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基于检测概率模型的表面增强拉曼光谱法快速筛查果蔬中多菌灵残留

陈念念 1，古淑青 1，任硕 1，赵超敏 1，邓晓军 1，赵志慧 2
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摘 要：目的 建立一种水果蔬菜中多菌灵残留的表面增强拉曼光谱（SERS）快速筛查方法。方法 样品经乙醇

提取、二氯甲烷净化、氮吹浓缩和乙醇溶液复溶四步获取待测液，通过单因素实验，优化金纳米粒子、提取液、萃取

试剂及促凝剂的加入量，确定拉曼光谱仪的仪器测试条件。结果 多菌灵的拉曼特征位移为 630±5 cm-1、728±5 cm-1、

1 002±5 cm-1、1 224±5 cm-1、1 264±5 cm-1、1 316±5 cm-1，根据其拉曼光谱特征峰及其强度，对多菌灵进行定性快速测

定。结合检出概率模型（POD），确定出多菌灵在苹果、柑橘等水果中的检出限为 0. 5 mg/kg，在辣椒等蔬菜中的检出

限为 1. 0 mg/kg。结论 本方法操作简单、快速准确，从样品前处理到结果显示仅需 40 min，结合使用 POD 模型，验

证了该方法的有效性，可应用于水果蔬菜中多菌灵的现场快速检测。
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Rapid screening of carbendazim residues in fruits and vegetables using surface enhanced Raman
spectroscopy based on the model of probability of detection
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Abstract：Objective To develop a detection method for rapid screening of carbendazim residues in fruits and
vegetables using surface enhanced Raman spectroscopy（SERS）based on the model of probability of detection. Methods
The test solution was obtained after ethanol extraction，purification using dichloromethane，nitrogen blowing concentration
and ethanol re-dissolution. The parameters including the addition amount of gold nanoparticles，extraction solution，
extraction reagent and coagulant were optimized by single factor experiment，and the instrument test conditions of Raman
spectrometer were determined. Results The displacement of carbendazim was 630±5 cm-1，728±5 cm-1，1，002±5 cm-1，

1，224±5 cm-1，1，264±5 cm-1 and 1，316±5 cm-1. According to its Raman spectrum characteristic peak and its intensity，
carbendazim was determined qualitatively and rapidly. With the probability of detection（POD），the detection limit of
carbendazim in apple，citrus and other fruits was 0. 5 mg/kg，and that in pepper and other vegetables was 1. 0 mg/kg.
Conclusion This method is simple，fast and accurate. It takes only 40 min from sample pretreatment to the results.
Combined with POD model，the effectiveness of the method is verified. And the method can be used for field rapid
detection of carbendazim residues in fruits and vegetables.
Key words：Carbendazim；screening；surface enhanced Raman spectroscopy technology；probability of detection；
field rapid detection

多菌灵，是一种内吸性杀菌剂，低毒，可有效防

治由真菌引起的多种作物病害，具有高效、广谱、持

效期长等特点，广泛用于果蔬病害防治领域中［1］。

过量与不合理的施用会造成多菌灵在果蔬上积累。

这些残留对人体具有毒害作用，经口食用中毒会出

现头昏、恶心、呕吐等症状［2］，因此，许多国家对食品

中多菌灵的用量有严格规定，例如多菌灵在美国是

禁用的，但在中国及欧盟等多个国家（地区）均允许

使用。在我国，多菌灵在水果、蔬菜中的残留限量

是 0. 02~5 mg/kg［3］，欧盟的限量为 0. 2~0. 7 mg/kg，
要求相对较高。
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目前水果蔬菜中多菌灵的检测方法已非常成

