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摘要!去氢骆驼蓬碱是一种
"

?

咔啉类生物碱"能够显著地抑制秀丽隐杆线虫
%+-OB*

!

/+*#B

7&

#的多产卵

器表型"具有治疗胰腺癌的潜在能力%本研究采用超高效液相色谱
?

四极杆
?

飞行时间质谱!

MYO3?c?

VAX89

#法分析去氢骆驼蓬碱"确定其可能的裂解途径及特征碎片离子"同时研究其单体在线虫体内

的代谢产物"并对给药后不同时间点的线虫成虫体内去氢骆驼蓬碱的含量进行半定量分析%结果显示"

去氢骆驼蓬碱的裂解途径主要为
_]D

裂解"包括甲基$羟基等基团的丢失以及吲哚环的开裂%在电喷

雾正离子模式下"检测到去氢骆驼蓬碱!
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#的去甲基化!
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#$羟基化!
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#的代谢产物%

半定量分析结果表明(

*

$

C4

"线虫代谢旺盛"线虫体内去氢骆驼蓬碱的含量下降约
"*f

&

C4

后"代谢速

率减慢%该方法适用于去氢骆驼蓬碱在线虫体内代谢产物的研究"能够为去氢骆驼蓬碱治疗胰腺癌的

新药研发提供数据支持%
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去氢骆驼蓬碱!

41/=506

#"又称肉叶芸香

碱"是一种
"

?

咔啉类生物碱"其基本母核是由吲

哚和吡啶骈和而成的"主要来源于多年生草本

蒺藜科骆驼蓬!

'+

7

(/,*#()*(%( Ô

#"在植

物$海洋生物$昆虫$哺乳动物$人体组织$体液

中也有分布%去氢骆驼蓬碱的药理作用广泛"

包括抗菌$抗疟原虫$抗炎$抗氧化$抗肿瘤$

抗诱变$致幻等"对消化道肿瘤的治疗效果显

著*

+?#

+

%由于去氢骆驼蓬碱较好的抗肿瘤活

性"许多学者对其结构进行了修饰"发现
E

位

(

原子上的氢被苯丙基$苄基等取代时"其抗

肿瘤活性显著增强"

P3

C*

值在
+*

"

=%&

)

O

以下

时"应用前景广泛*

C?B

+

%

秀丽隐杆线虫!

5(+/$)#(9:.-.0+%+

7

(/0

#"

以下简称,线虫-"属于线形动物门线虫纲动物"

具有结构简单$生命周期短$身体透明$易于镜

下观察$遗传背景清楚$体型细小$易于高通量

筛选$造模简单等特点"在代谢综合征疾病!如

糖尿病$衰老$脂肪代谢疾病等#和神经退行性

疾病!如阿兹海默病$帕金森疾病$亨廷顿舞蹈

症等#的药物筛选$药物新靶点的发现和证实$

药物作用机制$化学基因组学和毒理学研究中

应用广泛*

,?"

+

%许多哺乳细胞中的信号通路"如

N0<

$

(%<;4

和
_17

三条信号通路"在线虫体内

是非常保守的%其中"

_17

)

8DY\

信号通路在

哺乳细胞中控制着细胞的分裂"而在线虫中控

制线虫产卵器的形成"当这条通路上的基因发

生突变时"如突变频率较高的
)(0

基因!翻译产

生
_17

蛋白"在线虫中的同源蛋白是
O6<?B*

#"

线虫将会形成除正常产卵器外的多个假产卵

器"

%+-OB*
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/+*#B
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#线虫株就是根据此突变构

建的模型*

E

+

%利用
%+-OB*

!

/+*#B

7&

#线虫株筛

选
_17

蛋白的抑制剂
?

