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摘要!为进一步明确芪归银方的药效物质基础"采用
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技术对大鼠灌胃芪归银

方后血清中黄酮类活性成分进行表征"并通过鉴别其尿液及粪便中的代谢物对结果进行佐证%从含药

血清中鉴定出
"

个黄酮类化合物"其中"芹菜素
FC

"

"F

二葡萄糖苷和芹菜素以原型入血"芒柄花素&木犀草

素&毛蕊异黄酮&

D

"

+

"

ElF

三羟基黄酮醇
F+F=J

#

JGF

葡萄糖苷&木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷&山奈酚
F!F=F

葡萄糖

苷等
C

个化合物以
&

相代谢产物入血#从尿液中鉴定出
G

个黄酮类成分"包括
C

个入血成分的相应代谢

产物#从粪便中检出
!

个黄酮类化合物的原型形式"未检测到与入血成分相同的成分%实验结果显示"

芪归银方中的黄酮类入血成分大部分是经肾脏代谢排出"这可为阐明芪归银方延缓耐药的药效物质基

础提供依据%

关键词!芪归银方#黄酮类成分#代谢过程#
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随着抗生素的广泛及不合理应用"耐药菌

感染形势日趋严峻"现已成为严重危害人类

健康的重要公共卫生问题%现代医学单凭抗

生素的不断升级&多药联用等手段"已不能很

好地控制耐药菌感染)

#

*

%目前"许多中药或其

复方的抗菌作用已被医学界所认可%中药或

其复方的抗菌作用不是单一的抑制或杀灭细

菌"而是通过抗菌&免疫调节&消除细菌耐药

性等途径形成多方位组合作用)

)

*

"在抗感染治

疗上有着一定的优势%在应用抗生素的基础

上联合应用中药"不仅可达到协同抗菌的效

果"还有延缓或者逆转细菌耐药性的作用)

!FD

*

%

本课题组基于中医对感染性疾病的认识"

并结合多年临床实践经验"开发了由黄芪&金

银花&当归&青篙&虎杖
D

味中药组成的芪归

银方"该方具有益气补血扶正&解表透邪外

出&清气血解热毒的功效"可延缓铜绿假单胞

菌耐药"并与头孢他啶&亚胺培南等抗生素有

协同抗菌作用"在治疗耐药菌感染方面取得

了良好效果)

CF#*

*

%但该复方的化学成分复杂"

很难确定其通过多成分&多靶点&多途径发挥

药效的物质基础"这严重限制了其进一步开

发和临床应用%本课题组在前期研究)

##

*中采

用
O2

-

78

技术对芪归银方中的化学成分进行

+##

第
#

期
!!

于小杰等,

H[O2FI8AFOWbFB.>4;.0

9

分析芪归银方中黄酮成分体内代谢过程



了分析"共鉴定出
DG

种化合物"其中黄酮类化

合物有
)"

个%据此推测黄酮类成分可能是芪

归银方治疗耐药菌感染的主要成分之一%

本实验拟采用
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技术分析鉴定大鼠灌胃芪归银方后"其血清中

的黄酮类成分及其代谢产物"通过分析尿液及

粪便中的代谢物"推测其代谢途径"希望为进一

步阐明芪归银方抗菌&抗感染的药效物质基础

提供依据%

<

!

实验部分

<><

!

仪器与试剂

@

J

4&5/;Q%.>0K8]F2#"

色谱柱!

EeC<<g

#D*<<gD

$

<

$,美国
@

J

4&5/;

公司产品#

_HF

)D*

型速控超声波清洗器,昆山禾创超声仪器

有限公司产品#旋涡混合仪!

NPF"*@

$,海门市

其林贝尔仪器制造有限公司产品#超速离心机

!

80.;%.4-6#F#E

$,美国
84

J

<0

公司产品#

O2F

)*@W

高效液相色谱仪,日本岛津公司产品"配

有
O2F)*@W

溶剂输液泵&自动进样器&

8[YF

7)*@

检测器&柱温箱&

O2F6%&-;4%/

色谱工作

站#
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,美 国
W35.<%

公司产品"配有四元泵&自动进样器&离子阱
F

轨

道阱质量分析器&

W35.<%N:0&4>5.)e#

工作站%

8Y

大鼠,由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供#甲醇&甲酸&乙酸乙酯,分析纯"北

京化工厂产品#屈臣氏蒸馏水,广州屈臣氏食品

饮料有限公司产品#乙腈,色谱纯"美国
\4635.