熟 ，常规的多菌灵检测方法有高效液相色谱法

（High performance liquid chromatography，HPLC）［4］、

液相色谱 -串联质谱法（Liquid chromatography-mass
spectrometry，LC-MS）［5］等。这些方法虽然准确性

高，但存在样品前处理复杂、试剂消耗大、检测速度

慢、大型仪器昂贵等缺点。为了满足口岸现场监管

的需求，快检方法就是针对这些缺点提出的新的解

决思路。

表 面 增 强 拉 曼 光 谱（Surface-enhanced Raman
spectroscopy，SERS）［6］是近年来新型流行的快速检

测方法，它利用金属表面所具有的光学增强效应，

使吸附在金属材料表面上的拉曼信号显著增强，得

到分子振动信息，从而实现对低浓度物质的高灵敏

结构检测。该技术具有物质信息丰富、操作简便、

快速有效、可无损分析等优点。在口岸现场快速筛

查和常规监测方面，结合手持式、便捷式拉曼光谱

仪，能做到现场即到即检，无需样品实验室送检，从

而大幅减少抽样量，缩短实验室检测和通关时间，

让商家、海关监管和消费者多方收益。因此，为了

满足日益增多的现场快速检测需求，表面增强拉曼

光谱技术具有重大的现实意义。目前多菌灵的快

速检测方法集中在胶体金快速检测试纸条［7］、可视

化微阵列芯片［8］以及基于多孔材料的纳米检测棒［9］

等技术路线上，尚未查询到基于检出概率模型的

SERS 方法应用于果蔬中多菌灵的快速检测。

本文采取了一种操作简便又快速有效的 SERS
前处理方法，通过乙醇提取、二氯甲烷净化、氮吹浓

缩和乙醇溶液复溶等四步获取待测液，并通过单因

素实验，优化了金纳米粒子、萃取试剂及促凝剂的

加入量，确定仪器测试条件。根据 SERS 特征峰及

其强度，对多菌灵进行快速定性。同时，创新性地

采用检出概率模型（Probability of detection，POD）［10］

来验证该方法的有效性。本方法通过 POD 模型，确

定了苹果、柑橘等水果中 0. 5 mg/kg 和辣椒等蔬菜

中 1. 0 mg/kg 的检出限。该方法操作简单、快速准

确，耗时 40 min 以内，可用于口岸、市场监管等领域

的初筛检测，为快速通关节约了时间，提供了便利。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

便携式拉曼光谱仪（SEED 3000，上海如海光电

科技有限公司）；紫外-可见分光光度计（UV-2600，日
本岛津公司）；透射电子显微镜（JEM-1400，日本电子

株式会社）；离心机（5810R，德国 Eppendorf公司）；涡

旋 混 合 器 （VORTEX-GENIE2，美 国 Scientific

Industries 公 司）；超 声 震 荡 器（Elmasonic P，德 国

