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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立基于整体柱的表面增强拉曼光谱（surface enhanced Raman spectroscopy ，SERS）法快速检测非法染
色的青黛 。方法 　采用混合溶剂乙醇唱水（１ ∶ １ ，V ／V ）对染色青黛中的染料进行提取 ，利用整体柱中网状孔隙有助于银纳米颗

粒在空间上耦合的特性 ，将样品溶液和银胶溶液混匀后滴加于整体柱上进行 SERS光谱采集 。结果 　此法可得到青黛中染色

掺伪量低至 ５００ μg／kg的孔雀石绿 SERS信号 。结论 　该方法具有快速 、简便 、专属性强等优点 ，可运用于中药材青黛非法染

色的快速检测 。
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Detection of malachite green in natural indigo by surface enhanced Raman spec唱
troscopy based on monolithic column
ZHENG Binxing１ ，LV Diya２ ，FANG Fang２ ，LIU Yanhua１ ，LI Dan３ ，LU Feng２ ，XU Jiyang１ （１ ．School of Life Science and
Technology ，China Pharmaceutical University ，Nanjing ２１０００９ ，China ；２ ．School of Pharmacy ，the Second Military Medical
University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；３ ． School of Pharmacy ， Fujian University of T raditional Chinese Medicine ， Fuzhou
３５０１０８ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a rapid SERS detection method based on monolithic column for detection of dye adul 唱
terated natural indigo ．Methods 　 The dyes in natural indigo were extracted and mixed with silver colloid ．The spectra were re唱
corded af ter applying the mixture solution to the monolithic column since the intertwined pores in monolithic column could con 唱

tribute for the distribution of silver nanoparticles ．Results 　 SERS signals of malachite green dyed natural indigo at quantity as
low as ５００ μg／kg could be obtained ．Conclusion 　 This simple ，fast and specific SERS detection method based on monolithic col唱
umn could be used for rapid detection of stained natural indigo ．

　 　 ［Key words］ 　 surface enhanced Raman spectroscopy （SERS） ；monolithic column ；adulteration ；natural indigo ；malachite
green

　 　在中药市场中 ，受利益驱使 ，掺伪造假现象屡禁

不止［１］
，包括以次充好 、以伪充真 、染色掺伪等 ，其中

染色掺伪尤为严重 。 青黛是一种廉价易得的中药

材 ，为爵床科植物马蓝 、蓼科植物蓼蓝或十字花科植

物菘蓝的叶或茎叶经加工制得的干燥粉末或团块 ，

具有清热解毒 、凉血消斑 、泻火定惊等功效 。孔雀石

绿染色青黛时有报道［２］
。孔雀石绿有毒 ，可致癌 ，食

用孔雀石绿染色青黛不仅无预期疗效 ，反而会加重

病情 ，因而急需快速有效的鉴别手段 。

　 　中药染色掺伪常用鉴别方法有经验鉴别和一般

理化方法 、色谱法与光谱法等 ［３］
。 薄层色谱法

（TLC）具有分离与鉴定的双重功能 ，且操作简单成

本低 ，但影响因素较多 ，常用于定性初筛 ；高效液相

色谱法（HPLC）分离性能强 ，可与不同检测器联用 ，

具有较好的定性与定量功能 ，但操作烦琐 、仪器复

杂 ，不适于快速检测 ；表面增强拉曼光谱法（SERS）
是一种高灵敏 、高专属的新型谱学技术 ，对样品预处

理要求低 ，已广泛应用于色素 、农药残留与污水中污

染物等的检测研究［４唱７］
。近年来提出了基于整体柱

的 SERS检测方法［８］
，对样品进行富集后检测 ，可检

测浓度低至 １０
－ １８ mol／L 的罗丹明（R６G ） ，表明此

法具有高灵敏性和广阔的应用前景 。

　 　笔者采用多孔有机整体柱 ，结合具有较好增强
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效果的银胶溶液 ，并优化 SERS 检测条件以期建立
非法染色青黛的快速有效的检测方法 ，从而有利于

中药市场的监管 ，保障消费者用药安全 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　 仪器 　 BWS４１５唱７８５H 便携式拉曼光谱仪
（B&W Tek ，USA） ；TG１６唱WS高速离心机（上海卢

湘仪离心机有限公司） ；XW唱８０A 型漩涡混合器（上

海精科实业有限公司） ；KQ唱２５０DB型数控超声清洗
器（昆山市超声仪器有限公司） ；扫描电镜 （Zeiss
EVO MA唱１０） 。
1 ．2 　材料 　 孔雀石绿 、硝酸银 、柠檬酸三钠 、青黛

