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实验技术与方法
薄层色谱+表面增强拉曼光谱法快速检测改善睡眠类

保健食品的主要成分及其光谱表征

李静辉!刘吉成!马德志!李慧!孔婉莹!张可勇
!齐齐哈尔医学院"黑龙江 齐齐哈尔$#-#%%-#

摘$要!目的$建立薄层色谱&Q5?’与表面增强拉曼光谱 & GV(G’联用技术对改善睡眠类保健食品的主要成分
&褪黑素"维生素 L- ’的快速检测新方法# 方法$以环己烷+乙酸乙酯+乙醇&)u!.)u&!M/M’为展开剂!利用 Q5?将
改善睡眠类保健食品中主要成分与保健食品基质初步分离!在 7a&)" =K下检测定位$以 U,% =K激光为激发波长!水
相银胶溶液为表面增强剂!采用 GV(G 法对 Q5?上的微量成分进行原位定性检测# 通过模拟阳性样品试验!考察
保健食品基质对褪黑素"维生素 L- 的 Q5?+GV(G 的影响!并考察褪黑素及维生素 L- 的检出限!并随机对市售 " 种
改善睡眠类保健食品进行检测# 结果$褪黑素"维生素 L- 的 Q5?+GV(G 与相应对照品的拉曼光谱特征峰存在明显
相关性$保健食品的基质对褪黑素和维生素 L- 的检测不存在干扰$褪黑素和维生素 L- 的检出限为 #%") $># 市售
改善睡眠类保健食品主要成分的 Q5?+GV(G 与褪黑素或维生素 L- 基本相同# 结论$本法准确"灵敏"快速"简单!

为检测混合样品等复杂体系主要成分的定性鉴别检测提供一种有效方法#
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$$目前市售改善睡眠作用的保健食品中%大部分
以褪黑素及维生素 L- 为原料%还有一部分产品的原
料是具有镇静安神作用的中药材, 国内外已有较
多单独测定褪黑素和维生素 L- 的报道%但同时检测
两者的研究较少%检测方法主要包括荧光分光光度
法 *#+ -放射免疫法 *&+ -酶联免疫吸附法-薄层色谱
"Q5?#法 *!+ -毛细管电泳"?V#法 *"+和高效液相色谱
"X_5?#法 *)+ %这些方法准确-灵敏%但也存在着对
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样品前处理技术及试验条件要求较高-检测周期长
等不足’Q5?法作为经典的分离手段%具有简便-快
速-成本低-需样量少等优点 *-+ %但特异性较低%对
于通常含有几十种物质的保健食品等复杂体系很
难准确鉴别其目标成分’因此%建立特异性强-灵敏
度高-快速准确%并能同时检测保健食品中多种化
学添加成分的分析方法势在必行, 近年来研究较
多的表面增强拉曼光谱 "IPD392C+C=49=2CF (9K9=
I;C2AD:I2:;H%GV(G#法能提供分子振动能级的指纹
图谱%可使拉曼信号增加 #%" p#%) 倍%在微量成分
鉴别上具有很大优势%特别是 Q5?与 GV(G 联用技
术集准确-灵敏-简单-快速于一体%已被逐渐应用
于样品快速检测 *U+’+ %例如尿液中生物标志物检
测 *#%+ -水质污染监测 *##+ -结构类似物鉴别 *#&+ -人体
血液中吗啡监测 *#!+等,

本课题组致力于 Q5?与 GV(G 联用技术的研
究%利用 Q5?实现复杂体系的初步分离%再利用
GV(G 进行组分鉴别, 本试验收集了改善睡眠类保
健食品的主要成分%并建立了同时快速检测这些成
分的 Q5?+GV(G 方法%该法准确-灵敏-简单-快速%
为这种复杂体系的混合样品中主要成分监测提供
了新的参考依据,

#$材料与方法
#.#$主要仪器与试剂

[r(c<显微拉曼成像光谱仪 "美国 Q4CDK:
E<I4CDG2<C=A<3<2#-rG#%) [P9B(9=>C分析天平"精密
度$%.%# K>#-G5(温控型红外快速加热板-@9=:+
8G’% 纳米粒度仪 "英国 ‘9BNCD= 6=IADPKC=AI5AF#-
bf+&)%L型超声波清洗器-^EX+&%!L型三用紫外
分析仪-硅胶 ]E&)"铝合金薄层板"德国 ‘CDJ#,

