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快速液相高分辨飞行时间质谱技术鉴别大鼠血中淫羊藿及其代谢产物
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　　［摘要］　目的　运用快速液相高分辨飞行时间质谱（ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ）技术鉴别淫羊藿大鼠给药后的入血成分及代谢产

物，以探索淫羊藿可能的药效成分及体内代谢过程。方法　色谱分离采用ＳＨＩＳＥＩＤＯＭＧＣ１８（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３μｍ）色谱
柱；流动相为乙腈（Ａ相）和０．１％甲酸水溶液（Ｂ相），梯度洗脱：０～３ｍｉｎ（５％～１９％Ａ），３～１３ｍｉｎ（１９％～３２％Ａ），１３～２５

ｍｉｎ（３２％～５２％Ａ），２５～３０ｍｉｎ（５２％～７０％Ａ）；柱温２５℃；流速０．６ｍＬ／ｍｉｎ，柱后分流比为３１。质谱定性采用飞行时间质

谱，电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式，质量数扫描范围ｍ／ｚ１００～１０００。结果　鉴别出淫羊藿中３种入血成分及４种代谢物。

结论　所建方法快捷、有效，可用于淫羊藿体内成分鉴别，为进一步的药效试验提供了参考和依据。
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　　淫羊藿为小檗科植物淫羊藿（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖ

ｉｃｏｒｎｕｍ Ｍａｘｉｍ．）的干燥地上部分，是我国传统的补

益中药，在中医上常用于补肾阳，强筋骨，祛风湿［１］。

迄今为止，已从淫羊藿中分离出来各种化学成分１００
种以上，其主要活性成分为黄酮类，以淫羊藿苷、朝

霍定Ａ、朝霍定Ｂ、朝霍定Ｃ、淫羊藿次苷Ⅱ为主［２４］。

近年来对于淫羊藿的体内分析以淫羊藿苷的药动学

研究居多［５６］，而对其药材入血成分及代谢物鉴别的

报道较少。血清药物化学研究表明［７］，药材中所含

各种化学成分只有入血后才会产生相应的药理作

用，因此，明确淫羊藿的入血成分及体内代谢对于体

内药效研究具有重要意义。本研究在课题组前期采

用飞行时间质谱（ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＴＯＦ／ＭＳ）技术对淫羊藿体外４３种化学成分鉴别的

基础上［８］，对其入血成分及相应的代谢产物进行了

进一步的鉴别和确认。
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１　仪器、试药和方法

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００系列快速液相色谱仪（美

国安捷伦公司），配有在线脱气机、二元泵、自动进样

器、柱温箱和二极管阵列检测器；Ａｇｉｌｅｎｔ６２２０高分

辨飞行时间质谱仪（美国安捷伦公司），配有标准电

喷雾离子源（ＥＳＩ），分析软件为 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ在线工

作站和 ＱｕａｌｉａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ离线分析软件。ＤＪ０４
药材粉碎机（上海淀久公司）；ＪＹ１０００１电子天平（上

