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摘要!马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

广泛存在于马兜铃属植物中"具有肾损伤毒性和致癌致突变毒性%为了

研究马兜铃酸类化合物的毒性产生机制"建立了马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

及其大鼠肝微粒体酶
8G

代谢

物分离与鉴定的高效液相色谱
F

串联质谱!

H[O2F78

-

78

$分析方法%采用体外代谢法分别研究了有氧

和厌氧孵育条件下"马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

在大鼠肝微粒体酶
8G

作用下的代谢行为"并对各代谢物

进行结构表征%研究结果显示,马兜铃酸
'

在有氧条件下生成的代谢产物为马兜铃酸
'

0

"在厌氧条件

下生成的代谢产物为马兜铃内酰胺
'

#马兜铃酸
&

只在厌氧条件下生成了马兜铃内酰胺
&

%马兜铃内

酰胺类化合物的生成是马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

在肝微粒体酶
8G

代谢过程中毒性产生的主要原因%

该结果对于更好地理解马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

的毒性作用机制"控制毒副反应的发生具有一定意义%
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马兜铃属植物!马兜铃&关木通等$具有广

泛的生物活性和药理作用"如抗肿瘤&抗菌&抗

炎以及镇痛等%马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

是马

兜铃科植物的活性成分"同时也被认为是肾毒

性和致癌致突变性的主要成分)

#F+

*

%但是"关于

马兜铃酸类化合物引起毒性的机制尚不明确"

且该类化合物在人体内的吸收&分布&代谢及消

除过程也未被充分阐明%因此"研究马兜铃酸

类化合物的体外代谢行为"不仅有助于进一步

阐释该类物质的体内代谢行为"并且也有助于

深入研究马兜铃酸类化合物的毒理机制"从而

为其毒副作用的防治提供理论依据%

肝脏是药物的重要代谢器官"是药物生物

转化的主要场所"该系统富含参与药物代谢的

庞大的依赖细胞色素的混合功能氧化酶"大多

数药物的
'

相和
&

相代谢反应都是在肝药酶

系统的参与下发生的%体外肝脏代谢研究不

仅可以排除体内诸多因素的干扰"还具有反

应干扰小&操作简单&代谢条件易于控制等优

点#同时"体外代谢还能迅速有效地解决药物

代谢中的关键问题"例如代谢物结构鉴定&代

谢途径推断等"它可为体内代谢研究提供重

要的线索和依据)

"F#*

*

%

本研究拟采用高效液相色谱
F

串联质谱
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$法研究马兜铃酸
'

和马兜铃

酸
&

的代谢行为"并总结其质谱碎裂特征%在

此基础上"分析马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

与大

鼠肝微粒体
8G

组分在有氧和厌氧条件下孵育

产生的体外代谢产物"结合串联质谱信息"对其

代谢物进行结构鉴定%希望该研究能够为明确

马兜铃酸类化合物的毒理机制"控制毒副反应

的发生提供方法学参考%
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主要材料与试剂

马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

标准品,美国
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公司产品#还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

磷酸!
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的大鼠肝微粒体酶
8G

体外代谢
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肝微粒体
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组分的制备

雄性
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大鼠在湿度和温度可控制的动物

房适应
#

周"自由进水进食"动物房灯光按
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方式自动交替开关%一周后"处死
8Y

大鼠"迅

速取出肝脏"用冰冷的生理盐水清洗并称其质

量#将肝脏剪成小块后"用
E

倍质量的冰冷的磷

酸缓冲液!
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制成
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下以
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<4/

离心
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"弃去上层脂质和下层沉淀物后的上清

液即为大鼠肝微粒体
8G

组分%
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体外代谢反应及样品制备
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有氧条件下的体外孵育
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分别取
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马兜铃酸
'

和马兜铃酸
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标准溶液于
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聚苯乙烯管中"加入
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氯化钾"混匀后置于
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水浴中预孵育
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蛋白质浓度为
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肝微粒体
8G

组分的
_2&F[]8

缓冲溶液"分别

得到马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

在有氧条件下的

孵育体系%将孵育体系置于
!+h

水浴中"孵育
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和
C*<4/

后"分别取
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孵育混合溶
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测定%

每组平行做
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厌氧条件下的体外孵育
!

