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硝胺推进剂在大鼠体内代谢动力学及病理学研究
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　　摘　要：目的　研究推进剂中硝基胺类化合物在大鼠体内的吸收、分布和消除过程，并对单次尾静脉注射小剂量硝基胺类化

合物后８ｈ大鼠病理组织学进行了考察。方法　大鼠尾静脉注射黑索金和奥克托金混合水溶液，用高效液相串联质谱法测定血

浆中的硝基胺类化合物浓度，浓度时间数据用ＤＡＳ２．０软件进行分析，计算药动学参数；考察给药组及空白组肝脏肾脏 ＡＬＴ、

ＡＬＰ、ＡＳＴ指标变化；给药后８ｈ大鼠颈椎脱臼处死，解剖取肝脏肾脏进行病理学组织考察。结果　大鼠尾静脉注射０．５ｍＬ硝

基胺类化合物混合水溶液后，ＲＤＸ的ｔ１／２为（３２４．６８±１８８．９１）ｍｉｎ，Ｃｍａｘ为（１２７．５０±２８．３９）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（２４１６４．７５±

５４０１．４３）ｎｇ·ｍｉｎ
－１·ｍＬ－１；ＨＭＸ 的ｔ１／２为（１３４．８８±１００．０１）ｍｉｎ，Ｃｍａｘ为（２６．７８±７．８２）ｎｇ／ｍＬ，ＡＵＣ０ｔ为（３７８７．５５±

２５８７．０３）ｎｇ·ｍｉｎ
－１·ｍＬ－１；给药组与空白组相比，大鼠肝脏肾脏指标ＡＬＴ和ＡＳＴ有升高趋势；尾静脉注射８ｈ后大鼠肠胀气

严重，但肝脏肾脏组织均未见病理变化。结论　ＲＤＸ和 ＨＭＸ在血液中分布比例小，两者消除速率没有显著差异，注射硝胺化合

物对大鼠肝脏肾脏指标有一定影响，但无病理组织学变化。
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　　黑索金（１，３，５Ｔｒｉｎｉｔｒｏｐｅｒｈｙｄｒｏ１，３，５ｔｒｉａｚｉｎｅ，ＲＤＸ）和

奥克托金（ＯｃｔａＨｙｄｒｏ１，３，５，７ｔｅｔｒａｎｉｔｒｏ１，３，５，７ｔｅｔｒａｚｏ

ｃｉｎｅ，ＨＭＸ）为六元杂环和七元杂环硝基胺类化合物，二次世界

大战以来，被用作军事弹药中的炸药。目前，硝基胺类化合物

被用作推进剂中的氧化剂，在火箭导弹和航天事业的应用越来

越广泛。该类化合物沸点低、易挥发，腐蚀性和吸附穿透性

强［１］，极容易通过呼吸道、进入消化道和皮肤沾染等方式进入

体内［２］，为三级中等以上毒性物质，能产生严重的神经、血液、

呼吸和肝脏毒性［３］，美国环保署综合信息风险系统数据库显示

硝基胺类化合物对人有潜在的致癌性［４］。２００５年，Ｒｅｄｄｙ

等［５］的研究表明，硝基胺类化合物具有一定的遗传毒性。

目前，国内外关于 ＲＤＸ 在体内的代谢动力学研究较

多［６８］，但仅有ＲＤＸ在大鼠、猪等生物体内各器官分布比例，没

有报道其在体内完整的吸收分布和消除情况；１９８６年，Ｃａｍｅｒ

ｏｎ
［９］研究了 ＨＭＸ经口服和静脉给药后在大鼠的分布情况。

２００７年，Ｌｉｕ
［１０］考察了 ＨＭＸ在鸟类通过产卵转移至蛋中各组

织的分布情况，但目前尚未见 ＨＭＸ在生物体内的消除情况的

报道。为进一步研究硝基胺类化合物ＲＤＸ和 ＨＭＸ在体内的

吸收和消除过程，本文采用高效液相色谱串联质谱的方法，对大

鼠体内硝基胺类化合物浓度进行测定，研究其在大鼠体内的吸

收、分布和消除过程，并对静脉注射低剂量硝基胺类化合物后大

鼠的肝、肾各指标的变化及８ｈ的病理组织学进行了考察。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　仪器　３２００ＱＴＲＡＰ型液相色谱串联质谱仪：配有电

喷雾离子化源（Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）及 Ａｎａｌｙｓｔ１．５．１

数据处理软件，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高

效液相色谱系统：包括四元梯度泵、自动进样器、切换阀、美国

·３６２·国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３



Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＣＰ２２５Ｄ型电子分析天平由德国Ｓｔａｔｏｒｉｏｕｓ公司

