
LC- MS法鉴定槲皮素在大鼠体内的主要代谢产物
*

符乃光,陈峰,魏娜,任守忠,刘明生,张俊清
**

(海南医学院药学系,海南省热带药用植物研究与开发重点实验室,海口 571101)

摘要  目的: 采用液相色谱 -质谱联用法 ( LC- MS)鉴定大鼠口服 ( ig)槲皮素单体后血浆中的代谢产物。方法: 血浆样品经过 B

-葡萄糖醛酸酶 /硫酸酯酶 ( G1512)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 ( APESI)负离子

条件下进行扫描,鉴定大鼠给药槲皮素 ( 100 mg# kg- 1 )单体后血浆中代谢产物的结构。结果:通过与对照品比较,结合质谱仪扫描结

果分析,在大鼠给药槲皮素单体后血浆中鉴定出槲皮素 (m /z 30019)、异鼠李素 (m /z 31419)及柽柳素 (m /z 31419)等代谢产物。结论:

采用酶水解的方法鉴定出大鼠血浆中槲皮素代谢多种产物,为进行含槲皮素中药及其复方的药物代谢动力学研究提供参考。
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Abstract Objec tive: To determ inate themetabo lites o f quercetin in rat plasma after an oral adm inistrat ion by LC

- M S. Methods: The rats w ere adm in istrated quercetin monomer so lution ( 100 mg# kg
- 1

) by oral adm in istration

and the b lood samp le were prepared. Quercetin, iso rhamnetin and tamarixetin w ere ex tracted from rat plasma after

enzym atic hydrolysis using B- g lucuron idase /sulfatase(G1512) in aqueousm ethano.l A fter enzymatic hydro lysis, the

analytes of interestw ere separated on a D iamonsil C18 co lumn. The mobile phase w as ace ton itr ile- 1% acetic ac id

( 29B71) w ith a flow rate of 110 mL# m in
- 1
. A Brukermass spectrometry equipped w ith an atmospheric pressure

electrospray ionization ( APESI) source w as used as detector and w as opera ted in negative ionmode. Results: Q uer-

ce tin, isorhamnet in and tamarixetin w ere identified through comparing w ith the standard spectrum and the results o f

mass spectrometry, .i e. m /z 30019 w as quercetin, m /z 31419 w as isorhamnetin andm /z 31419 w as tamarixet in.

Conc lusion: Enzymat ic hydro lysis can be used to identify the quercet inm etabo lites in rat plasma. And this m ethod

can be a gu idance for pharmacokinetics studies upon traditiona lCh inese med icine.
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黄酮类化合物因其具有重要的生物学和药理学

性质而受到广泛关注, 如槲皮素能竞争性地抑制

ATP、GTP,为磷酸供体的酪蛋白的磷酸化,对酪氨酸

蛋白激酶活性具有抑制作用,可能起到抗肿瘤的作

用。研究表明槲皮素在体内可能发生甲基化、葡萄

糖醛酸化及硫酸化反应, 报道过盐酸水解大鼠血浆

中槲皮素代谢物的情况
[ 1]
, 鉴定出槲皮素和异鼠李

素等物质。本文采用较为温和、专一的酶水解法来

处理大鼠血浆,去除内源性结合物,释放出药物的基

本母核结构,以便更深入了解槲皮素在大鼠血浆中

的代谢情况。槲皮素及甲基化产物异鼠李素、柽柳

素和香叶木素结构式见图 1。

1 材料与方法

111 实验动物  雄性 SD大鼠从四川省医学科学院四

川省人民医院实验动物研究所购买,许可证号: SCXK

(川 ) 2004- 15。每笼 2只,饲养环境温度控制在 20 e ,

适应时间为期 2周,每天控制自由进食、饮水时间为 8

h。大鼠饲料从长沙市开福区东创实验动物科技服务

部购买,主要组成为: 粗蛋白 2412%,粗脂肪 415%,粗

纤维 412%,钙 1133%,磷 018%,含水量 618%。
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图 1 槲皮素 (A )及其甲基化物异鼠李素 ( B )、柽柳素 ( C)和香叶木

素 ( D)的结构

Fig 1 S tructu res of quercet in ( A ), isorhamn et in ( B) , tam ar ixet in ( C ) ,

and d iosm etin ( D)

