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仪器分析实验课程建设：表面增强拉曼光谱快速分析食用色素 
 
张卓旻*，黄韩冰，林亮秋，刘景松，李攻科* 
中山大学化学学院，广州 510006 

 
摘要：表面增强拉曼光谱(Surface-enhanced Raman spectroscopy，SERS)由于具有检测速度快、仪器便携性好、

灵敏度高及谱图指纹特征丰富等特点，近年来作为一种重要的仪器分析方法已逐步应用于食品安全分析。因此，我

们结合前期科研基础，科教融合，设计了“表面增强拉曼光谱快速分析食用色素”实验。学生通过增强基底制备、

SERS检测条件的优化、SERS快速分析方法的建立及应用等内容的训练，可充分学习SERS快速分析方法的实验技

能，并收获相关的前沿知识，培养实验创新能力。 
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Enhanced Raman Spectroscopy for Rapid Detection of Edible 
Pigments 
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Abstract:  Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), as an important instrumental analysis method, has been 

gradually applied to food safety analysis in recent years due to its advantages in fast detection speed, convenient 

instrument portability, high sensitivity and abundant fingerprint characteristics. Building on prior research foundations 

and integrating science with education, we designed an experiment titled “Surface-Enhanced Raman Spectroscopy 

(SERS) for Rapid Detection of Edible Pigment”. This experiment aims to provide students with hands-on training in the 

preparation of SERS substrates, optimization of SERS detection, and the development and application of SERS-based 

rapid analytical methods. By engaging in this experiment, students will not only acquire essential skills in SERS rapid 

detection but also gain in-depth knowledge of cutting-edge techniques and cultivate their abilities in experimental 

innovation. 
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仪器分析实验课程是许多高等学校化学类及其相关专业面向本科生开设的核心专业课程[1]。学

生通过该课程的学习，将从“常量”的经典化学分析方法学习向“痕量”的前沿仪器分析方法学习

过渡，并学习现代仪器分析方法的操作及使用[2,3]。因此，将相对成熟的分析化学前沿方法引入仪器
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分析实验课程，对所开设的实验内容进行定期更新，对培养学生全景化的分析化学视野及创新创造

