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 · 论著 ·

表面增强拉曼光谱法快速测定尿液中曲马多的研究

姚小静1，计佩影1，陆　峰2，施国荣3，傅　翔3 （1. 上海市杨浦区控江医院, 上海 200082；2. 海军军医大学药学院药

物分析教研室, 上海 200433；3. 上海市杨浦区市东医院, 上海 200090）

［摘要］  目的　应用液-液萃取（LLE）- 表面增强拉曼光谱（SERS），建立快速检测尿液中曲马多的方法。方法　以氯

仿：异丙醇（9∶1）萃取剂从尿液中提取曲马多，采用增强拉曼光谱（波长 785 nm）检测尿液样品中的曲马多。结果　曲马多

的定量曲线 Y=204.35X−465.62，r=0.995 2，线性范围为 1～100 μg/ml，该方法曲马多的检测限（S/N=3）为 0.53 μg/ml；与常规方

法相比，SERS 具有高灵敏度及合理的重现性。结论　本方法简单、高效、经济，可以用于曲马多个性化用药的定性和定量分析。

［关键词］　曲马多；尿液；表面增强拉曼光谱；潜在不适当用药
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Rapid determination of tramadol in urine by surface-enhanced Raman
spectroscopy
YAO Xiaojing1, JI  Peiying1, LU Feng2, SHI Guorong3, FU Xiang3（1. Kong Jiang Hospital  of Yangpu District,  Shanghai 200082,
China; 2. Department of Pharmaceutical Analysis, School of Pharmacy, Naval Medical University, Shanghai 200433, China; 3. Shi
Dong Hospital of Yangpu District, Shanghai 200090, China）

［Abstract］  Objective　To establish  a  method for  rapid detection of  tramadol  in  urine  by liquid-liquid extraction（LLE） -
surface-enhanced Raman spectroscopy （SERS）. Methods　Tramadol was extracted from urine with chloroform: isopropyl alcohol
（9∶1）extractant and detected in urine samples by enhanced Raman spectroscopy （wavelength 785 nm）. Results　The quantitative
curve of tramadol was Y=204.35X−465.62, r=0.995 2, and the linear range was 1-100 μg/ml. The detection limit of tramadol by this
method （S/N=3）was  0.53  μg/ml.  The  sensitivity  of  SERS  was  higher  than  that  of  conventional  methods,  and  it  had  reasonable
reproducibility. Conclusion　This  method  is  simple,  efficient  and  economical,  and  can  be  used  for  qualitative  and  quantitative
analysis of tramadol personalized medicine.

［Key words］　tramadol；urine；surface-enhanced Raman spectroscopy；potential inappropriate medication

曲马多是一种具有阿片受体激动剂性质的合

成镇痛药，一般用于急、慢性疼痛，中、轻度癌症疼

痛，骨折或各种术后疼痛、牙痛等[1]，长期使用曲马

多可导致成瘾。由于曲马多的缓释制剂、复方制剂

在中度及以上疼痛的老年患者中应用范围和使用

剂量不断扩大，曲马多引起的不良反应、药物相互

作用等潜在不适当用药（PIM）案例报告呈现上升

趋势[2]。2023 年 7 月 1 日起，中国将曲马多复方制

剂列入第二类精神药品目录。建立快速测量患者

体液中曲马多的方法，有助于减少该类药物滥用和

潜在不适当用药。

口服盐酸曲马多约 60% 的剂量由肾脏代谢，

29% 的剂量以原型经尿液排出体外[3]。目前检测

体液中曲马多的方法一般是采用高效液相色谱-紫
外检测法（HPLC-UV）、气相色谱-质谱联用（GC-
MS）法 [4-5]。这些方法灵敏度低，且相对耗时、费

力，检测成本较高，很难在基层的临床药品检测中

大规模推广。分子光谱技术由于其快速、无损、高

效、简单的特点，犹如拉曼光谱技术，近几年在临床

药品检测中逐渐被推广应用[6-9]，如用于快速监测血

清中卡马西平 [8] 以及尿液中氯氮平的监测 [9]。

2015 年，Alharbi 等[10] 利用表面增强拉曼光谱（SERS）
检测模拟人工尿液中曲马多的含量，其检测限（LOD）

可以达到 657.5 ng/ml，这已经非常接近临床使用曲

马多需要检测的药物浓度。

为了尽量减少尿液中成分对 SERS 信号影响，

本研究提出用液-液萃取（LLE）来改进基于 SERS
的尿液中待测成分检测[11-12]。LLE-SERS 法测定患
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者服用曲马多后的真实尿液样品，能够快速确认患

