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摘要!为研究赛拉嗪在人体内的代谢产物"采用液
?

液萃取法和蛋白沉淀法对赛拉嗪阳性尿液进行前处

理"利用液相色谱
?
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$技术"在
HD9@?

&

正离子模式下分

析"利用
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:

%.0Xf57;%a6/6/

软件对赛拉嗪代谢产物进行质谱解析%结果表明"赛拉嗪在人体内的主

要代谢途径包括羟基化&氧化&

=?

脱烷基化&

<?

氧化成砜与葡萄糖醛酸及硫酸的结合等"在人尿液中共检

测到
*#

个代谢产物%本工作初步阐明了赛拉嗪在人体内的代谢途径以及主要代谢物%

关键词!赛拉嗪#液相色谱
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$是一种
$

)?

肾上腺素受体激动剂"它通过刺激中枢神经

$

)?

肾上腺素受体"减少中枢神经系统中去甲

肾上腺素和多巴胺的释放"导致镇静&肌肉松

弛和对疼痛刺激的感知减少*

*

+

"常作为动物的

镇静剂&止痛药和肌肉松弛剂"又因其能产生

麻醉效果"常被滥用导致中毒事故或犯罪的

发生*

)

+

%

药物 辅 助 犯 罪 !

X/.

V

?21;5&5<1<6X;/5=6

"

fG3

$是指在中枢神经抑制剂&兴奋剂和致幻剂

等精神活性物质影响下"实施的麻醉抢劫&性犯

罪等不法行为%随着网络传播和网购的盛行"

药物辅助性犯罪!

X/.

V

?21;5&5<1<6X76[.1&1771.&<

"

fG9S

$案件的数量及涉案药物种类呈上升趋

势*

R?F

+

%

fG9S

案件因所涉药物摄入剂量小"代

谢快等是法医毒物鉴定的难点"而尿液中代谢

产物检测时限长的优势在
fG9S

案件中发挥

了重要作用*

R

+

%赛拉嗪是近两年常出现于
fG9S

案件中的药物之一"但其在人体内的代谢途径

以及主要代谢物的研究资料很少%

目前"代谢物确证研究多采用液相色谱
?

质

谱法*

+?*"

+

&气相色谱
?

质谱法*

**?*)

+

&高效液相色

*F)

第
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期
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崔晶晶等)液相色谱
?
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高分辨质谱法*

*#?*!

+等%液相色谱
?
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:

89

$是基于

Q/\5</1

:

静电场轨道阱技术测定原理的液质联

用技术"具有高分辨率&高精密度&高灵敏度和

动态范围宽等特点"可同时获得高质量的多级

质谱图!

89

!

$"保证分析结果的可靠性和准确

性*

*,

+

%

3%=

:

%.0Xf57;%a6/a6/

软件包含丰富

的工具集"可以进行预期化合物搜索及使用碎

片离子搜索阐明!

G@74

$结构"将多个样品数据

信息合并到一份报告中"可对研究药物的体内

代谢物提供技术支持%

本研究拟采用
T3?̀?Q/\5</1

:

89

法 及

3%=

:

%.0Xf57;%a6/a6/

软件对赛拉嗪阳性尿液

进行筛查"并对其代谢物进行结构解析"探索赛

拉嗪在人体内的代谢方式及途径%
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实验部分

=>=

!

主要仪器与装置

B&<581<6#"""BHAT3

液相系统"

C46/=%?

9;560<525;

C8

?̀D[1;<5a6

C8组合型四极杆
Q/\5</1

:

质谱仪!
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89

$)美国
C46/=%G5746/

9;560<525;

公司产品"配有电喷雾离子源!

HD9@?

&

$

及
_;1&5\./

C8

#K*

工作站#

Cf̂ !?d9

离心机)

上海卢湘仪离心机有限公司产品#

_d?F"S

涡

旋混合器)上海医大仪器有限公司产品#

85&&5?̀

超纯水机)美国
85&&5

:

%/6

公司产品#

8507

:

50

高速离心机)德国
D

::

60X%/2

公司产品#超声波

清洗器)深圳市洁盟清洗设备有限公司产品%

=>?

!

主要材料与试剂

甲醇&乙腈)色谱纯"美国
G5746/9;560<525;

公司产品#乙酸乙酯)分析纯"上海凌峰化学试

剂有限公司产品#甲酸&乙酸铵)瑞士
G&.Y1

公

司产品#实验用水)超纯水"经
85&5?̀

系统制

备#其他试剂均为分析纯%

阳性尿液来自一例
fG9S

案件"受害人尿

液经
]3

'

89

分析检出赛拉嗪成分%

=>B

!

