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摘 要 目的：建立检测人尿液和粪便中马来酸依那普利浓度的方法，并将其应用于临床。方法：尿液和粪便样品经前处理后，与

表面信号增强剂胶体银溶胶按1 ∶ 1（V/V）的比例混合，采用表面增强拉曼光谱法检测。激发功率为400 mW，激发波长为785 nm，

分辨率为4.5 cm－1，用于定性的拉曼位移为（800±2）、（1 050±2）、（1 330±2）、（1 450±2）和（1 630±2）cm－1，用于定量的拉曼位移

为（1 050±2）cm－1。结果：马来酸依那普利尿药、粪药浓度分别在0.50～100.00 μg/ml和2.00～100.00 μg/g范围内线性关系良好（r

分别为0.989 3和0.978 0，n＝6），定量下限分别为0.50 μg/ml和2.00 μg/g，检测限分别为0.10 μg/ml和1.30 μg/g；日内、日间RSD＜

5％，方法回收率分别为 95.24％～99.38％、86.73％～94.57％，提取回收率分别为 84.29％～90.43％（RSD＝0.84％）、82.36％～

87.70％（RSD＝1.84％）。采用该法检测 15例高血压患者马来酸依那普利的尿药浓度为 15.31～33.46 μg/ml，粪药浓度为 5.08～

41.79 μg/g；疗效判定为“有效”的患者平均尿药、粪药浓度与“未见好转”的患者比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：表面

增强拉曼光谱法用于人尿液和粪便中马来酸依那普利浓度的检测简便、快速。

关键词 马来酸依那普利；尿液；粪便；表面增强剂；表面增强拉曼光谱法

Concentration Determination of Enalapril Maleate in Human Urine and Feces by Surface-enhanced Raman
Scattering Spectrometry and Its Clinical Application
GAN Sheng1，LAI Qingniao1，HAN Ting2，WU Chaoquan1（1. Guangxi Zhuang Autonomous Region Institute for
Food and Drug Control，Nanning 530021，China；2. Pharmacology Teaching and Research Section，Preclinical
College，North China University of Science and Technology，Hebei Tangshan 053009，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for concentration determination of enalapril maleate in human urine and fe-

ces，and apply it in the clinic. METHODS：The urine and feces samples were collected and pre-processed，then tested by sur-

face-enhanced Raman scattering spectrometry with ratio of sample to surface signal enhancer silver sol 1 ∶ 1（V/V）. The assay was

carried out with the following parameters：excitation power 400 mW，excitation wavelength 785 nm，resolution 4.5 cm－1. The char-

acteristic shift of enalapril maleate were（800±2），（1 050±2），（1 330±2），（1 450±2），（1 630±2）cm－1. The quantitation

shift was（1 050±2）cm－1. RESULTS：The linear range of enalapril maleate were 0.50-100.00 μg/ml in urine and 2.00-100.00 μg/g

in feces（r＝0.989 3，0.978 0，n＝6）；the limits of quantitation were 0.50 μg/ml and 2.00 μg/g，and the limits of detection were

0.10 μg/ml and 1.30 μg/g. RSDs of intra-day and inter-day were both lower than 5％. The method recoveries were 95.24％-99.38％

and 86.73％-94.57％；the extraction recoveries were 84.29％-90.43％（RSD＝0.84％）and 82.36％-87.70％（RSD＝1.84％），respec-

tively. The urinal concentration of enalapril maleate in 15 hypertensive patients ranged 15.31-33.46 μg/ml，while the fecal concentra-

tion ranged 5.08-41.79 μg/g. There was no statistical significance in average urinal concentration and fecal concentration between

“effective”patients and“no response”patients. CONCLUSIONS：Surface enhanced Raman scttering spectrometry can be used for

the concentration determination of enalapril maleate in human urine and feces. It is simple and rapid.