海精密科学仪器有限公司）；ＫＵＤＯＳＳＫ２２００Ｈ 超

声发生器（上海科导超声仪器公司）；Ｒ２０１旋转蒸发

器（上海申胜生物技术有限公司）；高速离心机（Ａｂ

ｂｏｒｔ，ＵＳＡ）；ＮＥＶＡＰ型氮吹仪（ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＡｓ

ｓｏｃｉａｔｅｓ，ＵＳＡ）。

１．２　试药　淫羊藿药材产自湖北，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黄宝康

副教授鉴定为小檗科植物淫羊藿（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖ

ｉｃｏｒｎｕｍ Ｍａｘｉｍ．）的干燥地上部分。乙腈和甲酸为

色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ，ＵＳＡ），乙醇为分析纯，水为纯水。

１．３　淫羊藿提取物的制备　称取淫羊藿药材粉末

５０ｇ（过４０目筛），置于１０００ｍＬ烧杯中，加入７０％
乙醇５００ｍＬ，用玻棒混匀，封口膜封好，放置过夜。

次日将其超声１ｈ，过滤掉药渣，得滤液。将滤液放

置水浴加热，浓缩至２００ｍＬ，加入３倍体积的无水

乙醇，４℃放置过夜。次日过滤掉多糖等成分，于

５０℃减压回收溶剂，大约得２５ｍＬ的提取物浓缩液，

浓度相当于原药材约２．０ｇ／ｍＬ。

１．４　体内样品的采集　６只ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）

大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，雄性，由第二军医大学动

物实验中心提供，动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１１

０００３，受试前禁食１２ｈ，全程不禁水。灌胃前眼眶取

血，收集空白血样１ｍＬ，然后灌胃给药淫羊藿提取

液，每１００ｇ体质量给药２ｍＬ，眼眶取血收集给药后

３０、６０和１２０ｍｉｎ的血样各１ｍＬ，１０７５×ｇ离心５

ｍｉｎ，分离血浆，置－４０℃冰箱保存。

１．５　体内样品前处理　取血浆样品２００μＬ，加入乙

腈４００μＬ，涡旋３０ｓ，７８３０×ｇ离心１０ｍｉｎ。吸取

４００μＬ上清液于３０℃水浴中Ｎ２流吹干，残渣加１００

μＬ甲醇复溶，离心，取上清液５μＬ进样分析。

１．６　色谱条件　色谱柱：ＳＨＩＳＥＩＤＯ ＭＧＣ１８（３．０

ｍｍ×１００ｍｍ，３μｍ），保护柱 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８
（４．６ｍｍ×１２．５ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ相）

和０．１％甲酸溶液（Ｂ相），梯度洗脱，Ａ相比例随时

间的变化：５％～１９％（０～３ｍｉｎ）；１９％～３２％（３～

１３ｍｉｎ）；３２％～５２％ （１３～２５ｍｉｎ）；５２％～７０％
（２５～３０ｍｉｎ）。进样量：５μＬ。流速：０．６ｍＬ／ｍｉｎ。

柱温２５℃。运行时间３０ｍｉｎ。柱后分流比为３１。

１．７　质谱条件　采用ＥＳＩ源，正离子模式，雾化气

为高纯氮气。具体质谱参数：毛细管电压４０００Ｖ，

干燥气温度３５０℃，干燥气流速９Ｌ／ｍｉｎ，雾化气压

力３５ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），碎片电压为１８０～

３００Ｖ；参比离子ｍ／ｚ１２１．０５０８、ｍ／ｚ９２２．００９７；质

量数扫描范围 ｍ／ｚ１００～１０００。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１×

１０－６。

２　实验结果

２．１　淫羊藿入血成分的基峰图（ｂａｓｅｐｅａｋｃｈｒｏｍａｔ

ｏｇｒａｍｓ，ＢＰＣ）　合并每只大鼠３０、６０、１２０ｍｉｎ的血

样，按前述体内样品前处理条件处理，并按前述色谱

及质谱实验条件进样，得血浆样品总离子流图（ｔｏｔａｌ

ｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ，ＴＩＣ），由于本底较高，图谱均采

用扣除本底和滤噪处理，见图１。

２．２　淫羊藿原型成分及代谢产物的鉴别　比较空

白血浆样品、给药后血浆样品及淫羊藿提取物体外

鉴别的ＴＯＦ／ＭＳ图谱，通过提取离子流图 （ｅｘｔｒａｃｔ

ｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ，ＥＩＣ）分析差异峰，在淫羊藿给

药后血浆样品中找到７个有鉴别意义的峰。通过图

１Ｂ中色谱峰的［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋等准分子离子

峰确定被测物质的精确相对分子质量，应用Ｑｕａｌｉｔａ

ｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ软件计算可能的分子组成（误差＜５×

１０－６），结合核素分布情况与淫羊藿已知化学成分进

行匹配，所得结果对比体外样品的鉴别结果［８］，确定

其中３个峰（峰１、５、７）为原型成分。对于其他４个

可能的潜在代谢产物（峰２、３、４、６），根据淫羊藿化学

成分结构的特点（活性官能团），推测其在体内可能

发生的代谢反应（Ⅱ相结合反应为主），通过质谱图

中准分子离子峰在调节碎裂电压（３００Ｖ）后得到的

碎片离子，以及淫羊藿化学成分的裂解规律推测这４
个代谢产物为原成分的Ⅱ相代谢葡萄糖醛酸化的产

物（质量数差值１７６）。淫羊藿大鼠血浆代谢产物的

质谱数据见图２。７种淫羊藿大鼠血浆入血成分及

代谢产物的鉴别结果见表１。
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图１　淫羊藿体内体外的ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ基峰图

Ｆｉｇ１　ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳｂａｓｅｐｅａｋｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｏｆｒａｔｐｌａｓｍａ（Ａ），

ｐｌａｓｍａｏｆｒａｔｇｉｖｅｎＥｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ Ｍａｘｉｍ．（Ｂ），ｅｘｔｒａｃｔｏｆＥｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍ Ｍａｘｉｍ．（Ｃ）

ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ：ｒａｐｉｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ．１：ＥｐｉｍｅｄｉｎＣ；２：ＥｐｉｍｅｄｉｎＣ（７

ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；３：ＥｐｉｍｅｄｉｎＢ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；４：Ｉｃａｒｉｉｎ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；５：ＩｃａｒｉｓｉｄｅⅠ；６：ＥｐｉｍｅｄｉｎＡ（７ｇｌｙｃｕ

ｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；７：ＩｃａｒｉｓｉｄｅⅡ；Ｘ：Ｉｃａｒｉｉｎ

图２　淫羊藿大鼠血浆代谢产物的质谱图

Ｆｉｇ２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｅｐｉｍｅｄｉｕｍｏｆｄｏｓｅｄｒａｔｐｌａｓｍａ

Ａ：ＥｐｉｍｅｄｉｎＣ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；Ｂ：ＥｐｉｍｅｄｉｎＢ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；Ｃ：Ｉｃａｒｉｉｎ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）；Ｄ：ＥｐｉｍｅｄｉｎＡ（７ｇｌｙ

ｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ）
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表１　淫羊藿入血成分与代谢产物鉴别结果

Ｔａｂ１　Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｅｐｉｍｅｄｉｕｍｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｏｒｍｕｌａｒ ［Ｍ＋Ｈ］＋ ［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃｏｍｍｅｎｔ

１３．９１ ＥｐｉｍｅｄｉｎＣ Ｃ３９Ｈ５０Ｏ１９ ８２３．３０３１ ８４５．２８５５ Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ

１４．１７ ＥｐｉｍｅｄｉｎＣ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ） Ｃ３９Ｈ４８Ｏ２０ ８３７．２８３４ ８５９．２６５１ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

１４．３８ ＥｐｉｍｅｄｉｎＢ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ） Ｃ３８Ｈ４６Ｏ２０ ８２３．２６４６ ８５７．２４６８ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

１５．０９ Ｉｃａｒｉｉｎ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ） Ｃ３３Ｈ３８Ｏ１６ ６９１．２２２１ ７１３．２０４５ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

１６．１３ ＩｃａｒｉｓｉｄｅⅠ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１１ ５３１．１８７３ ５５３．１６７４ Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ

１７．３２ ＥｐｉｍｅｄｉｎＡ（７ｇｌｙｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ） Ｃ３９Ｈ４８Ｏ２１ ８５３．２７８３ ８７５．２５９５ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

２３．２５ ＩｃａｒｉｓｉｄｅⅡ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１０ ５１５．１９２１ ５３７．１７３３ Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ

３　讨　论

３．１　实验条件的优化　淫羊藿提取物的制备采用

了醇沉去多糖的方法，以最大化地对提取物进行浓

缩。在采血点的设计上，考虑到药物在体内的吸收

与代谢是一个动态变化过程，不同时间点血浆中的

成分及其含量存在差异，为不遗失各时间点出现的

原型成分及代谢物，分别采集了３０、６０和１２０ｍｉｎ
三个时间点的血样，再混合后进样。在样品前处理

的考察中，为了尽量减少血浆中内源性物质的干扰，

获取更多的入血成分信息，对血浆样品预处理方法

进行优化。结果发现液液萃取虽然去除内源性物

质的能力较强，但是淫羊藿中的主要成分在 ＴＯＦ／

ＭＳ上不能得到较好的响应，不利于后续的分析；而

蛋白沉淀的方法虽然不能完全去除内源性成分对分

析的影响，但是主要的化合物能够得到较好的离子

响应，所以最终确定了前述的血浆样品处理方法。

３．２　淫羊藿体内代谢分析　淫羊藿提取物大鼠灌

胃给药后血浆样品中找到７个峰，相比于体外４３种

成分的鉴别结果，可推断大部分黄酮类成分入血后

迅速代谢，无法找到原型成分。其中找到的３个原

型成分分别是ｅｐｉｍｅｄｉｎＣ、ｉｃａｒｉｓｉｄｅⅠ和ｉｃａｒｉｓｉｄｅ

Ⅱ。其中ｅｐｉｍｅｄｉｎＣ在药材中含量本来就非常高，

而体外指标成分ｉｃａｒｉｉｎ（图１Ｃ，峰Ｘ）却未在血中检

测到，由此推测另外２个具有相同母核的入血成分

ｉｃａｒｉｓｉｄｅⅠ和ｉｃａｒｉｓｉｄｅⅡ可能部分为ｉｃａｒｉｉｎ经体内

代谢３位和７位脱糖的产物，而非全部来自药材中

含的原型成分。其他４个潜在的代谢产物，根据质

谱裂解规律和文献报道［３４］，推测均为原型成分７位

的葡萄糖醛酸化产物。由此看来，淫羊藿中的主要

黄酮类成分入血后容易发生７位的脱糖及葡萄糖醛

酸化，原型成分难以检测到。

　　本研究在淫羊藿化学成分体外鉴别的基础上，

应用ＲＲＬＣＴＯＦ／ＭＳ联用技术对淫羊藿的入血成

分及代谢产物进行鉴别和确认，以探索其可能的药

效成分及体内代谢过程，共找到３个入血成分和４
个代谢产物。本研究为淫羊藿药材药效物质的筛选

提供了参考和依据。
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