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摘! 要! 建立了血浆和尿中 "" 种苯并二氮杂!类药物及其 & 种代谢物的电子捕获检测气相色谱分析方法。
血浆及加 !’葡萄糖醛酸酶水解后的尿在碱性条件下用苯’异戊醇（&() %* ") %）提取，提取物非衍生化或三甲硅
烷基衍生化后进行色谱分析。分析采用两根极性不同的色谱柱。检材中分析物的检出限大多数低于 "#

"+ , -，本方法还可用于定量分析。自愿者服口服治疗量药物，其血浆、尿中药物和代谢物的分析结果表明：本
方法实用于麻醉抢劫案中的药物分析。
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本文系国家“九五”重点科技攻关项目资助课题（01) &2’&"&’#"’#%’3）

!" 引" " 言
苯并二氮杂!类药物，常见于成瘾滥用和麻醉后犯罪以及过量服用自杀，尤以三唑仑、阿普唑仑、氟

硝西泮、氯硝西泮和地西泮等在麻醉抢劫案中使用较多。血、尿等生物检材中，该类药物及其代谢物的

分析在司法鉴定中具有重要的意义。

已报道的该类药物的分析方法有免疫分析法［"］、薄层色谱法［.］、气相色谱法［$ 4 %］、气’质联用法［2］和
高效液相色谱法［/］等。本实验建立了血浆和尿中的 "" 种该类药物及其 & 种代谢物的非衍生化和三甲
硅烷基（567）衍生化的电子捕获检测气相色谱分析方法。

#" 实验部分
#) !" 色谱仪及色谱条件

89’2(&# 气相色谱仪（美国惠普公司），配置 "’:;<检测器和 89’化学工作站。

89’% 柱：$# = >#) $. == ?) @)（膜厚 #) .% "=）；柱温 .##A（" =?B） $’’’’
.#A , =?B

.(#A（"% =?B），气化
温度 .%#A，检测器温度 $##A；不分流进样（阀关闭时间 #) / =?B），载气高纯氮（恒压，压力 ""2) /
C9D），尾吹高纯氮（2# =- , =?B）。89’%# E柱：$# = >#) $. == ?) @)（膜厚 #) " "=），柱温 .##A（" =?B）

$’’’’
.#A , =?B

.(#A（"% =?B），载气高纯氮（恒压，压力 ".") " C9D），其余条件同 89’% 柱。
#) #" 试剂和材料
地西泮、硝西泮、奥沙西泮、艾司唑仑、阿普唑仑、三唑仑、氯硝西泮、利眠宁、氟西泮（国家麻醉品实

验中心）、氟硝西泮、劳拉西泮（美国新泽西州司法鉴定研究所）、"’羟基三唑仑、"’羟基阿普唑仑和去甲
西泮（美国 7?+=D公司），/’氨基氟硝西泮、/’氨基氯硝西泮、去甲氟硝西泮、羟乙基氟西泮、去烃基氟西
泮和去甲氧西泮（瑞士 81FF=DB -D G1HIJ公司）。以上试剂分别用甲醇配制成 "## =+ , -标准储备液，临
用时稀释成 "# 及 " =+ , -标准工作液，并根据在所用色谱条件下的 !G 分布，配制成各分析物浓度均为
"# =+ , -的混合标准液数种。

!’葡萄糖醛酸酶（美国 7?+=D公司）：临用时加水配制成 "#### 单位 , =- 溶液；0，K’双三甲硅烷基
三氟乙酰胺（L75MN，美国 7OPJQH1公司）：含 "R三甲基氯硅烷（56;7）；苯、异戊醇、二氯甲烷、正己烷、
甲醇等溶剂：分析纯试剂，蒸馏后使用；衍生化用无水乙酸乙酯：分析纯试剂，按文献［(］方法处理。P8
3S ( 缓冲溶液：乙酸钠（不含结晶水）3") # +，加 $2R乙酸 ($) $ =-，加水至 %## =-；P8 "#) ( 缓冲溶液：碳
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酸钠（不含结晶水）!"# $ %，碳酸氢钠 &’# $ %，加水溶解至 !$$ ()。实验用水为二次蒸馏水；空白血浆购
自沈阳市中心血站，含柠檬酸钠抗凝剂，新鲜；空白尿：近期未服药物健康人体排泄，新鲜。