者是否服用曲马多以及监测尿药浓度，有助于确定

曲马多在缓解老年患者疼痛时的个体化合理剂量，

最大程度降低因曲马多药物相互作用带来的药物

不良反应和不良事件，提高患者的依从性。此外，

本研究还测定了老年患者服用包含曲马多在内多

种药物后的尿液，并观察同时服用的其他药物是否

干扰曲马多的 SERS 检测。 

1    仪器与试剂
 

1.1    仪器

BWS415-785H 便携式拉曼光谱仪（美国 B&
W Tek Inc.）；KQ-250DB 数控超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）；Vortex-Genie2 多功能旋涡

混合器（美国 Scientific Industries 公司）；TG16-WS
离心机（上海卢湘仪离心机有限公司）；电子分析天

平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）；TU-1902 紫
外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公

司）；Zeiss EVO MA-10 扫描电子显微镜（德国 Carl-
Zeiss 公司）。 

1.2    试剂

盐酸曲马多（99.0%，中国食品药品检定研究

院）；柠檬酸三钠（C6H5NaO7·H2O，国药集团化学

试剂有限公司）；硼酸钠（Na2B4O7）、氢氧化钾

（KOH）、硝酸银（AgNO3）、碘化钾（KI）、硫酸镁

（MgSO4）、异丙醇（ iPrOH）、氯仿（CHCl3）、甲苯

（C7H8）和乙醚（C4H10O）均为分析纯，购自上海试剂

公司。

本研究使用了空白尿液及医院患者的真实尿

液，取样后立即冷冻并储存于−80 ℃ 低温冰箱。医

疗期间盐酸曲马多收集时间和使用情况的信息，以

及从健康志愿者和患者获得的人尿液样本的分析

得到了当地伦理委员会的批准。 

2    实验内容
 

2.1    溶液的制备

精密称量盐酸曲马多对照品 100 mg，配制成

浓度为 100 μg/ml 的储备液。再利用去离子水按照

浓度梯度稀释，依次得到浓度为 10、9、8、7、6、5、
4、 3、 2、 1、 0.95、 0.9、 0.85、 0.8、 0.75、 0.7、 0.65、
0.6、0.55、0.5、0.45 μg/ml 的曲马多溶液。 

2.2    基底的制备

按照 Lee 和 Mesisel 等发表的方法制备银胶[13]。

在 300 ml 去离子水中加入 54 mg 硝酸银并不断加

热至微沸，然后加入 6 ml 质量分数为 1% 的柠檬酸

三钠溶液，继续加热并充分搅拌约 1 h，直到溶液变

为灰绿色，停止加热，自然冷却至室温，置于棕色玻

璃瓶中，避光保存。 

2.3    SERS 检测步骤

银胶中加入 5 μl KI 溶液（1 mol/L），孵育 20 min
去除银胶表面杂质信号，然后取 10 μl 胶体与 5 μl
样品混合，并加入 2 μl MgSO4（0.01 mol/L，加入 Mg2+

