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基于表面增强拉曼光谱和偶氮偶联反应对 
组氨酸的灵敏检测

关 琦，颜贤仔，余莉莉，王翠萍，曾 佩，张 欢，王纯荣*
（江西农业大学食品科学与工程学院，江西 南昌 330045）

摘  要：开发一种利用银枝晶作为表面增强拉曼光谱基底，结合偶氮偶联反应对组氨酸进行快速灵敏检测的方

法。通过分别考察3-氨基苄胺、3-苯胺磺酸和2-氟-4-巯基苯胺（2-fluoro-4-mercaptoaniline，2-F-PATP）与组氨酸

偶氮偶联反应得到衍生化产物的拉曼光谱发现：2-F-PATP对组氨酸的拉曼指纹图谱效果最好，对组氨酸检出限为 

10－21 mol/L。选择组氨酸偶氮偶联反应后的偶氮产物特征峰（1 387 cm－1和1 432 cm－1）进行定量分析，特征峰拉曼

光谱强度与组氨酸浓度在一定范围内呈线性关系，相关系数R2分别为0.975 61和0.968 84。本方法可用于牛血清白蛋

白、人血清白蛋白、α-乳白蛋白和苹果汁等的检测。本检测方法将表面增强拉曼光谱和偶氮偶联反应结合，具有灵

敏度高、操作简便的特点，有良好的应用前景。
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Sensitive Detection of Histidine Based on Surface-Enhanced Raman Spectroscopy and Azo-Coupling Reaction
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Abstract: A method was developed for the rapid and sensitive detection of histidine using silver dendrimers as a substrate 

for surface-enhanced Raman spectroscopy in combination with azo-coupling reaction. The azo-coupling reaction of 

3-aminobenzylamine, 3-anilinosulfonic acid or 2-fluoro-4-mercaptoaniline (2-F-PATP) with histidine was investigated. 

The Raman spectra of the resulting products revealed that 2-F-PATP gave the best Raman fingerprint for histidine, with a 

limit of detection (LOD) of 10-21 mol/L. The characteristic peaks (at 1 387 and 1 432 cm-1) of the azo-coupling product of 

histidine were selected for quantitative analysis, and the intensity of the characteristic peaks in the Raman spectra showed a 

linear relationship with histidine concentration in a certain range, with correlation coefficients (R2) of 0.975 61 and 0.968 84, 

respectively. This method can be used for the determination of bovine serum albumin, human serum albumin, α-lactalbumin 

and apple juice. The proposed method is sensitive and simple to use, and has good application potential.
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氨基酸是一种在自然界中普遍存在的具有羧基 