样品前处理

=>B>=

!

液
?

液萃取法
!

取
*K"=T

待测尿液于

,=T

具塞试管中"加入
)K"=T

乙酸乙酯提取

溶剂"涡旋振荡
)=50

后"以离心半径
*);=

"

#"""/

'

=50

离心
#=50

%转移有机层"取上层

有机溶液"加入一滴
(1QH

!

*"b

$溶液"重复

上述步骤%合并上层有机溶液"于
!"e

空气流

下吹干"向残留物中加入
*""

%

T

甲醇复溶后"

待进样分析%

=>B>?

!

蛋白沉淀法
!

取
*""

%

T

待测尿样于

*K,=T

离心管中"加入
+""

%

T

乙腈"涡旋振荡

)=50

后离心
#=50

"上清液转移至进样衬管"

取
,

%

T

进样分析%

=>E
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实验条件

=>E>=

!

色谱条件
!

C46/=%9;560<525;H
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6/?

75&]QTfAGA

色谱柱!

*"" ==g)K* ==g

#

%

=

$"流动相)

S

为
,==%&

'

T

乙酸铵
?"K*b

甲酸

水溶液"

O

为乙腈#梯度洗脱程序)

"

!

"K,=50

!

+FbS

$"

"K,

!

*"=50

!

+Fb

!

)bS

$"

*"

!

*,

=50

!

)bS

$"

*,

!

)"=50

!

+FbS

$#进样量
,K"

%

T

#流速
!""

%

T

'

=50

#柱温
)EKRe

%

=>E>?

!

质谱条件
!

电喷雾电离正离子模式

!

D9@

h

$#喷雾电压
#K,Y$

#壳气&辅助加热气&

碰撞气)均使用高纯氮气#探头加热器温度

#""e

#毛细管温度
#),e

#鞘气流速
#,1/\

"

辅助气流速
*"1/\

%采用一级全扫描和自动触

发二级!

2.&&7;10?XX89

)

$的数据采集模式%

一级扫描分辨率
R""""

"二级扫描分辨率

*R,""

"全质量扫描范围
8

'

HR"

!

*","

"可视

宽度为
"KR

"碰撞能量为
!"

&

E"

&

F"6$

%进样前

用校正液对质谱的质量轴进行校正"质量数偏

差小于
,g*"

JE

%

利用
_;1&5\./

C8

#K*

工作站及
3%=

:

%.0X

f57;%a6/6/

C8

#K"

软件进行数据处理%

?

!

结果与讨论

?>=

!

液
#

液萃取法

阳性尿液经液
?

液萃取法前处理后"由
T3?

?̀Q/\5</1

:

89

分析"其全扫描总离子流图

!

C@3

$示于图
*

%赛拉嗪及各代谢产物的高分

辨质谱数据列于表
*

%赛拉嗪的保留时间为

#K+E=50

"准分子离子峰*

8hH

+

h 为
8

'

H

))*K**",F

"其
89

) 谱图中的碎片离子为
8

'

H

*E!K",)RE

&

*!RK"+*E+

&

+"K"#R)*

%

8

'

H+"K"#R)*

可作为噻嗪环的特征碎片离子%对于大多数

代谢物"因其分子质量太小而不能进一步碎

裂"得不到
89

# 谱图"所以主要利用代谢物的

89

和
89

) 谱图进行结构解析%赛拉嗪及各

代谢产物!

8*

!

8,

$的
89

) 谱图示于图
)

%

通过
3%=

:

%.0Xf57;%a6/6/

软件分析得到
,

个

)F)
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可疑分子离子峰%准分子离子峰*

8hH

+

h

8

'

H)#RK*",!F

"保留时间为
#K#R=50

"比原

准分子离子大
*E.

"可能是增加了
*

个
Q

为

代谢产物
8*

%

8*

的*

8hH

+

h离子在
89

)

谱图中对应的主要碎片离子为
8

'

H*E#K"FE,,

&

*F"K"!RRE

"比母离子的
89

) 碎片离子!

8

'

H

*!RK"+*E+

&

*E!K",) RE

$大
*E.

"而
8

'

H

+"K"#R)*

没有发生改变"即噻嗪环没有开

裂"进一步说明羟基化反应发生在
)

"

E?

