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摘要!黄烷
="=

醇类化合物作为重要的膳食多酚%其生物利用度不仅局限于母体化合物%更重要的是其经

过体内肠道微生物代谢后的产物'为了明确体内代谢情况及代谢产物对生物利用度的贡献%本研究探

究了黄烷
="=

醇类化合物及其代谢产物的靶向定量分析方法'根据各化合物子离子响应值的差异%确定

其在混合标准溶液中适合的浓度%并建立了超高效液相色谱
=

三重四极杆
=

串联质谱!
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"

定量分析方法%在
#@;3.

分析时间内所有化合物的分离度良好%并有适宜的响应值'方法学验证结果

表明%定量化合物具有良好的线性关系*并以尿液&粪便和血浆为研究材料考察方法的稳定性%日内和日

间精密度
\7H

值均在
#@g

以下%基质效应介于
f)*g

之间%回收率在
?*g

!

#)*g

之间'该方法快速&

灵敏&准确&稳定%可用于黄烷
="=

醇类化合物在体内的靶向定量研究'

关键词!超高效液相色谱
=

三重四极杆
=

串联质谱!
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醇类化合物*代谢产物
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醇类膳食多酚包括儿茶素&表儿

茶素&原花青素及其衍生物%富含此类化合物

的膳食具有较好的抗氧化&抗炎作用(

#=)

)

%对心

血管疾病&神经退行性疾病和癌症等慢性疾

病具有预防或缓解作用(

"

)

'研究表明(

!

)

%黄

烷
="=

醇类化合物经口摄入后%其在体内血液

中的浓度仅能达到
.;%&

$

F

!

(

;%&

$

F

水平%不

足摄入量的
#g

(

!

)

%而大量母体化合物进入结

肠并被肠道微生物群降解%主要产生小分子

酚酸%然后再被吸收至循环系统到达各组织

或器官(

@

)

'关于黄烷
="=

醇类化合物在体内经

肠道微生物代谢后对健康的影响机制仍未得

到完整解析'目前%一些研究者将黄烷
="=

醇

类化合物对人类慢性疾病的影响和可能的干

预机制归因于它们的肠道微生物代谢产物(

Y

)

'

羟基苯甲酸&苯丙酸&苯乙酸&马尿酸&阿魏

酸及其葡醛酸苷和硫酸酯缀合物均被证明

比母体化合物具有更强的生物活性(

?=A

)

'可

见%黄烷
="=

醇类化合物发挥有益作用的能力

与其肠道微生物的代谢产物密切相关'尽

管对黄烷
="=

醇类化合物的肠道微生物代谢

产物的定性鉴定取得了一定的进展(

@

%

>=#*

)

%但

其精准定量仍需重点突破%该成果可以揭示

黄烷
="=

醇类化合物的生物利用度和体内外

生物活性'

摄入富含黄烷
="=

醇类化合物的膳食后%体

内主要出现黄烷
="=

醇母体化合物及其
'

=

相衍

生物&

@=

碳开环代谢产物!主要为苯基戊内酯类

和苯基戊酸类及其
'

=

相衍生物"&小分子酚酸

以及
'

=

相衍生物等
"

类代谢产物%其中%后
)

类代谢物含量在血浆&尿液和粪便中占主导'

研究表明(

##

)

%这些代谢产物主要以葡萄糖醛

酸化和硫酸酯化
'

=

相代谢产物的形式存在'

'

=

相代谢产物同样也是其他多酚类化合物的

特征代谢产物%但由于其标准品不易获得%常

采用酶解打破葡萄糖醛酸键或硫酸酯键定性

或定量多酚代谢产物前体'

h/2&4

等(

#)

)对血

清和尿液样本酶解后%实现了对
@=

咖啡基奎

宁酸&

!=

对香豆基奎宁酸&咖啡酸&!

b

"表儿茶

素&根皮素&槲皮素及马尿酸等代谢产物的定

量分析'

目前%常使用三重四极杆!

QQQ

"&飞行

时间!

TM_

"&四极飞行时间!

Q=TM_

"&线性

离子阱!

