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"%鉴定了姜黄提取物中姜黄素'去甲氧基姜黄素'双去甲氧基姜黄素
"

种姜黄素类化合物在大鼠体

内的代谢产物&对健康雄性大鼠单剂量灌胃给予
<?)":

^

$

c

^

姜黄提取物!相当于
!A):

^

$

c

^

总姜黄

素"%收集粪便'尿液'胆汁'血浆生物样品%采用
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在负离子模式下鉴定代

谢产物&在大鼠体内共鉴定出
@>

个代谢物!
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"%其中
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GA

'

G<<
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G<"
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J<)
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V<
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V#
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V!
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V@
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V?
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V<)

为新发现的代谢产物%

V"

$

V̀

'

V<<

$

V<#

'

V<#

分别为血浆'粪便'尿液中首

次发现的代谢产物&

"

种姜黄素类化合物在大鼠体内的代谢途径主要为葡萄糖醛酸化'硫酸酯化'还原

氢化'氧化'还原'羟基化'去羟基化和多种反应类型的复合反应等&
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姜黄提取物主要包括姜黄素!

0WH

"'去甲

氧基姜黄素!

J50

"'双去甲氧基姜黄素!

GJ50

"

等姜黄素类化合物)

<

*

%具有降脂'抗炎'抗氧化'

抗肿瘤'抗阿尔茨海默病'抗病毒等多种药理活

性)

#

*

&有研究表明%姜黄素氢化代谢物四氢姜

黄素表现出多种优于姜黄素的生物活性)

"

*

%二

氢姜黄素可抑制细胞凋亡)

!

*

'对油酸诱导的

R3

7

S#

细胞的脂堆积'氧化应激损伤'胰岛素

抵抗具有一定的预防作用)

@

*

&筛选出活性'稳

定性'生物利用度高于
0WH

'

J50

'

GJ50

的

代谢产物%在一定程度上能够解决
0WH

'

J50

'

GJ50

稳定性差'生物利用度低的问题&

目前%与
0WH

相关的代谢产物研究较

多)

=̀>

*

%而
J50

和
GJ50

的研究较少%且仅报

道了其在大鼠粪便'尿液中的一相代谢物)

<)=<<

*

及其纳米制剂)

A

*在大鼠粪便'尿液'血浆中的二

相代谢物&对于姜黄提取物%仅报道了
"

种姜

黄素类化合物在大鼠粪便'尿液中的一相代谢

物)

<<

*和人血浆)

<#

*中的代谢产物%且分离出的代

谢物较少)

<)=<<

*

'质谱数据不完善)

<#

*

&因此%本

研究拟采用超高效液相色谱
=

四极杆
=

静电场轨

道阱高分辨质谱!
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"技术鉴定姜黄提取物中
"

种姜黄素类化合

物的代谢产物%以期对姜黄素类化合物的代谢

产物进行补充%为后期筛选活性代谢物研究提

供理论依据&

D

!

实验部分

DED

!

主要仪器与装置

$.-

\

+241N&3C

超高效液相色谱仪'

Y=

]C.892[3

L5四极杆
=

静电场轨道阱高分辨质谱

仪#美国
L13,:%

公司产品%配有电喷雾离子源

!

R]6K

"'

L,.83N2-Z3,!P<

工作站及
L,.83N2-Z3,

!P<S3-3,.&Y+.-

数据处理系统(

0FE##@J

型

电子分析天平!

<

$

<)

万"#德国赛多利斯科学仪

器有限公司产品(

LSI=<̀

型高速冷冻离心机#

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司产品&

DEF

!

主要材料与试剂

姜黄素对照品!纯度
&

>Af

"#中国药品生

物制品检定所产品(去甲氧基姜黄素'双去甲氧

基姜黄素'二氢姜黄素'四氢姜黄素'六氢姜黄

素'八氢姜黄素对照品!纯度
&

>Af

"#上海源叶
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生物有限公司产品(姜黄素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸

钠'姜黄素硫酸四叔丁基铵对照品!纯度
&

>Af

"#多伦多研究化学公司产品(甲醇'甲酸'

乙腈!色谱纯"#美国
62

^

:.

公司产品(纯净水#

杭州娃哈哈集团有限公司产品&

姜黄提取物#汤臣倍健股份有限公司产品%

主要由姜黄素'去甲氧基姜黄素'双去甲氧基姜

黄素
"

种化学成分组成%经工作曲线法测定%其

含量分别为
<>#P@k<P̀

'

!!P>>k)P@̀

'

!!P#>k

)P?:

^

$

^

!平均值
k

标准差%

6O"

"&

DEI

!

实验动物

6FN

级
6J

!

6

7

,.

^

+3=J._&3

;

"大鼠!雄性%

体质量
##)

#

#@)

^

%动物生产合格证号#

60Ua

!辽"

#)#)=)))<

"#由沈阳药科大学动物实验中

心提供&

DEK

!

实验方法

DEKED

!

对照品溶液的制备
!

取适量的姜黄素'

去甲氧基姜黄素'双去甲氧基姜黄素'二氢姜黄

素'四氢姜黄素'六氢姜黄素'八氢姜黄素'姜黄

素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠'姜黄素硫酸四丁基铵对

照品%分别置于
<):I

棕色容量瓶中%除姜黄

素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠对照品用
#)f

甲醇
=

水溶

液溶解外%其他对照品均用甲醇溶解并稀释至

刻度%摇匀%制成浓度分别为
A?P)

'

?#P)

'

<)#P)

'

<̀P)

'

A)P)

'

<)>P)

'

>>P)

'

A>P)

'

<)?P):

^

$

I

对

照品储备液%于
!e

储存%待用&

混合对照品溶液的制备#精密量取各
)P#

:I

姜黄素'双去甲氧基姜黄素'六氢姜黄素'

八氢姜黄素'姜黄素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠'姜黄

素硫酸四丁基铵对照品储备液%各
)P":I

去

甲氧基姜黄素'四氢姜黄素%

)P!:I

二氢姜黄

素%置于
<)):I

棕色量瓶中%用甲醇稀释至刻

度%摇匀%制成浓度分别为
)P<?!

'

)P#)!

'

)P#<A

'

)P<>A

'

)P<?A

'

)P#<!