褪黑素"#!!U")#-维生素 L- "#U%,)##标准品均
购自中国食品药品检定研究院, 美通宁片"#-%"%##-
恬静胶囊"&%#-%-%!#-睡好片"#)##%%#%#-纽斯葆牌
褪黑素片"-*#U)#均为市售改善睡眠类保健食品,
硝酸银-柠檬酸三钠-乙酸乙酯-无水乙醇-环己烷等
均为分析纯, 试验用水为纯化水,
#.&$方法
#.&.#$溶液的制备

银胶溶液$称取硝酸银 ’% K>%溶于 )%% KB水中
加热至沸腾%加入 #q柠檬酸钠溶液 #% KB%保持沸
腾 # 4%冷却%得银胶溶液 *#"+#)+ , 取银胶溶液 " KB%
! )%% D/K<=离心 # p& K<= 后%移去 & KB上清液%得
到 & 倍浓缩的银胶溶液%" m保存备用,

阳性对照品溶液$精密称取褪黑素-维生素 L-
标准品各适量%分别加甲醇制成 #.% K>/KB的溶液%

" m保存备用,
阴性样品溶液$取经检测不存在褪黑素-维生

素 L- 的某品牌保健食品样品适量%研细%精密称取
褪黑素-维生素 L- 标准品适量加入样品中%加入
& KB甲醇溶解%超声 #) K<=%! )%% D/K<= 离心 # p
& K<=后取上清液%浓缩至 # KB%" m保存备用,

模拟阳性样品溶液$取某保健食品样品 "经齐
齐哈尔市食品药品检验检测中心检测不存在褪黑
素-维生素 L-%可作为阴性样品#适量%研细%精密称
取褪黑素-维生素 L- 标准品适量加入样品中%加入
& KB甲醇溶解%超声 #) K<=%! )%% D/K<= 离心 # p
& K<=后取上清液%浓缩至 # KB%使两种成分与相应
的标准品一致%" m保存备用,

待测市售样品溶液$取一次口服剂量的市售改
善睡眠类保健食品样品%研细%加入 & KB甲醇溶解%

超声 #) K<=%! )%% D/K<= 离心 # p& K<= 后取上清
液%浓缩至 # KB%" m保存备用,
#.&.&$Q5?+GV(G 检测

分别吸取阳性对照品溶液-阴性样品溶液及模
拟阳性样品溶液各 #% $B%点于同一 ]E&)"硅胶板上%

以环己烷+乙酸乙酯+乙醇")u!.)u&%MUM#为展开剂%

室温条件下%展开%取出晾干%在 7a&)" =K紫外灯下检
视定 位% 分别 将阳 性对 照品 溶 液与其 比 移 值
"DCAC=A<:= 392A:DN9BPC% (3#相同处的斑点滴加 & $B

银胶溶液%采用显微拉曼成像光谱仪对斑点进行原
位检测%观察其 GV(G 信号,
#.&.!$仪器条件

拉曼光谱仪$激发光波长$U,% =K激光’放大倍
数$ k#%’扫描范围$! !%% p)% 2Kn#’图像像素大小
#%%.% $K’光阑$)% $K共聚焦针孔’扫描方式$区
域面扫’激光功率$&".% K̂ ’曝光时间$%.& I’曝光
次数$&%’平滑点数为 )’采用 G9N<ATJH+]:B9H平滑%
ZD<><= _D:,.% 制图,
#.!$统计学分析

采用 Z‘@6?+c<软件进行数据处理%-l%.%) 为
差异有统计学意义,

&$结果与分析
&.#$薄层色谱条件的优化

参照国家药品标准和相关文献 *#)+#-+ 方法%对
Q5?展开条件进行比较及优化%试验中分别考察了
! 个展开系统对褪黑素-维生素 L- 的展开情况$"9#

正庚烷+氯仿+无水乙醇+乙酸乙酯 " ) u& u& u#.)%
MUM#’"M#氯仿+苯+丙酮+甲醇")u)u!u#%MUM#’"2#
环己烷+乙酸乙酯+甲醇")u!.)u&%MUM#, 根据两种
成分的分离效果与展开剂的毒性大小%最终选择
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"2#作为本试验的 Q5?展开剂,
&.&$银胶溶液稳定性考察
&.&.#$银胶溶液粒径及电势变化

从银胶溶液制备之日起%每隔 U F 采用纳米粒
度仪分别测定所制备的银胶溶液粒径"I<TC#-电势

"TCA9#%见图 #, 银胶溶液在放置 % p&# F 时间内%
U-#"-&# F 银胶溶液的粒径与电势分别与 % F 比较
无明显变化"-t%.%)#%其中粒径约为 #- =K%电势
约为 n!) Ka%说明所制备的银胶溶液纳米颗粒分
布较为均匀%具有良好的稳定性,

