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摘　要 : 采用 GC - MS比较了硝基安定和尼美西泮在大鼠体内产生的代谢产物 , 确定了尼美西泮在大鼠体内

的代谢途径。给大鼠急性喂食硝基安定和尼美西泮 , 收集 24 h内尿液 , 尿样用β葡萄糖醛酸酶水解 , Oasis

HLB柱固相提取 , 以 DB235 MS柱为分离柱 , 气相色谱 -质谱联用检测。从大鼠尿液中检出 3种硝基安定代

谢物 : 72乙酰氨基硝基安定、72氨基硝基安定和 22氨基 252硝基苯基苯甲酮 ; 4种尼美西泮代谢物 : 72乙酰氨

基尼美西泮、72乙酰氨基硝基安定、72氨基尼美西泮和 22氨基 252硝基苯基苯甲酮 , 检出少量尼美西泮原体。

并推断出 2种药物在大鼠体内的代谢途径。
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Ab s trac t: The metabolic passways of nimetazepam and nitrazepam in rat were studied by comparing

the metabolites of them. W istar rats were adm inistered with nimetazepam and nitrazepam, respective2
ly, and urine samp les winthin 24 h were collected. Afterβ2glucuronidase hydrolysis, the urine sam2
p les were extracted by 3 cc Oasis HLB solid2phase column and analyzed by gas chromatography -

mass spectrometry with DB235 MS column. 72acetylam inonitrazepam , 72am inonitrazepam and 22am i2
no252nitrophenylphenylmethanone were identified as metabolites of nitrazepam. 72acetylam inonimetaz2
epam, 72acetylam inonitrazepam, 72am inonimetazepam, 22am ino252nitrophenylphenylmethanone were

identified as metabolites of nimetazepam and a little nimetazepam was detected in rat urine. The meta2
bolic pass ways of 2 drugs in rat were confirmed.

Key wo rd s: nimetazepam; nitrazepam; urine; metabolite; solid phase extraction; gas chromatog2
raphy - mass spectrometry

硝基安定和尼美西泮 (又名硝甲西泮 )结构相似 , 同属于苯并二氮杂卓类药物 , 均为中枢神经抑制

剂 , 临床医疗上用来治疗焦虑、失眠、酒精戒断和肌肉紧缩等病症 , 具有镇静、安眠和抗焦虑作用。

硝基安定是一种广泛使用的安眠镇静药物 , 容易获得 , 因而用此类药物进行自杀、他杀等的案件时有

发生 ; 尼美西泮是近年来在我国出现的一种新型安眠镇静药 , 目前该药有滥用现象。

国内外对硝基安定和尼美西泮两种药物代谢物的研究报道较少 [ 1 - 6 ]。为更详细了解尼美西泮在生

物体内的代谢情况 , 本研究在前期对尼美西泮研究工作的基础上 [ 7 ] , 比较分析了硝基安定在大鼠尿液
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中的代谢物 , 确定了尼美西泮在大鼠体内的代谢途径。