二甲

基苯胺环上"但难以确认羟基化的具体位点"

故推测存在羟基化的两个同分异构体!

8*?*

&

8*?)

$%

图
=

!

样品经液
#

液萃取处理后的总离子流色谱图

K,

C

L=

!

(+.2:,+6034416.0)4+52.+

C

425+A.)1-25

/

:1

/

41

/

241*7

8

:,

D

3,*#:,

D

3,*1W.420.,+6

表
=

!

赛拉嗪在人尿液中代谢产物的
T"#

S

#V47,.42

/

!&

数据%液
#

液萃取方法&

(27:1=

!

T"#

S

#V47,.42

/

!&*2.2+AW

8

:2U,6126*,.-51.27+:,.1-,6)352634,61

%

:,

D

3,*#:,

D

3,*1W.420.,+6

&

化合物

3%=

:

%.0X7

化学式

346=5;1&2%/=.&17

保留时间

+

c

'

=50

*

8hH

+

h理论值

C46%/6<5;1&

a1&.6

!

8

'

H

$

*

8hH

+

h实测值

8617./6X

a1&.6

!

8

'

H

$

偏差

D//%/

'

*"

JE

赛拉嗪
3

*)

H

*E

(

)

9

#K+E ))*K**"R" ))*K**",F J"K,!

8*

3

*)

H

*E

(

)

9Q

#K#R )#RK*",E* )#RK*",!F J"K,,

8)

3

*)

H

*!

(

)

9Q

#K!E )#,K"F++E )#,K"F+RR J"KF*

8#

3

*)

H

*)

(

)

9Q

)

!K,) ),*K"F!FR ),*K"F!R) J"KE"

8!

3

*)

H

*E

(

)

9Q

)

#K!) ),#K*"",) ),#K*""!# J"K#E

8,

3

+

H

*)

(

)

9

#K,E *F*K"R+#+ *F*K"R+,* "KEE

!!

准分子离子峰*

8hH

+

h

8

'

H)#,K"F+RR

"

保留时间为
#K!E=50

"比原准分子离子大
*!.

!

h*EJ)

$"推测为赛拉嗪的氧化代谢产物

8)

%

8)

的*

8hH

+

h离子在
89

) 谱图中对应

的主要碎片离子为
8

'

H*F*K"R+,*

&

*E!K",)+F

&

*#EK"R,F)

"未观察到在
8

'

H+"K"#R)*

处噻嗪环

的特征碎片离子"表明噻嗪环发生了氧化开环%

准分子离子峰*

8hH

+

h

8

'

H),*K"F!R)

"

保留时间为
!K,)=50

"比原准分子离子大
#".

!

*Eh*EJ)

$"推测为赛拉嗪的氧化羟基化代谢

产物
8#

%

8#

的*

8hH

+

h离子在
89

) 谱图

中的主要碎片离子
8

'

H*"!K"*E!!

比对应原体

的碎片离子
8

'

H+"K"#R)*

大了
*!.

!

h*EJ)

$"

表明噻嗪环发生了氧化反应%

89

) 谱图中
8

'

H

*+RK"R!),

&

*!FK"R,E!

比
8)

的碎片离子
8

'

H

*F*K"R+,*

&

*#)K"F"R

大了
*E.

"表明在
)

"

E?

二

甲基苯胺环处发生了羟基化反应%由于难以确

认发生羟基化的具体位点"故推测存在氧代羟基

化的两个同分异构体!

8#?*

&

8#?)

$%

准分子离子峰*

8hH

+

h

8

'

H),#K*""!#

"

保留时间为
#K!)=50

"比原准分子离子大
#).

!

*Eh*E

$"表明存在发生二羟基化或
<?

氧化成

砜反应的代谢产物
8!

%

89

) 谱图存在
8

'

H

*!RK"+*ER

&

*E!K",)F#

处的丰富碎片离子及

)

"

E?

二 甲 基 苯 胺 环 的 特 征 碎 片 离 子
8

'

H

*F*K"R+!*

"排除
)

"

E?

二甲基苯胺环的羟基化反

应"推断该反应发生在噻嗪环上%因未发生水的

消除反应"排除了噻嗪环的二羟基化反应"因此

推测
8!

为赛拉嗪
<?

氧化成砜的代谢产物%

准分子离子峰*

8hH

+

h

8

'

H*F*K"R++*

"

保留时间为
#K,E=50

"比原准分子离子小
!".

!(

3

#

H

!