112 仪器与试药

B ruker Esquire 2000型液 -质联用仪 (瑞士布鲁

克公司 ); 美国W aters公司液相色谱仪 (包括 515型

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 Cascade IX超纯水器;日

本 KUBOTA公司 KR - 702型离心机; 美国 O rgano-

mat ion N - EVA
TM
111氮吹仪。

槲皮素由海南医学院药学系药物化学教研室提

供,含量大于 98%。对照品槲皮素与异鼠李素购自

中国药品生物制品检定所, 批号分别为 100081 -

200406和 110860 - 200407; 柽柳素 ( tam arixetin)和

香叶木素 ( d iosmet in )购自法国公司 Extrasyn these,

纯度 99% (HPLC含量测定用 )。 B-葡萄糖醛酸酶 /

硫酸酯酶 (G1512)从 S igma- A ldrich(上海 )贸易有限

公司购买。甲醇与乙腈均为色谱纯, 磷酸、醋酸、盐

酸、丙酮等试剂均为分析纯,实验用水为超纯水。

113 血浆样品采集  称取 SD大鼠 ( 180~ 220 g)置

于代谢笼中,禁食 12 h,自由饮水, 以 100 mg# kg
- 1

的剂量灌胃 ( ig)给药槲皮素 015% CMC - N a混悬

液,给药后 4 h内从腹腔静脉取血 (约 5 mL) ,全血

样品置已肝素化的试管中, 于 4 e 下 3000 r# m in
- 1

离心 10m in以分取血浆,置 - 40 e 冷冻贮存, 备用。

114 HPLC条件  采用 D iamonsil C18色谱柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ), 流动相为乙腈 - 1%醋酸溶液

( 29B71) ,检测波长 365 nm,流速 1mL# m in
- 1
,温度

30 e ,进样量 40 LL。

115 LC- M S条件  采用 D iamonsil C18色谱柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ), 流动相为乙腈 - 1%醋酸溶液

( 29B71) ,检测波长 337 nm,流速 1mL# m in
- 1
,温度

30 e , 进样量 20 LL。APESI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 301(槲皮素 )和 m /z 315(异鼠李素 )。

116 血浆样品处理  取 900 LL血浆加入 4mL小

瓶 (W aters, P /N 186000838C, )中, 加入香叶木素溶

液 ( 10 Lg# mL
- 1
, 甲醇溶解。内标 ) 10 LL, 用浓度

为 01583 mo l# L
- 1
的醋酸溶液调节 pH约 419,漩涡

混匀, 加入适量 B - 葡萄糖醛酸酶 /硫酸酯酶

( G1512)水解酶 ( 1单位 B- 葡萄糖醛酸酶 /硫酸酯

酶能水解 110 Lmol底物 ) ,密闭。在 37 e 水浴中水
平振荡 60m in,平均分成 2份,每份加入 6倍于取样

体积的丙酮水平振摇 30m in,样品在 4 e 下以 4000

r# m in
- 1
离心 30 m in, 合并上清液 N 2吹干,再用 015

mL甲醇溶解残渣,过 0145 Lm滤膜,即得
[ 2, 3]
。

2 结果

211 色谱结果  大鼠 ig槲皮素 ( 100 mg# kg
- 1
)单

体后,血浆经 B-葡萄糖醛酸酶 /硫酸酯酶 ( G1512)

酶处理后与空白血浆样品比较, 在 365 nm下, 可观

察到多个具有典型黄酮类吸收峰化合物。血浆样品

经过酶水解后,通过与对照品槲皮素、异鼠李素以及

柽柳素的保留时间对比, 初步确定水解产物中含有

槲皮素、异鼠李素和柽柳素 3种有对照品的化合物,

其他代谢物有待进一步研究。见图 2- A、B、C。

图 2 对照品 ( A)、空白 ( B )及样品 ( C )H PLC图谱

F ig 2 HPLC chrom atogram s of reference subs tan ces(A ) , b lank ( B ) and

samp le( C )

1.槲皮素 ( quercet in, 0132 Lg# mL- 1 )  2.内标香叶木素 ( diosm et in,

0120 Lg# mL- 1 )  3. 异鼠李素 ( isorham netin, 0145 Lg # mL- 1 )

4.怪柳素 ( tam arixetin, 0142 Lg# mL- 1 )
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212 质谱结果  采用电喷雾离子源, 以负离子方式