能力，具有重要的意义。 

作为分子光谱典型代表技术之一的表面增强拉曼光谱(Surface-enhanced Raman spectroscopy，

SERS)，由于具有检测速度快、灵敏度高及谱图指纹特征丰富等特点[4,5]，近年来已逐渐应用于食品

安全快速分析体系中。快速分析方法作为现代分析化学的重要发展方向之一，我们课题组近年来发

展了一系列食品安全SERS快速分析技术[6–8]，有效提高了SERS快速分析的选择性、灵敏度及准确度。

因此，在前期研究的基础上，结合仪器分析实验课程的教学要求，将食品安全SERS快速分析引入到

本科实验教学体系中，科教融合，建设仪器分析实验课程，将为化学及其相关专业的创新型人才培

养提供助力。 

偶氮类食用色素是食品加工中广泛使用的一类人工合成色素，可用于增强食品的外观特征。由

于偶氮类色素具有芳香环结构和偶氮官能团，大量摄入此类色素对人体身体健康将产生潜在风险，

因此相关国家标准(如GB 2760–2014 [9]等)严格限定了其添加量，如柠檬黄(Lemon Yellow，LY)和赤

藓红(Erythrosine B，EB)在饮料类中的最大使用限量分别为0.1 g∙kg−1和0.05 g∙kg−1。发展食品中偶氮

类食用色素的快速分析方法，对食品安全监测具有重要意义。SERS技术灵敏度高，理论上能检测单

个分子，其检出限远低于LY和EB的限量，还具有操作简便、检测时间短等优点，因此适用于食用色

素的快速分析。目前，许多国家标准[10,11]采用分光光度法检测LY和EB，灵敏度不佳，且易受样品基

质的干扰。而SERS光谱谱图具有精细的指纹特征，灵敏度高，且能进行无损检测，保持样品的完整

性，因此非常适合于食用色素的快速分析。 

因此，我们设计了“表面增强拉曼光谱快速分析食用色素”的实验，实验内容涉及SERS基底的

制备、SERS检测条件的优化、SERS快速分析方法的建立及应用等，实验内容饱满、实验技能训练充

分、整体难易适中、实用性强，适合作为高等学校化学类及其相关专业仪器分析实验课程的选用实

验。 

 
1  实验目的 

(1) 了解拉曼光谱仪的工作原理、基本结构。 

(2) 了解常规贵金属增强基底的合成方法。 

(3) 掌握表面增强拉曼光谱分析法的原理及操作。 

 
2  实验部分 
2.1  实验原理 

拉曼光谱是一种分子振动光谱技术，主要利用光子的非弹性散射，也就是拉曼散射，来获取可

用于识别分子结构的指纹光谱。然而，自发的拉曼散射通常很微弱，这限制了拉曼光谱分析的应用

和发展。当分子靠近粗糙的金属纳米粒子(如金或银纳米粒子)时，由于金属的局域表面等离子体共

振导致的电磁增强和金属与分子之间的电荷转移引起的化学增强，分子的拉曼信号会被放大，产生

SERS现象。本实验通过化学还原法制备纳米金增强基底，并优化SERS检测条件，建立食用色素LY

及EB的SERS快速分析方法，并实际应用于有色饮料中痕量食用色素的快速分析。 

2.2  仪器 

爱丁堡一体化全自动显微共聚焦拉曼光谱仪RM5 (英国)；恒温油浴锅等。拉曼检测条件：波长

为633 nm的激光并设置激光功率为100%，光栅分辨率为900 gr∙mm−1，焦孔为2 mm，狭缝为50 µm，

曝光时间为1 s，积分时间为30 s。 

2.3  试剂 

三水合氯金酸(HAuCl4∙3H2O，48%–50% Au basis)、三水合柠檬酸三钠(Na3C6H5O7∙3H2O，98%)、

赤藓红B钠盐标准品(93%)、柠檬黄标准品(95%)。 
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2.4  实验步骤 

2.4.1  纳米金SERS增强基底的制备 

用分析天平称取1.00 g HAuCl4∙3H2O，使用超纯水(电阻率为18.2 MΩ∙cm)溶解，配制成质量浓度

为1.0%的HAuCl4溶液。移取1.0%的HAuCl4溶液1.0 mL稀释定容于100.0 mL容量瓶，然后转移到干净

的三颈圆底烧瓶中，在磁力搅拌器上加热并在800 r∙min−1的转速下搅拌，至初沸，采用移液枪一次性

快速加入质量浓度为1.0%的柠檬酸三钠溶液1.0 mL到烧瓶中。搅拌10 min后停止加热，此时可观察

到反应溶液变成透亮的酒红色。最后，以300 r∙min−1转速继续搅拌5 min，逐渐冷却至室温。将冷却

后的溶液转移至100.0 mL容量瓶中定容，备用。采用紫外-可见光度计在200–800 nm波长范围内对所

制备的纳米金进行扫描，确定粒径大小。 

2.4.2  定性分析 

用乙醇擦拭载玻片，待自然风干后，分别滴加浓度为100.0 mg∙L−1的LY和EB溶液到玻片上。将

承载着液滴的玻片进行烘干直至水分完全蒸发，用拉曼光谱仪采集LY和EB的拉曼光谱图，通过解析

所获得光谱的特征峰进行定性分析，并确定后续的定量特征峰。 

2.4.3  定量分析 

(1) SERS定量分析条件的优化。 

LY标准溶液的配制：分析天平准确称取0.1000 g LY标样，用少量超纯水溶解后定容于100.0 mL

容量瓶中，配制标准储备液；采用超纯水逐级稀释储备液，获得相应浓度的LY标准溶液。EB标准溶

液的配制：分析天平准确称取0.0100 g EB标样，用少量超纯水溶解后定容于100.0 mL容量瓶中，配

制标准储备液；采用超纯水逐级稀释储备液，获得相应浓度的EB标准溶液。 

基底的“热点”密度是影响信号增强的重要因素。为了获得理想的增强效果，实验首先优化了

样品溶液与SERS增强基底的体积比。对于LY，采用10.0 mg∙L−1 LY标准溶液与纳米金基底溶液混合

均匀后孵育15 min，得到LY标准溶液与纳米金基底体积比(V1 : V2)分别为2 : 1、4 : 3、1 : 1、2 : 3、1 : 

