
利用快速水解葡萄糖醛酸技术可提高苯二氮卓类药物的免疫检测灵敏度

概述

苯二氮卓类（BZDs）药物广泛用于睡眠障碍、抑郁症、
压力过大、肌肉痉挛、癫痫等疾病的治疗，还可用于全身
麻醉和戒酒。 临床和法医毒理实验室通常利用免疫分析法
快速筛查尿液中的BZDs。 该检测方法对尿样中葡萄糖醛酸
代谢物的灵敏度低，且BDZs需要达到一定浓度以满足较低
的临界值。 研究表明，酶催化水解葡萄糖醛酸可提高检测
的灵敏度和特异性，减少假阴性结果。 据报道，一种生物
工程改良的β-葡萄糖醛酸酶IMCSzyme®可在室温下快速水
解 BZDs 葡萄糖醛酸缀合物，用于LC-MS/MS分析。 本实验
利用这种快速水解技术，提高了尿液中 BZDs 免疫检测的灵
敏度，减少假阴性结果。
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引言

苯二氮卓类（BZDs）药物广泛用于睡眠障碍、抑郁症、
压力过大、肌肉痉挛、癫痫等疾病的治疗[1]，还可用于全
身麻醉和戒酒。 因此检测尿液中的代谢物以确保患者按方
案治疗尤为重要。免疫分析法是一种快速、定性筛查尿液
中 BZDs 的方法，可通过商业途径购买[2]，但也存在一定的
局限性，其一是在免疫测定中使用的抗体对某些 BZD 葡萄
糖醛酸缀合物的交叉反应程度较低，增加假阴性结果。

为提高免疫检测灵敏度，通常用β-葡萄糖醛酸酶对尿
液样品进行预处理，使 BZD药物解离出葡萄糖醛酸。 在检
测劳拉西泮时，用酶预处理可提高灵敏度 [3-7]，但实验较繁
琐。近期研究表明， EMIT™ （酶扩大免疫测定技术）检测
BZDs药物的的假阴性率达到35.5％[3]。 另一项研究表明，
在已通过LC-MS/MS确认的近300个含有BZDs药物的真实样
品中，加入水解步骤，再利用三种不同的免疫试剂盒
（KIMS™，CEDIA™和 HSCEDIA™）检测，其中，高灵敏度试
剂盒（HS-CEDIA）漏掉了22％的 BZD 阳性样品[4]。 以上研
究结果表明，当前免疫测定试剂盒中使用的水解方法不够
理想。

近日，某疼痛监测实验室报告称，一种生物工程改良
的β-葡萄糖醛酸酶（IMCSzyme），在室温下可以使尿液中
母体 BZDs 快速解离出葡萄糖醛酸，加快LC-MS/MS分析过
程[8]。 此方法是在尿液 BZDs 免疫检测之前，加入 
IMCSzyme 水解且无需加热，减少了预处理时间。 这种快
速水解技术从LC-MS/MS至免疫筛选过程都适用，可突破样
品处理的时间瓶颈，减少初筛时假阴性的数量。

7-氨基氯硝西泮，α-羟基阿普唑仑，阿普唑仑，氯硝
西泮，地西泮，劳拉西泮，咪达唑仑，去甲西泮，奥沙西
泮，替马西泮，劳拉西泮葡萄糖醛酸，奥沙西泮葡萄糖醛
酸，替马西泮葡萄糖醛酸，7-氨基氯硝西泮-d4，氯硝西泮-
d4，地西泮-d5，咪达唑仑-d4，奥沙西泮-d5和替马西泮-d5
均购自 Cerilliant Corporation。 IMCSzyme β-葡萄糖醛酸酶
购自 Integrated MicroChromatography Systems，LLC。BZD 
免疫检测试剂盒购自 Neogen Corporation。该试剂盒（内
含 β-葡萄糖醛酸酶标准品，称为酶S）操作按说明书进行。

免疫检测酶的预处理步骤稍加调整。将酶S和
IMCSzyme 分别用相应的水解缓冲液稀释至100 和 1000 
U/mL。分别取十二个患者尿样 20 µL与20 µL稀释的酶/缓冲
液混合，在室温（20°C）下水解 10 分钟（说明书建议 
37°C水解 15 分钟）。

准备 10 µL校准液（一式两份），其中包含0 ng/mL
（阴性对照）或 200 ng/mL BZDs（参考临界值），添加至
酶标板中。无药尿样（奥沙西泮加标至 200 ng/mL）和未
水解尿样稀释10倍，水解尿样稀释5倍。取 10 µL稀释后样
品一式两份加入酶标板中。每孔中加入 100 µL药物缀合物，
室温孵育 45 分钟。清洗酶标板，加入 100 µL底物孵育 30 
分钟，再加入 100 µL终止液终止反应。在酶标仪
（SpectroMax M2）450 nm波长处测量吸光度。LC-MS / MS
检测 BZD 浓度。以0、50、100、200、500 和 1,000 ng/mL
的 BZDs 加标尿样绘制标准曲线。分别以8:2:5的比例制备
酶、水解缓冲液和内标（200 ppb溶于50％甲醇）工作液。
取 75 µL工作液与 50 µL尿样混合，55°C水解30分钟。使用
DPX WAX 枪头式分散固相微萃取柱萃取。将萃取柱用30％
甲醇平衡，并用 MilliQ 水洗涤。将水解后的样品吸打3次，
使分析物与树脂结合。用 MilliQ 水洗涤萃取柱，将分析物
在 1％甲酸-乙腈中洗脱。吹干洗脱液，并在 200 µL 5％甲
醇中复溶。

