
２０１７年６月　第１９卷　第６期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｎ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ６

·基础研究·
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地榆鞣质在大鼠尿液中代谢产物分析

周本宏１，２，汪静１，吴癑１，易慧兰１，谭臖２，张红盼１

（１武汉大学 人民医院 药学部，湖北　武汉　４３００６０；２武汉大学 药学院，湖北　武汉　４３００７２）

［摘要］　目的：采用ＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ研究地榆鞣质在尿液中的代谢产物。方法：收集给药后大鼠尿样，采用
ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以乙腈水为流动相梯度洗脱，在飞行时间质谱负离子
模式下扫描，利用ＴＯＦ／ＭＳ得到的准确相对分子质量及一级、二级质谱信息，对照化学成分数据库，鉴定地榆鞣质
在大鼠尿液中可能的代谢产物，结合相关文献，推测地榆鞣质在大鼠体内可能的代谢途径。结果：从大鼠尿液中共

检测到９个代谢产物，分别为：Ｍ１（Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ）、Ｍ２（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＢ）、Ｍ３（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏｌｉｔｈｉｎＣ）、Ｍ４（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ）、Ｍ５
（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ）、Ｍ６（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＣＧｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）、Ｍ７（ＤｉｍｅｔｈｙＥＡ）、Ｍ８（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＭ５）、Ｍ９（没食子酸），其中
Ｍ９为原型药物。结论：地榆鞣质经灌胃给予大鼠后，先经过Ｉ相代谢反应生成尿石素等极性偏小的代谢产物吸收进
入体内，再发生ＩＩ相结合反应，与葡萄糖醛酸等结合，变成极性较大的物质，从尿液排除体外，进一步阐明了地榆
鞣质在体内发挥药理作用的机理。

［关键词］　地榆；鞣质；代谢产物；尿石素；液质联用

ＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＴａｎｎｉｎｓｆｒｏｍＳａｎｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬｉｎＲａｔＵｒｉｎｅ
ＺＨＯＵＢｅｎｈｏｎｇ１，２，ＷＡＮＧＪｉｎｇ１，ＷＵＹｕｅ１，ＹＩＨｕｉｌａｎ１，ＴＡＮＪｕｎ２，ＺＨＡＮＧＨｏｎｇｐａｎ１

（１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ，ＲｅｎｍｉｎＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００６０，Ｃｈｉｎａ；
２ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００７２，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｕｒｉｎｅｏｆｒａｔｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈｔａｎｎｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＳａｎ
ｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ（ＳＴＥ）ｂｙｇａｖａｇｅ，ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ）ｗａｓｅｍ
ｐｌｏｙｅｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｒａｔ’ｓｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ）ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈａｎａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕ
ｔｉｏｎＴｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（ＴＯＦ／ＭＳ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｕｎｄｅｒｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅＢａｓｅｄｏｎｔｈｅａｃ
ｃｕｒａｔｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ，ＭＳａｎｄＭＳ２ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴＯＦ／ＭＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｌｉｓｔｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ，ｔｈｅｐｏｓ
ｓｉｂｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＳＴＥｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｒａｔｕｒｉｎｅ：ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ（Ｍ１），ｕｒｏｌｉｔｈｉｎ
Ｂ（Ｍ２），ｍｅｔｈｙｌｕｒｏｌｉｔｈｉｎＣ（Ｍ３），ｕｒｏｌｉｔｈｉｎＡ（Ｍ４），ｍｅｔｈｙｌｕｒｏｌｉｔｈｉｎＡ（Ｍ５），ｕｒｏｌｉｔｈｉｎＣｃｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ（Ｍ６），ｄｉｍ
ｅｔｈｙＥＡ（Ｍ７），ｕｒｏｌｉｔｈｉｎＭ５（Ｍ８），ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ（Ｍ９）Ｍ９ｗａｓｔｈｅｐｒｏｔｏｔｙｐｅｄｒｕｇＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴａｎｎｉｎｓｆｒｏｍＳｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ
ｓｅｔｏｆｆＩｐｈａｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｓｆｉｒｓｔｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｗｅａｋｐｏｌａｒｉｔｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｓｕｃｈａｓｕｒｏｌｉｔｈｉｎｓａｆｔｅｒｅｎｔｅｒｉｎｇｉｎｖｉｖｏ，ｔｈｅｎｔｈｅＩＩ
ｐｈａｓｅｒｅａｃｔｉｏｎｗｅｒｅｈａｐｐｅｎｅｄｔｏｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｉｔｓｐｏｌａｒｉｔｙ，ｓｏａｓｔｏｅｘｃｒｅｔｅｏｕｔｔｈｒｏｕｇｈｕｒｉｎｅ，ｗｈｉｃｈ
ｆｕｒｔｈｅｒｃｌａｒｉｆｉｅｓｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔａｎｎｉｎｓｆｒｏｍＳｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｔａｎｎｉｎｓ；ＳａｎｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ；ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；ｕｒｏｌｉｔｈｉｎｓ；ＨＰＬＣＭＳ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７．６．０１１

