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摘要  目的: 研究大鼠尿液中白藜芦醇衍生物 (E ) - 3, 5, 4c-三甲氧基 - 1, 2-二苯乙烯 ( BTM - 0512)的主要代谢产物结构

及代谢途径。方法: 尿样采用 C18固相萃取小柱 ( SPE)处理,用 LC /M S /M S技术分析推测 BTM - 0512在大鼠体内代谢产物的

结构, 结合 UV、IR、NM R等技术对代谢产物 M 1进行结构确证。结果: BTM - 0512在大鼠体内有多种代谢物, 所建立的 LC /

M S /M S方法可用于寻找并鉴定主要代谢产物。结论: 首次从大鼠尿液中鉴定出 3个Ñ相和 1个Ò相代谢产物 ( M 1- M 4) ,推

断出 BTM - 0512在大鼠体内的代谢途径,并确证了代谢产物 M 1的结构。
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Studies on metabolic structures and pathways
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Abstract Objec tive: To ident ify them a jo r m etabolites and m etabo lic pathw ays o f resveratrol derivative (E ) - 3,

5, 4 -' trim e thoxystilbene, BTM - 0512) in rat urine. Methods: Sam ples w ere pretreated by using so lid- phase ex-

traction techn ique ( SPE ) w ith C18 cartridges, and a LC /MS /M S m ethod w ith e lectrospray ion ization ( ESI) , positive

ion m ode and collision induced d issociat ion ( C ID ), w as used to eluc idate the structures o f the m a jor m etabo lites o f

BTM - 05121UV, IR and NMR w ere used to ident ify the structures ofM 11 Results: The results proved that the LC /

M S /M S m ethod estab lished w as sim p le, reliab le and sensitive, and can be easily screened and identified the struc-

tures o f them a jor m etabo lites of BTM - 0512 in rat urine; itwas better to understand its in vivo m etabolism. Conc lu-

sion: Them a in m etabo lites o fBTM - 0512 are three phase Ñ and one phaseÒm etabo lites in rat urine, the possible

m etabo lic pathw ays is proposed for the first tim e. The structure ofM 1 is authent icated by com bining w ith spectra

techno log ies.
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  白藜芦醇衍生物 ( ( E ) - 3, 5, 4c- 三甲氧基 -

1, 2-二苯乙烯, BTM - 0512)是以天然植物虎杖中

提取的白藜芦醇为原料, 经甲基化反应制得
[ 1 ]
。近

年来文献报道指出, BTM - 0512有较强的抗血管生

成作用,抑制内皮细胞增殖、生长、胶原质侵入和形

态形成等活性是白藜芦醇的 30 ~ 100倍;有很强的

血管靶向性,可显著引起微管分解和微管蛋白解聚

等
[ 2]
。另外, 还有抗癌活性

[ 1, 3~ 5]
、抗过敏性

[ 6]
及雌
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激素受体调节剂作用
[ 7]
等。研究表明, 白藜芦醇经

结构改造后,分子中 3个活性酚羟基被甲氧基取代

后,分子结构稳定性和脂溶性及生物利用度均有显

著提高,并发现有广泛的药理活性,是一种具有开发

前景的潜在新药。

目前,有关 BTM - 0512在生物体内的生物转化

及结构分析方面的研究, 尚未见文献报道。本文采

用 LC /M S /M S技术对 BTM - 0512在大鼠体内的生

物转化进行研究。建立大鼠尿样中 BTM - 0512代

谢产物的分析方法并鉴定了 4个代谢产物结构,结

合光谱技术对代谢产物 M 1进行结构确证,并推测

出 BTM - 0512在大鼠体内的代谢途经。

1 仪器与材料

LC- M S /MS联用系统: ACQU ITY
TM
超高效液

相色谱系统 (W aters Corp, M ilford, MA, USA ) ,配备

自动进样器与二元溶剂控制器。M ICROMASS
m

Quatlro Prem ier XE质谱检测器 (W aters Corp, M i-l

fo rd, MA, USA ) , M asslynx
TM

410工作站。超纯氦气

为碰撞气,高纯氮为雾化气。 SHMADZU UV2450紫

外分光光度计 ( Shm adzu, Japan) , N ico let AVATAR

360 FT - IR仪 ( N ico le,t USA ) , B ruker Avance 500

MH z核磁共振仪 ( BRUKER, Germ an)。

BTM - 0512 对照品 (纯度 9915%, 批号:

050111)及原料 (纯度 9913% , 批号 06010 )由中南

大学化学化工学院提供; B-葡萄糖醛酸酯酶 ( B-

glucuronidase, type Ù - A from escherich ia co li) , 硫

酸酯酶 ( ary l- sulfatase, type Ö from aerobacter aero-

genes)均为 Sigm a公司产品。甲醇为色谱纯 (M erck

com pany, Inc. , Darm stad,t Germ any) ;醋酸铵、甲酸为

色谱纯 ( Tedia com pany Inc. Fa irfield, Oh io, USA ) ,水

为超纯水。

2 实验动物

健康 SD大鼠 5只, 体重 120- 230 g, 由中南大

学湘雅二医院动物室提供 [ SYXK (湘 ) 2004 -

0013]。单笼喂养, 20 e ? 2 e , RH ( 50 ? 20)% , 12

h光照昼夜循环。

3 色谱 -质谱条件

色谱柱: Therm o BDS H ypersilC18 ( 416 mm @ 250

mm, 5 Lm ), 预柱: Phenom enex C18 ( 4 mm @ 3 mm, 5

Lm )。固相萃取柱: Ag ilent C leanert
TM

ODS ( 3 mL#

200 mg
- 1

) ,用前先用甲醇 2 mL,再用水 1 mL淋洗,

进行预处理。流动相: A为 10 mm o l# L
- 1
醋酸铵

( 012%甲酸 ), B为甲醇。梯度程序: 0~ 5 m in, 40%

y 20% B; 5 ~ 18 m in, 20% B; 18 ~ 20 m in, 20% y

40% B; 20 ~ 25 m in, 40% B。流速: 0185 mL #

m in
- 1

, 柱后按 3B1比例分流,进入质谱检测器。

质谱检测器选择 ESI正离子源检测。毛细管电

压 310 V,锥孔电压 33 V, 源内温度 120 e ,去溶剂

气温度 400 e ,碰撞气为氦气, 碰撞电压 8~ 22 V。

4 生物样本的制备
411 灌胃药液  称取 BTM - 0512适量,加入 015%

CM C- N a研磨后, 配成 30 m g# mL
- 1
混悬液, 临用

前配制。

412 尿样收集  将大鼠分别置于代谢笼中, 自由饮

水禁食 12 h,收集空白尿液后,按 22516 m g# kg
- 1
单

剂量灌胃 BTM - 0512混悬液, 收集 0~ 24 h尿样,

在 9000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 取上清液置于 - 20 e

冰箱中保存,用于尿样中代谢产物的研究。

413 尿样处理  取尿样 1 mL, 加载于 C18固相萃取

小柱上, 先用水 2 mL, 再用甲醇 1 mL淋洗, 收集甲

醇液用 0145 Lm滤膜过滤后, 取 5 LL进行 LC /M S /

M S分析。

5 方法与结果

511 空白尿样 LC /M S分析  取大鼠空白尿样 1

mL,按照 / 4130项下同法处理制备供试液, 取 5 LL

注入 LC /M S联用仪。设定 5个选择离子通道 (A ~

E ) ,混合离子通道 ( F)进行 M S检测分析, 结果见图

1: A - 0, B- 0, C - 0, D - 0, E- 0, F- 0。

512 含药尿样 LC /M S分析  取服药后大鼠尿样 1

mL, 加入 012 m g# mL
- 1

BTM - 0512甲醇溶液 011

mL,混匀。按照 / 4130项下同法处理, 制备供试溶

液, 取 5 LL注入 LC /M S联用仪, 结果见图 1: A, B,

C, D, E, F。
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图 1 空白尿样、含药尿样 + BTM - 0512对照品的总离子流色谱图

