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表面增强拉曼光谱在食品人工合成色素的
现场快速筛查中的应用
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摘要: 已有研究表明食品加工过程中添加的人工合成色素不仅不能提供营养物质，而且可能是导致小儿多动症的来源
之一，影响儿童智力发育．基于表面增强拉曼光谱( SEＲS) 原理和便携式拉曼光谱仪，提出了一种非定向的现场快速筛查
方法．该方法只需对疑似含有人工合成色素的固体或液体状食品样品进行简单前处理，即可进行 SEＲS检测．样品前处理
和检测的总时长不超过 15 min，检出质量浓度在 1 mg /L水平，可有效满足政府职能部门的现场执法需求．除具有快速、
方便、灵敏度高等特点之外，该检测方法的最大优势在于实现了未知样品的现场非定向测试:在同一种前处理过程和检
测方法下，可对食品中常添加的亮蓝、胭脂红、日落黄、柠檬黄、苋菜红和诱惑红 6 种人工合成色素进行快速鉴定和半定
量分析．
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食品加工过程中，添加适量的人工合成色素 ( 非

营养成分) 可以保持食品色泽鲜艳，促进人们的食欲，

提高食品的商品价值．虽然人工合成色素有别于苏丹
红、美术绿等严禁添加的非食用强致癌性工业用色
素，但是，它们大都是以煤焦油中的苯胺为原料合成

的偶氮类化合物，食品中过量添加会导致食用人群慢

性中毒并具有致癌作用，且可能是导致小儿多动症的

来源之一，影响儿童智力发育．因此，世界范围内 ( 中
国、美国、日本等国家和欧洲地区) 对可食用人工合成
色素的使用有着严格的限量( 通常在 mg /L级别) 及可
用范围限定．
对于食品这类复杂体系中 mg /L级痕量物质的检

测，实验室的常规检测流程是: 1) 利用液液萃取、固相
萃取、超临界流体萃取或 QuEChEＲS ( quick，easy，
cheap，effective，rugged，safe) 等前处理方法有效消除基
质等非目标物的干扰; 2) 利用大型仪器设备对提取溶

液进行有效分析和鉴定．常用的色素检测方法有高效
液相色谱法( 国家标准) 、超高效液相色谱法、高效液
相色谱-质谱联用法、毛细管电泳法、荧光光度法和分
光光度法等［1-11］．尽管上述方法准确可靠，可作为执法
鉴定依据，但是仍存在仪器昂贵、体积大、操作复杂或
前处理过程费时费力的缺点，无法满足政府职能部门

进行现场执法的迫切需求．近年来，市场上涌现了一些
基于可见分光光度法或生物分子特异性识别的快速

检测方法，然而这些方法只能针对指定色素进行定向

检测，易受结构类似物质的干扰，而且基质复杂的固

体样品的前处理过程复杂，难以进行全面推广．因此，
有必要发展一种高灵敏、准确可靠且简单的现场快速
检测仪器和方法，提高相关执能部门的现场应急能力．
具有分子指纹信息的拉曼光谱是分析和鉴定检

测物质的最重要的光谱技术之一，但由于其检测灵敏

度低，难以用于痕量成分的鉴定．借助于纳米结构金属
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基底的表面等离激元诱导的表面电磁场的增强效应，

表面增强拉曼光谱( SEＲS) 可将待测目标物的信号放
大数百万倍［12-13］．SEＲS技术已成功用于人工合成色素
等痕量目标物的高灵敏检测，然而这些工作的重点集

中在: 1) SEＲS基底的增强性能优化，仅对标准物质进
行痕量检测以提高灵敏度，和实际体系存在显著性差

异; 2) 虽然以实际样品为检测对象，但沿袭的是实验
室的常规前处理过程，并未根据 SEＲS 的指纹图谱特
点进行优化，前处理复杂冗长［14-16］．
对于基质复杂的实际样品，样品前处理是分析方