地榆是我国传统的中药，是蔷薇科植物地榆

ＳａｎｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＬ或长叶地榆 Ｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉ
ｃｉｎａｌｉｓＬｖａｒｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ的干燥根茎，性微寒，具有凉
血止血、解毒敛疮的功效，临床上用于便血、痣血、

水火烫伤等的治疗［１］。随着人们对地榆深入研究，

发现地榆中主要含有鞣质（约１７％）、三萜皂苷（约
２０％～４１％）和黄酮（约 １５％）三大类化学成分，
其中鞣质类成分主要为没食子酸、鞣花鞣质等可水

解鞣质和原花青素类缩合鞣质［２］，是一类生物活性

较强的物质，对其药理作用的发挥起着重要作用。

·４８７·
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研究证实地榆鞣质具有抗肝癌细胞增殖［３］、抑制肾

小管上皮细胞增殖［４］、改善环磷酸酰胺诱导的小

鼠骨髓抑制［５］等作用。药物的活性与其在体内的

代谢转运密切相关，目前尚未见地榆鞣质代谢成

分的报道，本研究采用 ＨＰＬＣＥＳＩＱＴＯＦＭＳ对地
榆鞣质在尿液中代谢产物进行初步鉴别，进而探

讨可能的代谢过程，有助于阐明其发挥药理活性

的物质基础，为地榆鞣质的进一步研究提供

参考。

１　材料

１１仪器

ＨＰＬＣ１２００ＱＴＯＦ６５２０ＭＳ（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＵＳＡ），配
有电喷雾离子源（ＥＳＩ）；ＵＶ１８００紫外分光光度计
（ＳＨＩＭＡＤＺＵＣＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ）；ＨＰＤ４００大孔吸附
树脂（沧州宝恩化工有限公司）；ＧｅｎｅｒｉｋＣ１８固相萃
取小柱（Ｓｅｐａｘ，２００ｍｇ／３ｍＬ）；ＳＫ５２００Ｈ型超声波
清洗仪（上海科导超声仪器有限公司）；Ｗ２１００Ｓ型
旋转蒸发仪（上海申生科技有限公司）；ＤＺＦ６０５０型
真空干燥箱（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；

ＡＬＰＨＡＩ４／ＲＺ２冷冻干燥机（德国ＭａｒｔｉｎＣｈｒｉｓｔ）。

１２药材

生地榆饮片（湖北盛德堂中药饮片股份有限公

司），经武汉大学张洪教授鉴定符合 《中华人民共

和国药典》２０１５年版一部标准；没食子酸（成都
行标生物科技有限公司，纯度≥９８％）；甲醇、
乙腈（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＨＰＬＣ级），水（娃哈哈纯净水），
磷钼钨酸（自制），乙醇、丙酮等试剂均为分

