
收稿日期!!""#$%"$%#!修回日期!!""’$"($("
基金项目!湖北省中药生物技术重点实验室开放基金"!"",@RB""%#和湖北大学人才基金项目""!"$"&%%("#资助

作者简介!陈怀侠"%&##!#$女"汉族#$副教授$从事药物代谢分析研究%-$./01&3W93"3=T=;A8=;96

第!*卷 第(期

!""’年*月
质 谱 学 报

<4=>6/14?@306A2AB/22C:A9D>4.AD>5C490AD5

E41;!*!F4;(

+=7;!""’

电喷雾串联质谱法分析阿托品在大鼠肠内菌中的代谢产物

陈怀侠%!!!杜!鹏!!韩凤梅!!陈!勇!
"%;湖北大学化学化工学院$湖北 武汉!,(""#!!!;湖北大学中药生物技术湖北省重点实验室$湖北 武汉!,(""#!#

摘要!用液相色谱$电喷雾离子阱串联质谱"Q@$-CPPR$BC6#联用法研究阿托品在大鼠肠内菌中的代谢$以阿

托品优化色谱及质谱条件$总结其色谱及质谱行为规律%将阿托品与大鼠肠内菌体外厌氧温孵培养$与空

白样品及阿托品标准品相比较$根据被测物的多级质谱数据$鉴定代谢物并阐述其结构%在温孵液中发现

了阿托品的脱水及水解代谢产物$即脱水阿托品’托品和托品酸%该方法灵敏’快速’简单$适合于药物代谢

分析%
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导临床合理用药具有重要的理论意义!液相色
谱$电喷雾离子阱串联质谱"Q0f=0893>4./D47$
>/:35$A1A9D>42:>/50460V/D046046D>/:D/68A.
./222:A9D>4.AD>5#Q@$-CP$BC6$联用技术是
现今药物分析及其代谢物研究最有力的工

具%%$(&!该方法具有灵敏度高#专属性好#样品处
理简单’快速等优点#而且多级质谱能够提供化
合物丰富的结构信息#因此#该联用技术已成为
代谢物研究的首选方法之一%,$#&!
阿托品"+D>4:06A$是从茄科植物颠茄"-*N

)(0&’2AA&9(66&Q;$’曼佗罗"E&*7)&<*)&.(N
637.Q;$及莨菪"=+(/+&.7/63D2)Q;$等分离
提取的一种托品烷类生物碱#有着广泛的药理活
性#如解痉’麻醉’止痛等#主要用于抗休克#治疗
心’肝’肺等疾病%’&!随着药理研究的深入#其用
途越来越广#而阿托品在生物体肠道内的代谢至
今未见报道!本工作拟采用离体实验的代谢研
究方法#用富含肠内菌的大鼠肠内容物与阿托品
在厌氧条件下温孵#以Q@$BC6技术在温孵液中
鉴定阿托品在大鼠肠内菌中的代谢产物!

C!实验部分
CEC!仪器与试剂

Q@dZ=4离子阱型质谱仪(美国X06607/6公
司产品#配有 RC\+C("""自动进样器和Q@d
O9/10T=>%;!软件处理系统)高速离心机"RHQ$
%#@$(上海安亭科学仪器厂产品)厌氧培养袋及
厌 氧 培 养 发 生 袋 "+6/A>4\4=93RB$+6/A>4
"*H")+$!($(日本三菱瓦斯化学株式会社产品)
氮气吹干仪"‘X!"""$(北京八方世纪科技有限
公司产品!
阿托品(美国C07./公司产品)甲醇"色谱

纯$(美国X023A>公司产品)水为超纯水)其他试
剂均为分析纯!

CEF!肠内菌的制备及阿托品的代谢

CEFEC!厌氧培养液的配制%*$&&!(’;).Q+液
"";’*]_!N\M,$#(’;) .Q ‘ 液 "";,’]
_N!\M,#%;%*] F/@1#%;!] "FN,$!CM,#

";%!]@/@1!#";!)]B7CM,*N!M$#)".Q@
液"*]F/!@M($#";)7%$半胱氨酸#!.Q!)]
%$抗坏血酸#%7牛肉膏#%7蛋白胨#%7营养琼
脂#以上各种溶液和试剂混合后#加蒸馏水至%
Q#用盐酸调节溶液:N为’;)!*;"!

C;F;F!肠内菌培养液的制备%%"&!I02D/>大鼠

!""7#购于湖北省实验动物研究中心#合格证(

C@O_"鄂$!""($!"")!取大鼠肠内容物#按";)
7e%;).Q的比例加入厌氧培养液#用玻璃棒快
速搅拌均匀#用医用纱布过滤得到含菌培养液!

C;F;H!阿托品的代谢!在装有上述肠内菌培养
液的培养皿中加入阿托品#使培养液中阿托品的
浓度为)".7*QJ%#同时做空白对照实验!将
培养皿放入厌氧培养袋中#打开厌氧发生袋的外
袋#迅速将其内袋置于厌氧培养袋中#密封#恒温

(’h培养!分别于,3和!,3取样%.Q#以乙
酸乙酯萃取!次#合并有机相#(’h氮气中挥发
至干#残留物用流动相溶解后#%(""">*.06J%

离心%".06#取上清液进行Q@$BC6分析!

CEH!色谱条件

b4>T/WAWDA68@%*不锈钢色谱"(;".. ^
%""..#(;)%.$#同种填料的色谱保护柱"!;%
.. ^%!;)..#)%.$(美国 +701A6D公司产
品)流动相(Q"甲醇$eQ"!..41*QJ%乙酸铵
水溶液$L’"e("#以甲酸调节:N(;))流速(

";!.Q*.06J%)柱温(,"h)进样量!"%Q!