1　实验部分

111　仪器与材料

QP2010气质联用仪 (日本岛津公司 ) ; 3218R高速冷冻离心机 (美国 Tomos公司 ) ; 固相萃取仪 (美

国 Supelco公司 ) ; WD900CSL2322微波炉 (广东格兰仕集团有限公司 )。

β2葡萄糖醛酸酶购自美国 Sigma公司 , 临用时用 pH 418的乙酸 - 乙酸钠缓冲溶液配制成 5 000 U /

mL; Oasis HLB3cc固相萃取柱购自美国 W aters公司 ; W istar大鼠由广西医科大学提供 ; 硝基安定对

照品 (徐州恩华药业集团有限责任公司 ) ; 尼美西泮对照品 (公安禁毒部门查获的尼美西泮药丸 ) ; 其他

试剂均为分析纯。

阳性鼠尿的收集 : 取两只 W istar大鼠 (各约 400 g) , 分别急性喂食 4粒硝基安定和尼美西泮药丸 ,

收集 24 h内尿液 , 将尿液冷藏于冰箱中直至分析。

112　GC - M S条件

色谱条件 : 色谱柱 : J&W DB 235MS石英毛细柱 (30 m ×0125 mm ×0125μm) ; 柱温 : 180 ℃保持 1

m in, 以 15 ℃ /m in程序升温至 280 ℃, 保持 35 m in; 进样口温度 : 280 ℃; 载气 : He; 线速度 : 44

cm / s; 进样方式 : 不分流进样。

质谱条件 : E I源 ; 电子能量 : 70 eV; 倍增器电压 : 0195 kV; 传输线温度 : 250 ℃; 离子源温度 :

200 ℃; 扫描方式 : 全扫描 ; 扫描范围 : 40～500 u。

113　样品处理

11311　样品酶水解 　取 10 mL鼠尿于 250 mL锥形瓶中 , 调 pH至中性 , 加 5 mL pH 418的乙酸 -乙酸

钠缓冲液和 015 mLβ2葡萄糖醛酸酶溶液 , 57 ℃下酶水解 30 m in, 离心 (4 000 r·m in
- 1

, 10 m in) , 取

清液供固相萃取。

11312　酸性液过柱 　Oasis HLB固相萃取柱依次用 2 mL甲醇、2 mL蒸馏水、2 mL pH 418乙酸 - 乙

酸钠缓冲液活化 , 将上述酶解后的尿液过柱 , 用 2 mL 5% (体积分数 )甲醇水溶液清洗柱子 , 以 5 000

r·m in
- 1离心 5 m in, 除去柱中的水后 , 分别用 3 mL乙醚、氯仿 -异丙醇混合液 3 mL (体积比 9 ∶1)洗

脱 , 合并洗脱液 , 得到酸性组分提取物。

11313　碱性液过柱 　另取一支活化好的 Oasis HLB固相萃取柱 , 将上述滤液用 NaOH溶液调 pH至 9

后上样 , 用 2 mL 5% (体积分数 )甲醇水溶液清洗柱子 , 以 5 000 r·m in
- 1离心 5 m in, 除去柱中的水后

分别用 3 mL乙醚、3 mL氯仿 -异丙醇 (体积比 9 ∶1)洗脱 , 合并洗脱液 , 得到碱性组分提取物。将酸

碱提取液合并 , 65 ℃下用氮气吹干 , 残渣用 100μL甲醇溶解 , 供 GC - MS分析。

2　结果与讨论

211　结 　果

从硝基安定阳性鼠尿中检出 22氨基 252硝基苯基苯甲酮、72氨基硝基安定和 72乙酰氨基硝基安定 3

种代谢产物 , 未检出硝基安定原体。在尼美西泮阳性鼠尿中检出 22氨基 252硝基苯基苯甲酮、72氨基尼

美西泮、72乙酰氨基尼美西泮和 72乙酰氨基硝基安定 4种代谢产物 , 检出少量的尼美西泮原体。它们

的主要特征离子及其来源见表 1, 质谱图见图 1。

表 1　尼美西泮和硝基安定代谢物的主要特征离子来源及其相对强度
Table 1　Main characteristic ions and their relative abundance of nimetazepam, nitrazepam and their metabolites

Ions
m / z ( IR /% )

N itrazepam 72Acetylam inonitrazepam 72Acetylam inonimetazepam 72Am inonitrazepam 72Am inonimetazepam

M + 295 (75) 293 (100) 307 (100) 251 (100) 265 (100)

[M - CO ] + 267 (100) 265 (87) 279 (96) 223 (60) 237 (74)

[M - CO - CH2 CO ] + 223 (39) 237 (27)
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图 1　硝基安定、尼美西泮及其代谢物质谱图
Fig11　Mass spectra of nitrazepam, nimetazepam and their metabolites

A1nitrazepam (硝基安定 ) ; B1 nimetazepam (尼美西泮 ) ; C1 72am inonimetazepam (72氨基尼美西泮 ) ; D1 72am inonitrazepam
(72氨基硝基安定 ) ; E1 72acetylam inonimetazepam (72乙酰氨基尼美西泮 ) ; F1 72acetylam inonitrazepam