公司产品%

<>=

!

血清样品的制备及代谢物的收集

8Y

大鼠常规饲养一周后"随机分为空白组

和给药组"每组
"

只%给药组大鼠以芪归银提

取物灌胃!含生药
"

J

-

<O

$"每次
)<O

"每日
)

次"共给药
!

天#空白组大鼠以
*eGf

生理盐水

灌胃"灌胃次数和盐水体积与给药组相同"末次

灌胃前
#)3

禁食不禁水"末次灌胃
#3

后从腹

主动脉采血%将不同组别血液于
Eh

以
)D**

.

-

<4/

离心
)D<4/

"取上清液"将各组大鼠血清

混合后再次离心"收集不同组别血清"于
k"*h

保存"备用%

分别收集不同组别大鼠末次给药前
#)3

内的尿液和粪便"其中"尿液以
)D**.

-

<4/

离

心
)D<4/

后"取上清液"备用#粪便经干燥后保

存"备用%

<>@

!

样品前处理

血清样品预处理,取
)**

$

O

含药血清和空

白血清"分别加入
C**

$

O

乙腈"涡旋振荡

!<4/

"以
#E!**.

-

<4/

离心
!*<4/

"静置后取

上清液"氮气吹至
D*

$

O

"转移至内套管中"

备用%

尿液样品预处理,分别取
#*<O

不同组别

大鼠尿液"蒸干后加入适量甲醇"超声溶解"离

心后取上清液"蒸干"加入
#**

$

O

甲醇溶解"离

心"收集上清液"备用%

粪便样品预处理,分别取
#**<

J

不同组

别大鼠粪便"研磨后加入
)*<O

甲醇超声溶

解"过滤后收集滤液"减压蒸干"然后加入
#<O

甲醇超声溶解"离心"收集上清液"蒸干"再加入

#**

$

O

甲醇溶解"离心后收集上清液"备用%

<>A

!

分析方法

<>A><

!

色谱条件
!

色谱柱,

@

J

4&5/;Q%.>0K

8]F2#"

柱!

EeC<<g#D*<<gD

$

<

$#柱温,

!*h

#流速,

*e"<O

-

<4/

#检测波长,

)+*/<

#

流动相,

@

为乙腈"

]

为
*e#f

甲酸水溶液#梯

度洗脱程序,

*

#

#D<4/

!

)f

#

!f@

$"

#D

#

))

<4/

!

!f

#

#+f@

$"

))

#

!)<4/

!

#+f

#

#"f@
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!)

#

E)<4/

!

#"f

#

)Df@

$"

E)

#

D)<4/

!

)Df

#

!)f@

$"

D)

#

C*<4/

!

!)f

#

C!f@

$"

C*

#

CD<4/

!

C!f

#

#**f@

$%

<>A>=

!

色谱条件
!

电喷雾!

I8A

$离子源"正&

负离子模式#雾化电压,正离子模式
Ee*S$

"

负离子模式
!e*S$

#鞘气流速,

!*0.>

#毛细管

温度,

!D*h

#毛细管电压,

)D$

#雾化室温度,

!**h

#管透镜电压,

k##*$

#质量扫描范围,

.

-

L#**

#

#)**

%

=

!

结果与讨论

=><

!

化学成分识别

分别对血清样品&尿液样品&粪便样品进

行检测"得到不同组别各样品的色谱图"示于

图
#

#

!

%通过对谱图中化学成分的色谱保留

时间&精确分子质量&多级碎片离子等信息的

解析"并结合文献)

##F#)

*中已鉴定出的芪归

银提取物中的化学成分"对含药血清&尿液&

粪便中的芪归银化学成分进行鉴定"结果列

于表
#

#

!

%

"##
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图
<

!