FTQ

"&静电场轨道离子阱!

M-D3:-3

8

"

等方法对复杂生物样品进行精确靶向定

量'其中%

QQQ

扫描速度快&干扰小%具有

较宽的线性范围%广泛用于定量分析%但是

需要依赖目标待测物的标准品建立分析方

法(

#"=#!

)

*

TM_

&

FTQ

和
M-D3:-3

8

均为高分辨和

高灵敏度的质谱仪%皆可提供精准质量数&

多级碎片离子质量和准确的离子色谱%但扫

描速度慢&线性范围窄%在定量方面的应用
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较少%但随着质谱数据分析软件的开发以及

新定量模式的需求%也逐渐应用于靶向定量

分析(

#@=#A

)

'

本研究拟使用葡萄糖醛酸酶和硫酸酯酶打

破
'

=

相代谢产物的酯键%并结合标准品开发定

量方法%采用超高效液相色谱
=

三重四极杆
=

串

联质谱!

RNJF1=QQQ=67

"法靶向定量分析黄

烷
="=

醇类化合物及其主要代谢产物%同时测定

其在血浆&粪便&尿液等不同生物基质中的含

量%并从灵敏度&精确度&稳定性等方面进行方

法学验证'希望为黄烷
="=

醇类化合物的靶向

定量研究提供方法%为选择与健康相关的有效

生物标志物提供参考'

A

!

实验部分

A'A

!

主要仪器与装置

E9

]

,3:

<

RJF1 N=1&/55JFR7

超高效液

相色谱系统#美国
G/:4-5

公司产品%由
E9

]

,3:

<

RJF1Q76

四元溶剂管理系统&

E9

]

,3:

<

RJF1

_T(

样品管理系统&

E9

]

,3:

<

RJF1JHE

检测系统

组成*

O4W%TQ=7

三重四极杆质谱仪#美国
G/:4-5

公司产品%配有电喷雾离子源及
6/55&

<

.C

数

据处理软件*

P-/X34.:E#*63&&3=Q

超纯水器#

法国
63&&3=

8

%-4

公司产品*

$%-:4C=)@**6

多管

涡旋混合器#中国力辰科技公司产品*

FN7=

#**1N

恒温培养箱#中国上海一恒公司产品*

ZTFP=#)E

冷冻干燥机#中国上海叶拓公司

产品'

A'&

!

主要材料与试剂

@=

!

"=

羟基苯基"

=

戊内酯!纯度
>AK?Ag

"&

!=

羟基
=@=

!

"=

羟基苯基"

=

戊酸!纯度
>AK#"g

"#

由药明康德新药开发有限公司合成*高香草酸

标准品#中国苏州爱玛特生物科技有限公司产

品*原花青素
E#

!纯度
>@K)"g

"&原花青素
E

型三聚体!纯度
>?K"!g

"#从花生红衣原花青

素中分离得到*其余标准品均为上海源叶生物

科技有限公司产品'硫酸酯酶!酶活力值为

#* R̂

"&葡萄糖醛酸酶!酶活力值为
#** R̂

"#

来源于罗曼蜗牛%美国
73

V

;/

公司产品*乙腈&

甲醇#均为色谱级%美国
_3524-

公司产品*甲酸

!色谱级"#德国
64-9̂

公司产品*血浆&尿液&

粪便#取自
1@?SF

$

Y

健康小鼠%购自华中农业

大学实验动物中心'

A'I

!

实验条件

A'I'A

!

色谱条件
!

色谱柱#

T24-;%N

<8

4-53&

PMFH1#A

柱!

#**;;z)K#;;z#K>

(

;

"*

流动相#

E

相为
*K#g

甲酸%

S

相为含
*K#g

甲

酸的乙腈*柱温
!* c

*洗脱梯度#

*

!

) ;3.

!

>@gE

"%

)

!

#*;3.

!

>@g

!

Y*gE

"%

#*

!

#)K@;3.

!

Y*g

!

@gE

"%

#)K@

!

#@;3.

!

@g

!

