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合成大麻素PX-2在体外人肝微粒体中的代谢研究
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摘要: 本文通过体外人肝微粒体代谢模型研究合成大麻素N-(1-氨甲酰基-2-苯基乙基)-1-(5-氟戊基) 吲唑-3-甲酰

胺 (PX-2) 的代谢物及代谢途径。在体外人肝微粒体模型中加入 1 mg·mL-1 PX-2对照品, 模拟人体代谢过程孵育

60 min, 并利用液相色谱Q Exactive™ HF组合型四极杆Orbitrap质谱 (LC-QE-HF-Orbitrap-MS) 分析Ⅰ、Ⅱ相代谢的位

点及其代谢途径。结果显示, PX-2经过代谢共产生 18种Ⅰ相体外代谢物和 3种葡萄糖醛酸化的Ⅱ相体外代谢物, 其

中参与Ⅰ相代谢的途径包括酰胺水解、氟代戊烷基侧链氧化脱氟、苄基羟基化和吲唑环羟基化等。根据代谢方式、代

谢发生位点以及代谢产物的响应强度, 推荐PX-2的酰胺水解代谢物 (M1.1)、吲唑环单羟基化代谢物和戊烷基侧链

脱氟代谢物为合适的潜在代谢标志物。研究结果可为吸食该类物质的认定及生物检材中该类物质检验方法的建立

提供依据。
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Abstract: This study was performed to determine the metabolic profile of a new illicit drug, PX-2, in human

liver microsomes. Q Exactive™ HF Quadrupole-Orbitrap LC-MS (LC-QE-HF-Orbitrap-MS) was employed to

determine the metabolic sites and pathways of phase Ⅰ and phase II metabolism. PX-2 was added to a microsomal

incubation model to simulate human hepatic metabolism. The results showed that a total of 18 phase Ⅰ metabolites

and 3 glucuronidated phase II metabolites were generated, with the main metabolic pathways of phase Ⅰ metabo‐

lism including amide hydrolysis, fluoropentyl oxidative defluorination, benzyl hydroxylation, and carbazole ring

hydroxylation. Based on the type and sites of metabolism, phase Ⅰ metabolites M1.1 (amide hydrolysis), M4.1

(carbazole cyclic hydroxylation), and M3.1 (oxidative defluorinative hydroxylation) are proposed to be potential

poisoning markers. The results of this study provide a basis for identification of related drugs and establishment of

testing methods in biological samples.
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合成大麻素是全球滥用最为严重的新精神活性物