KEYWORDS Enalapril maleate；Urine；Feces；Surface signal enhancer；Surface-enhanced Raman scattering spectrometry
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依那普利为强效血管紧张素Ⅰ转换酶抑制剂，其抑制作

用是卡托普利的 8倍，临床上一般应用其马来酸盐，其适用于

各种程度的高血压、肾血管性高血压和糖尿病合并高血压患

者的临床治疗（单独或与其他药物联合使用）[1]，尤其适用于常

规应用洋地黄或利尿药难于控制者，并可延缓充血性心力衰

竭的临床进展[2]。目前，对该药体内消除情况的监测一般采用

高效液相（HPLC）法或液质联用（LC-MS）法，但这类方法操作

烦琐、成本较高，且需采集患者血样。拉曼光谱法具有操作简

便、测定时间短、无需采血等优点[3-5]，但由于其灵敏度低、检测

限难以达到体内微量分析的要求，故在实际应用中需加入拉

曼信号表面增强剂（一般为粒径较大的等金属离子溶胶）吸附

待测物分子，以增强其拉曼散射信号[4-5]。相对于传统的血药

浓度监测方法，表面增强拉曼光谱法仅以患者的排泄物作为

检测对象，大大简化了样品的前处理过程，减轻了患者的痛

苦。因此，本试验以人尿液和粪便样品作为研究对象，采用表

面增强拉曼光谱法检测其中马来酸依那普利的质量浓度，探

索体内药物浓度测定的新方法，为临床治疗药物监测和合理

用药提供参考。

1 材料
1.1 仪器

OPAL-3000型便携式拉曼光谱仪，包括 HRP-8型高光通

量光线探头、热电制冷低温电荷耦合阵列检测器（CCD，可

在－60 ℃下稳定工作，检测灵敏度为15～50 ppm）（英国Met-

age公司）；HLA-1024型超声波清洗机（深圳华龙超声机电设

备有限公司）；Vortex-Genie 2型涡旋振荡器（美国Scientific In-

dustries公司）；R201BV型旋转蒸发仪（上海申胜生物技术有限

公司）；X85-2型可控温磁力搅拌器（上海梅颖浦仪器仪表制造

有限公司）；TDL-5-A型离心机（上海安亭科学仪器厂）。

1.2 药品与试剂

马来酸依那普利对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：100705-201203，纯度：98.87％）；马来酸依那普利片（上海

现代制药股份有限公司，批号：20140953，规格：5 mg）；玻璃纤

维滤膜、聚四氟乙烯滤膜（湖北津华量化环境检测科技有限公

司）；WAX 固相萃取柱（美国 Phenomenex 公司）；甲醇为色谱

纯，水为去离子水，其余试剂为分析纯。空白尿液和粪便由华

北理工大学附属医院提供。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备[6]