!# "# 样品处理
取待检尿 * ()放入试管中，加 +, &# - 缓冲溶液 !$ !)，加 ".葡萄糖醛酸酶溶液 *$$ !)，置 "/0水

浴中水解 *& 1（过夜），放冷，加 +, *$# - 缓冲溶液 $# ! ()，或取待检血浆 * ()放入试管中 ，加 +, *$# -
缓冲溶液 $# ! ()，加苯.异戊醇（2-# !3*# !）! ()，涡旋 ’ (45，"$$$ 6 7 (45离心 8 (45，分取有机相置于带
* ()刻度尾管的 ’$ ()鸡心瓶中，置 *$$ 9 **$0甘油浴中挥干，加无水乙酸乙酯 !$ !)溶解剩余物，抽
取 * !)进样，直接进行分析。剩余溶液中加入 :;<=> ’$ !)，加塞密闭，尾管插入 8$0甘油浴中进行衍
生化反应 "$ (45，然后在缓慢的氮气流下 8$0挥干（除去剩余 :;<=>），加无水乙酸乙酯 !$ !) 溶解剩
余物，抽取 * !)进样，进行衍生化而后的分析。

"# 结果和讨论
"# $# 色谱分离
非衍生化及 <?;衍生化 ,@.! 柱分析空白尿及添加标准对照品尿的色谱图如图 * 和图 ’ 所示。用

,@.!$ A柱分析尿的色谱图及用两支柱分析血浆的色谱图略。

图 *B 尿液提取物色谱图（非衍生化分析，,@.! 色谱柱）
=4%# *B C16D(EFD%6E(G DH I645J JKF6ELFG（I5MJ64NEF4OJM E5EPQG4G D5 ,@.! LDPI(5）
>#空白尿（RPE5S I645J）；:、C#空白尿添加 ’$$ !% 7 )各分析物（RPE5S I645J G+4SJM T4F1 E5EPQFJG JEL1 EF PJNJP

DH ’$$ !% 7 )）。色谱峰（L16D(EFD%6E+14L +JESG）：*#奥沙西泮（DKEOJ+E(）；’#劳拉西泮（ PD6EOJ+E(）；"#地西

泮（M4EOJ+E(）；&#去烃氟西泮（MJGEPSQPHPI6EOJ+E(）；!# 去甲西泮（5D6M4EOJ+E(）；8# 利眠宁（ L1PD6M4EOJ+DK.

4MJ）；/# /.氨基氟硝西泮（/.E(45DHPI54F6EOJ+E(）；-#氟硝西泮（ HPI54F6EOJ+E(）；2#羟乙基氟西泮（1QM6DKQJF1.

QPHPI6EOJ+E(）；*$#去甲氧西泮（MJ(DKJ+E(）；**# 去甲氟硝西泮（MJG(JF1QPHPI54F6EOJ+E(）；*’# 氟西泮（ HPI.

6EOJ+E(）；*"#硝西泮（54F6EOJ+E(）；*&# *.羟基阿普唑仑（*.1QM6DKQEP+6EODPE(）；*!# /.氨基氯硝西泮（/.E(4.

5DLPD5EOJ+E(）；*8#氯硝西泮（ LPD5EOJ+E(）；*/# *.羟基三唑仑（*.1QM6DKQF64EODPE(）；*-# 艾司唑仑（ JGFEOD.

