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高效液相色谱-四级杆飞行时间串联质谱法分析瑞香素 
在大鼠肠壁的代谢产物 

单进军 1, 邓海山 2, 文红梅 2, 吴  皓 2, 汪受传 1, 狄留庆 2* 

(南京中医药大学 1. 第一临床医学院, 2. 药学院, 江苏 南京 210046) 

摘要: 研究瑞香素在大鼠肠壁产生的代谢产物。采用大鼠在体肠灌流模型, 分别收集瑞香素 0～2 h 内的十

二指肠、空肠、回肠和结肠灌流液, 以液相色谱-四级杆飞行时间串联质谱法分析肠道灌流液中瑞香素的代谢产

物。在大鼠十二指肠、空肠、回肠灌流液中共发现瑞香素原形药物和 4 个代谢产物, 分别推测为瑞香素-7-硫酸

酯、瑞香素-8-硫酸酯、瑞香素-7-葡糖醛酸结合物和瑞香素-8-葡糖醛酸结合物; 而在结肠灌流液中未发现代谢产

物。在瑞香素的 4 个代谢产物中, 瑞香素-7-硫酸酯和瑞香素-8-硫酸酯 (m/z 257) 为首次发现的瑞香素在大鼠体

内的Ⅱ相代谢产物, 揭示了其在大鼠体内代谢的新途径。 
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Abstract: In this study, daphnetin and its major metabolites in the intestinal wall of rats were identified by 

liquid chromatography and quatrupole-time of flight mass spectrometry.  Perfusion fluid of duodenum, jejunum, 
ileum and colon were collected separately for 2 hours from the rat intestine following perfusion with daphnetin.  
The metabolites of daphnetin in the perfusion fluid of different intestine segments were analyzed by the liquid 
chromatography and quatrupole-time of flight mass spectrometry.  It is shown that the parent drug daphnetin and 
four metabolites were found in the perfusion fluid of duodenum, jejunum and ileum.  However, no metabolites 
were found in the colon.  Among the four metabolites, two daphnetin sulfates (m/z 257) were first discovered as 
the phase II metabolites of daphnetin in rats, which revealed a new way of daphnetin metabolism in rats. 
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 瑞香素 (又称祖师麻甲素) 具有较好的抗炎、镇

痛及免疫调节作用, 是祖师麻治疗类风湿关节炎的

主要活性成分[1]。作者[2−4]前期研究发现, 瑞香素在 
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大鼠体内能快速分布并消除, 其在肠壁内的吸收机

制以被动扩散为主; 其在肠壁发生了代谢, 但具体代

谢产物尚未见报道。本实验在前期研究的基础上, 以
大鼠在体肠灌流为模型, 采用高效液相色谱-四级杆

飞行时间串联质谱为检测技术分析了瑞香素在大鼠

各肠壁的代谢产物, 进一步揭示瑞香素的肠道吸收

和代谢机制, 从而为瑞香素的药理作用机制研究和

剂型选择奠定基础。 
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材料与方法 
试剂与药品  瑞香素购自中国药品生物制品检

定所 (批号: 0900-200102), 甲醇为色谱纯, 超纯水。 
实验动物  雄性 Sprague-Dawley 大鼠 10 只, 体

重 300～350 g。由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供, 动物许可证号 SCXK (沪) 2007-0005。 
仪器  美国 Waters 2695 高效液相色谱仪-Q-TOF

高分辨质谱联用仪; BT00-300M 恒流蠕动泵 (保定兰

格恒流泵有限公司)。 
大鼠肠灌流液的收集[3]与处理  SD 大鼠 10 只, 

实验前禁食过夜 (自由饮水), 随机分为空白组和实

验组。10% 水合氯醛溶液麻醉 (3 mL·kg−1), 固定, 沿
腹中线打开腹腔, 分离出十二指肠、空肠、回肠和结

肠, 取约 10 cm 于两端切口插管, 结扎, 用生理盐水 
(37 ℃) 将肠内容物冲洗干净, 再排净生理盐水。实

验时取一定量的供试液 (质量浓度为 20 μg·mL−1, 预
热至 37 ℃), 先以 1.0 mL·min−1 的流速灌流 10 min, 
再将流速调为 0.2 mL·min−1, 预平衡 30 min 后, 开 
始收集各肠段 120 min 内的灌流液。分别精密吸取  
各肠段的灌流液 1 mL, 加入 0.1 mol·L−1 盐酸 10 μL, 
12 000 r·min−1离心 15 min 后, 上清液经 0.45 μm滤膜