取马来酸依那普利对照品约10 mg，精密称定，置10 ml量

瓶中，加水 5 ml，涡旋振荡 5 min，超声（功率为 1 200 W）10

min，加水至刻度，摇匀，配制成相当于马来酸依那普利质量浓

度为1 mg/ml的对照品贮备液，密封、避光保存。取上述对照品

贮备液适量，用水稀释得相应质量浓度的标准溶液，备用。

2.2 尿液和粪便样品的处理

2.2.1 尿液样品 取新鲜尿液200 ml，以离心半径6.75 cm、转

速 5 000 r/min 离心 5 min，取上清液 5 ml，加入硼酸盐缓冲液

（pH＝10.3）0.5 ml，混匀，加入乙酸乙酯15 ml，涡旋混合1 min，

以离心半径6.75 cm、转速5 000 r/min离心10 min，收集上清液

于圆底烧瓶中，用乙酸乙酯提取 2次，合并提取液，于 42 ℃下

旋转蒸干，残渣用50％甲醇1 ml复溶，即得尿液样品的待测溶

液，备用。

2.2.2 粪便样品 将新鲜粪便冷冻干燥24 h后，研磨均匀，去

除较大的粗纤维。精密称取1.0 g置于50 ml具塞玻璃离心管

中，加入甲醇20 ml，超声（功率为1 200 W）提取10 min，重复提

取3次，合并提取液，于4 ℃下以离心半径13.5 cm、转速10 000

r/min离心20 min，取上清液于45 ℃下旋转蒸发，将其浓缩至1

ml，经0.45 μm微孔滤膜滤过后，滤液用水稀释至50 ml。将上

述溶液上样至已活化的WAX固相萃取柱中，用丙酮-0.1 mol/L

碳酸氢钠溶液（40 ∶ 60，V/V）6 ml以 5 ml/min的速度洗脱，待无

液体流出后抽真空 5 min；再用乙酸乙酯 8 ml以 1 ml/min的速

度洗脱，合并2次洗脱液，常温下以氮气流吹扫，将其浓缩至1

ml。将此浓缩液转移至硅胶柱中，用丙酮-甲醇（1 ∶ 1，V/V）以1

ml/min 的速度洗脱，洗脱液于常温下以氮气流吹干，残渣用

50％甲醇1 ml复溶，即得粪便样品的待测溶液，备用。

2.3 表面增强剂和上机液的制备

应用柠檬酸钠还原法[7]合成胶体银溶胶。取水99 ml置于

三口圆底烧瓶中，加入 1％硝酸银水溶液 1 ml，加热至微沸

（92～93 ℃），快速加入1％柠檬酸三钠水溶液4 ml，冷凝回流，

采用可控温磁力搅拌器使之保持沸腾。于95 ℃时停止加热，

冷却并保持均匀搅拌，静置 25 min，得粒径为 30～40 nm的胶

体银溶胶。取上述胶体银溶胶和“2.2.1”“2.2.2”项下的待测溶

液各0.5 ml，分别涡旋混匀，即得尿液和粪便样品的上机液。

2.4 检测条件

2.4.1 定性检测 采用拉曼光谱仪对上述上机液进行扫描。

激发功率：400 mW；激发波长：785 nm；分辨率：4.5 cm－l；马来

酸依那普利特征峰的定性拉曼位移：（800±2）、（1 050±2）、

（1 330±2）、（1 450±2）和（1 630±2）cm－l。

2.4.2 定量检测[8] 以（1 050±2）cm－l对应峰强度进行谱图归

一化。以（1 050±2）cm－l对应峰强度与已知贮备液对应峰强

度相比，计算马来酸依那普利的质量浓度。c/c 贮＝Iv/ I 贮（式

中，c为待测物质量浓度，c 贮为贮备液质量浓度，Iv为待测物特

征峰强度，I 贮为贮备液特征峰强度）。

2.5 方法学考察

2.5.1 标准曲线的制备 取空白尿液和对照品贮备液各适

量，分别配制成马来酸依那普利质量浓度为 0.50、1.00、5.00、

10.00、25.00、50.00、100.00 μg/ml 的尿液样品，按“2.2.1”“2.3”

