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摘要: 采用液相色谱2电喷雾离子阱串联质谱 (L CöM Sn)技术分析了大鼠分别灌胃和静脉注射给予黄芩苷后

尿样中原形药及其异构体的化学结构以及其排泄情况。根据代谢物的多级质谱和紫外吸收光谱数据推测,

两种给药途径均检测到原形药黄芩苷及其异构体黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸。收集大鼠灌胃 (100 m gökg)和静

脉注射 (15 m gökg)给予黄芩苷后 0～ 48 h 尿样,以槲皮素作为内标,经乙酸乙酯提取后,以甲醇2水2甲酸 (V

(甲醇)∶V (水)∶V (甲酸) = 60∶40∶1)混合液为流动相,用D iamonsil C18柱进行分离,采用电喷雾离子阱

质谱,以选择反应监测 (SRM )方式检测尿中黄芩素的两种葡萄糖醛酸结合物。黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸的形
成, 说明黄芩苷在胃肠道可水解成苷元形式重新与葡萄糖醛酸结合,然后被排出体外。大鼠灌胃给予黄芩苷

后,黄芩苷和黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸的尿样累积排泄量分别为 1. 49%和 0. 77% ;大鼠静脉注射给予黄芩苷

后黄芩苷和黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸的尿样累积排泄量分别为 30. 80%和 0. 28% ;以药物原形和尿药浓度评

价黄芩苷在大鼠体内的绝对生物利用度为 4. 84%。
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Ana lys is of Ba ica l in and Its Isom er in Ra ts Ur ine
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(L abora tory of D rug M etabolism and P harm acok inetics,

S heny ang P harm aceu tica l U n iversity , S heny ang 110016, Ch ina)

Abstract: Exam inat ion w as m ade of the u rinary excret ion of ba ica lin and its isom er in ra ts.

T he u rine of ra ts adm in istered baica lin o ra lly and in travenou sly con ta ined tw o m etabo lites,

ba ica lin and baica lein 62O 2glucu ron ide, as determ ined from M Sn data and UV spectra. U rine

sam p les ob ta ined 0- 48h after o ra l (100m gökg) o r in travenou s (15m gökg) adm in ist ra t ion

of ba ica lin w ere co llected and w ere ex tracted by ethyl aceta te. T he in terna l standard w as

quercet in and the m ob ile phase com po sed of m ethano l2w ater2fo rm ic acid (60∶40∶1, vöv ).



U rine sam p les w ere invest iga ted by liqu id ch rom atography2electro sp ray ion trap m ass

spectrom etry (L CöM Sn). T he fo rm at ion of ba ica lein 62O 2glucu ron ide suggested tha t ba ica lin

part ly appeared to be hydro lyzed to ag lycone after ab so rp t ion in the body, then excreted in

the u rine o r b ile. To ta l cum u la t ive am oun ts of the ba ica lin and baica lein 62O 2glucu ron ide

excreted in the u rine a t 48h fo llow ing the o ra l adm in ist ra t ion of ba ica lin w ere app rox im ately

1. 49% and 1. 19% , respect ively, and to ta l cum u la t ive am oun ts fo llow ing the in travenou s

adm in ist ra t ion of ba ica lin w ere app rox im ately 30. 80% and 0. 28% , respect ively. T he

ab so lu te ava ilab ility of ba ica lin in ra t w as 4. 84% acco rd ing to the am oun t of ba ica lin.

Key words: m ass spectrom etry; ana lysis of ba ica lin and its isom er; liqu id ch rom atography2
electro sp ray ion trap m ass spectrom etry (L CöM Sn) ; g lucu ron ides; cum u la t ive excret ion

　　黄芩苷是黄芩素的 72O 2葡萄糖醛酸结合
物,临床上主要用于抗炎和抗过敏反应[ 1 ]。由于

结构中含有多个酚羟基,黄酮类化合物在体内易

与葡萄糖醛酸结合[ 2, 3 ]。已有研究表明[ 4, 5 ],动物

给予黄芩苷后,在胆汁和尿样中除检测到原形药

黄芩素 72O 2葡萄糖苷酸 (黄芩苷)外, 还发现异

构体黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸。为了更好地了解
黄芩苷在体内发挥作用的机理,对药物在体内存

在的形式以及动态过程进行研究是必要的。本工

作拟采用简便的紫外光谱法确证大鼠给予黄芩

苷后尿样中的代谢物黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸的
结构,并且采用高专属性的液相色谱电喷雾离子