过滤, 续滤液备用。 
HPLC 色谱条件   色谱柱 : ZORBAX SB-C18 

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 流动相: 甲醇−0.5% 醋酸 
(22∶78); 流速: 1.0 mL·min−1; 柱温: 30 ℃; 进样量: 
10 μL; DAD 扫描波长: 190～400 nm。 

质谱条件  负离子模式: ESI 离子源, 质量范围

m/z 50～500, 离子源喷射电压  −4.50 kV; 毛细管温

度 200 ℃; 毛细管电压 −10 V。以氦气为碰撞气, 鞘
气 (N2) 流速 550 L·h−1。一级质谱 (Full scan) 采用

全扫描模式, 二级质谱 (Full scan MS2) 采用区段扫

描模式。 
 

结果 
1  瑞香素在大鼠肠壁的主要代谢产物 

通过与大鼠空白肠灌流液比较, 在 HPLC 色谱 
图中观察到瑞香素的 4个代谢产物M1 (tR = 2.9 min)、
M2 (tR = 3.9 min)、M3 (tR = 5.3 min) 和 M4 (tR = 7.6 
min), 保留时间 tR 均小于原形药瑞香素 M0 (tR = 12.4 
min), 如图 1。由于采用的是反相色谱柱, 因此代谢物

的极性均大于瑞香素。紫外光谱显示 M1、M2、M3
和 M4 的 λmax 分别为 326、319、309 和 323 nm, 与原

形药瑞香素的 λmax (325 nm) 基本相似, 推断 4 个代 

 
Figure 1  HPLC chromatogram of intestine perfusate with 
daphnetin 
 
谢产物的母核结构与瑞香素基本一致。 
1.1  原形药物M0  准分子离子峰m/z 177的化合物, 
与瑞香素的 ([M−H]−) 一致, 经二级质谱检测到 m/z 
93、105、121、149 等主要碎片离子, 相对应的特征

中性碎片离子丢失分别为 84、72、56、28 u 等, 与瑞

香素质谱断裂特征规律相同[5], 因此推测为原形药物

瑞香素。 
1.2  代谢产物 M1 和 M2  在一级全扫描质谱中, 代
谢产物 M1 和 M2 的准分子离子峰 ([M−H]−) m/z 均 
为 257, 比瑞香素的准分子离子 [M−H]− (m/z 177) 多
80 u, 说明 M1 和 M2 可能为瑞香素结构中增加了一

分子硫酸 (+80 u) 而形成的代谢产物。在此基础上, 
对 M1 和 M2 进行二级质谱分析 (图 2), 二级质谱主

要碎片离子均有 m/z 177, 丢失一分子硫酸 (−80 u); 
同时还发现了 m/z 149、121、105 和 93 等主要碎片

离子, 其质谱断裂特征规律与原瑞香素相似。推测一 
 

 
Figure 2  MS2 spectra of M1 (A) and M2 (B) 
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分子硫酸与瑞香素的 7 位或 8 位酚羟基结合, 结合文

献[6], 初步确定代谢产物 M1 为瑞香素-7-硫酸酯, M2
为瑞香素-8-硫酸酯。 
1.3  代谢产物 M3 和 M4  在一级全扫描质谱中,  
代谢产物 M3 和 M4 的准分子离子峰 ([M−H]−) m/z
均为 353, 比瑞香素的准分子离子 ([M−H]−) 多 176 u, 
说明 M3 和 M4 可能为瑞香素结构中增加了一分子 
葡糖醛酸 (+176 u) 而形成的代谢产物。在此基础上, 
对 M3 和 M4 进行二级质谱分析 (图 3), 二级质谱  
主要碎片离子均有 m/z 177, 丢失一分子葡糖醛酸 
(−176 u); 同时还发现了 m/z 149 碎片离子。推测一分