项下方法处理后，进样分析，记录拉曼光谱图，见图 1B、1C。

以拉曼光谱强度（I 尿）为纵坐标、待测物质量浓度（c 尿）为横坐

标进行线性回归，得回归方程为 I 尿＝6 265.24c 尿－217.70（r 尿＝

0.989 3，n＝6）。结果表明，马来酸依那普利的尿药浓度在

0.50～100.00 μg/ml范围内线性关系良好，其定量下限为 0.50

μg/ml，检测限为0.10 μg/ml。

取空白粪便和对照品贮备液各适量，分别配制成马来酸依

那普利质量浓度为 2.00、5.00、10.00、25.00、50.00、100.00 μg/g

的粪便样品，按“2.2.2”“2.3”项下方法处理后，进样分析，记录

拉曼光谱图，见图1D、1E。以拉曼光谱强度（I 粪）为纵坐标、待

测物质量浓度（c 粪）为横坐标进行线性回归，得回归方程为 I 粪＝

4 872.31c 粪+ 659.01（r 粪＝0.978 0，n＝6）。结果表明，马来酸依

那普利的粪药浓度在2.00～100.00 μg/g范围内线性关系良好，

其定量下限为2.00 μg/g，检测限为1.30 μg/g。

2.5.2 精密度与准确度试验 取空白尿液、空白粪便和对照

品贮备液各适量，分别配制成马来酸依那普利低、中、高质量

浓度（1.00、10.00和 50.00 μg/ml）的尿液样品和低、中、高质量

浓度（5.00、10.00和 50.00 μg/g）的粪便样品，分别按“2.2”和
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“2.3”项下方法处理后，进样测定。每质量浓度取9样本分析，

