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TLC-SERS法快速检测复方杜仲胶囊中非法添加
化学药物的研究

陈 娟 1 孙楠楠 1 邵亚兰 1 倪晓霓 2 戈延茹 1 戚雪勇 1

1江苏大学药学院 , 江苏 镇江 212013
2江苏省镇江药品检验所 , 江苏 镇江 212013

摘要 建立薄层色谱(TLC)与表面增强拉曼光谱(SERS)联用法快速分析复方杜仲胶囊中非法添加的化学药物。利用

TLC以甲苯-乙酸乙酯-乙醇-浓氨水(体积比为 12∶3∶3∶0.2)为展开剂，实现模拟阳性药中添加成分的初步分离，再采用

SERS分析被分离的化学药物斑点。通过 TLC-SERS联用法获得的复方杜仲胶囊中各添加化学药物与各对照品的拉

曼光谱图特征峰基本一致。TLC-SERS联用法可快速、准确、灵敏地检测出复方降压类中成药中所添加的化学药物。
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Rapid Detection for Chemical Drugs Illegally Added into Compound
Product of Eucommiae Capsule Using TLC-SERS
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Abstract A rapid method with thin layer chromatography (TLC) combined with surface enhanced Raman
spectroscopy (SERS) for detection of the chemical drugs illegally added into compound product of Eucommiae

capsule is developed. Chemical drugs added in simulation of positive drugs are separated by TLC initially, using
toluene-ethyl acetate-ethanol-strong aqua (12∶3∶3∶0.2) as the mobile phase, and then the SERS method is used
to analyze the separated chemical drug spots. The characteristic peaks of Raman spectra of the chemical drugs
added into the compound product of Eucommiae capsule obtained by TLC-SERS method are nearly consistent
with the reference substance. This TLC- SERS method can be used for detection of chemical drugs illegally
added into compound anti-hypertensive Chinese patent medicine quickly, accurately and sensitively.
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1 引 言
中药为我国的文化瑰宝，中成药因疗效好以及毒副作用小而广受青睐。但一些商家利用中成药所含成

分复杂、质量标准不完善、添加化学药物不易被识别等缺点，在中成药生产过程中非法添加化学药品，夸大

宣传疗效，牟取不义之财，给患者的身心健康造成了严重危害。目前，常用的检测中成药中非法添加化学药

物的方法有高效液相色谱法(HPLC)[1-2]、高效液相色谱-质谱联用法(HPLC-MS)[3-4]、气相色谱-质谱联用法

(GC-MS)[5]、超高效液相色谱-质谱联用法(UPLC-MS)[6-7]、薄层色谱法(TLC)[8]、薄层色谱-傅氏转换红外光

谱联用法(TLC-FTIR)[9]，但这些方法均存在着对样品前处理技术以及实验条件要求较高、灵敏度低、检测周

期长等不足。
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基于非弹性散射的拉曼光谱技术可以提供丰富的分子结构信息，是一种无损、快速、准确并且简便的物

质检测方法，近年来，拉曼光谱技术除在医学诊断 [10-11]以及化学药品的分析中得到广泛应用之外，也逐步被

引入中药的质量控制中 [12]，但普遍存在信号弱及荧光干扰等问题 [13]。表面增强拉曼光谱(SERS)是物质被吸

附到粗糙的金属表面从而达到增强拉曼信号的一种方法 [14]，该技术在提高灵敏度、猝灭高荧光等方面表现出

了极大优势 [15]，近年来在食品 [16]、环境 [17－18]、医药 [19-20]等领域中有较快发展。

复方杜仲胶囊为市售降压类国药准字中成药，具有补肾、平肝、清热作用，适用于各种类型的高血压，具

有增强血管弹性、逆转血管玻璃纤维化效果，并对高血压引起的头晕失眠、四肢无力、精神不振、心肌梗死、

脑溢血、脑梗塞等并发症起到了综合治疗的作用，全药是由杜仲、益母草、夏枯草、黄芩、钩藤等多种药材组

成的复方，成分极其复杂 [21]。实验中利用 TLC分离结合 SERS技术，以复方杜仲胶囊中模拟添加硝苯地平、

氢氯噻嗪、盐酸可乐定等几种常用降压化学药物为例，建立一种快速灵敏地检测复方中成药中非法添加化

学药物的方法。

2 仪器与试剂
2.1 仪 器

Thermo Fisher DXE 0640共聚焦显微拉曼光谱仪(美国热电公司)；Tecnai 12型透射电子显微镜(荷兰

飞利浦公司)；UV-2401PC紫外可见光分光光度计(日本岛津公司)；SZCL-2数显智能控温磁力搅拌器(杭州

瑞佳精密科学仪器有限公司)；KQ-250B型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)；80-2离心沉淀器(金
坛市医疗仪器厂)；电子天平(赛多利斯科学仪器有限公司)。
2.2 试 剂

