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摘  要 

目的：建立小鼠血液中氯氮平的LC-MS/MS分析方法，研究不同酒精饮料(啤酒、果酒、白酒)与氯氮平联

合使用时在小鼠体内的药代动力学特征。方法：30只KM小鼠随机分为无酒对照组、啤酒协同组、果酒协

同组和白酒协同组。各组灌胃给予相应溶剂配制的氯氮平溶液后，于12个时间点采集血样。血样经乙腈

沉淀蛋白处理后，采用LC-MS/MS进行分析。色谱柱为Thermo Hypersil GOLD C18 (2.1 mm × 100 mm, 
1.9 µm)，以0.1%甲酸水溶液和乙腈为流动相进行梯度洗脱，质谱采用ESI正离子MRM模式检测。结果：

所建方法线性良好(R2 = 0.9979)，检出限(LOD)和定量限(LOQ)分别为0.02 ng/mL和0.1 ng/mL。药时曲

线表明，氯氮平达峰时间(Tmax)约为0.5~1小时。与无酒组相比，各酒精协同组显著提高了氯氮平的血

药浓度峰值(Cmax)，且酒精浓度越高，增效作用越明显(白酒组 > 果酒组 > 啤酒组)，酒精协同还延缓

了氯氮平的代谢清除。行为学观察显示，酒精协同使小鼠中毒症状(痉挛、昏迷)出现时间提前，昏迷持

续时间延长。结论：酒精能通过抑制代谢酶等方式，显著增强氯氮平的生物利用度并延长其作用时间，

这种协同效应随酒精浓度增加而增强。本研究为药物辅助犯罪(DFSA)中氯氮平与酒精协同作用的法医学

鉴定提供了药动学数据和支持。 
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Abstract 
Objective: To establish an LC-MS/MS method for the determination of clozapine in mouse blood and 
to investigate the pharmacokinetic interactions between clozapine and different alcoholic beverages 
(beer, fruit wine, liquor) in mice. Methods: Thirty KM mice were randomly divided into a control group 
(without alcohol), a beer co-administration group, a fruit wine co-administration group, and a liq-
uor co-administration group. After intragastric administration of clozapine solutions prepared with 
the respective solvents, blood samples were collected at 12 time points. The samples were pretreated 
by protein precipitation with acetonitrile and analyzed by LC-MS/MS. Separation was achieved on a 
Thermo Hypersil GOLD C18 (2.1 mm × 100 mm, 1.9 µm) column with a gradient elution using 0.1% 
formic acid in water and acetonitrile as mobile phases. Detection was performed using ESI positive 
ion mode with MRM. Results: The established method showed good linearity (R2 = 0.9979), with a 
limit of detection (LOD) of 0.02 ng/mL and a limit of quantification (LOQ) of 0.1 ng/mL. The pharma-
cokinetic curves showed that the time to peak concentration (Tmax) of clozapine was approximately 
0.5~1 hours. Compared to the control group, all alcohol co-administration groups significantly in-
creased the peak blood concentration (Cmax) of clozapine, with the enhancing effect being more pro-
nounced with higher alcohol concentrations (liquor group > fruit wine group > beer group), alcohol 
co-administration also delayed the metabolic clearance of clozapine. Behavioral observations showed 
that alcohol co-administration led to an earlier onset of intoxication symptoms (convulsions, coma) 
and prolonged the duration of coma. Conclusion: Alcohol can significantly enhance the bioavailability 
and prolong the duration of action of clozapine, likely through inhibition of metabolic enzymes, and 
this synergistic effect increases with alcohol concentration. This study provides pharmacokinetic data 
and support for the forensic identification of clozapine-alcohol synergistic effects in drug-facilitated 
sexual assault (DFSA) cases. 
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1. 引言 

