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分子印迹‑表面增强拉曼光谱技术快速检测玉米中

黄曲霉毒素 B1 和玉米赤霉烯酮含量 
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摘  要: 目的  建立分子印迹‑表面增强拉曼光谱(surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS)技术快速检

测玉米中黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)和玉米赤霉烯酮毒素(zearalenone, ZEN)含量的方法。方法  制

备双模板分子印迹材料进行玉米样品前处理净化, 以纳米银作为 SERS 活性基底, 建立基于 AFB1 和 ZEN 

SERS 特征峰的非标记检测方法, 考察分子印迹聚合物的制备条件、SERS 检测体系(基底质量浓度、凝聚

剂种类)对实验结果的影响。结果  在模板分子与功能单体摩尔比为 1:2、纳米银基底质量浓度为 0.56 mmol/L, 并分别

以溴化钾和氯化镁作为凝聚剂的优化条件下, 采用双模板分子印迹前处理, AFB1与ZEN的检出限分别为1.5 ng/mL

和 5.0 ng/mL, 线性范围为 10~1000 ng/mL, 决定系数分别为 0.9268 与 0.9611, 平均回收率为 93.29%~96.10%, 相对

标准偏差均低于 5%。结论  本研究建立的方法操作简便、快速准确, 适用于玉米中 AFB1 和 ZEN 的现场快速筛查。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid determination of the aflatoxin B1 (AFB1) and zearalenone 

(ZEN) in Zea mays L. by molecularly imprinted-surface‑enhanced Raman spectroscopy (SERS). Methods  

Dual‑template molecularly imprinted materials were prepared and used for the pretreatment and purification of Zea 

mays L.. Ag nanoparticles were employed as the SERS‑active substrate, and a label‑free detection method was 

developed based on the characteristic SERS peaks of AFB1 and ZEN. The effects of molecularly imprinted materials 

preparation conditions and SERS detection parameters (including substrate concentration and type of aggregating agent) 

on the analytical performance were investigated. Results  Under the optimized conditions, dual‑template molecularly 

imprinted materials pretreatment (template-to-monomer molar ratio of 1:2), Ag nanoparticles concentration of 0.56 

mmol/L, and potassium bromide and magnesium chloride as aggregating agents for AFB1 and ZEN, respectively. The 

limits of detection were 1.5 ng/mL for AFB1 and 5.0 ng/mL for ZEN. The linear ranges for both toxins were 10–1000 ng/mL, 

with determination coefficients of 0.9268 for AFB1 and 0.9611 for ZEN. The average recoveries ranged from 93.29% to 

96.10%, and the relative standard deviations were all below 5%. Conclusion  The established method is simple, 

rapid, accurate, and suitable for on‑site rapid screening of AFB1 and ZEN in Zea mays L. powder. 

KEY WORDS: surface‑enhanced Raman spectroscopy technology; molecularly imprinted technology; Zea mays L.; 

aflatoxin B1; zearalenone 
 
 

0  引  言 

真菌毒素主要由产毒真菌在侵染农作物的过程中产生, 
广泛存在并严重污染粮食等作物, 直接危害人类健康[1]。其

中, 黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)具有强烈的致癌、致

突变能力[2], 已被国际癌症研究机构(International Agency 
for Research on Cancer, IARC)归类为 I 类致癌物[3–5]。玉米赤

霉烯酮毒素(zearalenone, ZEN)可能对生殖系统、肝脏及肾脏

等重要器官产生毒性作用[6–10]。研究表明 AFB1 和 ZEN 在

玉米中混合污染可能导致毒性协同增强[8–11]。因此, 对玉

米中 AFB1 和 ZEN 污染状况的监测尤为重要。目前, AFB1

与 ZEN 的检测主要依赖高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography, HPLC)、液相色谱 -质谱法 (liquid 
chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[9]。尽管这些方

法灵敏度和可靠性较高, 但存在依赖大型仪器、成本高、

费时费力、对操作技术人员要求高等不足, 难以满足现场

快速检测需求。因此, 开发新技术实现对复杂基质中 AFB1

与 ZEN 快速、精确的检测方法意义重大。 
分子印迹技术(molecularly imprinting technique, MIT)

