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·基础研究·

△ ［基金项目］　中央本级重大增减支项目（２０６０３０２）；山东省青创人才引育创新研究团队项目；烟台市校地融合中药大健康
产业化平台项目（２０１９ＸＤＲＨＸＭＰＴ１８）；滨州医学院高层次人才科研启动基金（２０１９ＫＹＱＤ０５）

 ［通信作者］　张加余，教授，研究方向：中药质量控制及体内代谢，Ｔｅｌ：（０５３５）６９１３７１９；Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｉａｙｕ０６１５＠１６３ｃｏｍ
卢建秋，研究员，研究方向：中药质量控制及体内代谢，Ｅｍａｉｌ：ｌｕｊｑ＠ｖｉｐｓｉｎａｃｏｍ

新绿原酸的大鼠体内代谢产物的

ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ鉴定△

李洁１，刘子菡１，董凡１，王喻淇１，王少平２，代龙２，张加余２，卢建秋３

１北京中医药大学 中药学院，北京　１０２４８８；
２滨州医学院 药学院，山东　烟台　２６４００３；
３北京中医药大学 图书馆，北京　１０００２９

［摘要］　目的：采用超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）高分辨质谱技术分析鉴定新绿原
酸大鼠体内的代谢产物。方法：灌胃给药后，收集正常组和给药组大鼠的血浆、尿液和粪便。以固相萃取法处理生

物样品后，采用ＷａｔｅｒｓＨＳＳＴ３ＵＰＬＣ色谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），０１％甲酸水溶液（Ｂ）乙腈（Ａ）流动相系
统进行梯度洗脱；在负离子模式下对生物样品进行分析。结果：最终根据所获得的精确相对分子质量、色谱保留行

为、质谱裂解规律、特征碎片离子、对照品比对以及相关文献报道，共分析鉴定了包括原型药物在内的４３个代谢
产物。其主要代谢途径为异构化反应、水解反应、甲基化、葡萄糖醛酸化以及其复合反应。结论：应用ＵＨＰＬＣＱＴＯＦＭＳ
高分辨液质联用技术能较为全面地阐明新绿原酸在大鼠体内的代谢情况，并为进一步的药效学以及绿原酸类物质的

开发、利用提供借鉴。
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绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄｓ，ＣＧＡｓ）是天然抗氧化
剂，也是药食同源中药中最丰富的多酚之一［１］。绿

原酸类化学成分是众所周知的抗菌消炎活性成分。

此外，该类成分还具有保护 ＤＮＡ［２］、抗溃疡［３］、降

低胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白［４５］等作用。其

中，绿原酸（５Ｏ咖啡酰奎尼酸）是由咖啡酸与奎尼
酸生成的缩酚酸［６］，又名咖啡鞣酸和咖啡单宁酸。

由于咖啡酰基与奎尼酸结合位点的不同，绿原酸还

有新绿原酸（３Ｏ咖啡酰奎尼酸）和隐绿原酸（４Ｏ咖
啡酰奎尼酸）等重要的同分异构体。

绿原酸类在金银花、菊花、茵陈、忍冬、杜仲

等药用植物中含量较高，并凭借显著的抗炎效果成

为 《中华人民共和国药典》中对中药进行质量控制

的指标。然而，绿原酸在高温、强光下不稳定，在

中性及碱性条件下容易水解为新绿原酸、隐绿原

酸［７］。因此，异构体之间的相互转化直接影响到药

品质量，从而影响到临床疗效。药物进入人体后，吸

收和代谢是药物体内代谢过程的重要步骤，与药理活

性密切相关。目前绿原酸的体内代谢过程研究较为深

入，但其位置异构体新绿原酸的研究尚未开展，体内

代谢产物尚不明确。因此，新绿原酸的体内代谢过程

亟需进一步研究。

超高效液相色谱结合四极杆飞行时间质谱

（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）技术具有优秀的色谱重现性以及
超高的灵敏度和选择性，可作为中药复杂体系的快

速分析平台，并在代谢物鉴定中显示出优异的性

能［８１０］。本文基于ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ筛选鉴定了新绿
原酸的体内代谢产物，并阐明其主要的体内代谢通

路，以期为绿原酸类成分的新药研发及药材、制剂

的全面质量控制奠定基础。

１　材料

ＥｘｉｏｎＬＣＴＭＡＣ液相色谱仪与Ｘ５００ＲＱＴＯＦ质谱，
配有双喷雾 ＴｕｒｂｏＶ离子源，ＳＣＩＥＸＯＳ１３工作站
（ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；Ｒ２００Ｄ型电子分析天平（十万分
之一，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＳｙｎｅｒｇｙＵＶ型
超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＫＱ２５０ＤＥ型数控
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ离心机（德国）；ＳＰＥＣａｒｔｒｉｄｇｅｓＣ１８
固相萃取小柱 ［５００ｍｇ·（３ｍＬ）－１］。

新绿原酸（批号：ＰＲＦ８０５０４４２）、隐绿原酸（批
号：ＰＲＦ８０１０５０１）、咖啡酸（批号：ＰＲＦ７１０２０４４）、

奎尼酸（批号：ＰＲＦ８０６０８２３）均购自成都普瑞法科技
开发有限公司，绿原酸（批号：１１０７５３２００４１３）、阿
魏酸（批号：１１０７７３２０１３１３）购于中国食品药品检定
研究院，异阿魏酸（批号：ＭＵＳＴ１４１１０６１１）购自成
都曼思特生物科技有限公司，所有对照品纯度均大

于９８％；乙腈和甲醇（质谱级，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；甲酸（色谱级，德国Ｍｅｒｃｋ公司）。

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，雄性，体质量（２００±
１０）ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有限公司，
许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６０００６。

