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摘要 采用液相色谱 2串联质谱法对大鼠灌胃 2≈22甲氧基 22萘基 乙基 222硝基苄基 22二甲氧基 2

2四氢异喹啉氢溴酸盐 编号 °后粪便 !尿液 !胆汁和血浆中的主要代谢产物进行研究 ∀通过比较给药

样品和空白样品的全扫描总离子流色谱和选择离子扫描色谱图差别寻找 相代谢产物 根据其一级和二级质谱图 

确定 相代谢产物的分子结构 ∀完全提取 相代谢产物后的样品溶液 再用葡糖醛酸酶酶解 得 相结合物的苷元

部分 采用与 相代谢产物鉴定同样方法寻找和鉴定 相代谢产物苷元的结构 进而确证 相代谢产物的分子结

构 ∀从大鼠粪便中鉴定出 °的 个 相代谢物 从胆汁中鉴定出 个 相和 个 相代谢产物 从尿液中鉴定

出 个 相和 个 相代谢产物 从血浆中鉴定出 个 相和 个 相代谢产物 并分别分析推测出它们的结构 ∀

°在大鼠体内被代谢转化为多种产物 利用 ≤ 2 ≥ ≥可以快速寻找和鉴定 ∀
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  2≈22甲氧基 22萘基 乙基 222硝基苄

