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甲哌啶在大鼠体内的分布研究
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摘　要　建立生物检材中甲哌啶的超高效液相色谱质谱联用检测方法，研究甲哌啶（ｍｅｐｉｑｕａｔｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＭＱ）灌胃染毒
致死的大鼠动物模型。大鼠以１／２ＬＤ５０剂量（２００ｍｇ／ｋｇ原药浓度）甲哌啶灌胃染毒，分别于染毒后３，８，１２ｈ处死解剖，采
集心、肝、脾、肺、肾、脑、膀胱、肌肉、小肠和胃组织，ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ法定量检测各组织中甲哌啶浓度。试验中大鼠灌胃后，１２
ｈ内小肠、胃、膀胱、肾是主要分布器官。肺中含量较低，小肠含量最多。８ｈ内各脏器中含量变化不大，８ｈ后组织内甲哌啶
含量急剧下降。各组织与脑组织比较具有显著性差异（Ｐ＜００５）。结果显示甲哌啶在大鼠体内死后分布不均匀并且各组
织含量随着时间变化有所改变。甲哌啶口服染毒的致死动物模型、ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法以及各组织分布规律可作为甲哌啶
中毒死亡案件的法医学鉴定参考依据，并且为全面正确采取检材进行毒物分析提供方向。

关键词　甲哌啶；超高效液相色谱串联质谱法；死后分布
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　　随着农业生产技术的发展，中低毒植物生长调
节剂得到推广应用，其中季铵盐类植物生长调节剂

甲哌啶是这类农药的代表品种。甲哌啶（ｍｅｐｉｑｕａｔ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＭＱ）广泛用于小麦、水稻、烟草、棉花及番
茄等作物，能够促进植物的生殖生长，使植物矮化

坚实，起到增产抗逆的作用［１］。目前对甲哌啶的

研究多集中于非生物检材［２］，对甲哌啶生物检材

中的检测、法医毒理学性质以及体内分布的报道较

少［３］。本研究建立了甲哌啶口服中毒大鼠模型，

采用超高效液相色谱串联质谱仪（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）
对生物检材中甲哌啶进行定性和定量分析检测，对

甲哌啶在大鼠体内分布进行研究，希望能为甲哌啶

中毒和死亡案例中检材的合理选取、检测提供

参考。
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　材　料

１１　药品与试剂
乙腈（色谱纯，美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，批号

１２２６９７）；甲酸铵溶液、甲酸（色谱纯，北京化学试
剂公司）；甲哌啶（标准品，美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号
４３１５Ｘ，纯度９９０％）。
１２　仪　器

Ａｃｑｕｉｔｙ超高效液相色谱仪ＸｅｖｏＴＱ质谱仪
（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｓｏｒｖａｌｌ高速离心机（美国
Ｓｏｒｖａｌｌ公司）；ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２涡旋混合器（美国
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；电子分析天平（德国
Ｓａｔｏｒｉｕｓ公司 ）；ＭｉｌｌｐｏｒｅＳｉｍｐｌｉｃｉｔｙ纯水制备系统。
１３　动　物

试验用 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠 ９６只，雌雄各半，体重
（２００±２０）ｇ。大鼠卫生级别：ＶＡＦ／ＳＰＦ；许可证
编 号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１；合 格 证 编 号：
０２９７６２９。大鼠适应性喂养 ２ｄ，饲养环境：温度
１７℃，湿度 ４５％ ～６５％，通风换气良好，光照合
理，笼具和垫料卫生、无毒，喂营养颗粒饲料和高

压消毒灭菌水。本研究所进行的动物实验标准

符合机构责任委员会的伦理（道德）标准，可以进

行大鼠动物实验。

１４　标准溶液的配制
精确称取甲哌啶标准品 １０ｍｇ溶于乙腈

１０ｍＬ中，配成１ｍｇ／ｍＬ储备液，于－２０℃冰箱中
保存。精密吸取储备液用乙腈稀释成质量浓度分

别为１０００，５００，２００，１００，５０，２０，１０ｎｇ／ｍＬ的系列
溶液，０２２μｍ微孔滤膜过滤，待用。

"

　方　法

２１　仪器条件
２１１　色谱条件　色谱柱：ＵＰＬＣ ＢＥＨＨＩＬＩＣ
Ｓｉｌｉｃａ（２１ｍｍ×５０ｍｍ，５０μｍ）；流动相：Ａ：乙
腈；流动相Ｂ：５ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵水溶液（甲酸调 ｐＨ
３５左右）；柱温：３５℃；进样量：３μＬ；流速：
０５ｍＬ／ｍｉｎ；进样时间：４ｍｉｎ。液相色谱梯度洗脱
峰形良好，出峰时间合适。通过不断地调整有机相

和水相比例，可以得到合适的洗脱程序：０～
１５ｍｉｎ流动相Ａ：Ｂ从初始状态 ９０∶１０过渡到
５０∶５０；１５～２２ｍｉｎ流动相 Ａ：Ｂ保持 ５０∶５０状
态；２２～２５ｍｉｎ流动相 Ａ：Ｂ从 ５０∶５０转变为