近年来，随着网络的发展，一些不法药品更容易得到，药物辅助犯罪案件[1]随之增多，各类具有催

眠效果的药物被用来实施性侵。苯二氮卓类药物是我国滥用最多的医疗用第二类精神药品，其中氯氮平

是非典型抗精神病药(二苯二氮卓类，dibenzodiazepine)，是迷奸类案件中阳性检出率相对较高的药物，其

通过细胞色素 P450 ( CYP)酶系统催化代谢[2]，镇静作用强大，且口服吸收快，药物作用时间长，有研究

表明[3]，氯氮平达到血浆浓度峰值的时间为 1.1 至 3.6 小时，消除半衰期为 9.1 至 17.4 小时。氯氮平大剂

量使用可能导致昏迷，受害者在案发后往往无法回忆部分过程[4]。犯罪分子常会将该药物混入酒精饮料中

进行作案。研究表明，急性饮酒可抑制 CYP1A2 等代谢酶活性[5] [6]，从而减缓氯氮平的代谢清除；同时

酒精本身对中枢神经系统具有抑制作用，两者可能产生协同镇静效应。为更精确打击该药物辅助犯罪案件，

明确氯氮平与酒精协同下的药代动力学规律。为该药物服用时间、剂量、作用强度、检材优选、结果解释

等提供数据支持和理论依据，本文对氯氮平配合酒精在小鼠体内的协同作用进行探讨。目前，氯氮平的分

析方法有高效液相色谱法(HPLC) [7]-[9]、液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS) [10]-[12]、气相色谱法串联质谱

法(GC-MS) [13] [14]、毛细管电泳法等[15]，本文采用 LC-MS/MS 法对实验中的氯氮平进行定性、定量。 
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2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

仪器：Agilent 液相色谱(1260 Infinity II)三重四极质谱联用仪(安捷伦科技有限公司)；双频数控超声

波清洗器 KQ-200VDE (昆山市，超声仪器有限公司)；GL-21M 高速冷冻离心机(上海，卢湘仪离心机仪器

有限公司)；天平(上海，梅特勒托利多科技有限公司)；移液器(Brand，德国)。 
试剂：氯氮平片(万邦德制药集团有限公司，25 mg 片剂)；燕京啤酒(酒精度 3.6% vol 北京燕京啤酒

股份有限公司)；黑枸杞发酵酒(酒精度 12.5% vol，青海炫杞生物科技有限公司)；江小白纯味清香白酒(酒
精度 40% vol，重庆江记有限公司)；甲醇、乙腈、甲酸、甲酸铵(色谱纯，Fisher 公司)；水(屈臣氏蒸馏水)。 

动物：KM 雄性小鼠 30 只，重量约 30 g。 
试剂配制：取氯氮平片 4 粒，研磨成粉，放入 10 mL 试剂管中，分别加入 10 mL 纯净水、啤酒、果酒和

白酒，涡旋振荡 1 min，制成氯氮平水溶液、啤酒溶液、果酒溶液和白酒溶液，置于 4℃冰箱内保存、备用。 

2.2. 样品前处理 

取血液 0.1 mL 于具盖离心管中，加入 0.3 mL 乙腈，涡旋振荡 1 min，超声震荡 10 min，离心 5 min 
(转速 12.8 kr/min)，上清液用 0.22 μm 有机系微孔滤膜过滤后供仪器分析。 

2.3. 仪器条件 

2.3.1. 液相色谱条件 
色谱柱：Thermo Hypersil GOLD C18 (2.1 mm × 100 mm, 1.9 µm)；柱温：30℃；流动相 A：0.1%甲酸水