基 22二甲氧基 22四氢异喹啉氢溴酸盐

≤    #  Μ 1编号  °图

为四氢异喹啉衍生物 是中国药科大学新药研究

中心正在研制的化学药物 具有抑制血小板黏附聚

集 !抑制血栓形成 !抑制动脉内膜粥样斑块形成和

脑缺血保护作用 ∀姜红等 ≈对其稳定性进行了研

究 徐新军等 ≈对 °在 犬体内的药动

学进行了测定 其吸收 !分布 !排泄的研究结果表

明   内原形药的排泄量约占给药量的  ∀

药物的体内代谢是药物临床前药代动力学研究

的重要方面 °的代谢研究尚未见文献报道 ∀

本文对大鼠灌胃 °后的粪便 !胆汁 !尿液和血

浆样品中的代谢产物进行研究 ∀

Φιγυρε 1  ≤∏∏222¬22

22222¬2

2∏°

材料与方法

仪器与试药  ×≥± ±∏∏  三重四极

质谱仪 美国 ×2ƒ公司 °中国

药科大学新药研究中心 批号 Β2葡糖醛酸

酶 美国 ≥公司 2×2∀

实验动物  ≥∏2⁄大鼠 雌雄各半 体

重  ∗  由南京医科大学实验动物中心提供

≈≥≤÷苏 2∀

ΛΧ2ΜΣ /ΜΣ分析条件  日本岛津 ≥

∂ °2⁄≥色谱柱   ≅ 1  ⁄  Λ甲

醇 2水 Β流动相 流速  # 

Β分流

进行质谱扫描测定 ∀质谱电喷雾离子化正离子检

测 喷雾电压  ∂ 毛细管温度  ε 雾化气  

压  °辅助气压 1 °≤⁄气 压力 1

°能量  ∂ ∀

给药溶液  称取 °约  加入吐温 2

 研磨均匀 并加 1羧甲基纤维素钠溶液 

混合均匀 即得  # 
灌胃溶液 ∀

试验方案  ≥∏2⁄大鼠 只 雌雄各

半 禁食过夜  可自由饮水 收集空白粪样 !尿

液 !血浆 !或插管收集胆汁后 按  # 
灌胃给

药 分别采集给药后  和  血浆  ∗  内尿液

和粪便  ∗  内胆汁样品 于   ε 冷冻保存待

测 ∀

Ι相代谢产物提取分离  取空白血浆与给药后

 或  血浆各 1 空白尿液和给药后  ∗

 尿样各 1 空白和给药后  ∗  粪便匀

浆 Β各  空白和给药后  ∗  胆汁各

1 分别置  具塞离心管中 加甲醇  

涡旋  加  # 
碳酸钠溶液 1 涡旋

 加环己烷 1 涡旋提取    

# 
离心  取上清液  置另一离心管

中   ε 水浴中氮气挥干 残留物加甲醇 1 

涡旋溶解 制得大鼠血浆 !尿液 !粪便和胆汁的空

白及对应给药样品溶液 取  Λ进行 ≤ 2 ≥ ≥

测定 ∀

ΙΙ相代谢产物提取分离  取大鼠给药  后的

血浆样品和空白各 1 !给药胆汁和空白各 

!给药尿样与空白各 1 分别置  具

塞离心管中 各用环己烷 1 涡旋提取 重复

次 分离完全 相代谢产物 再用 乙酸调节

至  1左右 分别加入葡糖醛酸酶  混合

均匀后 置于  ε 温孵器中振摇反应  后 照

/ 相代谢产物提取分离 0项下 同样方法 处理并

测定 ∀

代谢产物的 ΛΧ2ΜΣ寻找方法  总离子流

色谱  用 ≤ 2 ≥测定空白样品和给药样品的质谱

全扫描总离子流色谱图 比较空白样品与给药样品

的总离子流色谱 ∀通常与空白比较 在给药样品色

谱中新增加的峰相应的化合物即为代谢产物 ∀ 

选择性离子检测  利用样品的总离子流色谱图确定

代谢物时 由于全扫描对应的单个离子灵敏度较低

×ƒ质谱测定除外 !有内源性物质干扰 容易漏

检 ∀本文根据 相代谢产物的形成通常是由原形药

物结构中的官能团反应而形成的特点 选择了本品

可能形成的代谢产物的特征离子 µ / ζ 原形结

构中硝基被还原为氨基 !µ / ζ 原形结构中一

个甲氧基被氧化为酚羟基 !µ / ζ 原形结构中

由 个甲氧基被氧化为酚羟基 对供试品进行选

择性离子检测 ∀比较空白样品及给药样品选择性离

子检测的色谱图 给药样品中新增色谱峰相应的化

合物即是要寻找的代谢产物 ∀本文同时采用这两种

方法寻找并确证 °在大鼠体内代谢产物 获得

的结果基本一致 ∀
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结果

1  大鼠粪便中的代谢产物

测定大鼠空白和给药后粪便样品的总离子流色

谱和选择性离子检测色谱均表明 给药大鼠粪便色

谱中新增 个色谱峰 相应色谱峰的一级质谱 µ / ζ

分别为 ! 和 二级质谱见图 所示 色

谱峰参见胆汁样品色谱图  τ 分别为 1! 1和

1 ∀

Φιγυρε 2   ≥ ≥   µ / ζ

    µ / ζ   

° µ / ζ  ≤  

1. 1  µ / ζ 513化合物的质谱鉴定

粪便样品中 µ / ζ 离子为 ≈   

对应相

对分子质量 与 °原形药物游离碱相对分

子质量及色谱保留相同 主要特征碎片离子 µ / ζ