是一种基于“锁钥”识别原理的仿生合成策略, 模板分子与

功能单体之间形成复合物后加入交联剂聚合。共聚物完成

后, 靶分子被洗脱留下三维腔体, 对靶分子进行特异性识

别 与 富 集 [12–13] 。 该 技 术 所 制 备 的 分 子 印 迹 聚 合 物

(molecularly imprinted polymers, MIPs)兼具简便、成本较

低、可重复使用等优势[14]。在复杂基质样品前处理中, MIPs
能够有效克服干扰物的影响, 显著提升目标物的纯化与富

集效率, 已在真菌毒素领域展现出广泛应用前景[12]。此外, 
当目标物毒性强、价格昂贵或难以获得时, 可采用虚拟模

板分子印迹策略, 选用目标物的结构类似物作为模板制备

MIPs, 可以有效规避模板泄露对检测结果的干扰和产生的

安全问题[15]。如 Palmieri 等[16]构建了适用于多种黄曲霉毒

素的 MIPs, 用作固相萃取材料净化复杂食品样品; Fan 等[17]

采用虚拟模板策略制备了 MIPs, 用于食品中 AFB1 检测前

处理。目前的MIPs主要是针对单一毒素开发的, 一种MIPs
可以同时前处理两种或多种毒素的研究相对较少。 

表 面 增 强 拉 曼 光 谱 (surface-enhanced Raman 
spectroscopy, SERS)是一种高灵敏度的光谱分析技术[18–21], 
可实现对痕量物质的快速、无损与高灵敏分析, 适用于多

种小分子化合物的定性与定量检测[17,22]。当前 SERS 技术

在真菌毒素检测领域应用广泛, 如 Guo 等[23]利用铝离子诱

导碘修饰的银纳米颗粒聚集形成热点, 对花生和豆类样品

中的 AFB1进行了无标记检测; Zhu 等[24]通过制备八面体形

状的金纳米颗粒作为 SERS 基底, 并结合极限学习机算法

模型, 无标记检测了玉米油中的 ZEN。然而, SERS 在实际

样品检测过程中易受复杂基质的干扰, 存在定量分析准确

性不足等问题[25]。将 MIT 作为前处理技术不仅可以提高

SERS 的选择性, 还可通过从复杂基质中富集目标分子来

增强其灵敏度[14]。 
目前已报道的基于 SERS 的真菌毒素检测方法, 多依

赖于标记型生物识别元件(如适配体、抗体)或单一目标物

的无标记检测, 对于玉米中 AFB1 与 ZEN 这类混合污染毒

素的高选择性、非标记快速分析, 仍面临显著挑战。为此, 
本研究提出将双模板分子印迹前处理与非标记 SERS 检测相

结合的分析策略, 旨在利用 MIPs 的特异性富集能力与 SERS
的灵敏识别, 消除基质干扰与特征峰重叠的影响, 为玉米中

AFB1 与 ZEN 的快速检测提供一种高效、简便的新途径。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

玉米粉: 采购自北京多个零售市场, 共计 12 份。 
AFB1 标准品[纯度(99.4±0.6)%]、ZEN 标准品[纯度

(99.4±0.6)%, ROMER 国际贸易(北京)有限公司]; 硝酸银 
(分析纯 , 北京市通广精细化工公司); 柠檬酸钠  (纯度

99%, 北京伊诺科技有限公司 ); 氯化钠 (NaCl)、氯化钾

(KCl)、无水硫酸镁(MgSO4)、七水合硫酸锌(ZnSO4·7H2O)、
六水合氯化镁(MgCl2·6H2O)(分析纯, 国药集团化学试剂

有限公司); 溴化钾[分析纯, 西陇科学技术(汕头)有限公

司]; 甲基丙烯酸(纯度 99.5%, methacrylic acid, MAA)、乙

腈、甲醇(色谱纯)(美国赛默飞世尔科技公司); 华法林(纯度

95%, 德国韦塞尔 LGC 标准有限公司); 甲酸、5,7-二甲氧

基香豆素(5,7-dimethoxycoumarin, 5,7-DMC)(纯度 97%, 中国

上海泰坦化学有限公司); 二甲基乙二醇丙烯酸酯(纯度 98%, 
ethylene dimethacrylate, EGDMA)、偶氮二异丁腈[纯度 98%, 
2,2’-azobis(2-methylpropionitrile), AIBN](上海麦克林生化科