Elma 公司）；全自动氮吹仪（Rotavapor R-215，美国

Caliper 公司）；纯水仪（美国 Millipore）。

多菌灵（标准品，CAS号：10605-21-7，纯度≥99%，

Dr. Ehrenstorfer）；金纳米粒子购自上海安谱实验科技

股份有限公司；氯化钠、无水乙醇、二氯甲烷、氯金酸、

柠檬酸三钠均为分析纯，购自国药集团化学试剂有限

公司（上海）。水果、蔬菜等样品采购于当地超市。

1. 2 方法

1. 2. 1 标准溶液配制

多菌灵标准溶液的配制：称取约 10 mg（精确至

0. 000 1 g）标准品于 10 mL 容量瓶中，无水乙醇溶

解，定容至刻度线，摇匀，配制成浓度为 1 000 μg/mL
的标准储备液。

1. 2. 2 金纳米粒子合成

金纳米粒子的合成参考 Frens 法［11］，以柠檬酸

钠作为还原剂，加热还原氯金酸，制备好的金纳米

粒子呈紫红色，装入棕色试剂瓶中，0~4 ℃冷藏保

存，待用。

1. 2. 3 样品前处理

称取 2. 0 g 试样，于 15 mL 具塞离心管中，加入

5 mL 5% 乙醇溶液，混匀，于超声仪中超声 3 min，在
4 000 r/min 下离心 5 min，取上清液 2 mL 于 5 mL
离心管中，待净化。

在提取液中加入 2 mL 二氯甲烷，涡旋振荡混

匀 30 s，取下层溶液 1 mL 于洁净玻璃瓶中，使用氮

吹仪下吹干，准确加入 0. 6 mL 20% 乙醇溶液，振荡

摇匀，静置后取适量上层清液于玻璃衬管中待测。

阳性样品的制备：即将标准储备液稀释成相应

浓度，加入待测样品，制成相应阳性样品。

1. 2. 4 拉曼光谱分析

在玻璃衬管瓶中依次加入 400 μL 金纳米粒子，

50 μL 促凝剂，50 μL 待测液，快速摇晃均匀，立即进

行检测。设置仪器参数为：中心波长 785 nm，激光功

率 500 mW，数据采集时间 3 s，平均次数 2 次。运行

分析软件，获取待测样品拉曼光谱图。

1. 2. 5 定性 POD模型建立

POD 定义为“在给定的分析物水平或浓度下，

给定矩阵的定性方法的阳性结果比例”［12-13］。以此

建立的 POD 模型用于评价拉曼定性方法。因此，用

一个 POD 模型可以直观展示“灵敏度”、“特异性”、

“假阳性”、“假阴性”这些性能指标的随浓度变化情

况，如图 1 所示。

采用 POD 模型验证时，具体实验操作过程为：

首先，选择典型的样品基质；其次，设计浓度梯度，

包括基质空白、检出限（Limit of detection，LOD）、1/2
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法规限量、法规限量等至少 4 个浓度梯度，各浓度梯

