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摘　要　分离鉴定金丝桃素在大鼠胆汁中的代谢产物以及在坏死肝脏组织中的存在形式。正常大鼠和肝脏缺血再灌注损
伤模型大鼠经静脉注射１０ｍｇ／ｋｇ金丝桃素后，收集正常大鼠０～１２ｈ胆汁以及坏死模型大鼠２４ｈ坏死肝脏组织，对生物样
品预处理后，采用高效液相色谱高分辨飞行时间质谱（ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ）联用技术进行分析。在大鼠胆汁中鉴定出金丝桃素
原形（Ｍ０）和３个葡萄糖化代谢产物（Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３），而在坏死肝脏组织中仅鉴定出金丝桃素原形。结果表明，金丝桃素在
大鼠胆汁中主要以原形和葡萄糖化形式存在，在坏死组织中主要以原形存在。
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　　组织坏死是大多数恶性实体瘤共有的特点，坏
死组织重量约占肿瘤的３０％ ～８０％［１］。坏死组织

细胞膜崩解、胞浆内容物外泄、ＤＮＡ暴露等，与活
组织细胞有很大差别，因此，坏死组织是抗肿瘤药

物的理想靶标之一［２］。已应用于临床的人鼠嵌合

单克隆抗体（商品名：唯美生）就是针对肿瘤坏死

区域暴露在细胞外的ＤＮＡ组蛋白设计的肿瘤靶向
药物［３］。金丝桃素为天然小分子萘骈二蒽酮类化

合物，研究发现其能选择性聚集在肿瘤内的坏死组

织上，并具有高效的靶向分布能力［４］。与单抗相
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比，金丝桃素无免疫原性，靶向效率高。因此，金丝

桃素在肿瘤的诊断和治疗上具有良好的临床应用

潜力［５］。

虽然金丝桃素具有潜在的应用前景，但关于其

代谢方面的研究报道较少。Ｋｅｒｂ等［６］发现人体口

服或静脉注射金丝桃素后，在尿液中未检测到金丝

桃素原形以及金丝桃素的代谢产物。Ａｐｐｏｌｉｎａｒｙ
等［７］发现人体膀胱内给予金丝桃素后，在血浆和

尿液均未检测到金丝桃素的代谢产物。这些研究

表明金丝桃素在血浆、尿液或泌尿道中都不被代谢。

本课题组前期研究发现金丝桃素主要经肝脏代谢，

胆汁排泄，最后经粪便排出［５］。但金丝桃素在胆汁

中的代谢产物形式仍不明确，有待深入研究。

因此，本研究采用 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ联用技术，
鉴定金丝桃素静脉注射后在大鼠胆汁中的代谢产

物以及在大鼠坏死模型的坏死组织中的存在形式。

本研究结果有助于阐明金丝桃素体内代谢产物和

代谢途径，对于明确金丝桃素的体内显效形式、研

究其药理作用机制具有重要意义。

!

　材　料

１１　药品和试剂
金丝桃素（纯度大于９８％，中国成都普瑞法科

技开发公司）；甲醇、乙腈、ＤＭＳＯ（色谱纯，德国
Ｍｅｒｃｋ公司）；戊巴比妥钠（法国赛诺菲公司）；乙
酸铵、丙酮、ＰＥＧ４００和丙二醇（分析纯，南京化学
试剂有限公司）；超纯水自制。

１２　仪　器
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相６２１０高分辨飞行时间

质谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；数据采集及处理：
ＭａｓｓｈｕｎｔｅｒＤａｔａＡｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ在线工作站，Ｑｕａｌｉａｔｉｖｅ
Ａｎａｌｙｓｉｓ离 线 分 析 软 件；固 相 萃 取 装 置：
ＧｒａｃｅＰｕｒｅＴＭＳＰＥＣ１８Ｌｏｗ（２００ｍｇ／３ｍＬ，美国Ｇｒａｃｅ
公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）；ＡＬ２０４电子天平（上海 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＳｉｍｐｌｉｃｉｔｙ超纯水处理系统（德国默
克密理博公司）。

１３　动　物
清洁级雄性 ＳＤ大鼠，体重（２２０±１０）ｇ，由江

苏省中西医结合医院动物实验中心提供，许可证编

号：ＳＣＸＫ（苏）１２０１４０００。实验前，所有大鼠放置
在温度为２５℃，相对湿度为６０％的环境中适应性

喂养１周，给予食物并自由饮水。

"