'

)P#<̀

'

)P#!)

'

)P#!!:

^

$

I

混合对照品溶液%于
!e

储存%待用&

DEKEF

!

灌胃溶液的制备
!

精密称取适量的姜

黄提取物%用
)P@f

羧甲基纤维素钠溶液!取约

)P@

^

羧甲基纤维素钠%加入
<)):I

纯净水

中%

A) e

加热使其溶解%制成质量分数约为

)P@f

羧甲基纤维素钠溶液"混悬%配制成约

<!#

^

$

I

混悬液&

DEKEI

!

动物分组和给药
!

取
<A

只健康雄性

6J

大鼠%随机分成
`

组!

6O"

"%依次编号为

a<

'

a#

'

a"

'

X<

'

X#

'

X"

&

a<

'

a#

'

a"

组分别

用于收集空白粪便和尿液'空白血浆'空白胆

汁(

X<

'

X#

'

X"

组分别用于收集给药粪便和尿

液'给药血浆'给药胆汁&

实验前所有动物于
6FN

级动物房中适应

性饲养
?

天%给药前禁食
<#1

%可自由饮水&禁

食
<#1

后%

X<

'

X#

'

X"

组大鼠灌胃给予姜黄提

取物
=)P@f

羧甲基纤维素钠溶液%给药剂量

<?)":

^

$

c

^

!姜黄素
"#?PA:

^

$

c

^

'去甲氧基

姜黄素
?̀P̀ :

^

$

c

^

'双去甲氧基姜黄素
?@P!

:

^

$

c

^

"&

a<

'

a#

'

a"

组大鼠灌胃给予等体积

)P@f

羧甲基纤维素钠溶液&

DEKEK

!

生物样品采集
!

将
a<

和
X<

组大鼠

置于代谢笼中%分别收集
)

#

<#1

时空白粪便

和尿液'给药粪便和尿液%并将收集的粪便样

品置于室温下避光风干%所有样品于
g#)e

储存%待用&

a#

和
X#

组大鼠分别于灌胃后
)P#@

'

<

'

#

'

"

'

!

'

`

'

A

'

<#

'

#!1

时从眼眶后静脉丛取
)P@:I

血%置于经肝素钠处理的
]F

管中%以
")))

,

$

:2-

离心
<):2-

%取上清液%得到空白血浆和

给药血浆样品%于
g#)e

储存%待用&

a"

和
X"

组大鼠经麻醉后做胆汁插管手

术%分别收集
)

#

<#1

时空白胆汁和给药胆汁

样品%于
g#)e

储存%待用&

DEKEL

!

样品处理
!

血浆样品#避光操作&分别

取
<))

!

I>

个不同时间点的血浆样品%置于同

一棕色
]F

管中%加入
":I

甲醇%涡旋
#:2-

%

!e

下以
<#))),

$

:2-

离心
<):2-

%上清液转

移至另一棕色
]F

管中%室温下氮气吹干(残渣

用
#))

!

I?@f

甲醇复溶%

! e

下以
<#)))

,

$

:2-

离心
<):2-

%离心
#

次%取上清液%备用&

粪便样品#避光操作&将风干后的粪便置

于研钵中研碎%混合均匀&取约
<

^

混合均匀

的粪便样品%置于
#@:I

烧杯中%加入
@:I

甲

醇%超声提取
"):2-

%

!e

下以
<#))),

$

:2-

离

心
<):2-

%取上清液%室温下氮气吹干(残渣用

#:I

甲醇复溶%

!e

下以
<#))),

$

:2-

离心
<)

:2-

%离心
#

次%取上清液%备用&

尿液'胆汁样品#避光操作&精密量取各

<:I

尿液'胆汁样品%分别置于
#@:I

烧杯中%

加入
@:I

甲醇%超声提取
"):2-

%

! e

下以

<#))),

$

:2-

离心
<):2-

%取上清液%室温下氮

?@<
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气吹干(尿液残渣用
#))

!

I

甲醇复溶%胆汁残

渣用
#:I

甲醇复溶%

!e

下以
<#))),

$

:2-

离

心
<):2-

%离心
#

次%取上清液%备用&

DEL

!

实验条件

DELED

!

色谱条件
!

色谱柱#

E8

\

+29

;

WFI0

&

G]R0<A

柱!

#P<::Q<))::Q<P?

!

:

"(流

动相#

E

相为
)P<f

甲酸水溶液%

G

相为乙腈(

梯度洗脱程序#

)

#

`:2-

!

<)f

#

")fG

"%

`

#

<!:2-

!

")f

#

@̀fG

"%

<!

#

<? :2-

!

@̀f

#

>@fG

"%

<?

#

#):2-

!

>@fG

"%

#)

#

#)P<:2-

!

>@f

#

<)fG

"%

#)P<

#

#"P<:2-

!

<)fG

"(流

速
)P#:I

$

:2-

(柱温
"@e

(进样量
#

!

I

&

DELEF

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

R]6K

源"%

负离子模式检测%鞘气流速
>I

$

:2-

%辅助气流

速
"I

$

:2-

%喷雾电压
"PAc$

%毛细管温度

"#)e

%辅助气温度
"<)e

&采用自动触发二

级!

N+&&48.-=ZZ56

#

!

L%

7

(

""数据采集模式(

一级质谱质量扫描范围
/

$

@<@)P)

#

#)))P)

%

分辨率
?))))

(二级质谱质量扫描范围
/

$

@

@)

#

<@))

%分辨率
<?@))

(碰撞气为高纯氮气(

碰撞能
#)

'

")

'

!)3$

(

L%

7

!

(

"#

<)

%自动选择质

谱产生的前
<)

个最强离子峰作为二级质谱的

母离子进行碎裂&

F

!

结果与讨论

FED

!

对照品质谱裂解行为

在负离子模式下%对照品
0WH

'

J50

'

GJ50

'二氢姜黄素'四氢姜黄素'六氢姜黄素'

八氢姜黄素'姜黄素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠'姜黄

素硫酸四叔丁基铵的色谱保留时间及准分子离

子峰)

5gR

*

g 分别为
<"P̀A

'

<"P!"

'

<#P>@

'

<"P!#

'

<"P<?