目的是团聚银胶颗粒以增强检测信号），最后将混

合物加入石英玻璃管中，立即置于拉曼光谱仪中采

集光谱。真实尿液实验步骤同空白尿液。

将盐酸曲马多溶解在水中，浓度范围为 0.5～
100 μg/ml。此外，对掺入空白尿液中的盐酸曲马多

使用相同的浓度范围。 

2.4    光谱采集条件

光谱检测参数如下：激光波长 785 nm，分辨率

5 cm−1，积分时间 3 s，扫描次数为 1 次，激光功率为

7 mW。 

2.5    数据处理

采用 BWSpec 软件对采集到的光谱原始数据

进行初步处理，主要为光谱平滑和基线校正，然后

利用 Matlab 软件对数据进行光谱波段的截取，选

取 300～1 800 cm−1 处的光谱数据进行分析，再采

用 Origin 8 软件对处理好的数据进行绘图。 

2.6    尿液中盐酸曲马多的液-液萃取

将 1 ml 尿样与 0.05 ml 一定浓度的药物溶液

混合在 4 ml EP 管中。然后，用 Na2B4O7/KOH 缓

冲溶液调节 pH 至 7。添加 1 ml 萃取剂氯仿∶异

丙醇（9∶1，V/V）以从尿样中提取曲马多。在室温

下剧烈震荡后，以 6 000 r/min 离心 5 min。弃去上

层清液，取下层液 0.5 ml 至试管里，用氮气仪吹干

下层液，加入与下层液等量的去离子水，用于进一

步实验。 

3    结果与讨论
 

3.1    基底的表征

紫外图谱表征：使用紫外分光光度计在 300～
700 nm 波长范围内对银胶进行紫外光谱扫描，并

观察物质的紫外特征吸收峰。银纳米颗粒的紫外

吸收光谱如图 1 所示。银纳米颗粒的紫外可见吸

收光谱仅在 419 nm 处有一个吸收峰，半峰宽较窄，

这反映出银纳米颗粒大小较均匀，具有良好的分

散性。

扫描电镜表征：使用扫描电子显微镜（SEM）扫

描纳米银胶颗粒，观察纳米银胶颗粒的形态。银胶

颗粒形似球状，大小均匀，直径约为 50 nm。 
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3.2    pH 值对去离子水中盐酸曲马多 SERS 信号的

影响

将盐酸曲马多对照品溶于去离子水中，改变溶

液的 pH 值，并评估了其对 SERS 的影响。使用

Na2B4O7/KOH 缓冲液将溶液 pH 值调整在 4.5～
8 之间变化，立即获取 SERS 数据。由图 2 可知，样

本 pH 为 7.0 时，盐酸曲马多 SERS 信号最强。
 
 

pH 4.5

pH 5

pH 5.5

pH 6

pH 6.5

pH 7

pH 7.5

pH 8

400 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600 1 800

强
度

 (
a.

u
.)

拉曼位移 (cm−1)

图 2    盐酸曲马多水溶液在 pH值 4.5～8的 SERS光谱
  

3.3    不同溶剂的液-液萃取对检测信号的影响

Borong 等研究发现氯仿∶异丙醇（9∶1）比氯

仿或正丁醇能更有效提取尿液中吗啡[6]。本文评估

了氯仿、氯仿∶异丙醇（9∶1）以及甲苯和乙醚提取

空白尿液加标和真实尿液的效果，以 993.8 cm−1 的

相对峰强度为指标。SERS 检测结果显示空白尿液

加标和真实尿液中曲马多 993.8 cm−1 信号均以氯

仿∶异丙醇（9∶1）作为萃取剂时最强，乙醚作为萃

取剂时最弱，故选定氯仿∶异丙醇（9∶1）作为曲马

多的萃取溶剂（图 3）。 

3.4    尿液中曲马多 SERS 检测方法验证 

3.4.1    专属性

由图 4A 可见，未经前处理尿样直接进行拉曼

光谱仪测定，结果显示空白尿液中尿素分子信号与

空白尿液加标的 704 cm−1 和 800～850 cm−1 处的拉

曼信号部分重叠。该干扰峰是由尿素分子中的肌

氨酸酐干扰引起的，因此不应把 704 cm−1 和 800～
850 cm−1 处作为特征峰。而 993.8 cm−1 处受尿素分

子的拉曼信号干扰较弱，可初步选作快速鉴定尿液

中存在曲马多的定性依据。此外，经液-液萃取

（LLE）尿液中曲马多的前处理方法，993.8 cm−1 处

目标分子的特征峰信号受尿液干扰进一步变弱，信

号明确增强。

图 4B 可见，由于真实尿液与空白尿液的澄清

度不如去离子水，影响了检测器对拉曼散射光的感

应，其特征峰较水溶液中信号相对较弱。同时空白

尿液与真实尿液中其他杂质与曲马多形成竞争关

系，共同吸附在银胶金属粒子表面，产生一定抑制

作用，对特征峰峰形也有一定的影响（由图 4B 可

见）。因此经液-液萃取（LLE）尿液中曲马多的前处

理方法，真实尿液中 993.8 cm−1 特征峰信号最强。 

3.4.1.1    空白基质的影响

Kimani 等研究显示曲马多的  SERS 以  452、
660、704、804、836、993.8、1 172、1 253、1 288、1 448
和 1 603 cm−1 处的峰为主[14]。由图 5 可得，研究发

现 804、836 与 993.8 cm−1 在低浓度情况下 SERS
信号较强，但银胶基底 SERS 的峰与曲马多 804、
836 cm−1 处峰重合，故本研究以 993.8 cm−1 处尿液

