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GC-MS法测定血中 1-甲基海因含量及其法医学应用
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渊中国医科大学法医学院袁辽宁 沈阳 110013冤

摘 要院 目的 建立全血中 1-甲基海因的气相色谱-质谱渊GC-MS冤分析方法袁为 1-甲基海因相关法医学鉴

定案件提供技术支持遥 方法 取 0.5mL血样袁加入 500 ng内标盐酸双苯戊二氨酯渊SKF525A冤尧0.01mol/L稀盐

酸溶液 2mL袁加入碳酸铵 0.5 g调节 pH值为 9袁加入乙酸乙酯 2mL袁然后离心袁取有机溶剂层袁吹干后进行

GC-MS分析遥 结果 血液中 1-甲基海因在 0.5耀50ng/mL范围内线性关系良好袁线性回归方程为 y=0.01551x+

0.007 26渊R2=0.999 7冤袁最低检出限为 0.1 ng/mL袁回收率为 93.02%耀108.12%袁日内尧日间精密度分别小于

6.07%和 13.37%遥 结论 本方法测定所得结果准确袁重现性好袁可用于血样中 1-甲基海因含量的测定遥
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Determination of 1-methylhydantoin Concentration in Blood by GC-MS Method

and Its Application in Forensic Medicine
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渊School of Forensic Medicine, China Medical University, Shenyang 110013, China冤

Abstract院 Objective To establish a gas chromatographic-mass spectrometric 渊GC-MS冤 analysis method

for quantifying 1-methylhydantoin concentration in whole blood. To provide technical support to forensic

identification related cases of 1-methylhydantoin. Methods As an internal standard, 500 ng SKF525A was

added to 0.5 mL blood sample, and then 2 mL 0.01 mol/L dilute hydrochloric acid and 0.5 g ammonium

carbonate were added in order to buffer the pH value to 9, and following 2 mL ethyl acetate. The organic

solvent layer was obtained after centrifuge and then analysed by GC-MS after drying. Results Good linear

relationship of 1-methylhydantoin in blood was obtained in the range of 0.5-50 ng/mL. The equation of

linear regression was y=0.015 51 x+0.007 26渊R2=0.999 7冤 with 0.1 ng/mL detection limit, and the recovery

was 93.02%-108.12%. The intra-day and inter-day precision were less than 6.07% and 13.37%, respec-

tively. Conclusion The results gotten by this method is accurate and reproducible, which can be used

for the determination of 1-methylhydantoin concentration in blood samples.
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死 后 生 物 化 学 检 查 是 法 医 学 鉴 定 中 重 要 的 检 查

手 段 [1-4]遥 肌 酐 是 临 床 上 常 用 的 生 化 学 检 测 指 标 袁 也 是

反 映 代 谢 紊 乱 和 肾 功 能 的 主 要 指 标 袁 对 法 医 学 应 用 具

有 一 定 的 指 导 意 义 遥 而 肌 酐 的 中 间 代 谢 产 物 1- 甲 基

海 因 渊1-methylhydantoin袁1-MH冤 是 新 近 发 现 的 尿 毒

症 毒 素 袁 其 化 学 结 构 见 图 1遥 有 研 究 [5-8]表 明 袁 尿 毒 症 患

者 血 中 1- 甲 基 海 因 明 显 高 于 正 常 人 袁 且 1- 甲 基 海 因

为 细 菌 分 解 肌 酐 后 的 产 物 袁 可 结 合 肌 酐 尧 尿 素 氮 含 量

评 价 肾 功 能 袁 故 其 也 可 作 为 生 化 学 检 测 物 质 应 用 于 法

医 学 鉴 定 遥 有 报 道 [9]采 用 高 效 液 相 色 谱 渊HPLC冤 法 对 蛤

蟆 油 中 1- 甲 基 海 因 进 行 测 定 袁 而 血 中 1- 甲 基 海 因 含

量 测 定 少 有 报 道 遥 本 研 究 拟 采 用 气 相 色 谱 -质 谱 渊GC-

MS冤 法 测 定 血 中 1-甲 基 海 因 含 量 袁 以 期 对 相 关 领 域 工

作 提 供 参 考 遥

CBA

图 1 肌酐渊A尧B冤及 1-甲基海因渊C冤化学结构
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1 材 料 与 方 法