'

>P@>

'

AP>@

'

<)P"A

'

<<P<>:2-

和

/

$

@"̀?P<<̀ @

'

""?P<)!>

'

")?P)>?!

'

"̀>P<")@

'

"?<P<!?`

'

"?"P<̀`!

'

"?@P<?A#

'

@̀@P<"#A

'

!!?P)?"@

&同时发现对照品二氢姜黄素与四氢

姜黄素分别在
<)P̀@

'

<)PA!:2-

处有
<

个色谱

峰%其各自的质谱数据!一级及二级质谱碎片"分

别与二氢姜黄素'四氢姜黄素的质谱数据相同&

研究表明%姜黄素类为庚二酮类化合物%在溶液

中同时存在酮式和烯醇式结构)

<"=<̀

*

%推测保留时

间
<)P̀@

'

<)PA!:2-

处分别为二氢姜黄素'四氢

姜黄素烯醇式结构的色谱峰&各对照品提取离

子流色谱图示于图
<

&负离子模式下%姜黄素类

化合物主要从碳碳单键处发生裂解%各对照品的

具体裂解规律示于附图
<

!请登录/质谱学报0网

站
199

7

#

'

___P

b

8:44P8%:P8-

下载"&

FEF

!

代谢产物分析

首先%根据原型药物结构推测可能的代谢

产物%检索姜黄素类化合物代谢产物文献%建

立包括化合物名称'分子式'精确分子质量'

一级和二级质谱碎片的代谢物数据库(其次%

利用
L,.83N2-Z3,!P<S3-3,.&Y+.-

数据处理

软件%同时在空白样品和给药样品的总离子

流图中提取数据库中代谢产物的相对分子质

量%得到仅在给药样品中色谱峰的保留时间'

质谱碎片信息%并结合文献'对照品质谱数据

及姜黄素类化合物的裂解规律)

<"=<!

*

%鉴定代

谢产物%对照品质谱数据列于表
<

&姜黄提取

物在大鼠体内代谢产物扣除空白后的总离子

流色谱图示于图
#

&

注#

<P

八氢姜黄素(

#P

六氢姜黄素(

"P

姜黄素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠(

!P

姜黄素四叔丁基铵(

@P

双去甲氧基姜黄素(

P̀

去甲氧基姜黄素(

?P

姜黄素(

AP

二氢姜黄素!酮式"(

A=<P

二氢姜黄素!烯醇式"(

>P

四氢姜黄素!酮式"(

>=<P

四氢姜黄素!烯醇式"

图
D

!

各对照品提取离子流色谱图

,#

?

GD

!

OQ560453!#"94:6"705"

?

6071"<63<3639431

A@<
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表
D

!

负离子模式下#各对照品一级和二级质谱数据

*0A=3D

!

$-

D

09!$-

F

!050"<63<3639431#993

?

#5#@3#"97"!3

化合物

0%:

7

%+-Z

保留时间

+

H

$

:2-

化学式

N%,:+&.

)

5gR

*

g

测得值

53.4+,3Z

!

/

$

@

"

)

5gR

*

g

理论值

L13%,3928.&

!

/

$

@

"

误差

],,%,

$

Q<)

g`

碎片离子!

56

#

"

N,.

^

:3-92%-

!

/

$

@

"

姜黄素
<"P̀A 0

#<

R

#)

M

`

"̀?P<<̀@ "̀?P<<A# g"P) "̀?P<<̀@

%

#<?P)!>̀

%

#)#P)#@A

%

<?"P)̀)#

%

<@AP)"̀A

%

<!>P)̀)<

%

<"!P)"̀A

去甲氧基姜黄素
<"P!" 0

#)

R

<A

M

@

""?P<)!> ""?P<)?̀ g̀P! ""?P<)!>

%

#<?P)!>?

%

#)#P)#̀#

%

<A?P)">@

%

<?"P)̀)#

%

<@AP)"̀A

%

<!>P)̀)#

%

<"!P)"̀A

%

<<>P)!>A

双去甲氧基姜黄素
<#P>@ 0

<>

R

<̀

M

!

")?P)>?! ")?P)>?) "P) ")?P)>?!

%

<A?P)">)

%

<!"P)!>?

%

<<>P)!>A

二氢姜黄素
<"P!# 0

#<

R

##

M

`

"̀>P<")@ "̀>P<""A g?P@ "̀>P<")@

%

#<>P)̀@<

%

#)!P)!#"

%

<><P)?)@

%

<?@P)">"

%

<!>P)̀)<

%

<"!P)"̀`

<)P̀@

(

0

#<

R

##

M

`

"̀>P<"<< g@P> "̀>P<"<<

%

<><P)?)?

%

<?@P)">"

%

<!>P)̀)<

%

<"!P)"̀!

四氢姜黄素
<"P<? 0

#<

R

#!

M

`

"?<P<!?̀ "?<P<!>@ g"P̀ "?<P<"?̀

%

#"@P)>?<

%

<>"P)À#

%

<??P)@!A

<)PA!

(

0

#<

R

#!

M

`

"?<P<!@@ g>P" "?<P<!@@

%

#"@P)>̀?

%

<>"P)À"

%

<??P)@@̀

六氢姜黄素
>P@> 0

#<

R

#̀

M

`

"?"P<̀ !̀ "?"P<̀@< @P? <>"P)A@?

%

<?>P)?)?

%

<̀@P)@@#

八氢姜黄素
AP>@ 0

#<

R

#A

M

`

"?@P<?A# "?@P<A)A g@P! "?@P<?A#

%

<?>P)?)@

%

<̀#P)̀?A

%

<"!P)!!?

姜黄素
=

"

=O=

葡萄糖醛酸钠

<)P"A 0

#?

R

#?

M

<#

(. @̀@P<"#A @̀@P<"## #P# @̀@P<"#A

%

"A>P)>̀@

%

"̀?P<<!"

%

#<?P)!>?

%

<?"P)̀)#

%

<!>P)@>>

姜黄素硫酸

四叔丁基铵

<<P<> 0

#<

R

#)

M

>

6 !!?P)?"@ !!?P)?@) g#P) !!?P)?"@

%

"̀?P<<̀!