技有限公司); 罗丹明 6G (Rhodamine 6G, R6G)[纯度 95%, 萨
恩化学技术(上海)有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

ME203E/02 电子天平[精度 0.1 mg, 梅特勒-托利多仪

器(上海)有限公司]; MS-H280-Pro 磁力搅拌器[大龙兴创实

验仪器(北京)股份公司]; ENVISION 多功能酶标仪[珀金埃

尔默仪器(上海)有限公司]; 3-30K 台式冷冻离心机(德国

Sigma 离心机有限公司); ZWY-1102C 恒温培养振荡器(上
海智城分析仪器制造有限公司 ); N-EVAP 氮吹仪 (美国

Organomation 公司); DXR 激光共聚焦拉曼光谱仪[赛默飞

世尔科技(中国)有限公司]; ZNCL-TS 鼓风干燥箱(上海越

众仪器设备有限公司); VORTEX-BE1 型涡旋混合器涡旋

振荡器(海门市其林贝尔仪器制造有限公司); Xevo TQ-S 超

高 效 液 相 色 谱 三 重 四 极 串 联 质 谱 联 用 仪 、 Acquity 
CORTECS UPLC C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.6 μm)(美
国 Waters 公司); Quanta 650FEG 热场发射扫描电子显微

镜、Tecnai G2 F30 场发射透射电子显微镜(美国 FEI 公司); 
Spectrum 400 傅里叶变换红外光谱仪、EnVision 多功能酶

标仪(美国 Perkin Elmer 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  双模板分子印迹聚合物的制备 
为避免直接使用高毒性 AFB1 和 ZEN 作为模板, 本研

究选用其结构类似物 5,7-DMC 和华法林作为虚拟模板。其

中, 5,7-DMC 的香豆素骨架可有效模拟 AFB1 的分子构型, 
而华法林因其内酯环与芳香环结构, 可作为 ZEN的模拟类

似物用于构建特异性识别位点[26–27]。最佳合成条件和步

骤如下: 首先, 将模板分子 5,7-DMC (16.5 mg)和华法林

(24.7 mg)共同溶解于 2 mL 乙腈中。缓慢加入功能单体

MAA (26 μL)后, 超声 5 min 至澄清后于室温下振荡 1 h, 
使模板与单体充分通过分子间作用力结合, 完成预聚合。

之后, 向该预聚合体系中加入 EGDMA 交联剂(362 μL)和
AIBN 引发剂 (4.1 mg), 超声 5 min 使其均匀混合。将混合物

通入氮气 10 min 以驱除溶解氧, 随后转移至 60 ℃恒温环境

中反应 24 h, 完成热引发聚合。聚合完成后, 采用索氏提

取法, 以甲醇-乙酸(9:1, V:V)为洗脱溶剂, 对所得聚合物材

料连续清洗 48 h, 彻底去除模板分子 , 即获得双模板

MIPs。作为对照的非印迹聚合物(non-imprinted polymers, 
NIPs)除不加入任何模板分子外, 其余试剂、用量及合成步

骤均与 MIPs 保持一致。 
1.3.2  玉米粉样品前处理 

本研究从市场采购了 12 份玉米粉样品, 准确称取 2 g
玉米粉样品于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 由乙腈(80%)
和甲酸(0.1%)组成的提取溶剂体系 , 置于恒温振荡器中 , 
以 2000 r/min 振荡提取 10 min, 使 AFB1 和 ZEN 充分溶出。

随后, 在 6000 r/min 转速下离心 10 min, 分离并收集上清

液, 得到澄清的玉米粉基质提取液, 采用液相色谱-串联质

谱 法 (liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS)测定其中 AFB1 和 ZEN 的含量(LC-MS/MS 色

谱与质谱条件分别如表 1 和表 2 所示), 并筛选出未检出上

述 2 种毒素的样品作为空白基质, 用于后续加标回收实

验。以空白基质提取液为溶剂基质, 通过逐级稀释方式, 
分别配制得到 AFB1 与 ZEN 双毒素质量浓度均为 10、100
及 1000 ng/mL 的系列混合加标溶液, 各 1 mL。将上述溶

