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去甲斑蝥素体外肝细胞代谢产物的 HPLC-MS 分析 
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摘  要：目的  建立去甲斑蝥素体外肝细胞代谢产物的 HPLC-MS 分析方法。方法  去甲斑蝥素进行体外肝细胞代谢，透析

得到代谢产物，并用 HPLC-MS 对产物进行鉴定，再通过半制备 HPLC 色谱仪分离纯化， 后根据理化性质和波谱数据鉴定

代谢物的结构。结果  共分离得到 7 个化合物，对其中量较高的 2 个化合物进行结构鉴定，分别为去甲斑蝥素与谷氨酸结合

物（1）、去甲斑蝥酸钠（2）。结论  体外细胞代谢法由于反应条件相对单纯，易于控制，适合于制备去甲斑蝥素体外肝细胞

代谢产物。 
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Analysis of liver cell metabolites of norcantharidin in vitro by HPLC-MS 
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Tianjin Institute of Medical and Pharmaceutical Sciences, Tianjin 300020, China 

Abstract: Objective  To identify the liver cell metabolites of norcantharidin in vitro by HPLC-MS. Methods  The norcantharidin 
metabolized by liver cell in vitro, then the metabolites were obtained by dialysis, and the metabolites were identified. Then they were 
separated and purified by semi-preparing HPLC. Their structures were identified on the basis of physicochemical properties and 
spectroscopic data. Results  Seven compounds were separated and two compounds with higher contents were identified as 
combination of norcantharidin and glutamic acid (1), and sodium demethylcantharidate (2). Conclusion  The reaction conditions of 
cell metabolism in vitro are relatively simple and easy to control, therefore the method is suitable for the preparation of liver cell 
metabolites of norcantharidin in vitro. 
Key words: norcantharidin; cantharidin; combination of norcantharidin and glutamic acid; sodium demethylcantharidate; metabolism 
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去甲斑蝥素（norcantharidin，NCTD）是斑蝥

素的衍生物，与斑蝥素相比，其对泌尿系统的刺激

性显著降低，并具有独特的升高白细胞总数的作用，

也是我国首先合成的新型抗肿瘤药物[1]，其衍生物

众多而且很多衍生物都表现出抗肿瘤活性[2-4]，去甲

斑蝥素的药物化学和新型制剂研发工作也取得了巨

大进展[5-7]。但由于去甲斑蝥素自身化学性质活泼、

代谢快速以及代谢产物的复杂性，导致其代谢机制

和代谢物的深入研究非常困难，限制了去甲斑蝥素

的开发应用。 
体外代谢研究可在新药研发早期利用候选化合

物的体外代谢参数合理预测候选化合物的体内药动

学行为，指导后期药效、药动以及安全性评价的模

型选择，缩小体内研究的筛选范围，具有广阔的应

用前景[8]。利用细胞株对药物进行体外代谢研究的

方法可以排除体内多种因素的干扰，为整体药物研 
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率低、毒性大以及缺少灵敏检测方法的药物来说，