PE(）；*2#阿普唑仑（EP+6EODPE(）；’$#三唑仑（ F64EODPE(）。

图 ’B 尿液提取物色谱图（<?;衍生化分析，,@.! 色谱柱）
=4%# ’B C16D(EFD%6E(G DH I645J JKF6ELFG（ F64(JF1QPG4PQP（<?;）MJ64NEF4OJM E5EPQG4G D5 ,@.! LDPI(5）
>、:、C和峰 * 9 ’$ 同图 *（>，:，C E5M +JES * FD ’$ E6J F1J GE(J EG 45 =4%# *）。

B B 从表 * 和表 ’ 所列分析物 !U 数据及空白检材和添加标准对照品检材分析所得色谱图可知，在所用
色谱条件下，分析物可以很好的分离，未发现杂质色谱峰干扰，国内常用巴比妥类、吩噻嗪类等安眠镇静
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药物标准品分析也未发现对本类药物及代谢物分析的干扰。

!! "# 检出限
以检材中分析物色谱峰高相当于基线噪音强度 " 倍（! " # # "）的检材分析物浓度为分析物的检出

限（ $%&%’ () *+’+,’%(-或 ./0），如表 1 和表 2 所示。
表 13 非衍生化分析测得的提取率、保留时间和检出限
456$+ 13 47+ +8’95,’%(- +))%,%+-,:，9+’+-’%(- ’%&+ 5-* $%&%’ () *+’+,’%(- () ;-*+9%<5’%=+* 5-5$:>%>

分析物
?-5$:’+

提取率（@）
A8’95,’%(- +))%,%+-,:

尿
B9%-+

血浆
C$5>&5

保留时间（ &%-）
D+’+-’%(- ’%&+

ECFG ECFGH I

检出限 .%&%’ () *+’+,’%(-（!J K .）

尿 B9%-+
ECFG ECFGH I

血浆 C$5>&5
ECFG ECFGH I

奥沙西泮 /85=+L5& M"! " MH! N G! NG G! ON G 1HH O "N
劳拉西泮 .(95=+L5& MP! P M2! 1 N! 12 N! 12 P O2 N 2O
地西泮 0%5=+L5& MN! N PQ! M N! 2N N! "G N 2H P 1M
去烃氟西泮
0+>5$R:$)$;95=+L5& MP! 2 MO! O N! "1 N! PM " 2H 2 2H

去甲西泮 S(9*%5=+L5& MQ! " M1! H N! NO P! "P O 2G " 12
利眠宁 T7$(9*%5=+L(8%*+ MP! P MH! H N! PH P! GG MG 2MH NH 1NH
PF氨基氟硝西泮
PF?&%-()$;-%’95=+L5& MH! " PP! O P! HQ P! "G NN QO OG MH

氟硝西泮 U$;-%’95=+L5& MQ! " M2! 1 P! "G M! 2M 2 O 1 O
羟乙基氟西泮
E:*9(8:+’7:$)$;95=+L5& QH! O MN! N P! P1 Q! HH M M N N

去甲氧西泮 0+&(8+L5& MN! 1 MP! 1 P! P2 P! O1 Q GH O OH
去甲氟硝西泮
0+>&+’7:$)$;-%’95=+L5& MO! N M"! 2 P! QN 1H! O1 O 1H O P

氟西泮 U$;95=+L5& M"! " PM! N M! G2 M! PH N 1H N 1"
硝西泮 S%’95=+L5& MG! G PN! N M! GG 11! QH " G 2 G
1F羟基阿普唑仑
1FE:*9(8:5$L95=($5& M"! " MO! 1 M! PO 11! MN 1O 1O 12 12

PF氨基氯硝西泮
PF?&%-(,$(-5=+L5& M"! " PP! N Q! 22 1G! OP M P N P

氯硝西泮 T$(-5=+L5& M"! N MG! 1 Q! "1 1"! PQ N P N P
1F羟基三唑仑
1FE:*9(8:’9%5=($5& M1! 1 M2! 1 Q! MN 1M! "1 11 1N 12 1G