２　方法

２１　对照品溶液的配制

分别取上述７种对照品适量，精密称定，加入
甲醇制成质量浓度约１００μｇ·ｍＬ－１的储备液，用时
稀释成质量浓度适宜的对照品溶液。

２２　生物样品的制备

２２１　对照品给药液的配制　称取新绿原酸１８０ｍｇ，
加入８ｍＬ０９％氯化钠溶液，超声至充分混悬，配
制成给药溶液，于４℃储存。

将８只 ＳＤ大鼠随机平均分为空白组和给药组。
实验前，２组大鼠在动物房内进行适应性饲养１周
（室温２２～２６℃，相对湿度４０％ ～７０％，１２ｈ昼夜
更替），给药前禁食 １２ｈ，全程不禁水。给药组按
２００ｍｇ·ｋｇ－１的剂量给予 ０９％氯化钠溶液混悬液，
而空白组的每只大鼠灌胃等体积０９％氯化钠溶液。
各组均连续给药２ｄ。
２２２　血浆样本的收集与储存　大鼠在最后一次给
药后０５、１、２、４ｈ，分别眼眶静脉取血 ０５ｍＬ。
所采集的血样置于涂肝素钠的离心管中静置１５ｍｉｎ，
３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径为５５ｃｍ），合
并上述４个时间点的血液。分别吸取上清液，即得
空白血浆和含药血浆，于－８０℃冰箱冻存。
２２３　尿样和粪样的收集与储存　灌胃给药后０～
２４ｈ内，每隔６ｈ收集１次尿液和粪便，分别合并。
尿样３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，后取上清液于－８０℃
冰箱冻存。粪样置于通风橱中晾干后碾碎，装于离

心管中冻存。

２３　大鼠生物样品的前处理

将２组冻存的血浆、尿液生物样本放到室温下
解冻。取固相萃取柱，依次用３ｍＬ甲醇和３ｍＬ水
对其进行活化，然后分别吸取生物样品２ｍＬ上样，

·９４０１·
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依次用３ｍＬ水和３ｍＬ甲醇洗脱，收集甲醇洗脱液。
取各组粪样适量，按照１∶５（Ｗ∶Ｖ）比例加入去离

子水，超声处理６０ｍｉｎ，３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
取上清液。取各组处理好的上清液置于固相萃取小

柱，用３ｍＬ水冲洗杂质，最后用３ｍＬ甲醇洗脱，
收集甲醇洗脱液。

将上述所有甲醇洗脱液，在室温下用氮气吹干，

残渣用１００μＬ的初始流动相复溶，涡旋振荡３ｍｉｎ
后，１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ（离心半径为５５ｃｍ）。
取上清液进行分析。

２４　液质联用分析条件

２４１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＨＳＳＴ３ＵＰＬＣ色
谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ），流动相：０１％
甲酸水溶液（Ｂ）和乙腈（Ａ），进样室温度：１５℃，
柱温：４０℃，洗脱梯度（０～６ｍｉｎ，２％～１０％Ａ；６～
１０ｍｉｎ，１０％～２５％Ａ；１０～１５ｍｉｎ，２５％ ～３５％Ａ；
１５～１６ｍｉｎ，３５％ ～４０％Ａ；１６～２０ｍｉｎ，４０％ ～
８０％Ａ；２０～２１ｍｉｎ，８０％ ～９５％Ａ；２１～２４ｍｉｎ，
９５％Ａ），体积流量：０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量：５μＬ。
２４２　质谱条件　ＨＥＳＩ负离子模式，离子源温度：
５５０℃，电离源电压：４５ｋＶ，鞘气和辅助气均为高
纯氮气（纯度 ＞９９９９％），扫描模式：ＦｕｌｌＭＳ／
ｄｄＭＳ２；数据依赖性 ｄｄＭＳ２采集，ＦｕｌｌＭＳ分辨率
７００００，ｄｄＭＳ２分辨率１７５００，高分辨扫描范围ｍ／ｚ
１００～１０００，碰撞能为３０ｅＶ。

２５　高分辨质谱数据的预处理

药物的代谢产物通常具有相同或者相似的母核

结构。基于此，可采用数据采集的质量亏损过滤

（ＭＤＦ）软件进行筛选追踪主要的代谢物，尤其是不
可预知的代谢产物。基于母药新绿原酸的化学结构，

设置了如下ＭＤＦ模板：１）母药（ｍ／ｚ３５３０８６７１）及
其核心结构咖啡酸和奎宁酸（ｍ／ｚ１７９０３５０２、ｍ／ｚ

１９１０５５０４）；２）ＧＳＨ结合产物（ｍ／ｚ６６０１７１５１），
糖基化产物（ｍ／ｚ５１５１４０４３），葡萄糖醛酸结合产
物（ｍ／ｚ５２９１１９９０）和磺酸化产物（ｍ／ｚ４３３０４３５３）
等。另外，ＭＤＦ窗口设置为±５０ｍＤａ。

所有数据采集和处理均在ＳＣＩＥＸＯＳ１３１工作站
进行。根据精确分子质量，元素组成和可能发生的反

应，对所有的母离子和碎片离子的分子式进行预测。相

关参数设置为：Ｃ［０３０］，Ｈ ［０５０］，Ｏ［０３０］，
Ｓ［０２］，Ｎ［０３］，环不饱和双键数（ＲＤＢｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ
ｖａｌｕｅ）［０１５］，质量精度误差在１×１０－５以内。

３　结果与讨论

３１　新绿原酸的质谱裂解规律分析

对新绿原酸对照品在负离子模式下的碎片离子

进行系统分析，总结得到相关的特征离子。在负离

子模式下，新绿原酸的准分子离子峰为 ［ＭＨ］－

ｍ／ｚ３５３０８７４０（１８３×１０－６，Ｃ１６Ｈ１７Ｏ９），在质谱裂
解过程中，其先丢掉１分子咖啡酰基，产生特征碎
片离子ｍ／ｚ１９１０５５０４（１１０×１０－６，Ｃ７Ｈ１１Ｏ６），该
离子继续丢失１分子水产生ｍ／ｚ１７３０４５４６（０２６×
１０－６，Ｃ９Ｈ７Ｏ４）。与此同时，还检测到特征碎片咖
啡酸离子 ｍ／ｚ１７９０３５０２，另外此离子分别丢失 １
分子水和１分子ＣＯ２形成碎片离子ｍ／ｚ１６１０２２４和
ｍ／ｚ１３５０４５２２。可能的裂解规律见图１。

