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摘要 目的:采用液相色谱 －质谱联用技术鉴定大鼠给药山柰酚单体后血浆中代谢产物。方法:取给药后大鼠的血浆样品经
酶水解、酸水解后，进行色谱分离，采用液相色谱 －质谱联用仪检测，大气压电喷雾离子源( EPI) 负离子条件下进行扫描，鉴定
大鼠给药山柰酚( 30 mg·kg －1 ) 单体后血浆中代谢产物的结构。结果:通过与山柰酚对照品谱图比较，结合质谱仪扫描结果
分析，在大鼠给药山柰酚单体后血浆中鉴定出山柰酚( m/z 286. 0) 代谢产物结构。结论:采用酶水解、酸水解的方法可快速、有
效地鉴定出大鼠血浆中山柰酚代谢产物，为进行含山柰酚中药及其复方的药物代谢动力学研究奠定科学基础。
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LC －MS determination of nimbecetin metabolites in rat plasma*
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Abstract Objective: To determine the metabolites of nimbecetin in rat plasma after an oral administration by Liq-
uid chromatography － mass spectrometry( LC － MS) ． Methods: The rats were administrated with nimbecetin mono-
mer solution( 30 mg·kg －1 ) by oral administration and the blood sample were collected． After enzymolysis and acid
hydrolysis the analytes were separated and detected by LC － MS． A mass spectrometry equipped with an Atmospher-
ic Pressure Ionization － Electrospray ( EPI) source was used as detector and was operated in negative ion mode to i-
dentify the metabolites in plasma． Results: Nimbecetin were identified by comparing with the standard spectrum and
the results of mass spectrometry，i． e． m/z 286. 0 was nimbecetin． Conclusion: Enzymolysis and acid hydrolysis were
fast feasible method and could be used to identify the nimbecetin metabolites in rat plasma． Still this method could
be acted as referring during pharcokinetics studies upon Chinese material medica．
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黄酮是广泛存在于植物中的多酚类化合物，这

些化合物中黄酮醇类化合物具有广泛的生物活性，

比如抗癌、抗氧化等活性。人们日常饮食中的洋葱、
苹果、红酒中就含有大量的黄酮醇类化合物。流行
病学研究表明，通过日常饮食所摄入的黄酮的多少

与心血管疾病、癌症的发病率有密切的关系，摄入的
量多则发病率低［1］。
山柰酚为黄酮醇类化合物，广泛分布于植物中，

具抗氧化、抗炎、抗辐射、抗癌和预防心血管疾病等
药理活性［2］。药理研究表明，它可抑制金黄色葡萄
球菌、绿脓杆菌、伤寒杆菌和痢疾杆菌的生长; 对眼
醛糖还原酶有抑制作用; 能止咳祛痰; 利尿［3］。本

实验通过液相色谱 －质谱联用技术测定大鼠血浆中
的山柰酚及其代谢产物，主要是想弄清楚山柰酚在

大鼠血浆中的物质存在形式，为含山柰酚等黄酮类

成分中药及其复方的药动学研究奠定科学基础。
1 材料与方法
1. 1 实验动物 雄性 SD 大鼠由海南省药物研究
所提供。每笼 2 只，饲养环境温度控制在 20 ℃，适
应时间为期 1 周，每天控制自由进食、饮水时间为 8
h。
1. 2 仪器与试药
仪器: Bruker Esquire 2000 型质谱仪( 瑞士布鲁

克公司) ; 美国 waters 公司液相色谱仪( 包括 515 型
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输液泵，2996 型光电二极管阵列检测器，717 型自动
进样器) ; 美国 PALL公司 CascadeIX超纯水器; 日本
KUBOTA公司 KR － 702 型离心机; 美国 Organoma-
tion N － EVATM111 氮吹仪。
药品与试剂: 山柰酚对照品购自天津一方科

技有限公司。甲醇与乙腈均为色谱纯，磷酸、乙酸、
盐酸、乙酸乙酯等试剂均为分析纯，水为高纯水。
1. 3 血浆样品采集 取 SD大鼠( 180 ～ 220 g) 置于
代谢笼中，禁食 12 h，自由饮水，以 30 mg·kg －1的剂

量灌胃( ig) 给药山柰酚 0. 5% CMC － Na 混悬溶液，
给药后 4 h内从肝门静脉取血( 约 5 mL) ，全血样品
置已肝素化的试管中，于 3000 r·min －1离心 10 min
以分取血浆，置 － 40 ℃冷冻贮存，备用。
1. 4 色谱条件 色谱柱: Gemini 5 μ C6 － Phenyl
110A; 柱温: 30 ℃ ; 流动相为乙腈 － 0. 1%磷酸水溶
液( 30∶ 70) ; 流速为 1. 0 mL·min －1 ; 波长 365 nm。
1. 5 质谱条件 EPI 离子源，阴离子方式检测，扫
描范围 m/z 50 ～ 2200，用于定性分析的离子分别为
m/z→285( 山柰酚) 。
1. 6 血浆样品处理
1. 6. 1 甲醇沉淀蛋白处理 精密吸取血浆样品
0. 2 mL置硅烷化离心管中，加入甲醇 0. 6 mL旋混 3
min，12000 r·min －1离心 5 min，取上清液 80 μL 直
接进样分析［4］。