（—COOH）和氨基（—NH2）的有机酸，是组成蛋白质

的基本单位，是生命代谢的物质基础[1-2]，是维持人体正

常生理活性的物质，在人体内氨基酸可以帮助调节自身

的免疫力。其中，组氨酸（histidine，His）作为一种半

必需氨基酸，对于婴幼儿及动物的成长尤其重要；可作

为生化试剂和药剂，还可作为治疗心脏病、贫血和风湿

性关节炎等的药物[3]；His可以通过组胺作用参与神经系

统的调节；His可以扩张血管、降低血压，在临床上可用

于心绞痛、心功能不全等疾病的治疗。因此，对His的快

速检测具有重要意义。

目前，氨基酸的检测方法主要是分光光度法[4-5]、气

相色谱-串联质谱法[6]、高效液相色谱法[7-8]、毛细管电泳

法[9-10]、高效液相色谱-串联质谱法[11-13]和氨基酸自动分析

仪[14-16]等；这些检测方法存在需要大量繁琐的样品前处

理和分析时间较长等问题。因此，迫切需要建立一种灵

敏、快速和稳定的氨基酸检测方法。

表面增强拉曼光谱（ su r face -enhanced  Raman 

spectroscopy，SERS）是一种可以提供分子振动的专属性

指纹信息并进行多重识别的高灵敏度的振动光谱技术，

可以实现快速、无损和原位检测，现已被广泛应用到化

学、物理学、生命科学和材料科学等领域中[17-18]；其中

SERS性能优异、稳定性好和灵敏度高的基底可以对所测

样品起到很好的信号增强效果[19-20]。此外，通过衍生化反

应有可能进一步提高拉曼光谱增强效果，Fan Min等[21]采

用偶氮偶联反应结合SERS对正常人和结肠癌患者血清中

的色氨酸含量进行检测和比较，检出限低于国家标准。

有研究表明，在强酸条件下，胺类物质（—NH2）可通过

偶氮偶联反应被氧化为重氮盐，并与酚类、苯胺和一些

杂环化合物在碱性或中性溶液中发生偶联，生成偶氮产

物（—N＝N—）；此化学反应可以生成拥有大拉曼散射

截面的生色团，这为增强拉曼检测信号提供了可能[22-23]；

Yu Shihua等[24]应用偶氮偶联反应结合SERS对沙丁胺醇进

行检测，检出限为2.39 pg/mL。Li Li等[25]将偶氮偶联反应

结合SERS对婴儿奶嘴中的N-甲基苯胺进行检测，检出限

为0.5 mg/L。

本实验通过将偶氮偶联反应和SERS结合的方法对His

进行检测。以氢氟酸刻蚀法制成的银枝晶为SERS活性基

底，并挑选3 种不同的重氮组分分别与His进行偶氮偶联反

应，探讨重氮组分种类、固相萃取时间、Na2CO3质量浓度

和重氮组分浓度等对衍生化反应产物SERS信号的影响，

探出His的检出限，并根据His含量制作标准曲线进行线性

拟合分析，又将此方法应用到实际样品检测。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

红富士苹果   江西农业大学超市。

硅片（单晶硅） 深圳市瑞格锐思科技有限公司；硝

酸银（分析纯） 国药集团化学试剂有限公司；2-氟-4-

巯基苯胺（2-fluoro-4-mercaptoaniline，2-F-PATP）（分

析纯） 上海韶远试剂有限公司；NaNO2、Na2CO3、

丙酮、40%氢氟酸、3-氨基苄胺（3-aminobenzylamine，

3-ABL）、3-苯胺磺酸（3-an i l inosu l fon ic  ac id，

3-ACID）、His（均为分析纯）   上海阿拉丁生化科技

有限公司；实验中用水均为去离子水。

1.2 仪器与设备

DXR2激光显微共焦拉曼光谱仪 美国赛默飞世尔科

技有限公司；SU8010场发扫描电镜 日本日立公司。

1.3 方法

1.3.1 银枝晶基底的制备

参考文献[26-27]的方法。取0.5 cm×0.5 cm大小的硅

片用去离子水、丙酮超声清洗15 min后，将晾干后的硅

片在10%氢氟酸溶液中浸泡30 min进行酸刻蚀；将刻蚀后

的硅片放入2 mol/L硝酸银和40%氢氟酸（1∶50，V/V）的

混合溶液中，浸泡10 min，银离子被还原成银，在硅片

表面形成一层均匀的银纳米，用去离子水淋洗后，60 ℃

烘干，备用。

1.3.2 溶液配制

1×10－5 mol/L His溶液：称取所需His固体的质量，

加入少量去离子水和盐酸溶解His，再置于100 mL容量

瓶用去离子水定容；4×10－3 mol/L 3-ABL/3-ACID/2-

F-PATP溶液：称取所需3-ABL/3-ACID/2-F-PATP的质

量，用0.12 mol/L盐酸溶液配制，记为试剂A；质量浓度

5 g/100 mL NaNO2溶液：称取所需NaNO2固体的质量，加

入去离子水溶解并置于100 mL容量瓶中定容，记为试剂

B；质量浓度10 g/100 mL Na2CO3溶液：称取所需Na2CO3

固体的质量，加入去离子水溶解并置于100 mL容量瓶中

定容，记为试剂C。以上试剂其他浓度均用去离子水逐级

稀释，并均放置在4 ℃保存。苹果切块榨汁过滤后备用。