３２　大鼠体内代谢产物的分析鉴定

通过对给药组生物样品与空白组样品的比较分

析，结合在线 ＭＤＦ数据处理软件对新绿原酸代谢
产物进行相对准确地筛查、鉴定，最终在大鼠的尿

液、血浆和粪便样品中共筛选鉴定了４３个代谢产
物。其中在血、尿和粪中分别鉴定了２０、３０、１１个，
具体的质谱信息见表１。代谢产物的鉴定结果分析
如下。

图１　负离子模式下新绿原酸对照品的质谱裂解图
·０５０１·
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表１　大鼠生物样品中新绿原酸代谢产物的质谱信息

峰号 ｔＲ／ｍｉｎ分子式
理论值

（ｍ／ｚ）
实际值

（ｍ／ｚ）
误差

（×１０－６）
裂解碎体 鉴定结果 血浆 尿液 粪便

Ｍ１ ０９３ Ｃ７Ｈ１１Ｏ６ １９１０５５０４ １９１０５６１４ １１０ ＭＳ２［１９１］：１７３（１００），１４７（６３），１１１（４３） 奎尼酸 － － ＋

Ｍ２ ３６７ Ｃ７Ｈ９Ｏ５ １７３０４４４５ １７３０４５７２ １２７ ＭＳ２［１７３］：１２９（１００），１５５（３６），１１１（２３） 莽草酸 ＋ － －

Ｍ３ ４７０ Ｃ９Ｈ９Ｏ５ １９７０４４４５ １９７０４５８０ １３５ ＭＳ２［１９７］：１４９（１００），１２１（８０），１６７（２３） 丁香酸 － ＋ －

Ｍ４ ４７８ Ｃ９Ｈ７Ｏ２ １４７０４５４０ １４７０４５４３ ００３ ＭＳ２［１４７］：１０３（１００） 肉桂酸 ＋ ＋ ＋

Ｍ５ ５３３ Ｃ８Ｈ７Ｏ４ １６７０３３８８ １６７０３４９７ １０９ ＭＳ２［１６７］：１６７（１００），１２３（４７），１４９（１３） 香草酸 － ＋ ＋

Ｍ６ ６１４ Ｃ１１Ｈ１０ＮＯ５ ２３６０５５３４ ２３６０５７０７ １７３ ＭＳ２［２３６］：１６２（１００），１３４（３４） 咖啡酸甘氨酸结合物 ＋ － ＋

Ｍ７ ６１５ Ｃ９Ｈ９Ｏ５ １９７０４４４５ １９７０４６０１ １５６ ＭＳ２［１９７］：１２３（１００），１３５（３４），１２１（１１），
１６７（３），１４９（３）

丁香酸 － ＋ －

Ｍ８ ６３１ Ｃ９Ｈ９Ｏ７Ｓ ２６１００６３５ ２６１００７５４ １１９ ＭＳ２［２６１］：１８１（１００），１３７（３３） 二氢咖啡酸硫酸结合物 ＋ ＋ －

Ｍ９ ６８９ Ｃ９Ｈ９Ｏ４ １８１０４９５３ １８１０５０５８ １０５ ＭＳ２［１８１］：１３７（１００），１６３（２３） 二氢咖啡酸 ＋ ＋ ＋

Ｍ１０ ６９３ Ｃ１６Ｈ１７Ｏ９ ３５３０８６７１ ３５３０８６８２ ０１１ ＭＳ２［３５３］：１９１（１００），１７９（６３），１３５（５８） 新绿原酸 ＋ ＋ －

Ｍ１１ ７００ Ｃ９Ｈ９Ｏ７Ｓ ２６１００６３５ ２６１００７９９ １６４ ＭＳ２［２６１］：１３７（１００），１８１（１２） 二氢咖啡酸硫酸结合物 － ＋ －

Ｍ１２ ７４３ Ｃ７Ｈ５Ｏ３ １３７０２３３２ １３７０２４５９ １２７ ＭＳ２［１３７］：１３７（１００），９３（５４），１０９（３１） ３羟基苯甲酸 ＋ ＋ －

Ｍ１３ ７７７ Ｃ９Ｈ８ＮＯ４ １９４０４４７８ １９４０４６４３ １６３ ＭＳ２［１９４］：１３５（１００），１５０（７２） ３羟基马尿酸 － ＋ ＋

Ｍ１４ ８１３ Ｃ９Ｈ９Ｏ７Ｓ ２６１００６３５ ２６１００７４７ １１２ ＭＳ２［２６１］：１８１（１００），１３７（３８），１６７（３５） 二氢咖啡酸硫酸结合物 ＋ － －

Ｍ１５ ８３２ Ｃ９Ｈ９Ｏ７Ｓ ２６１００６３５ ２６１００７８６ １５１ ＭＳ２［２６１］：１８１（１００），１３７（３８），１７９（８） 二氢咖啡酸硫酸结合物 － ＋ －

Ｍ１６ ８５６ Ｃ９Ｈ９Ｏ４ １８１０４９５３ １８１０５０７５ １２２ ＭＳ２［１８１］：１３７（１００），１６３（２３） 二氢咖啡酸 － ＋ －

Ｍ１７ ８５９ Ｃ１６Ｈ１７Ｏ９ ３５３０８６７１ ３５３０８７９９ １２８ ＭＳ２［３５３］：１９１（１００），１３５（６８），１７９（４６） 新绿原酸异构体 ＋ ＋ －

Ｍ１８ ８６１ Ｃ９Ｈ８ＮＯ３ １７８０４９８６ １７８０５１０７ １２１ ＭＳ２［１７８］：１３４（１００），１５０（９０） 马尿酸 ＋ － ＋

Ｍ１９ ８６４ Ｃ１０Ｈ９Ｏ４ １９３０４９５３ １９３０５０７６ １２３ ＭＳ２［１９３］：１４９（１００），１３４（４５），１７８（２０） 阿魏酸异构体 ＋ － －

