建立能够对农田水样中MC-LR进行检测的现

场、快速、灵敏的检测方法，为农田水样中MC-LR的

现场监测提供技术手段。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

氯金酸（AuCl3·HCl·4H2O）：分析纯，购自天津市

迈斯科化工有限公司，配制成 1.0% 的氯金酸溶液，

4 ℃冰箱内放置备用；柠檬酸三钠（C6H5Na3O7·2H2O）：

分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司；硝酸银

（AgNO3）：分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司，

配制成 1.0×10-3 mol·L-1的溶液，4 ℃冰箱内放置备用；

盐酸羟胺（NH2OH·HCl）：分析纯，购自国药集团化学

试剂有限公司，配制成 0.04 mol·L-1溶液，4 ℃冰箱内

放置备用；对巯基苯甲酸（4-mercaptobenzoic acid，4-
MBA）：分析纯，购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；MC-LR：分析纯，购自美国Sigma-Aldrich公司。

1.2 仪器与设备

AR224CN电子天平，美国OHAUS公司；QT-1漩

涡混合器，上海琪特分析仪器有限公司；C-MAG HS4
磁力搅拌器，德国 IKA公司；BIOMATE 3S紫外-可见

分光光度计，美国 Thermo公司；Tecnai12透射电子显

微镜，荷兰 Philips公司；i-Raman Plus 高灵敏度便携

式拉曼光谱仪，必达泰克光电科技（上海）有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 拉曼光谱仪的参数设置

激发波长 780 nm，拉曼光谱波长范围：800~2 000
cm-1，功率300 MW，扫描时间20 s。
1.3.2 金种的制备

将 50 mL（1 mmol·L-1）氯金酸溶液置于 250 mL的

圆底烧瓶中，加热并剧烈搅拌，溶液沸腾后加入 5 mL
（38.8 mmol·L-1）柠檬酸三钠溶液，溶液颜色由浅黄色

变为酒红色，继续搅拌15 min，制备金种。

1.3.3 刺状金纳米颗粒的制备

采用金种媒介增长法合成。在 100 mL的烧杯中

加入40 mL超纯水，依次加入1.6 mL 1% 氯金酸溶液、

2 mL 4×10-2 mol·L-1 NH2OH·HCl溶液，室温下剧烈搅

拌，分别加入 0、20、100、200、500 µL和 1 000 µL的 1×
10-3 mol·L-1 AgNO3溶液，最后加入 0.2 mL金种，搅拌

higher than 1 µg · L-1 in 40% of the samples, with the highest level reaching 1.81 µg · L-1. The correlation coefficient was 0.84 when
compared to LC-MS/MS. Therefore, the SERS method based on SGNPs could meet the requirements of fast and on-site screening of
MC-LR in irrigation water samples.
Keywords：surface-enhanced Raman scattering; spiny gold nanoparticles; microcystin-LR
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至反应液呈棕色[25]。