1.3.3 偶氮偶联反应及拉曼光谱信号采集与数据处理

偶氮偶联反应过程是在冰水浴的磁力搅拌条件下进

行，试剂A、B、C、His的体积比为1∶1∶1∶2，按照顺序加

入试剂后，在磁力搅拌下反应5 min，然后将银枝晶基底放

入反应所得的衍生产物溶液中浸泡，进行固相萃取[28]，取

出晾干后进行拉曼检测。拉曼光谱仪采集参数：激光波

长785 nm，激光能量5 mW，分辨率5 cm－1，单次采集曝

光时间为2 s，光谱扫描范围为500～2 000 cm－1。光谱数

据采用TQ 9.7软件进行处理。
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2 结果与分析

2.1 SERS基底的结构特征

银枝晶基底是由氢氟酸刻蚀法制备，采用SU8010

场发射扫描电子显微镜对银枝晶的表面形貌进行表征。 

图1显示银枝晶的形貌如树枝状，表面被密集覆盖，有很

多潜在的“热点”[29-32]，在作为SERS活性基底方面有很

大的应用潜力。

5 µm 1 µm

图 1 银枝晶的SEM图片

Fig. 1 SEM photos of silver dendrite

2.2 银枝晶基底的稳定性检测
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图 2 在15 个基底上测得His偶氮产物的SERS光谱图（A）及同一基底

15 个位置1 432 cm－1处的拉曼光谱强度图（B）

Fig. 2 SERS spectra of the histidine azo product measured on  

15 substrates (A), Raman spectral intensity at 1 432 cm-1 for  

15 positions on the same substrate (B)

SERS基底性能的稳定性对其应用具有显著影响。

图2中检测结果都是在2-F-PATP浓度为1×10－3 mol/L、

Na2CO3质量浓度为6 g/100 mL和固相萃取5 min条件下

完成；图2A中15 个基底上均可检测到His偶氮偶联反

应后的偶氮产物的2 个特征峰，拉曼光谱强度比较稳

定；由图2B可以看到，His偶氮产物在同一基底上特征

峰为1 432 cm－1处的拉曼光谱强度变化，相对标准差为

2.38%，平均强度变化小于10%。以上结果可以表明银枝

晶作为SERS基底用于检测His有较好的稳定性。

2.3 His常规拉曼光谱

如图3所示，His固体拉曼光谱中1 092 cm－1处特征

峰为面内C—H弯曲振动峰，1 178 cm－1处特征峰为C—N 

伸缩振动峰，1 272 cm－1处特征峰为面内C—C弯曲振动

峰，1 321 cm－1处特征峰来自CH2摇摆[33]。图3中，His溶

液浓度为10－3 mol/L，其拉曼光谱检测时使用银枝晶基

底。研究显示，His溶液基本检测不到其特征峰拉曼光

谱。因此，检测His的拉曼光谱需要改进检测方法。
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图 3 His常规拉曼光谱

Fig. 3 Conventional Raman spectra of His

2.4 重氮组分的筛选

0
1 800 1 0001 400 600

0

10 000

0

10 000

10 000

/cm 1

1 
59

5

1 
39

9

1 
22

7

1 
13

9

1 
07

7

1 
18

1
1 

24
6

1 
58

6

1 
00

1
1 

00
1

72
7

His

A

3-ABL

0
1 800 1 0001 400 600

0

20 000

0

20 000

20 000

/cm 1

1 
58

9

1 
38

4

1 
19

0

1 
07

9

1 
18

1

1 
59

0

99
5

His

B

3-ACID

0
1 800 1 0001 400 600

0

40 000

0

40 000

40 000

/cm 1

1 
58

6

1 
43

2 1 
38

7
1 

33
5

1 
24

6

1 
20

9

1 
06

4
1 

06
8

1 
60

1

His

C

2-F-PATP

图 4 3-ABL（A）、3-ACID（B）和2-F-PATP（C）与 

His偶氮产物SERS光谱

Fig. 4 SERS spectra of the azo products of 3-ABL (A), 3-ACID (B) and 

2-F-PATP (C) with His
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将同一浓度His分别与3 种重氮组分进行偶氮偶联