%

#<?P)!>̀

%

<?"P)̀)<

%

<!>P)̀)<

%

<"!P)"̀A

!!

注#

(

为化合物烯醇式结构色谱峰

FEI

!

姜黄提取物在大鼠体内代谢产物鉴定

本研究共鉴定出
@>

个代谢产物%包括
<̀

个双去甲氧基姜黄素代谢产物!

G<

#

G<̀

"'

<@

个去甲氧基姜黄素代谢产物!

J<

#

J<@

"'

<̀

个姜黄素代谢产物!

0<

#

0<̀

"'

<#

个无法归

属的代谢产物!

V<

#

V<#

"&代谢产物的质谱

数据列于附表
<

&

G"

'

G?

'

GA

'

G<<

#

G<"

'

0"

'

J"

'

J@

'

JA

'

J<)

'

V<

#

V@

'

V?

'

V<)

'

V<#

代

谢产物的鉴定如下!其他代谢物二级质谱数据

均与文献)

A

%

<)

%

<?=#"

*数据一致"&

G"

保留时间为
P̀<!:2-

%其准分子离子峰

)

5gR

*

g

/

$

@@̀@P)>>>

%推测分子式可能为

0

#@

R

#@

M

<"

6

%比对照品
GJ50

准分子离子峰大

#@A+

!

<?̀ hA)h#

"%表明
G"

可能为
GJ50

硫

酸酯化葡萄糖醛酸化氢化代谢产物&

G"

的二

级碎片离子
/

$

@!A@P<!@)

'

"A>P)̀?>

分别比

准分子离子峰少
A)+

'

<?̀ +

%证实
G"

中含有硫

酸和葡萄糖醛酸(碎片离子
/

$

@")>P<<<`

比

GJ50

准分子离子峰多
#+

%表明
GJ50

双键

处发生还原%其母核结构可能为二氢双去甲氧

>@<

第
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注#

.P

血浆(

DP

粪便(

8P

胆汁(

ZP

尿液

图
F

!

姜黄提取物在大鼠体内代谢产物扣除空白后的总离子流图

,#

?

GF

!

*"50=#"94:6"705"

?

6071"<7350A"=#53118A560453!A04N

?

6"89!"<586736#43Q56045#96051

基姜黄素&进一步裂解发现%

/

$

@<>>P))̀ #

由

/

$

@@̀@P)>>>

从
0#

'

0"

处裂解得到%

/

$

@

<>>P))̀ #

失去
<

分子硫酸后得
/

$

@<<>P)!>?

%

因此%推测
G"

为二氢双去甲氧基姜黄素葡萄

糖醛酸硫酸酯&由碎片离子
/

$

@<>>P))̀ #

可

知%硫酸与双键左侧的羟基结合&

G?

保留时间为
?P)@:2-

%其准分子离子峰

)

5gR

*

g

/

$

@!><P<><"

%推测分子式可能为

0

#@

R

"#

M

<)

%比对照品
GJ50

准分子离子峰大

<A!+

!

<?̀ hA

"%表明可能为
GJ50

葡萄糖醛

酸化氢化代谢物&

G?

的二级碎片离子
/

$

@

"<@P<@A"

比准分子离子峰多
<?̀ +

%比对照品

GJ50

准分子离子峰多
A+

%表明
G?

可能为八

氢双去甲氧基姜黄素葡萄糖醛酸代谢物&进一

步比较
G?

与
G<

!八氢双去甲氧基姜黄素葡萄

糖醛酸硫酸"的质谱碎片%发现
G?

的二级质谱

数据
/

$

@!><P<><"

'

"<@P<@A"

与
G<

的碎片

离子
/

$

@!><P<><)

)

5gRg6M

"

*

g

'

"<@P<@>?

)

5gRg6M

"

gS&+E

*

g 相同%且
G<

中
/

$

@

"<@P<@>?

同样未进一步发生裂解%二者裂解

方式相同&在保留时间
P̀#>:2-

处%其准分子

离子峰'碎片离子均与
G?

相同%因此推测
P̀#>

:2-

处为
G?

烯醇式结构色谱峰&

同理%可分别鉴定
GA

'

G<<

为二氢双去甲

氧基姜黄素葡萄糖醛酸'四氢双去甲氧基姜黄

素葡萄糖醛酸&保留时间
?P><:2-

处为
G<<

烯醇式结构色谱峰&

GA

碎片离子
/

$

@#)"P)?)@

'

<<>P)!>A

由
GA

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@

)̀<
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!A?P<@><

失去
<

分子葡萄糖醛酸后%分别从

0̀

'

0?

及
0#

'

0"

处发生断裂得到(

G<<

碎片离

子
/

$

@#)@P)À <

'

<̀"P)?@?

由
G<<

准分子离

子峰)

5gR

*

g

/

$

@!A?P<@><

失去
<

分子葡萄

糖醛酸后%分别从
0̀

'

0?

及
0!

'

0@

处发生断裂

得到&

G<#

保留时间为
<)P!>:2-

%其准分子离子

峰)

5gR

*

g

/

$

@"A>P)̀??

%推测分子式可能

为
0

<>

R

<?

M

?

6

%比对照品
GJ50

准分子离子峰

多
A#+

!

A)h#

"%表明可能为
GJ50

硫酸酯化

氢化代谢物&

G<#

碎片离子
/

$

@")>P<<#<

比

其准分子离子峰少
A)+

%比对照品
GJ50

准分

子离子峰多
#+

%比对照品
GJ50

准分子离子

峰多
#+

%推测可能为二氢双去甲氧基姜黄素

硫酸酯代谢物&碎片离子
/

$

@#̀>P)<<>

为准

分子离子峰
/

$

@"A>P)̀??

从
0@

'

0̀

处断裂

得到%且可知硫酸与双键一侧羟基结合(

/

$

@

#)"P)?)`

为准分子离子峰
/

$

@"A>P)̀??

从

双键处发生断裂得到%因此推测
G<#

可能为二

氢双去甲氧基姜黄素硫酸酯%其二级碎片离子

/

$

@<A>P)@@<

由
/

$

@#̀>P)<<>

失去
<

分子硫

酸得到&同理%

G<"

为四氢双去甲氧基姜黄素

硫酸酯%保留时间
AP"A:2-

处为
G<"

烯醇式结

构色谱峰&

0"

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@ #̀@P<#)?