艾司唑仑 A>’5=($5& MQ! H QH! " Q! QH 1G! P1 G " " 2
阿谱唑仑 ?$L95=($5& MP! P Q1! 1 1H! O1 1N! "G " " " "
三唑仑 49%5=($5& QH! H QH! N 11! PH 1Q! NQ 2 M 2 2

表 23 4VW衍生化分析的保留时间和检出限
456$+ 23 47+ 9+’+-’%(- ’%&+ 5-* $%&%’ () *+’+,’%(- () 4VW *+9%<5’%=+* 5-5$:>%>

分析物
?-5$:’+

保留时间（&%-）
D+’+-’%(- ’%&+

ECFG ECFGH I

检出限 .%&%’ () *+’+,’%(-
（!J K .）

尿 B9%-+
ECFG ECFGH I

血浆 C$5>&5
ECFG ECFGH I

去甲西泮 S(9*%5=+L5& G! 2N O! OP G M G M
去甲氧西泮 0+&(8+L5& G! OQ O! "O Q 12 N M
奥沙西泮 /85=+L5& G! PQ O! OQ N 1H O N
去烃氟西泮 0+>5$R:$)$;95=+L5& N! 2N O! "Q N 12 G 12
劳拉西泮 .(95=+L5& N! O2 G! 1H M 1O O 12
羟乙基氟西泮 E:*9(8:+’7:$)$;95=+L5& P! GQ P! H" O M O N
去甲氟硝西泮 0+>&+’7:$)$;-%’95=+L5& P! N2 G! PO O 1H 2 N
PF氨基氯硝西泮 PF?&%-(,$(-5=+L5& P! MG N! 2H 1H 1H M O
硝西泮 S%’95=+L5& M! G2 G! QG N P G P
氯硝西泮 T$(-5=+L5& Q! 2M P! HO M 1H N O
1F羟基阿普唑仑 1FE:*9(8:5$L95=($5& 11! 2N 1O! "G 2 2 " 2
1F羟基三唑仑 1FE:*9(8:’9%5=($5& 1"! HG 1P! PP 2 2 1 2

3 3 含有羟基（如 1F羟基三唑仑）、氨基（如 PF氨基氯硝西泮）和二氮杂!环 1 位氮原子上有氢原子（如
去甲西泮、硝西泮）的分析物可以非衍生化分析，也可以 4VW 衍生化分析，其中 1F羟基三唑仑和 1F羟基

11第 1 期 姚丽娟等：血浆和尿中苯并二氮杂!类药物及其代谢物的电子捕获气相色谱筛选分析法 3 3



阿普唑仑衍生化后分析灵敏度显著提高。奥沙西泮和劳拉西泮是两种含羟基的分析物，衍生化分析灵

敏度未见提高，其原因可能是由于它们的非衍生化分析中在气化室中分解成为不含羟基的物质，形成单

一的不拖尾色谱峰，也具有较高的灵敏度［!］。

!" !" 定量分析
用所建立的方法进行了定量分析，结果表明：该筛选分析方法也可用于定量分析（见表 !）。

表 !# 线性关系和回收率
$%&’( !# )*+(%,*-. %+/ ,(012(,.

色谱柱
31’45+

分析物
6+%’.-(

检材
78(0*5(+

方法
9(-:1/

内标物
;+-(,+%’ <-%+/%,/

线性关系 )*+(%,*-.
线性范围
)*+(%,*-.
,%+=(
（!= > )）

相关系数
31,,(’%-*1+
01(??*0*(+-

回收率（@）
A(012(,.

BCDE 地西泮 F*%G(8%5 血浆
C’%<5%

非衍生化
H+/(,*2%-*G%-*1+

氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 JK L JKKK K" MMM NN" M L OKE" !