F ig 1 T otal ion chromatogram s ( TIC) of b lank urin e and u rine from rat 0 - 24 h after an oral dose of 22516 mg# kg- 1 and sp iked w ith BTM - 0512

空白尿样 ( b lank u rine) : A - 0, B- 0, C - 0, D- 0, E - 0, F- 0 含药尿样 ( d rug urin e) : A, B, C, D, E, F

A.代谢物 3(m etabolite 3, M 3) S IM: m /z 257 B. BTM - 0512 S IM: m /z 271 C.代谢物 4( m etabol ite 4, M 4) S IM: m /z 337 D.代谢物 1( m etabol ite

1, M1 ) SIM: m /z 287 E.代谢物 2 (m etabolite 2, M2 ) SIM: m /z 289 F.混合离子通道 SIM: m /z 271, 287, 289, 257, 337

  以上分析结果说明, 与大鼠空白尿样色谱图相

比,含药大鼠尿样色谱图中新增 4个代谢产物峰。

A通道检出 M 3, tR = 11145 m in; B通道检出原

型药物 BTM - 0512, tR = 17149 m in; C通道检出M 4,

tR = 8129 m in; D通道检出 M 1, tR = 11155 m in; E通

道检出代谢产物 2(M 2) , tR = 11120 m in; F通道同时

检出: BTM - 0512, M 1, M 2, M 3, M 4。

内源性物质不干扰检测,说明 LC /MS条件可用

于尿样中 BTM - 0512代谢产物的研究。

根据化合物质谱和体内代谢的规律性 (通常由

原型药中官能团发生反应 ) , 结合有机质谱裂解规

律 (氮规则、偶电规则、产物稳定性规则和碎片离子

的电荷与质量相关性等 ), 鉴定并推测代谢产物

M 1、M 2、M 3、M 4的结构。同时, 结合光谱分析及酶

解反应,进一步确定代谢产物 M 1和 M 4结构。

513 原型药物 BTM - 0512的结构确证  BTM -

0512的准分子离子峰为 271, 相对分子质量为 270,

其二级质谱中的主要碎片离子 m /z 256, 241(见图

2) ,由母离子失去 2个 15( - CH3 )得到与推断结构

相符, 结合光谱分析结果确证其化学结构。

514 代谢产物 M 1的结构解析

51411 LC /M S /M S图谱解析  M 1的全扫描质谱图

图 2 BTM - 0512的二级子离子全扫描图

F ig 2 LC /M S /M S spectraum of BTM - 0512 ( BTM - 0512, m /z 271 )

obtain ed u sing pos it ive ion electrospray and C ID

中 , M 1的准分子离子峰为 287; 对应相对分子质量

286,比原型药物相对分子质量大 16, 推测为 BTM -

0512的Ñ相代谢产物, 可能在苯环上加了 1个羟

基, 根据空间位阻最小原则, 推测该代谢物 M 1为:

( E ) - 2c-羟基 - 3, 5, 4c-三甲氧基 - 1, 2- 二苯乙

烯。对其进行子离子扫描,得到系列碎片离子 m /z:

272, 257, 240。m /z 272 由母离子失去 1个 15

( CH3 )得到,继续裂解失去 1个 15( CH3 )得到 m /z

257,再失去 1个 17( OH )得到 m /z 240与推测结构

相符,见图 3。

本研究中, 另有实验采用制备液相从大鼠尿液

中分离得到代谢产物 M 1, 为淡黄色固体 (纯度 >

98% )溶于甲醇,微溶于水;取其适量,分别进行 IR、

)1996) 药物分析杂志 Ch in J Pha rm Ana l 2009, 29( 12)