%

推测分子式可能为
0

#?

R

#>

M

<@

6

%与对照品
0WH

准分子离子峰相比多
#@A+

!

<?̀ hA)h#

"%推

测为
0WH

硫酸酯化葡萄糖醛酸化氢化代谢

物&

0"

的碎片离子
/

$

@@!@P<̀@`

'

!!>P)><)

与准分子离子峰分别相差
A)+

'

<?̀ +

%证实
0"

中含有葡萄糖醛酸和硫酸酯结构&二级碎片离

子
/

$

@"̀>P<"<"

'

#<>P)̀@@

'

<!>P)̀)#

'

<<"P)#!<

与二氢姜黄素对照品的二级质谱碎片相同%因

此推测
0"

为二氢姜黄素葡萄糖醛酸硫酸酯&

/

$

@##>P)<̀ @

表明葡萄糖醛酸与双键左侧羟

基结合&

J"

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@@>@P<<#@

%

推测分子式可能为
0

#̀

R

#?

M

<!

%与对照品
J50

准分子离子峰相比多
#@A+

!

<?̀ hA)h#

"%推

测为
J50

葡萄糖醛酸硫酸酯化氢化代谢物&

/

$

@!<>P)?A?

)

5gRgS&+E

*

g

'

"">P<#)#

)

5gRgS&+Eg6M

"

*

g证实结构中含有葡萄

糖醛酸和硫酸%且其碎片离子
/

$

@"">P<#)#

比去甲氧基姜黄素准分子离子峰多
#+

%因此

推测
J"

为二氢去甲氧基姜黄葡萄糖醛酸硫酸

酯&

/

$

@##>P)<̀ @

表明葡萄糖醛酸与双键左

侧羟基结合'甲氧基位于双键左侧%由准分子离

子峰从
0#

'

0"

处裂解得到&

J@

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@@<>P<A"@

%

推测分子式为
0

#̀

R

"<

M

<<

%利用
L,.83N2-Z3,

!P<S3-3,.&Y+.-

数据处理软件对
/

$

@@<>P<A"@

进行元素成分分析%发现
J@

与六氢去甲氧基

姜黄素葡萄糖醛酸的分子质量误差小于
@Q

<)

g`

%初步推测为六氢去甲氧基姜黄素葡萄糖

醛酸&用
013:J,._

软件绘制六氢去甲氧基姜黄

素葡萄糖醛酸结构%并进行碎片裂解%发现
J@

碎

片离子
/

$

@<?>P)?)?

为
/

$

@@<>P<A"@

失去
<

分

子葡萄糖醛酸后%从
0"

'

0!

处发生断裂得到%

/

$

@<?>P)?)?

进一步失去
<

分子
M0R

"

后%

得到碎片离子
/

$

@<!>P)̀)?

%因此推测
J@

为

六氢去甲氧基姜黄素葡萄糖醛酸&

JA

保留时间为
>PA@:2-

%准分子离子峰

)

5g R

*

g

/

$

@!#<P)>@`

%推测分子式为

0

#)

R

#<

M

A

6

%比对照品
J50

准分子离子峰多

A!+

!

A)h!

"%表明其可能为
J50

氢化硫酸酯

化代谢物&碎片离子
/

$

@"!<P<"̀ @

)

5g

Rg6M

"

*

g 证实存在硫酸酯%碎片离子
/

$

@

"!<P<"̀ @

比
J50

准分子离子峰多
!+

%因此

推测
JA

为四氢去甲氧基姜黄素硫酸酯&其二

级碎片离子
/

$

@#"@P)>?`

由准分子离子峰失

去
<

分子硫酸后%从
0̀

'

0?

处发生断裂得到(

/

$

@#<>P<)<<

由准分子离子峰失去
<

分子硫

酸后%从
0@

'

0̀

处发生断裂%同时
0@

上羰基失

去
<

分子氢与
0"

环合成丁烯内酯结构得到&

同理%保留时间
?P<":2-

处为
JA

烯醇式结构

色谱峰%

/

$

@#@>P)#?`

表明硫酸与甲氧基一侧

的羟基结合%由
/

$

@!#<P)>@

从̀
0"

'

0!

处裂解

得到&

J<)

与
JA

拥有相同的碎片离子
/

$

@

"!<P<"?!

'

#"@P)>̀ ?

%推测
JA

与
J<)

具有相

同的母核结构%且其准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@@<?P<?<A

比碎片离子
/

$

@"!<P<"?!

多

<?̀ +

%表明
J<)

为葡萄糖醛酸代谢物%因此推

测其为四氢去甲氧基姜黄素葡萄糖醛酸&

V<

#

V@

#

V@

保留时间为
!P>#:2-

%准分

子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@#?"P)!"A

%推测分子

<̀<
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式为
0

<<

R

<"

M

`

6

&

V@

准分子离子峰与
0A

特

征碎片离子
/

$

@#?"P)!")

相同%表明该化合

物结构可能与
0A

特征碎片离子结构相同&碎

片离子
/

$

@<>"P)À #

)

5gRg6M

"

*

g证实存

在硫酸%

/

$

@<?AP)̀")

为
/

$

@#?"P)!"A

失去
<

分子硫酸后%再失去
<

分子
0R

"

得到%因此推测

V@

为
!=

!

!=

羟基
="=

甲氧基苯基"

=

丁
=#=

酮硫酸

酯%其二级质谱图及可能的裂解规律示于图
"

&

V"

保留时间为
!P̀`:2-

%准分子离子峰
/

$

@

"̀>P<<?)

%推测分子式为
0

<?

R

#<

M

>

&二级碎片

离子
/

$

@<>"P)À ?

)

5gRgS&+E

*

g表明
V"

为葡萄糖醛酸代谢物%且其碎片离子
/

$

@

<>"P)À ?

'

<?AP)̀"̀

与
V@

相同%因此推测
V"

为

!=

!

!=

羟基
="=

甲氧基苯基"

=

丁
=#=

酮葡萄糖醛酸&

V<

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@"?<P<"#)

%

推测分子式为
0

<?