CEK!质谱条件

-CP离子源#质量扫描范围 .+R%""!
%"""#离子源喷射电压,;)[E#毛细管电压

!%E#毛细管温度%’)h#鞘气"F!$流速,"个单
位!自动进样器直接进样#正’负离子方式检测!
采用全扫描一级质谱"X=1129/6$及其源内碰撞
诱导解离"C$@PZ$’全扫描二级质谱"X=1129/6
BC!$及三级质谱"X=1129/6BC($等方式进行测
定!

F!结果与讨论
FEC!阿托品的>.248及>.248&分析
阿托品的一级质谱以分子离子峰.+R!&"

%BKN&K基峰#没有聚合及其他加合现象#示于
图%+#二级质谱"相对碰撞能量为("]$及其

Q@$BC! 全扫描色谱示于图%‘和%@!由图%‘
可见#阿托品的分子离子失去一分子水产生碎片

.+R!’!%BKNJN!M&K#而分子离子失去一
分子 甲 醛 产 生 碎 片 .+R !#" %B K N J
N@NM&K!其二级质谱中丰度最高的碎片.+R
%!,是由其母分子离子失去托品酸"@&N%"M(#

%##Z/$产生的!该碎片离子 .+R%!,失去

FN!@N("(%Z/$产生碎片离子.+R&(!而其
二级碎片.+R!’!和.+R!#"的三级质谱中均
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图C!阿托品的一级质谱!:"#二级质谱!;"及其>.248F 色谱图!."

D3’EC!D/%%0,"&48!:"$48F!;"05$,(1""&9>.248F,)1-<"(-’1"<!."-+"(1-53&$

出现.!R%!,"&(和&%#由此说明#.!R%!,"&(
和&%是阿托品分子离子的特征子离子#("Z/
和%##Z/是其特征中性碎片丢失#这种特征子
离子和特征中性碎片丢失是阿托品生物体内代

谢物鉴定的依据$

!!阿托品对照品溶液用流动相稀释至不同的
浓度#经Q@$BC! 检测#检测限%QMZ&为)%7’

QJ%$

FEF!培养液中阿托品及其代谢物分析

图F!空白样品!:"和温孵液!;">.248色谱图

D3’EF!>.248,)1-<"(-’1"<0-+?%"&R!:"

"&93&,/?"(3-&0-%/(3-&!;"

按实验方法获得阿托品大鼠肠内菌培养

液#样品经预处理后#进行Q@$BC6分析#将分析
结果与空白实验及阿托品对照品相比较#确定药
物的肠内菌代谢产物$空白样品和温孵液的

Q@$BC色谱和质谱图示于图!和图(#在培养液
中发现了原药及其代谢物#其质子化的分子离子
分别是.!R%,!"!’!"!&"#以及负离子扫描中的
去质子分子离子.!R%#)$大鼠肠内菌培养液
中阿托品及其代谢物的Q@$BC! 色谱和质谱图
示于图,和图)#其中#质子化的分子离子.!R

!&"

图H!空白样品!:"和温孵液!;"48图谱

D3’EH!D/%%0,"&4805$,(1"-+?%"&R!:"

"&93&,/?"(3-&0-%/(3-&!;"

%B"&的色谱保留时间%图,@&和 BC! 质谱%图

)@&与原药完全相同#即.!R!&"对应于原药$

!!原药的特征碎片离子.!R%!,"&("&%均出
现在质子化的分子离子.!R%,!%B%&的BC! 质
谱中%图)+&#而且.!R%,!,%!,的 BC( 质谱
和原药阿托品.!R!&",%!,的 BC( 质谱相同#
所以#该组分应为阿托品的水解产物#即托品
%R>4:06A&$分子离子.!R!’!%B!&比原药的分
子离子.!R!&"少%*Z/#在其二级质谱中出现
了原药的特征碎片离子 .!R%!,"&("&%%图

)‘&#由此推论#该组分对应于原药的脱水产物#
即脱水阿托品%+:4/D>4:06A&$
在负离子测试中#.!R%#)%B(&的 BC! 质

谱中存在 .!R%,’ (B)N)N!M*J 和 %!%
(B)N)@M!*J%图)Z&#说明该组分对应于阿
托品水解产物的另一部分#即脱品酸%R>4:09
/908&$
综上所述#阿托品大鼠肠内菌的代谢主要是
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水解及脱水!其代谢途径示于图#"实验结果表
明!,3及!,3温孵溶液的测定结果没有差异!

原药的色谱及质谱峰都很强!而代谢物的峰强度
都非常弱!即阿托品肠内菌的代谢很弱"

图K!大鼠肠内菌培养液中阿托品及其代谢物的>.248F 色谱图!FK)"

D3’EK!>.248F,)1-<"(-’1"<0-+"(1-53&$!.""&93(0<$("?-%3($04C!:"#4F!;"

"&94H!P"3&1"(3&($0(3&"%+%-1"+-1FK)

图G!大鼠肠内菌中阿托品!."及其代谢物 4C!:"$4F!;"和 4H!P"的 48248质谱图!FK)"

D3’EG!4824851-9/,(3-&05$,(1"-+"(1-53&$!.""&93(0<$("?-%3($04C!:"#4F!;"

"&94H!P"3&1"(3&($0(3&"%+%-1"+-1FK)

图J!阿托品大鼠肠道代谢途径

D3’EJ!L)$51-5-0$9<"Z-1<$("?-%3,5"()B"A-+"(1-53&$3&1"(3&($0(3&"%+%-1"
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H!结!论
利用离子阱串联质谱技术对阿托品在大鼠

肠内菌体外温孵中代谢物进行了结构分析!鉴定
出原药及其水解和脱水产物!为该药物体内代谢
途径和代谢部位的进一步研究提供了依据"
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