质, 它含有类似传统大麻毒品的主要有效成分四氢大

麻酚 (Δ9-THC) 的物质, 可以同时作用于中枢神经的大

麻受体 CB1和 CB2, 产生比传统大麻毒品更强的药理

生理作用。人类若摄入过量的合成大麻素, 会出现焦

虑、麻木、癫痫、口齿不清和血压升高等症状, 极大地危

害人体健康[1,2]。

近几年, 由该类物质引发的急诊案例数目越来越

多, 并与全球范围内不断出现的重度中毒、死亡案例有

关[3-7]。由于近些年合成大麻素新型结构开始被立法

管制, 地下制毒工厂也不断对这类物质的结构进行修

改, 从 2006年出现了 JWH-073作为第一代萘甲酰吲哚

类合成大麻素, 到 2014年第一次检出吲哚酰胺类合成

大麻素 , 短短 8 年时间 , 合成大麻素已经发展至第八

代。目前, 国内外有报道的相关物质已达250多种[8]。

N-(1-氨甲酰基-2-苯基乙基)-1-(5-氟戊基) 吲唑-3-

甲酰胺 (PX-2) 为吲唑-3-甲酰胺类合成大麻素, 是 N-

(1-氨甲酰基-2-甲基丙基)-1-(5-氟戊基) 吲唑-3-甲酰胺

(5F-AB-PINACA) 结构的衍生物 (图 1)。2015年 PX-2

在瑞典首次被检出, 随后多次在国内外毒品缴获物中

被发现。2016年, 我国警方缴获 99包可疑物质, 通过

气相色谱-质谱联用 (GC-MS) 对其进行定性定量分

析, 结果显示其中48包为PX-2[9]。近几年PX-2不断出

现在国际毒品市场上, 具有很强的滥用可能性, 引起各

国禁毒部门的高度重视[10,11]。2015年美国路易斯安那

州议会通过将该物质列为危险物质, 瑞典等国家陆续

将这一物质列为危险物质[12]。我国于 2018年 9月 1日

起实施的《非药用类麻醉药品和精神药品管制品种增

补目录》将PX-2列入管制精神药品[13]。

由于吲唑酰胺类SCs只需要很小的吸食量就会产

生麻醉、兴奋的作用, 且进入体内代谢迅速, 尿液中几

乎无原药检出, 检验难度很大[14]。因此急需通过推断

这类物质的代谢过程确定代谢标志物, 为建立生物样

品中该类毒品的检验方法提供依据。由于健康伦理及

法律等问题, 难以通过人体进行体内代谢研究, 而且针

对这类物质的人体阳性样本收集难度大, 对真实样本

进行代谢物分析的文献报道较少。Haschimi 等[15]对

4F-MDMB-BINACA的尿液阳性样本进行了Ⅰ、Ⅱ相代

谢分析, 其中Ⅱ相代谢物均为葡萄糖醛酸化的代谢物。

另外, 大鼠等其他动物可用于代谢研究, 但实验过程复

杂、操作难度大、目标物浓度低、成本高[16]。人肝微粒体

体外温孵法可以模拟人体代谢过程, 目前已应用于医药

学领域, 具有简便、快捷等优点, 在法庭科学领域对新型

毒品代谢物的研究方面也具有很好的应用推广前景。

目前 , 国外的相关研究仅 Cooman 等[17]报道了通

过肝微粒体温孵系统分析 PX-2 的部分 Ⅰ相代谢物。

本研究结合人肝微粒体体外温孵法, 采用液相色谱Q

Exactive™ HF组合型四极杆Orbitrap质谱联用技术分

析了 PX-2 体外人肝微粒体 Ⅰ相、Ⅱ相代谢物 , 确定了

潜在的代谢标志物, 并推断代谢途径, 从而为公安禁毒

实战中合成大麻素PX-2的检验提供依据。

材料与方法

仪器与试剂 Q Exactive™ HF组合型四极杆Orbi‐

trap质谱 (美国Thermo Fisher Scientific公司); GL-21M

高速冷冻离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限公司);

AL104 Mettler Toledo 电子天平 (瑞士 Mettler Toledo

公司); Mill-Q 去离子水 (德国 Merck 公司); VORTEX

2 涡旋定速混匀器 (德国 IKA 公司)。PX-2 对照品

(1 mg·mL-1, 法庭毒物分析公安部重点实验室, 北京)。

乙腈、甲醇、甲酸和超纯水 (德国Merck公司)。肝微粒

体 (pHLM)、NADPH 再生 A 液和 NADPH 再生 B 液、

0.1 mol·L-1磷酸盐缓冲溶液 (北京 iPhase生物科技有限

公司)。尿苷二磷酸葡萄糖醛酸 (UDPGA, 上海Rild肝

脏研究所)。

LC-QE-HF-MS分析条件

色 谱 条 件 选 择 Thermo Hypersil GOLD C18

(50 mm×2.1 mm, 1.9 μm) 色谱柱。采用流动相 A 为

5 mmol·L-1甲酸铵, 0.1%甲酸/水、流动相B为 0.1%甲

酸/乙腈进行梯度洗脱, 共 13 min。洗脱程序按以下方

式进行: 0～0.5 min 为 5% 流动相 B 和 95% 流动相 A,

0.5～6.5 min流动相B从5%增加到95%, 6.5～11.5 min

保持流动相B为 95%洗脱, 11.5～13 min降低至 5%流

动相B, 至洗脱结束, 流速0.3 mL·min-1, 柱温30 ℃[18]。

质谱条件 离子化模式: 电喷雾电离源 (H-ESI);

喷雾电压: 3.8 kV; 电子能量: 15、35、55 eV; 离子源温

度: 320 ℃; 传输线温度: 350 ℃; 采集模式: 正离子全

Figure 1 Chemical structure of N- (1-amino-1-oxo-3-phenylpro‐

pan-2-yl) -1- (5-fluoropentyl) -1H-indazole-3-carboxamide (PX-2,

a) and N-[1-amino-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-1-(5-fluropentyl)-1-

pentylindazole-3-carboxamide(5F-AB-PINACA, b)
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扫描 (Full scan); 质量分辨率 : 60 000; 自动增益控制

(AGC), 106; 扫描范围: m/z 50～1 000。

体外人肝微粒体代谢模型实验 取 PX-2标准溶

液 2 μL, 加入到NADPH再生系统溶液 (含NADPH再

生液A 10 μL、NADPH再生液B 2 μL、肝微粒体 10 μL、

0.1 mol·L-1 磷酸盐缓冲液 178 μL, 终体积为 200 μL)