R

#"

M

>

%比
V"

准分子离子峰

多
#+

%推测
V<

为
V"

氢化代谢物&

V<

的二

级质谱碎片
/

$

@<>@P<)<>

)

5gRgS&+E

*

g

证实存在葡萄糖醛酸%且
V<

准分子离子峰'碎

片离子
/

$

@<>@P<)<>

'

<A)P)?A"

比
V"

准分

子离子峰'碎片离子
/

$

@<>"P)À ?

'

<?AP)̀"`

均多
#+

%表明
V<

发生了氢化%因此推测
V<

为
!=

!

"=

羟丁基"

=#=

甲氧基苯酚葡萄糖醛酸&

V#

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@#?@P)@>`

%推

测分子式为
0

<<

R

<@

M

`

6

%比
V@

准分子离子峰多

#+

%推测
V#

为
V@

氢化代谢物%其二级碎片离

子
/

$

@<>@P<)<>

)

5gRg6M

"

*

g证实结构中

含有硫酸%碎片离子
/

$

@<>@P<)<>

'

<A)P)?À

与

V<

相同%因此推测
V#

为
!=

!

"=

羟丁基"

=#=

甲氧

基苯酚硫酸酯&

V!

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@#!"P)"#?

%

推测分子式为
0

<)

R

<<

M

@

6

%比
V@

准分子离子

峰少
")+

%表明
V!

在结构上比
V@

少
<

个甲

氧 基&

/

$

@ #!"P)"# ?

比 碎 片 离 子
/

$

@

<̀"P)?̀ )

多
A)+

%证实
V!

中含有硫酸结构%

而
/

$

@<<>P)!A>

为
/

$

@#!"P)"#?

失去
<

分

子硫酸后%再失去
<

分子
0M

得到%因此推测该

化合物为
!=

!

!=

羟苯基"

=

丁
=#=

酮硫酸酯&

V?

保留时间为
?P<#:2-

%其准分子离子

峰)

5gR

*

g

/

$

@!)>P)>!#

%推测分子式为

0

<>

R

#<

M

A

6

%与对照品
GJ50

相比多
<)#+

!

A)h<̀ h̀

"%推测
V?

可能为
GJ50

羟基化

氢化硫酸酯化代谢物&碎片离子
/

$

@"#>P<"?@

证实存在硫酸&碎片离子
/

$

@<!>P)̀)<

为

/

$

@"#>P<"?@

从
0!

'

0@

处裂解后失去
<

分子

羟基得到%表明
V?

中含有羟基%因此推测
V?

为羟基化六氢双去甲氧基姜黄素硫酸酯&碎片

离子
/

$

@#!@P)<<`

'

#@>P)#??

表明羟基与硫

酸化均位于羰基碳一侧%

/

$

@<?>P)?)?

为
/

$

@

#@>P)#??

失去
<

分子硫酸得到&保留时间

@P<#:2-

处为
V?

烯醇式结构色谱峰&

V<)

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@#><P<)#̀

%

推测分子式为
0

<>

R

<@

M

"

%与对照品
GJ50

准

分子离子峰相比少
<̀ +

%推测
V<)

为
GJ50

去羟基化代谢物&利用
013:J,._

软件绘制

GJ50

去掉
<

分子羟基的结构%并根据姜黄素

图
I

!

WL

二级质谱图及可能的裂解规律

,#

?

GI

!

$-

F

1

2
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?
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类化合物裂解规律)

?=A

*进行碎片裂解%发现得到

的碎片离子与实际得到的碎片离子不符%推测

V<)

为
GJ50

去羟基化的同分异构体&尝试

将
0"

'

0!

位置的双键结构换成三键%并去掉

0<

'

0#

位置的双键%再次进行裂解发现%准分

子离子峰
/

$

@#><P<)#`

分别从
0<

和
0#

'

0#

和
0!

'

0!

和
0@

处断裂得到
/

$

@<A@P)̀))

'

<?<P)!!`

'

<!@P)@̀ #

&其中%

/

$

@#!>P)><<

为

/

$

@#><P<)#`

失去
<

分子
0M

后重排得到%因

此推测
V<)

为
<

%

?=

双!

!=

羟基苯基"庚
=<=

烯
=!=

炔
="=

酮%其质谱裂解规律示于图
!

&

同理%

V<#

准分子离子峰)

5gR

*

g

/

$

@

#>@P<""#

%推测分子式为
0

<>

R

<>

M

"

%与对照品

GJ50

准分子离子峰相比少
<#+

!

<̀ g!

"%推

测由
GJ50

失去
<

分子双键氧和
<

分子双键

得到&利用
013:J,._

软件绘制
GJ50

去掉

<

分子双键氧和
<

分子双键的结构%并根据姜

黄素类化合物的裂解规律)

<"=<!

*进行碎片裂解%

推测
V<#

为四氢双去甲氧基姜黄素去羟基化

代谢物%其质谱裂解规律示于图
@

&

FEK

!

/V;

'

'$/

'

J'$/

在大鼠体内的代谢途径

姜黄提取物中
"

种姜黄素类化合物在大鼠

血浆'胆汁中的代谢途径以母体药物还原氢化后

与葡萄糖醛酸和硫酸结合为主(粪便中以母体药

物还原氢化'还原氢化后与硫酸结合为主(尿液

中以母体药物还原氢化'还原氢化后与葡萄糖醛

酸和硫酸结合为主&姜黄提取物中
"

种姜黄素

类化合物在大鼠体内可能的代谢途径示于图
`

&

图
K

!

WDR

二级质谱图及可能的裂解规律

,#

?

GK

!

$-

F

1

2

34568709!

2

6"

2

"13!<60

?

73950=

2

05:C0

>

1"<WDR

图
L

!

WDF

二级质谱图及可能的裂解规律

,#

?

GL

!

$-

F

1

2

34568709!

2

6"

2

"13!<60

?

73950=

2
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>

1"<WDF
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FEL

!

讨论

本研究在姜黄提取物中共鉴定出
@>

个代

谢产物%粪便中
<A

个'尿液中
">

个'血浆中
""

个'胆汁中
"̀

个&其中%姜黄素代谢产物
<̀

个

!血浆中
A

个'粪便中
@

个'尿液中
<<

个'胆汁

中
A

个"(去甲氧基姜黄素代谢产物
<@

个!血浆

中
A

个'粪便中
"

个'尿液中
<)

个'胆汁中
>

个"(双去甲氧基姜黄素代谢产物
<̀

个!血浆中

<<

个'粪便中
!