>@gE

"'

A'I'&

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

L7I

"%毛细

管电压
" $̂

%脱溶温度
@**c

%脱溶气!

(

)

"流

速
?@*F

$

2

'使用
*K#

&

*K@

&

@

&

@*;

V

$

F

标准品

溶液从低浓度到高浓度进行质谱调谐分析%直

至获得化合物响应值最高的子离子信息*然后

选择该离子进行后续优化%通过手动调谐的方

式优化各分析物的
67

$

67

参数!锥孔电压和

碰撞能量"%使子离子的响应值达到最高'采用

多反应监测!

6\6

"模式%选择最敏感的跃迁

!母离子和子离子"进行定量'使用
6/55F

<

.C

!K#

软件进行数据采集和处理'

A'K

!

标准溶液的配制

A'K'A

!

调谐标准品的配制
!

分别精密称取适

量的各标准品%加入
?*g

甲醇溶解%配制
)***

&

)**

&

@*

&

*K@

&

*K#;

V

$

F

标准品溶液%用于调谐

分析'

A'K'&

!

混合标准品的配制
!

根据调谐过程中

化合物定量子离子响应值的差异%将
""

种标准

品分成
!

组%质谱响应较低时%需要该化合物在

混合标准品溶液中以较高的浓度存在%以保证

同一条件下每种化合物都能得到较均衡的响应

值'

!

组混合标准品溶液的最高浓度分别为

)@

&

@*

&

#**

&

)**;

V

$

F

%取
!

组等体积标准品溶

液%配制混合标准品溶液
7#

%依次稀释得到

7)

!

7>

%稀释梯度列于表
#

'根据化合物对应

的浓度范围和响应的峰面积%使每种化合物都

得到
#

个
6\6

函数'

A'(

!

样品处理方法

A'('A

!

尿液样品
!

使用代谢笼收集小鼠
)!2

内的尿液样本%并定容至
A;F

%所有尿液样本

过
*K))

(

;

滤膜%冻存于
bA* c

'分析前取

出%对尿液样本解冻&涡旋%然后取
*K@;F

尿

液样本%加入
*K)@;F

混合酶!含
#***R

葡萄

醛酸酶和
#**R

硫酸酯酶"%在
"?c

水解
"2

%

再加入
)*

(

FY;%&

$

F

盐酸中止反应%以
#)***

>Y
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表
A

!

各组混合标准品的浓度和稀释梯度

80,-4A

!

="+54+.60.#"+0+!!#-<.#"+

C

60!#4+."E4059

C

6"<

3

"E7#̂4!1.0+!06!1

混合标准品编号

(,;D4-%0

;3C4X5:/.X/-X

稀释梯度

H3&,:3%.

V

-/X34.:

浓度
1%.94.:-/:3%.

$!

;

V

$

F

"

E

组

EP-%,

8

S

组

SP-%,

8

1

组

1P-%,

8

H

组

HP-%,

8

7# #a# )@ @* #** )**

7) #a) #)K@ )@ @* #**

7" #a@ @ #* )* !*

7! #a#* )K@ @ #* )*

7@ #a)* #K)@ )K@ @ #*

7Y #a@* *K@ # ) !

7? #a#** *K)@ *K@ # )

7A #a@** *K**@ *K# *K) *K!

7> #a#*** *K**)@ *K*@ *K# *K)

-

$

;3.

离心
#*;3.

%取上清液%过
*K))

(

;

滤

膜%用于代谢产物含量的测定(

#>=)*

)

'

A'('&

!

粪便样品
!

称取
#**;

V

粪便%加入

)**;

V

玻璃微珠和
#;F@*g

甲醇进行涡旋%

混合均匀后%以
#****-

$

;3.

离心
#*;3.

%取

上清液%分析测定前过
*K))

(

;

滤膜'

A'('I

!

血浆样品
!

采血于肝素钠抗凝管%以

#****-

$

;3.

离心
#*;3.

%取上清液%密封%冻

存于
bA*c

'样品前处理时%将其取出放于冰

上
"*

!

Y*;3.