析纯。

１３实验动物

雌性 ＳＤ大鼠 １０只，体重为 ２２０～２６０ｇ，由
湖北省实验动物中心提供，实验动物许可证号：

ＳＣＸＫ（鄂）２００８０００５。动物饲养于武汉大学动物
中心 ＳＰＦ级动物房中，适应性喂养一周后开始
实验。

２　方法

２１地榆鞣质样品的制备

干燥生地榆饮片，粉碎机粉碎，称取适量，加

入１０倍量的７０％丙酮，室温浸泡过夜，５０℃下回
流提取２次，每次３０ｍｉｎ，合并滤液，减压浓缩除

去丙酮，浓缩液冷冻干燥，制备得到地榆粗提取物。

经ＨＰＤ４００大孔吸附树脂纯化，７０％乙醇洗脱，洗
脱液冷冻干燥，得地榆鞣质提取物（ＳＴＥ），冻干粉
４℃冰箱保存，备用［６］。

２２动物分组与给药

雌性ＳＤ大鼠１０只，随机分为给药组和空白组，
每组５只，饲养于 ＳＰＦ级动物房中，实验开始前适
应性饲养一周，自由进食饮水。大鼠给药前禁食

１２ｈ，给药后置于代谢笼中，自由饮水，收集各组
尿液。给药组按 ４００ｍｇ·ｋｇ－１剂量灌胃地榆鞣质，
空白组给予等量０９％氯化钠溶液，收集大鼠给药后
０～８、８～２４、２４～４８ｈ的尿液，－２０℃冷冻保存，
备用待测［７９］。

２３尿液样品预处理

低温解冻尿液，取尿 液 ２ｍＬ，加 １０μＬ
６ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ酸化，离心，取上清液，过反相 Ｃ１８
固相萃小柱（经 ５ｍＬ甲醇，５ｍＬ水活化），纯水
（５ｍＬ）淋洗后，用甲醇（２ｍＬ）洗脱，收集洗脱液，
过０４５μｍ微孔滤膜，滤液直接进ＨＰＬＣＥＳＩＱＴＯＦ
ＭＳ分析［１０］。

２４色谱条件

色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×

２１ｍｍ，５μｍ）；流动相 Ａ（水）和 Ｂ（乙腈），按程
序梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，５％～１５％ Ｂ；１５～２５ｍｉｎ，
１５％ ～４０％ Ｂ；２５～４０ｍｉｎ，４０％ ～４５％Ｂ；４０～
５５ｍｉｎ，４５％～５０％ Ｂ；５５～６０ｍｉｎ，５０％ ～５５％ Ｂ；
６０～６５ｍｉｎ，５５％～６０％ Ｂ；６５～７５ｍｉｎ，６０％～９０％ Ｂ；
７５～８５ｍｉｎ，９０％ ～３０％ Ｂ；８５～９０ｍｉｎ，３０％ ～
５％ Ｂ）；流速：０２ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积：１０μＬ；
柱温：３０℃。

２５质谱条件

采用电喷雾（ＥＳＩ）离子源，负离子模式检测；毛
细管电压：３５００Ｖ；雾化气压力：３０Ｐｓｉ（１Ｐｓｉ＝
６８９５ｋＰａ）；干燥气流速：１０Ｌ·ｍｉｎ－１；干燥气温
度：３００℃；碎片电压：１２５Ｖ。采用全扫描一级质
谱、选择离子二级全扫描质谱方式同时进行，扫描

范围ｍ／ｚ：１００～８００。

２６尿液中代谢产物的鉴别

根据药物在体内代谢的一般规律，即Ⅰ相反应
和Ⅱ相结合反应，查阅相关文献，预测地榆鞣质在
大鼠体内的代谢产物。运用质谱软件上自带的相对

·５８７·
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分子量计算功能，即输入分子式计算出相应相对分