个'尿液中
<#

个'胆汁中
<"

个"(无法归属的代谢产物
<#

个!血浆'粪便'尿

液'胆汁各
`

个"&

不同生物样品中%姜黄提取物各代谢产物

在种类和数量上存在交叉&研究发现%同时存

在于血浆'尿液'胆汁
"

种生物样品中的代谢物

最多%有
<!

个!

G<

'

G#

'

G̀

'

GA

'

G>

'

G<!

'

0#

'

0@

'

J#

'

J@

'

JA

'

V#

'

V!

'

V@

"%为六氢或八氢原型

药物的葡萄糖醛酸或硫酸结合物'六氢或八氢

原型药物的葡萄醛酸和硫酸共同结合物(同时

存在于粪便'尿液和胆汁生物样品中的代谢物

有
"

个%分别为
0<<

!四氢双去甲氧基姜黄素硫

酸"'

J<!

!去甲氧基姜黄素"'

V?

!六氢羟基化

双去甲氧基姜黄素硫酸酯"&粪便与尿液共同

代谢产物有
A

个!

G<@

'

G<̀

'

0<!

'

0<@

'

0<̀

'

J<"

'

V<)

'

V<#

"%为一相代谢物和原型药物(

血浆与尿液共同代谢产物有
!

个!

G<<

'

0>

'

0<#

'

J<#

"%主要为原型药物葡萄糖醛酸或硫酸

酯结合物(血浆与胆汁共同代谢产物有
!

个

!

G@

'

G<"

'

0̀

'

J̀

"%主要为四氢原型药物的葡

萄糖醛酸和硫酸共同结合物(尿液与胆汁生物

样品中共同代谢产物有
"

个!

G?

'

0!

'

J<

"%为

八氢原型药物的葡萄糖醛酸结合物或葡萄糖

醛酸和硫酸共同结合物(

!

种生物样品中均可

发现代谢物
G!

'

G<)

'

0A

'

J!

%为八氢或六氢原

型药物的硫酸酯结合物&此外%

J"

'

J<<

'

0"

'

G"

'

G<#

等二氢化原型药物的葡萄糖醛酸结合

物或葡萄糖醛酸和硫酸共同结合物仅在胆汁

中发现&

本研究未对
V<

#

V<#

进行归属%是因为

V<

#

V@

化合物结构较小%无法判断是姜黄提

取物中哪种成分的代谢产物(而
VA

'

V>

既可

能是去甲氧基姜黄素去甲基化代谢产物%也可

能是双去甲氧基姜黄素羟基化代谢物(

V<)

#

V<#

既可能是双去甲氧基姜黄素代谢物%也可

能是姜黄提取物中其他姜黄素类化合物以原型

形式排出体外(

V?

作为
VA

硫酸酯化代谢物

同样无法进行归属&另外%由于
"

种姜黄素类

化合物均可能产生
V̀

%因此本研究并未将
V̀

归属为姜黄素代谢产物)

<>

*

&

与文献)

`

%

A=<<

*对比%本研究在大鼠体内发现

了
<̀

个新的代谢产物!

G"

'

G?

'

GA

'

G<<

#

G<"

'

0"

'

J"

'

J@

'

JA

'

J<)

'

V<

'

V#

'

V!

'

V@

'

V?

'

V<)

"'

!

个已知代谢物!

G̀

'

V"

'

V<<

'

V<#

"&

但未鉴定出文献)

<<

*!大鼠灌胃给予姜黄素类

化合物"在大鼠粪便和尿液中分离出的六氢姜

黄素'六氢双去甲氧基姜黄素'八氢姜黄素'八

氢双去甲氧基姜黄素'

<

%

@=

环氧
="=

羰基
=<

%

?=

双

!

!=

羟基苯基"

=!

%

=̀

庚二烯'八氢姜黄素二去甲

基化二去羟基化代谢物'八氢双去甲氧基姜黄

素去羟基化代谢物(未鉴定出文献)

<)

*!大鼠灌

胃给予去甲氧基姜黄素单体"在大鼠粪便和尿

液中分离出的
@=

去羟基二氢去甲氧基姜黄素'

六氢去甲氧基姜黄素甲基化代谢物'六氢去甲

氧基姜黄素去羟基化代谢物'八氢去甲氧基姜

黄素去羟基化代谢物%这可能是因为上述代谢

产物排出体外需要的时间较长!收集粪便和尿

液时间为
!A1

"%而本研究仅收集了
)

#

<#1

的

粪便和尿液(未鉴定出文献)

`

%

>

*!大鼠灌胃给

予姜黄素单体"在大鼠血浆中分离出的六氢姜

黄素)

`

%

>

*

'八氢姜黄素)

`

*

'

!=

!

"=

羟丙基
=<=

烯基"

=

#

甲氧基苯酚)

`

*

'

!=

!

"=

羟丙基"

=#=

甲氧基苯

酚)

`

*

'

<=

羟基
=!=

!

!=

羟基
="=

甲基苯基"

="=

烯
=#=

酮)

`

*

'二氢姜黄素葡萄糖醛酸)

>

*

%这可能是因为

姜黄提取物中的其他成分会促进姜黄素在大鼠

体内的代谢%加快了一相代谢物向二相代谢物

的转变(未鉴定出文献)

A

*!大鼠分别灌胃给予

姜黄素纳米制剂'去甲氧基姜黄素纳米制剂'双

去甲氧基姜黄素纳米制剂"在大鼠体内分离出

的去甲氧基姜黄素葡萄糖醛酸硫酸酯'双去甲

氧基姜黄素葡萄糖醛酸硫酸酯'六氢去甲氧基

姜黄素硫酸酯'二氢双去甲氧基姜黄素%这可能

是因为本研究中去甲氧基姜黄素和双去甲氧基

姜黄素的给药剂量比文献低&

I

!

