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ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ鉴别大鼠给药重楼提取物后尿液中甾体皂苷类成分
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　　［摘要］　目的　采用高效液相飞行时间质谱（ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ）联用技术快速分离并鉴别大鼠灌胃给予重楼提取物后

尿液中甾体皂苷类成分，以探索重楼皂苷在大鼠体内的代谢途径。方法　选用ＳＤ大鼠，按照１．６ｇ／ｋｇ体质量灌胃给予重楼
提取物，收集给药后２４ｈ内的尿液。样品分析采用ＭＧＣ１８柱（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ），乙腈０．１％甲酸水为流动相梯度洗

脱，在ＴＯＦ／ＭＳ电喷雾离子源下采集正、负离子模式下的数据。利用ＴＯＦ／ＭＳ得到的精确相对分子质量，对照化学成分数据

库，对尿液中的甾体皂苷类成分进行鉴别。结果　共鉴别出尿液中２０个甾体皂苷原型成分，通过碎片离子以及与对照品相
比较鉴别出２对同分异构体：重楼皂苷Ⅶ和偏诺皂苷元３ＯαＬ鼠李吡喃糖基（１→４）αＬ鼠李吡喃糖基（１→３）［αＬ鼠李吡

喃糖基（１→２）］βＤ葡萄吡喃糖苷，纤细薯蓣皂苷和偏诺皂苷元３ＯαＬ鼠李吡喃糖基（１→２）［αＬ鼠李吡喃糖基（１→４）］β

Ｄ葡萄吡喃糖苷。结论　该方法准确、可靠，可成功用于重楼体内成分的鉴别，可为药动学和药效学研究提供参考。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（４）：４２１４２４］

　　 中 药 重 楼 为 百 合 科 植 物 云 南 重 楼 Ｐａｒｉｓ

ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ Ｖａｒ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ （Ｆｒａｎｃｈ．）

ＨａｎｄＭａｚｚ或七叶一枝花ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈ

Ｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｒａ的干燥根茎［１］，始

载于《神农本草经》，为我国南方地区少数民族常用

的中草药之一［２］。其味苦，微寒，有小毒，归肝经，具

有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊之功效，临床上主

要用于治疗毒蛇咬伤、惊风抽搐、跌打损伤等［１］。现
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代药理研究表明，重楼的水提液和醇提液都具有良

好的抑制 ＨｅＬａ、ＨＬ６０以及 ＨｅｐＧ２等肿瘤细胞增

殖的能力［３８］，一般认为甾体皂苷为其主要活性成

分。迄今为止，已从重楼药材中分离鉴别出５０多种

甾体皂苷类成分，其中主要包括原型皂苷类、薯蓣皂

苷类和偏诺皂苷类等。但是对重楼提取物经动物体

内代谢后甾体皂苷成分的研究却鲜有报道。本研究

采用高效液相飞行时间质谱（ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ）联

用技术，对大鼠灌胃给予重楼提取物后尿液中甾体

皂苷类成分进行鉴别，探索重楼可能的药效成分，为

药动学和药效学研究奠定基础。

１　材料

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ系统，包括在线脱

气机、四元泵、自动进样器、柱温箱（安捷伦公司，美

国）；Ａｇｉｌｅｎｔ６２２０飞行时间质谱仪，配有标准电喷

雾离子源，Ｍａｓｓｈｕｎｔ色谱工作站（安捷伦公司，美

国）；ＤｉｏｎｅｘＡＳＥ３５０加速溶剂萃取仪（戴安公司，

美国）；电子天平（梅特勒公司，美国）；ＤＦＴ２００手

提式高速万能粉碎机（浙江林大机械有限公司，中

国）；香港力康超纯水净化仪（力康公司，中国）。

１．２　试药　重楼药材产自云南，并经第二军医大学

药学院生药学教研室孙莲娜副教授鉴定为百合科植

物云南重楼ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈＶａｒ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）ＨａｎｄＭａｚｚ或七叶一枝花Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌ

ｌａＳｍｉｔｈＶａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｒａ的干燥根茎；

对照品重楼皂苷Ⅶ和纤细薯蓣皂苷购于中国食品药

品检定研究院，纯度均大于９８％；乙腈为色谱纯；水

为超纯水；其他试剂为分析纯。

１．３　动物　ＳＤ雄性大鼠，７周龄，清洁级，体质量

（２３０±２０）ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。

２　方法和结果

２．１　ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ条件　色谱柱：ＭＧＣ１８柱

（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）与

０．１％甲酸水（Ｂ）；洗脱梯度：０～１５ｍｉｎ，１５％～３０％

Ａ；１５～４５ｍｉｎ，３０％～４５％ Ａ；４５～６０ｍｉｎ，４５％～
６０％ Ａ。流速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：８

