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摘 要:目的  运用液相色谱-电喷雾离子阱串联质谱( L C-MS n )联用技术研究东莨菪碱在大鼠肝匀浆中的代谢

物。方法  采用离体实验的代谢研究方法,将东莨菪碱与大鼠肝匀浆在富氧条件下温孵,代谢物以醋酸乙酯萃取,

采用 L C-MS 及L C-MS n 等方法进行分析。和原药相比较, 根据温孵液中分析物相对分子质量的变化及其多级质

谱数据,鉴定代谢物并阐述其结构。结果  在东莨菪碱的大鼠肝匀浆培养液中发现了脱水东莨菪碱和去甲基东莨
菪碱两种代谢物。结论  东莨菪碱在大鼠肝匀浆中的代谢主要有脱水和去甲基反应。
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Abstract: Objective  A method is described fo r the investig at ion of scopolam ine and its metabolites in

homogenate of rat liv er by combining liquid chromato graphy and tandem mass spectrometry ( LC-M S
n
) .

Methods  Scopolamine w as incubated w ith homogenate of rat liver in vi tr o under rich oxygen condit ion.

It s metabo lites w er e ex t racted with ethyl acetate and analyzed by LC-M S and LC-M S
n
. Ident if ication and

st ructural elucidat ion of the metabolites w ere perfo rmed by compar ing their changes in molecular masses

and full scan MSn spect ra w ith those o f the parent drug and blank plasma. Results  The results revealed

that tw o metabolites ( apo scopo lam ine and nor scopo lam ine) w er e found in the incubation solut ion in ho-

mogenate o f r at liver. Conclusion  T he majo r metabo lic pathw ay of scopolamine in homogenate of rat liver

ar e dehydr at ion and demethy lat ion.
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  药物代谢研究对于人们认识药物体内作用规

律,指导临床合理用药以及新药设计具有重要的意

义。肝脏是生物体对药物代谢的主要场所, 研究药

物的肝脏代谢对于药物体内代谢途径研究有着重要

的指导意义。LC-MS
n
联用技术是进行药物代谢研

究最有力的工具, 该方法具有灵敏度高, 专属性好、

样品处理简单、快速等特点,特别是多级质谱能够提

供化合物丰富的结构信息,因此,该联用技术已经成

为代谢物结构分析的首选方法之一。

东莨菪碱是从茄科植物颠茄 Atrop a bel ladon-

na L. 、曼佗罗 Datur a Str amonium L.及莨菪 H yo-

syamus niger L. 中分离提取的一种托品烷类生物

碱,有着广泛的药理活性,如解痉、麻醉、止痛等
[ 1]

,

主要用于治疗暴发性肝炎、流行性乙型脑炎、支气管

哮喘、重症新生儿窒息、肺性脑病等
[ 2]
。利用薄层色

谱及气相色谱分析东莨菪碱大鼠尿样中的代谢物已

有报道
[ 3]

,但这些方法灵敏度低,选择性差,且样品

处理复杂。为全面阐述该药在大鼠肝脏代谢规律,

本实验应用 LC-M S
n
联用技术鉴定出了东莨菪碱在

大鼠肝匀浆中的代谢物, 总结了东莨菪碱大鼠肝脏

的主要代谢途径。

1  仪器与试剂

LCQ
Duo
型液相色谱-电喷雾离子阱质谱联用仪

(美国 San Jo se) , 配有 T SP AS3000 自动进样器和
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LCQ Xcalibur 11 2软件处理系统;上海安亭科学仪

器厂 T GL- 16C 高速离心机。

氢溴酸东莨菪碱(中国药品生物制品检定所, 批

号: 049-8906) ,甲醇为色谱纯(美国Fisher公司) , 水

为超纯水,其他试剂均为分析纯。

Wistar大鼠, 体质量 200 g, 购于湖北省实验动

物研究中心,合格证: SCXK(鄂) 2003-2005。

2  方法与结果

21 1  样品的准备: 大鼠禁食 24 h 后, 乙醚麻醉, 无

菌条件下,开腹取肝脏,立即在 4 e 以下的冰块上,

用生理盐水冲洗至灰色, 称定质量,剪碎。加 4倍体

积灭菌后的磷酸缓冲溶液,匀浆机上匀浆。双层纱

布滤过, 滤液即为肝匀浆。Low ry 光度法测定蛋

白。将东莨菪碱添加到肝匀浆中,使东莨菪碱的质

量浓度为 50 Lg/ mL, 充分振荡, 37 e 孵育, 并同时

以加热失活的肝匀浆做空白对照实验。每隔 30

min在孵育溶液表面通氧气 1 m in, 分别于 0、30、

60、90、120、240 min取样品 01 5 mL,以醋酸乙酯萃

取 2次, 合并有机相, 37 e 氮气挥干, 以流动相溶

解, 13 000 r/ m in 离心 10 min, 取上清液进行 LC-

MS( M Sn )分析。

21 2  色谱条件: Zorbax Ex tend C18不锈钢色谱柱

( 31 0 mm @ 100 mm, 31 5 Lm, Ag ilent公司) ; 同种填

料的色谱保护柱( 21 1 mm @ 121 5 mm, 5 Lm, Ag i-l

 

ent 公司) ; 流动相: 甲醇-2 mmol/ L 乙酸铵水溶液

(以甲酸调节 pH 31 5) ( 70 B 30) ; 体积流量: 01 2

mL/ min, 柱温: 40 e ;进样量: 20 LL。

21 3  质谱条件: ESI 离子源, 扫描范围 m/ z 100~

1 000,自动进样器直接进样, 正离子方式检测。离

子源喷射电压 41 5 kV,毛细管电压 21 V, 毛细管温

度 175 e ,鞘气( N2)流速为 40个单位,其他参数均

由仪器自动优化完成。采用全扫描一级质谱( Full

scan)及其源内碰撞诱导解离( S-CID)、全扫描二级

质谱( Full scan M S
2
)及三级质谱( Full scan MS

3
)