子质量，算出预测代谢产物的 ［ＭＨ］－、 ［Ｍ＋
Ｃｌ］－、［Ｍ＋Ｂｒ］－的精确分子质量（精确到小数点后
５位）。大鼠尿样过 ０４５μｍ微孔滤膜后，进行
ＨＰＬＣＥＳＩＱＴＯＦＭＳ分析，得到大鼠空白尿样和灌
胃给药后尿样总离子流色谱图，通过系统自带的提

取离子流色谱（ＥＩＣ）功能提取出预测代谢产物的
［ＭＨ］－、［Ｍ＋Ｃｌ］－、［Ｍ＋Ｂｒ］－峰，比较空白和
给药后尿液ＥＩＣ图谱，确定给药后多出来的峰或给
药后峰强度变强的峰为差异峰，由差异峰与预测代

谢产物间对比（质量偏差在±５×１０－６范围内），初步
鉴定尿液中代谢产物。可能的话，进一步对差异峰

中离子打碎，做二级质谱，结合二级谱图分析验证

代谢产物的结构［１１１２］。

３　结果

３１ＬＣＭＳ条件的选择与优化

考察了甲醇水、乙腈水系统对谱图的影响，发
现以乙腈为有机相洗脱时，各色谱峰分离效果较好，

基线较平稳，故选用乙腈水作为梯度洗脱的流动
相。比较了正负离子模式下的总离子流色谱图，发

现负离子模式下峰容量大，质谱响应更好，故实验

选择负离子模式下进行检测。

３２地榆鞣质尿液中代谢产物初步鉴定

大鼠空白尿样和灌胃给药后尿样总离子流色谱

图见图１。通过提供的精确分子质量和二级碎片信
息，在大鼠尿样中共检测到９个代谢产物，结果见
表１。

注：Ａ空白尿样；Ｂ给药组尿样。

图１　大鼠空白尿样和灌胃给药后尿样总离子流色谱图

表１　地榆鞣质提取物在大鼠尿液中代谢产物鉴定结果

编号 ｔＲ／ｍｉｎ 鉴定结果 分子式
ｍ／ｚ（［ＭＨ］－） ｍ／ｚ（［Ｍ＋Ｃｌ］－）

实测值 理论值 偏差 实测值 理论值 偏差

Ｍ１ １６０４ Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ Ｃ６Ｈ６Ｏ３ １２５０２４２７ １２５０２４４２ －１２ １６１００１１

Ｍ２ ５８９０ ＵｒｏＢ Ｃ１３Ｈ８Ｏ３ ２１１０４０９７ ２１１０４００７ ４２６ ２４７０１６７５

Ｍ３ ３１９４２ ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＣ Ｃ１４Ｈ１０Ｏ５ ２５７０４５９２ ２５７０４５５５ １４４ ２９３０２２２２

Ｍ４ ３２４２３ ＵｒｏＡ Ｃ１３Ｈ８Ｏ４ ２２７０３５８３ ２２７０３４９８ ３７４ ２６３０１１６６

Ｍ５ ３９５３４ ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＡ Ｃ１４Ｈ１０Ｏ４ ２４１０５１４８ ２４１０５０６３ ３５３ ２７７０２７３１

Ｍ６ ３１９２６ ＵｒｏＣＧｌｕ Ｃ１９Ｈ１６Ｏ１１ ４１９０６１９８ ４５５０３８１５ ４５５０３８６６ －１１２

Ｍ７ ３８８７６ ＤｉｍｅｔｈｙＥＡ Ｃ１６Ｈ１０Ｏ８ ３２９０２９０８ ３２９０３０２９ －３６８ ３６５００６９７

Ｍ８ ６２７９３ ＵｒｏＭ５ Ｃ１３Ｈ８Ｏ７ ２７５０１９０９ ２７５０１９７３ －２３３ ３１０９９６４

Ｍ９ ８４３０２ Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ Ｃ７Ｈ６Ｏ５ １６９０１４０６ １６９０１４２５ －１１２ ２０４９９０９２