1.1 主要仪器和试剂

7890B-5977A 气 相 色 谱 -质 谱 联 用 仪 渊美 国 Agilent

公 司 冤遥

1- 甲 基 海 因 标 准 品 购 自 上 海 一 研 生 物 科 技 有 限

公 司 袁 纯 度 跃99.5%遥 盐 酸 双 苯 戊 二 氨 酯 渊SKF525A冤 标 准

品 购 自 美 国 Sigma-Aldrich 公 司 袁 纯 度 跃95%遥 甲 醇 为

色 谱 纯 袁 环 己 烷 尧乙 酸 乙 酯 尧二 氯 甲 烷 均 为 分 析 纯 遥

1.2 溶液配制

1- 甲 基 海 因 标 准 液 院 精 密 称 取 10 mg 1- 甲 基 海

因 标 准 品 袁 用 蒸 馏 水 配 制 成 质 量 浓 度 为 1 mg/mL 的 溶

液 遥 然 后 用 蒸 馏 水 逐 级 稀 释 为 50尧10尧5尧1尧0.5 ng/mL

的 1- 甲 基 海 因 标 准 溶 液 遥

内 标 SKF525A 溶 液 院准 确 称 取 SKF525A 标 准 品 10mg

置 于 10 mL 容 量 瓶 中 袁 用 甲 醇 定 容 至 刻 度 袁 混 匀 袁 得

1 mg/mL 的 内 标 溶 液 袁 然 后 用 甲 醇 稀 释 为 100 滋g/mL

的 工 作 液 遥

1.3 方法

1.3.1 仪器条件

选 用 Rtx-5 色 谱 柱 渊30 m伊0.25 mm袁0.25 滋m冤袁 初

始 柱 温 60益袁 保 持 1 min袁 以 20益/min 升 温 至 260益袁

保 持 11min袁总 分 析 时 间 为 22min遥 进 样 口 温 度 265益袁

接 口 温 度 260 益袁 离 子 源 温 度 230 益遥 扫 描 范 围 m/z

35~450遥 载 气 为 氦 气 袁 流 速 1.0mL/min袁采 用 电 子 轰 击

式 离 子 源 遥

1.3.2 样品前处理

取 待 测 血 液 0.5mL袁加 入 5滋L 内 标 尧2mL 0.01mol/L

稀 盐 酸 溶 液 袁 振 荡 2 min袁 再 加 入 碳 酸 铵 0.5 g 调 节 pH

值 为 9遥 加 入 2mL 乙 酸 乙 酯 袁 振 荡 2min袁之 后 以 离 心

半 径 5 cm袁4 000 r/min袁 离 心 10min遥 吸 取 上 层 有 机 溶

剂 袁用 氮 气 吹 干 至 100滋L遥 取 1滋L 用 于 GC-MS 进 样 遥

1.3.3 工作曲线尧最低检出限尧线性范围

按 1.3.2 节 操 作 袁 每 份 样 品 平 行 测 定 3 次 袁 以 1-

甲 基 海 因 的 质 量 浓 度 为 自 变 量 渊x冤袁1- 甲 基 海 因 与 内

标 峰 面 积 的 比 值 为 因 变 量 渊y冤袁绘 制 标 准 曲 线 遥 以 信 噪

比 的 2 倍 为 最 低 检 出 限 袁 以 信 噪 比 的 10 倍 为 最 低 定

量 限 [10]遥

1.3.4 精密度和回收率

取 添 加 1- 甲 基 海 因 低 尧 中 尧 高 3 个 质 量 浓 度 渊 分

别 为 0.5尧5尧50 ng/mL冤 的 血 液 袁 按 照 1.3.2 节 处 理 袁 每

个 质 量 浓 度 重 复 提 取 3 次 袁计 算 每 个 质 量 浓 度 样 品 的

相 对 标 准 偏 差 渊relative standard deviation袁RSD冤 作 为

日 内 精 密 度 遥 连 续 测 定 5 d袁 计 算 每 个 质 量 浓 度 样 品 的

RSD 作 为 日 间 精 密 度 遥

2 结 果

2.1 GC-MS检测

1-甲 基 海 因 和 内 标 得 到 了 很 好 的 分 离 袁色 谱 峰 尖

锐 遥 血 液 中 1- 甲 基 海 因 和 内 标 的 保 留 时 间 分 别 为

6.922min 和 13.279min渊 图 2冤遥
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图 2 血液中 1-甲基海因和内标的 GC-MS图