抗肿瘤药物时"产卵器的

个数成为判定筛选结果的依据"当药物有效时"

线虫会形成一个正常的产卵器"恢复为野生型%

线虫身体结构简单"有完善的神经系统和肌肉

系统"但没有肝脏等器官"能否像哺乳动物一样

代谢药物有待进一步研究%近年来研究发现"

线虫体内含有多种酶"比如精氨酸酶*

+*

+

!代谢

精氨酸和部分含氮化合物"如尿素$甲酰胺等#$

壳多糖酶*

++

+

!线虫中有其同源蛋白#$乙醛脱氢

酶*

+)

+

!能够抑制氧化应激#$细胞色素
Y#C*

酶*

+!

+

!能够代谢内源性和外源性物质#$乙醇脱

氢酶*

+#

+等代谢酶"为药物的体内代谢研究提供

了可能%

本课题组前期研究表明"去氢骆驼蓬碱能够

有效地抑制
%+-OB*

!

/+*#B

7&

#线虫多产卵器株表

型"并且呈现剂量依赖性"浓度为
"*

"

=%&

)

O

时

的抑制率接近
E*f

"但是去氢骆驼蓬碱能否在

线虫体内发生代谢有待研究%基于此"本研究

将采用超高效液相色谱
?

四极杆
?

飞行时间质谱

!

MYO3?c?VAX89

#联用技术分析去氢骆驼蓬

碱在线虫体内的代谢产物"并考察代谢速率"丰

富完善其在电喷雾正离子模式下的质谱裂解规

律"为去氢骆驼蓬碱乃至于
"

?

咔啉类生物碱的

研究和线虫在中药筛选中的应用奠定基础%
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第
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袁
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将等(去氢骆驼蓬碱在秀丽隐杆线虫体内代谢研究
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实验部分
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仪器及试剂

D3cMPVQ

超高效液相色谱仪(美国
N1<6/7

公司产品&

]L!B**

电热恒温培养箱(上海森信

实验仪器有限公司产品&体式显微镜(上海普丹

光学仪器生产公司产品&去氢骆驼蓬碱(纯度
%

E"f

"实验室自制&

+?

乙基吲哚
?!?

甲酸(纯度
%

E"f

"实验室自制&

%+-OB*

!

/+*#B

7&

#线虫株(美

国
3160%/41JH5<57[606<5;7360<6/

!

3[3

#产

品&

([8

培养基$

8E

溶液(实验室配制&甲酸$

乙腈(均为质谱级"美国
X5746/

公司产品&蒸馏

水(屈臣氏公司产品&其他试剂均为分析纯%
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实验条件

@AFA@

!

色谱条件
!

N1<6/7Z@L 3+"

色谱柱

!

)̂+ ==u+** ==u+̂,

"

=

#&洗脱系统(

*̂+f

甲酸水!

D

#和乙腈!

Z

#&梯度洗脱程序(

*

$

)=50

!

)fZ

#"

)

$

+*=50

!

)f

$

E"fZ

#"

+*

$

+)=50

!

E"fZ

#"

+)

$

+)̂+=50

!

E"f

$

)fZ

#"

+)̂+

$

+#=50

!

)fZ

#&流速
*̂!=O

)

=50

&进样

量
)

"

O

&柱温
#*g

&样品室温度
#g

%

@AFAF

!

质谱条件
!

采用
@9P

正离子模式检

测"亮氨酸脑啡肽作为校正液&毛细管电压

!̂*R$

&锥孔电压
#*$

&离子源温度
+**g

&脱

溶剂气温度
#**g

&锥孔气体流速
C*O

)

4

&脱

溶剂气流速
"**O

)

4

&低能通道碰撞电压
B$

"

高能通道碰撞电压
+*

$

"*$

&质量扫描范围

*

)

>+**

$

+)**

&

3%0<50..=

模式下的
!]

数据

采集模式&数据分析采用
8177O

>

0I$#̂+

数据

处理工作站及以中药数据库为基础的
M(PXP

+̂,

软件%

@AG

!

QU5

培养基的配制

用二甲亚砜!