连续测定7 d，根据当日标准曲线计算各样品的测得质量浓度，

考察方法的精密度与准确度。结果显示，各尿液样品的日内、

日间RSD＜3％，方法回收率为95.24％～99.38％；各粪便样品

的日内、日间RSD＜5％，方法回收率为86.73％～94.57％。精

密度与准确度试验结果见表1。

表1 精密度与准确度试验结果（x±±s）

Tab 1 Results of precision and accuracy tests（x±±s）

样品

尿液样品

粪便样品

加入质量浓度，
μg/ml或μg/g

1.00

10.00

50.00

5.00

10.00

50.00

日内（n＝9）

测得质量浓度，
μg/ml或μg/g

0.99±0.02

9.71±0.33

49.89±0.12

4.43±0.26

8.95±0.41

48.76±0.38

RSD，
％

1.56

2.17

1.63

2.31

3.68

4.72

方法回收率，
％

98.79±1.86

97.08±3.32

99.78±0.26

88.12±4.71

89.46±4.09

97.52±7.93

日间（n＝7）

测得质量浓度，
μg/ml或μg/g

0.97±0.08

9.80±0.27

49.92±0.09

4.54±0.31

8.89±0.53

47.54±0.65

RSD，
％

1.92

1.95

1.47

3.05

4.20

4.69

方法回收率，
％

97.02±3.90

98.05±2.67

99.84±0.05

91.27±3.19

88.94±5.32

95.08±1.30

2.5.3 提取回收率试验 取空白尿液、空白粪便和对照品贮

备液各适量，分别配制成马来酸依那普利低、中、高质量浓度

（1.00、10.00和 50.00 μg/ml）的尿液样品和低、中、高质量浓度

（5.00、10.00和50.00 μg/g）的粪便样品，分别按“2.2”和“2.3”项

下方法处理后，进样测定；另取空白尿液和空白粪便各适量，

分别按“2.2”和“2.3”项下方法处理后，加入对照品贮备液适

量，使最终质量浓度与前者对应，进样测定。每质量浓度取 6

样本分析，考察方法的提取回收率。结果显示，尿液样品的提

取回收率为 84.29％～90.43％（RSD＝0.84％），粪便样品的提

取回收率为82.36％～87.70％（RSD＝1.84％）。

2.5.4 稳定性试验 取空白尿液、空白粪便和对照品贮备液

各适量，分别配制成马来酸依那普利低、高质量浓度（1.00和

50.00 μg/ml）的尿液样品和低、高质量浓度（5.00和50.00 μg/g）

的粪便样品，分别于 0、2、4、6、9、12、15和 24 h进样测定，考察

方法的稳定性。结果显示，各样品在24 h内稳定，RSD＜5％。

2.6 临床应用

2.6.1 样品来源 选择华北理工大学附属医院初入院的高血

压患者15例，年龄43.1～67.8岁，体质量46.9～71.5 kg，血尿常

规、心电图、肝功能正常，胃肠功能良好。入院前3天及住院期

间未服用过任何血管紧张素Ⅰ转换酶抑制剂，并禁烟、酒、

茶[9]。本研究方案经华北理工大学附属医院医学伦理委员会

审批，所有患者均知情同意并签署知情同意书。

2.6.2 样品测定和统计学方法 所有患者每日口服马来酸依

那普利片 20 mg，每日 2次，分别于用药的第 1～7天收集其尿

液和粪便，分别按“2.2.1”“2.2.2”项下方法处理后，将所得待测

溶液与表面增强剂胶体银溶胶按 1 ∶ 1（V/V）的比例均匀混合，

采用表面增强拉曼光谱法检测其尿液和粪便中马来酸依那普

利的质量浓度。采用 SPSS 13.0软件处理所有数据。计量资

料以x±s表示，组间比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统计

学意义。

2.6.3 样品测定结果 检测结果显示，患者尿药浓度为

15.31～33.46 μg/ml，粪药浓度为 5.08～41.79 μg/g。大部分患

者服药 3 d后，尿药和粪药浓度不再大幅上升或下降，此时尿

药和粪药浓度已趋于稳定。15例高血压患者马来酸依那普利

尿药、粪药浓度的检测结果见表2。

表2 15例高血压患者马来酸依那普利尿药、粪药浓度的检测

结果（x±±s，n＝15）

Tab 2 Urinal and fecal concentrations of enalapril maleate

in 15 hypertensive patients（x±±s，n＝15）

测定时间，d

1

2

3

4

5

6

7

尿药浓度，μg/ml

17.67±2.12

19.29±9.63

28.54±9.11

27.97±4.57

29.76±3.29

28.75±5.10

29.15±3.34

粪药浓度，μg/g

6.52±0.77

22.24±1.68

37.42±4.81

36.50±2.34

38.85±5.53

37.81±3.60

36.43±5.47

以收缩压≤140 mm Hg（1 mm Hg＝0.133 kPa）、舒张压≤

90 mm Hg为标准（非同日连续 3次测量）[10]，对患者的治疗效

果进行评价。15例患者入院3 d后，11例患者的血压符合上述

标准，判定为“有效”；4例患者的血压仍较高，判定为“未见好

转”。疗效判定为“有效”的患者平均尿药浓度为（28.14±

4.76）μg/ml，“未见好转”的患者平均尿药浓度为（26.77±5.91）

μg /ml，组间比较差异无统计学意义（P＞0.05）；疗效判定为

“有效”的患者平均粪药浓度为（37.65±4.20）μg/g，“未见好转”

的患者平均粪药浓度为（35.09±5.65）μg/g，组间比较差异无统

计学意义（P＞0.05）。

3 讨论
3.1 定量拉曼位移的筛选

在拉曼光谱图上，血管紧张素Ⅰ转换酶抑制剂的分子特

征峰位于1 448～1 452 cm－1[苯环（C＝C）伸缩振动]和1 627～

1 633 cm－1[乙氧基（CH3-CH2-O-）弯曲振动]处。但由于各药物

分子吡咯烷上的取代基不同，其特征峰的拉曼位移有所差

异。马来酸依那普利的特征峰位于（800±2）cm－1和（1 330±

2）cm－1处，分别为吡咯烷上 C-N 伸缩振动和 N-H 伸缩振动。

虽然尿素分子中的键谱峰覆盖了依那普利在相同拉曼位移处

由 C-OH 非对称伸缩引起的振动峰，但对马来酸依那普利在

图1 马来酸依那普利的拉曼光谱图
A.标准溶液（10.00 μg/ml）；B.空白尿液；C.空白尿液+马来酸依那普利；

D.空白粪便；E.空白粪便+马来酸依那普利

Fig 1 Raman spectrum of enalapril maleate
A. standard solution（10.00 μg/ml）；B. blank urine；C. blank urine+enal-

april maleate；D. blank faeces；E. blank faeces+enalapril maleate
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（1 050±2）cm－1处特征峰的辨认不会造成大的干扰。随着待