提供；５４１５Ｄ型高速离心机由德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司提供；奥林

巴斯ＩＸ７１荧光倒置显微镜。

１．１．２　试剂　黑索金（ＲＤＸ）对照品（美国 Ａｃｃｕｓｔａｎｄａｒｄ），

ＣＡＳ号１２１８２４，产品号 Ｍ８３３００５０．１Ｘ，纯度９３．４％，规格

１ｍＬ／ｍｉｎ（甲醇乙腈混合溶剂，体积比为１∶１）；奥克托金

（ＨＭＸ）对照品（美国 Ａｃｃｕｓｔａｎｄａｒｄ），ＣＡＳ号２６９１４１０，产品

号 Ｍ８３３００４０．１Ｘ，纯度９８．７％，规格１ｍＬ／ｍｉｎ（甲醇乙腈混

合溶剂，体积比为１∶１）。乙腈和甲醇为色谱纯，其他试剂均

为分析纯。

１．２　实验动物　ＳＰＦ级健康ＳＤ大鼠１０只，雄性，体质量１８０

～２００ｇ，北京大学医学部实验动物科学部提供。

１．３　方法

１．３．１　动物给药

１．３．１．１　给药液的配制　分别精密取０．５ｍＬＲＤＸ（１ｍＬ／

ｍｉｎ）和１ｍＬＨＭＸ（１ｍＬ／ｍｉｎ）对照品溶液，用灭菌注射用水

稀释至５ｍＬ，得ＲＤＸ１００μｇ／ｍＬ和ＨＭＸ２００μｇ／ｍＬ的混合

药液。

１．３．１．２　给药与样品采集　将１０只大鼠分成两组，空白组３

只，给药组７只。给药前正常饲养驯化３天，空白组尾静脉注

射０．５ｍＬ生理盐水，给药组尾静脉注射０．５ｍＬ混合药液。

分别于给药前５ｍｉｎ，给药后５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、１

ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ眼眶静脉取血约１ｍＬ，置于１．５ｍＬ肝素钠

ＥＰ管中，４℃静置３０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（４０００ｒ／ｍｉｎ），取上层

血浆置－２０℃冻存待测。８ｈ取血后，大鼠颈椎脱臼处死，在

冰盘上观察内脏组织，并迅速取出肝脏、肾脏组织，固定于４％

甲醛溶液中，留于石蜡包埋切片。

１．３．２　ＬＣＭＳ／ＭＳ定量检测方法

１．３．２．１　对照品溶液配制　分别精密取１ｍＬ０．１ｍＬ／ｍｉｎ

ＲＤＸ对照品和１ｍＬ０．１ｍＬ／ｍｉｎＨＭＸ对照品，用体积比为１

∶１甲醇乙腈混合溶液稀释至１０ｍＬ储备液。分别取储备液

适量，用乙腈稀释配得 ＲＤＸ和 ＨＭＸ混合标准工作液，其中

ＲＤＸ和 ＨＭＸ 的浓度分别为 ５、１０、２０、５０、１００、１５０、２００

ｎｇ／ｍＬ。

１．３．２．２　内标溶液配制　精密称取７．１４ｍｇ霉酚酸对照品

（含７．０ｍｇ霉酚酸）用乙腈稀释至浓度２００ｎｇ／ｍＬ的霉酚酸

内标溶液。

１．３．２．３　血浆样本前处理　精密取血浆样本１００μＬ，置１．５

ｍＬＥＰ管中，加入乙腈溶液１００μＬ，加入霉酚酸内标溶液２００

μＬ，涡旋３０ｓ、离心１０ｍｉｎ（１３２００ｒ／ｍｉｎ），取上清液１００μＬ进

行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析，进样１０μＬ。

１．３．２．４　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｇｔＨＣＣ１８柱，５μｍ粒

径，１５０ｍｍ×４．６ｍｍ；流动相：乙腈水溶液梯度洗脱（表１）；

流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ（１∶１ｖ／ｖ分流）；柱温２５℃；进样量１０μＬ。

１．３．２．５　质谱条件　离子源：离子喷雾离子化源，负离子模

式；离子喷射电压－４５００Ｖ；温度５８０℃；离子源内气体１

（ＧＳ１，Ｎ２）压力３４５ｋＰａ；气体２（ＧＳ２，Ｎ２）压力３９６ｋＰａ；气帘