度样品不少于 50 例，确定好检出概率后制作 POD
图，即可得到可视化的多性能指标图形。

2 结果

2. 1 增强基底的表征

SERS 的增强基底是增强拉曼信号的关键，可

以使拉曼信号增强 1×104～1×107倍［6］。本实验中采

用 SERS 基底是金纳米粒子，该溶胶外观呈现酒红

色，澄清透明。紫外 -可见吸收光谱测试结果显示，

该金纳米粒子的最大吸收峰为 538 nm，如图 2a
所示。

透射电镜对金纳米粒子的形貌结构进行表征，

如图 2b 所示，该金纳米粒子外貌形态基本一致，粒

径分布具有良好的均一性，无团聚现象，分散性较

好。经统计分析，该金纳米粒子尺寸分布在 55~
60 nm 之间，为椭球状，表面具有一定粗糙度，具有

较强表面等离子体共振（Surface plasmon resonance，
SPR）效应，可有效增加待测分子的拉曼信号，适合

作为 SERS 基底。

2. 2 测试条件优化

2. 2. 1 增强粒子用量

为了获得多菌灵测试时的金纳米粒子最佳用

量，实验中对其添加量进行了研究，如图 3 所示。

结果表明，添加量为 5 mg/kg 的多菌灵阳性苹果样

品里，金纳米粒子加入量在 100~400 μL 范围内，随

着金纳米粒子用量的增加，多菌灵的 SERS 响应越

强（图 3a）；当金纳米溶胶添加量为 400~500 μL 时，

SERS 响 应 差 别 不 大 ，但 当 金 纳 米 粒 子 添 加 量 >
500 μL 时，SERS 强度反而有降低，这可能是由于金

纳米粒子添加量过多，待测样液被稀释，多菌灵的

SERS 信号随之下降，因此确定金纳米粒子的添加

量为 400 μL。
2. 2. 2 促凝剂的优化

加入无机盐粒子，特别是氯离子能促进纳米粒

子的聚集，有效增强多菌灵的拉曼信号，因此，在确

定金纳米粒子体积为 400 μL，复溶液为 50 μL 的前

提下，在玻璃衬管中分别加入 10、20、50、70、100 μL，
考察促凝剂（1 mol/L 氯化钠溶液）的体积对拉曼信

号的影响，结果如图 4 所示。结果表明，在 10~40 μL
范围内，随着氯离子体积增大，拉曼信号强度显著提

升，而在 50~100 μL 范围内，随着氯离子的增强，

SERS 强度变化不显著，因此选择 50 μL 作为检测时

的促凝剂体积。

2. 2. 3 拉曼测试条件的参数确认及优化

实验研究中发现，在确定激光功率为 785 nm
的前提下，积分时间的大小影响拉曼信号强度。故

实验中对积分时间的设置进行了优化，如图 5a 所

示，结果表明，在添加量为 5 mg/kg 的多菌灵阳性苹

果样品里，在 0~3 000 ms 范围内，随着积分的增加，

多菌灵的拉曼信号响应越强；但当积分时间 4 000~
5 000 ms 范围时，随着积分时间的增大，多菌灵的拉

曼信号响应随之降低，甚至在积分时间 5 000 ms
时，拉曼信号峰消失（图 5b），这可能是由于激光曝

图 1 POD模型涉及的术语

Figure 1 Terms involved in POD model

图 2 金纳米粒子紫外-可见吸收光谱图（a）及金纳米粒子透射电镜图（b）
Figure 2 UV-Vis absorption spectra of Au nanoparticles (a) and transmission electron micrograph of Au nanoparticles (b)
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光时间过长，聚焦激光会导致很高的热积累，破坏

SERS 基底的纳米粒子结构，从而导致 SERS 基底增

强效应的减弱甚至消失，因此，实验中确定积分时

间为 3 000 ms。
2. 3 快速检测前处理条件优化

2. 3. 1 提取剂的选择及浓度优化

水果、蔬菜样品类别多，基质复杂，提取试剂的

选择是影响检测结果的重要因素。本实验分析对

象是多菌灵，分子结构由苯并咪唑、氨基和甲酸甲

酯组成，其中含有 C―H、C==C、C―N、C―C―C、N
―H、C==O 等多个官能团，难溶于水，易溶于丙酮、

甲醇、乙醇等有机试剂。实验中分别以 5% 丙酮、

5% 乙腈、5% 甲醇、5% 乙醇的水溶液作为提取试剂

对苹果中多菌灵进行提取，结果如图 6 所示。结果

表明，丙酮、乙腈、甲醇、乙醇的水溶液均可以作为

其提取试剂，其中 5% 乙醇和 5% 甲醇的水溶液提

图 4 拉曼信号强度随无机盐离子体积变化趋势图（a）及不同体积的无机盐离子对应的拉曼光谱图（b）
Figure 4 SERS intensity of carbendazim on different volume of inorganic salt ions (a) and SERS spectra of carbendazim on different

volumes of inorganic salt ions (b)

图 3 拉曼信号强度随 Au纳米粒子添加量变化趋势图（a）及不同 Au纳米粒子添加量对应的拉曼谱图（b）
Figure 3 SERS intensity of carbendazim on different amount of Au nanoparticles (a) and SERS spectra of carbendazim on different

amount of Au nanoparticles (b)

图 5 拉曼信号强度随积分时间变化趋势图（a）及不同积分时间对应的拉曼光谱谱图（b）
Figure 5 SERS intensity of carbendazim on different integration time (a) and SERS spectra of carbendazim on different

integration time (b)
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取效果最好，其次为 5% 丙酮水溶液；而且相较于丙