　方　法

２１　色谱条件
色谱柱：ＡｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，

５μｍ），流动相：５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（Ａ）乙腈（Ｂ），
梯度洗脱：０～１７ｍｉｎ，１０％ ～７５％ Ｂ，１７～２５ｍｉｎ，
７５％～９０％ Ｂ，２５～３０ｍｉｎ，９０％～１００％ Ｂ。流速：
１０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：５μＬ，柱温：３０℃，检测波长：
３２２ｎｍ。
２２　质谱条件

电喷雾离子化（ＥＳＩ）源；采用负离子模式检
测，质量扫描范围：ｍ／ｚ１００～１０００；离子源温度：
１２０℃；雾化器压力 ４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６．８９５ｋＰａ）；干
燥气（Ｎ２）流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；干燥气温度：３５０℃；毛
细管电压：３０００Ｖ。
２３　金丝桃素溶液的配制

精密称取金丝桃素粉末４０ｍｇ，加入 ＤＭＳＯ溶
液２ｍＬ，超声溶解，再加入 ＰＥＧ４００和丙二醇溶液
各１ｍＬ，涡旋混匀，配制成 １０ｇ／Ｌ的溶液，以
１０ｍｇ／ｋｇ剂量静脉给药。
２４　生物样品采集
２４１　胆汁收集　取ＳＤ大鼠６只，随机分为空白
组和给药组，每组３只。实验前禁食１２ｈ，自由饮
水。大鼠分别腹腔注射４０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠溶液
麻醉，麻醉后仰位固定于老鼠板上，在剑突下做纵

行切口 ２～３ｃｍ，找到十二指肠上段黏膜的胆管，
做胆总管插管手术，将胆汁引流。待动物清醒后，

给药组大鼠分别尾静脉注射１０ｍｇ／ｋｇ的金丝桃素
溶液，空白组大鼠则给予相同体积的生理盐水，给

药后分别用干净的离心管收集１２ｈ的胆汁样品。
２４２　大鼠肝脏缺血再灌注损伤模型　１０只 ＳＤ
大鼠随机平均分为空白组和给药组，给药前禁食

１２ｈ，自由饮水。大鼠分别腹腔注射戊巴比妥钠溶
液４０ｍｇ／ｋｇ麻醉，麻醉后将其固定在老鼠板上。
打开腹腔，剥离肝脏右侧的两小肝叶，用细线结扎

通往这两小肝叶的血管，３ｈ后抽掉细线，用棉签
轻柔按摩结扎的血管和两小肝叶，使肝血流灌注引

起损伤，手术后双层缝合腹腔并恢复８～２４ｈ［８］。
２４３　坏死肝脏组织采集　坏死模型给药组大鼠
静脉注射１０ｍｇ／ｋｇ的金丝桃素溶液，坏死模型空
白组大鼠则给予相同体积的生理盐水。文献报道
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金丝桃素给药后２４ｈ在坏死肝脏组织中的分布较
高［８］。给药２４ｈ后处死老鼠，用生理盐水把血液
冲洗干净，取出坏死肝脏组织。

所有生物样品在处理之前放在－８０℃储存。
２５　生物样品处理
２５１　胆汁样品处理　取胆汁样品１ｍＬ，加入丙
酮１ｍＬ，超声提取２ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
沉淀蛋白，将上清液转移至干净的离心管中，反复

提取２～３次，合并上清液，氮气吹干，得胆汁样品。
固相萃取小柱上样前用甲醇１ｍＬ活化和水１ｍＬ
平衡［９］。胆汁混合物用甲醇 １ｍＬ溶解，分别用
５根小柱上样，每根小柱上样体积２００μＬ，待样品
吸附完全后，先用水２ｍＬ冲洗，再用甲醇２ｍＬ洗
脱，收集洗脱液，氮气吹干，加入甲醇３００μＬ复溶，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，然后取上清液注入到
ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ系统进行胆汁样品分析。
２５２　坏死肝脏组织处理　取坏死肝脏组织２ｇ，
加入丙酮 ２ｍＬ，用组织匀浆机匀浆，超声提取
２ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀蛋白，将上清
液转移至干净的离心管中，反复提取２～３次，合并
上清液，氮气吹干，得到混合物残渣。残渣用甲醇

３００μＬ复溶，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，然后取上
清液样品注入ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ系统分析。

