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基于UHPLC-Q-TOF-MS/MS技术探究和表征杜仲提取物在腺嘌呤

致肾纤维化大鼠中的入血成分及其代谢产物
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摘要: 探究和表征杜仲提取物在腺嘌呤致肾纤维化大鼠中的入血成分, 为其药效物质基础研究提供参考。以腺

嘌呤致肾纤维化SD大鼠为实验对象, 灌胃给予杜仲提取物并收集血浆样品, 利用超高效液相色谱-四极杆-飞行时

间串联质谱 (UHPLC-Q-TOF-MS/MS) 技术分析鉴定吸收入血的原形成分及其代谢产物。本实验获得南京中医药

大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 202103A008)。结果共鉴定出入血原形成分 24种, 其中木脂素类 9种、环烯

醚萜类 4种、苯丙素类 8种、有机酸类 3种; 进一步分析得到代谢产物 30种, 其中木脂素类 9种、环烯醚萜类 19种、有

机酸类2种。研究结果可为进一步阐明杜仲治疗肾纤维化的药效物质基础及其作用机制提供有价值的依据。
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Abstract: To profile and characterize the ingredients absorbed into blood and their metabolites of the

Eucommiae Cortex (EC) extracts in rats with renal fibrosis induced by adenine, and so as to provide a reference for

investigation of the pharmacodynamic substances of EC. SD rats with renal fibrosis induced by adenine were

intragastrically administered with the EC extracts, and the rat plasma samples were collected and analyzed by

UHPLC-Q-TOF-MS/MS to identify the prototype ingredients absorbed into blood and their metabolites. The

experiment was approved by the experimental Animal Ethics Committee from Nanjing University of Chinese
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Medicine (No. 202103A008). The results showed that a total of 24 prototype compounds were identified, including

9 lignans, 4 iridoids, 8 phenylpropanoids, and 3 organic acids. Furthermore, 30 metabolites were obtained by

further analysis, including 9 lignans, 19 iridoids, and 2 organic acids. The results of this study can provide the

valuable reference for further elucidation of the pharmacodynamic substantial basis and mechanism of EC in the

treatment of renal fibrosis.

Key words: Eucommiae Cortex; UHPLC-Q-TOF-MS/MS; ingredient absorbed into blood; metabolite; renal

fibrosis

杜仲系杜仲科植物杜仲 (Eucommia ulmoides Oliv.)

的干燥树皮, 是我国历史悠久的药用名贵中药材, 其性

温, 味甘, 归肝、肾经, 具有补肝肾, 强筋骨, 安胎的功

效[1]。杜仲化学成分群庞杂, 大致可分为木脂素类、环

烯醚萜类、苯丙素类、有机酸类、黄酮类、萜类和甾体

类、多糖类等, 具有降压、降血糖、抗骨质疏松、抗炎、肝

肾保护、神经保护和抗肿瘤等药理作用[2,3], 国内外临

床应用广泛。

肾纤维化是各种慢性肾脏疾病的进行性进展, 主

要病理基础为肾小管萎缩、细胞外基质异常增加和过

度沉积, 导致肾小球硬化和肾间质纤维化, 最终可发展

为肾功能衰竭直至终末期肾病[4]。近年来有学者研究

发现, 杜仲提取物对糖尿病肾病[5]、高血压肾损伤[6]、腺

嘌呤致肾损伤[7]等引发的大鼠肾纤维化均具有一定的

抑制与改善作用, 但其药效物质基础尚不明确。根据

中药血清药物化学的研究思路, 考察中药复杂成分中

吸收入血的原形成分及其代谢产物将有助于药效物质

基础的阐明[8]。目前有关杜仲入血成分的研究较少 ,

关于其代谢产物的研究也仅局限于几种单体化合

物[9], 且不同状态下机体对药物的吸收与代谢存在差

异[10], 缺乏对病理状态下整体入血原形成分及其代谢

产物的探究。

因此 , 本研究采用 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 技术 ,

对腺嘌呤致肾纤维化模型大鼠灌胃杜仲提取物后的血

中移行成分进行解析, 以期为阐明杜仲抗肾纤维化药

效物质基础及其作用机制提供参考依据。

材料与方法

仪器 Shimadzu 30AD 超高效液相色谱仪 (日本

Shimadzu 公司); Q-TOF-MS/MS 5600＋质谱仪 (美国

AB Sciex 公司); Milli-Q Intagral-3 型超纯水仪 (美国

Millipore 公司); GeneSpeedX1 微量离心机 (基因生物

技术国际贸易有限公司); AG-285型十万分之一天平

(瑞士 Mettler Toledo 公司); Multi Reax 全能型涡旋振

荡器 (德国 Heidolph公司); QE-500高速粉碎机 (浙江

屹立工贸有限公司); LC-C18 SPE固相萃取小柱 (上海

安谱实验科技股份有限公司)。

药物及试剂 杜仲购自浙江中医药大学中药饮片

有限公司 (批号: 190801), 经南京中医药大学中药鉴定

教研室陈建伟教授鉴定为杜仲科植物杜仲 Eucommia

ulmoides Oliv. 的干燥树皮 ; 甲醇 (LC-MS 级 , 批号 :