图 3 代谢产物 M1 (m /z 287)二级子离子全扫描图

Fig 3 LC /M S /M S spectraum ofM 1 (m /z 287 ) obtain ed us ing pos-i

t ive ion electrosp ray and C ID

UV、NMR等光谱分析, 确证其化学结构。

51412 UV 图谱解析  Kmax(M eOH) : 32410, 22014,

20410 nm, 见图 4。 32410 nm系芳香化合物的苯环

上的甲氧基取代 (含有未用电子对 ) , 发生 ny P*

跃迁后产生的特征 R带吸收 ( 275~ 340 nm ) ; 22014

nm系由共轭双键的 Py P* 跃迁所产生的,属于 K

带吸收 ( 210 ~ 250 nm )。较之 BTM - 0512, 吸收波

长发生红移现象,说明苯环上可能有助色团取代基;

20410 nm系由溶剂产生的末端吸收峰。

图 4 M1的紫外吸收图谱

F ig4 UV sp ectrum ofM1

51413 IR图谱解析  IR M
K Br
m ax ( cm

- 1
): 3392, 2924,

2852, 1591, 1510, 1457 cm
- 1
。除与 BTM - 0512图

谱相似有苯环的特征吸收峰外, 3392 cm
- 1
的出现显

示苯环上可能有羟基取代,见图 5。

51414 1
H - NMR图谱解析  1

H - NMR (M eOD -

d4, 500 MH z)谱 (见图 6)表明, D 6189( 1 H, d, J = 16

H z)与 D7101( 1 H, d, J= 16 H z)构成 1个 AB体系,

分别为反式双键的 2个质子信号。 3个孤立甲基信

图 5 M 1的红外图谱

Fig 5 IR spectrum ofM 1

号 D 3186( 3H, s) , D 3180( 6H, s)表明结构可能含

有 3个甲氧基片段。信号 D 7104 ( 1 H, d, J = 211

H z) , D6197( 1 H, dd, J = 210 H z, 814 H z) , D6190( 1

H, d, J = 814 H z, H - 6p) , D 6167 ( 2 H, d, J = 212

H z) , D6137( 1H, dd, J= 212 H z)可能为芳环质子信

号。

图 6 M 1的 1HNMR图谱

F ig 6 1HNMR spectrum ofM 1

51415 13
C- NMR图谱解析  13

C- NMR (M eOD -

d4, 125MH z)谱 (见图 7 )显示了 17个碳信号,其中

高场信号 D5518~ 5612为 3个甲氧基;低场 14个信

号 D10016~ 16216为芳碳,表明可能与 BTM - 0512

有相同骨架。 D 10514和 D 16216 2组信号发生重

叠, 表明结构含有对称的结构片段。

51416 1
H -

1
HCOSY图谱解析  1

H -
1
H COSY谱

(见图 8)中, 信号 D 6189与 D 7101相关, 证明了反

式烯氢存在。信号 D6137与 D6167相关, 证明 1, 3,

5-取代苯环存在。信号 D6197与 D6190相关, 表

明此二芳氢出于邻位; D 6190与 D 7101相关, 证明

乙烯基取代在其邻位。
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图 7 M1的 13 C - NMR图谱

F ig 7 13 C- NMR spectrum ofM 1

图 8 M1的 1H - COSY图谱

Fig 8 1H - COSY spectrum ofM1

51417 H SQC图谱解析  H SQC谱 (见图 9)表明,

反式双键 D6189, D7101对应 D12718, D13011;甲氧

基 D 3180, D 3186对应 D 5518, D 5612; 一芳环 D

6137, D6167对应 D10016, D10514对应;另一芳环 D

6190, D6197, D7104对应 D11219, D12012, D11319。

51418 HM BC图谱解析  依据 HM BC谱 (见图 10)

图 9 M 1的 HSQC图谱

F ig 9 H SQC spectrum ofM 1

对碳氢做进一步归属,甲氧基信号 D3186( 3 H, s)与

C - 4p( D 14912)相关; D 3180( 6H, s)与 C - 3, 5 ( D

16214)相关, 证明甲氧基的 3, 5, 4p取代。2个苯环

中, 2, 6位质子信号 D6167( 2 H, d, J= 212 H z)与 C

- 4( D10016) , C - 3, 5( D16214)相关; 3p位质子信

号 D7104与 C - 5p(D 12012) , C - 2p( D14719), C -

4p( D14912)相关。2, 6位质子信号 D6167( 2 H, d, J

= 212 H z)与 C- 7( D12718)相关, 证明 7位烯碳侧

连接 1, 3, 5-三取代苯环; 6p位质子信号 D6190与

C - 8(D13011)相关, 证明 8位烯碳侧连接 1, 2, 4 -

)1998) 药物分析杂志 Ch in J Pha rm Ana l 2009, 29( 12)