厌氧条件下的

孵育溶液的制备与有氧条件下的相同%接下来"

在孵育体系中通入
#D<4/

氩气并密封"将孵育

体系置于
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水浴中"孵育
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和
C*<4/

后"

分别取
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孵育混合溶液"按照有氧条件下

的样品制备方法得到马兜铃酸
'

或马兜铃酸
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在厌氧条件下的体外孵育样品%每组平行做

!

份%

=

!

结果与讨论

=><

!

马兜铃酸
"

和马兜铃酸
#

的液相色谱
C

质

谱分析

马兜铃酸
'

和马兜铃酸
&

及其代谢产物的

O2

-

78

提取离子流色谱图示于图
#

%

图
<

!

马兜铃酸
"

#

(

%和马兜铃酸
#

#

-

%

及其代谢产物#

'

$

.

%的
G6

$

13

提取离子流色谱图

J#

I

F<

!

3.&.')#L.#"*'74",()"

I

4(,"+(4#2)"&"'7#'

('#!

"

#

(

%&

(4#2)"&"'7#'('#!

#

#

-

%

(*!)7.#4

#*CL#)4",.)(-"&#).2

#

'C.

%

马兜铃酸
'

的保留时间为
#+e#)<4/

"准

分子离子为)

7i(H

E

*

i

.

-

L!DG

和)

7i

H

*

i

.

-

L!E)

%

.

-

L!DG

离子在二级质谱中生

成碎片离子
.

-

L!)E

)

7iH

+

H

)

B

*

i

&

.

-

L

)G"

)

7iH

+

2B

)

*

i 和
.

-

L)GC

)

7iH

+

(B

)

*

i

"其中
.

-

L)G"

离子的丰度最高"其裂

解途径示于图
)

"这与文献)

##

*报道的马兜铃

酸
'

的碎裂方式一致%

)!

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



马兜铃酸
&

的保留时间为
#CeCD<4/

"准

分子离子为)

7i(H

E

*

i

.

-

L!)G

和)

7iH

*

i

.

-

L!#)

%

.

-

L!)G

离子在二级质谱中生成碎

片离子
.

-

L)GE

)

7iH

+
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)
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-
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)

7iH
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!基峰$和
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7iH

+

2B
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)

B
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i

"其裂解途径示于图
!

%可以看

出"马兜铃酸
&

与马兜铃酸
'

具有相似的电喷

雾质谱规律"即在一级质谱中易形成)

7i

(H

E

*

i加合离子"在二级质谱中易发生
2B

)

中

性碎片丢失%

图
=

!

马兜铃酸
"

的二级质谱图#

(

%和裂解途径#
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!

马兜铃酸
"

和马兜铃酸
#

体外大鼠肝微

粒体
3X

代谢产物分析

马兜铃酸
'

和大鼠肝微粒体
8G

组分在有

氧条件下孵育
C*<4/

后的反应体系与相同条

件下孵育
*<4/

后的反应体系相比"在总离子

流色谱图中"保留时间
#Ce)D<4/

处检测到马

兜铃酸
'

的代谢产物峰!图
#:

$"其准分子离子

)

7i(H

E

*

i

.

-

L!ED

比马兜铃酸
'

的准分子

离子)

7i(H

E

*

i

.

-

L!DG

减少了
#E-

"这可能

是马兜铃酸
'

的甲氧基丢失亚甲基形成羟基所

致%

78

) 中的碎片离子为
.

-

L!)"

&

!#*

&

)"E

&

)")

"均比对应的马兜铃酸
'

在同样条件下所得

的
78

) 碎片离子
.