液在氮吹仪中于温和条件下吹干, 去除挥发性溶剂。最后, 
采用 10%甲醇-水溶液 1 mL 对干燥残留物进行复溶, 并于

涡旋振荡器上充分涡旋 2 min, 确保完全溶解并混合均匀, 
所得溶液即为后续实验所用的待吸附液。 
1.3.3  SERS 基底材料制备和检测方法建立 

采 用 柠 檬 酸 钠 还 原 法 制 备 纳 米 银 溶 胶 (Ag 
nanoparticles, AgNPs): 将 19 mg 硝酸银溶解于 100 mL 去

离子水中, 磁力搅拌下加热至微沸。随后, 将 2 mL 1%柠

檬酸钠溶液快速加入上述沸腾溶液中, 保持体系微沸并

持续搅拌 30 min。反应结束后停止加热, 在持续搅拌下自

然冷却至室温, 所得灰绿色溶胶即为 AgNPs SERS 基底, 
于 4 ℃避光保存备用。检测时, 首先将制备的 AgNPs 溶

胶用超纯水稀释一倍。随后, 在 200 μL 离心管中分别进

行混合: 取 10 μL 稀释后的 AgNPs 溶胶, 与 10 μL 经溴化

钾溶液(9:1, V:V)混合的 AFB1 标准品溶液等体积混合; 另
取 10 μL 同批次稀释后的 AgNPs, 与 10 μL 经氯化镁溶液

(9:1, V:V)混合的 ZEN 标准品溶液等体积混合。将混合液

分别滴加至铝箔片表面, 室温下自然干燥成膜。最后, 使
用 DXR 激光显微拉曼光谱仪在 780 nm 激发波长、20 mW
激光功率下进行检测, 单个点光谱积分时间为 2 s, 每个

点重复采集 3 次。 
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表 1  LC-MS/MS 色谱条件 
Table 1  Chromatographic conditions of LC-MS/MS 

参数 设定值 

色谱柱 Waters Acquity CORTECS UPLC C18  
(100 mm×2.1 mm, 1.6 μm) 

色谱柱温度/℃ 40 

流动相 A 1 mmol/L 乙酸铵水溶液 

流动相 B 甲醇 

流速/(mL/min) 0.45  

样品室温度/℃ 10 

进样体积/μL 5 

梯度洗脱条件 0~6 min, 95%, A; 6~7.5 min, 95%~20% A; 
7.5~7.6 min, 20%~10% A; 7.6~9 min, 95% A

 
表 2  LC-MS/MS 质谱条件 

Table 2  Mass spectrometry conditions of LC-MS/MS 

参数 设定值 

离子源 电喷雾电离源(electrospray ionization, ESI)

扫描方式 正离子和负离子模式 

监测模式 多反应监测(multiple reaction monitoring, 
MRM) 

毛细管电压/kV 3.5(正离子模式); 3.0(负离子模式) 

雾化气温度/℃ 400 
去溶剂气流量

/(L/h) 
700 

离子源温度/℃ 150 
 

1.4  数据处理 

使用 OMNIC for Dispersive Raman 软件进行 SERS 光

谱数据采集; 采用Origin 2021和GraphPad Prism 10进行数

据统计分析与图表绘制。每个样品平行测定 3 次, 结果以平

均值表示。采用线性回归分析建立标准曲线, 决定系数(r2)用
于评价线性相关性。加标回收率和相对标准偏差(relative 
standard deviations, RSDs)用于评价方法的准确度和精密度。 

2  结果与分析 

2.1  合成 MIPs 和 SERS 基底的表征 

分 别 采 用 扫 描 电 子 显 微 镜 (scanning electron 
microscope, SEM)、傅里叶变换红外光谱(fourier transform 
infrared spectrometer, FTIR) 、 紫 外 - 可 见 吸 收 光 谱

(ultraviolet-visible spectrophotometer, UV-Vis)和透射电子

显微镜(transmission electron microscope, TEM)对合成的

MIPs 及 AgNPs 进行了表征, 以观察 MIPs 的微观结构, 并
获取 AgNPs 的吸光度、粒径分布和颗粒形貌。MIPs 的 SEM
图像(图 1A)显示, 双模板印迹使其表面呈现典型粗糙多孔