]89A

#将去氢骆驼蓬碱配制

成
C*==%&

)

O

溶液"按照文献*

+C

+的方法"另

外加入去氢骆驼蓬碱溶液!加药组#或
]89A

!对照组#"配制成每板含
"*

"

=%&

)

O

去氢骆驼

蓬碱或
]89A

的培养基"备用%

@AI

!

秀丽隐杆线虫的培养与加药处理

挑取
%+-OB*

!

/+*#B

7&

#线虫株成虫置于配

制好的
))g ([8

培养基中产卵
)4

"然后将

成虫挑走"加入含有
"*

"

=%&

)

O

去氢骆驼蓬碱

或
]89A

的
AYC*

大肠杆菌作为食物"置于

))g

生化培养箱中培养至成虫%用
8E

溶液

将线虫成虫从培养基中洗下"收集在
@Y

管中"

置于培养箱中饥饿"分别在
*

$

)

$

#

$

B

$

"

$

+*

$

+B4

时将其取出&以
#***/

)

=50

离心
)=50

"沉

淀部分用甲醇
?

水混合溶液!

!h+

"

L

)

L

#振摇清

洗
!

次"每次
+*=50

"除去线虫体表的杂质&然

后用
!**

"

O

混合溶液将沉淀部分重新混悬"用

研磨器充分研磨"将研磨液以
+!***/

)

=50

高

速离心
+C=50

&取
)**

"

O

上述样品与
C

"

O

内

标溶液混合!

*̂*+

U

)

O

甲醇#"漩涡振荡
+=50

"

吸取上清液"进行液相色谱
?

质谱分析%

各取
+*

"

O

上述不同时间点的样品溶液混

合作为质控样本!

c3

#"进行半定量方法学考察%

@AJ

!

对照品溶液及内标溶液的配制

分别精密称取
+̂**=

U

去氢骆驼蓬碱对

照品和内标"加甲醇超声溶解"定容至
+*=O

容量瓶中"配制成浓度为
*̂+

U

)

O

的对照品和

内标贮备液"储存于
#g

冰箱中%精密吸取适

量的该储备液"用甲醇稀释"配制成浓度为

*̂*+

U

)

O

的对照品和内标溶液%

F

!

结果与讨论

FA@

!

碰撞能优化

去氢骆驼蓬碱是一种
"

?

咔啉类生物碱"该

类成分在正离子模式下容易离子化$裂解碎

片规律性较强$响应值高于负离子模式"因此

选择在正离子模式下进行%本实验吸取
)

"

O

"*

"

=%&

)

O

去氢骆驼蓬碱注入液相色谱
?

质谱联

用仪"考察在电喷雾正离子模式下"不同高能通

道
+*

$

+C

$

)*

$

)C

$

!*

$

!C

$

#*

$

#C

$

B*

$

BC

$

"*

$

"C

$

+**

$

+)*

$

+)*

$

+#*

和
+*

$

"*$

碰撞

能量下的碎片离子信息"其质谱图示于图
+

%

其中"

+**

$

+)*$

和
+)*

$

+#*$

高碰撞能量

的碎片响应值非常低"仅为
6!

&而
+*

$

+C

$

)*

$

)C

和
!*

$

!C$

低碰撞能量的母离子响应值较

高"不易裂解且碎片信息较少%因此"最终选择

+*

$

"*$

碰撞能量阶梯"产生的碎片信息最丰

富"响应值较高"且能显示
"

?

咔啉类生物碱的裂

解特征%

FAF

!

去氢骆驼蓬碱的质谱裂解机制

去氢骆驼蓬碱是由一分子甲氧基吲哚和一

分子甲基吡啶骈和而成"分子式为
3

+!

L

+)

(

)

A

"相

对分子质量为
)+)

"其结构式示于图
)

%将去氢

骆驼蓬碱标准品溶液进行
MYO3?c?VAX 89

分析"主要产生
*

)

>)+!