酮、甲醇和乙腈，乙醇更加绿色环保，对环境的危害

较小，因此选用 5% 乙醇水溶液作为提取试剂。

图 7 研究了有机相浓度对多菌灵提取的影响，

当乙醇浓度为 1%~5% 时，多菌灵 SERS 信号响应

值呈上升趋势，当乙醇浓度≥5%~20% 时，最终测试

信号与 5% 浓度时差别不大，实验中选用 5% 的乙醇

水溶液进行提取。

2. 3. 2 反萃取试剂的选择

由于农药在水果蔬菜的残留允许量较低，为解

决部分农药在测试过程中信号较低的问题，需要在

样品上机前对提取液中目标物进行富集，因此选择

合适的反萃取试剂对农药富集至关重要。图 8 显

示了反萃取剂对多菌灵萃取的影响，其中乙酸乙酯

对多菌灵的反萃取效果最差，SERS 信号峰几乎不

见。石油醚作为反萃取剂时，多菌灵 SERS 信号略

微优于乙酸乙酯，隐约可见特征峰，但与二氯甲烷

相比，其 SERS 响应值明显较弱。因此，二氯甲烷作

为多菌灵反萃取剂具有最佳的实验效果。

2. 4 定性方法、检出限及 POD图

阳性样品与空白样品的峰型进行对照，得出分

析物的特征拉曼位移。如图 9 所示，对比多菌灵标

准品、添加 5 mg/kg 多菌灵的苹果基质和空白苹果

基质的拉曼信号，630、728、1 000、1 218、1 260 和

1 315 cm-1 六个拉曼位移峰在多菌灵标准品及加标

的苹果中均有显著的 SERS 响应强度，而在空白基

质中未检测到以上六种拉曼位移峰。由此可见，以

上六个拉曼特征峰是多菌灵中特有的“指纹”谱。

对这六处特征峰进行归属分析，630 cm-1归属于 C-C
的面内弯曲振动，728 cm-1 归属于苯环中 C-H 的面

外弯曲振动，1 000 cm-1 归属于 C-O 的拉伸振动，

1 218 cm-1 归属于 N-H 的面内弯曲振动，1 260 cm-1

归属于 C-H 的面内弯曲振动，1 315 cm-1归属于 C-N
的伸缩振动。

选择 2~6 个水果、蔬菜中典型基质，如苹果、柑

橘、番茄和辣椒等，识别不同基质中拉曼特征峰位

移（表 1）。

由图 10 可知，空白样品无任何可见的 SERS

图 7 提取剂浓度对苹果中多菌灵的 SERS强度影响

Figure 7 SERS intensity of carbendazim on different extractant
concentration

注：从上自下依次为 :多菌灵标准品 5 mg/kg；添加多菌灵 5 mg/kg的
苹果基质；苹果空白基质

图 9 苹果中多菌灵表 SERS谱图

Figure 9 SERS spectra of carbendazim in apple

图 8 反萃取剂对苹果中多菌灵测试的影响

Figure 8 SERS intensity of carbendazim on different back
extractant

图 6 不同提取试剂对苹果中多菌灵测试的 SERS光谱

Figure 6 SERS spectra of carbendazim on different extractant
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峰，当多菌灵加标量为 0. 05 mg/kg，仅隐约可见