%待样品完全溶解后%取
#**

(

F

血浆%加入
#**

(

F

混合酶%在
"?c

水解
"2

%水

解结束后%加入
@**

(

F

含
)g

甲酸的乙腈溶

液%超声
#*;3.

%以
#****-

$

;3.

离心
#*;3.

%

用于沉淀蛋白*取上清液%真空冷冻干燥后保

存'测定时取出样品%加入
#**

(

F

含
*K#g

甲

酸的甲醇溶液复溶%涡旋%然后以
#)***-

$

;3.

离心
#*;3.

%吸取上清液%用于
RJF1=67

$

67

检测(

)#=))

)

'

&

!

结果与讨论

&'A

!

处理条件的优化

根据文献(

#>=))

)报道%优化了
"

种不同生物

基质的处理方法%以加标回收率作为优化指标%

优化方案示于图
#

%优化效果示于图
)

'使用

方案一处理尿液样本时%黄烷
="=

醇类化合物

均出现了未检出的结果%包括儿茶素&表儿茶

素&原花青素
S#

&原花青素
E#

&三聚体%这可

能是因为
8

N

值较高%黄烷
="=

醇类化合物在偏

酸性的条件下更稳定%经过调整
8

N

值后%这

一现象得到改善%且回收率范围更合理'在

粪便样本处理过程中也同样存在
8

N

值较高

的现象%将
*K#g

乙酸调整为
)g

甲酸后%可以

提高大多数化合物的回收率'拟定的血浆样

本处理方案的回收率能够达到方法学验证标

准%未进行优化'

图
A

!

优化不同基质的处理方案

B#

C

DA

!

$6"5411#+

C

1594741

"E"

3

.#7#>4!!#EE464+.70.6#̂41

*?
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注#

/'

尿液样本*

D'

粪便样本

图
&

!

不同处理方案的回收率

B#

C

D&

!

F45"H46

/

"E!#EE464+.

3

6"5411#+

C

1594741

&'&

!

质谱参数的优化

黄烷
="=

醇类化合物的代谢产物主要为小

分子酚酸类'本实验在电喷雾负离子模式下对

质谱条件进行优化%每种化合物的母离子
Q#

(

6bN

)

b出现后%对
Q#

进行碰撞解离%通过

子离子扫描%得到目标化合物的特征碎片离子'

在此基础上%对去簇电压和碰撞能量等参数进

行优化%使分子离子对的信号达到最强'根据

化合物的特征离子对&目标子离子的出峰时间%

以及对应的去簇电压和碰撞能量等%建立

6\6

定量方法的基本信息'

""

种化合物优

化后的质谱参数列于表
)

'

&'I

!

方法学验证

&'I'A

!

线性分析
!

以标准品浓度!

C

"为横坐

标%峰面积比值!

3

"为纵坐标%最小二乘法进行

回归计算%即得标准曲线的线性方程和线性相

关系数%结果列于表
"

'可见%

""

种化合物在线

性范围内具有较好的线性关系'

#?

第
#

期
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表
&

!

II

种代谢产物的质谱参数

80,-4&

!

%0111

3

45.6"74.6#5

3

06074.461"EII74.0,"-#.41

编号

(%K

化合物

1%;

8

%,.X

保留时间

\4:4.:3%.

:3;4

$

;3.

母离子

J/-4.:3%.

Q#

(

6bN

)

b

!

0

$

B

"

子离子

H/,

V

2:4-

3%.Q"

!

0

$

B

"

去簇电压

1%.4

W%&:/

V

4

$

$

碰撞能量

1%&&353%.

4.4-

V<

$

$

#

儿茶素
!K"@ )A> )!@ "* #Y

)

表儿茶素
@K@? )A> )!@ "* #Y

"

原花青素
S# "K@! @?? )A> )* #A

!

原花青素
E# YK!" @?@ )A@ )* ))

@ E

型三聚体
YK"! A"Y @?@ "* ))

Y

儿茶素
1=

环开环产物
@K?@ )># )!? !* #Y

? @=

!

"

%

!=

二羟基苯基"

=

戊内酯
?K!> )*? #Y" !* #Y

A @=

!