气体（Ｎ２）压力１３８ｋＰａ；扫描方式为多重反应监测（ＭＲＭ）；

ＲＤＸ的定量离子对为ｍ／ｚ２８４．１→６１．７，ＤＰ为－１６Ｖ，ＣＥ为

－２６ｅＶ；ＨＭＸ的定量离子对为 ｍ／ｚ３３１．０→１０８．８，ＤＰ为－

２５Ｖ，ＣＥ为－１９ｅＶ；内标霉酚酸的定量离子对为 ｍ／ｚ３１９．２

→１９１．１，ＤＰ为－３５Ｖ，ＣＥ为－３２ｅＶ。

１．３．３　数据处理　血浆经 ＬＣＭＳ／ＭＳ测定，获得 ＲＤＸ和

ＨＭＸ分别与内标物色谱图的峰面积比值，由标准曲线计算出

各采血时间点ＲＤＸ和 ＨＭＸ的血药浓度。血药浓度时间数

据用ＤＡＳ２．０软件进行药代动力学分析，计算药动学参数。

表１　　梯度洗脱条件

时间（ｍｉｎ） 流速（μＬ／ｍｉｎ） 乙腈（％） 水（％）

０ １０００ ８５ １５

０．２０ １０００ ８５ １５

１．２０ １０００ ９５ ５

４．５０ １０００ １００ ０

４．５１ １０００ ８５ １５

８．００ １０００ ８５ １５

１．３．４　肝脏肾脏指标检测　大鼠尾静脉注射ＲＤＸ和 ＨＭＸ

不同时间采血点的血浆样本进行丙氨酸氯基转移酶（Ａｌａｎｉｎｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，

ＡＬＰ）、天门冬氨酸氨基转移酶（Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＡＳＴ）三项指标检测。

１．３．５　病理组织学考察　肝脏肾脏组织制片，ＨＥ染色，用荧

光倒置显微镜观察肝脏肾脏超微结构（基底膜厚度及系膜基质

密度）。

１．４　统计学处理　检测结果以狓±狊表示，两独立的样本进行

狋检验和相关分析。

２　结　　果

２．１　代谢动力学结果　大鼠尾静脉注射硝基胺类化合物混合

溶液，每只大鼠静脉注射０．０５ｍｇＲＤＸ和０．１０ｍｇＨＭＸ，采

集给药前和给药后０～８ｈ血浆样本，用建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ定

量检测方法进行定量检测（各组分离子流图如图１）。血浆中

ＲＤＸ的浓度由１４１．７２ｎｇ／ｍＬ降至１４．６９ｎｇ／ｍＬ；ＨＭＸ的浓

度由３０．３９ｎｇ／ｍＬ降至１．２４ｎｇ／ｍＬ，ＲＤＸ和 ＨＭＸ的平均药

时曲线见图２。根据浓度时间数据，采用ＤＡＳ２．０分析软件

计算大鼠尾静脉给予硝基类化合物后的药物代谢动力学参数，

见表２。

２．２　ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ指标结果　大鼠尾静脉注射硝基胺类

化合物后，对各采血时间点的 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＰ的指标进行检

测，结果见表３。对照组的 ＡＬＴ为５６～６９Ｕ／Ｌ，给药组 ＡＬＴ

值与对照组比较，给药后ＡＬＴ有显著升高（犘＜０．０５）；０～８ｈ

期间，对照组的ＡＬＰｄ４１８．９Ｕ／Ｌ到３１４．４Ｕ／Ｌ之间波动，给

药组的ＡＬＰ指标在５５７．５８Ｕ／Ｌ到３０４．７３Ｕ／Ｌ之间波动，给

药组和对照组之间的 ＡＬＰ指标差异无统计学意义（犘＞０．

０５）；对照组８ｈ内的ＡＳＴ在１６３～２１９Ｕ／Ｌ之间波动，给药组

ＡＳＴ有逐渐升高趋势，并于８ｈ达到２８５．５０Ｕ／Ｌ。

２．３　病理组织学考察结果　大鼠尾静脉注射硝基胺类化合物

８ｈ期间，未见任何异常。８ｈ颈椎脱臼处死，于冰盘上解剖，

见给药组７只大鼠均出现大肠胀气严重，大肠最粗处直径为

（１．８±０．５）ｃｍ，与对照组进行ｔ检验，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。给药组其他内脏组织未见异常。如图３，尾静脉注射硝