溶液；流动相 B：乙腈溶液；流速：0.2 mL/min；进样量：1 µL；洗脱：梯度洗脱，梯度洗脱条件见表 1。 
 

Table 1. Gradient elution conditions 
表 1. 梯度洗脱条件 

时间/min 流动相 A 流动相 B 

0.20 95.0% 5.0% 

2.50 50.0% 50.0% 

3.50 10.0% 90.0% 

4.00 10.0% 90.0% 

5.50 95.0% 5.0% 

10.00 95.0% 5.0% 

2.3.2. 质谱条件 
离子源：电喷雾离子源(ESI)；扫描方式：正离子扫描；检测方式：多反应监测(MRM)；电喷雾电压：

3500 V；雾化器压力：45 psi；干燥气温度：300℃；干燥气流速：5 L/min；鞘气加热温度与鞘气流量：

250℃，11 L/min；氯氮平定性离子对 327/270、327/192，定量离子对 327/270 和射频电压 140 V、碰撞能

量 327/270 离子对为 20 eV、327/192 离子对为 60 eV。 

3. 结果与讨论 

3.1. 方法学考查结果 

分别配制 0.1 ng/mL、0.5 ng/mL、1 ng/mL、2 ng/mL、5 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL、100 
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ng/mL、200 ng/mL、500 ng/mL 的血液加标样本，以浓度为横坐标、峰面积为纵坐标，拟合线性并获得线

性方程 y = 900.53x + 348.5 和线性相关系数 R2 为 0.9979。 
以目标物色谱峰信噪比(S/N) > 3 确定检出限 LOD 为 0.02 ng/mL，以目标物色谱峰信噪比(S/N) > 10 确

定定量限为 0.1 ng/mL。 
血液中分别加入浓度为 1、10、100 ng/mL 的混标，平行制作 5 个样本进行检测，计算相对标准偏差

RSD 分别为 11%、5.5%、3.4%。 

3.2. 氯氮平代谢规律及其与酒精的协同作用 

3.2.1. 样品采集与测定 
KM 小鼠 30 只，随机分为空白组、药物组、酒精药物协同组，酒精药物协同组分为啤酒组、果酒组

(黑枸杞酒)、白酒组，共计 5 组，每组 6 只。实验前禁食禁水 12 h，均采用灌胃的给药方式，除空白组外

另 4 组分别灌入 0.2m L、10 mg/mL 的氯氮平水溶液、啤酒溶液、果酒溶液、白酒溶液，在给药后的 10 
min、30 min、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h、8 h、12 h、24 h、36 h 分别取血不少于 0.1 mL。所有血液样

品均使用蛋白沉淀法进行前处理后，待测。 

3.2.2. 动物行为表现 
四组小鼠进行灌胃后，无酒组在灌胃后 9 min 时出现痉挛抽搐，持续 12 min，后大小便失禁，随后

进入昏迷，灌胃 8 h 之后小鼠开始苏醒；啤酒组在灌胃 10 min 时出现痉挛抽搐，持续至灌胃 30 min 时进

入昏迷，于灌胃后 12 h 开始苏醒；果酒组在灌胃后 5 min 时出现痉挛抽搐，持续至灌胃 10 min 时进入昏

迷，于灌胃后 12 h 开始苏醒；白酒组在灌胃后 7 min 时出现痉挛抽搐，持续至灌胃 10 min 时大小便失禁，

随后进入昏迷，于灌胃后 11.5 h 时开始苏醒。 

3.2.3. 小鼠血液样本测定结果 
按照 2.2 实验操作，对 12 个时间点采集的各浓度血液样本进行检测，氯氮平浓度随时间在小鼠体内

的代谢情况见图 1。 
 

 
Figure 1. Metabolic profile of clozapine in mouse blood at different concentrations 
图 1. 不同浓度小鼠血液中氯氮平代谢情况 

 
由上图可以发现，所有浓度组的氯氮平血药浓度均随时间推移逐渐下降，呈现典型的药物代谢特征。

代谢过程可分为快速下降期(0.17~4 h)和缓慢消除期(4~36 h)。其中高浓度组初始血药浓度最高，代谢速度
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较快，尤其在 0.17~4 h 内下降显著，之后趋于平缓；中浓度组初始浓度居中，代谢趋势与高浓度组相似，