$"推测为赛拉嗪经
=

"

<?

脱烷基化生

成
=?

!

)

"

E?

二甲基苯基$硫脲"为代谢产物
8,

%

在
89

) 谱图中"可以观察到
8

'

H*))K"+E!E

处

的丰富碎片离子"应是赛拉嗪
=?

脱烷基化生成的

代谢产物
)

"

E?

二甲基苯胺"

8

'

H*F*K"R++*

可作为

)

"

E?

二甲基苯胺的前体离子存在"因其分子质量

较小"未能直接检测出来%

#F)

第
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期
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注)

1'

赛拉嗪#

\'8)

#

;'8*?*

#

X'8*?)

#

6'8#?*

#

2'8#?)

#

V

'8!

#

4'8,

图
?

!

赛拉嗪及各代谢产物
!&

? 谱图%液液萃取法&

K,

C

L?

!

!&

?

-

/

10.42+AW

8

:2U,6126*,.-51.27+:,.1-7

8

:,

D

3,*#:,

D

3,*1W.420.,+6

?>?

!

蛋白沉淀法

由蛋白沉淀法前处理后的阳性尿液经
T3?

?̀Q/\5</1

:

89

进样后"出现多个色谱峰"其

C@3

色谱图示于图
#

%赛拉嗪的保留时间是

!K*"=50

"准分子离子峰
8

'

H))*K**"E"

"其
89

)

谱图中主要特征碎片离子为
8

'

H*E!K",)RE

&

*!RK"+*ER

&

+"K"#R*+

"示于图
!

%通过
3%=

:

%.0X

f57;%a6/6/

软件分析"得到
R

个分子离子峰%赛拉

嗪及各代谢产物对应的高分辨质谱数据列于表
)

"

其中准分子离子
8

'

H)#RK*",!,

&

),#K*"")R

的主要碎片离子与液
?

液萃取法得到的代谢产

物
8*

&

8!

一致"推断其结构相同%准分子离

!F)
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子峰
8

'

H*E,K*"))F

"保留时间为
#K"R=50

"

与赛拉嗪相差
,E.

!

hQ

(

3

#

H

!

9

$"经
3%=?

:

%.0Xf57;%a6/6/

软件分析为代谢产物
8E

"主要

碎片离子为
8

'

H*!FK"R,F)

&

*))K"+E!!

"推测其

是由
=?

!

)

"

E?

二甲基苯基$硫脲分解得到的尿

素结构%

准分子离子峰
8

'

H!*#K*#,R!

"保留时间

为
#K*)=50

"比原体增加了
*+).

"为代谢产物

8R

"与
8*

的准分子离子相比相差
*RE.

!

h3

E

H

F

Q

R

$"推测
8R

为
8*

与葡糖醛酸共轭

得到的
&

相代谢产物%

准分子离子峰
8

'

H#*RK"E*"!

"保留时间为

#KE!=50

"比赛拉嗪原体增加了
+E.

!

h9Q

#

$"

为代谢产物
8F

"其主要碎片离子为
8

'

H

+"K"#R)"

"表明噻嗪环没有改变"

8

'

H)#RK*",!R

与
8*

的准分子离子峰相同"故推断
8F

!

8F?

*

'

8F?)

$是由
8*

!

8*?*

'

8*?)

$与硫酸共轭得

到的
&

相代谢产物%

图
B

!

经蛋白沉淀后的总离子流色谱图

K,

C

LB

!

(+.2:,+6034416.0)4+52.+

C

425+A.)1-25

/

:1

/

41

/

241*7

8/

4+.1,6

/

410,

/

,.2.,+6

1'

赛拉嗪#

\'8*?*

#

;'8*?)

#

X'8!

#

6'8E

图
E

!

赛拉嗪及代谢产物经蛋白沉淀后得到的
!&

? 谱图

K,

C

LE

!

!&

?

-

/

10.42+AW

8

:2U,6126*,.-51.27+:,.1-7

8/

4+.1,6

/

410,

/

,.2.,+6

,F)
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表
?

!

赛拉嗪在人尿液中代谢产物的
T"#

S

#V47,.42

/

!&

数据%蛋白沉淀法&

(27:1?

!

T"#

S

#V47,.42

/

!&*2.2+AW

8

:2U,6126*,.-51.27+:,.1-

,6)3526-34,61

%

/

4+.1,6

/

410,

/

,.2.,+6

&

化合物

3%=

:

%.0X7

化学式

346=5;1&2%/=.&17

保留时间

+

c

'

=50

*

8hH

+

h理论值

C46%/6<5;1&a1&.6

!