Ｍ２０ ８８４ Ｃ１６Ｈ１７Ｏ９ ３５３０８６７１ ３５３０８７１７ ０４６ ＭＳ２［３５３］：１９１（１００），１７９（６８），１３５（６０） 绿原酸 ＋ ＋ －

Ｍ２１ ８９２ Ｃ１７Ｈ１９Ｏ９ ３６７１０２３６ ３６７１０３７４ １３８ ＭＳ２［３６７］：１９３（１００），１３４（９２），１９１（３４） 甲基化 － ＋ －

Ｍ２２ ９０１ Ｃ９Ｈ７Ｏ３ １６５０５４６０ １６５０５５８８ １２９ ＭＳ２［１６５］：１２１（１００），１３５（７２） 对羟基苯丙酸或其异构体 ＋ － －

Ｍ２３ ９０８ Ｃ１０Ｈ９Ｏ７Ｓ ２７３００７４０ ２７３００７６０ ０２０ ＭＳ２［２７３］：１９３（１００），１３４（５１），１７８（４３），１４９（１２）甲基化咖啡酸的硫酸结合物 － ＋ －

Ｍ２４ ９０８ Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９ ３６９１１８０１ ３６９１２０４４ ２４３ ＭＳ２［３６９］：１９５（１００），１７３（８），１９（８） 甲基化，氢化 － ＋ －

Ｍ２５ ９１７ Ｃ９Ｈ７Ｏ４ １７９０３５０２ １７９０３５２６ １３８ ＭＳ２［１７９］：１３５（１００），１６１（５６），１３４（２５） 咖啡酸 － ＋ －

Ｍ２６ ９２３ Ｃ９Ｈ７Ｏ４ １７９０３５０２ １７９０７１５９ １２１ ＭＳ２［１７９］：１３５（１００），１３４（３８） 咖啡酸异构体 ＋ － －

Ｍ２７ ９２４ Ｃ７Ｈ５Ｏ２ １２１０２８４０ １２１０２９８５ １４５ ＭＳ２［１２１］：１２１（１００），９３（２５） 苯甲酸 ＋ ＋ ＋

Ｍ２８ ９３８ Ｃ９Ｈ７Ｏ３ １６３０３８９７ １６３０４０３０ １３３ ＭＳ２［１６３］：１０１（８），１１９（７） 香豆酸 － ＋ ＋

Ｍ２９ ９３９ Ｃ１７Ｈ１９Ｏ９ ３６７１０２３６ ３６７１０３１４ ０７８ ＭＳ２［３６７］：１９３（１００），１３４（７８），１７８（５） 甲基化 － ＋ －

Ｍ３０ ９４１ Ｃ１０Ｈ９Ｏ４ １９３０４９５３ １９３０５０９４ １４１ ＭＳ２［１９３］：１３４（１００），１７８（３４），１４９（９） 异阿魏酸 － ＋ －

Ｍ３１ ９５１ Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９ ３６９１１８０１ ３６９１１９５５ １５４ ＭＳ２［３６９］：１９１（１００），１７３（２３），１３７（６） 甲基化，氢化 － ＋ －

Ｍ３２ ９８３ Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９ ３６９１１８０１ ３６９１１９５６ １５５ ＭＳ２［３６９］：１７３（１００），１９１（４５） 甲基化，氢化 － ＋ －

Ｍ３３ １００２ Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９ ３６９１１８０１ ３６９１１９７６ １７５ ＭＳ２［３６９］：３６９（１００），１７３（７３），１９１（６５） 甲基化，氢化 － ＋ －

Ｍ３４ １０１０ Ｃ１７Ｈ１９Ｏ９ ３６７１０２３６ ３６７１０２２５ １３４ ＭＳ２［３６７］：１７３（１００），１９１（４３），１３４（３２） 甲基化 ＋ － －

Ｍ３５ １０２４ Ｃ８Ｈ７Ｏ２ １３５０４４０６ １３５０４５４０ １３４ ＭＳ２［１３５］：１３５（１００），１２０（８３），９２（４５） 咖啡酸脱羧 ＋ － －

Ｍ３６ １０３２ Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９ ３６９１１８０１ ３６９１１９１５ １１４ ＭＳ２［３６９］：３６９（１００），１７３（９８），１９１（６８） 甲基化，氢化 － ＋ －

Ｍ３７ １０４２ Ｃ１７Ｈ１９Ｏ９ ３６７１０２３６ ３６７１０２８６ ０５０ ＭＳ２［３６７］：１７３（１００），１９３（２５），１３４（２４） 甲基化 － ＋ －

Ｍ３８ １０７２ Ｃ９Ｈ７Ｏ３ １６５０５４６０ １６５０５５８５ １２５ ＭＳ２［１６５］：１２１（１００），１３５（７２） 对羟基苯丙酸或其异构体 ＋ － －

Ｍ３９ １０７９ Ｃ９Ｈ９Ｏ４ １７９０３５０２ １７９０３５２２ １３４ ＭＳ２［１７９］：１３５（１００），１３４（７０），１０７（１４） 咖啡酸异构体 ＋ － ＋

·１５０１·
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续表１

峰号 ｔＲ／ｍｉｎ分子式
理论值

（ｍ／ｚ）
实际值

（ｍ／ｚ）
误差

（×１０－６）
裂解碎体 鉴定结果 血浆 尿液 粪便

Ｍ４０ １１０４Ｃ１６Ｈ１９Ｏ９ ３５５１０２３６ ３５５０９７２３ －５１３ＭＳ２［３５５］：１８１（１００），１３７（３０），１７３（１６） 氢化 ＋ ＋ －

Ｍ４１ １１０５Ｃ１０Ｈ９Ｏ４ １９３０４９５３ １９３０５０８５ １３２ ＭＳ２［１９３］：１３４（１００），１７８（３５），１４９（１３） 阿魏酸 － － ＋