空白组#

(

%和给药组#

-

%含药血清的总离子流色谱图

J#

I

F<

!

?/6"+)7.-&(*E

I

4"K

%

#

(

%

(*!!4K

II

4"K

%

#

-

%

"+,.!#'().!2.4K,

图
=

!

空白组#

(

%和给药组#

-

%尿液的总离子流色谱图

J#

I

F=

!

?/6"+)7.-&(*E

I

4"K

%

#

(

%

(*!!4K

II

4"K

%

#

-

%

"+K4#*.

图
@

!

空白组#

(

%和给药组#

-

%粪便的总离子流色谱图

J#

I

F@

!

?/6"+)7.-&(*E

I

4"K

%

#

(

%

(*!!4K

II

4"K

%

#

-

%

"++.'.2

!!

从含药血清中共鉴定出
"

个黄酮类化合

物"分别为芒柄花素&芹菜素
FC

"

"F

二葡萄糖苷&

木犀草素&毛蕊异黄酮&

D

"

+

"

ElF

三羟基黄酮醇
F

+F=F

#

FGF

葡萄糖苷&木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷&山

奈酚
F!F=F

葡萄糖苷和芹菜素%

从尿液中共鉴定出
G

个黄酮类化合物"分

别为芒柄花素&芹菜素
FC

"

"F

二葡萄糖苷&毛蕊

异黄酮&木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷&山奈酚
F!F=F

葡萄糖苷&芹菜素&芹菜素
FCF

葡萄糖基
F"F

阿拉

伯糖苷&芹菜素
FCF

戊烯氧基
F"F

葡萄糖苷&芹菜

素
FCF

葡萄糖苷
F"F

戊烯氧基%

从粪便中共鉴定出
!

个黄酮类化合物"分

别为芹菜素
FCF

葡萄糖基
F"F

阿拉伯糖苷&芹菜

素
FCF

戊烯氧基
F"F

葡萄糖苷和芦丁%

G##
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表
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!

粪便中黄酮类化合物的质谱信息
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5/4/FCF0F
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! )+e"E 2
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H

)G
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#C

C*Ge#EC) C*Ge#ED* #eG

+ +

Z-;4/

=>=

!

代谢途径推测

分析对比含药血清&尿液及粪便中的芪归

银化学成分"对其中
C

种入血成分可能的代谢

途径进行推断%

芒柄花素,在血清质谱图中"

6p#"eDD<4/

时"检测到
.

-

LEE!

分子离子峰#在尿液质谱图

中"

6pD+eCG<4/

时"检测到
.

-

L)C+

分子离子

峰%结合多级质谱数据"推测可能为芒柄花素

与葡萄糖醛酸结合后以
&

相代谢产物的形式入

血%由于其极性增大"保留时间缩短"因此经体

内代谢后"以原型的形式经尿液排出体外)

#!F#D

*

"

其代谢途径示于图
E

%

注,

0e

芪归银提取物#

>e

含药血清,

:e

尿液

图
A

!

芒柄花素的代谢途径

J#

I

FA

!

1.)(-"&#'

%

()7;(

5

"++"4,"*"*.)#*

#)#
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!!

芹菜素
FC

"

"F

二葡萄糖苷,在血清质谱图

中"

6p)#eG!<4/

时"检测到
.

-

LDG!

分子离子

峰#在尿液质谱图中"

6p)#eG!<4/

时"检测到

.

-

LDG!

分子离子峰%结合多级质谱数据"推

测可能为芹菜素
FC

"

"F

二葡萄糖苷以原型的形

式入血"经体内代谢"以原型的形式经尿液排出

体外)

#C

*

"其代谢途径示于图
D

%

毛蕊异黄酮,在血清质谱图中"

6p)EeC#

<4/

时"检测到
.

-

LEDG

分子离子峰#在尿液质

谱图中"

6p)Ee+G<4/

时"检测到
.

-

L)"!

分子

离子峰%结合多级质谱数据"推测可能为毛蕊

异黄酮以葡萄糖醛酸结合物的形式入血"极性

增大"保留时间缩短"经过一系列代谢过程后"

以原型的形式经尿液排出体外)

#EF#D

*

"其代谢途

径示于图
C

%

木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷,在血清质谱图中"

6p!+e!+<4/

时"检测到
.

