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　　［摘要］　目的　应用高分离度快速液相飞行时间质谱（ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ）联用技术鉴别防风入血成分及尿液中的原型成
分及代谢产物，以探索防风可能的药效成分及体内代谢过程。方法　采用ＡｎｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＥｘｔｅｎｄＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍｉｄ），甲醇水流动相体系梯度洗脱，在飞行时间质谱正离子模式下扫描，利用ＴＯＦ／ＭＳ得到的准确相对分子质量，对照化

学成分数据库，对血浆、尿液中的防风成分及代谢物进行鉴别。结果　鉴别出血浆中６个防风原型成分：蔗糖、升麻苷、升麻
素、紫花前胡苷元、５Ｏ甲基维斯阿米醇苷和３’Ｏｉ丁酰亥茅酚；尿液中８个原型成分：升麻苷、ｄｉｖａｒｉｃａｔａｃｉｄ、升麻素、５Ｏ甲基

维斯阿米醇苷、（３Ｓ）２，２二甲基３，５二羟基８羟甲基３，４二氢２Ｈ，６Ｈ苯并［１，２ｂ：５，４ｂ’］双吡喃６酮、５Ｏ甲基维斯阿米

醇、亥茅酚苷和汉黄芩素；及２个代谢产物：升麻素的葡萄糖醛酸苷和升麻素的同分异构体。结论　该方法可靠、有效，可成
功用于防风体内成分鉴别，并为进一步的药效实验提供参考和依据。
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　　防风为伞形科植物防风Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｄｉｖａｒｉ
ｃａｔａ（Ｔｕｒｃｚ．）Ｓｃｈｉｓｃｋ的未抽花茎植株的干燥根。
味辛甘，性温，能解表祛风、胜湿、止痉。可用于治疗
感冒头痛、风湿痹痛、风疹瘙痒和破伤风。药理实验

研究表明，其具有解热、镇痛、镇静、抗炎、抗过敏、抗
惊厥、抑菌和增强机体非特异性免疫功能的作
用［１６］。防风主产于东北地区和华北地区，为我国常
用中药材。迄今为止，已从生药防风中分离出来各种
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化学成分达１００种以上，其中主要报道了挥发油、色原
酮类、有机酸、香豆素类、聚炔类、多糖类、谷甾醇、胡萝
卜甙、甘露醇、蔗糖、木腊酸以及微量元素等化合
物［７９］。但未见有对其入血和尿液中成分及代谢成分
的鉴别报道。本研究采用ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ技术对防
风入血成分和尿液中成分及相应的代谢产物进行鉴

别和确认，进而探索防风可能的药效成分及其体内代
谢过程，为进一步的药效物质研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　仪器设备　安捷伦１２００型液相色谱仪，包括
在线脱气机、二元泵、高性能自动进样器（ＵＳＡ、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ）；安捷伦Ｇ６２２０Ａ飞行时间质谱仪，配有标准电
喷雾离子源（ＥＳＩ，ＡｇｉｌｅｎｔＵＳＡ），Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙ
ｓｉｓ质谱分析软件。

１．２　试验试剂　甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ，ＵＳＡ）和甲酸（Ｔｅ
ｄｉａ，ＵＳＡ）为色谱纯。所有分析用水均使用超纯水。
其他的化学试剂均为分析纯（ＳｉｎｏｐｈａｒＣｈｅｍｉｃａｌＲｅ
ａｇｅｎｔＣｏ．Ｌｔｄ）。所有的溶剂和样品在进入高效液
相色谱之前均经过０．２２μｍ纤维滤膜滤过。

１．３　试验药材　防风药材产自黑龙江，购自上海德
康大药房，经第二军医大学药学院生药学教研室孙
连娜副教授鉴定为伞形科植物防风Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａ
ｄｉｖａｒｉｃａｔａ（Ｔｕｒｃｚ．）Ｓｃｈｉｓｃｋ的干燥根。

１．４　色谱条件　色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＥｘｔｅｎｄ
Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍｉｄ），采用甲醇（Ａ）水
（含０．１％的甲酸，Ｂ）流动相体系，梯度洗脱程序为：

０～５ｍｉｎ，５％～４０％ Ｂ；５～１３ｍｉｎ，４０％～６０％
Ｂ；１３～２３ ｍｉｎ，６０％ ～８５％Ｂ；２３～３３ ｍｉｎ，

８５％～１００％Ｂ，分析时间４０ｍｉｎ。柱温２５℃，流速
为１ｍｌ／ｍｉｎ，柱后分流比为１３。

１．５　质谱条件　采用电喷雾正离子模式；质量扫描
范围为ｍ／ｚ１１０～１０００；毛细管电压４０００Ｖ；雾化
气压力３０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ）；干燥气流速１０
Ｌ／ｍｉｎ；干燥气温度３５０℃；碎片电压１８０Ｖ。选择参
比校准液做实时质量数校正。实验数据采用Ｑｕａｌｉ
ｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ软件处理。测定样品之前，使用调谐
液校准质量轴，以保证质量精度误差小于２×１０－６。

