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用 GC、GCöM S 方法检测人尿中
Seleg iline 及其代谢物

崔凯荣3 　王　杉　吴侔天

(国家体育总局运动医学研究所兴奋剂检测中心　北京　100029)

〔摘要〕本文采用 GC、GCöM S 技术对口服 Seleg iline H ydroch lo ride, 一种单胺氧

化酶抑制剂的尿中代谢物进行分析测定, 确认检出 10 种代谢产物, 其中三种为

新检测到的羟基化代谢物。

关键词: 兴奋剂　Seleg iline　GCöM S

Seleg iline 系一种选择性的不可逆单胺氧化酶抑制剂。临床上常与L 2dopam ine 联合用

药, 用于治疗帕金森氏症[ 1, 2 ]。由于 seleg iline 在人体内代谢生成苯丙胺、甲基苯丙胺等中枢

神经刺激剂物质, 因而被国际奥委会于 1998 年 1 月列入禁用药物之例。

关于 seleg iline 在人体内的代谢, R eyno lds 等人[ 3 ] 较为早期的研究报道了口服

seleg iline 后尿中排泄产物为m ethylam phetam ine (甲基苯丙胺) 和 am phetam ine (苯丙胺)。

而后H einonen 等人[ 4 ]另检到代谢物 desm ethylseleg iline。新近, HO - SAN G SH IN [ 5 ]采用

GCöM S 技术由口服 seleg iline 的人尿中确认了包括未变化的 seleg iline 在内的十种代谢物,

并对代谢物进行了立体化学研究。这十种代谢物为: seleg iline, (R ) 2desm ethylseleg iline,

( R ) m ethylam phetam ine, (R ) 2am phetam ine, ( 1R , 2R ) 2no rp seudoephedrine, ( 1S, 2R ) 2
no rephedrine ( 1R , 2R ) 2p seudoepherine, ( 1S, 2R ) 2ephedrine, (R ) 2p 2hydroxyam phetam ine

和 (R ) 2p 2hydroxym etham phetam ine。

本文以健康男性志愿者一次口服 10m g seleg iline hydroch lo ride 的阳性尿为样本, 采用

GC, GCöM S 技术, 检到并确认上述十种代谢物中的七种, P seudoephedrine、no rephedrine 和

no rp seudoephedrine 除外。此外, 还检到三种新的羟基化代谢物: p 2OH 2no rseleg iline,m 2(o r2
o2) 2OH 2no rseleg iline 及m 2(o r o2) 2OH 2m ethylam phetam ine。对它们的质谱碎片裂解方式

及 seleg iline 可能的代谢过程作了讨论的假设。

1　实验部分

111 试剂药品
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Seleg iline 5 药片内含 5m g seleg iline hydroch lo ride。购自德国 H exal 公司。标准品

seleg iline. HC l (德国科隆兴奋剂检测中心赠送) , am phetam ine·HC l, m ethylam phetam ine

·HC l, p 2OH 2m ethylam phetam ine 及 ephedrine·H cl (均由加拿大兴奋剂检测中心赠送)。

其它所有试剂均为国产分析纯。

112　仪器及条件

气相色谱仪 (GC ) : H P5890A , 配有氮磷检测器。气相色谱ö质谱联用仪 (GCöM SD ) :

H P5890ö5970.

仪器条件:

GC: H P25 16m ×012mm ×0133Λm 5% 交联聚苯甲基硅醚熔融石英毛细管柱, 载气氦

气, 柱头压 150kPa, 进样口温度 250℃, 检测器温度 280℃, 柱温: 100℃ (1m in )
10℃öm in

200℃
20℃. m in

300℃ (6m in)。GCöM SD: H P25 25m ×012mm ×0133Λm 毛细管柱。柱头压:

75kPa, 柱温: 80℃ (1m in)
15℃öm in

240℃
5℃öm in

280℃ (7m in)。余同 GC。

113 尿样收集

健康男性 (体重 65Kg)口服单次剂量 10m g Seleg iline 5 片剂。分别收集所排各次尿液的

全部及服药前的空白尿, 于- 20℃。

114　样品制备

取尿样 5m l, 加入 100m gL 一半胱氨酸, 015m l 浓HC l, 于 100℃下水解 30m in。冷却后以

3m l 叔丁基甲醚提取, 分离, 弃去醚层。于水相加 015m l 12M N aOH , 2g 固体缓冲剂

(N aHCO 3: K2CO 3= 3: 2, pH 9. 6)。以 3m l 含二苯胺为内标的叔丁基甲醚ö异丙醇 (9: 1) 溶

液, 振摇。分离提取液, 于N 2 气下吹干, 以 1m l 乙酸乙酯溶解残渣, GCöN PD 进样 2Λl。之后

于N 2 气下浓缩至约 50Λl。于 GCöM SD 进样 2Λl。然后吹干, 于残渣中加入 100Λl 乙酸乙酯

和 100Λl 三氟乙酰酐 (T FAA ) , 70℃反应 20m in。于N 2 气下吹干, 再以 100Λl 乙酸乙酯溶解,

GCöM SD 进 样 2Λl。在 进 行 seleg iline 代 谢 物 am phetam ine, m ethylam phetam ine 及

no rSeleg iline 尿中排泄趋势试验中, 尿样提取程序如下: 分别取 0- 72 小时收集的各份尿样

5m l, 加入 015m l 5M KOH , 3gN aC l, 2m l5ppm 二苯胺 (内标) 的叔丁基甲醚溶液, 振摇, 离

心, 分离醚层, 于 GC 进样 2Λl。

　　