９０∶１０；２５～４ｍｉｎ流动相 Ａ：Ｂ保持９０∶１０状态，
以洗脱剩余甲哌啶残留。

２１２　质谱条件　离子源为电喷雾离子化源三重
四级杆正离子模式（ＥＳＩ＋）；毛细管电压：３２０ｋＶ；
离子源温度：１５０℃；脱溶剂气温度：３５０℃；脱溶
剂气流量：７５０Ｌ／ｈ；锥孔气流量：５０Ｌ／ｈ；采用多
反应监测（ＭＲＭ）模式扫描。甲哌啶 １００ｎｇ／ｍＬ
的标准品溶液在上述色谱条件和质谱条件下，采

用 ＭＲＭ模式进样分析，选择干扰小、信号比较强
的离子对作为定量离子对。仪器会自动检测并给

出甲哌啶稳定的基峰离子ｍ／ｚ１４９０９；母离子进入
二级质谱发生α断裂，接着发生的氢键重排和ｉ断
裂产生有显著丰度的 ｍ／ｚ５８０７８离子碎片和 ｍ／ｚ
９８２１５的离子碎片。定量离子选择丰度较高的
ｍ／ｚ９８２１５；定性离子为 ｍ／ｚ５８０７８［２］。甲哌啶
１００ｎｇ／ｍＬ离子色谱图见图１。其中图１Ａ为总离
子流图，其余两图中为子离子流图：图１Ｂ为定量
离子图（ｍ／ｚ９８２１５）；图 １Ｃ为定性离子图（ｍ／ｚ
５８０７８）。

Ａ：Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎ（ｍ／ｚ９８２１５）；Ｃ：Ｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎ（ｍ／ｚ５８０７８）
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｅｐｉｑｕａｔｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＭＱ）ｗｉｔｈＭＲＭａｔａ
ｌｅｖｅｌｏｆ１００ｎｇ／ｍＬ
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２２　样品提取和检测方法
试验中Ｗｉｓｔｅｒ大鼠以１／２ＬＤ５０剂量（２００ｍｇ／ｋｇ

原药浓度）甲哌啶灌胃染毒。分别于３，８，１２ｈ将
大鼠处死，取心、肝、肺、胃、脾、肾、脑、小肠、肌

肉、膀胱，置２０℃冰箱内保存待检。取待测样品
各０５ｇ，分别加入乙腈２ｍＬ，振荡１５ｍｉｎ，８０００
ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ。取上清液 ３００μＬ，０２２μｍ
微孔滤膜过滤，按“２１”项下条件检测，以外标曲
线法定量。

$

　结　果

３１　工作曲线
组织中的工作曲线：分别取大鼠空白检材

（肝）０５ｇ，加入甲哌啶标准溶液 １０，１００，５００，
１０００ｎｇ，按“２２”项下方法提取测定。以甲哌啶
质量浓度（ｎｇ／ｍＬ）为横坐标（ｘ），甲哌啶峰面积
为纵坐标（Ｙ）进行线性回归，所得回归方程为：
Ｙ＝０２５７８５ｘ－０１３０９８，Ｒ２＝０９９７。结果表
明，肝中甲哌啶在５～５００ｎｇ／ｍＬ范围内线性关
系良好。按 Ｓ／Ｎ≥１０计算，甲哌啶最小定量限为
００４ｎｇ／ｍＬ；以 Ｓ／Ｎ≥３计算，甲哌啶的最低检测
限为００２ｎｇ／ｍＬ。
３２　回收率和精密度

取空白肝０５ｇ，添加标准溶液质量浓度分别
为１０，１００，５００ｎｇ／ｍＬ作为质量控制样品。按照
“２２”项下方法进样测定，每一浓度分别于 １ｄ
内进样５次，求得日内精密度（可直接求的回收
率）；每一浓度分别进样 ５ｄ，求得日间精密度。
结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｗｉｔｈｉｎａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｏｆＭＱｉｎ

ｌｉｖｅｒｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝５）

ｃ／（ｎｇ／ｍＬ） Ｗｉｔｈｉｎｄａｙ Ｂｅｔｗｅｅｎｄａｙ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

１０ ６５０６±３７６ ６９９７±２５０ ６５９５
１００ ６２９５±１２９ ６３３０±１５７ ７０５６
５００ ７５６１±１０６ ７００５±１２５ ６９９７

３３　实验结果
按“２２”项下方法进行大鼠检材处理，按

“２１”项下条件进行检测，得到甲哌啶在中毒大鼠
体内的分布。采用ＳＰＳＳ１８统计软件处理数据，平
行４次进样，结果以均数、标准差进行统计描述。
实验结果见表２。

Ｔａｂｌｅ２　ＤｙｎａｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＱ（μｇ／ｇ）ａｆｔｅｒａｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＭＱｍｏｄｅｌｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｓｐｅｃｉｍｅｎ
ＤｙｎａｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＱ

３ ８ １２ｈ
Ｈｅａｔ ９６０±０５４ ６７６±０３２ ２８６±０７６
Ｌｉｖｅｒ １３１５±１４０ １１１９±１９０ １８７±００８
Ｌｕｎｇｓ ８０５±０７５ ７２±０４０ ２５９±０９７
Ｓｔｏｍａｃｈ ３４０４４±４５０５ ２４０４３±４９１７ １９０３±１９２
Ｓｐｌｅｅｎ ６３３±０７２ ４７６±０４４ ２１９±０４９
Ｋｉｄｎｅｙ １８４９±３３０ ２０４１±５６６ ６０５±０６９
Ｂｒａｉｎ ０２８±００５ ０２２±００２ ００９±００１
Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ５６００±４２４ ２４４６±６２８ ３３±０９５
Ｍｕｓｃｌｅ ２７００±８４３ ２３８８±７３０ ２０５４±２９９
Ｖｅｓｉｃａｕｒｉｎａｒｉａ ３０８３±０５９ ６９４７±０５２ ９２９±０３３

#

　讨　论

４１　染毒致死模型
由于甲哌啶的广泛应用，由甲哌啶误用、误服、

自杀、蓄意投毒导致的事故、自杀、谋杀等案（事）

件时有发生。因此选择１／２ＬＤ５０剂量甲哌啶染毒，
建立了甲哌啶大鼠灌胃染毒致死模型。本实验采

用群体动物模型，此模型的优点是简单易复制，稳

定性好，数据充分，有利于消除个体带来的实验差

异。但此模型缺点是由于个体差异，容易导致数据

之间较大的离散。实验结果显示，大鼠甲哌啶染毒

后与案例报道以及类似农药中毒症状相似，所建模

型可以应用于甲哌啶法医毒物动力学研究。

４２　超高效液相色谱质谱联用法检测
国内外对甲哌啶的研究主要集中在环境样品

和食品安全检测［４］。由于甲哌啶极性强、易溶于

水、分子小等特点，检验方法主要集中在比色

法［５］、离子色谱法［６］等，操作复杂，灵敏度低，不能

满足生物检材中甲哌啶检验要求。利用 Ｗａｔｅｒｓ
ＵＰＬＣＸｅｖｏ系统检测方法来检测生物检材中甲哌
啶检出限能达到０４３ｎｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＝３），空白肝加
标回收率在６５％～８０％，灵敏度高，达到了生物检
材中药毒物检测的要求［７］。

４３　死后分布
毒物死后分布（再分布）是指毒物浓度随着取

材部位的不同，检材收集和时间间隔的不同而发生

变化，毒物浓度与检材种类和时间的依赖关系。死

后弥散可能是死后分布（再分布）的主要机制［３］。

死后随提取检材时间不同、检材部位的不同测出

毒物浓度存在较大差异。药毒物在体内的分布

９４１
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变化是受多种复杂因素影响的动态变化过程［８］。

如外界因素有：给药剂量、给药途径、急性或慢性

中毒等；内部因素有：药毒物的脂溶性、局部 ｐＨ
和药物离解度、毛细血管的通透性、器官和组织

的血流量等。以上诸多因素都能影响甲哌啶在

动物体内的分布［９］。但一般认为碱性毒物具有

较大的表观分布容积，很容易在生物体内发生毒

物的顺浓度梯度扩散、吸收分布不均、血液流动、

毒物自身分解、微生物的降解与破坏等生物过

程，导致死后再分布现象［１０］。甲哌啶是碱性毒

物，可以认为甲哌啶在生物体内很容易发生死后

分布（再分布）现象。

从本实验结果来看，各组织与脑组织比较都具

有显著性差异（Ｐ＜００５）。所取的各个脏器中均
检出高剂量甲哌啶，表明甲哌啶随血液达到各个器

官后，容易与组织蛋白结合，从而广泛分布于各个

器官中。大鼠体内甲哌啶含量由高到低依次为：

３ｈ，胃、小肠、膀胱、肌肉、肾、肝、心、肺、脾、心
血、脑；８ｈ，胃、膀胱、小肠、肌肉、肾、肝、肺、心、
脾、心血、脑；１２ｈ，肌肉、胃、膀胱、肾、小肠、心、
肺、脾、肝、心血、脑。结果显示：给药３ｈ后体内
不同脏器毒物含量差异较大。胃组织中含量最

大，其次是小肠、肌肉、膀胱，心、肝、肺、脑等中毒

物含量较低。给药８ｈ后，膀胱中毒物含量增加，
其他脏器含量均减小，说明通过膀胱排泄是甲哌

啶主要排泄途径。给药１２ｈ后，各脏器毒物含量
均大幅减小，说明超过１２ｈ甲哌啶代谢分布基本
进入终了阶段。

综合以上结论，１２ｈ内小肠、胃、膀胱、肾是主
要分布器官。肺中含量较低，小肠含量最多。８ｈ
内各脏器中含量变化不大，８ｈ后组织内甲哌啶含

量急剧下降。同时说明在１２ｈ内甲哌啶中毒死亡
案件中，胃组织、小肠、膀胱为最佳提取检材。但是

实现通过甲哌啶死后分布规律推测毒物进入体内

的时间、途径和剂量等还需要进一步的研究。
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