硝酸银(分析纯，上海试剂一厂)；柠檬酸三钠(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)；复方杜仲胶囊(河
南辅仁堂制药有限公司)；硝苯地平、盐酸可乐定、氢氯噻嗪对照品(中国药品生物制品检定所)；硅胶 G薄层

板(青岛海洋化工)；甲醇、乙醇、三氯甲烷、乙酸乙酯、碘化铋钾、冰乙酸、氨水(分析纯，国药集团化学试剂有

限公司)；甲苯(东莞市云宇化工有限公司)；实验用水为实验室自制超纯水。

3 方 法
3.1 银溶胶的制备

采用传统方法制备银溶胶 [22]。精密称取硝酸银 0.09 g于烧杯中，加入 500 mL水配成硝酸银溶液，将烧

杯置于磁力搅拌器上加热并搅拌，待温度达到 90 ℃时再逐滴滴加 1%(质量浓度)柠檬酸三钠溶液 10 mL，加
热搅拌 1 h后即制得黄绿色银溶胶溶液，冷却后取 10 mL离心，去除上清液 5 mL后，摇匀备用。

3.2 对照品溶液的制备

分别取硝苯地平、氢氯噻嗪、盐酸可乐定对照品约 1 mg，精密称定，分别用 10 mL甲醇溶解即得。

3.3 供试品的制备

真实样品溶液：取复方杜仲胶囊内容物 2粒，于研钵中研磨后转至具塞锥形瓶中，加入 10 mL甲醇，密塞

后静置 10 min后超声 30 min(功率为 40 W)，离心 10 min(3000 r/min)，取上清液备用。

模拟阳性样品溶液：取复方杜仲胶囊内容物 2粒至研钵中，分别添加适量(质量分数约为 1%)降压类化学药

物硝苯地平、氢氯噻嗪、盐酸可乐定对照品粉末, 研磨均匀后按照上述方法制备复方杜仲胶囊中添加各种化学

药物的样品。

3.4 薄层色谱条件及拉曼检测

经实验反复摸索，选择了合适的 TLC实验条件：使用微量进样针点样于硅胶G薄层板上，点样量为 10 mL，
各对照品溶液、真实样品溶液以及模拟阳性样品溶液以甲苯-乙酸乙酯-乙醇-浓氨水(体积比为 12∶3∶3∶0.2)
为展开剂，预饱和 30 min后展开，展距约为 15 cm时取出，晾干。在距板 10 cm处于板中部喷以碘化铋钾显

色剂，日光下检视。为避免显色剂对拉曼信号的影响，采用多次平行点样，显色时以纸张遮挡部分点样显色

区域，在添加了化学药物的供试品与对照品相同位置处所出现的斑点平行处滴加银溶胶溶液，晾干，采集对

应斑点并测试其拉曼光谱。
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4 结果与讨论
4.1 银胶的表征

4.1.1 紫外-可见(UV-Vis)光谱

图 1为自制银溶胶的 UV光谱，扫描范围为 200~800 nm。由图 1可知，在 428 nm处有最大吸收。谱峰的

最大吸收位置可用来粗略表征银粒子的粒径，谱峰的波长越大，相应的粒子半径也越大；而谱峰的个数反映

的是纳米粒子的形状，一般球形粒子只有一个吸收峰 [23]。

图 1 银胶UV-Vis光谱

Fig.1 UV-Vis spectrum of silver colloids

4.1.2 透射电子显微镜(TEM)图
采用透射电子显微镜对自制银胶的形状以及大小进一步表征，如图 2所示，可以观察到银纳米粒子为类

球形，粒径为 50~100 nm。但从图 2(b)中可发现少许银纳米粒子的聚集，可能是银溶胶制备后放置时间过长

所致，为了达到更好的分散性以及良好的信号增强效果，实验中均采用新制银溶胶。

图 2 银纳米粒子电镜图

Fig.2 TEM images of silver nanoparticles

4.2 拉曼测试

4.2.1 模拟阳性药以及对照品的拉曼测试

拉曼测试条件：光谱测量范围为 0~3000 cm-1，CCD检测器，光谱分辨率为 1 cm-1，积分时间为 20 s。采

用 785 nm半导体激光作为激发光源，激光功率为 10 mW，曝光 10次。采用 OriginLab公司出品的 Origin8.5
软件制得光谱图，使用 FFT-Filter平滑处理方式，平滑点数为 5。