10929835751)、乙腈 (LC-MS 级 , 批号 : 10901229730)

均 购 自 德 国 Merck 公 司 ; 甲 酸 (UPLC 级 , 批 号 :

75C1812LP) 购自美国 Anaqua 化学公司 ; 乙醇 (分析

纯, 批号: 20210325)、羧甲基纤维素钠 (化学纯, 批号:

20200713) 均购自国药集团化学试剂有限公司; 腺嘌

呤 (批号: J10GS151411) 购自源叶生物科技有限公司

(高纯, 98%); 肝素钠 (批号: L1903067) 购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司; 肌酐 (批号: 20211015)、尿

素氮 (批号: 20210707) 检测试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所; 桃叶珊瑚苷 (批号: 190109)、京尼平苷

酸 (批号 : 190304)、京尼平苷 (批号 : 190322)、绿原酸

(批号: 190310)、松脂醇二葡萄苷 (批号: 190512)、松脂

醇单葡萄糖苷 (批号: 190810) 和咖啡酸 (批号: 191028)

等均购自成都植标化纯生物技术有限公司 (纯度 :

HPLC ≥ 98%)。

实验动物 健康SD雄性大鼠 (200 ± 20 g, SPF级),

由杭州医学院提供, 许可证号: SCXK (浙) 2019-0002。本

实验中的所有实验动物均饲养于南京中医药大学实验

动物中心, 饲养条件: 恒温 (22 ± 2) ℃, 恒湿 (50 ± 10) %,

12 h/12 h明暗交替, 自由饮水摄食。整个实验研究过程

严格遵守动物实验的各项伦理规定, 并获得南京中医药

大学实验动物伦理委员会批准 (批准号: 202103A008)。

杜仲提取物的制备 取杜仲饮片, 粉碎过筛 (10目),

精密称定, 加入 10倍量 70%乙醇浸泡 30 min, 加热回

流提取 1.5 h, 四层纱布滤过, 滤液回收乙醇后药液备

用; 残渣加入 10倍量纯水再次回流提取 1.5 h, 四层纱

布滤过, 滤液与上述回收乙醇后的溶液合并, 60 ℃减

压浓缩, 冷冻干燥, 所得冻干粉于-20 ℃保存, 用时以

0.5%羧甲基纤维素钠 (carboxymethylcellulose sodium,

CMC-Na) 溶液混悬, 制成 4 g·mL-1 (生药量计) 的杜仲

提取物混悬液。

杜仲供试品溶液的制备 精密吸取杜仲提取物混

悬液 1 mL, 3倍量超纯水稀释, 取 1 mL加入至预先活
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化的 SPE 固相萃取柱 , 依次以 5%、25%、50%、75% 和

100%的甲醇溶液各 2 mL梯度洗脱, 收集全部洗脱液,

涡旋混匀, 13 000 r·min-1离心 10 min, 取上清, 4 ℃保存

待测。

大鼠肾纤维化模型的制备 12只 SD大鼠适应性

饲养一周后 , 随机分为空白对照组与模型组 , 每组

6 只 , 模型组每日灌服 0.5% CMC-Na 腺嘌呤混悬液

150 mg·kg-1, 空白对照组每日灌服等体积0.5% CMC-Na

溶液, 于造模第 29天经眼底静脉丛取血 0.3 mL, 检测

各大鼠血清肌酐与尿素氮含量, 确证造模成功。

含药血浆的制备 模型组大鼠实验前 12 h禁食不

禁水, 给药前取自身空白血浆作为对照, 随后灌胃给予

杜仲提取物 40 g·kg-1 (生药量计), 给药后 2 h经眼底静

脉丛取血 0.3 mL于预先涂有肝素钠的 1.5 mL离心管

中 , 3 000 r·min-1 离心 10 min, 取上清液 , -80 ℃保存

待测。

血浆样品的预处理 取含药血浆与空白对照血浆

样品各 100 μL, 加入 300 μL 甲醇 , 涡旋混匀 5 min,

13 000 r·min-1离心10 min, 吸取上清液再次13 000 r·min-1

离心 10 min, 取上清液用于UHPLC-Q-TOF-MS/MS检

测分析。

液相条件 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色

谱柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm); 流动相 : 0.1% 甲酸

水 (A)-乙腈 (B); 流速: 0.3 mL·min-1; 进样量: 1 μL; 柱

温: 35 ℃; 梯度洗脱程序: 0～3 min, 5%～15% B; 3～

7 min, 15%～20% B; 7～8 min, 20%～35% B; 8～10 min,

35% B; 10～11 min, 35%～75% B; 11～18 min, 75%～

95% B; 18～20 min, 95% B; 20～22 min, 95%～5% B;