结论

本研究共鉴定出
@>

个大鼠血浆'粪便'尿

液'胆汁中的姜黄提取物代谢产物%其中
<̀

个

@̀<
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新的代谢产物%粪便'血浆中新发现的代谢产物

各
#

个%尿液中新发现
<

个代谢产物&研究表

明%姜黄素类化合物原型成分及一相代谢产物

主要存在于粪便'尿液中%二相代谢产物主要存

在于血浆'胆汁中&本研究对去甲氧基姜黄素'

双去甲氧基姜黄素代谢产物进行了补充%可为

后续活性代谢物的筛选提供依据&

参考文献!

)

<

*

!

6K$K]HM E

%

SEIIM]

%

5ESSK(K$

%

SMHK

I

%

5WS]IIKE

%

NKH](TWMIKN

%

$E((E00K

E'0+,8+:2-

%

.

^

%&Z3-4

7

283_291.&%_D2%.[.2&=

.D2&29

;

)

*

*

'R3,D53Z

%

#)<@

%

@

!

#

"#

@?=?)'

)

#

*

!

吴杰%李丹%沈秉正%刘刚%周本宏%宋金春
'

姜黄

素类化合物的药理活性研究进展)

*

*

'

中国药师%

#)<"

%

<̀

!

<#

"#

<><A=<>#)'

VW*23

%

IKJ.-

%

6R](G2-

^

B13-

^

%

IKWS.-

^

%

TRMWG3-1%-

^

%

6M(S*2-81+-'L13

7

1.,:.=

8%&%

^

28.&.892[29234%/8+,8+:2-%2Z4

!

H3[23_

")

*

*

'

012-.F1.,:.8249

%

#)<"

%

<̀

!

<#

"#

<><A=<>#)

!

2-

012-343

"

'

)

"

*

!

高峰%顾志良
'

四氢姜黄素对糖脂代谢作用研究

进展)

*

*

'

食品科技%

#)#)

%

!@

!

>

"#

#̀<=#̀ '̀

SEMN3-

^

%

SWT12&2.-

^

'EZ[.-8342-49+Z234%-

^

&

;

8%&2

7

2Z:39.D%&24:3//389%/939,.1

;

Z,%8+,8+=

:2-

)

*

*

'N%%Z6823-83.-ZL381-%&%

;̂

%

#)#)

%

!@

!

>

"#

#̀<=#̀`

!

2-012-343

"

'

)

!

*

!

吴刚%陈训军%张万里%李芬
'

二氢姜黄素体外处

理
GHI="E

细胞对细胞凋亡通路的影响)

*

*

'

实

用肝脏病杂志%

#)#)

%

#"

!

@

"#

#̀#=̀#@'

VWS.-

^

%

0R](U+-

b

+-

%

TRE(S V.-&2

%

IK

N3-']//3894%/Z21

;

Z,%8+,8+:2-%-.

7

%

7

9%928

7

.91_.

;

2-

7

.&:2928.82Z=2-Z+83Z GHI="E 83&&

.

7

%

7

9%4242-[29,%

)

*

*

'*F,.8R3

7

.9%&

%

#)#)

%

#"

!

@

"#

#̀#=̀#@

!

2-012-343

"

'

)

@

*

!

喻青青%孟沫然%刘亚云%程银祥%陈勇
'

二氢姜

黄素对油酸诱导的非酒精性脂肪肝体外模型的

预防作用与机制研究)

*

*

'

中草药%

#)<A

%

!>

!

@

"#

<)>#=<)>>'

XW Y2-

\̂

2-

^

%

5](S 5%,.-

%

IKW X.

;

+-

%

0R](S X2-C2.-

^

%

0R]( X%-

^

'F,3[3-92[3

3//389.-Z+-Z3,&

;

2-

^

:381.-24:%/Z21

;

Z,%8+:2-

%-(ENIJ2-%&328.82Z=9,3.93ZR3

7

S#83&&4

)

*

*

'

012-L,.Z29R3,D.&J,+

^

%

#)<A

%

!>

!

@

"#

<)>#=

<)>>

!

2-012-343

"

'

)

`

*

!

6RK5 S

%

SEM L L

%

TRE(S L

%

RE( R'

01.,.893,2B.92%-%/8+,8+:2-:39.D%&29342-,.94

D

;

+&9,.=12

^

1=

7

3,/%,:.-83&2

\

+2Z81,%:.9%

^

,.

7

1

;

_2913&389,%4

7

,.

;

2%-2B.92%-

\

+.Z,+

7

%&392:3=%/=

/&2

^

19 9.-Z3: :.44 4

7

389,%:39,

;

)

*

*

' H05

%

#)<>

%

""

!

<"

"#

<<<!=<<#<'

)

?

*

!

刘安昌%娄红祥%赵丽霞
'

姜黄素在大鼠体内的

代谢研究)

*

*

'

上海中医药杂志%

#))A

%

!#

!

A

"#

?!=

??'

IKWE-81.-

^

%

IMW R%-

^

C2.-

^

%

TREMI2C2.'

69+Z

;

%- :39.D%&24:4%/8+,8+:2-2-,.94

)

*

*

'

6R*L05

%

#))A

%

!#

!

A

"#

?!=??

!

2-012-343

"

'

)

A

*

!

IKH

%

VE(SY

%

NE(*H

%

R]G*

%

YKEMU

%

UKE(S0

%

SWMJE

%

X]5'539.D%&29342Z3-=

92/28.92%-%/8+,8+:2-

%

Z3:391%C

;

8+,8+:2-.-Z

D24Z3:391%C

;

8+,8+:2-2-,.94./93,%,.&.Z:2-24=

9,.92%- %/ -.-%

7

.,928&3/%,:+&.92%-4 D

;

&2

\

+2Z

81,%:.9%

^

,.

7

1

;

8%+

7

&3Z_291:.444

7

389,%:39,

;

)

*

*

'V%,&Z*L,.Z29012-53Z

%

#)<̀

%

#

!

!

"#

#>=

"?'

)

>

*

!

FE( 5 R

%

RWE(SL 5

%

IK(*a'G2%9,.-4=

/%,:.92%-%/8+,8+:2-91,%+

^

1,3Z+892%-.-Z

^

&+=

8+,%-2Z.92%-2- :283

)

*

*

'J,+

^

539.D J24

7

%4

%

<>>>

%

#?

!

!

"#
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