硝苯地平、氢氯噻嗪及盐酸可乐定对照品溶液分别直接装入透明的玻璃样品瓶内置于检测光路中，按

以上测试条件获得各对照品的拉曼光谱图。经 TLC法初步分离出的复方杜仲胶囊中添加的各化学药物斑

点处滴加银胶 2滴，晾干后，采集对应斑点测试其表面增强拉曼光谱，如图 3~5所示。结果表明，经 TLC分离

后各添加成分 SERS和相应对照品的拉曼光谱图出峰位置、峰形基本对应吻合，但是可能由于存在硅胶且含

量低等缘故导致图 3(b)与图 3(a)硝苯地平标准品的峰形并不完全一致，这并不影响其特征峰出峰位置的比对，

例如 1345 cm-1附近的—NO2的对称伸缩振动，1496 cm-1及 1665 cm-1附近苯环的C＝C伸缩振动，1669 cm-1附

近 C＝O的伸缩振动等。掺伪氢氯噻嗪和盐酸可乐定的模拟阳性药中分离出的添加物与其对应标准品的图

谱信息高度一致，可根据图谱中的特征峰分析其化学结构，如氢氯噻嗪中 415 cm-1附近多为 Ar—Cl的伸缩

振动，711 cm-1 附近为 C—S 伸缩，898 cm-1 附近为 C—N 对称伸缩，1151 cm-1 附近为—SO2 的对称伸缩，

1315 cm-1处为—SO2不对称伸缩；盐酸可乐定中 415 cm-1附近为 Ar—Cl的伸缩振动，863 cm-1附近为杂环上
3
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C—N的对称伸缩，927 cm-1附近为环呼吸，1580 cm-1附近为 C＝N的伸缩振动等 [24-25]。这些由不同的化学基

团而引起的拉曼光谱特征峰可用来验证复方杜仲胶囊中所添加的化学药物。

此外，由对比图谱信息可知，标准品和样品光谱特征峰峰强相差甚远，这是标准品的浓度大、均一，而模

拟阳性药中掺伪量少、点样量及检测量小等原因所致，但其特征峰的出峰位置高度对应，可实现定性分析。

图 3 (a) 硝苯地平对照品的拉曼光谱 ; (b) TLC分离的中成药中硝苯地平表面增强拉曼光谱

Fig.3 (a) Raman spectra of nifedipine standard; (b) SERS of nifedipine separated from the drug by TLC

图 4 (a) 氢氯噻嗪对照品的拉曼光谱 ; (b) TLC分离的中成药中氢氯噻嗪表面增强拉曼光谱

Fig.4 (a) Raman spectra of hydrochlorothiazide standard; (b) SERS of hydrochlorothiazide separated from the drug by TLC

图 5 (a) 盐酸可乐定对照品的拉曼光谱 ; (b) TLC分离的中成药中盐酸可乐定表面增强拉曼光谱

Fig.5 (a) Raman spectra of clonidine hydrochloride standard; (b) SERS of clonidine hydrochloride
separated from the drug by TLC

4.2.2 检测限的考察

目前，随着拉曼光谱技术的逐步推广，便携式拉曼光谱仪在药物快检和分析中的应用也有了相关文献报

道[26-28]。但是，由多种中药材组成的复方中成药，由于其复杂的基质和成分，往往对测试条件有很高的要求，而

便携式拉曼光谱仪本身具有一定的局限性，药品打假更需严谨慎重，共聚焦显微拉曼光谱仪在复杂样品的测

试中具有一定的优势，可获得更低的检测限以及更加丰富的拉曼图谱信息，具有较好的灵敏度和稳定性。

实验中通过检测限来衡量该方法的灵敏度。精密称取硝苯地平、氢氯噻嗪、盐酸可乐定标准品适量分

别加入复方杜仲胶囊内容物中，按照 3.3节中模拟阳性药的制备方法，制备掺伪量(质量分数)分别为 1.0%、

0.8%、0.5%、0.1%、0.05%、0.03%、0.01%的模拟阳性药。按照 4.2.1节中的测试条件及实验方法进行测试，获得

的表面增强拉曼光谱如图 6所示。结果显示，图谱中峰强与掺伪浓度呈正相关，掺伪量从 1.0%到 0.01%的峰

强逐渐减弱，根据信噪比(RSN=3)来判断，该实验方法可获得的硝苯地平、氢氯噻嗪、盐酸可乐定的最低可测

掺伪量分别为 0.03%、0.01%、0.01%。

图 6 化学药品不同掺伪量的表面增强拉曼光谱图

Fig.6 SERS spectra with different amount of chemical drugs added into compound product of Eucommiae capsule

4
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5 结 论
实验中以降压类中成药复方杜仲胶囊模拟添加化学药物(硝苯地平、氢氯噻嗪、盐酸可乐定)为例，对快速

分析中成药中非法添加化学药物的方法进行了研究。实验表明，建立的 TLC-SERS方法具有良好的可行性，

预处理简单，实验条件影响因素少，方法操作简单，且利用显微共聚焦拉曼光谱仪来检测复方中成药可获得更

高的灵敏度，对中药材中有效成分研究以及中成药中非法添加化学药物的监控具有一定的参考意义。今后，

可建立各类中成药中可能掺伪的化学药品的拉曼图谱库，根据此方法，建立稳定的 TLC分离系统，直接检测可

疑斑点的表面增强拉曼光谱，与谱库中的图谱进行比对，分析推断出掺伪物质，节约对照品的使用，降低实验

成本。研究中建立的 TLC-SERS联用法为复方中成药掺伪情况快速检验提供了一种备选方法。
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