22～24 min, 5% B。

质谱条件 开启动态背景扣除 (DBS) 功能, 使用

ESI电喷雾离子源在负离子模式下进行高灵敏度扫描。

具体参数如下: 喷雾辅助气体: 氮气; 辅助加热气、雾

化气 : 55 psi (1 psi ≈ 6.895 kPa); 气帘气 : 35 psi; 离子

源温度: 550 ℃; 离子喷雾电压: -4 500 V; 去簇电压:

-60 V; 碰撞能量: -40 V; 碰撞能量扩展: 20 V; TOF/MS

扫描范围 : 100～2 000 Da; Product Ion MS 扫描范围 :

50～1 500 Da。负离子模式选取403.112 7的内标离子作

实时质量数校正; 原始数据的采集由 Q-TOF-MS/MS

5600+质谱仪配置的Analyst® TF 1.6工作站进行。

结果与讨论

1 腺嘌呤致肾纤维化大鼠模型鉴定

灌胃腺嘌呤 (150 mg·kg-1) 四周后, 空白对照组大

鼠体型较大, 毛发柔顺有光泽, 精神状态良好, 而模型

组大鼠体形消瘦, 毛发枯燥且光泽暗淡, 精神萎靡, 畏

寒怕冷。空白对照组大鼠血清肌酐和尿素氮水平均在

正常范围内, 而模型组大鼠血清肌酐和尿素氮水平上

升, 与空白对照组相比具有极显著性差异 (P < 0.01);

空白对照组大鼠肾脏体积重量均正常, 呈暗红色且表

面光滑, 而模型组肾脏呈典型“大白肾”状: 体积肿胀,

质量增加, 颜色苍白, 表面凹凸不平且有颗粒样物质。

病理切片结果显示: 空白对照组大鼠肾组织结构完好,

肾小球饱满完整, 肾小管排列整齐, 而模型组肾组织出

现大量空泡, 肾小球结构紊乱, 肾小管扩张并沉积腺嘌

呤棕褐色结晶, 肾间质水肿且炎性细胞浸润明显, 有大

量蓝色胶原纤维沉积 (图1)。

2 基于 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 的杜仲提取物入血

原形成分鉴定

课题组前期建立了杜仲化学成分数据库, 包含化合

物名称、分子式和化学结构式等信息, 借助高分辨质谱

完成了对杜仲提取物化学成分的鉴别。在此基础上, 对

比杜仲提取物、含药血浆及空白血浆色谱图 (图 2A),

结合体外杜仲化学成分库、对照品与参考文献, 并借助

PeakViewTM 1.2软件 (美国AB Sciex公司) 提取各化合

物离子峰 (图 2B), 根据保留时间、精确相对分子质量

及二级质谱裂解碎片, 在含药血浆中初步鉴定出入血

原形成分 24种, 其中木脂素类 9种、环烯醚萜类 4种、

苯丙素类8种、有机酸类3种, 主要鉴定信息见表1。

2.1 木脂素类成分鉴定 入血原形木脂素类成分共

9种 (8, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 22, 23), 均为双环氧木脂素

糖苷类化合物, 其在负离子模式下易形成 [M-H]-准分

子离子和 [M+HCOOH-H]-加和离子, 质谱裂解存在一

定的共性规律: [M-H]-准分子离子首先丢失 1～2分子

葡萄糖基 , 随后四氢呋喃环开裂 , 丢失 CH3、CH2O、

CO、CH3O 和 CH3OH 等基团 , 生成特征碎片离子 m/z

Figure 1 Histological observation of kidney in normal rats and

rats with renal fibrosis induced by adenine (×200)
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151[11-13]。以松脂醇单/双葡萄糖苷为例简析木脂素糖

苷类成分鉴定过程: 化合物 17 在负离子模式下形成

[M-H] -准分子离子峰 m/z 681, 子离子 m/z 519 和 m/z

357由母离子在 40 V碰撞电压下连续丢失两分子葡萄

糖基 (glucopyranoside, Glc, 162 Da) 所得, 特征碎片离

子m/z 151的出现提示化合物 17可能是一种木脂素双

糖苷类化合物。与之类似, 化合物 23在负离子模式下

形成 [M-H]-准分子离子峰 m/z 519、碎片离子 m/z 357

和m/z 151, 推测为与化合物17具有相同苷元的木脂素

单糖苷类化合物, 经与化学对照品比对, 确定化合物

17和 23分别为松脂醇双葡萄糖苷和松脂醇单葡萄糖

苷, 裂解途径见图3A。

Figure 2 Typical base peak chromatograms (BPCs) of Eucommiae Cortex (EC) extracts and medicated and blank rat plasma in negative

ion mode (A) and extracted ion chromatograms (EICs) of prototype ingredients absorbed into blood and their metabolites of EC extracts in

negative ion mode (B). a: EC extracts; b: Medicated plasma; c: Blank plasma. A1-A9: Lignans 4/di-O-glucopyranoside; B1-B7: Geniposidic

acid; C1-C6: Geniposide; D1-D6: Aucubin; E1-E2: Vanillic acid 4-O-glucopyranoside