法的关键环节，主要包括:样品的制备，待测组分的提

取、净化、浓缩，待测组分转变为可测定的物质等步骤．
样品前处理中待测组分的损失或其他组分的干扰将

显著影响检测方法的准确度、精密度、选择性和灵敏
度．检测方法的分析速度往往取决于样品前处理的复
杂程度，对于色谱和质谱等检测方法，样品前处理时

间约占整个分析时间的 2 /3．相比于色谱和质谱等方
法，SEＲS的最大优势在于检测速度快，仪器便携且操
作方便，但是在灵敏度和定量准确度等指标上偏弱．因
此，欲将 SEＲS 真正应用于食品安全领域，必须结合拉
曼光谱的指纹图谱特点，发展高效、快速、简便和可靠
的前处理技术，将 SEＲS 技术发展成为一种现场快速
检测方法．
结合 SEＲS技术和 QuEChEＲS 技术，本文中提出

了一种基于便携式拉曼光谱仪的快速检测方法，实现

了食品中常添加的亮蓝、胭脂红、日落黄、柠檬黄、苋
菜红和诱惑红 6 种人工合成色素的快速分析．该方法
具有非定向、现场、快速、方便和高灵敏度等特点．

1 实验部分

1．1 材 料
氯金酸( HAuCl4 ) 、柠檬酸钠、聚酰胺粉( 100 ～ 200

目) 、甲醇、甲酸、乙醇和氨水等实验中所用试剂皆为
分析纯( 上海国药集团化学试剂有限公司) ，水溶液皆

用超纯水( Millipore) 配置．

1．2 SEＲS增强活性的金纳米溶胶的制备
金纳米粒子由厦门市普识纳米科技有限公司提

供，粒径约为 55 nm，利用经典的柠檬酸钠还原
HAuCl4 的方法合成

［17］．制备过程如下: 1. 2 mL 1% ( 质
量分数) 柠檬酸钠迅速加入到含有 1 mmol /L HAuCl4
的 100 mL沸水溶液中，并继续剧烈搅拌 40 min，得到
粒径在 55 nm左右的红色金纳米溶胶．

1．3 实际样品的前处理和 SEＲS检测
样品的前处理过程借鉴传统的聚酰胺粉法，并结

合 SEＲS 检 测 的 特 点 进 行 优 化，形 成 高 效 的
QuEChEＲS前处理方法．对于薯片等固体样品，基本步
骤如下: 1) 取 5 g样品于 50 mL离心管中，加入 25 mL
的乙醇-水溶液，超声 5 min; 2) 将该溶液以6 000 r /
min转速离心，取上层清液; 3) 于注射器中，取 25 mL
待测溶液与聚酰胺粉混合，反复抽取吸附多次后挤出

废液; 4) 用注射器抽取 5 mL 水，反复震荡 10 s 后挤
出废液，该步骤重复 3 次; 5) 依次用甲醇-甲酸( 体积
比 8 ∶2) 溶液和乙醇重复步骤 4) ; 6) 吸取 1 mL 乙醇-
氨水溶液，静置 1 min后挤出洗脱液待用．整个前处理
过程不超过 15 min．对于酒品和饮料等液体样品，前处
理便可略去步骤 1) 和 2) ，直接进行聚酰胺萃取步骤，
处理时间可控制在 10 min以内．需指出，由于 SEＲS 的
指纹图谱特点，部分液体样品无需任何前处理便可直

接进行检测．
SEＲS检测步骤如下: 取 200 μL 金纳米溶胶，20

μL pers-A1 增强助剂 ( 厦门市普识纳米科技公司提
供) 与 20 μL洗脱液混合 5 s后开始测定拉曼光谱，谱
图采集时间为 5～10 s．

1．4 拉曼光谱分析
于 B ＆W TEK公司的 iＲaman拉曼光谱仪上完成．

该仪器的激光波长为 785 nm，功率为 275 mW，10倍物
镜下达到样品表面的激光光斑直径约为 80 μm．

2 结果与讨论

2．1 可行性分析
图 1为加标不同质量浓度柠檬黄的薯片样品的

SEＲS谱图，前处理加上检测的总时长不超过 15 min．
从图中可以观察到: 未添加柠檬黄的薯片样品 ( 即空

白样品) 的 SEＲS 谱图中，在 300 ～ 1 700 cm－1区间，除

了位于 878 cm－1的一个相对明显的谱峰外，基本表现

为无信号的背景曲线; 加标 1 mg /L 柠檬黄后，SEＲS
谱图上可清晰观察到 481，613，698，809，1 126，1 178，
1 349和1 600 cm－1处的尖锐谱峰; 随着柠檬黄的加标