但整体浓度水平较低；低浓度组初始浓度最低，代谢速度相对较慢，全程浓度变化平缓。血药浓度达峰

时间为 0.17~1 h 达到峰值，比文献[3]中表述要快，可能与灌胃后吸收快速有关。高浓度组在 4 h 后浓度

下降减缓，可能接近消除相半衰期；低浓度组因代谢慢，半衰期表现不明显。总之，氯氮平在小鼠体内

的消除过程符合一级动力学特征，即消除速率与血药浓度成正比，高剂量组的绝对消除量大于低剂量组。

在当前实验剂量范围内(5, 10, 20 mg/kg)，各组消除速率常数无显著差异，未观察到明显的代谢饱和现象。

更高剂量下是否出现非线性消除，尚需进一步研究[16] [17]。 
按照 2.2 实验操作，将测得的无酒组、啤酒组、果酒组、白酒组的峰面积平均值与相应的采血时间点

绘制药时曲线，见图 2。 
 

 
Figure 2. Patterns of changes in blood drug concentration in mice after administration of clozapine 
图 2. 氯氮平给药后小鼠体内血药信号变化规律 

 
如图 2 所示，含酒精的溶液(白酒、果酒、啤酒)灌胃后，小鼠血样中的氯氮平浓度高于无酒组，表明

酒精可能通过促进吸收或抑制代谢，增加了氯氮平的生物利用度。白酒组的峰值浓度最高，其次是果酒

和啤酒，说明酒精浓度越高，协同作用可能越强。氯氮平主要通过 CYP1A2 (主要)、CYP3A4 和 CYP2D6
等肝酶代谢。酒精及其代谢产物乙醛可抑制 CYP1A2 等代谢酶，从而减缓氯氮平的代谢清除，导致血药

浓度升高。此外，急性饮酒可竞争性抑制 CYP2E1 并影响其他 CYP 酶活性，延缓氯氮平的清除[18]。 
此外，啤酒组、果酒组的达峰时间(tmax)与无酒组均为 0.5 小时，而白酒组的达峰时间为 1 小时。这

可能与乙醇浓度依赖性效应有关，白酒(40%~60% vol)的高酒精浓度会延缓胃排空(通过抑制胃肠蠕动和

幽门括约肌收缩)，导致氯氮平从胃部进入小肠(主要吸收部位)的速度减慢。酒精浓度 > 20%时，胃排空

速率可下降 30%~50% [19]。 
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以上结果与动物行为表现基本一致：氯氮平与酒精共同作用会使小鼠更快进入昏迷状态，可能因为

两者均可抑制中枢神经系统(CNS)，从而导致过度镇静、嗜睡、呼吸抑制等症状，并进一步降低协调能力

和反应速度。 

3.2.4. 氯氮平摄入时间推断模型构建与应用 
由于代谢物浓度绝对值受仪器状态、进样条件及操作差异影响，不同批次间绝对定量值可能存在波

动，而同一实验批次内峰面积的相对比值稳定性更强。故以峰面积最大值为基准，进行归一化处理。去

除无效数据，根据峰面积标准化值使用 Excel 添加指数衰减曲线、多项式衰减趋势线，拟合得到指数衰减

模型方程、多项式衰减模型方程，如图 3、图 4。 
 

 
Figure 3. Metabolic curve fitting plot 
图 3. 代谢曲线拟合图 

 

 
Figure 4. Alcohol synergy curve fitting 
图 4. 酒精协同曲线拟合 
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基于药物代谢一级消除动力学特征[20]，本研究优先考察指数衰减模型、多项式衰减模型。通过计算发

现，指数方程对于低浓度(R2 = 0.9935)、中浓度氯氮平在小鼠血液中的代谢(R2 = 0.9471)，三次多项式方程

对于高浓度氯氮平在小鼠血液中的代谢(R2 = 0.9935)以及氯氮平酒精协同代谢(R2 = 0.9519, R2 = 0.9280, R2 = 
0.9518, R2 = 0.8457)具有更优的拟合度，且参数具有更明确的物理意义。计算思路与结果如表 2。 