2、1 : 3的混合溶液。对于EB，类似地配制1.50 mg∙L−1 EB标准溶液与纳米金基底体积比(V1 : V2)分别

为2 : 1、1 : 1、1 : 2、1 : 3、1 : 4的混合溶液。移取10.0 µL上述混合溶液滴到硅片上，在60 °C下干燥

浓缩制成待测试样。用拉曼光谱仪检测时，需要先调整测试样与物镜之间的距离，缓慢向上移动样

品台直至在显微成像系统上可观察到清晰的图像，此时对焦成功。关闭成像光源后在暗场条件下开

始采集光谱，得到SERS特征峰的信号强度。在坐标纸上以样品溶液与纳米金基底体积比(V1 : V2)为

横坐标，相应的SERS特征峰强度为纵坐标，绘制曲线，确定样品溶液与SERS增强基底的最佳体积

比。 

其次，优化SERS积分时间。分别将10.0 mg∙L−1的LY溶液100 µL和1.50 mg∙L−1的EB溶液100 µL与

纳米金基底按照最佳体积比各自混合孵育后，分别移取10.0 µL孵育后的溶液滴到硅片上，在60 °C下

干燥浓缩制成待测试样。用拉曼光谱仪在不同的积分时间(LY：10、20、30、40、50和60 s；EB：1、

3、5、7、10和12 s)采集测试样的信号，得到SERS特征峰的信号强度。在坐标纸上以积分时间(s)为

横坐标，相应的SERS特征峰强度为纵坐标，绘制曲线，确定优化的积分时间。 

(2) SERS定量分析方法的建立。 

移取不同浓度的LY或EB标准溶液于微量离心管，并加入纳米金基底，摇匀后孵育15 min。分别

移取10.0 µL上述混合溶液滴加于硅片上，在60 °C下干燥浓缩制成待测试样。在优化的条件下，用拉

曼光谱仪测定待测试样，以定量特征峰强度为纵坐标，LY或EB标准溶液的浓度为横坐标，拟合标准

曲线，考查方法的精密度，获取方法检出限(Limit of detection，LOD)，建立SERS定量分析方法。 

2.4.4  实际样品分析 

在实际样品测试中，采用超声和过滤快速前处理方法去除样品中的CO2和糖类等基体成分，减

少基质效应对SERS分析结果的影响，有效提高分析选择性。用移液管移取25.0 mL饮料样品于50.0 

mL离心管中，超声40 min去除二氧化碳后，置于离心机中，以8000 r∙min−1转速离心8 min，取10.0 mL
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上清液用0.45 μm水系有机尼龙滤头过滤至试管中得到滤液。 

移取100.0 µL滤液与200.0 µL纳米金基底于1.5 mL微量离心管内混匀振荡5 min并孵育15 min，得

到待测溶液。移取10.0 µL待测溶液滴加于硅片上，在60 °C下干燥制成待测试样。用拉曼光谱仪测定

待测试样，记录定量特征峰强度，并计算饮料样品中LY或EB的含量(用mg∙L−1表示)。 
 

3  实验结果 
3.1  定性分析 

对LY和EB标准品进行拉曼光谱测定，获取相应的拉曼光谱图。由图1可见，LY的拉曼谱图在625、
1129、1360、1500和1600 cm−1处出现了特征峰，分别归属于环变形、C―C伸缩振动、N＝N伸缩振

动、C＝C伸缩振动[10]，与LY的结构特征吻合。进一步选取1500 cm−1处特征峰用于后续的定量分析。

EB的主要特征峰出现在614、1166、1276和1618 cm−1处，其分别归属于C―C―C、C―H面内弯曲振

动、C―C伸缩振动和C＝C伸缩振动[12]，与EB的结构特征吻合。进一步选取1618 cm−1处特征峰用于

后续的定量分析。 
 

 
图1  LY (A)和EB (B)的拉曼光谱图 

 
3.2  分析条件的优化 

实验优化了影响方法灵敏度及准确度的分析条件，包括样品溶液与纳米金基底的体积比及积分

时间。首先，增强基底的用量会直接影响“热点”密度，从而影响SERS分析方法灵敏度及准确度。

实验优化了样品溶液与纳米金基底体积比(V1 : V2)，结果如图2A和2B显示，随着Au NPs基底体积的

增加，SERS响应逐级增加，在V1 : V2为1 : 2时获得最大响应，之后响应有所降低。Au NPs基底溶液

使用量过低，可能会降低“热点”密度，导致SERS信号强度低；而使用过多的Au NPs基底也可能会

稀释样品，甚至引起纳米颗粒团聚，导致SERS信号强度下降。因此，实验选取V1 : V2 = 1 : 2为优化

的样品溶液与纳米金基底体积比。 

积分时间也是影响SERS分析灵敏度的重要因素，同时充足的积分时间才能保证采集到完整清晰

的指纹图谱。实验分别对LY (10–60 s)和EB SERS(1–12 s)分析的积分时间进行了优化，结果如图2C

和2D所示。结果表明，随着积分时间的延长，SERS信号强度呈现先升高后降低，且分别30 s和10 s

时获得最大SERS响应。积分时间的增加会使采集到的光谱信号逐渐累积，导致SERS信号上升；而

积分时间过长时，过量的激光照射可能分解样品，反而引起SERS响应降低。因此，实验分别选取

30 s和10 s作为优化的LY和EB积分时间。 
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图2  样品溶液与纳米金基底的体积比(A：LY；B：EB)及积分时间的优化(C：LY；D：EB) 