"=

羟基苯基"

=

戊内酯
?K@Y #># #!? )* #A

> !=

羟基
=@=

!

"=

羟基苯基"

=

戊酸
YK*> )*> #*# )* #!

#*

苯甲酸
?K@! #)# ?? )* #)

## "=

羟基苯甲酸
@K") #"? >" )* #)

#) !=

羟基苯甲酸
"K?A #"? >" )* #)

#"

原儿茶酸
)K)! #@" #*> "* #!

#! "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯甲酸
@K!* #Y? #*A "* )*

#@

香草酸
@K*@ #Y? #@) "* #)

#Y "=

羟基苯乙酸
@K!? #@# #*? !* A

#? !=

羟基苯乙酸
!K?@ #@# #*? )! #!

#A "

%

!=

二羟基苯乙酸
"K#* #Y? #)" )! #*

#>

高香草酸
YK#A #A# #)) )* #@

)*

异高香草酸
@K@> #A# #"? "* #*

)#

苯丙酸
>K*A #!> #*@ "* #*

)) "=

羟基苯丙酸
YK?) #Y@ #)# ") #)

)" !=

羟基苯丙酸
YK#) #Y@ #)# "" #)

)! "

%

!=

二羟基苯丙酸
!KA@ #A# #"? ") #)

)@ !=

羟基
="=

甲氧基
=

苯丙酸
YKY) #>@ #"Y "* #*

)Y "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯丙酸
?K*! #>@ #@# "* #Y

)?

肉桂酸
>K"? #!? #*" )* #)

)A

咖啡酸
@K*@ #?> #"@ "@ #Y

)>

阿魏酸
YK?? #>" #"! "* #Y

"*

异阿魏酸
?K## #>" #?A "* #)

"#

间香豆酸
?K*@ #Y" ##> "* #A

")

对香豆酸
YK"* #Y" ##> "* #!

""

马尿酸
!KA> #?A #"! "* #*

)?
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表
I

!

II

种代谢产物的回归方程(线性关系(检出限和定量限

80,-4I

!

F4

C

6411#"+4

[

<0.#"+

'

-#+406#.

/

'

]YP0+!]Y

X

"EII74.0,"-#.41

编号

(%K

化合物

1%;

8

%,.X

分组

P-%,

8

回归方程

\4

V

-4553%.4

]

,/:3%.

线性相关系数

1%--4&/:3%.

9%4003934.:

!

:

)

"

线性范围

F3.4/-

-/.

V

4

$

!

;

V

$

F

"

检出限

FMH

$

!

;

V

$

F

"

定量限

FMQ

$

!

;

V

$

F

"

#

儿茶素
E

3

d#*YY>)K*CbYA#K! *K>>A *K*)@

!

#)K@ *K**?A *K*#@Y

)

表儿茶素
E

3

d#"!A"*K*Ce"*#*K# *K>>" *K*)@

!

#)K@ *K**Y" *K*#)@

"

原花青素
S# S

3

d#*!Y@#K*Cb)!?AK@ *K>>> *K*@

!

)@ *K**Y" *K**Y"

!

原花青素
E# S

3

d#)#?#YK*CeY)Y)K) *K>A" *K*@

!

)@ *K**Y" *K**Y"

@ E

型三聚体
S

3

d"@@#A*K*Ce)##??K" *K>A! *K*@

!

)@ *K**Y" *K**Y"

Y

儿茶素
1=

环开环产物
S

3

d#Y>@>KACb@@"K) #K*** *K#)@

!

)@ *K*Y)@ *K#)@*

? @=

!

"=

羟基苯基"

=

戊内酯
E

3

d@#)!*@K*CeA@Y>KA *K>>@ *K*)@

!

)@ *K*#)@ *K*)@*

A @=

!

"

%

!=

二羟基苯基"

=

戊内酯
E

3

d!#">!K!Cb!*!K> *K>>> *K*"#

!

#)K@ *K**?A *K*"#"

> !=

羟基
=@=

!

"=

羟基苯基"

=

戊酸
E

3

d)))>@K*Cb"?"K# *K>>A *K*)@

!