Figure 3 Proposed fragmentation pathways of prototype ingredients in rat plasma of EC extracts. A: Pinoresinol di-O-glucopyranoside; B:

Geniposidic acid; C: Chlorogenic acid; D: Vanillic acid 4-O-glucopyranoside. Glc: Glucopyranoside
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致肾纤维化大鼠中的入血成分及其代谢产物

2.2 环烯醚萜类成分鉴定 入血原形环烯醚萜类成

分共 4种 (1, 4, 13, 24), 多数为环戊烯型环烯醚萜苷类

化合物, 在负离子模式下易形成 [M-H]-准分子离子和

[M+HCOOH-H]-加和离子, 具有m/z 101和/或m/z 119

和/或 m/z 147等特征碎片离子[11-13]。以京尼平苷酸为

例简析此类化合物鉴别过程: 化合物 4在负离子模式

下产生 [M-H]-准分子离子峰m/z 373, 丢失一分子Glc

得到苷元碎片离子 m/z 211, 继续丢失一分子 H2O (18

Da) 和/或一分子CO2 (44 Da) 等中性基团裂解为碎片

离子 m/z 193、167 和 149, 碎片 m/z 119 由 m/z 149 丢失

一分子 OCH2 (30 Da) 形成。由于环烯醚萜类化合物

的基本母核为环烯醚萜醇, 具有性质不稳定的半缩醛

结构, 易断裂形成含有二醛结构的同分异构体, 碎片离

子 m/z 123来源于母核断裂后的 γH重排, 裂解途径见

图 3B。此外, 化合物 24在 40 V碎片电压下产生显著

的 [M-H]-准分子离子峰m/z 187, 子离子m/z 169、143、

125和 97由母离子连续丢失H2O、C2H2 (26 Da)、H2O和

CO (28 Da) 等基团所得, 结合文献[11,12]推测化合物 24

为杜仲醇。

2.3 苯丙素类成分鉴定 入血原形苯丙素类成分共 8

种, 可分为咖啡酰奎宁酸类 (6, 9, 10, 18) 与咖啡酸类

(5, 11, 16, 21)。化合物 6、9 和 10 互为同分异构体, 负

离子模式下产生 [M-H]-准分子离子峰 m/z 353, 且具

有相同碎片离子 m/z 191、179、173和 135等。m/z 191

为奎宁酸特征碎片离子, 继续丢失一分子H2O裂解为

碎片m/z 173; m/z 179为咖啡酸特征碎片离子, 继续丢

失一分子 CO2裂解为碎片 m/z 135。以上碎片提示此

三种化合物均由一分子奎宁酸与一分子咖啡酸脱水缩

合而成, 经与化学对照品比对确定化合物 9为绿原酸,

裂解途径见图 3C, 参考文献[11-13]推测化合物 6和 10分

别为隐绿原酸和新绿原酸。化合物 5 [M-H]-准分子离

子峰为m/z 213, 碎片离子m/z 169、165、151、139和 121

等由母离子丢失 OCH2、CH2 (14 Da) 和 H2O 等中性基

团形成 , 结合文献[11-13]推测化合物 5 为愈创木基丙三

醇。化合物 11 [M-H]-准分子离子峰为 m/z 179, 碎片

离子 m/z 135 和 134 由母离子丢失一分子 CO2/COOH

(45 Da) 生成, 经与对照品比对, 确定化合物 11为咖啡

酸。化合物 16 [M-H]-准分子离子峰为 m/z 163, 碎片

离子m/z 145和m/z 119由母离子丢失一分子H2O/CO2

形成, 推测化合物16为4-羟基肉桂酸。

2.4 有机酸类成分鉴定 入血原形有机酸类成分共 3

种 (2, 3, 7), 鉴别过程如下: 化合物 3 [M-H]-准分子离

子峰为m/z 329, m/z 167为母离子失去一分子Glc所得

苷元碎片离子 , 该碎片继续丢失一分子 CH3 (15 Da)