仪器：Thermo TSQ Vantage三重四极杆质谱仪-Agilent 
1260 高效液相色谱。色谱柱：Agilent Poroshell EC-C18
（3.0 x 50 mm，2.7 µm），柱温 50°C。流动相A：0.1％甲
酸-水溶液，流动相B：0.1％甲酸-乙腈溶液。 进样量：5 µL。 
样品保留时间：6 分钟。 质谱参数：电喷雾电压，4000 V； 
气压，60 psi。

因代谢产物和药物/ HRP结合物之间的竞争性结合，信
号强度与样品中 BZDs 含量成反比。由于基质效应，添加
200 ng/mL奥沙西泮的无药尿样的吸光度高于临界值（图
1）。以添加奥沙西泮的无药尿样的吸光度值为临界值，
吸光度高于 0.994 的样品为阴性，低于 0.994 的样品为阳性。

图1. ELISA 检测的 BZD s浓度与 450 nm波长吸光度关系图。        
为标准曲线。 为添加 200 ng/mL奥沙西泮的无药尿样。         为
临界值。

通过 ELISA 试剂盒筛选出12例患者尿样的酶预处理
结果见图2。 12例样品中有7例未经酶解的样品呈阴性
（表1）。经酶S水解后，免疫测定的灵敏度未提高。而
IMCSzyme 预处理得到4例真实的阴性结果和8例真实的
阳性结果。 通过IMCSzyme的预处理可以增强整体吸光
度信号，而酶S不能显著提高试剂盒的灵敏度。



图2. 通过 ELISA 筛选出的12例患者尿样在450 nm波长的吸光度。 临界值（0.994）以下为 BZDs阳性。

表1. 通过 ELISA 试剂盒进行筛选，结果分别为不加酶，加酶
S，加IMCSzyme。高亮为假阴性结果。

样品编号 不加酶 Enzyme S IMCSzyme®

1 - - -

2 - - -

3 - - -

4 - - -

5 - - +

6 - - +

7 - - +

8 + + +

9 + + +

10 + + +

11 + + +

12 + + +

取10例患者样品，通过LC-MS/MS分析BZDs 度。 其中
有8例确认为阳性，3例不含任何 BZDs，第4例阴性样品中
含有少于200 ng/mL的BZD。 以上结果与IMCSzyme水解的 
ELISA结果相吻合。 如果不使用IMCSzyme预处理，则 #5， 
6和7样品的ELISA筛选为假阴性（表 2）。 样品 #5和6中 
7-氨基氯硝西泮浓度接近临界值，分别为209和378 ng/mL
（表2）。 对于样品#5，ELISA 结果仅略低于临界值 0.994。 
样品＃7 含有1,179 ng/mL的劳拉西泮，因免疫检测对其葡
糖醛酸缀合物不灵敏，所以 ELISA 筛选易产生假阴性结果。
[4，9]



结论

表2. 12 例真实患者尿样中阳性和阴性筛查结果与相应的LC-MS/MS含量检测结果比较。

样品编号
ELISA+IMCSzyme®

预处理
LC-MS/MS 

化合物 浓度 (ng/mL)
1 - - -

2 - - -

3 - - -

4 - 咪达唑仑 20

5 + ¥ 7-氨基氯硝西泮 209

6 + ¥ 7-氨基氯硝西泮 378

7 + ¥ 劳拉西泮 1,179

8 + ɑ-羟普唑仑 145

9 + 阿普唑仑 42

10 + 地西泮 14

诺地西泮 107
奥沙西泮 1,105
替马西泮 296

11 + 地西泮 25

诺地西泮 132

奥沙西泮 1,525
替马西泮 1,097

12 + 地西泮 27

诺地西泮 772

奥沙西泮 66,769
替马西泮 3,664

¥：未经酶预处理或酶 S 处理的免疫筛查为假阴性结果

该研究表明，在进行尿液中BZDs免疫检测之前，使用β-
葡萄糖醛酸酶进行预处理尤为重要。 预处理可提高检测灵
敏度并减少假阴性的比率。 ELISA 试剂盒说明书建议使用酶 
S于37°C孵育15分钟，而使用 IMCSzyme β-葡萄糖醛酸酶
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于室温孵育10分钟即可，减少了孵育时间且无需加热。结合 
ELISA 筛查 12 例患者尿样时，没有假阴性结果。 未来可与其
他商业试剂盒联合使用，进一步检测更多的真实患者样品。