形貌, 孔径分布疏松, 形成了丰富的特异性吸附位点[28], 
为AFB1和ZEN的高效富集提供了结构基础。FTIR谱图(图1B)
进一步揭示了 MIPs 的合成情况, 在 2957 cm–1 处均出现

-CH2-伸缩振动峰, 源于功能单体 MAA与交联剂 EGDMA
中亚甲基的叠加贡献[29]; 而位于 1730 cm–1 的强吸收峰则

归属为羰基(C=O)伸缩振动, 由 MAA 的羧基与 EGDMA
的酯基共同形成[29]。UV-Vis 谱(图 1C)中 AgNPs 于 404 nm
处的特征吸收峰证实了其成功合成[2]。TEM 表征(图 1D)
进一步揭示, 经过柠檬酸钠还原后的 AgNPs 呈球形, 粒
径均匀性良好, 平均尺寸约为 60 nm, 形貌规则、大小一

致。该形貌有利于形成密集的 SERS“热点”, 是理想的增

强基底[30]。 

2.2  MIPs 用于前处理富集条件的优化  

模板分子与功能单体的摩尔比对 MIPs 的结构形成至

关重要[31]。本研究系统优化了模板分子华法林和 5,7-DMC
与功能单体 MAA 的摩尔比。结果如图 2 所示: 当模板分

子与 MAA 的摩尔比由 1:1 增至 1:2 时, 两种毒素的吸附率

同步攀升并在 1:2 处达到峰值; 继续提高单体比例至 1:4 或

1:8, 吸附率反而下降。推测可能是由于 1:2 比例下 MAA
足量, 可为双模板提供充裕羧基位点, 通过氢键和 π-π 作 

 

 
 

注: A. MIPs 的 SEM 图; B. MIPs 的 FTIR 图; C. AgNPs 的紫外-可见吸收光谱; D. AgNPs 的 TEM 图。 
图 1  合成的 MIPs 与 AgNPs 材料的形貌与结构表征 

Fig 1  Morphological and structural characterization of the synthesized MIPs and AgNPs materials 
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注: A. MIPs 的 SEM 图; B. MIPs 的 FTIR 图; C. AgNPs 的 UV-Vis 图; D. AgNPs 的 TEM 图。 
图 1(续)  合成的 MIPs 与 AgNPs 材料的形貌与结构表征 

Fig. 1  Morphological and structural characterization of the synthesized MIPs and AgNPs materials 
 

用形成印迹空穴[32]; 而过量单体(≥1:4)使聚合物网络过度

交联, 孔道致密、模板洗脱困难且空间位阻增大, 导致再

结合效率降低。基于实验结果, 1:2 被确定为后续合成 MIPs
模板分子与功能单体 MAA 的最佳摩尔比。 

 

 
 

图 2  模板分子和功能单体的摩尔比对 MIPs 
吸附率的影响(n=3) 

Fig. 2  Effects of the molar ratio of template molecule to  
functional monomer on the adsorption rate of MIPs (n=3) 