和/或一分子 CO2等中性碎片得到碎片离子 m/z 152、

123和 108, 推测化合物 3为香草酸葡萄糖苷, 裂解途径

见图 3D。化合物 2 和 7 [M-H] -准分子离子峰为 m/z

315和m/z 153, 二者相差 162 Da, 且具有相同碎片离子

m/z 108, 结合文献[11-13]推测二者分别为原儿茶苷与原

儿茶酸。

3 基于 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 的杜仲提取物入血

原形成分代谢产物鉴定

借助MetabolitePilotTM (美国AB Sciex公司) 软件,

扣除空白血浆内源性物质的干扰, 利用质量亏损技术,

在误差小于 5×10-6范围内寻找符合代谢修饰的代谢产

物准分子离子峰, 再结合质谱二级碎片解析代谢产物

结构特征, 鉴定出入血原形成分代谢产物共 30种, 主

要来自木脂素类、环烯醚萜类和有机酸类化合物 (提

取离子流色谱图见图2B, 主要鉴定信息见表2)。

3.1 木脂素类化合物代谢产物鉴定 入血木脂素类

化合物代谢产物共 9种, 均来自木脂素糖苷类, 此类化

合物进入大鼠体内后首先脱去葡萄糖基, 而后发生开

环、硫酸酯化和葡萄糖醛酸化等反应生成相应代谢产

物[13]。化合物 A1 和 A2 [M-H] -准分子离子峰为 m/z

695和 m/z 599, 丢失一分子 Glc生成碎片离子 m/z 533

和 m/z 437, 随后碎片 m/z 533 丢失一分子葡萄糖醛酸

(glucuronide acid, GluA, 176 Da), 碎片 m/z 437 丢失一

分子硫酸酯 (SO3, 80 Da), 均生成碎片离子m/z 357, 该

碎片再进一步裂解形成特征碎片m/z 151, 推测化合物

A1和A2分别为松脂醇单葡萄糖苷葡萄糖醛酸化和硫

酸酯化代谢产物。与之类似, 化合物 A3 [M-H]-准分

子离子峰为 m/z 613, 碎片离子 m/z 357 由母离子丢失

一分子GluA和一分子SO3生成, 推测为松脂醇葡萄糖

醛酸化-硫酸酯化代谢产物。化合物A4 [M-H]-准分子

离子峰为 m/z 535, 丢失一分子 GluA 生成苷元碎片离

子m/z 359, 碎片m/z 341和 329由其进一步丢失一分子

H2O/OCH2生成, 推测为松脂醇开环后葡萄糖醛酸化代

谢产物。化合物 A5 [M-H]-准分子离子峰为 m/z 533,

较化合物A1小 162 Da, 其余碎片相同, 推测为松脂醇

葡萄糖醛酸化代谢产物。化合物A6 [M-H]-准分子离

子峰为 m/z 437, 较化合物 A2 小 162 Da, 其余碎片相

同, 推测为松脂醇硫酸酯化代谢产物。化合物A7、A8

和 A9 [M-H]-准分子离子峰为 m/z 551、549 和 563, 各

自丢失一分子GluA生成碎片离子m/z 375、373和 387,

对照入血原形成分和体外化学成分, 推测化合物A7、

A8和 A9分别为橄榄脂素、8-羟基松脂醇和中脂素等

苷元的葡萄糖醛酸化代谢产物。由于入血原形成分中

包含松脂醇、橄榄脂素和 8-羟基松脂醇单/双葡萄糖

苷, 而单/双葡萄糖苷仅在结构上相差一分子Glc, 机体

内代谢途径相同 , 故仅从结构上无法判断代谢产物
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A1～A6、A7和A8准确基源 (代谢途径见图4)。

3.2 环烯醚萜类化合物代谢产物鉴定 入血环烯醚

萜类化合物代谢产物共 19种, 均来自环烯醚萜苷类,

其中京尼平苷酸 7种, 京尼平苷 6种, 桃叶珊瑚苷 6种。

环烯醚萜苷类成分经大鼠肠道菌群代谢发生去糖基

化, 以苷元形式吸收入血, 随后发生去羟基、脱水、去氢

氧亚甲基、去羧基、开环、氢化、羟基化、硫酸酯化和葡

萄糖醛酸化等代谢反应[9,13,14]。

京尼平苷酸: 化合物 B1 [M-H]-准分子离子峰为

m/z 389, 较京尼平苷酸大 16 Da, 子离子m/z 227和m/z

209由母离子连续丢失一分子Glc和一分子H2O所得,

其余碎片与京尼平苷酸相同, 推测为京尼平苷酸羟基

化代谢产物。化合物B2、B5、B6和B7 [M-H]-准分子

离子峰为m/z 357、369、371和 343, 丢失一分子GluA生

成相应苷元碎片离子m/z 181、193、195和 167, 相较于

京尼平酸碎片离子m/z 211分别小 30、18、16和 44 Da,

其余碎片特征与京尼平苷酸相似, 推测化合物B2、B5、

B6和B7分别为京尼平酸葡萄糖醛酸化后去氢氧亚甲

基、脱水、去羟基和去羧基代谢产物。此外, 化合物B3

推测为京尼平酸开环 + 2 × 氢化代谢产物, m/z 217为

其 [M-H]-准分子离子峰, 碎片离子m/z 199和m/z 173

由母离子丢失一分子 H2O/CO2生成。化合物 B4推测

为京尼平酸去氢氧亚甲基代谢产物, m/z 181为其 [M-

H]-准分子离子峰, 碎片离子m/z 163和m/z 119由母离

子连续丢失一分子H2O和一分子CO2所得 (代谢途径

见图5A)。

Table 2 Analysis and identification of metabolites in rat plasma of EC extracts based on UHPLC-Q-TOF-MS/MS

No.