#)K@ *K*)@* *K*)@*

#*

苯甲酸
H

3

d"#Y!K@Cb??#K# *K>A? #K)@

!

#** *KY)@* #K)@**

## "=

羟基苯甲酸
S

3

d@*!?AKACe?!AK# *K>>Y *K#)@

!

#* *K*"#" *K#)@*

#) !=

羟基苯甲酸
E

3

dA)#A"K*Cb#"""K? *K>>> *K*Y)@

!

#)K@ *K**?A *K*Y)@

#"

原儿茶酸
E

3

d#)*?*>K*Ce#)*?KA *K>># *K*)@

!

@ *K**Y" *K*#@Y

#! "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯甲酸
1

3

d)!?K)Ce#*!AK! *K>>! )K@

!

@* *K)*** #K****

#@

香草酸
S

3

d#*)YAK@CeY#>K! *K>?> *K#

!

#* *K*@** *K#***

#Y "=

羟基苯乙酸
H

3

d)">*KACb#>)#K! *K>># )K@

!

#** *KY)@* )K@***

#? !=

羟基苯乙酸
1

3

d)?!>K#Ce))>K* *K>># #

!

#** *K)*** #K****

#A "

%

!=

二羟基苯乙酸
1

3

d!A*K@Cb"*K? *K>AA #*

!

@* )K@*** #*K****

#>

高香草酸
H

3

d)@#K#Cb!*>K? *K>>! @

!

#** #K)@** @K****

)*

异高香草酸
1

3

d"Y!??K#Ce"*A*K> *K>A# )

!

#)K@ *K)@** )K****

)#

苯丙酸
1

3

d#A?YKACb@"YK@ *K>>Y )

!

#** #K**** )K****

)) "=

羟基苯丙酸
S

3

d#!">"@K*Ce!#)?K> *K>>* *K#

!

#)K@ *K*"#) *K*Y)@

)" !=

羟基苯丙酸
H

3

d"#))K)Ce>Y#KA *K>?Y )K@

!

#** *KY)@* )K@***

)! "

%

!=

二羟基苯丙酸
S

3

d#)!"Y@K*Ce!*"!K? *K>># *K#

!

#)K@ *K*"#" *K*Y)@

)@ !=

羟基
="=

甲氧基
=

苯丙酸
E

3

d##?A*#K*Ce))>?K" *K>># *K*)@

!

@ *K*#)@ *K*)@*

)Y "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯丙酸
1

3

d#Y**AK!Ce)>#K? *K>>" *K@

!

@* *K)@** #K****

)?

肉桂酸
1

3

d@)@)KACb#*AKA *K>># )K@

!

@* *K)*** #K****

)A

咖啡酸
E

3

d@>#""?K*Ce#?">"K* *K>>* *K*)@

!

@ *K**"# *K*#@Y

)>

阿魏酸
S

3

dA#*@#K*Ce)!@?K) *K>>Y *K*@

!

)@ *K*)@* *K*@**

"*

异阿魏酸
1

3

d#"@Y)K?Cb#Y"K# *K>>> *K#

!

#)K@ *K*@** *K#***

"#

间香豆酸
E

3

d#?)*#@K*Cb)??K) *K>>> *K*"#

!

#)K@ *K**?A *K*"#"

")

对香豆酸
E

3

d#>>?@!K*Ce)Y?K! *K>>A *K*)@

!

@ *K**Y" *K*#@Y

""

马尿酸
E

3

d#*)"Y!K*Ce#@@)K" *K>>@ *K*Y"

!

#)K@ *K**?A *K*Y)@

"?
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&'I'&

!

灵敏度
!

利用一系列已知低浓度混标

与空白样品的测量信号进行比较%确定各化合

物的检出限!

FMH

"为
"

倍信噪比对应的浓度%

定量限!