注：Ｕｒｏ—Ｕｒｏｌｉｔｈｉｎ；Ｇｌｕ—Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ；ＥＡ—Ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ。

　　代谢产物 Ｍ１：保留时间 ｔＲ＝１６０４ｍｉｎ，ＥＳＩ／
ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为１２５０２４２７，与预测
代谢产物相应的精确分子质量１２５０２４４２对比，初
步推测其为Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ，同时 ＭＳ２谱图中显示碎片离
子ｍ／ｚ８１０３４３，其分子量与Ｍ１相比减少了４４Ｄａ，
可推测Ｍ１分子离子失去了一个 ＣＯ２，产生碎片离
子 ［ＭＣＯＯＨ］－，与文献报道的 Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ二级质

谱碎片一致［１３］，进一步证实该代谢产物为焦性没食

子酸（Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ）（见图 ２、３）。可能的裂解途径见
图４。

图２　代谢产物Ｍ１结构式

·６８７·
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注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ１２５０２４４２的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ１２５０２４４２的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝１６０４ｍｉｎ时，给药组尿样 ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图；Ｄ碎片离子ｍ／ｚ１２５的二级（ＭＳ／ＭＳ）质谱图。

图３　代谢产物Ｍ１的质谱图

图４　代谢产物Ｍ１的裂解途径

代谢产物 Ｍ２：保留时间 ｔＲ ＝５８９０ｍｉｎ，ＥＳＩ／
ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为２１１０４０９７，与预测
代谢产物相应的精确分子质量２１１０４００７对比，初
步推测其为 ＵｒｏＢ，同时 ＭＳ２谱图中显示碎片离子
ｍ／ｚ１６６９８０５８，其分子量与 Ｍ２相比减少 ４４Ｄａ，
推测Ｍ２分子离子失去了一个 ＣＯ２，产生碎片离子

［ＭＣＯＯＨ］－，与文献［１４］报道的代谢产物 ＵｒｏＢ二
级质谱碎片一致，进一步证实该代谢产物为尿石素Ｂ
（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＢ）（见图５、６）。可能的裂解途径见图７。

图５　代谢产物Ｍ２结构式

注：Ａ空白尿样在 ｍ／ｚ２１１０４００７的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ２１１０４００７的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝５８９０ｍｉｎ时，给药组尿样ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）质

谱图；Ｄ碎片离子ｍ／ｚ２１１的二级（ＭＳ／ＭＳ）质谱图。

图６　代谢产物Ｍ２质谱图

图７　代谢产物Ｍ２裂解途径

·７８７·
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代谢产物 Ｍ３：保留时间 ｔＲ＝３１９４２ｍｉｎ，ＥＳＩ／
ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为２５７０４５９２，与预测
代谢产物相应的精确分子质量２５７０４５５５对比，初
步推测其为ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＣ，同时ＭＳ２谱图中显示碎片
离子 ｍ／ｚ２４２０１６８１，与 Ｍ３相比其分子量减少
１５Ｄａ，推测分子离子失去一个甲基生成碎片离子
［ＭＣＨ３Ｈ］

－，与文献［１５］报道的代谢产物 Ｍｅｔｈｙｌ
ＵｒｏＣ二级质谱碎片一致，进一步证实该代谢产物为
甲基化尿石素 Ｃ（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏｌｉｔｈｉｎＣ）（见图 ８、９）。
可能的裂解途径见图１０。

图８　代谢产物Ｍ３结构式

代谢产物 Ｍ４：保留时间 ｔＲ ＝３２４２３ｍｉｎ，ＥＳＩ／
ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为２２７０３５８３，与预测
代谢产物相应的精确分子质量２２７０３４９８对比，初
步推测其为ＵｒｏＡ或 ＩｓｏＵｒｏＡ，同时 ＭＳ２谱图中显
示存在碎片离子ｍ／ｚ１９９０３９４７［ＭＣＯＨ］－，与文
献报道的代谢产物 Ｕｒｏ－Ａ二级质谱碎片一致［１４］，