测物质量浓度的升高，此处峰强不断增加。因此，将定量拉曼

位移确定为（1 050±2）cm－1，并以此处对应峰强度进行谱图归

一化，计算尿液和粪便样品中马来酸依那普利的质量浓度。

结果显示，马来酸依那普利的尿药和粪药浓度分别在 0.50～

100.00 μg/ml和2.00～100.00 μg/g范围内线性关系良好（r分别

为0.989 3和0.978 0）。

3.2 增强剂的选择[7]

表面增强剂的种类、质量浓度和混合比例均可影响拉曼

光谱的信号增强效果及其检测限。笔者曾尝试使用金溶胶作

为拉曼光谱信号增强剂，但并无明显的信号增强效果，在尿液

与粪便样品中无法检测到待测物。而银溶胶则可明显增强待

测物的信号。金属离子的空间密度与吸附分子的能力直接相

关，过密则对吸附目标形成阻挡，过于分散则大量待测分子无

法得到吸附。在可见光区域内，金的表面增强因子比银小，银

溶胶与目标分子结合后可产生更为强烈的共振现象，即银溶胶

与金溶胶相比，具有更强的表面增强活性。通过多次预试验，

最终确定银溶胶与待测物溶液按1 ∶1等体积混合的效果最佳。

3.3 银溶胶的稳定性

在试验过程发现，银溶胶在－4 ℃下保存3周后会出现沉

淀。银溶胶的稳定性可能受以下因素影响：（1）在制备金属溶

胶的过程中，使用了柠檬酸三钠，柠檬酸根离子不仅可作为还

原剂，同时还具备稳定剂的效果，可提高金属溶胶的稳定性。

柠檬酸三钠有 3个羧基基团，其中 2个吸附在银粒子的表面，

余下的 1个则通过其所带负电荷相互排斥的作用力起着稳定

的作用。（2）温度对银溶胶的稳定性也有重要的影响。在室温

下，纳米颗粒间的相互碰撞几率高于低温环境，易发生聚集、

沉淀现象，不利于胶体的分散。（3）时间也是影响银溶胶稳定

性的重要因素之一。长时间放置会使溶胶的稳定性下降，产

生自凝聚现象。银溶胶在室温条件下，5～10 d内即会沉降失

活。因此，银溶胶不宜长时间保存，建议低温保存，且配制后

应尽快使用。

3.4 尿液、粪便样品的检测限

马来酸依那普利在尿液样品中的检测限为0.50 μg/ml，粪

便样品中的检测限为 1.30 μg/g。尿液样品的检测限主要受其

中尿素C-N π键对吡咯烷特征峰的影响；而粪便样品的检测限

和线性关系则与其中杂质较多、影响待测物的辨认有关。

3.5 与色谱法的比较[11]

与本方法相比，传统的色谱法耗时较长，单个样品从前处

理到最后得出结果，色谱法至少需要1 h，而光谱法只需20 min

左右。如果是对大批量样品进行检测，拉曼光谱法单个样品

的扫描时间仅需几十秒，相对于色谱法而言，大大地节省了检

测时间，因此能达到快速分析、检测的目的。在方法检测限方

面，虽然较色谱法尚有一定的差距，但由于排泄物中的药物含

量往往大大高于检测限，故仍可满足临床监测的需求。在方

法准确度上，色谱法属于半确证性方法，通常需要与质谱串联

以进一步确证结构。而拉曼光谱属于振动光谱，提供的是待

测物分子的“指纹”信息，具有较高的准确性，但须在仪器的激

发光强度、信噪比处理、检测器灵敏度上进行提高，同时对前

处理进行优化，使检测方法更加完善[12]。

综上所述，与已有HPLC、气质联用（GC-MS）法和液相色

谱-串联质谱（LC-MS/MS）法等比较[11，13-14]，本研究所建立的表

面增强拉曼光谱法，以患者的尿液和粪便样品为监测对象，大

大简化了样品前处理过程，缩短了检测时间，降低了检测成

本，并提高了患者的诊疗舒适度，为体内药物浓度的监测提供

了新的方法。
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