 
在对 MIPs 合成条件进行优化后, 为评估 MIPs 对于

AFB1 和 ZEN 的选择性吸附能力, 将其应用于实际样品对

其应用效能进行了评价。结果如表 3 所示, 在加标量为

10~1000 ng/mL 时 , AFB1 和 ZEN 的平均回收率为

98.07%~102.80%, RSDs 为 0.57%~3.23%。研究结果表明, 
所制备的 MIPs 对于 AFB1 和 ZEN 显示出优异的选择性富

集能力, 为检测与分析玉米中的真菌毒素提供了一种便

捷、高效的前处理方法。 

2.3  AFB1 和 ZEN 的 SERS 谱图分析 

AFB1与 ZEN 的 SERS 特征峰及其振动归属如图 3A、3B

所示, 二者在选定检测条件下均呈现出多个明确的特征

振动峰, 与已报道文献[17,33]相吻合。其中, AFB1 的分子

结构以香豆素母核与双呋喃环为特征, 其 SERS 光谱在

1266 cm–1 处呈现显著特征峰, 该峰归属为C-O-C伸缩振动[2], 
此振动模式在 AFB1 结构中具有高度特异性, 且在所选检

测体系下信号强、受基质干扰小; 而 ZEN 作为一种大环内

酯类雌激素类似物 , 其分子中的芳香环与内酯结构在

SERS 光谱中于 745 cm–1 处表现出明显的特征响应 , 该
峰归属为芳香环上 C-H 面外弯曲振动 [33], 该模式在

ZEN 结构中具有代表性 , 且在 AFB1 的 SERS 谱图中相

应位置无重叠峰 , 具备良好的特异性。因此, 选择 AFB1

的 1266 cm–1 峰与 ZEN 的 745 cm–1 峰作为分析对象, 进
行实验条件的优化。 

 
表 3  MIPs 富集效率验证 

Table 3  Verification of MIPs enrichment efficiency 

加标质量浓度
/(ng/mL) 

AFB1 平均 
回收率/% 

AFB1 
RSDs/% 

ZEN 平均

回收率/%
ZEN 

RSDs/%

10 98.23 0.57 101.10 3.23 

100 101.17 1.15 98.07 0.75 

1000 102.80 1.52 99.00 1.43 

 
2.4  SERS 检测条件的优化 

2.4.1  SERS 基底活性的优化 
为验证同一批次 AgNPs SERS 基底的空间均匀性, 本

研究在该批次 AgNPs 胶体上随机对 10–6 mol/L R6G 扫描

20 张图谱, 光谱叠加图如图 4A 所示。在 500~2000 cm–1

指纹区内, 20 条谱线高度重合 , 无明显位移或分裂, 且
RSDs 为 4.28%。结果表明, 该批次柠檬酸钠还原法制备的

AgNPs 粒径分布窄、颗粒分散均匀, 基底表面热点密度一

致, 为后续定量检测提供了可靠的重现性保障。 
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图 3  AgNPs 中 AFB1 (A)和 ZEN (B)的 SERS 光谱(1000 ng/mL) 
Fig. 3  SERS spectrogram of AFB1 (A) and ZEN (B) on AgNPs (1000 ng/mL) 

 
为系统考察基底 AgNPs 的 SERS 活性, 以 10–6 mol/L 

R6G 的高信号强度和可识别光谱作为探针分子, 系统考察

了 AgNPs 基底浓度对 SERS 增强效率的影响。如图 4B 所

示, 当基底保持原浓度(1.12 mmol/L)时, R6G 拉曼特征峰

(1309、1360、1507 cm–1 等)呈现微弱信号, 表明过高颗粒

密度导致过度团聚, 热点被掩埋而难以暴露。将基底浓度

稀释为 0.56 mmol/L 时 , R6G 所有特征峰强度显著增强 , 
说明适度稀释使 AgNPs 分散性提高 , 形成更多均匀的

纳米间隙 , 电磁热点密度最大化。继续稀释基底浓度至

0.28 mmol/L 或 0.19 mmol/L, 峰强度呈阶梯式衰减, 归因

于有效纳米颗粒密度降低, SERS 响应降低。综合考虑灵敏

度与重现性, 选择基底浓度 0.56 mmol/L 作为后续实验条

件, 以确保对痕量目标物具备最佳 SERS 响应。 
2.4.2  凝聚剂的选择 

柠檬酸钠还原制得的 AgNPs 表面覆有柠檬酸根, 对
待测物的吸附产生阻碍, 削弱了 SERS 活性; 加入适量凝

聚剂可中和表面电荷, 促使颗粒可控聚集, 拉近纳米间隙, 
激发更强局域表面等离子体共振, 进而实现表面增强[34]。

本研究系统比较了 MgCl2、MgSO4、KBr、NaCl、KCl、ZnSO4 

6 种凝聚剂对 AgNPs 胶体 SERS 活性的影响, 结果如图 5
所示。就 AFB1 而言, KBr 的增强效果显著优于其余 5 种盐; 
而对于 ZEN, MgCl2 则表现出最佳聚集效应。推测其机制