2.2 工作曲线尧线性范围和最低检出限

结 果 显 示 袁1-甲 基 海 因 在 0.5~50 ng/mL 范 围 内 线

性 关 系 良 好 袁 回 归 方 程 为 y=0.015 51 x+0.007 26渊R2=

0.999 7冤袁 最 低 检 出 限 为 0.1 ng/mL遥

2.3 精密度和回收率

1-甲 基 海 因 的 精 密 度 和 回 收 率 结 果 见 表 1遥

表 1 1-甲基海因的精密度和回收率 渊%冤

0.5 6.07 13.37 108.12

5 5.09 10.57 93.02

50 4.03 9.86 93.29

日内渊n=3冤 日间渊n=15冤

质量浓度/
渊ng/mL冤

精密度
回收率

2.4 案例应用

杨 某 袁 男 袁41 岁 袁 被 人 攻 击 头 部 死 亡 遥 尸 表 检 查 院

瞳 孔 散 大 袁 面 部 左 侧 散 在 点 片 状 淡 红 色 皮 下 出 血 袁 右

额 部 片 状 淡 红 色 皮 下 出 血 遥 尸 体 解 剖 院 切 开 头 皮 见 帽

状 腱 膜 下 20cm伊22cm 范 围 广 泛 出 血 袁左 侧 颞 肌 4cm伊

5 cm 范 围 出 血 袁 左 颞 顶 部 7 cm伊10 cm 范 围 呈 粉 碎 性

骨 折 袁 顶 部 有 一 骨 折 线 袁 向 右 颞 部 延 伸 袁长 10 cm曰锯 开

颅 骨 见 左 颞 部 硬 脑 膜 破 裂 袁 硬 脑 膜 下 血 肿 达 14 cm伊

9 cm伊6 cm袁 蛛 网 膜 下 腔 出 血 曰 肾 表 面 凹 凸 不 平 袁 包 膜

难 以 剥 离 袁 切 面 皮 髓 质 分 界 不 清 袁 皮 质 明 显 萎 缩 尧 变

薄 袁 双 肾 实 质 内 多 个 细 小 囊 肿 袁 直 径 最 大 为 3 mm袁 未

见 挫 伤 及 结 石 遥 组 织 病 理 学 检 验 院 较 多 肾 小 球 纤 维 化 袁

邻 近 的 肾 小 管 萎 缩 尧 消 失 袁间 质 纤 维 组 织 增 生 袁 淋 巴 细

胞 浸 润 袁 存 活 的 肾 小 球 及 肾 小 管 代 偿 性 肥 大 袁 部 分 区

域 可 见 血 肿 及 浆 液 性 囊 肿 结 构 遥 死 者 生 前 生 化 检 验 结

果 显 示 血 肌 酐 1 756 滋mol/L袁 尿 素 氮 76.3 mmol/L袁 是

名 尿 毒 症 患 者 遥 经 本 研 究 建 立 的 方 法 从 血 样 中 检 测 出

1-甲 基 海 因 袁含 量 为 8.78 ng/mL遥
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3 讨 论

3.1 萃取环境的考察

本 研 究 前 期 考 察 了 pH=2渊0.01 mol/L 稀 盐 酸 溶

液 冤尧pH=7渊pH=7 的 蒸 馏 水 溶 液 冤尧pH=9渊0.01 mol/L 稀

盐 酸 溶 液 袁 振 荡 2 min袁 加 入 0.5g 碳 酸 铵 调 节 pH 值

为 9冤尧pH=12渊0.01 mol/L 的 氢 氧 化 钠 溶 液 冤 情 况 下 的

萃 取 情 况 袁结 果 显 示 在 pH=9 的 条 件 下 萃 取 效 率 最 高 遥

可 能 是 由 于 1-甲 基 海 因 属 于 生 物 碱 袁虽 然 其 结 构 中 有

酰 亚 胺 结 构 袁但 整 体 呈 弱 碱 性 遥

3.2 萃取溶剂的考察

本 研 究 前 期 考 察 了 3 种 萃 取 溶 剂 袁 按 照 极 性 大 小

依 次 为 二 氯 甲 烷 尧 乙 酸 乙 酯 尧 环 己 烷 袁 其 中 乙 酸 乙 酯 作

为 萃 取 溶 剂 时 袁 萃 取 效 率 最 高 遥 由 于 1-甲 基 海 因 属 于

中 等 极 性 物 质 袁 所 以 依 据 相 似 相 溶 原 理 袁 中 等 极 性 的

萃 取 溶 剂 乙 酸 乙 酯 相 对 理 想 遥

3.3 结论

肌 酐 具 有 一 定 的 稳 定 性 袁 是 临 床 上 用 于 评 价 肾 功

能 的 主 要 指 标 袁 尿 毒 症 患 者 会 出 现 肌 酐 含 量 升 高 遥 而

1- 甲 基 海 因 是 肌 酐 代 谢 的 中 间 产 物 袁 由 肌 酐 在 尿 毒

症 患 者 的 胃 肠 道 内 经 过 肌 酐 脱 氨 酶 形 成 后 再 进 入 人

体 [11]袁 因 1- 甲 基 海 因 在 正 常 组 织 中 检 测 不 到 袁 在 炎 症

组 织 中 可 检 测 到 [12]袁 故 可 结 合 肌 酐 尧 尿 素 氮 含 量 评 价

肾 功 能 遥 本 案 中 袁 该 名 死 者 存 在 肾 病 袁 肌 酐 含 量 高 于 正

常 值 渊44~133 滋mol/L冤袁 亦 在 死 者 血 样 中 检 测 出 肌 酐

的 代 谢 产 物 1- 甲 基 海 因 袁 所 以 1- 甲 基 海 因 的 测 定 对

尿 毒 症 患 者 相 关 法 医 学 鉴 定 具 有 一 定 的 指 导 意 义 遥
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