Ｍ４２ １３８２Ｃ２４Ｈ３１Ｏ１４ ５４３１７０８３ ５４３１７１７２ ０８９ ＭＳ２［５４３］：３６７（１００），３４９（３４），１７３（９），
１３５（５）

甲基化，葡萄糖醛酸化 － ＋ －

Ｍ４３ １４１５Ｃ１５Ｈ１７Ｏ１０ ３５７０８１６２ ３５７０７８５５ －３０７ＭＳ２［３５７］：３５７（１００），３１３（４８），１８１（２８） 二氢咖啡酸的葡萄糖醛酸化 － ＋ －

　　注：＋检测到；－未检测到；与对照品比对鉴定。

在负离子模式下，代谢物 Ｍ１０、Ｍ２０、Ｍ１７产
生相同的准分子离子峰 ｍ／ｚ３５３０８６７１［ＭＨ］－，
推测其分子式为 Ｃ１６Ｈ１７Ｏ９（误差≤ ±２００×１０

－６）。

在其 ＥＳＩＭＳ２谱图中，它们均产生碎片离子 ｍ／ｚ
１７９０３５０２（咖啡酸骨架离子）以及奎尼酸负离子碎
片ｍ／ｚ１９１０５５０４。其中，Ｍ１０和Ｍ２０的色谱保留
时间与质谱裂解信息与新绿原酸、绿原酸相同，因

此将两者分别准确鉴定为新绿原酸和绿原酸，并将

Ｍ１７推断为其同分异构体。
代谢物Ｍ３９、Ｍ２５、Ｍ２６的相对保留时间分别为

１０７９、９１７、９２３ｍｉｎ。它们的准分子离子峰为ｍ／ｚ
１７９０３５２６［ＭＨ］－，推断最可能的分子式为
Ｃ９Ｈ７Ｏ４（误差≤±２００×１０

－６）。在其ＥＳＩＭＳ２谱中，
观察到碎片离子 ｍ／ｚ１３５［ＭＨＣＯ２］

－，表明它们

的分子中存在羧基。另外，根据与咖啡酸对照品的

保留时间以及质谱裂解行为比对，可将 Ｍ２５准确鉴
定为咖啡酸，结合参考文献 ［１１］报道将 Ｍ３９和
Ｍ２６推断为咖啡酸异构体。

代谢物 Ｍ９、Ｍ１６具有相同的准分子离子峰
ｍ／ｚ１８１０４９５３［ＭＨ］－，比咖啡酸多２。根据精确
相对分子质量推测其分子式为 Ｃ９Ｈ９Ｏ４，相对误差均
小于２×１０－６。在 ＥＳＩＭＳ２谱中，ｍ／ｚ１８１丢失１分
子Ｈ２Ｏ（１８Ｄａ）产生了主要的碎片离子 ｍ／ｚ１６３，并
且可中性丢失１分子ＣＯ２（４４Ｄａ）形成碎片离子 ｍ／ｚ
１３７。结合参考文献 ［１２］报道将两者鉴定为咖啡酸
的氢化产物。

Ｍ６的准分子离子峰为ｍ／ｚ２３６０５７０７［ＭＨ］－，
可知其分子式为Ｃ１１Ｈ１０ＮＯ５，误差为１７３×１０

－６。在其

ＥＳＩＭＳ２谱图中，ｍ／ｚ２３６通过中性丢失 Ｃ２Ｈ４ＮＯ２和
Ｃ３Ｈ４ＮＯ３，生成碎片离子ｍ／ｚ１６２［ＭＨＮＨ２ＣＨ２ＣＯＯ］

－

和ｍ／ｚ１３４［ＭＨＣ２Ｈ４ＮＯ２ＣＯ］
－，由此推测分子中

有甘氨酸和羰基的存在。参照文献 ［１３］报道，可
将代谢产物Ｍ６鉴定为咖啡酸的甘氨酸结合产物。

代谢物Ｍ４３在１４１５ｍｉｎ被洗脱，其准分子离
子峰为ｍ／ｚ３５７０７８５５［ＭＨ］－，推测其分子式为
Ｃ１５Ｈ１７Ｏ１０，误差 ＜２×１０

－６。在 ＥＳＩＭＳ２谱图中，
ｍ／ｚ３５７通过中性丢失１分子ＣＯ２形成碎片离子ｍ／ｚ
３１３。此外，还观察到碎片离子 ｍ／ｚ１８１［ＭＨ
ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅＨ２Ｏ］

－，推测葡萄糖醛酸结合反应发生。

结合文献 ［１４］报道，Ｍ４３被鉴定为二氢咖啡酸的
葡萄糖醛酸结合产物。

代谢物 Ｍ４在准分子离子峰在 ｍ／ｚ１４７０４５４３
［ＭＨ］－，推测其相对分子式为Ｃ９Ｈ７Ｏ２（误差００３×
１０－６）。在其 ＥＳＩＭＳ２光谱中，ｍ／ｚ１４７通过中性丢
失１分子ＣＯ２生成碎片离子ｍ／ｚ１０３［ＭＨＣＯ２］

－。

此外，它的相对分子质量比咖啡酸少３２Ｄａ。结合文
献 ［１５］报道以及相关的生物转化规律，将 Ｍ４鉴
定为肉桂酸。

Ｍ２８的准分子离子峰为ｍ／ｚ１６３０４０３０［ＭＨ］－，
根据精确相对分子质量推测其分子式为 Ｃ９Ｈ７Ｏ３。
Ｍ２８的相对分子质量比咖啡酸少１６Ｄａ，并产生碎片
离子ｍ／ｚ１１９［ＭＨＣＯ２］