基胺类化合物８ｈ后大鼠肾脏组织经 ＨＥ染色，荧光倒置显微

镜观察，可见正常肾小球及其周围肾小管，球囊腔清晰可见，细

胞无明显增生，大鼠肾脏组织学未见异常；给药组肝脏细胞排

列整齐，肝小叶结构清晰完整，肝细胞以中央静脉为中心呈条

索状，向四周放射样排列，肝细胞索之间有不规则肝窦，分布规

律未见纤维组织异常增生，大鼠肝脏组织学无明显异常。
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　　（Ａ）空白溶液样本离子流图；（Ｂ）空白血浆的离子流图；（Ｃ）空白溶

液中加入１００ｎｇ／ｍＬＲＤＸ、１００ｎｇ／ｍＬＨＭＸ、２００ｎｇ／ｍＬ霉酚酸内标

后的离子流图；（Ｄ）空白血浆中加入１００ｎｇ／ｍＬＲＤＸ、１００ｎｇ／ｍＬ

ＨＭＸ、２００ｎｇ／ｍＬ霉酚酸内标后的离子流图；（Ｅ）大鼠给药后血浆样本

离子流图。

图１　　ＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中ＲＤＸ、ＨＭＸ和

内标曲马多的典型 ＭＲＭ离子流图

图２　　大鼠尾静脉注射０．５ｍＬ硝基胺类化合物后ＲＤＸ和

ＨＭＸ的平均药时曲线（Ⅰ为ＲＤＸ，Ⅱ为 ＨＭＸ）

表２　　大鼠尾静脉注射ＲＤＸ和 ＨＭＸ的药动学

　　　参数（狓±狊，狀＝７）

药动学参数 ＲＤＸ ＨＭＸ

Ｃｍａｘ（ｎｇ／ｍＬ） １２７．５０±２８．３９ ２６．７８±７．８２

狋１／２（ｍｉｎ） ３２４．６８±１８８．９１ １３４．８８±１００．００９

ＡＵＣ０ｔ（ｎｇ·ｍｉｎ－１·ｍＬ－１） ２４１６４．７５±５４０１．４３ ５０１６．０３±１８４４．５３

ＡＵＣ０ｉｎｆ（ｎｇ·ｍｉｎ－１·ｍＬ－１） ３８１２９．０３±１３４５７．８４４６５７．２３±３２９４．５４９

续表２　　大鼠尾静脉注射ＲＤＸ和ＨＭＸ的药动学

　　　参数（狓±狊，狀＝７）

药动学参数 ＲＤＸ ＨＭＸ

ＡＵＣ０ｔ／ＡＵＣ０ｉｎｆ（％） ６６．９５±１４．３２ ８０．４２±１５．３０

Ｋｅ（ｍｉｎ） ０．００２５±０．０００８ ０．００８±０．００６

ＣＬ（Ｌ／ｍｉｎ） ２．１８±０．６１ ２４．９９±１７．３４

Ｖｄ（Ｌ／只） １０１０．４８±５１９．４９ ６９３８．４５±４９６２．４８

表３　　大鼠尾静脉给药ＲＤＸ和 ＨＭＸ后肝脏肾脏

　　　各指标结果（狓±狊，狀＝７）

采血时间点 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＰ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