阱质谱 (L CöM Sn)法,考察大鼠分别灌胃和静脉

注射给予黄芩苷后尿样中的原形药黄芩苷及其

异构体的排泄情况,旨在估计小肠及胃肠道代谢

等因素对黄芩苷口服生物利用度的影响大小,理

解黄芩苷的吸收和代谢过程,此方面研究尚未见

报道。

1　实验部分
111　主要仪器

L CQ 液相色谱质谱联用仪: 美国 F inn igan

公司产品,配有电喷雾离子源 (ES I)及Xcalibu r

1. 2数据处理系统; L C210A 高效液相色谱仪: 日

本岛津公司产品, 包括 L C210AD 泵和 7125

R heodyne进样阀; H P 1100高效液相色谱系统:

美国惠普公司产品,配有四元梯度泵、自动进样

器、柱温箱、可变波长紫外检测器和 R ev. A. 06.

03色谱工作站; UV 2201紫外可见分光光度计:

日本岛津公司产品; Bond E lu te C 18固相萃取柱:

天津开发区富集色谱技术开发公司提供。

112　主要药品、试剂与样品

黄芩苷原料药 (含量 98. 3% ) : 购自四川什

邡公司,实验前用甲醇配制成 1. 0 m gömL 的贮

备液,分别稀释成系列标准溶液 (0. 1、0. 5、2. 5、

10. 0、50. 0、80. 0 gömL ) ; 槲皮素对照品 (含量>

99. 5% ) :购自四川协力制药公司;黄芩素对照品

(含量> 98. 0% ) : 由本实验室用酸水解方法制

备,结构已经过1H 2NM R 和13C2HM R 确证,黄芩

素及黄芩苷的结构示于图 1; Β2D 2葡萄糖苷酸
酶: 购自美国 Sigm a 公司; 甲醇为色谱纯; 其它

化学试剂均为分析纯; 健康W istar 大鼠 12 只:

沈阳药科大学实验动物中心提供。

图 1　黄芩素及黄芩苷的分子结构

F ig. 1　Geom etr ic structures of ba ica le in and ba ica l in

a—黄芩素 (baicalein) ; b—黄芩苷 (baicalin)

　

113　尿样的采集

健康W istar大鼠 12只,体重 250±20 g。随

机分为 2 组, 雌雄各半, 分别灌胃 (100 m gökg)

和静脉注射 (15 m gökg)给予黄芩苷。实验前置

于代谢笼中,灌胃组大鼠于服药前夜禁食,自由

饮水,次日给药并收集 0～ 2 h、2～ 6 h、6～ 10 h、
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10～ 13 h、13～ 24 h、24～ 36 h 和 36～ 48 h 尿样,

静脉注射组不禁食,自由饮水,次日给药并收集

0～ 48 h 各时间段尿样,于 20 ℃保存。

114　尿样的处理

1. 4. 1　用于代谢物鉴定的尿样预处理　取

Bond E lu te C 18固相萃取柱 (250 m g) , 用 2 mL

甲醇和 2 mL 水依次洗涤活化待用; 将样品 1

mL 涡旋混合 30 s后加到已活化的固相萃取柱

上,用 2 mL 水洗涤,后用 1 mL 甲醇洗脱,收集

洗脱液,取 20 ΛL 用于L CöM Sn 分析。取尿样,按

文献 [ 7 ]方法, 用 Β2D 2葡萄糖苷酸酶进行水解,

取上清液过上述活化过的固相萃取柱,依上法操

作,洗脱液用于L CöM Sn 分析。

1. 4. 2　用于尿样累积排泄的尿样预处理　 (a)

标准曲线的制备: 取空白尿样 150 ΛL ,用 50 ΛL

0. 1 m o löL 盐酸酸化后, 加入 150 ΛL 系列标准

溶液, 加入 50 ΛL 内标 (槲皮素, 10 ΛgömL ) , 再

加入 3 mL 乙酸乙酯进行提取, 涡流 30 s, 震荡

15 m in, 离心 (4 000 rpm ) 5 m in, 上清液于室温

下N 2 吹干,残留物用流动相 200 ΛL 溶解后用于

L CöM Sn 分析。 (b)样品的处理:取尿样 150 ΛL ,

除不加入标准溶液外 (用 150 ΛL 甲醇替代) ,其

余操作同 (a)。

115　实验条件

1. 5. 1　黄芩素葡萄糖醛酸结合物 H PL C 流分

采集的色谱条件　D iam on sil C 18柱 (内径 200

mm×4. 6 mm ,粒径 5 Λm ,北京迪马公司产品) ;