体外细胞代谢法更是首选的研究方法，体外细胞培

养体系成分相对简单，物质明确，易于代谢途径推

断，易于代谢物质富集、分离、纯化，有利于代谢

物的进一步研究。本文通过研究去甲斑蝥素经肝细

胞体外代谢后的产物，从而建立一套简单、快速的

体外代谢方法，适用于药物代谢物研究。并用

HPLC-MS 对产物进行初步分析鉴定，再通过半制备

高效液相色谱仪分离纯化， 后根据理化性质和波

谱数据鉴定代谢物的结构。共分离得到 7 个化合物，

对其中量较高的 2 个化合物进行结构鉴定，分别为

去甲斑蝥素与谷氨酸结合物（1）、去甲斑蝥酸钠（2）。 
1  材料 

Legend Micro 17R 微量高速冷冻离心机

（Therme Electron 公司）；MCO—18AIC CO2 培养箱

（日本三洋电机株式会社）；Tensor 27 傅里叶红外光

谱仪（德国布鲁克公司）；Agilent 1100 高效液相色

谱/质谱联用仪（安捷伦科技有限公司）；Bruker 
AVANCE III 600 MHz 液体核磁共振谱仪（德国布鲁

克公司）；LC—6AD 型半制备液相色谱仪（岛津国

际贸易上海有限公司）。 
去甲斑蝥素原料药（批号 JZ130421A，质量分

数 99%，南京景竹生物科技有限公司）；DMEM 培

养基（批号 12800-027，美国 Gibco 公司）；甲醇（色

谱级）。BRL 细胞（中国科学院典型培养物保藏中

心上海细胞库）。 
2  方法与结果 
2.1  体外代谢物的制备 

将 BRL 细胞实验前 1 周复苏，以含 10%牛血

清的 DMEM 培养液在 37 ℃、5% CO2及饱和湿度

下培养。取对数生长期细胞用于实验，用培养液将

细胞密度调为 7×105/mL，按 10 mL/瓶接种于培养

瓶。培养 24 h 后加入去甲斑蝥素，使其 终质量浓

度为 6 μg/mL，继续培养 48 h 后，收集细胞培养液，

浓缩。使用相对分子质量 1 000 的透析袋对浓缩培

养液进行透析，收集透析液进行浓缩、冻干，得到

相对分子质量小于1 000的代谢物，加入一定量20%
甲醇充分溶解，滤过，滤液浓缩、冻干，取少量冻

干代谢物复溶作为待测样品。按照上述方法，制备

不含去甲斑蝥素的空白对照样品。 
2.2  体外代谢物的 HPLC-MS 初步分析 

色谱条件：博纳艾杰尔 Venusil ASB HPLC 液相

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为纯化

水（A）–甲醇（B），梯度洗脱，0～5 min，15%B；
5～10 min，25%B；10～15 min，40%B；15～20 min，
60%B；20～40 min，75%B；40～50 min，75%～

15%B；体积流量 0.2 mL/min；检测波长 254 nm；

柱温：30 ℃；进样量：10 μL。 
质谱条件：Micro Mass ZMD 400 型电喷雾质谱

仪，色谱柱流出组分进入质谱仪的体积流量为 10 
μL/min；正离子质谱条件：毛细管电压 3.88 kV，锥

孔电压 53 V，离子源温度 120 ℃，脱溶温度 200 ℃；

负离子质谱条件：毛细管电压 3.76 kV，锥孔电压

48 V，离子源温度 120 ℃，脱溶温度 200 ℃。采用

Masslynx 分析软件进行数据采集与分析 
按照上述条件对待测样品进行分离，得到总离

子质谱图和 HPLC 色谱图，见图 1。 

 
3-去甲斑蝥素与谷氨酸结合物  4-去甲斑蝥酸钠 

3-combination of NCTD and glutamic acid 
4-sodium demethylcantharidate 

图 1  去甲斑蝥素体外代谢物的总离子质谱图（A）和 HPLC
色谱图（B） 

Fig. 1  Total ion mass spectra (A) and HPLC (B) of NCTD 
metabolites in vitro 

通过与空白对照样品的质谱图比较，发现 7 个代

谢产物，并获得这些代谢物的相对分子质量，见表 1。 
2.3  体外代谢物的半制备 HPLC 纯化 
2.3.1  色谱条件  博纳艾杰尔 Venusil ASB 半制备

HPLC 色谱柱（250 mm×10 mm，5 μm）；流动相为

纯化水（A）–甲醇（B），梯度洗脱，0～5 min，
15%B；5～10 min，25%B；10～15 min，40%B； 
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表 1  NCTD 体外代谢物的质谱结果 
Table 1  Mass-spectrum of NCTD metabolites in vitro 

代谢物编号 tR/min 离子 m/z 分子式 

1  6.3 [M＋H]＋ 261 C12H20O6 

2 14.1 [M－H]− 186 C8H10O5 

3 14.6 [M－H]− 297 C13H15O7N

4 19.6 [M－H]− 368 C8H8O5Na2

5 21.3 [M－H]− 315 C13H17O8N

6 28.6 [M－H]− 279 C11H25O8N

7 36.5 [M－H]− 305 C13H17O8N

 