μＬ；离子源：ＥＳＩ正、负离子模式；雾化气压力：

２７５．８ｋＰａ（４０ｐｓｉ）；干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；干燥气

温度：３５０℃；毛细管电压：４０００Ｖ；碎片电压：９０Ｖ
和１８０Ｖ；质量数扫描范围：ｍ／ｚ１００～１５００。

２．２　加速溶剂萃取条件　萃取温度：１２０℃；压力：

１．１７ＭＰａ（１７００ｐｓｉ）；静态萃取时间：１０ｍｉｎ；循

环次数：１次；冲洗体积：７０％；氮气吹扫时间：

１２０ｓ；萃取溶剂：７０％乙醇；萃取池：１００ｍＬ。

２．３　对照品溶液制备　精密称取重楼皂苷Ⅶ６．４４

ｍｇ，纤细薯蓣皂苷５．７２ｍｇ，分别置１０ｍＬ量瓶中，

加甲醇超声溶解并定容，作为对照品储备液，分别取

各对照品储备液稀释后进样分析。

２．４　灌胃药材提取液的制备　取重楼药材粉末

（２０～４０目）１７２ｇ，按２．２项下的方法进行加速溶剂

萃取，萃取液在４５℃真空旋转浓缩仪中浓缩，然后

转移到烘箱中５０℃真空干燥，得提取物２５．８ｇ，称

取提取物３．１ｇ，加０．５％的吐温８０水溶液２５ｍＬ，

超声溶解。

２．５　重楼甾体皂苷成分数据库的建立　根据重楼

药材有关化学成分研究的文献，并结合 Ａｇｉｌｅｎｔ提

供的ｆｏｒｍｕｌａｄａｔａｂａｓｅｇｅｎｅｒａｔｏｒ软件，建立了重楼

中甾体皂苷成分的数据库，包括化合物的名称、分子

式以及精确相对分子质量。

２．６　样品采集与制备　取大鼠３只，实验前禁食

１２ｈ，不禁水，按照１．６ｇ／ｋｇ体质量灌胃给予重楼提

取物，然后收集给药后２４ｈ内的尿液。尿液经

３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，置－４０℃冰箱保存。

２．７　样品前处理　尿液置室温解冻后，取６００μＬ，

加２．４ｍＬ正丁醇，涡旋６０ｓ，４５００×ｇ 离心１０

ｍｉｎ，将上层液体转移到新的ＥＰ管，在真空旋转挥

发仪中挥干，然后加１００μＬ甲醇复溶，１２０００×ｇ高

速离心１０ｍｉｎ，取上清液进样分析。

２．８　尿液中甾体皂苷类成分鉴别　由 ＨＰＬＣ

ＴＯＦ／ＭＳ得到大鼠空白尿液和给药后的样品总离

子流图谱，给药后的样品图谱见图１，比较空白尿液

和样品图谱，结合已建立的重楼中甾体皂苷成分的

数据库，分析差异峰，确定潜在的目标化合物。

　　在正离子模式质谱图上主要得到［Ｍ＋Ｈ］＋、

［Ｍ＋Ｎａ］＋和［Ｍ＋ＮＨ４］＋的准分子离子峰，在负离

子模式下主要得到［ＭＨ］－、［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－的准分

子离子峰。根据正、负离子模式下ＴＯＦ／ＭＳ给出的

精确相对分子质量，确定化合物的精确相对分子质

量，应用ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ质谱分析软件计算可

能的分子组成（误差＜５×１０－６），然后与建立的数据

库进行匹配，找出潜在的化合物。从尿液样品的

ＬＣＴＯＦ／ＭＳ谱图中共鉴别出２０个甾体皂苷类成分，

其中峰３和峰９、峰１２和峰１７具有相同的精确相对

分子质量，确定为２对同分异构体。结果见表１。
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图１　大鼠灌胃给药后尿液中甾体皂苷类成分ＴＯＦ／ＭＳ总离子流图谱

Ｆｉｇ１　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

１２０：ＰｌｅａｓｅｓｅｅＴａｂ１ｆｏｒｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ．Ａ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

表１　大鼠尿液中的甾体皂苷类成分质谱分析结果

Ｔａｂ１　ＬＣＴＯＦ／ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｔｔ／ｍｉｎ ＭＦ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