反应。选取其中出现偶氮产物（—N＝N—）特征峰[34]

在1 380～1 440 cm－1范围内，拉曼光谱指纹图谱清晰，

且SERS信号增强效果显著的重氮组分。从图4可以看

出，空白银枝晶基底的光谱图接近平线，因此在利用

银枝晶基底对His偶氮产物进行检测时没有影响。在

3 种重氮组分中，3-ABL与His偶氮偶联反应后其产物在

1 001、1 139、1 227、1 399 cm－1和1 595 cm－1处出现拉曼

光谱特征峰。其中，His偶氮产物（—N＝N—）特征峰为

1 399 cm－1，不过该峰的拉曼光谱信号强度较低（图4A）。 

当3-ACID用作重氮组分与His偶氮偶联反应后在995、

1 190、1 384 cm－1和1 589 cm－1处出现拉曼光谱特

征峰。其中，H i s偶氮产物（—N＝N—）特征峰为

1 384 cm－1，其拉曼光谱信号强度不高，且特征峰不明显 

（图4B）。2-F-PATP用作重氮组分时，与His偶氮偶联反

应后在1 064、1 209、1 246、1 335、1 387、1 432 cm－1 

和1 586 cm－1处出现拉曼光谱特征峰，可以在1 387 cm－1 

和1 432 cm－1发现His偶氮产物（—N＝N—）特征峰，

且特征峰处的拉曼光谱信号比较显著（图4C）。根据偶

氮产物特征峰的拉曼光谱信号强弱以及拉曼指纹图谱形

状，最终选取2-F-PATP进行后续研究。

2.5 固相萃取时间对偶氮产物SERS信号的影响

从图5可以看出，固相萃取时间为5 min时，SERS信

号最强，有比较显著的效果，在萃取时间超过5 min后，

SERS信号随之减弱，得出固相萃取时间5 min为银枝晶基

底浸泡在His偶氮产物的溶液中萃取的适宜条件。
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图 5 不同固相萃取时间的His偶氮产物SERS光谱

Fig. 5 SERS spectra of the histidine azo products with different solid-

phase extraction time

2.6 Na2CO3质量浓度对偶氮产物SERS信号的影响

Na2CO3作用是调节重氮盐溶液酸碱度，其含量对反

应有一定影响。图6显示：在5 种不同Na2CO3质量浓度

下，都会产生偶氮产物（—N＝N—）的特征峰。根据 

图6选取特征峰（1 387 cm－1和1 432 cm－1）的拉曼光强度

变化，发现当Na2CO3质量浓度为6 g/100 mL时，SERS信

号增强效果最好，因此选取此质量浓度作进一步研究。
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图 6 不同质量浓度Na2CO3对His偶氮产物影响的SERS光谱

Fig. 6 SERS spectra of the effects of different concentrations of 

Na2CO3 on histidine azo products

2.7 2-F-PATP浓度对偶氮产物SERS信号的影响

图7显示：在2-F-PATP浓度为0.25×10－3、0.5× 

10－3 mol/L和4×10－3 mol/L时，均未发现明显的偶氮

产物（—N＝N—）的特征峰信号；在2-F-PATP浓度

为0.5×10－3、1×10－3 mol/L下，都产生了偶氮产物 

（—N＝N—）的特征峰信号。其中2-F-PATP浓度为

1×10－3 mol/L时SERS信号增强效果更显著。
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图 7 不同浓度2-F-PATP与His偶氮产物的SERS光谱