流动相: 甲醇2水 (63∶37, 体积比) ; 流速 0. 4

mL öm in;检测波长 278 nm ;柱温 25 ℃。

1. 5. 2　L CöM Sn 色谱条件　D iam on sil C 18柱

(内径 200 mm×4. 6 mm ,粒径 5 Λm ) :北京迪马

公司产品) ; 流动相: 甲醇2水2甲酸 (V (甲醇)∶V

(水)∶V (甲酸) = 60∶40∶1) ; 流速 0. 4 mL ö

m in;柱温 25 ℃。

1. 5. 3　L CöM Sn 质谱条件　电喷雾离子源

(ES I) ;正离子检测方式; 鞘气 (N 2)流速 0. 75 L ö

m in;辅助气 (N 2)流速 0. 15 L öm in; 源电压 4. 5

kV ; 毛细管温度 200 ℃; 毛细管电压 25 V ; 采用

一级全扫描质谱 (Fu ll scan M S)、选择反应监测

(SRM )和多级全扫描质谱 (Fu ll scan M Sn)方式

同时测定。

116　累积排泄数据处理

以待测物浓度为横坐标,对待测物与内标的

峰面积比为纵坐标,进行加权最小二乘法线性回

归 (w = 1öc
2)。采用尿药浓度法对黄芩苷的口服

绝对生物利用度进行粗略计算。公式为: (口服

黄芩苷后原形的尿样累积排泄量% ) ö(静脉注射

黄芩苷后原形的尿样累积排泄量% )×100%。

2　结果与讨论
采用 L CöM Sn 法检测葡萄糖醛酸结合物

时,可以用准分子离子在二级质谱中脱去中性碎

片 176 u 生成的碎片离子,作为该类结合物结构

确证的依据。本实验采用L CöM Sn 法对灌胃给

予黄芩苷后大鼠尿样中的黄芩素葡萄糖醛酸结

合物进行了定性检测。黄芩素单葡萄糖醛酸结合

物分子量为 446 D a, 采用电喷雾质谱以正离子

方式进行检测时,可以获得m öz 447的准分子离

子峰[M + H ]+ , 从尿样总离子流色谱图中选择

性检测这类质荷比的化合物。

211　灌胃或静脉注射给予黄芩苷后大鼠尿样中

葡萄糖醛酸结合物的检测

以空白尿样的总离子流色谱图为对照 (示于

图 221) , 在灌胃或静脉注射给药后的大鼠尿样

中均检测到质荷比为m öz 447的两个色谱峰,保

留时间分别为 6. 10 m in (M 0)和 8. 10 m in (M 1) ,

对上述质荷比的代谢物进行L CöM Sn (n= 2, 3)

检测,获得各代谢物的多级全扫描色谱图 (示于

图 222)和多级质谱图 (示于图 3)。对黄芩苷对照

品进行L CöM S2 分析, 得到二级碎片离子m öz

271,为脱去一分子葡萄糖醛酸 (- 176 u)所产

生, 其主要的三级碎片离子为m öz 253 和m öz

225 (示于图 3) , 分别为脱去一分子水 (- 18 u)

和相继脱去一分子CO (- 28 u)所产生。与黄芩

苷对照品进行比较,M 0 具有相同的色谱保留行

为和质谱特征, 推断M 0 为黄芩苷, 即黄芩素

72O 2葡萄糖苷酸。M 1 具有与黄芩苷相同的质谱

特征和不同的色谱行为,说明M 1 为黄芩苷的同

分异构体。
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图 2　灌胃或静脉注射给予黄芩苷后,大鼠尿样的典型LCöM Sn 色谱图

F ig. 2　LCöM Sn chromatogram spectra of the glucuron ides of ba ica le in in ra t ur ine

1—空白尿样 (b lank urine samp le) ;

2—灌胃或静脉注射给药 100 m gökg黄芩苷后的大鼠尿样

(u rine samp le obtained after o ral o r in travenous adm inistrat ion of 100 m gökg baicalin) ;

3—酶水解后的尿样 (u rine samp le obtained after enzym e hydro lysis) ;

a—m öz 447的选择离子检测模式色谱峰 ( selective ion monito ring (S IM ) ch rom atogram of m öz 447) ;

b—m öz 447的二级全扫描色谱峰 (fu ll scan M S2 ch rom atogram of m öz 447) ;

b’—m öz 271的二级离子全扫描色谱峰 (fu ll scan M S2 ch rom atogram of m öz 271)

　

图 3　两种黄芩素葡萄糖醛酸结合物的二级和三级全扫描质谱图

F ig. 3　Full scan M S2 andM S3 spectra of the two ba ica le in glucuron ides in ra t ur ine

a—M SöM S spectrum of M 0; b—M SöM S spectrum of M 1; c—M S3 spectrum of the ion at m öz 271

　