等方式进行测定。

21 4  东莨菪碱的 LC-M S及 LC-M S
n
分析: 东莨菪

碱的一级质谱以分子离子 m/ z 304[ M + H ]
+
出峰,

其二级质谱及其 LC-M S
2
色谱见图 1。显然, 东莨

菪碱的分子离子失水产生碎片 m/ z 286 [ M + H-

H 2O]
+
, 失甲醛产生碎片 m/ z 274 [ M + H -

HCHO]
+
,而 m/ z 138由其母分子离子失去托品酸

(m/ z 166) 产生。m/ z 156由其母分子离子的酯键

断裂失去 C9H 8O 2 ( m/ z 148 )产生。碎片 m/ z 286

和 274的三级质谱中均出现子离子 m/ z 156、138、

110,由此说明, m/ z 156、138、110是东莨菪碱分子

离子的特征子离子, m/ z 148、166 是其特征中性碎

片丢失。

21 5  大鼠肝匀浆中母体药物及其主要代谢物的鉴

 

   m/ z m / z t / min

图 1  东莨菪碱的一级( A)、二级质谱( B)和 LC-MS2 色谱图( C)

Fig. 1  MS ( A) , MS2 ( B) Spectra, and LC-MS2 chromatogram (C) of scopolamine

定:依据药物代谢一般规律,推测出东莨菪碱代谢物

的可能结构,再将东莨菪碱的大鼠肝匀浆温孵液的

一级全扫描质谱与空白样品以及东莨菪碱对照品溶

液相比较,寻找温孵液中可能的代谢物,由这些可能

代谢物的 LC-M Sn数据鉴定代谢物,并推测其结构。

依据上述方法,在东莨菪碱的大鼠肝匀浆孵育

液中发现和原药相关的质子化分子离子为 m/ z

286、290、306, 其二级质谱(相对碰撞能量为 29% )

见图 2。其中分子离子 m/ z 304( M0)的保留时间及

其二级质谱和东莨菪碱对照品完全相同, 由此可以

确定, M 0即为未被代谢的原药。m/ z 286( M1)的

相对分子质量比原药少 m/ z 18 , 而特征碎片 m/ z

110、138均出现在其二级质谱中, M 1应该是东莨菪

碱大鼠体内脱水产物。m/ z 290 ( M 2) 丢失 m/ z

148、166分别产生碎片 m/ z 142、124, m/ z 290 及其

二级碎片离子 m/ z 272、260、142、124、96 分别比
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m/ z m / z m / z

图 2 大鼠肝匀浆中东莨菪碱( A)及其代谢物M1( B)、M2( C)的 LC-MS2 色谱图

Fig. 2 LC-MS2 Chromatograms of scopolamine ( A) , its metabolites M1 (B) , and M2 ( C) in homogenate of rat liver

m/ z 304 ( M 0) 及其二级碎片离子 m/ z 286、274、

156、138、110 少 m/ z 14, 故 M2可以鉴定为东莨菪

碱的 N-去甲基代谢物。

两种代谢物的 LC-MS
2
色谱峰面积随着孵育时

间的变化状况见图 3。可见各代谢物在 30 min 时

即开始出现,之后峰面积均随反应时间的增加而增

加, 60 min或 90 min后基本稳定。

在各时间点的样品中均未发现原药的水解产

物、氧化产物或二相代谢物。依据上述实验结果, 东

莨菪碱在大鼠肝脏中的主要代谢途径见图 4。

t/ min

图 3  大鼠肝匀浆温孵液中东莨菪碱代谢物色谱峰

面积-时间曲线

Fig. 3  Time-area curvers of scopolamine metabolites  

in incubation solution in homogenate of rat liver

图 4 东莨菪碱在大鼠肝脏主要代谢途径

Fig. 4 Major metabolic pathway of scopolamine in rat liver

21 6  本法的灵敏度与专属性:东莨菪碱对照品溶液

用流动相稀释至不同的质量浓度, 经 LC-MS
n
检测,

检测限 LOD为 5 ng/ mL。本实验首先总结出东莨

菪碱电喷雾质谱的电离和裂解规律,由原药的特征

碎片及特征中性丢失为依据, 通过 LC-M S
n
数据鉴

别代谢物,完全可以排除内源性物质的干扰。

3  讨论

31 1  东莨菪碱是含有醇羟基和 N-甲基的内酯型化

合物,实验结果显示了该药物在大鼠肝匀浆中的主

要代谢脱水和去甲基作用,符合药物代谢一般规律,

为该药物的临床应用和药理研究提供理论依据。

31 2  电喷雾离子阱多级质谱能够提供丰富的分子

结构信息,而药物体内代谢时一般保留母药基本结

构单元,即药物与其代谢物分子结构存在密切的相

关性,因此, 本方法能够在没有对照品的情况下, 快

速、简便、灵敏、可靠地鉴定东莨菪碱大鼠肝匀浆中

的代谢物。
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