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

C1

C2

C3

C4

C5

C6

D1

D2

D3

D4

D5

D6

E1

E2

tR/min

9.11

9.26

9.32

9.55

9.73

10.08

7.43

9.4

9.79

2.64

3.58

4.27

4.44

4.91

5.05

5.28

7.12

7.67

9.47

9.54

9.76

10.09

2.78

3.8

4.49

5.22

9.16

10.68

3.05

4.03

Pathway

Glucuronidation

Sulfate conjugation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Sulfate conjugation +

Glucuronidation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Ring-opened +

Glucuronidation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Sulfate conjugation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

1/2 × Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

Hydroxylation

Loss of C6H10O5 + Loss of CH2O +

Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + 2 ×

Hydrogenation

Loss of C6H10O5 + Loss of CH2O

Loss of C6H10O5 + Loss of H2O + Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Dehydroxylation +

Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Decarboxylation +

Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Sulfate conjugation

Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + Hydroxylation

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + Hydrogenation

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + Loss of CH2O

Loss of C6H10O5 + Ring-opened +

Dehydroxylation

Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Hydrogenation

Loss of C6H10O5 + Hydroxylation

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + Hydroxylation +

Methylation

Loss of C6H10O5 + Loss of H2O

Loss of C6H10O5 + Ring-opened + Methylation

Loss of C6H10O5 + Glucuronidation

Loss of C6H10O5 + Sulfate conjugation

Formula

C32H40O17

C26H32O14S

C26H30O15S

C26H32O12

C26H30O12

C20H22O9S

C26H32O13

C26H30O13

C27H32O13

C16H22O11

C15H18O10

C10H18O5

C9H10O4

C16H18O10

C16H20O10

C15H20O9

C11H14O8S

C17H22O11

C11H16O6

C11H18O5

C10H14O4

C11H14O4

C15H20O10

C9H14O4

C9H12O5

C10H16O5

C9H10O3

C10H16O4

C14H16O10

C8H8O7S

[M-H]-

695.218 7

599.143 9

613.123 7

535.181 8

533.166 2

437.091 1

551.177 0

549.161 2

563.176 8

389.108 9

357.082 8

217.108 4

181.051 1

369.082 7

371.098 3

343.103 8

305.033 8

401.108 7

243.087 3

229.108 3

197.082 2

209.080 5

359.098 2

185.082 6

199.061 4

215.093 1

165.056 3

199.098 1

343.067 0

246.992 0

Error/10-6

-0.8

-0.2

0.6

-0.7

-0.5

-0.2

-0.4

-0.3

-0.4

0

-0.3

1.1

1.4

-0.2

-0.8

0.8

0.3

-0.7

-0.6

0.7

1.1

-4.7

1.5

2

0.7

0.9

2.8

1.3

-0.2

0.7

MS/MS

533.160 9, 357.132 8, 175.028 1, 151.035 6

437.091 3, 357.135 4, 151.040 8, 136.016 9

533.168 6, 437.089 5, 357.134 1, 151.040 4

359.152 2, 341.139 1, 329.141 8, 326.126 1

357.130 8, 175.025 0, 151.037 7, 136.015 4

357.129 9, 151.040 5, 136.013 8

375.144 8, 195.062 4, 191.071 9, 179.068 4

373.123 6, 343.114 5, 313.105 0, 181.049 5

387.152 0, 357.105 3, 181.073 9, 151.045 0

227.055 3, 209.044 8, 165.055 3, 147.044 0

181.048 0, 175.024 5, 162.837 0, 119.049 4

199.094 6, 173.111 8, 157.086 9, 137.096 0

163.038 8, 135.045 6, 134.037 5, 119.050 7

193.049 4, 178.024 9, 175.023 3, 149.059 0

195.061 0, 177.061 3, 133.067 9, 123.048 2

167.075 5, 149.062 1, 139.077 5, 123.056 1

225.079 4, 207.065 6, 147.043 3, 123.044 0

225.075 9, 207.064 6, 149.060 7, 123.043 5

199.093 5, 197.115 6, 181.141 5, 163.055 5

185.114 9, 139.110 2, 118.937 3

153.094 5, 135.087 0, 133.081 1, 111.051 8

163.075 3, 141.090 2

183.086 4, 149.889 0, 135.085 2, 121.064 1

167.074 9, 139.889 5, 123.080 8, 121.067 6

181.049 2, 162.839 4, 155.069 9, 137.061 0

197.077 7, 145.050 9, 135.078 0, 101.063 6

147.041 9, 119.048 7, 117.035 1, 101.039 0

181.086 4, 155.116 3, 137.098 1

167.032 8, 152.013 0, 123.041 4, 108.021 8

167.033 9, 152.010 5, 123.044 4, 108.022 2
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京尼平苷: 化合物C1和C2 [M-H]-准分子离子峰