可能在于, 卤族离子可通过特异性吸附调控纳米颗粒表面

电荷, 溴离子(Br⁻)具有更强的银表面亲和力, 能够吸附于

AgNPs 表面并诱导其适度聚集, 从而形成更多 SERS“热
点”, 有效增强 AFB1 的信号; 而镁离子(Mg2+)与氯离子(Cl⁻)
在 ZEN存在的体系中, 可能通过特定的界面相互作用或形

成聚集形态, 且 Mg2+还可能通过与 ZEN 分子中的氧原子

发生配位桥联作用, 更有利于该分子在 AgNPs 表面的富集

与信号增强。最终选择 KBr与MgCl2分别作为 AFB1和 ZEN
的凝聚剂, 以满足灵敏度要求[35–37]。 

2.5  基于 SERS 对 AFB1 和 ZEN 的定量分析 

为实现对 AFB1 与 ZEN 的准确定量, 本研究配制了

10~1000 ng/mL 系列标准溶液。图 6 显示, 两种毒素在指纹

区呈现清晰且互不干扰的特征峰, 其中 AFB1 选择 1266 cm–1 

(为 C-O-C 拉伸振动), ZEN 选择 745 cm–1(为 C-H 面外弯曲振

动), 峰强度随质量浓度的升高而递增。以峰强度对质量浓度 
 

 
 

注: A. 10–6 mol/L R6G 的 20 组 SERS 光谱图; B. 不同基底浓度对应的 SERS 谱图。 
图 4  AgNPs 基底稳定性的考察及其浓度对 SERS 活性的影响 

Fig. 4  Investigation of the stability of the AgNPs substrate and the effect of its concentration on SERS activity 
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图 5  不同凝聚剂对 AFB1 (A)和 ZEN (B) SERS 信号的影响 
Fig. 5  Effects of different aggregating agents on the SERS signals of AFB1 (A) and ZEN (B) 

 
 

 
 

注: A. 不同质量浓度 AFB1 的 SERS 谱图; B. AFB1 质量浓度与信号强度的线性关系图; C. 不同质量浓度 ZEN 的 SERS 谱图;  
D. ZEN 质量浓度与信号强度的线性关系图。 

图 6  AFB1 与 ZEN 的 SERS 光谱及定量分析标准曲线 
Fig 6   SERS spectra and calibration curves for quantitative analysis of AFB1 and ZEN 

 
作图, 在 10~1000 ng/mL 范围内均获得良好线性, AFB1 与

ZEN 的决定系数(r2)分别为 0.9268 和 0.9611, 该线性区间

覆盖 GB 2761—2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素

限量》对玉米中 AFB1 (20 μg/kg)和 ZEN (60 μg/kg)的限量

水平, 表明方法在实际检测中具备充分的定量能力。以线

性范围最低点作为定量限 (limit of quantitation, LOQ), 
AFB1 与 ZEN 的 LOQ 均为 10 ng/mL。此外, 本研究测得的

检出限(limit of detection, LOD)分别为: AFB1 1.5 ng/mL, 
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ZEN 5.0 ng/mL, 体现出方法对痕量目标物的灵敏检测性

能, 证实方法可直接用于玉米粉实际样品中双毒素的快速

定量筛查。 

2.6  实际样品加标检测 

为验证所建方法在实际样品中的准确度与适用性, 配
制了质量浓度低、中、高 3 个水平(10、100 和 1000 ng/mL) 
AFB1、ZEN 的玉米粉加标样本进行回收率实验。结果如