中曲马多峰为特征峰。
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图 1    图１ 银胶的紫外可见光吸收光谱图
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图 5    空白尿液加标与银胶的 SERS光谱图
  

3.4.1.2    共服药物的影响

经查阅文献，头孢拉定与阿托品均以原形药物

形式从尿液排出，且他们的特征峰也在 993.8cm−1

附近[15-16]，这可能会影响曲马多的检测。为了进一

步验证以上药物同时服用时对尿液中曲马多的检

测是否有干扰，本研究采用 LLE 预处理并使用

SERS 检测空白尿液加头孢拉定、阿托品及曲马多

的样本。由图 6 可知，空白尿液加头孢拉定、阿托

品未检测到 993.8 cm−1 处特征峰，而检测空白尿液

加头孢拉定、阿托品及曲马多仍可以清晰地识别出

曲马多 993.8 cm−1 处的特征峰。因此，SERS 结合

LLE 可以实现对同时服用头孢拉定与阿托品的老

年患者尿液中曲马多的测定。
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图 6    SERS检测空白尿液中含曲马多等多种药物及空白尿液

中头孢拉定、阿托品 

3.4.2    线性、范围和最低检测限

配制不同浓度空白尿液中盐酸曲马多溶液（1、
5、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100 μg/ml），
将这些溶液置于拉曼光谱仪下的石英玻璃管中进

行拉曼光谱测定，以波峰 993.8 cm−1 的相对强度

（Y）为纵坐标，盐酸曲马多对照品溶液浓度（X）为横

坐标，拟合线性回归方程为 Y=204.35X−465.62，回
归系数 r=0.995 2，盐酸曲马多的浓度在 1～100 μg/ml
范围内与特征峰 993.8 cm−1 的相对强度呈良好线

性关系。

取上述盐酸曲马多对照品溶液逐级稀释测定，

测得盐酸曲马多的定量限 （S/N=10）和检测限

（S/N=3）分别为 1.54 μg/ml 和 0.53 μg/ml。 

3.4.3    精密度和准确度

取“3.4.2”项下曲马多分别为 5、50、80 μg/ml
的加标溶液，分别于 1 d 和 1 周内重复测定 6 次，

测得日内精密度和日间精密度（RSD）及准确度

（RE）见表 1。结果表明，低、中、高含量的日内精

密度、日间精密度及准确度均良好。
  

表 1    回收率、精密度及准确度 
浓度

（μg/ml）

平均
回收率
（n=3）

RSD
（n=5）

日内精密度（n=6） 日间精密度（n=6）

RSD（ %） RE（ %） RSD（ %） RE（%）

5 93.01 3.92 3.38 −1.47 4.61 −4.03

50 96.5 4.27 3.33 −2.64 4.68 4.67

80 94.9 4.68 3.54 −2.92 4.65 −4.91
  

3.4.4    提取回收率

取“3.4.2”项下标准品液配制低、中、高（  5、
50、80 μg/ml）3 个浓度的加标溶液，每个浓度 3 份

供试样品，按“2.3”项下处理并用 SERS 测定，测得

结果与实际浓度比值计算回收率，见表 1。 

3.4.5    稳定性

同回收率试验，配制 3 个浓度的盐酸曲马多加

标溶液，于−25 ℃ 冷冻后，按“2.3”项下处理并用
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图 4    空白尿液加标与真实尿液的基质成分对曲马多测定的干扰
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SERS 测定，每个样本重复冻融 5 次，计算 RSD，见

表 1。 

3.5    3 例患者真实尿液的曲马多测定结果

通过检测 3 位服用曲马多患者的尿液样本，

SERS 分析结果可以清楚地识别出患者尿液中曲马

多的特征峰。根据标准曲线可得患者 A、B、C 尿

液中曲马多浓度分别为 39.55、33.74、27.57 μg/ml。
因此，SERS 结合 LLE 可以实现对服用曲马多者尿

液中曲马多的快速、灵敏的测定。 

4    结论

对比 Alharbi 等 [10] 的研究使用人工尿液做模

拟试验，本研究进一步对临床上服用曲马多患者的

真实尿液进行检测，采用 LLE 前处理方法降低尿

液中成分对背景 SERS 信号的影响，曲马多的检测

限与之前的研究相当（530 ng/ml），证明了本方法检

测真实尿液中曲马多的有效性，且方法简单、高

效、经济，可以用于曲马多个性化用药的定性和定

量分析，并进一步扩展至其他潜在不适当药物的

监测。
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