#

　结　果

３１　金丝桃素的质谱分析
将金丝桃素甲醇溶液直接进样，采用负离子扫

描模式，获得金丝桃素的准分子离子为［Ｍ－Ｈ］－

５０３０８４８，质谱图如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｈｙｐｅｒｉｃｉｎ

３２　金丝桃素在大鼠胆汁中代谢产物的分析鉴定
采用ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ对处理后的空白胆汁和

给药后的胆汁样品分别进行检测，结果发现与空白

组（图２Ａ）比较，在给药胆汁样品中，在２４２ｍｉｎ
处检测到Ｍ０化合物，分子离子峰［Ｍ－Ｈ］－为 ｍ／ｚ
５０３，且保留时间与金丝桃素标准品（图２Ｂ）一致，
可以鉴定Ｍ０为金丝桃素，表明在大鼠胆汁中有金
丝桃素原形成分出现。

通过与空白样品色谱比较，在给药后样品中新

出现的色谱峰所对应的化合物有可能是金丝桃素

在体内代谢所产生的代谢产物。结果在大鼠胆汁

样品中在保留时间６６、１１１和１２８ｍｉｎ分别鉴
定了３个可能的金丝桃素代谢产物（Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３）
（图２Ｃ）。另外，这３个代谢产物的紫外吸收特征
也与金丝桃素相似（图３）。

代谢产物Ｍ１的质谱图（图４Ａ），分子离子峰
［Ｍ－Ｈ］－ ｍ／ｚ６６５１３３４，比金丝桃素离子 ｍ／ｚ
５０３０８４８高出１６２，碎片离子 ｍ／ｚ５１４，４９８，４６９，
３８７，３０５，２２３；代谢产物 Ｍ２的分子离子峰［Ｍ－
Ｈ］－ｍ／ｚ６６５１３３４（图４Ｂ），高出原形１６２Ｄ，碎
片离子ｍ／ｚ５１４，４９８，３２５；代谢产物 Ｍ３的分子离
子峰［Ｍ－Ｈ］－ｍ／ｚ６６５１３３１（图４Ｃ），高出原形
１６２，主要碎片离子为 ｍ／ｚ５１４，４９８，３２５；据此推测
Ｍ１，Ｍ２和 Ｍ３均为金丝桃素的葡萄糖结合物。
Ｍ１，Ｍ２和Ｍ３的质谱裂解规律一致，说明三者互
为同分异构体，推测 Ｍ１，Ｍ２和 Ｍ３可能为金丝桃
素４Ｏ葡萄糖苷或金丝桃素５Ｏ葡萄糖苷或金
丝桃素７Ｏ葡萄糖苷。通过对大鼠胆汁样品中金
丝桃素代谢产物的分析鉴定，其在大鼠体内可能的

代谢途径如图５所示。
３３　金丝桃素在大鼠坏死肝脏组织中代谢产物的
分析鉴定

将处理后的空白坏死肝脏组织和给药后的坏

死肝脏组织分别进样分析检测，与空白组比较，在

给药的坏死肝脏组织样品中，在２２５ｍｉｎ处检测
到化合物 Ｍ０，分子离子峰［Ｍ －Ｈ］－为 ｍ／ｚ
５０３０８４８，且保留时间与金丝桃素标准品一致，可
以鉴定Ｍ０为金丝桃素，表明金丝桃素在大鼠坏死
肝脏组织中主要以原形存在。
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第４７卷第４期 赵娟芝，等：金丝桃素在大鼠体内的代谢产物

$

　讨　论

双蒽醌类化合物金丝桃素在体内的代谢反应

和代谢产物相对比较简单，可能是因为其具有大的

平面共轭结构，不易被代谢。相比之下，单蒽醌类

化合物结构简单，易在体内发生复杂的代谢反应，

且代谢产物多样。如大黄酸在体内的主要代谢方

式为苯环上的乙酰化、氢化和甲基化反应；大黄素

的体内代谢，苯环上除了乙酰化、氢化、羟化和甲基

化反应外，还发生了Ⅱ相代谢的葡萄糖醛酸化和硫
酸化反应；芦荟大黄素及其苷在血浆中以葡萄糖醛

酸苷的形式存在，其苯环上也易发生乙酰化、氢化、

羟化以及醛基化反应［１０－１４］。

金丝桃素和番泻苷同属于二蒽酮类化合物，但

由于它们化学结构的差异，导致其体内代谢产物不

同。金丝桃素为萘骈二蒽酮类，具有高度稠合的八

元环系统，结构稳定，代谢产物主要是苯环上的羟

基发生葡萄糖基化反应。番泻苷是中位二蒽酮类，

由于中间连接两分子单蒽醌的碳碳单键不稳定，易

断裂，因此在体内易被代谢降解生成相应的单蒽酮

类。如番泻苷Ａ和番泻苷Ｂ在肠内细菌的作用下
先转变成番泻苷元Ａ、Ｂ，最后在黄素酶的作用下降
解为大黄酸蒽酮；而番泻苷 Ｃ为芦荟大黄素大黄
酸杂二蒽酮苷，其经口服给药后在肠内细菌的作用