Fig. 7 SERS spectra of the histidine azo products adding 2-fluoro-4-

mercaptoaniline with different concentrations

2.8 His含量定量分析

用浓度为1×10－3 mol/L的2-F-PATP作为重氮组分

与不同浓度（10－21～10－13 mol/L）的His进行偶氮偶联

反应，反应中固相萃取时间5 min、Na2CO3质量浓度

6 g/100 mL。由图8A可以看出，5 个浓度都可以检测出

偶氮产物（—N＝N—）特征峰为1 387 cm－1和1 432 cm－1 

的SERS信号，并且随着His浓度增加偶氮产物（—N＝

N—）特征峰的SERS信号也有明显增加趋势；图8B和

C分别是以His浓度结合特征峰1 387 cm－1和1 432 cm－1 

处拉曼光谱强度制作的标准曲线，可以看出特征峰

1 387 cm－1和1 432 cm－1处拉曼光谱强度与His溶液浓度线

性相关性良好。线性拟合方程分别为y=173 266.385 5＋

7 893.889 5x和y=178 462.959＋8 115.819x，相关系数R2分

别为0.975 61和0.968 84，均大于0.95，结果说明银枝晶作

为SERS基底灵敏度较高，将偶氮偶联反应和SERS结合

的方法较可靠，可以用来对微量氨基酸进行定量分析。
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图 8 不同浓度His反应得到的偶氮产物SERS光谱（A）及 

1 387 cm－1（B）和1 432 cm－1（C）处特征峰的标准曲线

Fig. 8 SERS spectra of the azo product with different histidine 

concentrations (A), standard curve of the characteristic peak at  

1 387 cm-1 (B) and 1 432 cm-1 (C)

2.9 实际样品中的应用

使用偶氮偶联反应对含有His残基的不同浓度的牛

血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）、人血清

白蛋白（human serum albumin，HSA）、α-乳白蛋白

（α-lactalbumin，α-LA）和苹果汁进行拉曼检测。从 

图9A～C可以看出，直接检测蛋白并未检测到偶氮产物

的特征峰；但在1 mg/L和0.1 mg/L的BSA、HAS和α-LA与

2-F-PATP偶氮偶联反应后，都可以检测出偶氮产物的特

征峰并且SERS信号显著。GB 5009.124—2016《食品中

氨基酸的测定》中液体样品的His检出限为2.4 mg/L[35]。

红富士苹果的蛋白质含量约为3 g/kg[36]，制成的苹果汁稀

释105 倍后蛋白质质量浓度约为0.015 mg/L，而果汁中His

含量远低于该国家标准规定的His检测限。图9D显示，红

富士苹果汁没有明显的拉曼光谱，而其稀释105 倍后与重

氮组分2-F-PATP进行偶联偶联反应仍可以得到显著的His

偶氮产物SERS信号。以上研究表明本衍生化方法可以应

用到含His的实际样品的检测并且灵敏度较高。
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图 9 BSA（A）、HSA（B）和α-LA（C）两种质量浓度蛋白偶氮偶

联反应后SERS光谱及苹果汁稀释前后偶氮偶联反应后的偶氮产物和直

接在基底上检测苹果汁的SERS光谱（D）

Fig. 9 SERS spectra of azo products after azo-coupling reactions of 

two proteins with different concentrations of BSA (A), HSA (B) and  

α-LA (C); SERS spectra of azo products after azo-coupling reaction 

before and after dilution of apple juice and SERS spectra of apple juice 

directly on the substrate (D)

3 结 论

建立了SERS与偶氮偶联反应结合快速灵敏检测His

的方法。发现在2-F-PATP浓度为1×10－3 mol/L、Na2CO3

质量浓度为6 g/100 mL，并且固相萃取5 min后即可检测
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到His偶氮产物明显的拉曼光谱指纹图谱，且特征峰拉曼

光谱强度较高。本方法检测His的检出限为10－21 mol/L。 

根据特征峰（1 397 cm－1和1 432 cm－1）对His进行定量

分析，His浓度与特征峰拉曼光谱强度呈现出良好的线性

关系，R2分别为0.975 61和0.968 84，均大于0.95，具有

良好的线性关系。使用本方法可对含有His残基的BSA、

HSA、α-LA和苹果汁这些实际样品进行检测。该方法灵

敏度较高、操作简便、检出限较低，在实际样品检测中

具有良好的应用前景。
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