BCDE 奥沙西泮 PQ%G(8%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+
氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 JK L JKKK K" MMM MR" R L OKS" T

BCDE 劳拉西泮 )1,%G(8%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+
氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 JE L JKKK K" MMS MO" J L OKN" J

BCDE 氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5

血浆
C’%<5%

非衍生化
H+/(,*2%-*G%-*1+ 地西泮 F*%G(8%5 E L OKKK O" KKK MR" ! L OKT" E

BCDE
羟 乙 基 氟 西 泮
B./,1Q.(-:.’?D’4,%G(D
8%5

尿 H,*+( 衍生化 H+/(,*2%-D
*G%-*1+

劳拉西泮
)1,%G(8%5 OK L OKKK K" MMR NM" O L OKS" !

BCDE 硝西泮 U*-,%G(8%5 血浆
C’%<5%

非衍生化
H+/(,*2%-*G%-*1+

氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 OK L OKKK K" MM! ME" E L OK!" M

BCDE 去甲西泮
U1,/*%G(8%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+

氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 OK L OKKK K" MMM MO" O L OKR" !

BCDE 氯硝西泮
3’1+%G(8%5

血浆
C’%<5%

非衍生化
H+/(,*2%-*G%-*1+

氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 JK L JKKK K" MMS MR" K L OKE" J

BCDE SD氨基氯硝西泮
SD65*+10’1+%G(8%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+

氟硝西泮
I’4+*-,%G(8%5 JE L JKKK K" MMR NN" E L OKS" S

BCDEK V 艾司唑仑 W<-%G1’%5 血浆
C’%<5%

非衍生化
H+/(,*2%-*G%-*1+

阿普唑仑
6’8,%G1’%5 OK L OKKK O" KKK MR" M L OK!" E

BCDE 阿普唑仑 6’8,%G1’%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+
艾司唑仑
W<-%G1’%5 OK L OKKK K" MMM M!" N L OKR" K

BCDE 三唑仑 $,*%G1’%5 尿 H,*+( 非衍生化H+/(,*2%-*G%-*1+
艾司唑仑
W<-%G1’%5 OK L OKKK K" MMN M!" T L OKO" N

BCDE OD羟基阿普唑仑
ODB./,1Q.%’8,%G1’%5 尿 H,*+( 衍生化 H+/(,*2%-D

*G%-*1+
羟 乙 基 氟 西 泮
B./,1Q.(-:.D’?’4D
,%G(8%5

OK L OKKK K" MMT MS" ! L OKM" !

BCDE OD羟基三唑仑
ODB./,1Q.-,*%G1’%5 尿 H,*+( 衍生化 H+/(,*2%-D

*G%-*1+
羟 乙 基 氟 西 泮
B./,1Q.(-:.’D?’4D
,%G(8%5

OK L OKKK K" MMM MM" O L OK!" S

!" #" 服药物自愿者血、尿检测
若干名自愿者口服治疗量药物后取血、尿进行分析，部分结果如表 R所示，表明了本文方法的实用性。

表 R# 口服药物自愿者血、尿中药物或代谢物分析结果
$%&’( R# $:( %+%’.-*0%’ ,(<4’- 1? 8’%<5% %+/ 4,*+( 01’’(0-(/ ?,15 21’4+-((,< /*=(<-(/ /,4=

药物
F,4=

剂量
F/1<(
（5=）

服药人数
U45&(,< 1?
21’4+-((,

检材及采集时间（服药后时间）
78(0*5(+ %+/ *-< 01’’(0-*1+ -*5(
（:14,< 81<-/1<(）

分析物
6+%’.-(

检出浓度（!= > )）
31+0(+-,%-*1+

三唑仑 $,*%G1’%5 K" E ! 尿 H,*+(# JK L JR OD羟基三唑仑
ODB./,1Q.-,*%G1’%5 OS" S，SO" R，!T" T

阿普唑仑 )8,%G1’%5 K" N ! 尿 H,*+(# JK L JR OD羟基阿普唑仑
ODB./,1Q.%’8,%G1’%5 !O" K，JR" S，!O" K
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