2　结果与讨论

211　代谢物的确认

Seleg iline 的化学结构决定了其在体内可以通过去甲基化, 羟基化和分子裂分生成多种

代谢产物。已知 seleg iline 的代谢主要发生在肝内, 通过微粒细胞色素 P450 系统进行[ 6 ]。为

寻找代谢物, 本文将服药后的尿提取物 GCöN PD , GCöM S 分析及提取物经 T FAA 衍生化

后的 GCöM S 结果与空白尿进行比较。对已知的 seleg iline 代谢物, 将其色谱保留时间及 E I

质谱与标准化合物进行比较, 未知代谢物由所得的 E I谱进行解析, 推测结构。共检测并确认

含未变化的 seleg iline 在内的 10 种代谢物。

以服药 315 小时尿为例, 提取物GCöN PD , GCöM SD 结果分别见图 1 (服用 seleg iline 前

的空白尿 (上图) , 服药后 315 小时尿 (下图) 的气相色谱图) 及图 2 (服药后 315 尿中
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seleg iline 代谢物的m öz44, 82, 58, 96 提取离子色谱 (前 4 图)用 E I质谱图)。T FAA 衍生化

后的 GCöM SD 结果见图 3 (服药后 315 小时尿中 seleg iline 代谢物- T FA 衍生物的m öz

140, 154, 178 提取离子色谱 (前 3 图) 及 E I 质谱图)。图 1 中A 1, A 2, A 4, A 5, A 6 分别与

am phetam ine, m ethylam phetam ine, seleg iline, p 2OH 2am phetam ine, pho ledrine ( p 2OH 2
m ethylam phetam ine) 标准品的 GC 相对保留时间 (以二苯胺为内标) 相一致, 并由 GCöM S

分析得到的 E I谱 (见图 2A 1,A 2,A 4,A 6 及图 3B 1,B 2,B 5,B 6)得到确认。其中 seleg iline 分

子中叔氨结构决定了其不被 T FAA 衍生化。代谢物p 2OH 2am phetam ine 因尿中浓度太低而

没有得到它的 EU 谱, 由其 T FAA 衍生化后得到的衍生物 p 2OH 2am phetam ine, N 2T FA , O 2
T FA 的 E I谱得到确认。图 1 中A 3 由图 2 A 3 及图 3 B 3 所示 E I谱推测为 seleg iline 的去甲

基代谢物 no rseleg iline。A 3E I谱中m öz82 (基峰) , 91, 148, 172 (M - 1) 为 no rseleg iline 的特

征 离 子。其 T FA 衍 生 物B 3 E I 谱 中m öz 1 7 8 ( 基 峰 ) , 9 1 , 1 1 8 , 1 5 0 为 特 征

　　F ig. 1　GC2N PD Ch rom atogram s of u rine b lank ( top ) and u rine samp le23. 5 h after adm in istra t ion of

selegiline[bo ttom , reten t ion tim e (m in) ]

A 1　amphetam ine (2. 954) , 　　　　　　　A 2　m ethylamphetam ine (3. 562) ,

A 3　no rselegiline (5. 653) , A 4　selegiline (6. 672) ,

A 5　p2OH 2amphetam ine (6. 774) , A 6　p2OH 2m ethylamphetam ine (7. 404) ,

A 7　p2OH 2no rselegiline (9. 487)

离子。其碎片可能的裂解方式见图 4A 3,B 3。图 1 中A 7 经 GCöM S 分析得到的 E I 谱见图

2A 7。具有与图 2A 3 相同的m öz82 基峰, 提示该代谢物具有N - 去烷基结构。m öz107 非常

特征, 提示分子中苯环发生了羟基化, 由 2Β- 裂解产生。按照羟基化代谢一般规律, 羟基化

可发生在苯环的不同位置, 而以对位羟基化为主要产物, 推测其为新的代谢物, 即 p 2OH 2
no rseleg iline。A 7E I 谱中的m öz135, 174 分别由 C- N 键开裂和分子失去- CH 3 基生成。

T FAA 衍生化的 E I谱见图 3B 7。m öz178, 230, 203, 271 为特征离子, 其可能的裂解方式见图

4A 7,B 7。与其相邻的保留时间处, 检到另一痕量代谢物 (见图 3B 8)。其质谱特征与图 3B 7 极

为相近, 推测其为苯环的间位或邻位羟基化产物, 即m 2(o r o2) 2OH 2no rseleg iline。同样的情
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况, 在 T FAA 衍生化的 GCöM S 分析中, 在 pho ledrine2N 2T FA , 2O 2T FA 相邻的保留时间

