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短小舌根草苷的制备及其在大鼠体内代谢产物的
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摘　要　通过ＡＢ８大孔吸附树脂对胆木药材水提液进行吸附，用不同比例的乙醇水溶液对其梯度洗脱，通过分离纯
化获得纯度较高的短小舌根草苷单体。用ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ分析技术鉴定大鼠灌胃短小舌根草苷后，尿液、粪便以及胆汁中
该成分可能的代谢产物。采用全扫描方式采集所有成分准确ＭＳ／ＭＳ数据，利用ＭｅｔａｂｏＬｙｎｘ软件分析处理，获得了纯度较
高的短小舌根草苷单体并鉴定出了其在大鼠体内的４种代谢产物。
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　　胆木（ＮａｕｃｌｅａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＰｉｅｒｒｅｅｘＰｉｔａｒｄ），又名
山熊胆、熊胆树、乌檀，是茜草科植物胆木的枝、树

皮。其性味苦、寒，具有清热解毒、消肿止痛之功

效。胆木中的主要活性成分为生物碱类化合

物［１－２］，又以短小舌根草苷和异常春花苷内酰胺含

量最高［３］，且皆能入血［４］，为药效活性成分。已有

不少学者对异长春花苷内酰胺进行了系统研

究［５］，而短小舌根草苷（ｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅ）却鲜有报道，据
文献报道，短小舌根草苷具有抗菌、抗增殖、抑制肿

瘤等多种药理作用［６］；而且短小舌根草苷还是抗

肿瘤药物喜树碱生物合成的重要中间体，具有重要

的研究价值。

本研究在已有报道［７］的基础上，以 ＡＢ８树脂
制得纯度达９８８９％的短小舌根草苷单体。进而
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以ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ法研究短小舌根草苷在大鼠体
内的代谢产物，并利用 ＭｅｔａｂｏＬｙｎｘ软件分析处理，
根据原形成分质谱裂解机制以及代谢产物具有相

似母核的结构特征，对代谢产物结构进行鉴定。本

文首次阐明了短小舌根草苷在大鼠体内的主要代

谢排泄途径，为其药理学研究、临床应用及安全性

评价提供了依据。

!

　材　料

１１　药材与试剂
胆木药材为茜草科乌檀属乔木乌檀 Ｎａｕｃｌｅａ

ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＰｉｅｒｒｅｅｘＰｉｔａｒｄ的干燥茎皮，由海南制药厂
有限公司提供，经自然风干后切片，批号：１１０１０１。
ＡＢ８大孔吸附树脂（沧州宝恩吸附材料有限公司）；
９５％工业乙醇（南京南奥科技有限公司）；乙腈、甲
醇、甲酸（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）为色谱纯；水为 ＭｉｌｌｉＱ
超纯水，其余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ ＵＰＬＣ系统（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），包

括二元梯度泵、自动进样器、二极管阵列检测器、柱

温箱；ＳｙｎａｐｔＴＭＧ２ＳＱＴＯＦ质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公
司），配有 Ｌｏｃｋｓｐｒａｙ接口，电喷雾离子源（ＥＳＩ），
ＭａｓｓＬｙｎｘ４１质谱工作站软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ４１，美国
Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＮＥＶＡＰ１１２氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏ
ｍａｔｉｏｎ公司）；ＩＫＡＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｕｓ３涡旋混合器（德
国ＩＫＡ公司）；ＫＱ５２００超声波清洗器（昆山超声仪
器有限公司）；ＭｉｃｒｏＣＬ２１离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＡｖａｎｃｅＡＶ３００核磁共振仪
（瑞士Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＮｅｗＣｌａｓｓｉｃＭＦＭＳ１０５ＤＵ半微
量天平（瑞士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
１３　动　物

清洁级健康雄性ＳＤ大鼠，体重２２０～２５０ｇ，由
江苏省中医药研究院实验动物中心提供，实验动物

许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２。

"

　方　法

２１　色谱条件
ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，

３５μｍ），流动相为 ０１％甲酸水溶液（Ａ）乙腈
（Ｂ），采用梯度洗脱方式：０～６ｍｉｎ，５％ ～３０％ Ｂ；
６～１１ｍｉｎ，３０％ ～１００％ Ｂ；１１～１１５ｍｉｎ，１００％ ～
５％Ｂ；１１５～１３ｍｉｎ，５％ Ｂ。流速为０３ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温３０℃，自动进样器温度 ４℃，进样体积为
４μＬ。
２２　质谱条件