为m/z 305和m/z 401, 随后母离子m/z 305丢失一分子

SO3, 母离子 m/z 401丢失一分子 GluA, 得到共同碎片

离子 m/z 225, 其余碎片与京尼平苷相同, 推测化合物

C1和C2分别为京尼平硫酸酯化和京尼平葡萄糖醛酸

化代谢产物。化合物 C3 [M-H]-准分子离子峰为 m/z

Figure 4 Possible metabolic pathways of pinoresinol di-O-glucopyranoside/pinoresinol 4-O-glucopyranoside in rats. GluA: Glucuronide

acid

Figure 5 Possible metabolic pathways of (A) geniposidic acid, (B) geniposide, and (C) acubin in rats
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243, 丢失O和一分子CO/OCH2得到碎片离子m/z 199

和 197, 碎片离子 m/z 181和 m/z 163由 m/z 199连续丢

失两分子H2O所得, 推测化合物C3为京尼平开环后羟

基化代谢产物。化合物 C4和 C5 [M-H]-准分子离子

峰为m/z 229和m/z 197, 各自连续丢失一分子CH2和一

分子 OCH2生成碎片离子 m/z 185 和 153, 推测化合物

C4和C5分别为京尼平开环后氢化代谢产物和开环后

去氢氧亚甲基代谢产物。化合物C6 [M-H]-准分子离

子峰为 m/z 209, 碎片离子 m/z 163 由母离子丢失一分

子OCH2与O得到, 推测化合物C6为京尼平开环后去

羟基化代谢产物 (代谢途径见图5B)。

桃叶珊瑚苷: 化合物 D1 [M-H]-准分子离子峰为

m/z 359, 碎片离子m/z 183由母离子脱去一分子GluA

所得, 其余碎片特征与桃叶珊瑚苷相似, 推测为桃叶珊

瑚苷元葡萄糖醛酸化代谢产物。化合物D2和D5 [M-

H] -准分子离子峰为 m/z 185 和 m/z 165, 失去一分子

H2O得到碎片离子m/z 167和m/z 147, 继续丢失一分子

CO 得到碎片离子 m/z 139 和 m/z 119, 推测化合物 D2

和 D5 分别为桃叶珊瑚苷苷元氢化和脱水代谢产物。

化合物D3 [M-H]-准分子离子峰为m/z 199, 碎片离子

m/z 181和m/z 137由母离子连续丢失一分子H2O、O和

一分子 CO等形成, 推测为桃叶珊瑚苷苷元羟基化代

谢产物。化合物 D4 [M-H]-准分子离子峰为 m/z 215,

丢失一分子H2O形成碎片离子m/z 197, 继续丢失两分

子H2O和O形成碎片离子m/z 145, 推测为桃叶珊瑚苷

苷元开环后羟基化 + 甲基化代谢产物。化合物 D6

[M-H]-准分子离子峰为m/z 199, 丢失一分子H2O形成

碎片离子m/z 181, 继续丢失一分子C2H2形成碎片离子

m/z 155, 推测为桃叶珊瑚苷苷元开环后甲基化代谢产

物 (代谢途径见图5C)。

3.3 有机酸类化合物代谢产物鉴定 化合物E1和E2

在负离子模式下形成 [M-H]-准分子离子峰m/z 343和

m/z 247, 随后母离子m/z 343丢失一分子GluA, 母离子

m/z 247 丢失一分子 SO3, 得到相同子离子 m/z 167, 继

续丢失一分子CH3和/或一分子CO2生成碎片离子m/z

152、123和 108等, 以上碎片特征与香草酸葡萄糖苷相

同, 推测化合物E1和E2分别为香草酸葡萄糖醛酸化

和香草酸硫酸酯化代谢产物。

讨论

本研究采用 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 技术研究杜

仲提取物在腺嘌呤致肾纤维化模型大鼠中的入血成

分, 扣除空白血浆后分析鉴定出入血原形成分 24种及

其代谢产物 30种, 主要来自木脂素类、环烯醚萜类、苯

丙素类及有机酸类化合物, 代谢途径主要包括去糖基、

去羟基、脱水、去氢氧亚甲基、去羧基、开环、氢化、羟基

化、硫酸酯化和葡萄糖醛酸化等的单一或复合反应。