处, 检到另一新的痕量代谢物, 见图 3B 9。其质谱特征与图 3B 6 极为相近, 推测为甲基苯丙胺

分子中苯环间位或邻位羟基化产物, 即m 2(o r o2) 2OH 2m ethylam phetam ine。

　　F ig. 2　 Ion ch rom atogram s and E I spectra of m etabo lies of selegiline[ reten t ion tim e (m in) ]

ob tained from the ex tract of u rine 3. 5h after adm in istra t ion of selegiline

A 1　amphetam ine (5. 462) , 　　　　　　　　　　　　A 2　m ethylamphetam ine (5. 697) ,

A 3　no rselegiline (7. 036) , A 4　selegiline (7. 599) ,

A 6　p2OH 2m ethylamphetam ine (7. 984) , A 7　p2OH 2no rselegiline (9. 111)
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　F ig. 3　 Ion ch rom atogram s and E I spectra of m etabo lites of selegiline [ teten t ion tim e (m in) ] ob tained

from T FA derivat ized ex tract of u rine 3. 5h after adm in istra t ion of selegiline

B 1 amphetam ine,N 2T FA (6. 912) ; B2 m ethylamphetam ine,N 2T FA (7. 439) ; B 3 no rselegiline,N 2T FA

(8. 472) ; B 5 p2OH 2amphetam ine,N 2T FA ,O 2T FA (7. 758) ; B 6 p2OH 2m ethylamphetam ine, N 2T FA , O 2T FA

(8. 436) ; p2OH 2no rselegiline,N 2T FA ,O 2T FA (8. 966) ; B 8 m 2(o r o2)OH 2no rselegiline, N 2T FA , O 2T FA (8.

713 ) ; B 9 m 2(o r o2)OH 2m ethylamphetam ine, N 2T FA , O 2T FA (8. 194) ; B 10 ephedrine, N 2T FA , O 2T FA (7.

271)
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　　已知在 seleg iline 的代谢过程中, 羟基化还可发生在苄基碳原子上[ 5 ] , 即 Β2羟基化。在本

文实验条件下, 仅在 T FAA 衍生化后, 检到痕量 ephedrine 的 T FA 衍生物, 见图 3B 10。由于

含量低, 未检到它的游离形式。同时亦未检到前文提到的HO - SAN G SH IN 等人所报道的

p seudoephedrine、no rephedrine 及 no rp seudoephedrine。

实验表明, seleg iline 在体内主要代谢物为m ethylam phetam ine 及 am phetam ine, 尿中

仅能检到痕量未变化的母体药物。在国际奥委会禁用的刺激剂类药物中, 有多种药物以

am phetam ine 或ö及m ethylam phetam ine 为主要代谢产物。因此, 寻找能够证明所服原始药

物的其它代谢物常为兴奋检测所关注的问题。尤其是在遇到检到共同代谢物的阳性尿时, 它

能成为判断、区分、确认阳性尿样来自服用何种母体药物的重要依据。seleg iline 尿中新的代

谢物的检出, 尤其是 p 2OH 2no rseleg iline (依据羟基化代谢的一般规律, 推测它是苯环上不同

位置羟基化中的主要代谢产物) , 对于判断确认 seleg iline 阳性具有重要意义。

由上述检到的代谢物推测 seleg iline 在人体代谢的主要途径由图 5 图所示。

F ig. 4　T he po ssib le fragm en tat ion pattern of the m etabo lites of selegiline
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F ig. 5　M etabo lic pathw ays of selegiline in hum an

212　代谢物尿中排泄趋势

seleg iline 的主要代谢物m ethylam phetam ine, am phetam ine 及 no rseleg ilin 在尿中的排

泄曲线如图 6 所示。由排泄曲线可知, 代谢物m ethylam phetam ine, am phetam ine 分别于

4115h 和 1415h 达到排泄高峰。由于缺少 no rseleg iline 标准品, 因此以不同的时间测定得到

的 no rseleg iline 相对内标的面积比相对时间作图, 取得 no rseleg iline 在尿中的排泄趋势, 于

服药后 315h 为最高。

　　F ig. 6　A. Excret ion cu rve of m etabo lites m ethylamphetam ine and amphetam ine

B1 Excret ion tendency of no rselegiline in u rine after o ral adm in istra t ion of 10m g selegi2
line·HC l
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Abstract

T h ree new m etabo lites of seleg iline w ere found: p - OH - no rseleg iline, m 2(o r o2) 2
OH 2no rseleg iline and m 2(o r o2) 2OH 2m ethylam phetam ine in excret ion u rine fo r study .

T heir st ructu res w ere iden t if ied by GCöM S and the p robab le m etabo lism schem e of

seleg iline w as p ropo sed.

Key W o rds: seleg iline, GCöM S,m etabo lite
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