ＥＳＩ离子源，扫描方式：正离子模式，毛细管电
压：３ｋＶ，锥孔电压：５０Ｖ，离子源温度：１０５℃，脱
溶剂气流量：７００Ｌ／ｈ，脱溶剂气温度：３５０℃，锥孔
气流量：５０Ｌ／ｈ，母离子碰撞能量：４Ｖ，碎片离子碰
撞能量：２０～５０Ｖ，质量扫描范围：５０～１０００，扫描
时间：０２ｓ。
２３　短小舌根草苷的分离制备
２３１　大孔树脂预处理　取 ＡＢ８大孔树脂，用
９５％工业乙醇浸泡２４ｈ，湿法装柱，用９５％乙醇淋
洗大孔树脂至洗出液加水不产生浑浊为止，再用蒸

馏水冲洗至无醇味，静置备用。

２３２　制　备　取胆木药材粗粉约 １ｋｇ，加水
３０Ｌ，分３次煎煮，每次 １ｈ，合并 ３次提取液，放
冷，过滤。称取ＡＢ８大孔树脂０５ｋｇ，预处理后湿
法装柱，提取液以每小时２倍柱体积（ＢＶ）的流速
上样，先用２ＢＶ蒸馏水和２ＢＶ１０％乙醇溶液过柱
洗涤，除去部分杂质，再用６ＢＶ３０％乙醇溶液以
２ＢＶ／ｈ的流速洗脱，合并第３～６ＢＶ的３０％乙醇
洗脱液，减压法回收溶剂至有固体析出，残液放冷，

过滤，残渣用水多次洗涤至淡黄色，干燥称重得单体

０３５ｇ。以ＵＰＬＣＰＤＡ测定纯度，结果显示最终得
到的短小舌根草苷纯度较高，为９８８９％。
２３３　结构鉴定　淡黄色粉末，微溶于甲醇，不溶
于水；紫外吸收图谱 λｍａｘ：２４３６ｎｍ；

１ＨＮＭＲ和
１３ＣＮＭＲ法测定结果如下：１２０８（１Ｈ，ｓ，Ｎ１Ｈ），
４７５（１Ｈ，ｂｒｄ，Ｊ＝１１１Ｈｚ，Ｃ３Ｈ），４４０（２Ｈ，ｄｄ，
Ｊ＝１４１Ｈｚ，Ｊ＝２１Ｈｚ，Ｃ５ＣＨ２），８１２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝
７８Ｈｚ，Ｃ９Ｈ），７３４（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７２Ｈｚ，Ｃ１０Ｈ），
７６４（１Ｈ，ｄｔ，Ｊ＝１５Ｈｚ，Ｊ＝７５Ｈｚ，Ｃ１１Ｈ），７６０
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８１Ｈｚ，Ｃ１２Ｈ），２５０（２Ｈ，ｓ，Ｃ１４
ＣＨ２），２０１（２Ｈ，ｄｔ，Ｊ＝２３７Ｈｚ，Ｊ＝１２Ｈｚ，Ｃ１４
ＣＨ２），３３０（１Ｈ，ｍ，Ｃ１５Ｈ），７０５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝２１
Ｈｚ，Ｃ１７Ｈ），５４８（２Ｈ，ｄｄ，Ｃ１８ＣＨ２），５３６（２Ｈ，
ｄｄ，Ｃ１８ＣＨ２），５８０（１Ｈ，ｄｔ，Ｃ１９Ｈ），２６６（１Ｈ，ｄｄ，
Ｃ２０Ｈ），５４０（１Ｈ，ｄ，Ｃ２１Ｈ），４５８（１Ｈ，ｄ，Ｃ１′
Ｈ），３０１（１Ｈ，ｍ，Ｊ＝５４Ｈｚ，Ｃ２′Ｈ），３１８（１Ｈ，ｍ，
Ｃ３′Ｈ），３０７（１Ｈ，ｍ，Ｃ４′Ｈ），３２１（１Ｈ，ｍ，Ｃ５′
Ｈ），３７２（１Ｈ，ｄｄｄ，Ｃ６′Ｈ）；１４９７０１（Ｃ２），５９４１５
（Ｃ３），４７４３８（Ｃ５），１１２９６８（Ｃ６），１７２９６０（Ｃ７），
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１２５２８０（Ｃ８），１２４７１８（Ｃ９），１２３２２４（Ｃ１０），
１３１５８８（Ｃ１１），１１８３０８（Ｃ１２），１４０３５５（Ｃ１３），
２８１３９（Ｃ１４），２３６５０（Ｃ１５），１０８８９０（Ｃ１６），
１４５０８５（Ｃ１７），１２０４８６（Ｃ１８），１３２４７０（Ｃ１９），
４３５９４（Ｃ２０），９４８４６（Ｃ２１），１６３９３３（Ｃ２２），
９７８１０（Ｃ１′），７３１５６（Ｃ２′），７７２６７（Ｃ３′），７００８４
（Ｃ４′），７６４７５（Ｃ５′），６１０７６（Ｃ６′）；与文献［８］数
据一致，结构确证该化合物为短小舌根草苷。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅ

２４　生物样品的采集与制备
取健康ＳＤ大鼠，随机平均分成空白组和给药

组，给药前禁食１２ｈ但不禁水，给药组按５０ｍｇ／ｋｇ
剂量大鼠灌胃给予短小舌根草苷０５％羧甲基纤
维素钠混悬液，空白组灌胃给予蒸馏水。一组大鼠

给药后置于代谢笼中，收集１２ｈ内的尿液和粪便
样品；另一组空白和给药组大鼠灌胃后，随即进行

胆管插管手术，收集０～１２ｈ胆汁样品。
尿液：收集０～１２ｈ的大鼠尿液，取２ｍＬ加入

４倍体积的甲醇摇匀，超声３０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离
心取上清液，４５℃水浴下氮气吹干，－７０℃保存，

分析前用甲醇１ｍＬ复溶，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心取上
清液进样分析。

粪便：收集０～１２ｈ的大鼠粪便，称取粪便约
１ｇ捣碎，加入甲醇 ５ｍＬ，超声提取 ３０ｍｉｎ，于
４０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清液，４５℃水浴下氮气吹干，
－７０℃保存，分析前用甲醇１ｍＬ复溶，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心取上清液进样分析。

胆汁：收集０～１２ｈ的大鼠胆汁，取２ｍＬ加入
４倍体积的甲醇，摇匀涡旋２ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
取上清液，４５℃水浴下氮气吹干，－７０℃保存，分
析前用甲醇１ｍＬ复溶，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清
液进样分析。

#

　结　果

３１　短小舌根草苷单体质谱分析
精密称取制得的短小舌根草苷单体适量，用甲

醇超声溶解，配制成质量浓度约为５μｇ／ｍＬ的对
照品溶液。采用 ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ以“２１”、“２２”
项下液质条件对短小舌根草苷分析，获得其液质图

谱，如图 ２Ａ，短小舌根草苷的保留时间为
５０６ｍｉｎ，一级质谱图中主要检测到短小舌根草苷
的［Ｍ＋Ｈ］＋离子（ｍ／ｚ５１３１８７９），二级质谱图
中，主要碎片离子为 ｍ／ｚ３５１１３４７、３３３１２４５、
２８１０９３０、１８５０７２０、１５８０６１１，其质谱图及裂解
途径如图２Ｂ，Ｃ。与文献［８－９］报道碎片一致，进
一步确定此化合物为短小舌根草苷，同时质谱裂解

也为后面进行体内代谢提供了依据。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅ（Ａ），ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ｂ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ（Ｃ）ｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅ
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３２　短小舌根草苷体内代谢产物 ＵＰＬＣＱＴＯＦ／
ＭＳ分析

采用ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ法对样品进行分析，在正
离子模式下，短小舌根草苷对照品的响应较强，因此

选择正离子条件分析，获得空白生物样品与给药后

生物样品的总离子流图。由于生物样品中内源性物

质干扰较多并且目标成分含量较低，运用 Ｍｅｔａｂｏ
Ｌｙｎｘ软件质量亏损过滤（ＭＤＦ）技术可去除内源性
物质干扰，获得高分辨率的质谱信息，根据处理后色

谱图及质谱裂解信息寻找可能的代谢物［１０－１１］。

３２１　尿液中代谢产物分析　运用ＭｅｔａｂｏＬｙｎｘ软

件处理含药尿液和空白尿液样品图谱，扣除空白背

景，获得给药后１２ｈ大鼠尿液样品中可能的代谢产
物提取离子流图，结果显示短小舌根草苷经灌胃后，

大鼠尿液中主要含有其原型成分外，经筛选还发现

了另一化合物，在 ｍ／ｚ５１７２的提取离子流色谱图
中，其保留时间为１０４０ｍｉｎ，如图３Ａ，Ｂ。根据精
确分子质量，其分子式组成为Ｃ２６Ｈ３２Ｎ２Ｏ９，相对分子
质量比短小舌根草苷大４，在高碰撞下能量下主要
产生ｍ／ｚ３５５１７，３３７１６，２５３１０，裂解途径与短小舌
根草苷相似，因此推测该化合物为短小舌根草苷的

加氢还原产物，其裂解途径如图３Ｃ所示。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ａ），ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ｂ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ（Ｃ）ｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ（Ｍｒ＝５１６）ｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅｉｎｒａｔ
ｕｒｉｎｅ