质量浓度提高到 5 和 10 mg /L 时，这些谱峰的拉曼强
度迅速提高且趋于饱和．对照 1 mg /L柠檬黄标准样品
及空白样品的 SEＲS 谱图，可以确认这些谱峰皆来自
于薯片样品中添加的柠檬黄，主要是柠檬黄分子中苯

环和吡唑环骨架的不同振动模式的贡献．尽管更明确
的谱峰归属指认有待于进一步的理论计算模拟，但是
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图中所展示的谱峰强度的浓度依赖性及与空白样品

的比对结果表明，本文中提出的方法实现了加标样品

中柠檬黄的快速、定性和半定量检测．

a．薯片空白样品; b～ d．柠檬黄加标质量浓度分别为
1，5，10 mg /L; e．1 mg /L柠檬黄标准样品．

图 1 加标不同质量浓度柠檬黄的
薯片样品的 SEＲS谱图

Fig. 1 SEＲS spectra of the chips samples with
different spiked concentrations of lemon yellow

图中的百分数均为乙醇的体积分数．

图 2 不同配比乙醇-水溶液提取( A) 和不同配比乙醇-氨水溶液洗脱时( B) 时，加标 1 mg /L柠檬黄的薯片样品的 SEＲS谱图
Fig. 2 SEＲS spectra of 1 mg /L lemon yellow spiked chips samples with different extract concentrations of alcohol

aqueous solution( A) ，and with different eluent concentrations of alcohol ammonia solution ( B)

2．2 前处理条件优化
为得到图 1 所示信噪比良好的 SEＲS 谱图，以加

标 1 mg /L 柠檬黄的薯片样品为例，分别对固体样品
的提取溶剂( 乙醇-水溶液) 和洗脱溶剂( 乙醇-氨水溶
液) 的配比进行了优化．图 2( A) 为用不同配比乙醇-水

溶液作为提取溶剂时得到的 SEＲS 谱图，可以看出:使
用纯水提取固体食品中的人工合成色素时，能够获得

比较好的 SEＲS检测效果;提取溶剂中加入 20%( 体积
分数，下同) 乙醇后，SEＲS信号强度提高了 3～4 倍，表
明乙醇的加入可以显著提升提取溶剂对固体样品中

柠檬黄的提取效率;进一步提高乙醇的体积分数至纯

乙醇的过程中，提取效率反而有所下降，和纯水的提

取效率相当．由此推测:薯片样品基质中的其他杂质可
同时被乙醇提取，其提取效率随乙醇体积分数提高而

提高;该杂质和柠檬黄在金纳米粒子表面产生竞争共

吸附行为，将影响柠檬黄的 SEＲS 信号强度．因此只有
当乙醇体积分数合适时，可获得最佳的柠檬黄和杂质

浓度比，从而检测到柠檬黄的最佳 SEＲS 信号强度．考
虑到乙醇的加入能够提高提取效率且其对人体和环

境基本无危害性，最终选择了 20%的乙醇-水溶液作为
固体样品的提取溶剂．
图 2( B) 为柠檬黄的 SEＲS 信号强度随乙醇-氨水

溶液中乙醇体积分数的变化:表现为先增强后减弱的

趋势．随着乙醇的体积分数由 0. 25%提升到 1. 0%，
SEＲS信号强度达到最强; 但进一步提升乙醇体积分
数到 2. 0%和 5. 0%时，信号强度减弱至消失．这可能是
由于乙醇体积分数显著影响柠檬黄在氨水中的溶解