-

LEC#

分子离子峰#

在尿液质谱图中"

6p)+e!D<4/

时"检测到
.

-

L

EE+

分子离子峰%结合多级质谱数据"推测可能

为木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷与甲基结合后以
&

相

代谢产物的形式入血"经体内代谢"以原型的形式

经尿液排出体外)

#CF#+

*

"其代谢途径示于图
+

%

注,

0e

芪归银提取物#

>e

含药血清,

:e

尿液

图
B

!

芹菜素
CR

&

\C

二葡萄糖苷的代谢途径
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I
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注,

0e

芪归银提取物#

>e

含药血清,

:e

尿液

图
R

!

毛蕊异黄酮的代谢途径

J#

I

FR

!

1.)(-"&#'

%

()7;(

5

"+'(&

5

'"2#*

!!

山奈酚
F!F=F

葡萄糖苷,在血清质谱图中"

6p!"eED<4/

时"检测到
.

-

LEC#

分子离子峰#

在尿液质谱图中"

6p))e*+<4/

时"检测到
.

-

L

EC!

分子离子峰%结合多级质谱数据"推测可

能为山奈酚
F!F=F

葡萄糖苷以与甲基结合后以

&

相代谢产物的形式入血"经体内代谢"以羟基

结合物的形式排出体外)

#"

*

"其代谢途径示于

图
"

%

芹菜素,在血清质谱图中"

6pE!e!C<4/

时"检测到
.

-

L)CG

分子离子峰#在尿液质谱图

中"

6pE!eD#<4/

时"检测到
.

-

L)CG

分子离子

峰%结合多级质谱数据"推测可能为芹菜素以

原型入血"经体内代谢后"以原型的形式经尿液

排出体外)

#C

*

"其代谢途径示于图
G

%

血清中检测到的木犀草素和
D

"

+

"

ElF

三羟

基黄酮醇
F+F=J

#

JGF

葡萄糖苷"在尿液及粪便中

均未检测到其原型及可能的代谢产物"这可能

因为该化合物在代谢过程中水解为小分子化合

物"或经其他代谢途径排出%

!)#
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注,

0e

芪归银提取物#

>e

含药血清,

:e

尿液

图
_

!

木犀草素
C_CBC

葡萄糖苷代谢途径

J#

I

F_

!

1.)(-"&#'

%

()7;(

5

"+&K)."&#*C_CBC

I

&K'"2#!.

@

!

结论

中药成分复杂多样"很难确定其通过多成

分&多靶点&多途径发挥药效的物质基础%一般

认为"以适当途径给药后"中药在体内经过吸

收&分布&代谢等过程"最终入血成分才可能是

其药效物质基础%因此"分析给药后的入血成

分及其代谢产物"寻找成分间的相互作用规律"

可以为药效物质基础研究提供依据%

本工作采用
H[O2FI8AFOWbFB.>4;.0

9

技

术对芪归银含药血清中的黄酮成分进行表

征"通过尿液及粪便中的代谢产物进行入血

成分的代谢途径推测%从含药血清中鉴定出

"

个黄酮类化合物"其中芒柄花素&毛蕊异黄

酮&木犀草素
F+F=F

葡萄糖苷&山奈酚
F!F=F

葡萄

糖苷以
&

相代谢产物的形式入血"芹菜素
F

C

"

"F

二葡萄糖苷和芹菜素以原型入血"这
C

个

入血成分经体内代谢"最终经尿液排出%含

药血清中检测到的木犀草素和
D

"

+

"

ElF

三羟基

黄酮醇
F+F=J

#

JGF

葡萄糖苷"在尿液及粪便中均

未检测到其原型及可能的代谢产物"推测其

在代谢过程中可能水解为小分子化合物或经

其他代谢途径排出%通过对芪归银方中黄酮

类成分的体内代谢过程进行较为系统的分

析"发现芪归银方中黄酮类入血成分大部分

是经肾脏代谢排出"这可为阐明芪归银方延

缓耐药的药效物质基础提供依据%
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