(72乙酰氨基硝基安定 ) ; G1 22am ino252nitrophenylphenylmethanone (22氨基 252硝基苯基苯甲酮 )

212　讨 　论

尿中硝基安定的代谢产物主要为 72乙酰氨基硝基安定。根据检测结果推定 , 硝基安定在大鼠体内

代谢至少经历 2个代谢途径 : ①7位硝基被还原为氨基 , 生成 72氨基硝基安定 , 氨基再被乙酰化 , 生

成 72乙酰氨基硝基安定 ; ②杂环被破坏生成 22氨基 252硝基苯基苯甲酮。

图 2　尼美西泮在大鼠体内的代谢示意图
Fig12　Metabolic passways of nimetazepam in rat

尼美西泮代谢产物尿中主要为 72乙酰氨基尼美西泮和 72乙酰氨基硝基安定。根据检测结果推定 ,

尼美西泮在大鼠体内至少经历 3个代谢途径 : ①7位硝基被还原为氨基 , 生成 72氨基尼美西泮 , 氨基

再被乙酰化 , 生成 72乙酰氨基尼美西泮 , 接着 12N上去甲基化 , 生成 72乙酰氨基硝基安定。②尼美西

泮代谢为硝基安定 , 硝基安定进而代谢为 72乙酰氨基硝基安定。虽然在尼美西泮阳性鼠尿中未检出硝

基安定和 72氨基硝基安定 , 但是通过对大鼠给药尼美西泮 3 h后的肝组织进行检测 , 检出少量硝基安

定和 72氨基硝基安定。③杂环被破坏生成 22氨基 252硝基苯基苯甲酮。尼美西泮代谢示意图如图 2所示。
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硝基安定和尼美西泮进入大鼠体内后 , 易在生物体内代谢。因此对此类药物中毒后生物体内的检

验 , 应注意其代谢物的检验 , 特别是麻醉抢劫、麻醉强奸等案件受害人尿液等检材 , 代谢物的量往往

比原形药物量大 , 因此 , 在原形药物未检出时 , 应重点分析其代谢物。
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“仪器信息网 1 + 1实战式培训 ”十月计划

信息网培训中心针对目前仪器培训仅仅注重理论的灌输 , 没有真正的实践操作的情况 , 开展了

“仪器信息网 1 + 1实战式培训 ”。

“1 + 1实战式培训 ”, 突破传统的以理论为主的旧有模式 , 更加注重对学员实际动手能力的培养 ,

将理论与实践结合的同时 , 加大整个学习班中学员能够亲自动手做实验的课程比例。即理论与实践各

成体系却又彼此关联 , 在有专家进行知识讲解的同时 , 也有专家进行实验指导 , 将学员以往工作中产

生的疑惑及时解决 , 同时对刚刚学习到的新知识在实践中进行验证 , 每位学员都有与专家进行切磋交

流、得到专家亲身指导的机会。理论与实践不脱节 , 从而做到融会贯通。

“仪器信息网 1 + 1实战式培训 ”启动以来 , 仅 08年上半年就在北京和上海两地开办了气相色谱、

液相色谱、样品前处理、测量不确定度及实验室管理等培训班共七个 ( http: / /www. instru2
ment1com1cn /news/2008 /0210471shtm ) , 7月末在长春与国家电化学和光谱研究分析中心合作举办了红

外光谱学习班。 ( http: / /www1 instrument1com1cn /news/2008 /0211051shtm l)。注重理论与实践两手抓

的课程设置获得学员的一致好评。

应广大学员要求 , “仪器信息网 1 + 1实战式培训 ”下半年首先于十月在北京举办 “气相色谱学习

班 ”和 “样品前处理学习班 ”。详情请咨询 : 010 - 51299927 - 112; 传真 : 010 - 51299927 - 108。

Email: training@ instrument1com1cn。更多请查阅 http: / /www1 instrument1com1cn / training/。

(仪器信息网供稿 )
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