 
3.3  定量分析 

在优化的实验条件下，采用纳米金基底分别建立了食用色素LY和EB的SERS快速分析方法。通

过检测不同浓度的LY标准溶液在1500 cm−1处的SERS响应所建立的标准曲线，结果如图3A和3B所

示。结果表明LY标准曲线线性方程为I1500 = 588.5CLY + 23.92，其中I1500为1500 cm−1处的信号值，CLY

为LY的浓度，线性范围为2.50–60.0 mg∙L−1，相关系数R2为0.9978，LOD为1.25 mg∙L−1 (S/N = 3)。此

外，通过检测不同浓度的EB标准溶液在1618 cm−1处的SERS响应所建立的标准曲线，结果如图3C和

3D所示。结果表明EB标准曲线线性方程为I1618 = 782.54CEB + 51.312，其中I1618为1618 cm−1处的信号

值，CEB为EB的浓度，线性范围为0.25–7.50 mg∙L−1，相关系数R2为0.9946，LOD为0.10 mg∙L−1 (S/N = 

3)。所建立的LY和EB分析方法线性范围及检出限均能满足实际样品分析要求。 

3.4  实际样品分析 

将所建立的SERS方法分别实际应用于2种有色饮料中LY及EB的快速检测，结果见表1。在饮料

样品1中，可实际检出LY含量为14.3 mg∙L−1；饮料样品2中并未检出EB。通过加标回收实验进一步验

证了该方法在实际样品检测中的可靠性。从表1可以看出，该方法对实际样品中LY和EB的加标回收

率分别为92.0%–114%和96.0%–117%，并与HPLC分析方法进行了比较，SERS法与HPLC法的相对误

差为−10.0%，进一步验证了SERS分析方法的准确性。结果表明，该方法可用于有色饮料中食用色素

LY和EB的快速分析，结果准确可靠。相较于HPLC，SERS方法操作更为简单，仪器成本更低和检测

时间更短，也适合于大学生进行基础实验教学。 

 
4  实验教学安排及学生反馈 

实验总时长约为7个学时，其中教师讲授1个学时，学生实验操作5个学时，课堂讨论1学时，可

安排在一次实验课内完成。学生实验的学时分布为：纳米金SERS增强基底的制备，1.5学时；LY及

EB标准品的定性分析，0.5学时；SERS定量分析方法的优化及建立，2学时；实际样品分析，1学时。 
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图3  纳米金基底对不同浓度LY标准溶液的SERS响应图(A)及所建立的标准曲线(B)； 

纳米金基底对不同浓度EB标准溶液的SERS响应图(C)及所建立的标准曲线(D) 
 

表1  饮料样品中食用色素的含量测定及加标回收实验结果 

分析物 样品 

SERS方法 
HPLC-UV  

测定值/ 

(mg∙L−1) 

相对 

误差/% 
测定值/ 

(mg∙L−1) 

加标量/ 

(mg∙L−1) 

加标后 

测定值/ 

(mg∙L−1) 

回收率/% 
相对标准偏差 

(n = 3，%) 

LY 饮料样品1 14.3 10.0 23.5 92.0 7.6 15.9 −10.0 

25.0 42.7 114 2.8 

EB 饮料样品2 N.D. 3.00 3.50 117 4.3 未检出 - 

5.00 4.80 96.0 6.7 

 
请大二化学类本科生按照上述实验步骤，开展纳米金基底制备、SERS检测条件的优化、SERS快

速分析方法的建立及应用等实验，学生均能在规定学时内完成相应的实验内容，并取得测定结果。

对参与实验的学生进行调查，学生反馈如下：通过“表面拉曼增强光谱快速分析食用色素”实验的

学习，进一步加深了对SERS仪器结构及分析原理的认识，了解了SERS电磁增强及化学增强机理；

掌握了SERS定性定量分析的基本操作，有效提升了纳米(材料)增强基底制备的实验技能；学习了

SERS技术在食用安全快检分析中的实际应用，拓展了复杂体系快速分析的前沿知识。 

 

5  结语 
本实验结合典型的食品安全快检项目，将SERS分析方法与技术引入到仪器分析实验课程教学中
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来，设计了适合于化学类及其相关专业的本科基础实验，难易适中，可操作性强，具有实际意义。

该实验可系统训练学生制备纳米级增强基底–SERS分析条件优化–SERS定性定量分析方法建立–实

际应用的实验操作技能及动手能力，同时使学生将前沿知识与实际应用相结合，进一步培养学生分

析问题、解决问题及创新创造能力，加强学生对分析化学中以“量”为核心概念的理解和应用。 
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