! ! ! ! ! 和 亦一致 ∀确

证其为原形药物 ∀其裂解过程见图 ∀

1. 2  粪便中 Ι相代谢物 Μ1的质谱鉴定

粪便样品中 τ 1 色谱峰的 ≈   
离

子 µ / ζ为 对应相对分子质量 比原形药物

游离碱相对分子质量小 个质量单位 推测该 相

代谢物  分子中仍保留了 个氮原子 ∀根据体

内代谢规律 芳香硝基易被还原为氨基 ∀代谢物

 与原形药物的二级质谱相比 减少了对硝基苄

基特征碎片离子 µ / ζ 峰 增加了对氨基苄基

特征碎片离子 µ / ζ 峰 ∀推测该 相代谢物  

为  2≈22甲氧基 22萘基 乙基 222氨基苄

基 22二甲氧基 22四氢异喹啉 ∀

相代谢物  二级质谱中的主要特征碎片离

子 µ / ζ ! ! ! ! ! 和 与推

测结构相符 ∀其裂解过程见图 ∀

1. 3  粪便中 Ι相代谢物 Μ2的质谱鉴定

粪便样品中 τ 1 色谱峰的 ≈   
离

子 µ / ζ为 对应相对分子质量 比原形药物

游离碱相对分子质量小 个质量单位 推测该 相

代谢物  分子中仍保留了 个氮原子 ∀根据体

内代谢规律 芳香环上取代的甲氧基易被代谢为酚

羟基 ∀由于原形药分子结构中有 个甲氧基取代 

代谢位置可采用二级质谱特征裂解分析确定 ∀原形

药物的二级质谱相比较 代谢物  具有相同的

µ / ζ 特征碎片离子 增加了 µ / ζ 奇数质量

偶电子特征碎片离子峰 ∀推测该 相代谢物  为

2≈22羟基 22萘基 乙基 22对硝基苄基 2

2二甲氧基 22四氢异喹啉 是由原形药物

中 22甲氧基 22萘基 乙基上的甲氧基被代谢成

酚羟基所形成 ∀

相代谢物  二级质谱中的主要特征碎片离

子 µ / ζ! ! ! ! ! ! ! 和

与推测结构相符 ∀其裂解过程与  相似 ∀

2  大鼠胆汁中的代谢产物

2. 1  胆汁中 Ι相代谢物

测得大鼠空白及给药后胆汁样品的总离子流色

谱和选择性离子检测色谱表明 给药大鼠胆汁色谱

中新增 个色谱峰 经质谱鉴定相应代谢物与大鼠

粪便中的 相代谢物  相同 ∀表明胆汁中亦存在

相代谢物  ∀
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Φιγυρε 3   ≥ ≥  ° ≈   

µ / ζ 

2. 2  胆汁中 ΙΙ相代谢物

测得大鼠空白及给药后胆汁 相代谢物供试

样品的总离子流色谱和选择性离子检测色谱表明 

给药胆汁样品新增 个色谱峰 图 其保留时间

τ 分别为 1! 1! 1! 1和 1 相应峰

的一级质谱 µ / ζ分别为 ! ! ! 和 ∀

2 . 2 . 1  τΡ 414 µ ιν的 ΙΙ相代谢物  测得 τ 1 

的 相代谢物苷元二级质谱与粪便中 相代谢产物

 图 的二级质谱相同 表明胆汁中有  以

葡糖醛酸结合物形式存在的 相代谢物 ∀

2 . 2 . 2  τΡ 519 µ ιν的 ΙΙ相代谢物  测得 τ 1

的 相代谢物苷元 ≈   
离子 µ / ζ为 

二级质谱如图 ∀该苷元 ≈   
离子比原形药

游离碱的 ≈   
少 个质量单位 ∀即原形药游

离碱中 个甲氧基中有 个甲氧基被代谢成酚羟基

的产物 ∀其二级质谱中有 µ / ζ 的特征碎片离

子 与 ≈   
离子 µ / ζ 脱去质量数为 

的对乙基萘酚中性分子相应 ≈   
 2≤  

基峰 确证 τ 1 的 相代谢物苷元中 个酚

羟基由 2萘基上 位甲氧基转化 而另一酚羟基则

是由 2位甲氧基转化  或 位甲氧基转化  

而得  或  仅根据质谱信息不能区分 需通过

核磁共振或合成验证进一步确证 ∀  与  为同

分异构体 在本实验条件下只有 个色谱峰 二级质

谱也基本相同 ∀其裂解过程与原形药物相似 ∀

2. 2 . 3  τΡ 817! 1316和 1415 µ ιν的 ΙΙ相代谢物

µ / ζ 离子在总离子流色谱和选择性离子检测色

谱图 图 中均存在 个峰 τ 分别为 11和

1 这些苷元 ≈   
离子均比原形药游

离碱的 ≈   
少 个质量单位 与原形药游离
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Φιγυρε 4   ≥ ≥     ≈   

µ / ζ 

Φιγυρε 5  ×     

∏∏ 

  °   °     °

  °     °    

Φιγυρε 6   ≥ ≥ ∏   

 ≈   

µ / ζ 

碱的 个甲氧基中有 个被转化成酚羟基所得的 

种同分异构体产物分别相应 ∀
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Φιγυρε 7  ≥    ≈  

 