子葡糖醛酸与 7 位或 8 位酚羟基结合, 结合文献[6], 
初步确定代谢产物 M3 为瑞香素-7-葡糖醛酸结合物, 
M4 为瑞香素-8-葡糖醛酸结合物。 
 

 
Figure 3  MS2 spectra of M3 (A) and M4 (B) 

 
2  瑞香素在大鼠肠壁的代谢产物与途径 

瑞香素与大鼠小肠黏膜上皮细胞中含有的葡糖

醛酸转移酶、硫酸转移酶发生Ⅱ相代谢结合反应 (图
4), 分别生成瑞香素-7-硫酸酯 (M1)、瑞香素-8-硫酸

酯 (M2)、瑞香素-7-葡糖醛酸结合物 (M3) 和瑞香 
素-8-葡糖醛酸结合物 (M4), 其中瑞香素-7-硫酸酯

和瑞香素-8-硫酸酯为瑞香素在大鼠体内首次发现的

Ⅱ相代谢产物。 
 

讨论 
本实验结果表明, 瑞香素在大鼠小肠壁发生了

代谢, 可能是导致其口服生物利用度不高的一个重 

 
Figure 4  Metabolic pathway of daphnetin in the intestinal wall 
of rat 

 
要因素。国外近年来研究发现, 肠道黏膜上皮细胞中

除分布了与吸收相关的转运体 (如 P-gp、MRP 和

BCRP) 外 , 还存在着一些与肝脏相同的代谢酶如

CYP450s、UGTs 和 SULTs 等[7]。虽然肠道代谢酶的

种类及含量均低于肝脏, 但由于药物口服后, 先于肝

脏而通过小肠, 因此小肠对口服药物的首过效应不

容忽视。国内一些学者已认识到肠道对口服药物的代

谢作用在体内处置中占有重要地位[8], 但国内对肠道

的代谢作用多集中于肠道菌群代谢研究, 有关肠壁

代谢的研究报道较少[9−11]。 
大鼠在体肠灌流模型不仅很大程度地保证了肠

壁神经以及内分泌输入, 同时也保证了血液及淋巴

液的供应, 提高了生物活性[12]。大鼠肠壁含有 UGTs
和 SULTs 等代谢酶, 可和酚羟基、醇羟基发生Ⅱ相

代谢结合反应。瑞香素结构中 7, 8位连接两个酚羟基, 
因此在肠壁极易与上述代谢酶发生结合反应[13]。代

谢产物瑞香素葡糖醛酸结合物与文献[6]报道一致, 而
瑞香素硫酸酯为首次发现的瑞香素在大鼠体内的Ⅱ

相代谢产物。 
十二指肠、空肠和回肠的 UGTs、SULTs 的表   

达水平相似[7], 本实验在大鼠十二指肠、空肠和回肠

的灌流液中均检测到了瑞香素葡糖醛酸结合物和硫

酸结合物, 说明瑞香素在小肠黏膜上皮细胞中含有

的 UGTs 和 SULTs 作用下, 与瑞香素发生了结合反

应。但在结肠灌流液中未检测到代谢产物, 原因可能

为: ① UGTs和 SULTs在结肠中的表达水平远低于小

肠段[7]; ② 实验前用生理盐水将大鼠肠道内容物冲

洗干净和实验中灌流液的冲洗会造成部分菌群流失

和破坏, 从而使肠道菌群对瑞香素的代谢处置作用

减弱或消失; ③ 整个实验系统处于一个较为开放的

有氧环境状态, 而肠道菌 99% 为厌氧菌, 即使冲洗不

造成菌群流失, 在如此有氧状态下, 菌群代谢作用会

大大减弱[14]。 
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