（均为分析纯 ，上海国药化学试剂有限公司） ；甲基丙

烯酸缩水甘油酯 （GMA ） 、乙二醇二甲基丙烯酸酯

（EDMA） 、过氧化苯甲酰（BPO ） 、环己醇 、正十二醇

（均为分析纯 ，阿拉丁试剂公司） ；实验用水为超

纯水 。

2 　方法

2 ．1 　整体柱的合成 　据文献［９］报道的 GMA唱ED唱
MA 整体柱合成方法制作整体柱 ：称取 GMA （单

体）１ ．２８ g 、EDMA （交联剂）１ ．９２ g 、BPO （引发剂）

０ ．０３２ g 、十二醇（致孔剂）０ ．７６８ g 和环己醇（致孔

剂）４ ．０３２ g ，超声使其充分混匀与除气 ，倒入长为

１０ cm 、直径为 ０ ．５ cm的塑料管状模具中 ，密封后置

６０ ℃水浴中 １２ h ；将模具剖开 ，取出整体柱置乙醇

中过夜 ，室温干燥 ，将所得整体柱切成小圆柱 ，打磨

平整后备用 。

2 ．2 　 银胶溶液的制备 　 称取 ４５ mg 硝酸银置
５００ ml三颈圆底烧瓶中 ，加入 ２５０ ml 去离子水溶
解 ，加热至沸腾 ，不断搅拌的情况下逐滴加入 ５ ml
１％ 的柠檬酸钠溶液 ，沸腾状态下继续搅拌 ５０ min ，

自然冷却 ，即得灰绿色银胶溶液［１０］
，取制得的银胶

溶液 １ ml离心浓缩至所需浓度后备用 。

2 ．3 　样品溶液的配制
2 ．3 ．1 　孔雀石绿对照溶液 　 精密称取孔雀石绿适

量 ，加入乙醇溶解 ，制备成 １０
－ ３ mol／L 的溶液 ，逐级

稀释制备所需浓度溶液 。

2 ．3 ．2 　染色青黛制备与染料提取 　称取 ０ ．０５ g 青
黛 ，加入上述孔雀石绿对照溶液涡旋混匀后烘干 ；向

上述染色后的青黛加入混合溶剂乙醇唱水（１ ∶ １ ，V ／

V ）２００ μl ，涡旋 ３０ s后静置 ，待其分层 ，取 １００ μl上
清液备用 。

2 ．4 　拉曼光谱法检测 　 取 １００ μl 的样品溶液 ，加

入 １０ μl 银 胶 溶 液 和 １０ μl 氯 化 钠 溶 液

（８０ mmol／L）涡旋混匀 ，滴加于整体柱表面 ，多余的

液体将随着整体柱孔隙流出 ，将激光光斑聚焦于整

体柱表面采集 SERS信号 。

3 　结果与讨论

3 ．1 　整体柱的表征 　 采用扫描电镜（SEM ）对所得

整体柱进行表征 ，结果如图 １ ，可以看出整体柱材料

具有丰富的相互交织的孔隙 ，呈三维结构 ，可使固定

在整体柱材料上的纳米颗粒在空间位置上有更好的

耦合作用 ，从而产生较好的 SERS增强效果 ，利于待

测物质的检测 。

图 1 　 GMA唱EDMA整体柱扫描电镜图

3 ．2 　银胶溶液浓度的选择 　 SERS 增强效应与银
纳米粒的浓度有关［１１］

，为使整体柱／银胶体系有较

好的 SERS增强效果 ，考察相同体积不同浓度银胶

溶液的增强效果 。如图 ２ ，曲线 a 为整体柱的常规
拉曼图谱 ；曲线 b为空白银胶溶液在整体柱上的拉
曼图谱 ，用超纯水代替孔雀石绿溶液与银胶溶液混

合后 ，滴加于整体柱进行光谱采集 ；曲线 c ～ g 分别
为采用 １ ～ ５倍浓缩银胶溶液所获得的 SERS 图谱 。

根据图 ２中标出的 ４２３ 、４４１ 、１ １７３ 、１ ６１８ cm － １的特

征峰 ，可知随着银胶溶液浓缩倍数不断增大 ，SERS
信号不断增强 ，随后出现下降趋势 。银胶溶液浓度

的适当增加有助于银纳米粒子在整体柱上有效耦合

从而达到良好的增强效果 ，但银胶溶液浓度过高将

导致附着于整体柱上的银纳米粒子过度聚集 ，SERS
信号反而降低 。实验中发现采用 ４倍浓缩银胶溶液

时增强效果较佳 。

3 ．3 　最佳富集量的确定 　 银胶溶液与样品溶液混

合后 ，孔雀石绿分子会吸附于银纳米粒表面 ，滴加于

整体柱表面富集时 ，吸附有孔雀石绿的银纳米粒滞

留在整体柱表面 ，多余的液体将从其内部孔隙流出 。

理论上 ，富集量（V ）越大 ，滞留于整体柱表面的孔雀

石绿分子越多 ，所得 SERS 信号越强 。实验中对比

了 V ＝ ４０ 、６０ 、１００ 、１５０ 、２００ μl时所得的增强效果 ，
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图 2 　不同浓度银胶溶液所得 SERS图谱
a ．GMA唱EDMA 整体柱材料 ；b ．空白银