－，表明有羧酸基团的存在。

因此，将Ｍ２８鉴定为咖啡酸的脱羟基产物香豆酸。
Ｍ８、Ｍ１４、Ｍ１１、Ｍ１５有相同的准分子离子峰

ｍ／ｚ２６１００６３５［ＭＨ］－，推测其分子式为Ｃ９Ｈ９Ｏ７Ｓ，
所有质量误差均小于２×１０－６。在ＥＳＩＭＳ２谱图中，由
于中性损失１分子ＳＯ３和１分子ＣＯ２，分别产生碎片离
子ｍ／ｚ１８１［ＭＨＳＯ３］

－和ｍ／ｚ１３７［ＭＨＳＯ３ＣＯ２］
－，

说明它们的分子结构中存在羧基和磺酸基。结合相

关文献 ［１４］报道，它们被鉴定为二氢咖啡酸磺酸
化结合物。

代谢物Ｍ２３的保留时间为９０８ｍｉｎ，准分子离
子峰为 ｍ／ｚ２７３００７４０［ＭＨ］－，其分子式为
Ｃ１０Ｈ９Ｏ７Ｓ（质量误差０２０×１０

－６）。在 ＥＳＩＭＳ２谱图
中，由于中性丢失ＳＯ３、ＣＯ２和ＣＨ３，分别产生碎片离
子 ｍ／ｚ１９３［ＭＨＳＯ３］

－、ｍ／ｚ１４９［ＭＨＳＯ３ＣＯ２］
－

和ｍ／ｚ１３４［ＭＨＳＯ３ＣＯ２ＣＨ３］
－，表明分子结构中

·２５０１·
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存在羧酸基团、硫酸基团以及甲基。基于上述推论

和相关的生物转化反应，Ｍ２３被鉴定为甲基化咖啡
酸的磺酸化产物。

Ｍ３５的准分子离子峰为ｍ／ｚ１３５０４４０６［ＭＨ］－，
保留时间为１０２４ｍｉｎ。此外，分子式为 Ｃ８Ｈ７Ｏ２（质
量误差１３４×１０－６）。在ＥＳＩＭＳ２图谱中，由于中性
丢失１分子ＣＨ３，从而观察到二级碎片离子ｍ／ｚ１２０
［ＭＨＣＨ３］

－。根据相关的生物转化规律，将 Ｍ３５
鉴定为咖啡酸脱羧产物。

代谢物 Ｍ１９、Ｍ３０、Ｍ４１的保留时间为 ８６４、
９４１、１１０５ｍｉｎ，准分子离子峰为 ｍ／ｚ１９３０４９５３
［ＭＨ］－。根据精确相对分子质量推测其分子式为
Ｃ１０Ｈ９Ｏ４（质量误差均在２００×１０

－６以内）。在 ＥＳＩ
ＭＳ２图谱中，由于中性丢失 １分子 ＣＯ２和 １分子
ＣＨ３产生碎片离子 ｍ／ｚ１７８［ＭＨＣＨ３］

－、ｍ／ｚ１４９
［ＭＨＣＯ２］

－和ｍ／ｚ１３４［ＭＨＣＯ２ＣＨ３］
－，表明分

子中存在羧基和甲基。通过与对照品的质谱碎片离

子信息和色谱保留时间比较，Ｍ４１被准确鉴定为阿
魏酸，Ｍ３０被准确鉴定为异阿魏酸，Ｍ１９推断为其
同分异构体。

Ｍ２２、Ｍ３８的色谱保留时间分别为 ９０１、
１０７２ｍｉｎ，准分子离子峰分别为 ｍ／ｚ１６５０５５８９和
ｍ／ｚ１６５０５５８５，根据精确相对分子量可知分子式组
成为 Ｃ９Ｈ９Ｏ４（误差分别为 １２９×１０

－６和 １２５×
１０－６）。在ＥＳＩＭＳ２图谱中，两者均通过丢失１分子
ＣＯ２在ｍ／ｚ１２１［ＭＨＣＯ２］

－处形成产物离子，这表

明其分子中存在羰基。根据先前报道的文献 ［１６］，
Ｍ２２和Ｍ３８被鉴定为对羟基苯丙酸或其异构体。

代谢物 Ｍ１的准分子离子峰为 ｍ／ｚ１９１０５６１４
［ＭＨ］－，保留时间为０９３ｍｉｎ，分子式为 Ｃ７Ｈ１１Ｏ６
（质量误差１１３×１０－６）。在 ＥＳＩＭＳ２图谱中，通过
中性丢失１分子水和１分子 ＣＯ２产生碎片离子 ｍ／ｚ
１７３［ＭＨＨ２Ｏ］

－和 ｍ／ｚ１４７［ＭＨＣＯ２］
－。此外，

中性丢失２分子水和１分子 ＣＯ２产生碎片离子 ｍ／ｚ
１１１［ＭＨＣＯ２２Ｈ２Ｏ］

－。据此推断分子中极有可能

存在至少２个羟基和１个羧基。Ｍ１与奎尼酸对照品
的色谱保留时间和质谱碎片相同，因此结合参考文

献 ［１７］将代谢物Ｍ１准确鉴定为为奎尼酸。
代谢物 Ｍ２准分子离子峰为 ｍ／ｚ１７３０４５７２

［ＭＨ］－，基于精确分子质量可知其分子式为
Ｃ７Ｈ９Ｏ５（误差≤±２００×１０

－６）。其分子离子比奎尼

酸少１８Ｄａ，推测它极有可能是奎尼酸的脱羟基产

物。在 ＥＳＩＭＳ２图谱中，通过中性丢失１分子 ＣＯ２
产生碎片离子 ｍ／ｚ１２９［ＭＨＣＯ２］

－，另外中性丢

失１分子Ｈ２Ｏ产生碎片离子ｍ／ｚ１５５［ＭＨＨ２Ｏ］
－，

这表明分子中存在羟基和羧基。结合相关的文

献 ［１１］报道，将代谢产物Ｍ２鉴定为莽草酸。
代谢物Ｍ２７的准分子离子峰为 ｍ／ｚ１２１０２９８５

［ＭＨ］－，分子式为 Ｃ７Ｈ５Ｏ２（误差为１４５×１０
－６）。

此外，它通过丢失１分子 ＣＯ产生碎片离子 ｍ／ｚ９３
［ＭＨＣＯ］－，这表明该化合物中存在羰基。根据先
前报道的文献 ［１８］，代谢产物 Ｍ２７被鉴定为苯
甲酸。