度，进而影响氨水提取聚酰胺粉中柠檬黄的能力; 也

可能存在着图 2( A) 所阐述的目标物和杂质提取效率
的竞争关系．因此，最终选择 1. 0%的乙醇-氨水溶液作
为洗脱溶剂．
与传统聚酰胺粉萃取方法相比，提取溶剂和洗脱
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溶剂的配比都有明显差异，本研究的前处理步骤更为

简单且试剂用量显著减小．这可能是由于传统方法是
基于待测目标物的吸光度( 包括液相色谱法和紫外-可
见分光光度法) 进行定性定量分析，检测器的能量分

辨率弱于 SEＲS技术，所以对前处理的提纯要求更高．

( A) : a．薯片; b．火腿肠; c．蛋糕; d．果粒橙; e．乌龙茶．( B) : a．胭脂红; b．亮蓝; c．日落黄; d．柠檬黄; e．苋菜红; f．诱惑红．

图 3 不同食品加标 1 mg /L柠檬黄后的 SEＲS谱图( A) 和薯片加标 1 mg /L不同人工合成色素后的 SEＲS谱图( B)
Fig. 3 SEＲS spectra of 1 mg /L lemon yellow spiked various food samples ( A) ，

and different artificial pigment ( 1 mg /L) spiked chips samples( B)

2．3 方法的普适性
上述前处理条件的优化是基于加标 1 mg /L 柠檬

黄的薯片样品，为验证该前处理条件的普适性，分别

对数十种固体和液体加标样品以及不同人工色素加

标样品进行检测．
图 3( A) 给出在乌龙茶、果粒橙、蛋糕、火腿肠和

薯片等食品样品中加标 1 mg /L柠檬黄所得到的 SEＲS
谱图．尽管这些食品的基质差异显著:如乌龙茶含有高
浓度的茶多酚和咖啡碱等，果粒橙含有胡萝卜素等，

蛋糕含有植物脂肪和蛋白等，火腿肠含有动物脂肪和

淀粉等，薯片则含有淀粉等;但从图中可以看出，位于

481，613，698，809，1 126，1 178，1 349和1 600 cm－1处

的柠檬黄的特征拉曼谱峰清晰．这表明 SEＲS 方法能
对这些基质复杂且多样的食品样品中所含有的痕量

柠檬黄进行高灵敏的快速检测．基于拉曼光谱的指纹
图谱及 SEＲS的特异性识别的特点，优化后的前处理
方法在很大程度上消除了这些基质的干扰，体现出来

的差异仅仅是 SEＲS 谱峰的拉曼强度有所不同( 最高
值约为最低值的 2～3倍) ．该结果说明，尽管所采用的
前处理方法尚无法完全排除不同介质中的基质干扰，

但是并不影响目标物的高灵敏检出．
图 3( B) 分别为加标 1 mg /L 的亮蓝、胭脂红、日

落黄、柠檬黄、苋菜红、诱惑红的薯片样品，经前处理
后所得洗脱液的 SEＲS 谱图，这些谱图分别和这 6 种
人工合成色素标准样的 SEＲS 谱图 ( 未展示) 完全一
致．尽管这 6种色素( 偶氮类) 在化学结构上存在共同
之处( 苯环、偶氮和磺酸根基团等) 使得部分 SEＲS 谱
峰位置很近( 如苋菜红和诱惑红) ，但是分子结构的明

显区别导致 SEＲS谱图的差异显著，如 SEＲS谱峰位置
存在明显偏移，或谱峰的相对强度变化显著．该结果说
明，使用同一种前处理和 SEＲS 检测方法，成功实现了
对食品样品中不同人工合成色素的 1 mg /L 水平的高
灵敏检测．在数十种不同类型的固体或液体食品样品
体系中，都获得了一致的结果，意味着本文中提出的

方法能够实现盲样的非定向检测，即对于任意食品样

品，采用上述前处理和 SEＲS 检测方法，可以实现人工
合成色素的快速、高灵敏检出．对食品中的人工合成色
素的快速检测，现有基于紫外-可见分光光度法的快速
检测产品需要 1～2 h的前处理过程，对于含脂肪和蛋
白的食品样品，前处理过程更为复杂; 而且只能作为