212　灌胃或静脉注射给予黄芩苷后大鼠尿样的

酶水解样品的分析

与酶水解前的尿样比较, 经 Β2葡萄糖苷酸
酶水解的大鼠尿样在相应的色谱保留时间处无

黄芩苷及其异构体M 1 的色谱峰 (示于图 223) ,

而在保留时间 13. 80 m in 处, 出现一新的色谱

峰。与黄芩素对照品的色谱保留时间和质谱行为

进行比较,确定其为黄芩素,由此进一步证明了

M 1 为黄芩素的葡萄糖醛酸结合物。

213　葡萄糖醛酸结合物的结构确证

将固相萃取处理后的尿样进行 H PL CöUV

检测,与空白尿样进行对照,收集可能的代谢产

物 H PL C 流分, 经质谱确证后将黄芩素葡萄糖

醛酸结合物的流分进行紫外扫描 (波长为 200～

500 nm )。

含有 5 位酚羟基的黄酮类化合物, 可以与

A l3+ 离子形成复合物,造成紫外吸收光谱的峰带

红移,加入酸后,紫外吸收光谱无明显变化。在

M 1 的紫外吸收光谱图中, 带É 和带Ê 分别在

313 nm 和 273 nm 处有吸收; 加入铝盐后,波带

分别红移至 328 nm 和 283 nm ,这些信息与文献

[ 4 ]基本一致; 再加入酸后,波带无变化 (示于图

4) ,说明 5 位酚羟基游离, 证明M 1 为 6 位羟基

葡萄糖醛酸结合物。

214　大鼠分别灌胃和静脉注射给予黄芩苷后尿

样的累积排泄

分别给大鼠灌胃 (100 m gökg)和静脉注射

(15 m gökg)给予黄芩苷后的尿样累积排泄曲线
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示于图 5。灌胃给予黄芩苷后,原形药和黄芩素

62O 2葡萄糖苷酸的累积排泄量分别为 1. 49±

1. 03%和 0. 77±0. 34% ; 静脉注射给予黄芩苷

后, 原形药和黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸的累积排
泄量分别为 30. 80±20. 4%和 0. 28±0. 24%。由

数据可以看出, 黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸在两种
给药方式下的累积排泄量存在显著性差异

(p < 0. 05) ,说明此结合物的形成很可能与胃肠

道有关,即黄芩苷很可能在胃肠道部分水解成苷

元后再与葡萄糖醛酸结合,而后排出体外。此推

测与以前文献报道[ 5, 6 ]相符。以药物原形和尿样

浓度评价黄芩苷在大鼠体内的绝对生物用度为

4. 84%。

图 4　M 1的紫外吸收光谱图

F ig. 4　UV absorption spectra of the m etabol ite M 1 af ter ora l ad im in istra tion of baca l in to ra ts

a—加入 5 Λmo löL A lC l3之前 (befo re addit ion of 5 Λmo löL A lC l3) ;

b—加入 5 Λmo löL A lC l3之后 (after addit ion of 5 Λmo löL A lC l3) ;

c—加入 5 Λmo löL A lC l3+ 100 ΛL HC l之后 (after addit ion of 5 Λmo löL A lC l3+ 100 ΛL HC l)

　

图 5　大鼠分别灌胃和静脉注射给予黄芩苷后的尿样累积排泄曲线

F ig. 5　Ur inary excretion of ba ica l in in ra ts (n= 6) af ter ora l or in travenous ad im in istra tion of baca l in

a—灌胃 (o ral adm in istrat ion) ; b—静脉注射 ( in travenous adm inistrat ion) ;

■—黄芩苷 (baicalin) ;○—黄芩素262O 2葡萄糖醛酸结合物 (baicalein262O 2glucuronide)

　

3　结　论
(1)采用高专属的L CöM Sn 检测方式,对大

鼠分别灌胃和静脉注射给予黄芩苷后的尿样中

的原形药及其异构体的化学结构以及它们的排

泄进行了研究。在两种给药方式下的大鼠尿样中

均检测到两种黄芩素的葡萄糖醛酸结合物。根据

对照品的色谱和质谱行为以及代谢物的紫外光

谱特征,推测出这两种结合物的结构分别为黄芩

苷和黄芩素 62O 2葡萄糖苷酸;

(2)在本研究所选择的色谱和质谱条件下,

对两种结合物的尿样累积排泄进行了考察,由数

据可以看出黄芩苷至少部分可以在胃肠道经过

水解形成苷元后被吸收或进一步代谢;

(3)关于黄芩苷在大鼠体内的药动学数据,

文献[ 1, 8 ]中已有报道,但所报道的结果往往出

入较大,推测可能是由于文献中所采用的检测方

法专属性不强所致。并且作者大多测的是水解后

苷元的浓度。
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