对大鼠给药槲皮素单体后经酶水解血浆样品进行检

测。从质谱图中获得样品中槲皮素、异鼠李素和柽

柳素 (二者为同分异构体 )的分子离子峰, 分别为

m /z 30019, 31419, 31419, 并与对照品质谱图相比

对, 可确定样品中确实存在槲皮素和异鼠李素及柽

柳素, m /z 29819是内标物香叶木素的分子离子峰。
对照品 LC- M S图见图 3- A、B、C、D、E;血浆样品

LC- M S图见图 4- A、B、C、D、E。

图 3 对照品 LC- M S图

Fig 3 LC- MS chrom atogram s of referen ce substances

A.离子流图及 HPLC色谱图 ( ion ch rom atogram and HPLC chrom atogram ): 1.槲皮素 ( qu ercetin )  2.香叶木素 ( diosm et in)  3.异鼠李素 ( isorham-

netin )  4.柽柳素 ( tam arixet in)

B.槲皮素质谱图 (m ass spectrogram of qu ercetin )  C.香叶木素质谱图 (m ass spectrogram of d iosm et in)  D.异鼠李素质谱图 ( m ass spectrogram of

isorham netin )  E.柽柳素质谱图 (m ass spectrogram of tam arixet in)
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图 4 血浆样品 LC- M S图

Fig 4 LC- MS chrom atogram s of p lasm a sam p le

A.离子流图及 HPLC色谱图 ( ion ch rom atogram and HPLC ch rom atogram )  B.槲皮素质谱图 ( qu ercetin m ass spect rogram )  C.香叶木素质谱图

( d iosm etin m ass sp ectrogram )  D.异鼠李素质谱图 ( isorhamn et in mass spect rogram )  E.柽柳素质谱图 ( tamarixetin m ass sp ectrogram )
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3 讨论
311 本文选用酶水解法处理大鼠血浆以释放母核

药物。槲皮素在 Ò相代谢中可能被葡萄糖醛酸化也

可能被硫酸酯化。一般地, 硫酸酯化在低底物浓度

下占主导,而葡萄糖醛酸缀合在高底物浓度时占主

导。又考虑到槲皮素口服生物利用度低
[ 4]
, 故选用

具有复合水解性质的 B-葡萄糖醛酸酶 /硫酸酯酶

( G1512)处理血浆样品,以获得更有价值的信息。

312 液相色谱、质谱结果表明, 槲皮素的血浆代谢

物中含有槲皮素、异鼠李素和柽柳素等黄酮类化合

物。这说明槲皮素部分是以原形吸收, 而另一部分

是经过胃肠道微生物菌群或酶转化为异鼠李素或柽

柳素等其他黄酮类物质后进入血液的。

313 通过对大鼠口服 ( ig)槲皮素单体后血浆中的

代谢产物的研究,了解槲皮素的入血形式,为含有槲

皮素成分的中药材及其复方制剂的药代动力学研究

提供科学依据。
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全国药检所微生物检验重点实验室建设研讨会在杭州顺利召开

  4月 22日至 24日中检所会同北京、天津、上海、黑龙江、江苏、浙江、广州、四川、总后共 9家药检所

的主管业务所长及微生物检验部门负责人在浙江省杭州市首次对药品检验所微生物检验重点实验室的

建设问题开展研讨。会议由浙江省食品药品检验所承办,浙江省食品药品监督管理局副局长吴宁一到

会并讲话,中检所党委书记、所长李云龙出席会议并讲话。

近年来药品不良事件频发,在每次事件中均涉及药品微生物的应急检验, 为应对日益突出的药品微

生物应急检验,增强整个药品检验系统的微生物检验能力已经成为一项十分紧迫的任务。为此,中检所

特组织上述 9个药检所就探索药品微生物检验重点实验室建设问题开展讨论。

会议组织了药品微生物检验的现状与发展专题讲座, 来自全国各药检所的代表就保证微生物检验

结果准确可靠的条件、如何实现对污染菌的快速追踪、鉴定, 以及药品微生物应急检验操作规程展开了

深入讨论。会议还对微生物检验重点实验室的硬件装备问题进行了研究, 展望了药品微生物检验的发

展方向。

详见 http: / /www. n icpbp. org. cn
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