$

+E"

$

+,*

$

+CC

$

+##

$

*"#
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注(

1'+*

$

"*$

&

J'B*

$

BC$

&

;'"*

$

"C$

&

H'+**

$

+)*$

&

6'+)*

$

+#*$

&

2'#*

$

#C$

&

U

'!*

$

!C$

&

4')*

$

)C$

&

5'+*

$

+C$

图
@

!

不同碰撞能量下去氢骆驼蓬碱的

高能通道质谱数据

B$

<

C@

!

56-

/

&')1,-$(4$

<

4&(&1

<2

-',(

:("&1"$DD&1&()'#00$-$#(&(&1

<

$&-

图
F

!

去氢骆驼蓬碱的化学结构式

B$

<

CF

!

.4&7$',0-)1:'):1&#D4,17$(&

+#*

$

+!*

和
++C

等碎片离子%其中"

*

)

>)+!

是

去氢骆驼蓬碱的准分子离子*

8eL

+

e

&

*

)

>

+E"

是准分子离子丢失
+

个甲基形成的碎片离

子*

8eL

'

3L

!

+

e

&

*

)

>+,*

是
*

)

>+E"

丢失

+

个
3A

!

)".

#中性碎片形成的"而丢失
3A

的

前提是在苯环上形成羟基"然后异构化形成羰

基"所以
*

)

>+E"

是由吲哚环上甲氧基中甲基

丢失形成的&

*

)

>+CC

是
*

)

>+,*

中性丢失

+C.

形成的碎片离子*

8eL

'

3L

!

'

3L

!

+

e

&

*

)

>+##

是
*

)

>+,*

发生
_]D

裂解"丢失
+

个

乙炔分子形成的&

*

)

>+#*

是由
*

)

>+CC

发生
)

次
)

裂解丢失原吲哚环上的亚胺基!

+C.

#而形

成的碎片离子*

8eL

'

3L

!

'

3L

!

'

(L

+

e

&

*

)

>+!*

是在
*

)

>+##

的基础上丢失
+

个
3L

)

中性碎片形成的&而
*

)

>++C

是由
*

)

>+CC

发

生
_]D

和
)

裂解形成的碎片离子%去氢骆驼

蓬碱可能的裂解途径示于图
!

%综合来看"在

电喷雾正离子模式下"去氢骆驼蓬碱发生裂解

行为时吡啶环比较稳定"吲哚环易裂解"裂解方

式主要是
_]D

裂解和
)

裂解%

FAG

!

去氢骆驼蓬碱在线虫体内代谢物

本研究基于高分辨液相色谱
?

质谱联用技

术"并借助
M(PXP

药物代谢解决方案的策略"

首先将化合物去氢骆驼蓬碱的名称$分子式$结

构式!结构式保存为
^=%&

格式的文件#导入

M(PXP

数据库&第二步将采集的
3%0<50..=

原

始数据导入
M(PXP

V8定性分析软件"将
]89A

空白对照组设置为,

_626/60;6

-"将给药线虫组

设置为,

M0R0%G

-"通过设置可能的代谢途径

及适当的采集参数对各主要分子离子峰进行识

别$校正"并与已建立的目标数据库自动匹配&

第三步是结合特征离子$色谱保留时间$精确分

子质量$分子碎片峰$对照品信息和相关文献进

一步验证所有匹配化合物的结构"排除假阳性

结果%通过初步筛查发现去氢骆驼蓬碱在线虫

体内的代谢产物%

+"#

第
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期
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图
G

!

去氢骆驼蓬碱可能的质谱裂解途径

B$

<

CG

!

9#--$=0&D1,

<

7&(),)$#(

/

,)4?,

2

#D4,17$(&

图
I

!

去氢骆驼蓬碱'

,

(%线虫对照组'

=

(%线虫加药组'

'

(的
;98

图$以及
5R

高能通道质谱图'

"

(

B$

<

CI

!