０ｍｉｎ ５８．００±１７．３９ ５５７．５８±１２２．１９ １０３．５±３６．３７

５ｍｉｎ ４０．１４±１１．３９ ４６４．７５±１５８．０５ １６３．３３±４４．０８

１５ｍｉｎ ３８．５７±１５．２７ ３９２．５０±１７２．０５ １６８．１４±４８．９０

３０ｍｉｎ ４４．１４±１４．９２ ４４７．５６±１２４．６０ １７２．７１±５９．２１

１ｈ ５１．４３±１５．９９ ４４５．６０±１１９．１４ ２５９．４３±１０５．１７

２ｈ ５２．４３±１８．３６ ３８４．１１±１００．１３ ２４５．２９±９１．０９

４ｈ ５７．００±１７．２３ ３３５．５９±１１３．１９ ２９８．１４±１２６．２４

６ｈ ８０．４３±３８．４３ ３２０．９９±１１４．３２ ３４１．１４±１８４．６６

８ｈ ８４．８３±３４．３８ ３０４．７３±７１．２８ ２８５．５０±９７．５８

图３　　大鼠尾静脉注射硝基胺类化合物混合溶液

８ｈ后肝脏肾脏病理组（１００×）

３　讨　　论

ＲＤＸ静脉注射的ｔ１／２为３２４．６８ｍｉｎ，ＨＭＸ静脉注射的

ｔ１／２为１３４．８８ｍｉｎ，ＲＤＸ比 ＨＭＸ消除慢；经剂量校正后进行狋

检验，ＲＤＸ和 ＨＭＸ的 ＡＵＣ０ｔ值有统计学差异（犘＜０．０５）；

ＲＤＸ和 ＨＭＸ的 Ｖｄ值有统计学差异（犘＜０．０５），表明 ＨＭＸ

和ＲＤＸ迅速在体内分布，其中血液中分布比例较小，且 ＨＭＸ

在血液中分布比例比ＲＤＸ小；ＲＤＸ和 ＨＭＸ的ＣＬ值没有统

计学差异（犘＞０．０５），表明 ＲＤＸ和 ＨＭＸ在体内清除速率没

有差异；０～８ｈ时，给药组与对照组相比 ＡＬＴ和 ＡＬＰ有升高

趋势，但大鼠肝脏肾脏病理组织学改变，并不能因此否认硝基

胺类推进剂毒性小，可能原因为本次研究中的给药剂量太小，

还不足以对肝脏肾脏组织造成损伤。给药后８ｈ解剖，大肠产

气严重，推测可能是因为硝基胺类化合物为氧化剂，与体内环

境发生氧化还原反应，产生大量气体所致。
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２．３　ＭＬＶＡ基因分型结果　本研究中，使用 ＭＬＶＡ基因分

型方法对５０株多重耐药ＰＡ进行基因分析，聚类分析（图２）。

从图中可以看出，４个菌株成２簇，分为１和３为一簇，１７和２６

为一簇。菌株１，３为痰标本分离，但分别位于ＩＣＵ和呼吸内

科，菌株１７和２６分别分离于尿标本和痰标本，来自于肾内科

和ＩＣＵ。在ＡＭＥｓ的扩增结果中，菌株１是ａａｃ（６′）Ｉ和ａｎｔ

（２″）Ｉ为阳性，菌株３是ａｎｔ（３″）Ｉ和ａａｃ（６′）Ｉ为阳性。菌株

１７为ａａｃ（６′）Ｉ、ａｎｔ（２″）Ｉ和ａｎｔ（３″）Ｉ为阳性，菌株２６只有ａａｃ

（６′）ＩＩ基因为阳性。

图２　　５０株多重耐药菌株的 ＭＬＶＡ基因聚类图

３　讨　　论

氨基糖苷类药物通过与细菌３０Ｓ核糖体亚基高度保守的

Ａ位点不可逆地结合抑制细菌蛋白质的合成从而导致细菌死

亡。细菌产生的ＡＭＥｓ能够对氨基糖苷类药物分子中特定的

氨基和羟基进行共价修饰使得药物与细菌核糖体的结合能力

大大降低，从而导致耐药［９］。ＡＭＥｓ灭活氨基糖苷类药物的机

制非常复杂。截止目前，已发现超过５０种 ＡＭＥｓ，其中在ＰＡ

中存在的有１０多种。最常见的是ａａｃ（６′）ＩＩ和ａｎｔ（２″）Ｉ
［１０］。

本研究中，多重耐药 ＰＡ 菌株中 ＡＭＥｓ基因的总检出率为

７０％，其中，ａａｃ（６′）Ｉ的检出率最高（６０％），其次为ａａｃ（６′）ＩＩ、

ａｎｔ（２″）Ｉ、ａｎｔ（３″）Ｉ。与国内文献报道的流行基因型有一定差

别。史伟峰等［１１］的研究显示，ＡＭＥｓ基因的检出中，ａａｃ（６′）ＩＩ

和ａｎｔ（２″）Ｉ的检出率最高，分别为６０％和６５％，未发现ａｎｔ

（３″）Ｉ基因的存在。糜祖煌和秦玲
［１２］的研究结果中，ａｎｔ（２″）Ｉ

基因检出的阳性率最高，为６３．６％，ａｎｔ（３″）Ｉ的阳性率为

４８．５％。可能与各地区常用的氨基糖苷类药物不同有关，表明

了地域性。其中ＡＭＥｓ基因的菌株比例有３４％（１７／５０），说明

多重耐药机制有共存现象。

ＭＬＶＡ基因分型结果中，有２个簇菌株存在，但从患者的

资料中看来，簇菌株不存在流行病学上的联系，没有暴发流行

的存在。

ＡＭＥｓ基因流行特点的研究，对于合理应用氨基糖苷类抗

菌素，延缓耐药的产生具有重要意义。ＰＣＲ方法具有灵敏度

高、特异性好的特点，且适于大规模的流行病学调查，该方法的

使用有利于耐药菌株的监控。
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