图 #$银胶溶液粒径和电势变化
E<>PDC#$_9DA<2BCI<TC9=F ;:AC=A<9B249=>C:3I<BNCD2:BB:<F I:BPA<:=

&.&.&$银胶溶液放置时间对 Q5?+GV(G 的影响
按照 #.&.& 进行试验%从银胶溶液制备之日起%

每隔 & F 分别对褪黑素-维生素 L- 的 Q5?+GV(G 进
行检测%比较分析不同放置时间的银胶溶液对谱图

的影响, 如图 & 所示%银胶溶液放置 % p, F 内%各
时间段褪黑素-维生素 L- 的 Q5?+GV(G 均无明显变
化%说明所制备的银胶溶液在短期内可以重复使
用%具有良好的稳定性,

图 &$银胶溶液放置时间对褪黑素"左#和维生素 L- "右#Q5?+GV(G 的影响

E<>PDC&$V33C2A:3IA:D9>CA<KC:3I<BNCDI:B:= KCB9A:=<=SI"BC3A# 9=F N<A9K<= L-SI"D<>4A# Q5?+GV(G

图 !$检测时间对褪黑素"左#和维生素 L- "右#Q5?+GV(G 的影响

E<>PDC!$V33C2A:3FCAC2A<:= A<KCA:KCB9A:=<=SI"BC3A# 9=F N<A9K<= L-SI"D<>4A# Q5?+GV(G

&.&.!$检测时间对 Q5?+GV(G 的影响
按照 #.&.& 进行试验%以维生素 L- 为例%在

Q5?斑点位置滴加 & $B银胶溶液%待银胶溶液干燥

后%分别在 % p# 4 内每隔 #) K<= 检测一次%观察谱
图变化, 由图 ! 可见%GV(G 信号基本无明显变化%
说明检测斑点在经 Q5?分离-7a&)" =K定位后%# 4 内
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检测稳定性良好,
&.!$激发光波长对银胶溶液 Q5?+GV(G 的影响

以 )!& =K激光为激发光源%空白银胶溶液在
# ,%% p# &%% 2Kn#处有较强的信号’以 U,% =K激光
为激发光源%空白银胶溶液几乎没有信号, 为了防
止银胶溶液信号对目标物检测信号的干扰%本试验
选用 U,% =K激光作为激发光波长%见图 ",

图 "$不同激发波长条件下空白银胶溶液拉曼色谱图
E<>PDC"$(9K9= I;C2AD9:3MB9=J I<BNCD2:BB:<FIP=FCD

U,% 9=F )!& =K

&."$特异性考察
将褪黑素标准品溶液-维生素 L- 标准品溶液-

样品溶剂"甲醇#-空白银胶溶液分别点于同一硅胶
]E&)"薄层板上%按照 #.&.# 中模拟阳性样品溶液进
行试验%进行 Q5?原位检测并观察 GV(G 信号, 由
图 ) 可见%空白银胶溶液及样品溶剂均无明显的
GV(G 信号%而标准品溶液具有明显的拉曼特征峰
信号%说明甲醇溶剂与银胶溶液对目标成分 GV(G
几乎无干扰,

注$9$空白银胶溶液’M$甲醇’2$维生素 L- 标准品

溶液’F$褪黑素标准品溶液

图 )$褪黑素-维生素 L- -甲醇及空白银胶

溶液的 Q5?+GV(G

E<>PDC)$Q5?+GV(G :3KCB9A:=<=% KCA49=:B% N<A9K<= L-
9=F MB9=J I<BNCD>PKI:BPA<:=

对褪黑素-维生素 L- 对照品溶液用 Q5?+GV(G

法检测%褪黑素与维生素 L- 的 (3值分别为 %.U# 和
%.!U%且二者均无严重拖尾现象%分离效果较佳%见

图 -, 如图 U 所示%经 Q5?分离的模拟阳性样品溶
液中褪黑素与维生素 L- 的 GV(G 图谱与相应对照
品"见图 )#一致%且二者的 GV(G 图谱有明显区别
"见表 ##%说明本法特异性较强%可以用于药物成分
的定性鉴别,

注$#$维生素 L- ’&$褪黑素’!$模拟阳性样品

图 -$褪黑素-维生素 L- 及模拟阳性样品的 Q5?