;98'41#7,)#

<

1,7-#D4,17$(&

'

,

($

(&7,)#"&'#()1#0

'

=

($

"1:

<

,"7$($-)1,)$#(

'

'

($

,("56-

/

&')1,$(4$

<

4&(&1

<2

-',(#D5R

'

"

(

FAGA@

!

8*

母药的确定
!

通过比较给药线虫

组和
]89A

空白对照组发现"给药组在
Ĉ*#

=50

出现了独有的峰!图
#;

中
#

表示该峰#"其

准分子离子峰为
*

)

>)+!̂+*"*

*

8eL

+

e

"分

子式为
3

+!

L

+)

(

)

A

%

8*

的高能通道质谱图示

于图
#H

"主要的裂解碎片为
*

)

>+E"

$

+,*

$

+CC

$

+##

$

+#*

$

+!*

和
++C

"这与标准品的保留时间及

裂解碎片一致"确定
8*

为去氢骆驼蓬碱"表明

去氢骆驼蓬碱确实能进入线虫体内并且可被质

谱检测到%

FAGAF

!

羟基化产物的鉴定
!

代谢产物
8+

的准

分子离子为
*

)

>))Ê*EB+

*

8eL

+

e

"比去氢骆

)"#
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驼蓬碱的准分子离子
*

)

>)+!

*

8eL

+

e高
+B.

"

并且其裂解碎片离子
*

)

>)+#̂*,)"

*

8+

'

3L

!

+

e和
*

)

>+"B̂*,,E

*

8+

'

3L

!

'

3A

+

e 均

比去氢骆驼蓬碱相应的碎片离子高
+B.

%根据

色谱保留行为$精确质量数及质谱裂解碎片"推

断
8+

可能为去氢骆驼蓬碱的羟基化产物"其

可能的裂解碎片信息示于图
C

%

FAGAG

!

去甲基化产物的鉴定
!

代谢产物
8)

的准分子离子是
*

)

>+EÊ*"C,

*

8eL

+

e

"比

电喷雾正离子模式下去氢骆驼蓬碱的准分子离

子低
+#.

"并且其裂解碎片离子
*

)

>+"#̂*B#*

*

8)

'

3L

)

+

e 和
*

)

>+CB̂*,!+

*

8)

'

3L

)

'

3A

+

e均比去氢骆驼蓬碱相应的碎片离子低

+#.

%此外"碎片离子
*

)

>+CB̂*,!+

*

8)

'

3L

)

'

3A

+

e 和
*

)

>+!+̂*#"*

*

8)

'

3L

)

'

3A

'

3L

!

+

e表明"

8)

右侧吡啶环上可能存在

甲基%因此"根据色谱保留行为$精确质量数及

质谱裂解碎片"推断
8)

为去氢骆驼蓬碱丢失

吲哚环中甲基后形成的去甲基化代谢产物"其

可能的裂解碎片信息示于图
B

%

图
J

!

5@

的高能质谱图

B$

<

CJ

!

56-

/

&')1,$(4$

<

4&(&1

<2

-',(#D5@

图
K

!

5F

的高能质谱图

B$

<

CK

!

56-

/

&')1,$(4$

<

4&(&1

<2

-',(#D5F

FAI

!

去氢骆驼蓬碱在线虫体内代谢速率的考察

为了全面了解去氢骆驼蓬碱在线虫体内

的含量变化趋势"本实验建立了给药后不同

时间点的线虫成虫体内去氢骆驼蓬碱含量的

质谱半定量分析方法%

+?

乙基吲哚
?!?

甲酸的

化学结构与去氢骆驼蓬碱相似"且分子质量

与目标化合物不同"因此选择
+?

乙基吲哚
?!?