Ｍ＋Ｘ ｍ／ｚ
Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ
Ｍ＋Ｘ ｍ／ｚ

１  １１．５６８ Ｃ４５Ｈ７４Ｏ１８ Ｍ＋Ｎａ ９２５．５９７６ Ｍ＋ＨＣＯＯ ９４７．４５３５
２ ＳａｐｏｎｉｎＴＨ １５．５６８ Ｃ５７Ｈ９４Ｏ２７ Ｍ＋ＮＨ４ １２２８．６０８
３  １８．１５３ Ｃ５１Ｈ８２Ｏ２１ Ｍ＋Ｈ １０３１．５４５ ＭＨ １０２９．６７
４ ＰｓｅｕｄｏｐｒｏｔｏＰｂ １８．２５８ Ｃ５７Ｈ９２Ｏ２５ Ｍ＋Ｈ １１７７．６０２
５ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎＧ １８．４６９ Ｃ５０Ｈ８２Ｏ２２ Ｍ＋ＨＨ２Ｏ １０１７．５１４ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０７９．４９８
６ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｏｓｉｄｅⅢ １８．５９７ Ｃ５１Ｈ８２Ｏ２２ Ｍ＋Ｈ １０４７．５３４ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０９１．５２６
７ ＰａｒｉｙｕｎｎａｎｏｓｉｄｅＢ ２４．６４４ Ｃ５０Ｈ８０Ｏ２１ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ １０１７．５０５９／１０３９．４８５８ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０６１．５２１
８  ２６．９２５ Ｃ３９Ｈ６０Ｏ１８ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ ８１７．５７４５／８３９．５５４５ ＭＨ ８１５．５７４６
９ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ ３３．７７１ Ｃ５１Ｈ８２Ｏ２１ Ｍ＋ＮＨ４ １０４８．５４３ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０７５．５２７
１０ ＣｈｏｎｇｌｏｕｏｓｉｄｅＨ ３５．４１７ Ｃ４４Ｈ７０Ｏ１７ Ｍ＋Ｎａ ８９３．４５４６ Ｍ＋ＨＣＯＯ ９１５．４６８３
１１ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ ３６．２８３ Ｃ３９Ｈ６２Ｏ１３ Ｍ＋Ｎａ ７６１．４０９４ Ｍ＋ＨＣＯＯ ７８３．４１６３
１２  ３９．６０８ Ｃ４５Ｈ７２Ｏ１７ Ｍ＋ＮＨ４ ９０２．５１１３ Ｍ＋ＨＣＯＯ ９２９．４８４７
１３  ４１．５１１ Ｃ３８Ｈ６０Ｏ１３ Ｍ＋Ｎａ ７４７．３８６８ Ｍ＋ＨＣＯＯ ７６９．４０６４
１４ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ ４６．７６３ Ｃ５１Ｈ８２Ｏ２０ Ｍ＋Ｎａ １０３７．５０７ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０５９．５４６
１５ Ｒｅｃｌｉｎａｔｏｓｉｄｅ ４８．１０８ Ｃ５０Ｈ８０Ｏ２０ Ｍ＋Ｎａ １０２３．４９６ Ｍ＋ＨＣＯＯ １０４５．５３４
１６ Ｄｉｏｓｃｉｎ ４８．１４３ Ｃ４５Ｈ７２Ｏ１６ Ｍ＋Ｈ ８６９．４８１４ Ｍ＋ＨＣＯＯ ９１３．４９５９
１７ Ｇｒａｃｉｌｌｉｎ ４８．７１６ Ｃ４５Ｈ７２Ｏ１７ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ ８８５．４７４８／９０７．４５３３ Ｍ＋ＨＣＯＯ ９２９．４８８４
１８ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ ４９．８９７ Ｃ４４Ｈ７０Ｏ１６ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ ８５５．４７９０／８７７．４５１１ Ｍ＋ＨＣＯＯ ８９９．４７５７
１９ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅤ ５２．０８５ Ｃ３９Ｈ６２Ｏ１３ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ ７２３．４２６３／７４５．４０６４ Ｍ＋ＨＣＯＯ ７６７．４３１６
２０  ５７．８９８ Ｃ３８Ｈ６０Ｏ１２ Ｍ＋Ｈ／Ｎａ ７０９．４２８２／７３１．４０７６ Ｍ＋ＨＣＯＯ ７５３．４１１７　

　：Ｕｎｎａｍｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄ；Ｒｔ：Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ；ＭＦ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ

２．８．１　峰３和峰９同分异构体鉴别　在正、负离子
模式质谱图上峰３分别为［Ｍ＋Ｈ］＋和［ＭＨ］－峰，

峰９分别为［Ｍ＋ＮＨ４］＋和［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－峰，通过

ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ软件计算峰３和峰９具有相同
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的分子式Ｃ５１Ｈ８２Ｏ２１，通过比对重楼的数据库，发现
这一组化合物为重楼皂苷Ⅶ及其同分异构体。经过
查阅其结构式发现这一对同分异构体的差异仅表现

在糖链中一个鼠李糖的连接位点不同，因此质谱很
难将其区分，所以选择对照品重楼皂苷Ⅶ单独进样，
发现重楼皂苷Ⅶ的出峰位置和峰９吻合，因此峰９
为重楼皂苷Ⅶ，峰３为偏诺皂苷元３ＯαＬ鼠李吡
喃糖基（１→４）αＬ鼠李吡喃糖基（１→３）［αＬ鼠李
吡喃糖基（１→２）］βＤ葡萄吡喃糖苷。

２．８．２　峰１２和峰１７同分异构体鉴别　峰１２在质
谱图上分别表现为［Ｍ＋ＮＨ４］＋和［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－，

峰１７为［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋和［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－，
通过ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ软件计算峰１２和峰１７具
有相同的分子式Ｃ４５Ｈ７２Ｏ１７，为纤细薯蓣皂苷及其同
分异构体。在正离子模式下峰１７同时还出现了

７２３．４３、５７７．３８和４１５．３３的碎片离子，推测其可能
分别丢失了１个葡萄糖基、１个葡萄糖基和１个鼠李
糖基以及２个葡萄糖基和１个鼠李糖基，这种结构
和纤细薯蓣皂苷相吻合，同时进样纤细薯蓣皂苷对
照品，其出峰位置刚好在峰１７位，因此推断峰１７为
纤细薯蓣皂苷，峰１２为偏诺皂苷元３ＯαＬ鼠李吡
喃糖基（１→２）［αＬ鼠李吡喃糖基（１→４）］βＤ葡萄
吡喃糖苷。

３　讨　论

３．１　样品的采集　通过药代动力学实验发现，重楼
中的甾体皂苷在大鼠体内的达峰时间和平均滞留时

间都非常长，平均滞留时间高达２０ｈ，因此我们在采
集尿液时，选择了２４ｈ内的尿液，以保证收集到足
够多的样品。

３．２　实验条件的优化　为了获得更高的灵敏度和
比较好的色谱分离，在方法的建立过程中，考察了３
种色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５．０μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８柱（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ，

５．０μｍ）和 ＭＧＣ１８柱（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ），
考虑到保留时间和分离效果，最终选择了 ＭＧＣ１８
柱。流动相主要考察了甲醇０．１％甲酸水（Ｖ／Ｖ），乙
腈水，乙腈０．１％甲酸水（Ｖ／Ｖ），结果表明乙腈
０．１％甲酸水（Ｖ／Ｖ）洗脱能力较强，而且响应也高，
因此选择乙腈０．１％甲酸水（Ｖ／Ｖ）为流动相。质谱
条件考察了不同的雾化气压力（３５ｐｓｉ、４０ｐｓｉ和４５

ｐｓｉ）、干燥气流速（９Ｌ／ｍｉｎ、１０Ｌ／ｍｉｎ和１１Ｌ／ｍｉｎ）
和碎片电压（９０Ｖ、１２０Ｖ、１５０Ｖ、１８０Ｖ、２１０Ｖ和

２４０Ｖ）对实验结果的影响，结果表明雾化气压力为

２７５．８ｋＰａ（４０ｐｓｉ），干燥气流速为１０Ｌ／ｍｉｎ，碎片电

压９０Ｖ（正离子模式）、１８０Ｖ（负离子模式）时，质谱
信号最好。

３．３　样品的处理　生物基质样品处理的原则是在
不损失待测成分的前提下尽可能降低干扰。在尿液
的处理过程中我们考察了样品浓缩后直接进样、甲
醇沉淀杂质后浓缩进样以及正丁醇液液萃取后浓缩

进样，发现水饱和的正丁醇萃取后进样能够减少杂
质的干扰，而且也不降低峰的响应，因此最终选择用
液液萃取处理样品。

　　本实验基于 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ建立了一整套生
物基质样品采集、分离分析方法，并成功地从大鼠尿
液中鉴别出２０种甾体皂苷类成分。此方法准确、可
靠，可为其他生物基质样品的分离分析提供有益的
参考。
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