728、1 316 cm-1，而其他峰趋近于无；当多菌灵加标

量为 0. 1 mg/kg 时，仅隐约可见 1 000、1 264 cm-1，

其他峰趋近于无；当多菌灵加标量为 0. 5 mg/kg，可
见 630、728、1 000、1 224、1 264、1 315 cm-1等所有的

特征峰。随着加标浓度的增加，即加标量从 1. 0 到

5. 0 mg/kg 范围内变化时，特征峰响应强度越来越

大，从特征峰响应强度的变化，可初步判定 LOD 为

0. 5 mg/kg。
利用 POD 模型对苹果中多菌灵的拉曼定性方

法进行检出限、灵敏度、特异性、假阳性率、假阴性

率等的评价。制备以上 7 种浓度的多菌灵阳性苹

果样品各 50 个，对其进行拉曼检测，统计定性结果

（表 2），制作 POD 图（图 11）。

如表 2所示，当添加浓度为 0 mg/kg时，检出 5个阳

性样品，POD=10%，假阳性率为 10%，则特异性为 90%；

当添加浓度为 0. 1 mg/kg时，POD=80%，灵敏度区间

为（0. 67，0. 89），区间范围<95%，不满足快检方法［14］

灵敏度≥95% 的要求；当添加浓度为 0. 5 mg/kg 时，

POD=96%，灵敏度区间为（0. 87，0. 99），区间满足快

检方法灵敏度≥95%，假阴性率≤5% 的要求，由此确

定该方法在水果中的 LOD 为 0. 5 mg/kg，同样，确

定了辣椒、番茄等蔬菜的 LOD 为 1. 0 mg/kg。
*(1) x=0时，

POD=0，
LCL=0，
UCL=3. 8415/（N+3. 8415）；

（2）x=N 时，

POD=1，
LCL=N/（N+3. 8415），

UCL=1；
（3）0<x<N 时，

POD=x/N，

表 2 苹果中多菌灵拉曼定性方法的灵敏度、特异性和

检出限计算

Table 2 Calculation of sensitivity, specificity and detection
limit of carbendazim in apple

浓度/(mg/kg)
0
0.05
0.1
0.5
1
2.5
5

x
5
6
40
48
50
50
50

N
50
50
50
50
50
50
50

P
0.1
0.12
0.8
0.96
1
1
1

LCL
0.04
0.06
0.67
0.87
0.93
0.93
0.93

UCL
0.21
0.24
0.89
0.99
1
1
1

代表参数

假阳性率（1-特异性）

灵敏度（1-假阴性率）

灵敏度（≤0.95）
灵敏度（≥0.95，
设为检出限）

灵敏度

灵敏度

灵敏度

注：x为检出阳性结果的阳性样品数；N为总样品数；P为检出概率；

LCL为 95%置信区间下限；UCL为 95%置信区间上限

注：从上至下，添加浓度依次是 5.0、2.5、1.0、0.5、0.1、0.05和 0 mg/kg
图 10 苹果中不同多菌灵含量的阳性样品的 SERS图谱

Figure 10 SERS spectra of different concentrations of
carbendazim in apples

注：a：苹果；b：辣椒

图 11 不同基质中多菌灵的 POD图

Figure 11 POD map of carbendazim in different substrates

表 1 标准品及不同样品基质中拉曼特征峰位移

Table 1 SERS shift in standard and different sample matrices
序号

1
2
3
4
5
6

标准品

特征峰/cm-1
628
727

1 003
1 220
1 256
1 313

样品基质特征峰/cm-1
苹果

630
728

1 000
1 218
1 260
1 315

柑橘

634
730

1 001
1 221
1 264
1 316

番茄

627
724

1 005
1 224
1 258
1 314

辣椒

635
729
999

1 226
1 261
1 316

偏移

范围

630±5
728±5
1 000±5
1 220±6
1 260±4
1 315±4

偏移率

/%
0.79
0.69
0.50
0.49
0.32
0.30
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LCL=
x + 1. 9207 - 1. 9600 x - x2

N
+ 0. 9604

N + 3. 8415 ，

UCL=
x + 1. 9207 + 1. 9600 x - x2

N
+ 0. 9604

N + 3. 8415 。

3 结论

本文开发了一种基于 SERS 技术快速检测水

果、蔬菜中多菌灵的方法。实验中选择金纳米粒子

作为增强基底，通过优化前处理实验和上机测试条

件，确定多菌灵的 6 个拉曼特征位移，从而实现定

性识别。同时，本实验中创新性地结合使用 POD 模

型，从检测概率角度对检出限、灵敏度、特异性等指

标进行验证，精准有效地证明了该方法的适用性。

综上，该方法具有操作简便、快速有效、耗时短、易

于推广等优点，非常适合在口岸食品安全监管中的

现场快速检测。
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