1.3.4 刺状金纳米颗粒表征

使用紫外分光光度计和 Tecnai12透射电子显微

镜对制备的金纳米颗粒进行表征。刺状金纳米颗粒

的 SERS增强效果的鉴定：以 4-MBA作为探针分子，

取 1.0 µL SGNPs与 1 µmol·L-1 4-MBA溶液依次滴在

硅片上，晾干后使用便携拉曼光谱仪进行检测，检测

条件为：激发波长为785 nm，扫描时间20 s。
1.3.5 SERS检测方法的建立

标准曲线的建立：取 1.0 mg MC-LR标准品，溶解

于 1.0 mL甲醇中，即为 1.0 mg·mL-1标准储备液，避光

4 ℃保存。使用超纯水制备 0.001、0.01、0.1、1、10
µg·mL-1和 100 µg·mL-1，以三角状金纳米颗粒为基

底，使用锡箔纸代替硅片，采用 1.3.4 中的方法建立

标准曲线。

1.3.6 农田水样中MC-LR的检测

水样的采集：以镇江市内运粮河及古运河灌溉

水渠作为取样点。采集深度为0.5 m，放入棕色玻璃瓶

-20 ℃保存，一周内检测。

水样的前处理：将水样用 0.22 μm 的滤膜过滤

待用。

天然水体样品添加回收试验：阴性天然水样（取

自镇江市内金山湖，参照使用 LC-MS/MS 方法测

定[26]）添加 MC-LR 标准储备液，使其终浓度分别为

0.1、1、10 µg·mL-1和 40 µg·mL-1。使用 1.3.5 的方法

进行测定，每个水样平行测定3次，计算添加回收率。

农田水样的检测：分别在古运河和运粮河中游及

下游取水口附近随机采集2次水样，使用1.3.5的方法

对样品进行测定，每个样品平行测定3次。

2 结果与分析

2.1 不同形貌的金纳米颗粒对SERS活性的影响

2.1.1 不同形貌的金纳米颗粒的紫外表征和透射电

镜图

所制金种粒径约 20 nm，最大吸收波长为 518
nm，加入氯金酸、盐酸羟胺和一定体积的硝酸银溶液

后，其最大紫外吸收峰红移，生成了新的纳米粒子，透

射电镜显示为刺状的纳米粒子。图 1分别为本研究

制备的金纳米颗粒的紫外-可见吸收光谱和透射电

镜图，球状金纳米颗粒、三角状金纳米颗粒、短刺状金

纳米颗粒、长刺状金纳米颗粒、星形金纳米颗粒及海

胆状金纳米颗粒的最大吸收波长分别为 600、612、
724、762、798 nm和794 nm。

2.1.2 不同形貌的金纳米颗粒的SERS表征

以4-MBA作为拉曼探针分子，研究金纳米颗粒的

SERS活性。如图2所示，表征结果显示除海胆状金纳

图1 紫外-可见吸收光谱和透射电镜图

Figure 1 UV-vis spectrum and TEM
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米颗粒的 SERS活性较弱，其余刺状金纳米颗粒都表

现出比球状金纳米颗粒更强的 SERS活性，其中又以

三角状金纳米颗粒的 SERS活性最强，短刺状金纳米

颗粒、长刺状金纳米颗粒、星形金纳米颗粒的SERS活

性逐渐减弱。刺状金纳米颗粒因其表面的尖刺和粗

糙的表面具有比球状金纳米颗粒更强的拉曼散射效

应，按照拉曼散射机理，长刺状金纳米颗粒应产生最强

的SERS活性，但这又与三角状金纳米颗粒的SERS活

性最强的试验结果相矛盾，可能是由于三角状金纳米

颗粒与短、长刺状金纳米颗粒相比相互之间更能紧密

地贴合在一起，能产生很强的拉曼散射缝隙增强效

应。星形金纳米颗粒和海胆状金纳米颗粒因表面刺

状物长度和数量减少，尖端增强减弱，同时也没有很强

的缝隙增强，从而 SERS活性减弱。因此本研究选择

三角状金纳米颗粒作为拉曼增强基底建立检测方法。

2.2 MC-LR的SERS检测方法标准曲线的建立

MC-LR 的拉曼光谱峰的振动归属如表 1 所示。

图 3 为使用 100 µg·mL-1 MC-LR 溶液以 SERS 活性

最强的三角状金纳米颗粒为增强基底得到 SERS
谱图。图中 5条光谱，均出现了位于 830、885、1 007、
1 031、1 309、1 380、1 457 cm-1和 1 640 cm-1处的 SERS
峰，它们均属于 MC-LR 的拉曼信号。在这些峰中，

1 007 cm-1和 1 309 cm-1处的峰最明显，且其峰强与浓

度有明显的线性关系（图 4），因此选择此特征峰作为

本检测方法的定量峰。

以三角状金纳米颗粒为增强基底分别测定了

0.001、0.01、0.1、1 µg·mL-1 和 10 µg·mL-1 的 MC-LR
标准品溶液的 SERS 谱图（图 5），1 007 cm-1和 1 309
cm-1 处 MC-LR 浓度与峰强的线性方程分别为 y=
16.798x+47.959 和 y=11.510x+114.825。方法检测限

为 1.0 µg·L-1。

2.3 农田水样中MC-LR的检测

测试结果如图 6和表 2所示，本研究建立的检测

方法的回收率为 80%~102%，符合检测要求。MC-LR
在农田水样中的最低检测限为 1.0 µg·L-1。结果显示

该方法能够应用于农田水样中MC-LR的检测。

应用本研究建立的方法以及 LC-MS/MS方法对

镇江市内运粮河及古运河水样中的 MC-LR 进行检

测。结果显示（表 3），本研究建立的方法与 LC-MS/
MS检测结果基本一致，具有较好的相关性，相关系数

为 0.84。5个样本中，有两个样本中检出MC-LR，检

出率为40%，含量最高为1.81 µg·L-1。

3 讨论

高效液相色谱法等大型仪器分析法需要对样品

进行前处理，检测方式依赖大型仪器及专业分析人

表1 4-MBA SERS光谱的谱峰归属

Table 1 SERS shifts of 4-MBA
拉曼位移

Raman shift/cm-1

828
887
970

1 004
1 031
1 307
1 384
1 453
1 645

峰强度
Peak intensity

次强峰

次强峰

次强峰

最强峰

次强峰

最强峰

次强峰

最强峰

分子振动
Molecular vibration

C—H
C—COOH
ν（C—C）

C—C
C—H，C—N，C—C

ν（C—C）
CH

C—H
COO—

图3 100 µg·mL-1 MC-LR溶液以三角状金纳米颗粒

为增强基底得到的SERS谱图

Figure 3 100 µg·mL-1 MC-LR SERS spectra of Au TNs
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图4 MC-LR溶液的浓度与其分别在1 007 cm-1和1 309 cm-1

处的SERS峰强度之间的线性关系

Figure 4 The linear correlation diagram of SERS peak
intensity at 1 007 cm-1 and 1 309 cm-1 with the concentrations

ranging from 1 µg·L-1 to 100 µg·mL-1

1 007 cm-1，R2=0.994
1 309 cm-1，R2=0.965
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员，检测成本较高，无法满足现场检测需求。基于特