１．６　样品的采集与制备　ＳＤ雄性大鼠１２只，体质
量均为２４０ｇ左右，禁食１２ｈ。其中６只实验前先经
眼眶静脉取血０．５ｍｌ（空白对照血），然后灌胃防风
水煎液４ｍｌ（含升麻苷６．５６ｍｇ，升麻素３．６１２ｍｇ，

５Ｏ甲基维斯阿米醇苷７ｍｇ）。３０ｍｉｎ、１、２、４ｈ时
再次经眼眶静脉取血０．５ｍｌ。２８００×ｇ离心１０ｍｉｎ
后，分离血清，置－４０℃冰箱保存。另６只ＳＤ大鼠
禁食１２ｈ后取尿液１０ｍｌ（空白对照尿液），然后灌

胃相同防风水煎液，收集灌胃后１０ｈ的尿液。尿液
稀释５倍后离心（２８００×ｇ，１０ｍｉｎ），取上清，置

－４０℃冰箱保存。

１．７　体内样品前处理　（１）血浆样品处理：加３００

μｌ乙腈至１００μｌ血样中，涡旋３ｍｉｎ，于１０４００×ｇ高
速离心５ｍｉｎ，取上清，混合不同时间点血样上清，
氮气 吹 干 （３５℃），然 后 复 溶 于 １００ μｌ 甲 醇，

１０４００×ｇ高速离心３ｍｉｎ，取上清２０μｌ，进样分析。
（２）尿液样品处理：尿样置室温解冻后用纯水稀释１
倍，１０４００×ｇ高速离心５ｍｉｎ，取上清液２０μｌ，进
样分析。

１．８　防风入血成分的鉴别　由ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ得
到大鼠空白血浆和灌胃给药后的血浆样品总离子流

图谱（ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ，ＴＩＣ），比较空白和
给药后血浆图谱，结合已建立的防风化学成分数据
库，分析差异峰。根据正离子模式质谱图上得到的
［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋、［Ｍ＋Ｋ］＋和［２Ｍ＋Ｎａ］＋的
准分子离子峰，确定被测物质的精确相对分子质量，
应用ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ质谱分析软件计算可能的
分子组成（误差＜５×１０－６），与防风化学成分进行匹
配，并将分子式的理论同位素分布与实测值比对。

１．９　防风尿液中成分及代谢产物的鉴别　尿液中
防风原型成分的寻找，同１．８项下防风入血成分的
鉴别方法。根据防风化学成分结构的特点（如活性
官能团的存在），推测其在体内可能发生的代谢反
应，如Ⅱ相代谢反应，与葡萄糖醛酸的结合；以及可
能发生的水解、氧化、还原等代谢反应。对比灌胃给
药尿样与空白尿样的差异峰，将ＴＯＦ／ＭＳ找到的未
知峰化合物与防风主要成分可能产生的代谢产物分

子式相匹配，找到主要代谢产物，推测出防风成分在
体内的主要代谢反应。

２　结　果

２．１　血浆中防风的成分　图１Ａ为大鼠空白血浆总
离子流图谱，图１Ｂ为大鼠灌胃防风水煎液后血浆总
离子流图谱。对比两图，按１．８项下方法，共鉴别出

６个防风入血成分，见表１。如图１Ｂ所示，防风的主
要入血成分是升麻素（ｃｉｍｉｆｕｇｉｎ）和５Ｏ甲基维斯阿
米醇（５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ），尤其是升麻素在血浆
中含量极高。

２．２　尿液中原型成分及相关代谢产物　图２Ａ为大
鼠空白尿样总离子流图谱，图２Ｂ为大鼠灌胃防风水
煎液后尿样总离子流图谱。共鉴别出８个尿液中的
防风原型成分，由图２Ｂ可见尿液中升麻素的含量极
高，其为防风成分在大鼠体内的主要代谢形式。根
据防风尿液中成分的结构特征，及药物在体内主要
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发生的代谢反应，发现防风在大鼠尿液中的２个主
要代谢产物：１’为升麻素的葡萄糖醛酸苷，推测其由
升麻素经Ⅱ相代谢反应葡萄糖醛酸化反应而得，其
与升麻苷（ｐｒｉｍＯｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ），ｄｉｖａｒｉｃａｔａｃｉｄ
处同一色谱峰中，为基峰，占峰丰度的７２．３３％，升麻