1. 6. 2 酶水解处理 取 0. 9 mL 血浆于 4 mL 小瓶
( Waters，P /N186000838C，) 中，加入 0. 1 mL 浓度为
0. 583 mol·L －1的乙酸溶液调 pH 至 4. 9，漩涡混
匀，加入 2. 5 × 104 U·L －1 Sulfatase( G1512) 水解酶，
密闭。在 37 ℃水浴中水平振荡 60 min，加入 6 倍于
取样体积的丙酮水平振摇 30 min，样品在 4 ℃下以
4000 r·min －1离心 20 min，合并上清液 N2 吹干，再

用 0. 4 mL 甲醇溶解残渣，过 0. 45 μm 滤膜，得样
品，进样 20 μL［5，6］。
1. 6. 3 酸水解处理 取 1. 0 mL 甲醇与 0. 4 mL 10
M HCl于 4 mL 小瓶( #WAT022468，Waters，Milford，
MA) 中混合均匀，加入血浆 0. 6 mL，小瓶用带隔膜
( #72714，Waters，Milford，MA) 的瓶帽( #72711，Wa-
ters，Milford，MA) 密闭，漩涡 3 min，于 90 ℃水浴中
反应 5 h，放冷，加入乙酸乙酯 2. 0 mL，漩涡均匀后
于 4 ℃下 5000 r·min －1离心 10 min 得上清液，N2

吹干，再用 0. 4 mL 甲醇溶解残渣，过 0. 45 μm 滤
膜，得样品，进样 40 μL［7 ～ 10］。
2 结果
2. 1 色谱结果 山柰酚给药大鼠血浆经“1. 6. 1”
项下方法处理后，未检测到山柰酚原形药物，但经过

“1. 6. 2”项、“1. 6. 3”项处理后，均检测到山柰酚原
形药物。结果见图 1 ～ 3。

图 1 未水解血浆样品色谱图
Fig 1 Chromatogram of plasma sample without hydrolysis

1．山柰酚对照品( kaempferol reference substances) 2． 2 h血浆样品( plasma sample) 3．空白血浆样品( blank)

2. 2 质谱结果 采用电喷雾离子源，以负离子方式
对大鼠给药山柰酚单体后经酶、酸水解血浆样品及
山柰酚对照品进行检测。从一级全扫描质谱图中均
获得山柰酚的分子离子峰，分别为 m/z 285. 1，
284. 9，285. 0。结果见图 4。
3 讨论
3. 1 对大鼠给药山柰酚单体( 30 mg·kg －1 ) 后血浆

中代谢产物的研究结果表明，血浆中检测不到山柰

酚原形药物，经酶、酸水解后仅检测到山柰酚，而未
检测到其他黄酮类物质，说明血浆中山柰酚主要以

结合物的形式存在。这与文献报道［11］山柰酚在体
内与葡萄糖醛酸及硫酸形成结合物基本一致。
3. 2 课题组前期对大鼠给药槲皮素单体( 100 mg·
kg －1 ) 后血浆中代谢产物亦进行了研究，结果发现血
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图 2 经酶、酸水解血浆样品色谱图
Fig 2 Chromatogram of plasma sample after acid hydrolysis and enzymatic hydrolysis

1．山柰酚对照品( kaempferol reference substances) 2． 2 h血浆酶水解样品( enzymatic hydrolysis plasma sample) 3． 2 h 血浆酸水解样品( acid

hydrolysis plasma sample) 4．血浆酸水解空白样品( blank of acid hydrolysis plasma sample) 5．血浆酶水解空白样品( blank of enzymatic hydrolysis

plasma sample)

图 3 紫外吸收图谱
Fig 3 The UV spectral

A．山柰酚对照品( kaempferol reference substances) B．酶水解血浆样

品( plasma sample after enzymatic hydrolysis ) C． 酸水解血浆样品
( plasma sample after acid hydrolysis)

浆中也检测不到槲皮素原形药物，但经酶水解后检

测到槲皮素、异鼠李素等几种黄酮类物质，说明槲皮
素部分是以原形吸收，而另一部分是经过胃肠道微

图 4 质谱图
Fig 4 Mass spectrograms

A．山柰酚对照品( kaempferol reference substances) B．酶水解血浆样

品( plasma sample after enzymatic hydrolysis ) C． 酸水解血浆样品
( plasma sample after acid hydrolysis)

生物菌群或酶转化为异鼠李素等其他黄酮类物质后

进入血液的，这与山柰酚的代谢情况是不同的。
3. 3 课题组前期对海南枫蓼肠胃康复方体外化学
成分的研究工作证明，该复方有效成分有槲皮素、山
柰酚等 5 种黄酮单体存在。因此，对该两种黄酮单
体的体内代谢产物情况的研究工作基础，将为研究

该复方药物代谢动力学寻找合理的指标成分奠定科

学基础。
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