异性生物识别材料（抗体、核酸适配体等）的免疫检测

分析方法被广泛应用于食品中MC-LR现场快速筛选

检测，但是特异性生物识别材料制备成本高昂，周期

较长，成为制约该项技术的主要瓶颈。本研究建立的

基于三角状金纳米颗粒的SERS检测技术对农田水样

中的MC-LR进行检测，采用现场无标记检测技术，无

需使用价格昂贵且难以制备的抗体或核酸适配体，仅

依据 MC-LR 可以产生强拉曼指纹峰的特性进行检

测。表面增强拉曼光谱激发波长范围宽，SERS信号

峰窄，特异性强，其对于样品制备没有特殊要求，基本

无需前处理，样品需求量少，适合微量和痕量样品检

测，同时，适用范围宽，对环境要求低，极易测量含水

样品。本研究使用的便携拉曼仪器不同于大型仪器，

成本低，轻巧便携，操作简便，对实验人员技术要求

低，现场适用性优异。

文献中已报道过一些基于表面增强拉曼相关技

术的毒素或农药残留的检测，但目前检测领域的

SERS相关技术还属于新兴的研究领域，关于微囊藻

毒素的相关检测研究仅有一篇[27]，检测限仅为 1.0
mg·L-1，远高于本研究 1.0 µg·L-1的检测限。此外，目

前研究中使用的SERS增强基底多为金、银纳米粒子，

银的拉曼增强效应强于金，但易于氧化[28-29]。球状金

纳米粒子稳定易制备但增强效果差，金纳米星、金纳

米棒等由于尖端效应，其拉曼增强效应远强于金，但

这些结构不易制备，在实际环境中不稳定，易熟化[30]。

图5 0.001、0.01、0.1、1 µg·mL-1和10 µg·mL-1的 MC-LR溶液

以三角状金纳米颗粒为增强基底得到的SERS谱图

Figure 5 0.001、0.01、0.1、1 µg·mL-1 and 10 µg·mL-1 MC-LR
SERS spectra of Au TNs
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图6 农田水样中添加0.1、1、10 µg·mL-1和40 µg·mL-1的MC-
LR溶液，以三角状金纳米颗粒为增强基底得到的SERS谱图

Figure 6 0.1、1、10 µg·mL-1 and 40 µg·mL-1 MC-LR SERS
spectra of Au TNs added to irrigation water samples

强
度

Ra
ma

nin
ten

sity

1 007

600 800 1 000 1 200 1 400 1 600 1 800 2 000
拉曼位移Raman shift/cm-1

1 309 0.1 μg·mL-1

1 μg·mL-1

10 μg·mL-1

40 μg·mL-1

2 000

1 500

1 200

800

400

表2 农田水样测量MC-LR的结果和回收率

Table 2 Determination and recoveries of MC-LR in irrigation
water samples

样品
Samples
农田水样

Irrigation water
samples

添加量
Additive amount/
（µg·mL-1）

0.1
1
10
40

检测值
Found/

（µg·mL-1）

0.08±0.04
0.96±0.15
10.20±2.20
37.00±5.80

回收率
Recovery/%

80
96
102
93

表3 环境样品分析

Table 3 Analysis of environmental samples
地点 Site

自来水Tap water
古运河 Jinshang Lake

运粮河Yunliang River

光明桥

严家桥

中游

下游

水样Water/（µg·L-1）

本研究This research
ND

1.32±0.18
ND
ND

1.81±0.33

LC-MS/MS
ND

1.25±0.06
0.21±0.04
0.71±0.16
1.75±0.21

注：ND表示未检出。
Note: ND indicates not detected.
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本研究制备的SGNPs稳定易制备，缝隙增强效应较尖

端效应更显著，具有很强的SERS活性。

本研究首次建立基于三角状金纳米颗粒的 SERS
检测技术并对农田水样中MC-LR进行检测，操作简

便，现场适用性优异，检测限（LOD）为 1.0 µg·L-1，回

收率为 80%~102%。该方法可适用于对水体中MC-
LR的现场残留检测，国家标准中MC-LR的残留限量

为 1.0 µg·L-1。镇江市内运粮河和古运河灌溉水样的

检测结果显示，MC-LR的检出率为 40%，含量最高达

1.81 µg·L-1，检测结果与LC-MS/MS比对，相关系数为

0.84，可以进行实际样本检测。

4 结论

（1）以 4-MBA 作为标识物比较不同形貌的

SGNPs的 SERS增强效果，其中三角状的金纳米颗粒

SERS 增强效果最为明显，作为本研究的 SERS 增强

基底。

（2）利用MC-LR会产生拉曼特征峰的特性，使用

基于表面增强拉曼光谱的检测方法检测农田水样中

的MC-LR，用三角状的金纳米颗粒作为基底，检测限

（LOD）为 1.0 µg·L-1，回收率为 80%~102%，满足残留

检测要求。

（3）基于GSNPs的表面增强拉曼光谱技术于农田

水样中MC-LR的检测方法简便可靠，为现场快速检

测MC-LR提供了新的技术手段。
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