进一步证实该代谢产物为尿石素 Ａ（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ）（见
图１１、１２）。可能的裂解途径见图１３。

代谢产物 Ｍ５：保留时间 ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ，ＥＳＩ／
ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为２４１０５１４８，与预测
代谢产物相应的精确分子质量２４１０５０６３对比，初
步推测其为 ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＡ，同时 ＭＳ２谱图中显示碎
片离 子 ｍ／ｚ２１０９０３９６［ＭＯＣＨ２Ｈ］

－，ｍ／ｚ
１９６９８６０２［ＭＣＯＯＨ］－与文献报道的代谢产物
ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＡ二级质谱一致［１４］，进一步证实该代

谢 产 物 为 甲 基 化 尿 石 素 Ａ（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏＡ）
（见图１４、１５）。可能的裂解途径见图１６。

代谢产物Ｍ６、Ｍ７、Ｍ８、Ｍ９：因其二级质谱不
稳定，故只通过分子离子峰与预测代谢产物精确相

对分子质量对比，进行初步的判断。其中 Ｍ６保留
时间 ｔＲ ＝３１９２６ｍｉｎ，ＥＳＩ／ＭＳ分子离子峰 ［Ｍ＋
Ｃｌ］－ｍ／ｚ为４５５０３８１５，与预测代谢产物相应的计
算值 ４５５０３８６６对比，初步推测其为 ＵｒｏＣＧｌｕｒ；
代谢产物 Ｍ７保留时间 ｔＲ＝３８８７６ｍｉｎ，ＥＳＩ／ＭＳ分
子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为３２９０２９０８，与预测代谢
产物相应的计算值３２９０３０２９对比，初步推测其为
ＤｉｍｅｔｈｙＥＡ；代 谢 产 物 Ｍ８ 保 留 时 间 ｔＲ ＝

注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ２５７０４５５５的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ２５７０４５５５的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝３１９４２ｍｉｎ时，给药组尿样 ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图；Ｄ碎片离子ｍ／ｚ２５７的二级（ＭＳ／ＭＳ）质谱图。

图９　代谢产物Ｍ３质谱图

图１０　代谢产物Ｍ３裂解途径

６２７９３ｍｉｎ，ＥＳＩ／ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为
２７５０１９０９，与预测代谢产物相应的计算值２７５０１９７３

·８８７·
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图１１　代谢产物Ｍ４结构式

注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ２７７０３４９８的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ给药组尿样在ｍ／ｚ２２７０３４９８的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；Ｃ

保留时间ｔＲ＝３２４５５ｍｉｎ时，给药组尿样 ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）质

谱图；Ｄ碎片离子ｍ／ｚ２２７的二级（ＭＳ／ＭＳ）质谱图。

图１２　代谢产物Ｍ４质谱图

对比，初步推测其为ＵｒｏＭ５；代谢产物Ｍ９保留时间
ｔＲ＝８４３０２ｍｉｎ，ＥＳＩ／ＭＳ分子离子峰 ［ＭＨ］－ｍ／ｚ为

图１３　代谢产物Ｍ４裂解途径

图１４　代谢产物Ｍ５结构式

7
8

注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ２４１０５０６３的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在ｍ／ｚ２４１０５０６３的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ时，给药组尿样ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图；Ｄ碎片离子ｍ／ｚ２４１的二级（ＭＳ／ＭＳ）质谱图。

图１５　代谢产物Ｍ５的质谱图

１６９０１４０６，与预测代谢产物相应的计算值１６９０１４２５
对比，初步推测其为Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ（见图１７～２１）。