中 , 在 37 ℃条件下温孵 60 min。再加入葡萄糖醛酸

(UDPGA) 10 μL, 孵育30 min。向反应体系中加入冰乙

腈 200 μL终止反应, 在 4 ℃, 15 000×g下离心 10 min,

提取上清液后进样, 用 TranceFinder 4.1通用版 (美国

Thermo Fisher Scientific) 对样品进行数据采集并分析。

用相同的方法做两个对照样品 A 和 B。其中 , A

样品组成为: NADPH再生液A 10 μL、NADPH再生液

B 2 μL、0.1 mol·L-1磷酸盐缓冲液 188 μL, B样品组成

为: 肝微粒体10 μL、0.1 mol·L-1磷酸盐缓冲液190 μL。

结果与讨论

1 PX-2 (原药) 的质谱分析

PX-2 的保留时间为 5.27 min, 在 m/z 397.203 43

(C22H25FN4O2) 处形成质子化分子离子[M+H]+, 图 2所

示为带有化学结构和特征碎片结构的质谱图。PX-2经

过裂解产生的特征离子, m/z 352 (C21H23FN3O1
+) 是由酰

胺键断裂形成, 特征峰强度最高; m/z 251 (C13H14FN3O
+)

是由C-N键断裂形成; m/z 233 (C13H13N2OF+) 是吲唑酰

胺基团的C-N键断裂后形成碎片离子, 在此基础上, 戊

烷基链尾端的C-F键断裂形成m/z 213 (C13H13N2O
+) 的

特征离子, 或脱去5-氟戊基形成m/z 145 (C8H5N2O
+)。

2 PX-2的代谢物分析

实验研究了吲唑酰胺类合成大麻素 PX-2的代谢

过程 , 采用 LC-QE-HF-Orbitrap-MS 技术 , 发现并鉴定

了 18种Ⅰ相体外代谢物和 3种葡萄糖醛酸化的Ⅱ相体

外代谢物, 图 3是 21种代谢物的色谱图。PX-2的主要

生物转化途径是单羟基化, 在酰胺位置的水解产物是

主要代谢物。水解的 PX-2还会发生羟基化和脱氢等

生物转化途径。表 1总结了实验过程中鉴定的所有代

谢产物信息, 包括生物转化反应类型、代谢物保留时

间、质子化分子离子[M+H]+质量数 (m/z)、代谢物峰面

积、化学结构式、特征离子碎片及误差。其中, 原药标

记为 P, 代谢物标记为 M。图 4是 21种代谢物的质谱

图及碎片结构信息。

2.1 M1、M2代谢物分析 M1组包括 3种代谢物, 其

中 M1.1 (C22H24FN3O3) 是主要代谢物 , 经过氧化脱氮

再羟基化形成 , 保留时间为 5.56 min, 质子化的分子

离子[M+H]+为 m/z 398.187 45, 产生的主要碎片结构

与 PX-2相同, 只是产生m/z 352时脱去的碎片分别为

-CONH2和-COOH。M1.1在戊烷基链氧化脱氟再羟基

化形成 M1.2 (C22H25N3O4, [M+H]+ m/z 396.191 78), 其

特征碎片 m/z 350、249、231 分别是 M1.1 的特征碎片

m/z 352、251、233 脱氟加羟基形成。M1.1 酰胺基处

C-N 键容易断裂 , 脱去苯丙氨酸后羟基化形成 M1.3

(C13H15FN2O2, [M+H]+ m/z 251.119 03), 其特征碎片m/z

233、213、145与M1.1一致。

另外, M1.1还可以在苄基、戊烷基链以及吲唑环

上的羟基化形成代谢物 M2.1～2.4, 结构式均为

C22H24FN3O4, m/z 414.182 36, 属于同分异构体。M2.2

在m/z 161处有特征碎片, 是由m/z 145羟基化形成, 说

明羟基化位点在吲唑环的苯环上。M2.3的特征碎片

m/z 249和m/z 267分别是M1.1的特征碎片m/z 233和

m/z 251的羟基化产物, 且在 M2.3的特征碎片中没有

m/z 161, 所以确定其羟基化位点在戊烷基链上。M2.1

的特征碎片 m/z 369是 M1.1的特征碎片 m/z 352羟基