一种定向检测手段，否则会发生误判，这是因为这些

色素吸收峰交叠严重，能量分辨率远弱于拉曼光谱．
综上表明本方法能够实现非定向检测，但是在实

际食品样品中，往往会添加多种人工色素进行调色，

为了考察在添加多种人工色素的体系中本方法的适

用性，图 4给出分别加标 10 mg /L 苋菜红、胭脂红、诱
惑红和三者混合物的葡萄酒中经前处理后的洗脱液

的 SEＲS谱图( 质检系统中，葡萄酒中的这几类人工色
素检测常用于评估检验员的色谱操作技能，加标质量
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浓度一般在几十 mg /L水平) ．

a．葡萄酒空白样品; b～ d．分别添加 10 mg /L
的苋菜红、胭脂红、诱惑红; e．添加了苋菜红、
胭脂红和诱惑红各 10 mg /L．

图 4 加标单一或者混合人工合成色素
( 10 mg /L) 的葡萄酒的 SEＲS谱图

Fig. 4 SEＲS spectra of the graph wines samples
spiked with different artificial pigments ( 10 mg /L)

由图 4可以观察到:对于单一色素加标样品，根据
SEＲS谱图中谱峰位置和谱峰的相对强度，能够轻易
进行区分是否添加色素及添加了何种色素; 当有 3 种
色素共存时，单纯肉眼分辨显得有些困难，尽管仍能

比较明确地指认位于 739，735和 826 cm－1的谱峰分别

来自苋菜红、诱惑红和胭脂红，但是其他谱峰交叠严
重，难以清晰分辨．一旦有 4 种以上的色素混合，将显
著提升肉眼观察的难度，这时必须引入化学计量学，

综合考虑谱峰的相对强度和谱峰的位置，进行有效区

分和指认．尽管如此，相比于只含有天然色素的葡萄酒
样品，对于未知是否添加一种还是多种色素的伪劣葡

萄酒样品，SEＲS谱图都能准确表达并检出．

3 结 论

针对现有实验室方法操作复杂、费时费力，已有
快速检测方法准确率低、假阳性高等缺点，本文中提
出了一种基于 SEＲS技术的非定向的现场快速筛查方
法．该方法具有快速 ( 总检测时间不足 15 min) 、方便
( 可现场操作) 、灵敏度高( 检出质量浓度在 1 mg /L水
平且无假阳性) 以及非定向( 同一种方案鉴定和区分

不同食品不同人工合成色素) 等特点．因此，本研究建
立的方法可以作为一种高灵敏、无假阳性的非定向的

快速筛查手段，用于违禁添加人工合成色素的食品检

测，可同时满足执能部门的现场执法和实验室预检

需求．
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Developing On-site，Quick Screening Platform for Artificial Pigments
in Food Using Surface-enhanced Ｒaman Spectroscopy
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CHEN Hongju3，TIAN Zhongqun3，LIU Guokun1*

( 1．State Key Laboratory of Marine Environmental Science，College of the Environment ＆ Ecology，
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3．College of Chemistry and Chemical Engineering，Xiamen University，Xiamen 361005，China)

Abstract: As widely used additives in food processing，artificial pigments have no any nutrition but are potential sources of hyper-activity
and affect the intellectual development of children．On the basis of surface－enhanced Ｒaman spectroscopy ( SEＲS) and portable Ｒaman in-
strument，we developed a non-targeting，on-site and quick screening platform for artificial pigments in food matrix．SEＲS measurement could
be carried out after the food matrix ( either in solid or liquid states) being simply pretreated for 15 min．The detectable concentration is as low
as 1 mg /L，a level meeting the demand of the on-site enforcement by the government．Besides the advantages of quick，easy-on-going，and high
sensitivity，the most distinguished point of SEＲS is the non-targeting qualitative on-site detection for the typical pigment additives，including
brilliant blue，carmine，sunset yellow，lemon yellow，amaranth and allura red，et al．，while both the pretreatment procedure and the SEＲS de-
tection remain the same．

Key words: surface-enhanced Ｒaman spectroscopy( SEＲS) ; non-targeting; on-site; quick; high sensitivity
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