FMQ

"为
A

倍信噪比对应的浓度%结果

列于表
"

'可见%检出限的最小值为
*K**Y"

;

V

$

F

%对应的化合物有表儿茶素&原花青素
S#

&

原花青素
E#

&原花青素三聚体&对香豆酸%这些

化合物几乎没有噪音干扰*检出限的最大值为

)K@;

V

$

F

%对应的化合物仅有
"

%

!=

二羟基苯乙

酸%该化合物的特征子离子响应相对较差*

""

种

化合物的定量限在
*K*#@Y

!

#*;

V

$

F

之间%最

大值对应的化合物仍是
"

%

!=

二羟基苯乙酸'

&'I'I

!

回收率
!

样品在处理过程中会存在一

定的损失%因此%定量分析中回收率的评估尤为

重要'回收率评估流程如下#将标准品加入原

始空白生物基质样本中%按照
#K@

节方法处理

样品%同时在经过前处理的各基质样品中加入

标准品%分析空白样本中各化合物的含量!以峰

面积表示"%按照以下公式评估回收率'

回收率
d

!样本提取前的峰面积
b

空白样

品的峰面积"$!样本提取后的峰面积
b

空白样

品的峰面积"

z#**g

'

""

种化合物在血浆&尿

液&粪便中的回收率列于表
!

'结果表明%不同

基质的回收率大多在
?*g

!

#)*g

之间%其中%

粪便样品的加标回收率最好%血浆样品次之'

Q,304-

等(

)!

)研究表明%酶解处理和孵育过程对

样品中游离态的多酚和酚酸在回收率方面有负

面影响%酶水解可能是导致这一现象的原因'

&'I'K

!

基质效应
!

将尿液&血浆或粪便等生物

样本提取后%加入标准品溶液分析并制作校准

曲线%并用甲醇制备标准品溶液获得标准曲线

斜率%通过比较以上结果来评价基质效应'结

果以
#**g

为基准进行比较%基质效应为正%即

为增强效应%基质效应为负%则为减弱效应(

)"

)

'

""

种化合物在血浆&尿液&粪便中的基质效应

列于表
!

'可见%化合物在粪便和尿液样品中

的基质效应表现为轻微的离子抑制作用%而在

血浆样品中则表现为离子增强作用'虽然有些

化合物的基质效应较高%但大多数化合物的基

质效应介于
f)*g

之间可被接受'

表
K

!

II

种化合物在粪便(尿液(血浆中的回收率及基质效应

80,-4K

!

F45"H46

/

0+!70.6#̂4EE45."EII5"7

3

"<+!1#+E4541

'

<6#+40+!

3

-0170

编号

(%K

化合物

1%;

8

%,.X

粪便
_4945

尿液
R-3.4

血浆
J&/5;/

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

#

儿茶素
?AKY bYK) Y*K# b#YK* ??KA #@K>

)

表儿茶素
Y!K# b!K* Y#K) b#)K" >*KA #*KY

"

原花青素
S# @AK? b#*K) @YK) ))KA A"K! )*K#

!

原花青素
E# >!K) b"KA Y>K> b)K! #*)K# #>K"

@ E

型三聚体
?#KA #KA !)K@ bAK" ?@KA ##KY

Y

儿茶素
1=

环开环产物
Y#K# b)#K> "@K> "?K? @YK) #K?

? @=

!

"=

羟基苯基"

=

戊内酯
??K@ )K# ?YK) b##KA ?)K) #AK#

A @=

!

"

%

!=

二羟基苯基"

=

戊内酯
AYK) #K# A?K? #"K) A#K@ #>K?

> !=

羟基
=@=

!

"=

羟基苯基"

=

戊酸
A*K> b#*K# #**K) b#@KA A!K> #YK"

#*

苯甲酸
?YK@ b#YK# Y*K# b?K) #*?K" "K"

## "=

羟基苯甲酸
@AKY )KY ?#K# b"KA ##!K" ))K!

#) !=

羟基苯甲酸
Y>K# #!K# ?)KY bAK# ##"K@ #!K#

#"

原儿茶酸
?>KA ##K@ Y>K@ b"#K@ ?!K) #?K"

#! "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯甲酸
#"#K? #@K) #)!K> )*K! YAK! YK!