苷和ｄｉｖａｒｉｃａｔａｃｉｄ分别占５．０１％和１２．３３％。峰２’
为升麻素的同分异构体，紧靠升麻素峰之后，推测其
可能是由升麻素的葡萄糖醛酸苷去葡萄糖醛酸化引

起的苷元重构所生成。尿液中鉴别的原型成分和代
谢产物列于表２。

图１　大鼠血浆的ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ＋总离子流图谱

Ｆｉｇ１　ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ＋ ＴＩＣｏｆｒａｔｐｌａｓｍａ
Ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｏｆｒａｔｐｌａｓｍａ（Ａ）ａｎｄｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｏｆｒａｔｇｉｖｅｎＲａｄｉｘｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｅ（Ｂ）．１：Ｓｕｃｒｏｓｅ；２：ＰｒｉｍＯｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ；３：Ｃｉｍｉｆｕ

ｇｉｎ；４：Ｎｏｄａｋｅｎｅｔｉｎ；５：５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ；６：３’Ｏｉｂｕｔｙｒｙｌｈａｍｍａｕｄｏｌ

表１　防风入血成分

Ｔａｂ１　ＣｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＲａｄｉｘｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｅｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ

Ｎｏ． ＲＴｔ／ｍｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａｒ Ｍｒ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ［Ｍ＋Ｎａ］＋

１ ２．４３０ Ｓｕｃｒｏｓｅ Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１ ３４２．１１６２ ３４３．１２４０ ３６５．１１６２
２ １０．００７ ＰｒｉｍＯｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ Ｃ２２Ｈ２８Ｏ１１ ４６８．１６３２ ４６９．１７１０ ４９１．１６３２
３ １２．０３７ Ｃｉｍｉｆｕｇｉｎ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ６ ３０６．１１０３ ３０７．１１８２ ３２９．１１０３
４ １４．０９９ Ｎｏｄａｋｅｎｅｔｉｎ Ｃ１４Ｈ１４Ｏ４ ２４６．０８９２ ２４７．０９７０ ２６９．０８９２
５ １５．９５４ ５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ５ ２９０．１１５４ ２９１．１２３２ ３１３．１１５４
６ ２６．１８４ ３’Ｏｉｂｕｔｙｒｙｌｈａｍｍａｕｄｏｌ Ｃ１９Ｈ２２Ｏ６ ３４６．１４１６ ３４７．１４９５ ３６９．１４１６

　ＲＴ：Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

图２　大鼠尿样的ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ＋总离子流图谱

Ｆｉｇ２　ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳＥＳＩ＋ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒａｔｕｒｉｎｅ
Ａ：Ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｏｆｒａｔｕｒｉｎｅ；Ｂ：ｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｏｆｒａｔｇｉｖｅｎＲａｄｉｘｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｅ．１：ＰｒｉｍＯｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ；２：Ｄｉｖａｒｉｃａｔａｃｉｄ；３：Ｃｉｍｉｆｕｇｉｎ；

４：４’Ｏｇｌｕｃｏｓｙｌ５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ；５：（３Ｓ）２，２ｄｉｍｅｔｈｙｌ３，５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ８ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ３，４ｄｉｈｙｄｒｏ２Ｈ，６ＨＢｅｎｚｏ［１，２ｂ：５，４ｂ’］

ｄｉｐｙｒａｎ６ｏｎｅ；６：５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ；７：ＳｅｃＯβＤｇｌｕｃｏｓｙｌｈａｍｍａｕｄｏｌ；８：Ｗｏｇｏｎｉｎ；１’：Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅｏｆｃｉｍｉｆｕｊｉｎ；２’：Ａｎｉｓｏｍｅｒｏｆｃｉｍｉｆｕｊｉｎ

３　讨　论

３．１　样品的采集　药物在体内的吸收与代谢是一

个动态变化过程，因而不同时间点血浆与尿液中的

成分及其含量各自存在差异。为充分了解血浆与尿

液中出现的防风相关成分，不遗失较后时间点出现

的代谢物，采集了不同时间点的样品。分别取３０

ｍｉｎ、１、２、４ｈ时间点的血样，然后混合进样。尿液

连续收集１０ｈ，亦在于充分收集所有代谢产物，并得

以观察药物代谢成分的总排出量。

３．２　实验条件的优化　为了使防风中成分得到良
好分离，建立快速简便的分析方法，分析条件的优化
甚为重要。在方法建立的过程中，比较了３种色谱
柱：ＺｏｒｂａｘＥｘｔｅｎｄＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ
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ｉｄ），ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５