8

'

H

$

*

8hH

+

h实测值

8617./6Xa1&.6

!

8

'

H

$

偏差

D//%/

'

*"

JE

赛拉嗪
3

*)

H

*E

(

)

9 !K*" ))*K**"R" ))*K**"E" J"K!R

8*

3

*)

H

*E

(

)

9Q

#K!* )#RK*",E* )#RK*",!R J"K,+

8!

3

*)

H

*E

(

)

9Q

)

#K!+ ),#K*"",) ),#K*"")R J"K++

8E 3

+

H

*)

(

)

Q #K"R *E,K*"))! *E,K*"))F "K)!

8R

3

*F

H

)!

(

)

Q

R

9

#K*) !*#K*#RR" !*#K*#,R! J!KR!

8F

3

*)

H

*E

(

)

Q

!

9

)

#KE! #*RK"E)!) #*RK"E*"! J!K#,

8+ 3

*F

H

)!

(

)

Q

E

9 #K+) #+RK*!)RF #+RK*!*"F J!K)F

!!

准分子离子峰
8

'

H#+RK*!*"F

"保留时间为

#K+)=50

"比赛拉嗪原体增加了
*RE.

!

h3

E

H

F

Q

E

$"

为代谢产物
8+

"推测为赛拉嗪发生
=?

葡糖醛

酸结合反应得到的
&

相代谢产物%

?>B

!

讨论

本实验利用液
?

液萃取法鉴定到赛拉嗪的

R

个代谢产物"

8*?*

&

8*?)

为羟基化产物"

8)

为氧化产物"

8#?*

&

8#?)

为氧代羟基化产物"

8!

为
<?

氧化产物"

8,

为
=?

!

)

"

E?

二甲基苯

基$硫脲%经
8,

的
89

) 谱图推导所得的代谢

产物
)

"

E?

二甲基苯胺与相关文献报道一

致*

+?*"

+

%利用蛋白沉淀法鉴定到赛拉嗪的
F

个

代谢产物"

8*?*

&

8*?)

为羟基化产物"

8!

&

8E

为
<?

氧化产物"

8R

&

8F?*

&

8F?)

&

8+

均为
&

相

代谢产物%蛋白沉淀的前处理方法能够得到更

多强极性的
&

相代谢产物"而液
?

液萃取法更容

易得到水溶性强的
)

相代谢产物%两种方法相

互补充"能够得到更充分的数据阐明药物的体

内代谢途径%

根据鉴定所得的代谢产物结构可以推断赛

拉嗪及其代谢产物之间的生物转化途径"示于

图
,

%转化途径与大鼠尿液*

*#

+

&大鼠肝微粒

体*

*!

+

&马尿*

*)

+等的研究结果相似"主要的代谢

物包括羟基化产物&氧化产物及
<?

氧化产物

等%

T1a%56

等*

*!

+在大鼠肝微粒体中检测到的

=?

羟基化产物在人尿液中没有检测到"可能由

物种不同或者浓度较低造成的%

86

>

6/

等*

*#

+

用标准尿液筛查方法!

7<10X1/X./5067;/66050

V

:

/%<%;%&

$鉴定一例高加索人阳性案例的结果与

本实验结果一致"可以认为不同人群赛拉嗪的

体内代谢途径一致%经研究"建议在生物检材

赛拉嗪分析时增加主要代谢物
8*

为目标物"

以增强可靠性"延长检测时限"提供更丰富的药

动学数据%含有硫脲结构的药物具有一定的毒

性"赛拉嗪的代谢产物
=?

!

)

"

E?

二甲基苯基$硫

脲的毒理学研究对于中毒后的监测具有重要的

临床意义%

B

!

结论

本研究利用液
?

液萃取法和蛋白沉淀法对

赛拉嗪阳性尿液进行前处理"通过
T3?̀?Q/\5?

</1

:

89

进行解析"共鉴定到
*#

种代谢产物%

赛拉嗪在人体内发生羟基化&氧化&

=?

脱烷基

化&

<?

氧化等
)

相代谢反应"羟基化代谢产物可

与葡萄糖醛酸及硫酸结合发生
&

相代谢反应%

本研究初步阐明了赛拉嗪在人体内的代谢途径

和主要代谢产物%
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图
F

!

赛拉嗪在人体内的代谢途径
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