E<>PDC-$Q5?:3KCB9A:=<=% N<A9K<= L- 9=F I<KPB9A<NC

;:I<A<NCI9K;BC

图 U$模拟阳性样品 Q5?+GV(G 图
E<>PDCU$Q5?+GV(G I;C2AD9:3I<KPB9ACF ;:I<A<NCI9K;BCI

&.)$检出限考察

分别取不同体积的褪黑素-维生素 L- 标准品溶

液"&-)-#%-#)-&%% $B#点于同一硅胶 ]E&)"薄层板
上%相应的沉积量分别为 &-)-#%-#)-&% $>%按照
#.&.# 中模拟阳性样品溶液进行试验%在与最高浓
度层析斑点 (3值一致的位置分别做上标记后进行
原位检测并观察 GV(G 信号, 根据信噪比 " $U@e
!#判断检出限"5Z[#%褪黑素与维生素 L- 的 5Z[
分别为 #% 和) $>%见图 , p’,
&.-$褪黑素-维生素 L- 的拉曼光谱与 Q5?+GV(G
及其光谱表征

将褪黑素与维生素 L- 的拉曼光谱"图 #%+*#与

相应 Q5?+GV(G"图 #%+L#比较并解析 *#U+ %每种对照
品选择 ) 处以上相对峰强较高的特征峰%并对其进
行特征峰归属%见表 #, 褪黑素与维生素 L- 均属
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$$$ 表 #$褪黑素-维生素 L- 拉曼光谱与 Q5?+GV(G 特征峰及归属
Q9MBC#$(9K9= 9=F GV(G I;C2AD9249D92ACD<IA<2;C9J 9=F 9AAD<MPA<:= :3KCB9A:=<= 9=F N<A9K<= L-

对照品 化学结构 拉曼位移/2Kn# GV(G 位移/2Kn# 归属

褪黑素

维生素 L-

& ,,#."’ & ,,#.#) #"?+X#
# -#)."% # -#".U" #"?e?# i#"?e?# ;4
# ""#.#U # ""%.#U $"?+X#
# !U%.,# # !U%.#! #"@+?# i%;4
# &’).’, # &’).&! #"Z+?# i#"@+?# i%"?+X# ;4
# #,%.,- # #,%.)) #"?+?# i%"?+X# ;4
# ##!.)- # ##!.&U #"?+Z# i%"?e?# ;4
# %-#."& # %-#.") #"?+Z# i%"?e?# ;4
,!!.-! ,!).## %"?+X# ;4
-"&.-% -"&.!, &;4 i’"?+X# ;4
"’!."- ",’.&! ("?+X# i%;4
!,’.,- !,U.U# &"Z+;4# i%;4

# -"&.-) # -!,.%" #"?e?#
# -&-.)" # -#U.%& #"环振动#
# ""-.’& # ")!."% %"?+X# i)"?X& #

# !,#.,% # !,U.)- ("?X& # i%"?+Z+X#

# !)U.#) # !"U.’- %"?+X# i’"?+X# i#"?e?#
# !&&.-, # !#U.&) %"?+X#
# &!#.%- # &!".%! %"?+Z+X#
’’,.U& # %%&.)! #"?+Z# i#"Z+X#
’&-.%- ’"%."" ’"?+X#
-,,.’# U%%.U) ("?+X#
!’’."" !,’.-! &"Z+?#

注$#$伸缩振动’&$面外变形振动’$$剪式’($面内摇摆’%$面内变形振动’’$面外摇摆’)$扭曲振动’;4$苯环

图 ,$褪黑素"左#和维生素 L- "右#Q5?+GV(G 检出限考察

E<>PDC,$5Z[:3KCB9A:=<= "BC3A# 9=F N<A9K<= L- "D<>4A#:3Q5?+GV(G

图 ’$褪黑素"左#和维生素 L- "右#Q5?+GV(G 特征峰信
噪比局部放大图"$U@e!#

E<>PDC’$G<>=9BA:=:<ICD9A<::3KCB9A:=<= "BC3A# 9=F N<A9K<=
L- "D<>4A# Q5?+GV(G 249D92ACD<IA<2;C9J "$U@e!#

目前改善睡眠类保健食品中的主要有效成分%彼此
的拉曼光谱存在明显差异%但同一成分的拉曼光谱
与其 Q5?+GV(G 存在明显相关性,

Q5?反映的是目标成分极性或某个官能团的特
性%而上述试验表明拉曼光谱与 GV(G 反映的是目
标成分的指纹结构信息%因此%Q5?+GV(G 联用方法
具有较高的特异性%在药物成分的定性鉴别上具有
较高优势,

&.U$实际样品检测

采用 Q5?+GV(G 法随机对市售不同改善睡眠类
保健食品进行检测%得到 Q5?"见图 ###, 样品色谱
带中均出现与褪黑素-维生素 L- 对照品 (3相近斑
点%且分离效果较佳, 由于保健食品体系的复杂