化形成的, M2.1的其他特征碎片与M1.1相似, 说明羟

基化位点在脱去中性离子的苯环上。

2.2 M3代谢物分析 M3组代谢物是由 PX-2的戊烷

基链尾端羟基化形成。M3.1 (C22H24N4O4, [M+H]+ m/z

395.207 77), 其特征碎片m/z 350和m/z 231是M1.1的特

征碎片m/z 352和m/z 233经戊烷基链尾端脱氟, 再羟基化

Figure 2 Mass spectra of PX-2

Figure 3 Combined extracted ion chromatograms of PX-2's

metabolites (M1-M8) identified in human liver microsomes
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形成。羟基进一步氧化成羧基M3.2 (C22H24N4O4, [M+H]+

m/z 409.187 03), 特征碎片m/z 364、245分别是M3.1的

特征碎片m/z 350、231氧化形成, 且M3.2的特征碎片

m/z 217 (C12H13O2N2
+) 也说明戊烷基链上有羧基存在。

2.3 M4、M5、M6、M7 代谢物分析 M4.1～4.3 是

PX-2 在苄基、戊烷基链以及吲唑环的羟基化代谢物

(C22H25FN4O3, [M+H]+ m/z 413.198 35), 三者为同分异

构体。M4.2 的特征离子存在特征碎片 m/z 161, 但无

m/z 145, 说明羟基化位点在吲唑环的苯环上。M4.3的

特征碎片 m/z 249和 m/z 229分别是 PX-2的特征碎片

m/z 233 和 m/z 213 经羟基化形成。M4.1 的特征碎片

m/z 368是 PX-2的特征碎片m/z 352羟基化形成的, 且

存在的特征碎片 m/z 251、233、213与 PX-2相同, 说明

羟基化位点在脱去中性离子的苯环上。

M5.1 (C22H23FN4O3, [M+H] + m/z 411.182 7) 是在

M4.3羟基化位点再氧化生成酮。M5.3 (C22H23FN4O3,

[M+H]+ m/z 411.182 7) 在m/z 265、247、227处存在特征

碎片, 分别是 PX-2的特征碎片 m/z 251、233、213在苯

环上发生环氧化形成, 说明环氧化位点在吲唑的苯环

上。M5.2 (C22H23FN4O3, [M+H]+ m/z 411.182 7) 的特征

碎片 m/z 366是 M4.1的特征碎片 m/z 368发生环氧化

形成, 且其他特征碎片与M4.1一致, 说明环氧化发生

的位点在脱去中性离子的苯环上。

双羟基化也是吲唑酰胺类合成大麻素的常见代谢途

径, M6组代谢物 (C22H25FN4O4, [M+H]+ m/z 429.193 26)

就包括了 3 种 PX-2 的双羟基化代谢物 M6.1-M6.3,

M6.1和M6.3的双羟基化位点与M4的羟基化位点一

致。M6.2 的特征碎片 m/z 384 是由 PX-2 的特征碎片

352 双羟基化形成 , 但 M6.1 的特征碎片 m/z 267 是

PX-2的特征碎片 m/z 251单羟基化形成, 说明该物质

是双羟基化代谢物, 但羟基化位点不同, 在戊烷基链上

存在一个羟基化位点, 且 M6.2存在特征碎片 m/z 145

和m/z 163, 说明羟基化位点不在吲唑环上, 因此M6.2

的双羟基化分别在戊烷基链和苄基上形成。

Figure 4 Chemical structure and mass spectrum of main metabolites of PX-2
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M7 组代谢物是一组Ⅱ相代谢物 (C28H33FN4O9,