取代苯环; 其中 1位碳信号 D 14113与 8位烯氢 D

7101相关; 1p位碳信号 D 13213与 8位烯氢 ( D

6189)相关。根据化学位移, D14719应为芳环上连

氧碳, 结合质谱分析为连羟基碳, 与 7位烯氢 D

6189, 6p芳氢 ( D6190)相关, 证明羟基取代在 2p位。

图 10 M 1的 HM BC图谱

Fig10 HMBC spectrum ofM1

51419 代谢产物 M 1结构及主要远程相关关系  

见图 11。

图 11 M1的化学结构及主要相关关系

Fig 11 Chem ical stru cture and long- term correlat ion ofM1

  综上分析, 确证代谢产物 M 1分子式为 C17H18

O 4, 化学结构式为 (E ) - 2c- 羟基 - 3, 5, 4c-三甲

氧基 - 1, 2-二苯乙烯。

515 代谢产物 M 2结构解析  代谢产物 M 2的全扫

描质谱图中, M 2的准分子离子峰为 289, 对应相对

分子质量 288, 比 M 1相对分子质量大 2, 推测其为

M 1结构中乙烯加氢还原的产物: (E ) - 2c-羟基 -

3, 5, 4c-三甲氧基 -二苯乙烷。对其进行子离子扫

描,得到碎片离子 m /z 258, 由母离子失去 1个 31

( OCH 3 )得到与推测结构相符,见图 12。

516 代谢产物 M 3结构解析  代谢产物 M 3的全扫

描质谱图中, M 3的准分子离子峰为 257, 相对分子

质量 256, 比 BTM - 0512相对分子质量小 14。根据

体内代谢规律,芳香环上取代的甲氧基易被代谢为

酚羟基。因原型药物有 3个甲氧基, 因 4c位的甲氧

基位于 2个苯环的共轭结构中,代谢位置可推测为

4c位上的甲氧基被羟基取代: (E ) - 5- 羟基 - 3, 4c

图 12 代谢产物 M2 (m /z 289 )二级子离子全扫描图

Fig 12 LC- M S /MS sp ectraum ofM2 (m /z 289) ob ta ined u sing pos-i

tive ion electrosp ray and C ID

-二甲氧基 - 1, 2 -二苯乙烯。对其进行子离子扫

描,得到碎片离子 242, 由母离子失去 1个 15( CH3 )

得到, 继续失去 1个 15 ( CH 3 )得到碎片离子 m /z

227与推测结构相符,见图 13。

图 13 代谢产物 M 3 (m /z 257)二级子离子全扫描图

F ig 13 LC /M S /M S spectraum ofM 3 (m /z 257) ob tained u sing pos-i

t ive ion electrospray and C ID

517 代谢产物 M 4结构解析  代谢产物 M 4的全扫

描质谱图中, M 4的准分子离子峰为 337, 相对分子

质量 336,比 M 3相对分子质量大 80。是 Ñ相反应

生成的代谢产物与机体内源性物质结合生成 Ò相结
合物,推测其为 4c位上的羟基与硫酸形成硫酸结合

物: (E ) - 5-磺酸基 - 3, 4c-二甲氧基 - 1, 2- 二

苯乙烯。对其进行子离子扫描,得到碎片离子 257,

系由母离子失去 1个 80 ( SO 3 )得到与推测结构相

符, 见图 14。

518 酶解反应验证 M 4结构  M 4作为 Ò相代谢产

物结构推测的准确性,可用含药大鼠尿液进行酶解

试验来验证。取经过固相萃取小柱处理的尿样 135

LL 3份, 第 1份不加酯酶,第 2份中加入 30 un it的

硫酸酯酶,第 3份中加入 8000 unit的葡萄糖醛酸酯

酶。在 37 e 温孵 24 h后,加入 100 LL冰甲醇终止

反应。取 5 LL注入 LC /MS,进行检测分析,得总离

子流图 15。

结果表明,未经酯酶水解的尿样总离子流图中,
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可同时检出 M 1~ M 4 4个代谢产物, 未见 BTM -