#@

香草酸
A@KA #>KA @AK* b#AK" ?)K@ ))K?
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续表
K

编号

(%K

化合物

1%;

8

%,.X

粪便
_4945

尿液
R-3.4

血浆
J&/5;/

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

回收率

\49%W4-

<

$

g

基质效应

6/:-3C

40049:

$

g

#Y "=

羟基苯乙酸
??K! b#K@ "AK> b"#K" @#KY ))K?

#? !=

羟基苯乙酸
@@K# b>K! >>KY b#?K? >?K@ #?K?

#A "

%

!=

二羟基苯乙酸
#)@K? #!K? ?)KY #YKA Y>K! #K*

#>

高香草酸
##YK# #)K? ?YK@ #K) YAK! )#K!

)*

异高香草酸
A*K* YK? @@K@ ##K) A@KY #YKY

)#

苯丙酸
@#KY b)K) !?KA b#AK? #!"K# #)K#

)) "=

羟基苯丙酸
#*AK@ b"K) ?!K) !KA YAK? )"KY

)" !=

羟基苯丙酸
A>KA ?KY ?"K! #@K? ?"K" )"K"

)! "

%

!=

二羟基苯丙酸
A*K* b>K@ YAK@ )#KA ?"KY #!KA

)@ !=

羟基
="=

甲氧基
=

苯丙酸
#)!K@ )K! ??K> #@K? AAK) )!K@

)Y "=

羟基
=!=

甲氧基
=

苯丙酸
>>KY #*KA #*)KA b#AK? >"K> #?KY

)?

肉桂酸
A*K# #K> @@K" b#*K# AYKY #?K@

)A

咖啡酸
?YK! "K# ?#K# b##K! ?AK! )@KY

)>

阿魏酸
#!#K* b*K# Y*K! b@K) ?"K! #YK"

"*

异阿魏酸
>YK" @K# A>K> )AK@ @>K" #>K?

"#

间香豆酸
AYK" b?K! Y#KA )"K@ #YAK" )*K*

")

对香豆酸
A@K" #!K* Y"K! b#>K@ A"KY ))KY

""

马尿酸
#*"KA b!KY #*?K@ b)?K* @AK) ##K?

&'I'(

!

日内和日间精密度
!

对混合标准品&血

浆&尿液和粪便
!

种样本进行日内和日间精密

度评估%混标选择
7Y

!

E

组
*K@ ;

V

$

F

&

S

组

#;

V

$

F

&

1

组
);

V

$

F

&

H

组
!;

V

$

F

"进行评

估*血浆&尿液&粪便按
#K@

节条件进行前处理

后%用生物样本提取液配制与混合标准品
7Y

等

浓度的混合标准品进行评估'

""

种化合物的

日内和日间精密度示于图
"

'可见%标准品以

及不同基质的日内&日间精密度均小于
#@g

%

表明方法的精密度和稳定性良好'

I

!

结论

本研究使用超高效液相色谱
=

三重四极杆
=

串联质谱测定血浆&尿液和粪便中黄烷
="=

醇类

化合物的主要肠道微生物代谢产物%依据化合

物子离子响应值差异%确定了
""

种化合物在混

合标准品中的浓度%使所有化合物在同一条件

图
I

!

日内和日间精密度

B#

C

DI

!

*+.46)!0

/

0+!#+.60)!0

/3

645#1#"+1

下得到适宜的响应*同时%在
#@;3.

分析时间

内%使混合标准品中
""

种化合物达到较好的分

离'经方法学验证%

""

种化合物具有较好的线

@?

第
#

期
!!

刘若男等#黄烷
="=

醇类化合物及其代谢产物的靶向定量方法研究



性关系%以尿液&粪便和血浆为研究材料%日内&

日间精密度
\7H

值均在
#@g

以下%基质效应

介于
f)*g

之间%回收率在
?*g

!

#)*g

之间'

该方法灵敏&准确&稳定&抗基质干扰能力较强%

可以为黄烷
="=

醇类化合物靶向定量的深入研

究提供参考'
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醇类化合物及其代谢产物的靶向定量方法研究