 
Table 2. Calculation parameters and results for different attenuation models 
表 2. 不同衰减模型计算参数及结果 

参数 计算公式 低浓度 中浓度 高浓度 白酒 
(高浓度) 

果酒 
(高浓度) 

啤酒 
(高浓度) 

代谢拐点 二阶导零点 / / 19.40 h 22.58 h 20.81 h 17.78 h 

半衰期 峰面积下降

50%对应时间差 0~1.00 h 2.57 h 5.99 h 8.57 h 7.082 h 6.64 h 

检测窗口期 峰面积 > 5%的

时间范围 0~3.60 h 0~10.56 h 0~14.05 h 0~18.68 h 0~16.13 h 0~15.34 h 

 
在药物代谢动力学研究中，正向模型常用于预测浓度变化[21]。本研究参考文献[22] [23]逆向应用该

原理，通过求解浓度–时间方程的逆函数，建立峰面积百分比与用药时长的定量关系。方程分别改写结

果如表 3。 
 

Table 3. The inverse function calculation equation for the concentration-time relationship equation 
表 3. 浓度–时间方程的逆函数计算方程 

组别 改写方程 

低浓度 10(−0.3827t+2.078) − Y = 0 

中浓度 10(−0.1251t+2.020) − Y = 0 

高浓度 −0.01029 t3 + 0.5988 t2 − 10.45 t + 89.73 − Y = 0 

白酒(高浓度) −0.00578 t3 + 0.3915 t2 − 9.289 t + 103.9 − Y = 0 

果酒(高浓度) −0.007928 t3 + 0.495 t2 − 9.899 t + 96.71 − Y = 0 

啤酒(高浓度) −0.009548 t3 + 0.5093 t2 − 8.187 t + 93.92 − Y = 0 

 
根据上述模型构建药物检测时间窗推断表，以高浓度氯氮平组数据为例对药物摄入时间进行推断，

结果见表 4。 
 

Table 4. Estimated timeline 
表 4. 推断时间表 

峰面积百分比范围 推断时间窗 法医学意义 

>80% 0~2.75 h 近期用药 

50~80% 2.75~13.17 h 活跃代谢期，提取生物检材 

20~50% 13.17~32.97 h 
68.31~115.67 h 代谢中期，需结合其他证据 

5~20% 115.67~126.07 h 消除后期，需注意假阴性风险 

<5% >126.07 h 超出检测窗口 
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以上氯氮平摄入时间推断模型，与表 2 给出检测窗口相差较大，仅基于小鼠体内的药代动力学数据

与峰面积归一化拟合结果，可作为药物辅助犯罪案件中初步时间窗参考，不能直接用于精准判定人体实

际服药时间，后续仍需结合人体药代特征、个体差异及案件具体情况综合研判。 

4. 结论 

氯氮平是药物辅助犯罪(DFSA)案件中常见的非典型抗精神病药物，然而，关于其与酒精协同作用的

药动学研究相对较少。现有文献主要报道了氯氮平在人体中的药代动力学特征[3]以及毛细管电泳等分析

方法在精神类药物检测中的应用[15]。本文采用 LC/MS 法测定小鼠血液中氯氮平的浓度，并使用乙腈沉

淀蛋白法作为样品前处理方法，该方法简便且高效。实验结果显示，氯氮平在小鼠体内约 30 分钟至 1 小

时达到峰值浓度。无酒精组在 30 分钟后浓度迅速下降，而酒精协同组在达峰后的 3.5 至 4.5 小时内浓度

快速下降。酒精浓度对药物达峰时间有所影响，尤其是高浓度酒精会增加氯氮平的血液浓度，同时延缓

氯氮平的排出时间。随着酒精浓度的提高，中毒症状提前出现，且昏迷时间延长。本文旨在为药物辅助

犯罪案件提供数据支持，以便据此数据反向推断受害者的服药时间。此外，该数据也可为其他氯氮平中

毒案例提供参考。 
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