胶溶液 ；c ～ g ．１ ～ ５ 倍浓缩胶

如图 ３ ，整体柱／银胶体系中 ，当 V ＜ １００ μl时 ，随着

富集量的增大 ，SERS 信号增强 ，符合预期情况 ；当

V ＞ １００ μl时 ，孔雀石绿 ４２３ 、４４１ 、１ １７３ 、１ ３９７ 、

１ ６１８ cm － １的特征峰反而减弱 ，可能由于随着富集

量的增大 ，滞留在整体柱表面的银纳米颗粒的聚集

状态发生改变 ；且由图 ４ 可知 ，当 V ＞ １００ μl 时 ，所

得 SERS 信号的稳定性较弱 。实验结果表明 ，V ＝

１００ μl时整体柱／银胶体系的 SERS增强效果最佳 。

3 ．4 　整体柱／银胶体系孔雀石绿的检测 　采用上述

图 3 　不同富集量所得 SERS图谱
a ．GMA唱EDMA 整体柱材料 ；b ．V ＝ ４０ μl ；c ．V ＝ ６０ μl ；

d ．V ＝ １００ μl ；e ．V ＝ １５０ μl ；f ．V ＝ ２００ μl

图4 　孔雀石绿 441 cm － 1特征峰强与富集量的关系

孔雀石绿在整体柱／银胶体系中优化的最佳检测条

件 ，笔者对孔雀石绿的检测限进行了考察 。得到系

列浓度孔雀石绿在整体柱／银胶体系中的 SERS 图
谱 ，由图 ５ 可知 ，当孔雀石绿的浓度 （C）降至
１０

－ １０mol／L时仍能观察到其特征峰 ，在１ ０１０ cm － １

处有时会出现整体柱自身增强峰 ，但并不影响孔雀

石绿的检测 。由 ４２３ 、４４１ 、１ １７３ 、１ ３９７ 、１ ６１８ cm － １

特征峰可知在 １０
－ ７

～ １０
－ １０ mol／L 浓度范围内 ，随

孔雀石绿浓度的降低其 SERS信号呈减弱趋势 。

图5 　基于整体柱的不同浓度孔雀石绿的 SERS图谱
a ．GMA唱EDMA 整体柱材料 ；b ．空白银胶溶液 ；

c ．C ＝ １０ － １０ mol／L ；d ．C ＝ １０ － ９ mol／L ；

e ．C ＝ １０ － ８ mol／L ；f ．C ＝ １０ － ７ mol／L

3 ．5 　染色青黛的鉴别 　 将实验室自行制备的染色

青黛按“２ ．４”项的方法进行测定 ，结果如图 ６ 所示 ，

曲线 a为未染色青黛结合上述方法测定的 SERS 信
号 ，作为空白信号 ，未观察到孔雀石绿的特征峰 ，而

在 ６９３和 ７３３ cm － １处出现青黛基质的未知信号峰 ，

但并不干扰孔雀石绿的测定 ；曲线 b ～ e为不同染色
掺伪量（m）所得的 SERS 图谱 ，由图看出可检测低

至 ５００ μg／kg孔雀石绿染色掺伪的青黛 ，远低于实

际染色掺伪量 １ g／kg ，表明此方法结合简单的前处

理能快速地检测青黛中的孔雀石绿 。同时 ，SERS
谱图中的信息对应其分子结构 ，可对被测样品分子

进行定性 ，通过建立相应的染料图谱库 ，即可对染色

掺伪中药材进行快速鉴别 。

4 　结论

　 　 笔者制备了多孔有机整体柱 ，并采用 SEM 对
制得的整体柱进行表征 ，整体柱内部具有交织的孔

隙 ，为空间网状结构 ，可作为金 、银纳米粒良好的承

载基底 。通过优化银胶溶液浓度和富集量 ，可获得

浓度低至１０
－ １０ mol／L的孔雀石绿 SERS 信号 ；对

（下转第 ４５９页）
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到正常水平的患者继续观察治疗 。治疗期间治疗组

未发生药品不良反应 ，安全性好 ，与文献报道相

符［１３唱１５］
。综上 ，腺苷蛋氨酸治疗慢性乙型肝炎伴胆

红素升高的疗效与安全性良好 ，值得临床推广使用 。
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图 6 　不同孔雀石绿掺伪量所得 SERS图谱
a ．未染色青黛 ；b ．m ＝ ５００ μg ／kg ；c ．m ＝ ２ ．５ mg ／kg ；

d ．m ＝ ５ ．０ mg ／kg ；e ．m ＝ ２０ mg ／kg

模拟样品检测时 ，可得到低至 ５００ μg／kg 的孔雀石
绿信号 ，满足真实样品检测的需求 。本研究建立的

方法具有快速 、简单 、检测成本低 、专属性强等优点 ，

在非法染色中药材检测中具有较好的应用前景 。
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