代谢物 Ｍ１２准分子离子峰为 ｍ／ｚ１３７０２４５９
［ＭＨ］－。分子式为 Ｃ７Ｈ５Ｏ３（误差为１２７×１０

－６），

其分子离子比苯甲酸多１６Ｄａ，推测可能是苯甲酸的
羟基化产物。在 ＥＳＩＭＳ２图谱中，通过中性丢失
１分子ＣＯ２和１分子 Ｈ２Ｏ分别产生碎片离子 ｍ／ｚ９３
［ＭＨＣＯ２］

－和ｍ／ｚ１０９［ＭＨＨ２Ｏ］
－，表明该化合

物中存在羟基和羰基。根据先前报道的文献 ［１９］，
将代谢物Ｍ１２鉴定为３羟基苯甲酸。

代谢物 Ｍ１８准分子离子峰在 ｍ／ｚ１７８０５１０７
［ＭＨ］－，基于精确分子质量、同位素丰度比可知
其分子式为Ｃ９Ｈ８ＮＯ３（误差１２１×１０

－６）。在ＥＳＩＭＳ２

图谱中，通过中性丢失１分子 ＣＯ２产生二级碎片离
子ｍ／ｚ１３４［ＭＨＣＯ２］

－，这表明分子中有羧酸基

团的存在。因此，将其鉴定为马尿酸。

代谢物Ｍ１３在７７７ｍｉｎ时洗脱，准分子离子峰
为ｍ／ｚ１９４０４６４３［ＭＨ］－。其分子式为 Ｃ８Ｈ８ＮＯ４
（误差１６３×１０－６）。另外，它的分子离子比马尿酸
多１６Ｄａ。此外，通过中性丢失１分子ＣＯ２和１分子
ＣＨ３生成碎片离子ｍ／ｚ１３５［ＭＨＣＯ２ＣＨ３］

－和ｍ／ｚ
１５０［ＭＨＣＯ２］

－，表明分子中存在羧基和甲基。

因此，结合参考文献 ［１９］将其鉴定为 ３羟基马
尿酸。

代谢物 Ｍ３、Ｍ７色谱保留时间分别为 ４７、
６１５ｍｉｎ。它们的准分子离子峰为 ｍ／ｚ１９７０４４４５
［ＭＨ］－，分子式组成为 Ｃ９Ｈ９Ｏ５（误差≤ ±２００×
１０－６）。在ＥＳＩＭＳ２图谱中，通过丢失１分子ＯＣＨ２、
１分子 Ｈ２Ｏ和 １分子 ＣＯ２生成碎片离子 ｍ／ｚ１６７
［ＭＨＯＣＨ２］

－，ｍ／ｚ１４９［ＭＯＣＨ３Ｈ２Ｏ］
－和 ｍ／ｚ

１２１［ＭＯＣＨ３Ｈ２ＯＣＯ］
－，表明分子中存在甲氧基、

羰基以及羟基。结合相关的生物转化知识，代谢物

Ｍ３、Ｍ７鉴定为丁香酸或其异构体。
·３５０１·
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代谢物 Ｍ５色谱保留时间为 ５３３ｍｉｎ。在其
ＥＳＩＭＳ谱图中，准分子离子峰 ｍ／ｚ１６７０３４９７
［ＭＨ］－（分子式为Ｃ８Ｈ７Ｏ４，误差１０９×１０

－６）。在

其 ＥＳＩＭＳ２ 谱图中，通过中性丢失 １分子 ＣＯ２
（４４Ｄａ）和１分子Ｈ２Ｏ（１８Ｄａ）产生碎片离子ｍ／ｚ１２３
［ＭＨＣＯ２］

－和ｍ／ｚ１４９［ＭＨＨ２Ｏ］
－，这表明分子

中存在羧基和羟基。结合相关的文献报道将其鉴定

为香草酸。

在ＥＳＩＭＳ谱图中，代谢物 Ｍ４０的准分子离子
峰为 ｍ／ｚ３５５０９７２３［ＭＨ］－（Ｃ１６Ｈ１９Ｏ９，误差
－５１３×１０－６），色谱保留时间为 １１０４ｍｉｎ。其分
子式比原型药物多２Ｈ，推测它是新绿原酸的氢化产
物。除此之外，在其 ＥＳＩＭＳ２谱图中，观察到二级
碎片ｍ／ｚ１７３［奎尼酸Ｈ２ＯＨ］

－和 ｍ／ｚ１８１［二氢
咖啡酸Ｈ］－和 ｍ／ｚ１３７［二氢咖啡酸ＣＯ２Ｈ］

－。因

此，代谢物Ｍ４０鉴定为二氢新绿原酸。
在Ｃ１７Ｈ１９Ｏ９提取离子流图中，可以检测到４个

准分子离子峰 Ｍ２１、Ｍ２９、Ｍ３４、Ｍ３７（误差均 ≤
±２００×１０－６），色谱保留时间为８９２～１０４２ｍｉｎ。
它们分子式比原药新绿原酸多 ＣＨ２。在其 ＥＳＩＭＳ

２

谱图中，它们都具有相同的产物离子ｍ／ｚ１３４０４５２２。
此外，还存在碎片离子 ｍ／ｚ１９１０５５０４［奎尼酸
Ｈ］－和ｍ／ｚ１７３０４５７２［奎宁酸Ｈ２ＯＨ］

－。综上分

析，它们具有与原药相同的特征离子并且比原药分

子离子多１４Ｄａ，因此将其鉴定为新绿原酸的甲基化
产物。

Ｍ２４、Ｍ３１、Ｍ３２、Ｍ３３、Ｍ３６有相同的准分
子离子峰为ｍ／ｚ３６９１１８０１［ＭＨ］－（Ｃ１７Ｈ２１Ｏ９，误
差≤ ±２００×１０－６）。它们分子式比原药的甲基化
产物多２Ｈ。在其ＥＳＩＭＳ２光谱中，它们具有与原药
相同的特征离子 ｍ／ｚ１９１［奎尼酸Ｈ］－，ｍ／ｚ１７３
［奎尼酸Ｈ２ＯＨ］