0512峰;经硫酸酯酶水解后的尿样, M 4代谢产物峰

消失, 出现 BTM - 0512峰, 说明代谢物 M 4是硫酸

结合物。而经葡萄糖醛酸酯酶水解后的尿样, M 4代

谢产物峰未消失, 且未出现 BTM - 0512峰, 说明

BTM - 0512在大鼠体内形成的 Ò相代谢产物是硫

酸结合物,而不是葡萄糖醛酸结合物。

6 BTM- 0512在大鼠尿液中代谢途径

经上述结构分析,推测 BTM - 0512在大鼠体内

的代谢途径见图 16。

结果表明, BTM - 0512在大鼠体内, 经过各种

代谢酶的作用,生成多种代谢产物,极性增强利于排

泄,符合药物的体内代谢规律。

图 16 大鼠体内 BTM - 0512代谢途径

Fig 16 The proposed m etabo lic pathways of BTM - 0512 in rat

7 讨论

711 本文对 BTM - 0512及其在大鼠体内的代谢产

物结构进行了全面系统的研究。代谢产物 M 1为首

次在尿液中发现并分离得到, 除完成 M S /M S、UV、

IR、
1
H - NMR、

13
C - NMR谱的绘制和解析外, 还增

加
1
H - COSY、HMBC、H SQC等二维谱的解析, 进一

步确证其结构。在此基础上, 对结构类似的代谢产

物 M 2、M 3、M 4, 通过 M S /MS碎片离子分析推断结

构; 再用酶解试验验证代谢产物 M 4的结构。

712 BTM - 0512在 Ñ相反应的主要酶系 ( P450及

黄素单加氧酶、过氧化物酶、环氧化物水合酶等 )作

用下,发生加羟基、加氢还原和去甲基化等代谢反

应, 生成极性代谢产物 (M 1, M 2, M 3); 在Ò相代谢反

应的主要酶系 (葡萄糖醛酸转移酶、硫酸转移酶、乙

酰化酶、甲基化酶、氨基酸结合酶等 )作用下, Ñ相

代谢产物 M 3与内源性物质结合生成硫酸结合物

(M 4) ,极性均比 BTM - 0512强, 有利于排出体外,

这些化合物的活性、毒性等有待进一步研究。

713 有文献报道 [ 9]
, 白藜芦醇在大鼠尿液中主要

代谢产物为葡萄糖醛酸结合物、硫酸结合物及其加

氢还原产物等,而其衍生物 BTM - 0512在大鼠体内

Ñ、Ò相代谢酶的作用下,发生生物转化后未见原型

药物与白藜芦醇。说明 BTM - 0512虽经白藜芦醇

结构改造得到,但并不是作为白藜芦醇的前药在生

物体内发挥作用, 其产生药理活性的机理与白藜芦

醇不同。

714 生物样本中代谢产物的寻找, 一般采用空白样

品与含药样品中总离子流色谱图进行比较, 含药样

品的总离子流色谱中新增色谱峰是由代谢产物所产

生的方法。但总离子流色谱灵敏度、分辩率常常达

不到代谢产物检出要求,容易漏检。因此,本实验采
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用总离子流扫描和预测特征选择离子检测相结合的

方法寻找尿样中原型药物或代谢物, 2种方法可达

到相互佐证,避免漏检。

715 在对 BTM - 0512排泄研究中发现, 大鼠服用

BTM - 0512后,在尿中未检测到原型药物。为研究

其在尿中的代谢产物的方法, 在图 1 F的绘制过程

中,在含药尿样中加入适量 BTM - 0512对照品溶

液,以便于进行比较。
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