μｍｉｄ），ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１００ｍｍ×３．０ｍｍ，３．５μｍ
ｉｄ），考虑保留时间和分离效果，最终选择了Ｚｏｒｂａｘ
ＥｘｔｅｎｄＣ１８色谱柱作为分析柱。在流动相水相中加
入甲酸后质谱响应较好，考察了０．０５％、０．１％、

０．２％甲酸水溶液后发现 ０．１％ 甲酸水溶液比

０．０５％的甲酸水溶液响应强度高，而０．１％、０．２％
甲酸水溶液则没有明显不同，所以在流动相水相中
加入了０．１％的甲酸。在正离子模式下的响应要高
于负离子模式，所以选择在正离子模式下检测。

表２　防风入尿成分与代谢产物

Ｔａｂ２　ＣｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＲａｄｉｘｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａｅａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅ

Ｎｏ． ＲＴｔ／ｍｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａｒ Ｍｒ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ［Ｍ＋Ｎａ］＋

１ １０．１２ ＰｒｉｍＯｇｌｕｃｏｓｙｌｃｉｍｉｆｕｇｉｎ Ｃ２２Ｈ２８Ｏ１１ ４６８．１６３２ ４６９．１７１０ ４９１．１６３２
２ １０．２６２ Ｄｉｖａｒｉｃａｔａｃｉｄ Ｃ１６Ｈ１６Ｏ７ ３２０．０８９６ ３２１．０９７４ ３４３．０８９６
３ １２．０３７ Ｃｉｍｉｆｕｇｉｎ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ６ ３０６．１１０３ ３０７．１１８２ ３２９．１１０３
４ １３．２５２ ４’Ｏｇｌｕｃｏｓｙｌ５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ Ｃ２２Ｈ２８Ｏ１０ ４５２．１６８２ ４５３．１７６１ ４７５．１６８２
５ １５．３４６ （３Ｓ）２，２ｄｉｍｅｔｈｙｌ３，５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ８ Ｃ１５Ｈ１６Ｏ６ ２９２．０９４７ ２９３．１０２５ ３１５．０９４７

　ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ３，４ｄｉｈｙｄｒｏ２Ｈ，６Ｈｂｅｎｚｏ

　　［１，２ｂ：５，４ｂ’］ｄｉｐｙｒａｎ６ｏｎｅ
６ １５．９９ ５Ｏｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｍｉｎｏｌ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ５ ２９０．１１５４ ２９１．１２３２ ３１３．１１５４
７ １７ ＳｅｃＯβＤｇｌｕｃｏｓｙｌｈａｍｍａｕｄｏｌ Ｃ２１Ｈ２６Ｏ１０ ４３８．１５２６ ４３９．１６０４ ４６１．１５２６
８ ２１．２１２ Ｗｏｇｏｎｉｎ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８４．０６８５ ２８５．０７６３ ３０７．０６８５
１’ １０．１４２ Ｃｉｍｉｆｕｇｉｎ＋ｇｌｕｃｕｒｏｎａｔｅＨ２Ｏ Ｃ２２Ｈ２６Ｏ１２ ４８２．１４５４ ４８３．１５３２ ５０５．１４５４
２’ １２．５７ Ｉｓｏｍｅｒｏｆｃｉｍｉｆｕｊｉｎ Ｃ１６Ｈ１８Ｈ６ ３０６．１０８４ ３０７．１１６２ ３２９．１０８４

　ＲＴ：Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ

３．３　防风体内代谢分析　防风的主要入血成分为
升麻素，而药材中含量最高的升麻苷和５Ｏ甲基维
斯阿米醇苷入血量极微，根据化合物结构分析，推测
升麻苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷主要转化为升麻素
（苷元）吸收入血。因而单以升麻苷和５Ｏ甲基维斯
阿米醇苷为检测标准的体外药材质控方法不够合理

完善，药材中升麻素的含量亦十分重要。尿液中的
主要成分是升麻素及其葡萄糖醛酸苷，说明升麻素
为防风主要代谢形式，且主要经过肝脏代谢，防风药
效成分可能为升麻素，或其经肝脏代谢的产物。升
麻素同分异构体的存在及其相关药代动力学研

究［１０］说明其可能存在肝肠循环。防风主要成分的
体内代谢过程可进一步通过水解尿液中的Ⅱ相代谢
产物及相关药效学实验得以证实。本文实验通过检
测防风中化学成分在体液中的存在形式及含量情

况，为进一步的药动学实验及药效学实验提供参考
和事实依据。
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