下，最后降解为芦荟大黄素蒽酮和大黄酸

蒽酮［１０，１５，１８］。

研究药物代谢过程和发现活性代谢物是寻找

更有效、成药性更好的先导化合物途径之一。金丝

桃素的大平面共轭结构，导致其极性小，溶解度差，

在含水溶剂中易形成自聚体，从而在网状内皮系统

（如肺、脾）聚集，降低了其坏死组织靶向性［１６－１７］。

药物在体内代谢通常会生成极性更大、水溶性更好

的代谢产物。因此可以从药物代谢的角度来寻找

新的、极性增大、活性更好的金丝桃素代谢产物。

金丝桃素在胆汁中的代谢产物金丝桃素葡萄糖苷

有可能成为较好的候选药物，但有待进一步研究。

本实验对粪便样品进行了分析，发现金丝桃素

在大鼠粪便中几乎全部以原形存在。这可能是因

为胆汁中的金丝桃素葡萄糖苷进入肠道后能被肠

道菌群分泌的酶水解，将其还原成金丝桃素原形。

有文献报道苷类成分因含有糖基，相对分子质量

大，不易被肠道吸收，而是经肠道细菌的糖苷酶水

解为相应的苷元和糖，如黄酮苷、木脂素苷、萜

苷等［１８］。

然而，本实验条件下无法区分代谢产物 Ｍ１，
Ｍ２和Ｍ３这３个同分异构体。本实验中代谢产物
仅根据其色谱和质谱信息进行结构鉴定，依据不够

充分，还需要在后续实验中通过核磁共振等技术最

终确定其结构。
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·征订启事·

欢迎订阅２０１６年《中国药科大学学报》

《中国药科大学学报》是由国家教育部主管、中国药科大学主办的药学中文核心期刊，主要刊登合成药物化学、天

然药物化学、生药学、中药学、药剂学、药物分析、药代动力学、药物生物技术、药理学、药事管理等学科的原创研究

论著。

《中国药科大学学报》在药学界享有较高的学术声誉，目前已被国际上多家著名权威数据库（ＣＡ，ＩＰＡ，ＳＣＯＰＵＳ，
ＪＳＴ，ＩＣ，ＥＭＢＡＳＥ／ＥｘｃｅｒｐｔａＭｅｄｉｃａ，ＣＡＳ）等所收录，被国内权威数据库：中国科学引文核心数据库（ＣＳＣＤ核心）、《中
文核心期刊要目总览》（２０１４年版）、中国科技论文统计源数据库等列为药学类核心期刊，屡获原国家新闻出版总署、
教育部、科技部等各种优秀期刊奖。

２００８年，《中国药科大学学报》被评为中国精品科技期刊，２００６、２００８、２０１０年连续３次被教育部评为中国高校精
品科技期刊。据中国知网，中国学术期刊（光盘版）电子杂志社《中国学术期刊影响因子年报（２０１０版）》公布的最新
数据，《中国药科大学学报》复合影响因子为１１７１，位居中国药学学术期刊第４位。学术影响力极高，在高等院校、
科研机构、制药企业、医院等单位拥有众多读者。

本刊为双月刊，１２８页。国际标准开本，国内外公开发行。欢迎到当地邮局订阅，漏订者可直接与编辑部联系。

国内刊号：ＣＮ３２－１１５７／Ｒ　　　ＩＳＳＮ：１０００－５０４８
国内邮发代号：２８－１１５ 定　价：４０元／期，全年２４０元
地　址：南京市童家巷２４号 邮政编码：２１０００９
电　话：０２５－８３２７１５６６ 传　真：０２５－８３２７１２７９
Ｅｍａｉｌ：ｘｕｅｂａｏ＠ｃｐｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｚｇｙｋｄｘｘｂｃｎ

２６４