·９８７·
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图１６　代谢产物Ｍ５裂解途径

注：Ａ空白尿样在 ｍ／ｚ４５５０３８６６的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ４５５０３８６６的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ时，给药组尿样 ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图。

图１８　代谢产物Ｍ６的质谱图

图１７　代谢产物Ｍ６、Ｍ７、Ｍ８、Ｍ９结构式

注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ３２９０３０２９的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；Ｂ

给药组尿样在ｍ／ｚ３２９０３０２９的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；Ｃ保留

时间ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ时，给药组尿样ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）质谱图。

图１９　代谢产物Ｍ７的质谱图

·０９７·
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注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ２７５０１９７３的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ２７５０１９７３的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ时，给药组尿样 ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图。

图２０　代谢产物Ｍ８的质谱图

４　讨论

液相色谱质谱联用技术（ＨＰＬＣＭＳ）是近些年发
展起来的一种现代分析技术，它以高效液相色谱为

分离手段，以质谱为检测器，既具有液相色谱高分

离能力的特性，又具有质谱高灵敏度、高专属性的

优点［１６］。在药物代谢转化研究中，生物样品中的药

物和代谢产物分离纯化、分析和鉴定工作非常重要，

传统的分离纯化工作常需借用大孔树脂、凝胶柱、

制备型色谱柱等柱色谱技术来进行，工作量大、耗

时、且需要的样品量大。而生物样品中药物及代谢

产物往往浓度较低，加上内源性杂质的干扰，使得

目标物的分离、分析难度加大，从而对分析方法的

灵敏度和特异性提出更高的要求。液质联用技术为

注：Ａ空白尿样在ｍ／ｚ１６９０１４２５的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｂ给药组尿样在 ｍ／ｚ１６９０１４２５的提取离子流色谱图（ＥＩＣ）；

Ｃ保留时间ｔＲ＝３９５３４ｍｉｎ时，给药组尿样ＥＩＣ图的一级（ＭＳ）

质谱图。

图２１　代谢产物Ｍ９的质谱图

药物代谢研究提供了强有力的手段，目前 ＨＰＬＣＱ
ＴＯＦＭＳ越来越多地被用于中药成分及代谢产物的快
速检测［１７１８］。

生物样品具有成分复杂、干扰物多且待测物含

量低的特点，故而在对生物样品进行分析前，需要

进行一系列预处理。固相萃取（ＳＰＥ）［１９］是固液萃取
和柱液色谱技术结合的一种预处理技术，主要用于

样品的分离、纯化和浓缩，与传统萃取相比可提高

待测物的回收率，更有效分离杂质，且操作简单、

省时省力。为了快速除去尿液样品中的蛋白质及杂

质等干扰物，本实验采用Ｃ１８固相萃取小柱对尿液样
品中进行了简单的预处理。

实验过程中，通过比较不同有机相及调整有机相
水相比例后谱图中出峰情况，确定液相色谱的流动相和
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洗脱条件，同时通过对比正负离子条件下谱图中响应值

大小和出峰的数目，最终选择负离子扫描模式，这可能

与代谢产物中大多含有羟基等官能团有关。

大鼠灌胃给予地榆鞣质提取物后，经 ＨＰＬＣＱ
ＴＯＦ／ＭＳ分析，从其尿液中共检测到９个代谢产物，
分别为焦性没食子酸（Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ）（Ｍ１）、尿石素 Ｂ
（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＢ）（Ｍ２）、甲基化尿石素 Ｃ（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏ
ｌｉｔｈｉｎＣ）（Ｍ３）、尿石素 Ａ（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ）（Ｍ４）、甲基
化尿石素Ａ（ＭｅｔｈｙｌＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ）（Ｍ５）、葡萄糖醛酸
化尿石素Ｃ（ＵｒｏｌｉｔｈｉｎＣＧｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ）（Ｍ６）、二甲
基化鞣花酸（ＤｉｍｅｔｈｙＥＡ）（Ｍ７）、尿石素 Ｍ５（Ｕｒｏ