３２２　粪便中代谢产物分析　大鼠灌胃短小舌根
草苷后，对收集的粪便样品进行分析，发现了除原

型成分以外的另外３个化合物，经过质谱解析判断
它们很可能是短小舌根草苷的代谢产物。在 ｍ／ｚ
３３５１４的提取离子流图中，保留时间５１４ｍｉｎ处，
如图４Ａ，Ｂ，根据精确分子质量，其分子式组成为
Ｃ２０Ｈ１８Ｎ２Ｏ３，相对分子质量为３３４，在高碰撞下能量
下产生的碎片离子 ｍ／ｚ３３３１２，２８１０９，１８５０７，
１５８０６与短小舌根草苷脱去一分子葡萄糖（ｍ／ｚ
３３３）后的碎片离子相同，说明它们母核相同，分子
离子脱氢后产生ｍ／ｚ３３３碎片，推测此化合物很可
能为短小舌根草苷脱去葡萄糖分子后的加氢还原

产物，还原发生在 Ｅ环侧链乙烯基上，其结构及裂
解途径如图４Ｃ所示。

在ｍ／ｚ３５３１５的提取离子流图中，发现了两
个短小舌根草苷代谢物，如图５Ａ，Ｂ，Ｃ，保留时间

５１６ｍｉｎ处代谢物记为 Ｍ１，根据精确分子质量，
其分子式组成为 Ｃ２０Ｈ２０Ｎ２Ｏ４，相对分子质量为
３５２，在高碰撞下能量下产生的碎片离子 ｍ／ｚ
３３５１４，２８３０６比短小舌根草苷脱去糖苷（ｍ／ｚ
３５１）后产生的碎片离子 ｍ／ｚ３３３１２，２８１０９质量
数大 ２，提示该化合物母核结构上发生了加氢还
原，碎片离子ｍ／ｚ１８５０７，１５８０６与短小舌根草苷
母核裂解碎片相同，说明还原发生在 Ｄ环或 Ｅ环
上，如果还原发生 Ｅ环上，ｍ／ｚ２８３碎片易脱水产
生ｍ／ｚ２６５碎片，但质谱图中未发现该离子碎片，
因此推测加氢还原产物发生在 Ｄ环羰基上，其结
构及裂解途径如图５Ｄ所示。

保留时间５４８ｍｉｎ处代谢物记为Ｍ２，根据精
确分子质量，其分子式组成也为 Ｃ２０Ｈ２０Ｎ２Ｏ４，表明
该化合物也是短小舌根草苷脱去糖苷后的加氢还

原产物，其碎片离子有 ｍ／ｚ３３５１４，２８１０９，

０８６
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１８５０７，１５８０６，仅分子离子 ｍ／ｚ３５３１５和碎片离
子ｍ／ｚ３３５１４比短小舌根草苷碎片离子 ｍ／ｚ
３５１１３，３３３１２质量数大２，其余都一致，提示Ｅ环

侧链乙烯基发生了加氢还原，其结构及裂解途径如

图５Ｅ所示。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ａ），ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ｂ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ（Ｃ）ｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ（Ｍｒ＝３３４）ｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅｉｎｒａｔ
ｆｅｃｅｓ

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ａ），ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｓ（Ｂ，Ｃ）ａｎｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓ（Ｄ，Ｅ）ｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ（Ｍｒ＝３５２，Ｍ２）ｏｆ
ｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｆｅｃｅｓ
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３２３　胆汁中代谢产物分析　对胆汁样品进行扫
描分析后发现，短小舌根草苷在胆汁中主要以原形

形式存在，并未发现其他代谢产物。

综上所述，短小舌根草苷在尿液中主要以原形

药形式存在，另外鉴定了１个加氢还原代谢产物；
在粪便中，除原形成分外，共鉴定了３个代谢产物，
而在胆汁中只检测到原形成分，未检测到相关代谢

产物。短小舌根草苷在大鼠尿液、粪便、胆汁中的

代谢产物汇总图见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｏｔａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｐｕｍｉｌｏｓｉｄｅｉｎｒａｔｕｒｉｎｅ，ｆｅｃｅｓａｎｄｂｉｌｅ

'

　讨　论

短小舌根草苷在大鼠体内的代谢主要为Ⅰ相
代谢产物，易于水解脱去糖苷，同时还易发生还原

反应。前期研究表明，胆木的两种制剂即胆木注射

液和胆木浸膏片中的短小舌根草苷均能以原型成

分入血，但是吸收较差［４］。本研究在大鼠粪便、尿

液、胆汁中均发现了短小舌根草苷的原型成分，且

在粪便中检测到其苷元类代谢产物，推测苷元可能

为短小舌根草苷在体内吸收的主要形式。本研究

阐明了短小舌根草苷在胆汁、尿液、粪便中主要代

谢排泄途径，揭示了其在体内的变化规律，为进一

步体内物质基础研究提供一定参考依据。
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