与现有文献对杜仲入血原形成分及其代谢产物的报道

存在一定的交集与差异, 原因可能与饮片的提取方式、

给药方式、检测条件以及动物模型的差异有关[13,15]。

炎症感染、氧化应激、糖尿病、高血压以及局部缺血、缺

氧等因素均会引起肾脏病变 , 进而导致肾纤维化[16]。

本研究所得杜仲入血化学成分群多具有抗炎、抗氧化

和抗纤维化等药理活性, 可能是杜仲发挥抗肾纤维化

作用的药效物质基础。

18种木脂素类成分在肾纤维化大鼠血浆中主要

以原形 (单/双糖苷) (9种)、单糖苷/苷元葡萄糖醛酸化

和/或硫酸酯化代谢产物 (9 种) 等形式存在。近年来

研究发现, 杜仲木脂素可抑制高血压肾损伤大鼠体内

肾醛糖还原酶的表达, 降低 III型胶原蛋白的生成, 有

效改善肾小管和肾小球损伤 , 促进肾脏功能恢复[6]。

松脂醇二葡萄苷作为杜仲木脂素类化合物的主要代表

性成分, 具有抗高血压和抗氧化应激反应等药理活性,

体内/体外均可抑制AKT/mTOR/NF-κB信号通路的激

活, 改善心脏组织纤维化和炎症[17]。松脂醇单葡萄糖

苷具有抗氧化应激、抗肝损伤和抗糖尿病等作用[18], 其

苷元松脂醇可在小肠中被吸收和代谢 , 具有抗炎

作用[19]。

肾纤维化大鼠血浆中鉴定得到环烯醚萜类原形成

分共有 4种, 其中 3种为环烯醚萜苷类 (桃叶珊瑚苷、

京尼平苷及京尼平苷酸), 负离子模式下具有较强响

应, 且这 3种成分在大鼠体内发生复杂多样的Ⅰ、Ⅱ相代

谢反应, 生成多达 19种代谢产物。京尼平苷酸具有保

肝利胆、抗炎等多种生物活性, 可显著改善 Dahl盐敏

感型大鼠肾小球硬化和间质纤维化, 降低血压并改善

肾脏血流动力学[20]。京尼平苷具有抗炎、抗氧化和抗

糖尿病等药理作用, 可有效改善糖尿病肾病小鼠肾小

球、肾小管损伤和间质纤维化, 其机制可能与APMK/

SIRT1/NF-κB等通路有关[21]。桃叶珊瑚苷是一种高活

性化合物, 主要通过肾脏排泄, 具有广泛的抗氧化、抗

炎、抗纤维化、抗肿瘤和神经保护等作用[22], 苷及其苷

元均能抑制转化生长因子-β诱导的人肝星状细胞的活

化和细胞外基质沉积[23]。

苯丙素类化合物主要以原形形式 (8种) 存在于肾

纤维化大鼠血浆中, 绿原酸作为其中代表性成分, 质谱

响应值较高, 且广泛分布于自然植物中, 具有抗氧化、

抗炎、保肝护肾等多种药理活性, 是开发抗纤维化药物

的潜在来源。近年来研究发现, 绿原酸能够抑制促炎

细胞因子和肌成纤维细胞的生成, 减轻肾缺血/再灌注

损伤, 并通过抗氧化、调节肝细胞生长因子和骨形态发
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生蛋白-7的表达, 减少细胞外基质沉积, 发挥抗纤维化

作用[24]。有机酸类成分在肾纤维化大鼠血浆中以原

形 (3种) 和苷元葡萄糖醛酸化/硫酸酯化代谢产物 (2

种) 等形式存在, 其中原儿茶酸是一种具有高抗氧化

能力的天然化合物, 有抗高血压的药理作用[25]。

此外, 中药多组分、多靶点的特点与机体肾脏病变

中的复杂机制相似, 网络药理学整体性、系统性的特点

与中医药整体观、辨证论治原则一致, 被广泛应用于中

药活性化合物的发现和整体作用机制的阐释等方面,

进一步推动了中药药效物质基础与作用机制的研究进

展。通过运用网络药理学方法, 已预测筛选出杜仲治

疗糖尿病肾病的核心有效成分为咖啡酸、桃叶珊瑚苷

和杜仲醇, 作用机制可能与细胞增殖分化、氧化应激、

炎症反应和纤维化等方面相关[26]。另有研究发现, 全

杜仲胶囊可能通过抗炎、抗氧化和调节机体代谢平衡

等方面来改善肾脏结构与功能, 降低高血压对机体肾

脏的损害, 其潜在药效成分包含原儿茶酸、中松脂醇和

杜仲醇等化合物[27]。

综上所述, 本研究通过UHPLC-Q-TOF-MS/MS技

术快速分析和鉴定了杜仲提取物在腺嘌呤致肾纤维化

模型大鼠中的入血原形成分及其代谢产物, 研究结果

有助于进一步阐明杜仲抗肾纤维化的效应物质基础,

并为杜仲临床用药的开发提供了参考依据。

作者贡献: 蔡皓负责整体设计及文章修改, 王梦晴负责
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