表 4 所 示 , 对 于 玉 米 中 的 AFB1, 平 均 回 收 率 为

95.53%~96.10%, RSDs 为 1.64%~2.06%; 检测 ZEN 的平

均回收率为 93.29%~96.10%, RSDs 为 0.65%~1.75%。实

验结果表明 , 利用本研究开发的 MIT 检测玉米中的

AFB1 和 ZEN 含量具有较高的准确性, 证实了该方法可

为玉米中的真菌毒素检测提供一种快速、便捷、准确的

检测手段。 

2.7  与其他 AFB1 或 ZEN 快检方法的比较 

本研究建立的双模板分子印迹前处理与非标记 SERS
的快速检测方法与现有 AFB1 和 ZEN 检测技术(包括荧光、

电化学、免疫层析法)相比, 展现出良好的综合性能与应用

潜力(表 5)。在检测灵敏度方面, 本方法线性范围相比较宽

(10~1000 ng/mL), 可完全覆盖 GB 2761—2017 对玉米中

AFB1 (20 μg/kg)和 ZEN (60 μg/kg)的限量要求。在检测速度

上, 本方法全过程约 15 min, 与多数快速方法相当, 远优

于传统色谱技术, 能满足现场快速筛查的需求。突出优势

主要体现在两方面: (1)能够实现 AFB1 和 ZEN 的检测, 而
现有文献报道大多仅针对单一毒素, 这更符合实际样品中

多种真菌毒素共存的情况, 显著提高了检测效率; (2)本方法

采用双模板 MIPs 进行前处理, 避免使用昂贵且不易保存的

生物识别元件(如适配体、抗体), 大幅降低了前处理成本。 
 

表 4  实际样品加标检测中 AFB1 和 ZEN 的回收率(n=3) 
Table 4  Recoveries of AFB1 and ZEN in the spiked detection of real samples (n=3) 

加标质量浓度/ 
(ng/mL) 

AFB1测定质量浓

度/(ng/mL) 
AFB1 平均 
回收率/% 

AFB1 RSDs/% ZEN 测定质量浓度
/(ng/mL) 

ZEN 平均 
回收率/% 

ZEN RSDs/%

10 9.61 96.10 1.94 9.41 94.06 1.75 

100 95.53 95.53 1.64 93.29 93.29 1.29 

1000 960.50 96.05 2.06 961.00 96.10 0.65 

 
表 5  MIP-SERS 方法与其他方法在 AFB1 和 ZEN 检测方面的比较 

Table 5  Comparison of the MIP-SERS method with other methods for the detection of AFB1 and ZEN 
检测 
方法 

检测 
对象 

LODs 
线性 
范围 

检测时间/
min 

识别元件 
实际 
样品 

参考 
文献 

荧光传感器 AFB1 0.47 ng/mL 1~25 ng/mL 40 适配体 莲子 [38] 

SERS AFB1 1.00 ng/mL 1~200 ng/mL - - 花生 [2] 

电化学传感器 ZEN 0.01 μg/mL 0.04~0.5 μg/mL - β-环糊精 小麦和燕麦 [39] 

免疫层析试纸条 ZEN 10.00 ng/mL 10~100 ng/mL 10  
ZEN 免疫球蛋白 G (重

组全长抗体)  
玉米和稻米 [40] 

MIPs-SERS AFB1、ZEN1.50 ng/mL (AFB1)、
5.00 ng/mL (ZEN) 

10~1000 ng/mL 15 
双模板分子印迹 

聚合物 
玉米 本研究 

注: -为无数据。 
 

3  结  论 

本研究通过利用双模板 MIPs 吸附淋洗, 以去除玉米

中脂质、蛋白质、纤维素等基质的干扰。通过洗脱, 实现

靶标的富集 , 并采用 AgNPs 作为拉曼增强基底 , 借助

KBr/MgCl2 诱导的 AgNPs 可控聚集, 在无抗体、无标记条

件下放大 AFB1 与 ZEN 的拉曼信号。通过优化 MIPs 的合

成条件(确定模板分子与功能单体的最佳摩尔比为 1:2)和
SERS 检测体系(选择质量浓度为 0.56 mmol/L 的 AgNPs 基

底, 并使用KBr和MgCl2分别作为AFB1和ZEN 的凝聚剂), 
实现了对目标毒素的高选择性富集与高灵敏度检测。在

10~1000 ng/mL 质量浓度范围内 , 对玉米粉实际样品中

AFB1的检出限为 1.5 ng/mL, 对ZEN的检出限为 5.0 ng/mL。
该技术通过结合 MIPs 的高选择性与 SERS 的快速灵敏优势, 
为玉米中真菌毒素的分析检测提供了可靠方案。与现有检

测技术相比 , 能够实现 AFB1和 ZEN两种毒素的检测, 符
合实际样品中多种真菌毒素共存的污染现状, 提高了检测

效率; 采用双模板 MIPs 进行前处理, 降低了前处理成本。

未来可拓展至其他农产品中 AFB1 与 ZEN 的检测, 为食品

质量安全监控体系提供新的技术支撑。 
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