-

L!E)

&

!)E

&

)G"

&

)GC

减少

了
#E-

"说明两者具有相似的断裂方式"故可

初步推断其代谢产物与马兜铃酸
'

的结构相

似%分析马兜铃酸
'

在有氧孵育下代谢产物的

二级质谱发现"其裂解规律与文献)

#)F#!

*报道

的马兜铃酸
'

0

相同"故鉴定为马兜铃酸
'

0

"质

谱图及裂解途径示于图
E0

%其中"

.

-

L!)"

离

子为马兜铃酸
'

0

的)

7iH

*

i 峰"

.

-

L!#*

&

)"E

&

)")

离子为马兜铃酸
'

0

)

7iH

*

i离子分

别脱去水!+

H

)

B

$&二氧化碳!+

2B

)

$以及丢

失硝基!+

(B

)

$而得到的碎片离子%

马兜铃酸
'

在厌氧条件下孵育的代谢产物

保留时间为
#GeD)<4/

!图
#T

$"准分子离子为

)

7iH

*

i

.

-

L)GE

%

.

-

L)GE

离子在二级质谱

中分别丢失甲基!+

2H

!

$&乙酰基!+

2H

!

2B

$

以及同时丢失乙酰基和甲醛!+

2H

!

2B

+

2H

)

B

$

而生成
.

-

L)+G

&

)D#

&

))#

碎片离子"其质谱

图及裂解途径示于图
E>

%这与文献)

#)F#!

*

报道的马兜铃内酰胺
'

的质谱裂解规律一致"

据此推测马兜铃酸
'

在厌氧孵育条件下的代谢

产物为马兜铃内酰胺
'

%

同样"分别在有氧和厌氧条件下对马兜铃

酸
&

和大鼠微粒体
8G

组分进行孵育"但仅检测

到厌氧条件下孵育的代谢产物!图
#5

$"其保留

时间为
#"eC"<4/

"准分子离子为)

7iH

*

i

.

-

L)CE

%在二级质谱中"

.

-

L)CE

离子丢失一

分子甲醛!

2H

)

B

$产生
.

-

L)!E

离子#同时丢

失
2H

)

B

和
2B

产生
.

-

L)*C

离子#同时丢失

2H

)

B

&

2B

和
H2(

产生
.

-

L#+G

离子"其质谱

图及裂解途径示于图
E:

%结合文献)

#)F#!

*报

道"推测马兜铃酸
&

在厌氧孵育条件下的代谢

产物为马兜铃内酰胺
&

%

以上研究结果表明"马兜铃酸
'

和马兜铃

酸
&

的代谢反应类型与孵育体系中是否含氧密

切相关%马兜铃酸
'

在有氧条件下的代谢反应

主要是去甲基化"生成无毒的马兜铃酸
'

0

"从

而起到解毒作用#而在厌氧条件下的代谢反应

是硝基还原"生成毒性较强的马兜铃内酰胺
'

%

马兜铃酸
&

在有氧条件下没有发生变化"只有

在厌氧条件下发生了硝基还原反应"生成毒性

较弱的马兜铃内酰胺
&

%由此可见"马兜铃酸

的毒性成分主要来源于马兜铃酸在厌氧条件下

的代谢产生的马兜铃内酰胺类成分%据文献)

#E

*

报道"马兜铃内酰胺类成分能够入肾小管上皮细

胞"并蓄积于胞浆内"进而发生毒性作用%另一

方面"由于马兜铃内酰胺类成分具有较强的亲电

能力"能与
Y(@

碱基环外氨基亲电结合"生成

相应的加合产物"直接损伤
Y(@

)

#D

*

%

@

!

结论

本研究利用体外肝微粒体代谢方法结合高

效液相色谱
F

串联质谱技术"建立了马兜铃酸及

其体外代谢产物的分析方法%研究表明"马兜

铃酸
'

和马兜铃酸
&

在体外肝微粒体代谢中主

要发生硝基还原和去甲基反应%其中"由硝基

还原反应形成的马兜铃内酰胺类化合物是马兜

铃酸产生毒性作用的主要原因"该方法对于阐

明马兜铃酸的毒理有重要意义%
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