ｌｉｔｈｉｎＭ５）（Ｍ８）、没食子酸（Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ）（Ｍ９），其中
Ｍ９为原型药物。地榆鞣质进入大鼠体内，一方面没
食子酸类鞣质水解产生没食子酸（Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ），没食
子酸在肠道菌群的作用下进一步代谢成焦性没食子

酸（Ｐｙｒｏｇａｌｌｏｌ），另一方面鞣花鞣质经水解形成鞣花
酸（ＥＡ），鞣花酸在肠道菌群的作用下进一步代谢成
尿石素类化合物（ｕｒｏｌｉｔｈｉｎｓ）。推测地榆鞣质首先经Ｉ
相代谢形成尿石素等极性偏小的代谢产物吸收进入

体内，再发生ＩＩ相结合反应，与葡糖糖醛酸等结合
增大极性，进而从尿液排除体外［２０］。地榆鞣质在体

内可能的代谢途径见图２２。

图２２　地榆鞣质在体内的代谢途径

　　鞣质是一类结构比较复杂的多元酚类化合物，按
结构式可分为水解鞣质、缩合鞣质和复合鞣质［２１］。

鞣花鞣质（Ｅｌｌａｇｉｔａｎｎｉｎｓ）是水解鞣质中的一种，水解
后可产生鞣花酸（逆没食子酸，Ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄ），广泛存
在于石榴、草莓、蓝莓等食物中。随着人们对其研究

的不断深入，发现其具有抗氧化、抗病毒、抗炎、雌

激素受体拮抗等诸多生物活性［２２２５］，人们进一步对其

在体内的生物转化进行研究，发现其主要代谢产物尿

石素（ｕｒｏｌｉｔｈｉｎｓ）同样具有较强的生物活性［２６２８］，推测

尿石素可能是鞣花鞣质在体内发挥作用的物质基础。

地榆中含有大量的鞣质类成分，主要是水解鞣质和缩

合鞣质，其水解鞣质中就包含没食子鞣质和鞣花鞣

质［２］。通过对其代谢产物进行分析，可推测地榆鞣质

在体内的代谢转运途径，进一步阐明了其发挥作用的

机理。接下来将对其代谢产物进行进一步活性研究，

为新药的开发利用提供依据。

·２９７·
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ＪｕｉｃｅＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，ＥｌｌａｇｉｃＡｃｉｄａｎｄＵｒｏｌｉｔｈｉｎＡ，Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉ
ｃａｌｌｙＩｎｈｉｂｉｔＡｎｄｒｏｇｅｎＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＰｒｏｓｔａｔｅＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ
ＧｒｏｗｔｈｖｉａＤｉｓｔｉｎｃｔＥｆｆｅｃｔｓｏｎＣｅｌｌＣｙｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＡｐｏｐ
ｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＥｖｉｄＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１３（１）：
７０７５．

［２７］ＬａｒｒｏｓａＭ，ＧｏｎｚａｌｅｚＳａｒｒｉａｓＡ，ＧａｒｃｉａＣｏｎｅｓａＭＴ，ｅｔａｌ．
Ｕｒｏｌｉｔｈｉｎｓ，ｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｈｕ
ｍａｎｃｏｌｏｎｉｃｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ，ｅｘｈｉｂｉｔｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃａｎｄａｎｔｉｅｓｔｒｏｇｅｎｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ，２００６，５４（５）：
１６１１１６２０．

［２８］ＱｉｕＺ，ＺｈｏｕＢ，ＪｉｎＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｎｄａｎｔｉｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄａｎｄｉｔｓｃｏｌｏｎｉｃｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ，ｕｒｏ
ｌｉｔｈｉｎｓ，ｏｎｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒＴ２４ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ
Ｔｏｘｉｃｏｌ，２０１３，５９（６）：８７８８８９．

（收稿日期　２０１６０８２０）
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