薄层色谱+表面增强拉曼光谱法快速检测改善睡眠类保健食品的主要成分及其光谱表征!!!李静辉%等 !!,#$$ !

$$$

注$9$ 维生素 L- ’M$ 褪黑素

图 #%$褪黑素-维生素 L- 拉曼光谱"*#与 Q5?+GV(G"L#

E<>PDC#%$‘CB9A:=<=% N<A9K<= L- (9K9= I;C2ADPK "*# 9=F Q5?+GV(G "L#

注$# p"$改善睡眠类保健食品样品’)$褪黑素’

-$维生素 L-

图 ##$样品和对照品的 Q5?图
E<>PDC##$Q5?:3I9K;BCI9=F DC3CDC=2CIPMIA9=2CI

性%仅凭色谱 (3相近尚不能准确判定该斑点成分为
相应的对照品%需要做进一步定性鉴别,

为了进一步验证该试验的可靠性%分别对市售
样品与对照品斑点进行 GV(G 检测, 结果显示%样
品彼此之间 GV(G 存在明显差异%但与对照品褪黑
素 " & ,,#.#)- # -#".U"- # ""%.#U- # !U%.#!-
# &’).&!-# #,%.))- # ##!.&U- # %-#.")- ,!).##-
-"&.!,- ",’.&!- !,U.U# 2Kn# #- 维 生 素 L-
"# -!,.%"-# -#U.%&-# ")!."%-# !,U.)--# !"U.’--
# !#U.&)- # &!".%!- # %%&.)!- ’"%.""- U%%.U)-
!,’.-! 2Kn##存在相似特征峰"见图 #&#, 后经气
相色谱+质谱法验证%所选市售样品均存在不同含量
的褪黑素或褪黑素及维生素 L-,

注$9$褪黑素’M$维生素 L- ’2$样品 #’

F$样品 &’C$样品 !’3$样品 "

图 #&$市售样品-褪黑素-维生素 L- 的 Q5?+GV(G

E<>PDC#&$Q5?+GV(G :32:KKCD2<9BI9K;BC% KCB9A:=<=

9=F N<A9K<= L-

!$小结
本试验所建立的 Q5?+GV(G 检测方法用于改善

睡眠类保健食品中主要成分褪黑素-维生素 L- 的快
速鉴别%具有特异性强-灵敏度高-简便快速-检测
成本低等优点%可为保健食品中有效成分的快速检
测方法研究提供技术参考,
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实验技术与方法
fPV?4V(G+超高效液相色谱+串联质谱法测定蔬菜中乙撑硫脲残留

叶倩!黄聪灵!高毓文!冯若玮!朱富伟!万凯
!广东省农业科学院农产品公共监测中心 农业部农产品质量安全检测与评价重点实验室

农业部农产品质量安全风险评估实验室!广州#"广东 广州$)#%-"%#
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作者简介!叶倩$女$助理研究员$研究方向为农产品质量安全$V+K9<B% HCR<9=1B<9:W3:cK9<B12:K

通信作者!万凯$男$副研究员$研究方向为农产品质量安全$V+K9<B% #"’"!##%!WRR12:K

摘$要!目的 $ 建立蔬菜中乙撑硫脲 &CA4HBC=CA4<:PDC9!VQ7’ 的 fPV?4V(G+超 高 效 液 相 色 谱+串 联 质 谱

&fPV?4V(G+7_5?+‘G/‘G’检测方法# 方法$样品经氨水乙腈提取!石墨化碳黑净化!以 G4<K+;92J r(+Z[G666?#,
色谱柱&&.% KKk#)% KK! #.- $K’分离待测物!采用电喷雾离子化!正离子扫描和多反应监测模式&‘(‘’检测!

基质匹配标准溶液外标法定量# 结果$乙撑硫脲在 %.%%) p#.% K>/5质量浓度范围内线性关系良好!相关系数均

大于 %.’’’ #$在 %.%#%"%.#%"%.)% K>/J>! 个浓度下!菜心"芹菜和叶用莴苣 ! 种基质中乙撑硫脲的回收率为

U!.Uq p’!.!q! 相对标准偏差 &2$=’为 %.,q p-.-q! 检出限 &5Z[’为 %.%%& p%.%%) K>/J>! 方法定量限

&5Zf’为添加的最低浓度 %.%#% K>/J># 结论$该方法简便"准确"经济"环保!能够满足蔬菜中的快速检测要求#
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