甲酸作为内标化合物"以目标生物碱与内标

化合物的相对峰面积比值代表去氢骆驼蓬碱

的相对含量%采用
MYO3?c?VAX 89

中的

!"#

第
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8_8

数据采集模式对给药后不同时间点的

线虫成虫体内去氢骆驼蓬碱含量进行半定量

分析"通过绘制相对峰面积比
?

时间曲线获得

给药后的线虫成虫体内去氢骆驼蓬碱含量随

时间的变化情况%

FAIA@

!

半定量分析的方法学考察
!

正离子模

式下选取
*̂",

$

Ĉ*#

$

,̂+C

$

Ê#B

$

+)̂*!=50

所

对应的
*

)

>+E)̂+B*#

$

)+!̂+*!#

$

),#̂#B**

$

+#Ê*)!C

$

!!"̂!#)C

离子进行半定量分析方

法学考察"具体结果列于表
+

%可以看出"

C

个

提取离子色谱峰峰面积的重复性$精密度和系

统稳定性的
_9]

分别在
+f

$

#f

$

+f

$

"f

$

)f

$

"f

之间"均在可以接受的范围内"可用于

半定量分析%

表
@

!

重复性%精密度和系统稳定性结果

W,=0&@

!

%&-:0)-#D1&

/

&,),=$0$)

2

$

/

1&'$-$#(,("-

2

-)&7-),=$0$)

2

保留时间

-

_

)

=50

离子

P%07

精密度

Y/6;575%0

)

f

重复性

_6

:

61<1J5&5<

>

)

f

稳定性

9<1J5&5<

>

)

f

*̂", *

)

>+E)̂+B*# +̂#+ +̂!) ,̂E+

Ĉ*# *

)

>)+!̂+*!# +̂E! +̂+E !̂)E

,̂+C *

)

>),#̂#B** !̂)C !̂*B #̂E,

Ê#B *

)

>+#Ê*)!C )̂"B +̂!, ,̂+C

+)̂*! *

)

>!!"̂!#)C ,̂C# !̂,B )̂BC

图
N

!

去氢骆驼蓬碱在线虫体内含量的变化图

B$

<

CN

!

.4,(

<

&-#D4,17$(&'#()&()

)/1)1##D(&7,)#"&

FAIAF

!

数据的采集与处理
!

按
+̂#

节方法处

理线虫"进行
!

次重复实验"采用
MYO3?c?

VAX89

中的
8_8

数据采集模式对不同时

间点的样品进行高分辨质谱数据的采集%用

8177O

>

0I$#̂+

软件计算目标化合物和内标

化合物的峰面积"然后用
[/1

:

4Y1HY/57=C

软

件进行统计绘图"分别得到给药后不同时间点

的线虫成虫体内去氢骆驼蓬碱的相对含量%其

中"横坐标为给药后不同时间点"纵坐标为不同

时间点相对峰面积比!与
*4

相比#"绘制的相

对峰面积比
?

时间曲线示于图
,

%可见"在
*

$

C4

内"线虫代谢旺盛"去氢骆驼蓬碱能够被线

虫代谢掉
"*f

左右&

C4

后线虫代谢速率减慢&

+*4

后基本趋于稳定%

G

!

结论

本工作总结了电喷雾正离子模式下去氢骆

驼蓬碱可能的质谱裂解规律"并在活性筛选结

果的指导下考察了去氢骆驼蓬碱在秀丽隐杆线

虫
%+-OB*

!

/+*#B

7&

#体内的代谢情况"发现线虫

能够代谢去氢骆驼蓬碱生成去甲基化!

*

)

>

+EE

#$羟基化!

*

)

>))E

#代谢产物"同时半定量

分析结果证明"线虫在给药后不同时间点的代

谢速率是不同的%本工作为去氢骆驼蓬碱的后

续研究和秀丽隐杆线虫在中药活性筛选$机制

研究奠定了基础%此外"代谢速率研究可为今

后药物机制研究中给药时间$取样时间的设定

以及治疗胰腺癌的新药研发提供参考%
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