15～20 min，60%B；20～40 min，75%B；40～50 min，
75%～15%B；体积流量 1 mL/min；检测波长 254 
nm；柱温：30 ℃；进样量：200 μL。 
2.3.2  代谢物的纯化  取得到的代谢物 10 g，溶于

20%甲醇 40 mL，按照 2.3.1 项下色谱条件对代谢物

进行分离制备，收集制备液，浓缩，结晶，得到代

谢物 3、4 的单体分别为 14.2、8.4 mg，收率为 23.7%、

14.0%。 
2.4  结构鉴定 

代谢物 3：白色无定型粉末。
KBr
maxIR ν (cm−1)：

931.72（C-O-C），1 704.57（C=O），2 995.80（COOH）；
1H-NMR（600 MHz，D2O）δ：4.87～4.84（3H，m，

H-1、4、9)，3.78（2H，t，J＝6.4 Hz，H-5、6），
2.38～2.22（2H，m，H-11)，1.81～1.75（1H，m，

H-10)，1.69（3H，dt，J＝13.3、7.2 Hz，H-2、3、
10)，1.59～1.55（2H，m，H-2、3)；13C-NMR（150 
MHz，D2O）δ：179.39（C-12），175.40（C-7、8），
78.81（C-1、4），51.96（C-5、6），49.70（C-9），
29.78（C-11），28.05（C-2、3），22.72（C-10）。以

上数据与文献报道[9]基本一致，确定代谢物 3 为去

甲斑蝥素与谷氨酸结合物，其结构见图 2。 

 

图 2  代谢物 3 的结构式 
Fig. 2  Structure of metabolite 3 

代谢物 4：白色针状结晶。
KBr
maxIR ν (cm−1)：997.08

（CH2），1 404.22（C-O-C），1 426.37（O-C＝O，νs），
1 606.52（O-C＝O，as），3 421.64（C-O-C）；1H-NMR
（600 MHz，D2O）δ：4.66（2H，dd，J＝3.0、2.4 Hz，

H-1、4），2.81（2H，s，H-5、6），1.65～1.57（2H，

m，H-2、3），1.52～1.43（2H，m，H-2、3）；13C-NMR
（150 MHz，D2O）δ：180.16（C-7、8），79.40（C-1、
4），55.35（C-5、6），28.52（C-2、3）。以上数据与

文献报道[10]基本一致，确定代谢物 4 为去甲斑蝥酸

钠，其结构见图 3。 
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图 3  代谢物 4 的结构式 
Fig.3  Structure of metabolite 4 

3  讨论 
通过对色谱峰面积归一化法比较，代谢物 3 的

量很高，说明该反应体系中结合酶活性很高，导致

体系中以结合反应为主，生成谷氨酸酰胺化的结合

物量高，收率为 23.7%，代谢物 4 的收率为 14.0%，

而氧化、还原酶系相对活性低，所以其代谢物量少。

DMEM 培养体系的成分明确，便于代谢产物结构表

征的推断确证，其部分代谢物与 Wei 等[11]发现的代

谢物相似，由于量较低，不能进行结构表征确证， 
有待进一步研究。因为谷氨酸量很高，导致 NCTD
与谷氨酸结合物机率加大，这是谷氨酸酰胺化的代

谢产物生成较多的原因之一。 
体外代谢的研究方法可以排除体内因素的干

扰，为整体实验提供可靠的理论依据。而普通肝细

胞培养条件简单、细胞可无限增殖，但细胞中的代

谢酶活性较差，表达量较低，虽然 3-甲基胆蒽、利

福平等可诱导相关代谢酶的表达，但是酶的水平相

较于原代培养肝细胞还有一定差距[12]。但是外细胞

株代谢法由于反应条件相对单纯，易于控制，适合

于制备特定目标化合物。 
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