－，据此推断它们是甲基化绿原酸的

氢化产物。

代谢物Ｍ４２保留时间为１３８２ｍｉｎ，准分子离子
峰为 ｍ／ｚ５４３１７０８３［ＭＨ］－（Ｃ２４Ｈ３１Ｏ１４）。在其
ＥＳＩＭＳ２谱图中，通过丢失 １７６Ｄａ产生碎片离子
ｍ／ｚ３６７［ＭＨＣ７Ｈ１２Ｏ５］

－，这表明其分子中含有葡

萄糖醛酸。且ｍ／ｚ３６７比原药分子式多ＣＨ２，结合二
级碎片离子 ｍ／ｚ１７３［奎宁酸Ｈ２ＯＨ］

－和 ｍ／ｚ１３５
［咖啡酸ＣＯ２Ｈ］

－。表明有奎尼酸骨架、咖啡酸骨架

存在。因此，Ｍ４２被鉴定为甲基新绿原酸的葡萄糖结

合产物。

３３　大鼠体内新绿原酸的代谢途径分析

新绿原酸进入大鼠体内后发生了广泛的代谢反

应［２０２２］。结合代谢产物分析新绿原酸在体内的代谢过

程及转化，结果见图２，其在体内主要发生的反应有
３种。１）异构化：在新绿原酸给药后的生物样品中发
现了绿原酸和其异构体，说明新绿原酸在体内进行了

位置异构等反应。２）分解反应：新绿原酸进入体内后
可以水解为咖啡酸和奎尼酸２个核心代谢产物，并在
此基础上发生进一步的二次代谢反应。奎尼酸经体内

代谢转化为莽草酸，经２次脱羟基后生成羟基苯甲
酸，再脱羟基变为苯甲酸，经过与甘氨酸结合后生

成马尿酸，最后马尿酸羟基化反应生成３羟基马尿
酸；奎尼酸也可以直接转化为丁香酸，而后脱去甲

氧基和羟基生成香草酸。而咖啡酸也发生多种反

应。例如，甲基化生成阿魏酸或异阿魏酸；还原反

应生成二氢咖啡，并在此基础上进行硫酸酯化生成

二氢咖啡酸硫酸酯结合物或者二氢咖啡酸葡萄糖醛

酸化生成二氢咖啡酸葡萄糖醛酸结合物；咖啡酸还

发生了分解反应，比如脱羧反应，再者脱羟基后生

成香豆酸而后继续脱羟基生成肉桂酸等。３）其他
反应：首先新绿原酸容易还原生成二氢新绿原酸；

其次甲基化反应，新绿原酸在咖啡酸侧链上发生甲

基化反应；最后，新绿原酸能够在侧链上连接葡萄

糖醛酸发生葡萄糖醛酸结合反应。

４　结论

本研究利用 ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ高分辨液质联用
技术分析鉴定了新绿原酸在大鼠的血浆、尿液和粪

便样品中的代谢产物。通过分析这些代谢产物的精

确相对分子质量、特征碎片离子以及色谱保留行为

等，共筛选鉴定出包括新绿原酸原型在内的４３个
代谢产物。同时，本研究还推测了新绿原酸的体内

代谢途径，初步阐释了其发挥药效的物质基础轮廓。

新绿原酸的体内代谢产物主要有咖啡酸、阿魏酸、

异阿魏酸、莽草酸、香草酸等，它们均具有很好的

抗菌、抗氧化作用，这为阐明新绿原酸发挥抗菌、

抗炎等药理活性提供了一定依据。上述研究结果也

为含有绿原酸类物质的中药及食品的体内代谢研究

提供了借鉴，尤其对药效物质基础的研究具有重要

参考意义。

·４５０１·
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图２　新绿原酸在大鼠体内的代谢途径
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表４　大鼠口服给予葛兰心宁软胶囊后绞股蓝
皂苷Ａ的药动学参数（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

药动学参数 结果

ＡＵＣ／μｇ·Ｌ－１·ｈ－１ ２５６２±２５２

ＭＲＴ０～１／ｈ ７８２５±０４０９０

Ｃｍａｘ／μｇ·Ｌ－１ ３７７６±７５３

Ｔｍａｘ／ｈ ０７５

ｔ１／２／ｈ ６２４７±２０３９

ＣＬ／Ｆ／Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１ ０２４９２±００５００２

４　结论

本研究建立了大鼠灌胃葛兰心宁软胶囊内容物

后，血浆中绞股蓝皂苷Ａ的ＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法，并
采用非房室模型计算分析了其药动学参数。该方法简

单、快捷、灵敏度高、精密度及线性关系良好，可以

用于生物样本中绞股蓝皂苷Ａ的药代动力学研究。药
动学参数Ｃｍａｘ反映了药物在血浆中的最大浓度，绞股
蓝皂苷Ａ的Ｃｍａｘ为（３７７６±７５３）μｇ·Ｌ

－１，０７５ｈ迅
速达到最大血药浓度，ｔ１１２为（６２４７±２０３９）ｈ，ＣＬ为
（０２４９２±００５００２）Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１，清除非常快。绞股
蓝皂苷 Ａ是绞股蓝中含量较高且有效的单体成分［３］，

其结构属于达玛烷型四环三萜皂苷。Ｚｈａｎｇ等［７］报道

了大鼠口服绞股蓝总皂苷后，２个达玛烷型四环三萜
皂苷类成分ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅＬⅥ和ｇｙｐｅｎｏｓｉｄｅⅩＬⅥ的药代动
力参数，半衰期与本研究的结果相近，但是 Ｔｍａｘ为
４ｈ，可能与糖基的种类、数量、连接位置不同有关。
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