[M+H]+ m/z 589.230 43), 由M4组代谢物分别在羟基化

位点与葡萄糖醛酸结合, 形成M7.1～M7.3。

2.4 M8代谢物分析 PX-2的结构在吲唑环上的N原

子脱戊烷基链 , 形成 M8.1 (C17H16N4O2, [M+H] + m/z

309.134 60), 在m/z 264、163、145存在特征碎片, 且PX-2

中含有戊烷基链的特征碎片m/z 251、233、213与M8.1

的特征碎片完全不同, 说明这一代谢物是脱 5-氟戊烷

基形成。M8.1 在苄基经过羟基化形成 M8.2, M8.2

([M+H] + m/z 310.118 62) 的特征碎片 m/z 308 和 m/z

280分别是M8.1的特征碎片m/z 292和m/z 264羟基化

形成, 且m/z 145和m/z 163说明羟基化位点不在吲唑

环, 由此说明羟基化位点在苄基上。

2.5 代谢途径推断 PX-2的Ⅰ相代谢物主要通过羟基

化形成, 由于该物质在甲酰胺上的氨基在代谢过程中

易被氧化脱去氮形成羟基化代谢物 , 在代谢过程中

PX-2原药首先脱氨基羟基化后形成M1.1, 其峰面积为

4.13×106, 在所鉴定的代谢物中含量最高, 因此M1.1是

PX-2的主要代谢物。在 M1.1的苄基、吲唑环和戊烷

基链位点分别羟基化形成M2.1、M2.2、M2.3。通过对

PX-2的结构分析, 除了在氨基位点容易断裂外, 戊烷

基链尾端的氟也容易被氧化脱去形成羟基化代谢物

M1.2和M3.1。氧化脱氟的羟基化代谢物进一步氧化

成羧基, 形成M3.2, 这一过程与人体内药物代谢最终

形成羧酸排出体外一致。M4.1、M4.2、M4.3是在苄基、

吲唑环以及戊烷基链上的位点直接羟基化形成代谢

Figure 5 Metabolic pathway of PX-2 in human
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物。因为羟基化是Ⅰ相代谢的主要途径, 且 PX-2的结

构中可以羟基化的位点较多, 通过分析不同位点的特

征碎片, 得到该物质的代谢途径。葡萄糖醛酸化是Ⅱ

相代谢的主要途径。Ⅰ相代谢物在其羟基化位点与葡

萄糖醛酸的氧结合形成Ⅱ相代谢物, M7.1～7.3是PX-2

在羟基化后, 再经过葡萄糖醛酸化形成的Ⅱ相代谢物。

图5阐释了PX-2的模拟人体代谢过程的代谢途径。

2.6 对照组代谢物分析 实验中有两组空白对照, 在

未加肝微粒体的样品中没有检测出代谢物, 说明代谢

物是由肝微粒体模拟人体代谢产生。另一组未加

NADPH 还原辅酶的样品中, 仅检测出通过酰胺水解

的代谢物M1.1 (m/z 398.187 45), 说明NADPH还原辅

酶是药物在生物转化反应中不可缺少的辅助条件。

2.7 确定代谢标志物 新一代吲唑酰胺类合成大麻

素的代谢途径主要是酰胺水解、酯水解以及羟基化代

谢[19]。通过比较实验鉴定了 21种代谢物色谱峰面积

的大小 (表 2), 结果可知, M1.1、M4.2、M3.1和M1.3是

色谱峰面积最大, 含量最高的 4种代谢物。这一类合

成大麻素如 5F-ADBICA和 5F-AB-PINACA在吲唑酰

胺基团处C-N键断裂后, 羟基化也可形成M1.3 [20]。因

此, 单独鉴定出代谢物M1.3不足以表明吸食人员摄入

了 PX-2。推荐M1.1、M4.2、M3.1联合M1.3作为 PX-2

物质的代谢标志物。

结语

本文提出了一种简便快捷的鉴定 PX-2 的代谢

物及代谢途径的方法, 通过人肝微粒体模拟人体外代

谢模型, 利用液相色谱Q Exactive™ HF组合型四极杆

Orbitrap 质谱联用技术分析代谢物。实验结果发现 ,

PX-2在肝微粒体中模拟人体代谢过程, 产生 18种Ⅰ 相

体外代谢物和 3种葡萄糖醛酸化的Ⅱ 相体外代谢物,

其中Ⅰ 相代谢途径有酰胺水解、氟代戊烷基侧链氧化

脱氟、苄基羟基化、吲唑环羟基化等。从代谢物的色谱

峰面积得知 , M1.1、M4.2、M3.1、M1.3峰面积最大 , 含

量最高, 但其中M1.3不能单独作为代谢标志物, 要与

M1.1、M4.2、M3.1相结合, 加以判断。下一步可以通过

制备代谢物对照品对以上代谢物结构加以证实。

PX-2代谢实验结果显示, PX-2在生物体内稳定性

低, 会被迅速代谢。本研究虽然通过体外肝微粒体温

孵模型鉴定了代谢物并推荐了代谢标志物, 但仍需进

一步收集分析真实血尿等生物检材, 与其中的代谢物

对比筛查, 进一步确认最终代谢标志物, 为公安禁毒工

作和司法实践中对这一物质及其吸食者实施有效监控

提供更加有力的依据。
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