µ / ζ  

∏∏≈   

µ / ζ  

τ 1 的 相代谢物苷元二级质谱图与粪

便中 相代谢物  的二级质谱 图 相同 表明

胆汁中有  以葡糖醛酸结合物形式存在的 相代

谢物 ∀

τ 1和 1 的两个 相代谢物苷元的

二级质谱图非常相似 图 表明它们的化学结

构相似 ∀二级质谱中均出现 µ / ζ 的碎片离子 

为 ≈   
离子脱去质量数为 的对甲氧基乙

基萘中性分子的子离子 ≈    
 2≤  基

峰 由此推断这两个 相代谢物苷元为原形药分

子结构中 2或 2位的甲氧基分别被代谢成酚羟基

的产物  或  ∀二级质谱裂解过程基本相同 与

原形药物相似 ∀

实验结果表明 胆汁中存在苷元结构分别为

 ! ! 或  ! 及  的 种葡糖醛酸结

合物 相代谢物 ∀

3  大鼠尿液中代谢物

3 . 1  尿液中 Ι相代谢物

测得大鼠空白及给药后尿液样品的总离子流色

谱和选择性离子检测色谱表明 给药大鼠尿样新增

Φιγυρε 8   ≥ ≥ ∏ 

      ≈   

µ / ζ  τ 1



Φιγυρε 9   ≥ ≥ ∏ 

      ≈   

µ / ζ  τ 1



个色谱峰 经质谱鉴定相应代谢物与大鼠粪便中

的 相代谢物  相同 ∀表明尿液中亦存在 相代

谢产物  ∀

3. 2  尿液中 ΙΙ相代谢物

测得大鼠空白及给药后尿液 相代谢物供试

样品的总离子流色谱和选择性离子检测色谱表明 

给药尿液中新增 个色谱峰 τ 分别为 11和

1 相应峰的一级质谱 µ / ζ均为 与大

鼠胆汁中的 相代谢物苷元  ! 和  的色

谱及质谱结果相同 ∀表明尿液中存在苷元结构分别

为  ! 和  的葡糖醛酸结合物 相代谢物 ∀

4  大鼠血浆中代谢物

4. 1  血浆中 Ι相代谢物

测得大鼠空白及给药后血浆样品的总离子流色

谱和选择性离子检测色谱表明 给药血浆样品中新
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增 个色谱峰 ∀经保留时间对照及质谱测定确证 

其中 个为 相代谢物 分别与  ! ! 和  

相应 另一个为原形药游离碱 µ / ζ ∀

4 . 2  血浆中 ΙΙ相代谢物

测得大鼠空白及给药后血浆 相代谢物供试

样品的总离子流色谱和选择性离子检测色谱表明 

给药血浆中含有苷元结构为  的葡糖醛酸结合物

相代谢物 ∀

综上所述 代谢物测定结果表明 大鼠灌胃后的

粪便 !胆汁 !尿液及血浆样品中存在的 相代谢物和

相代谢物的苷元结构 分别以  !  !  !  !

 和  表示 见表 ∀

Ταβλε 1  °°  



≥ ° °

ƒ     

°       2 3

   2 2 2  

  2 2 2 

   2 2 2 

3
 ∏∏∏

粪便和血浆中除上述代谢物外 还存在原形药

物 ∀

结论与讨论

样本中代谢物的寻找 一般采用空白样品与给

药样品的总离子流色谱进行比较 给药样品的总离

子流色谱中新增色谱峰是由代谢产物所致 ∀但总离

子流色谱灵敏度 !分辨力常常达不到代谢产物检出

要求 容易漏检 ∀本文中采用总离子流扫描和预测

特征选择离子检测两种方法寻找供试品中的原形药

或代谢物 两种检测方法可达到相互佐证 避免漏

检 并实现同分异构体区分鉴别 ∀

代谢物一般含量甚微 很难获取对照品供其他

光谱鉴定 ∀本文根据化合物质谱和体内代谢的规律

性 通常由原形药中的官能团发生反应 结合有机

质谱裂解反应规律 氮规则 !偶电子规则 !产物稳定

性规则和碎片离子的电荷与质量相关性 鉴定其 

相代谢产物 ∀鉴定酶解后的苷元部分结构 再推测

相代谢物 ∀因此 正确解析质谱碎片离子裂解反

应途径是鉴定代谢产物正确与否的依据 对于多数

代谢物可用质谱鉴定结构 但有时仅用质谱不能完

全确证结构 ∀如本文胆汁中 相代谢物苷元  与

 其二级质谱不能区分 ∀又如胆汁和尿液中 相

代谢产物苷元结构相似的 个异构体  !  和

  与  或  结构有显著差异 利用二级质

谱很易区分 而  和  为异喹啉环上 2二甲氧

基分别被转化成酚羟基所得 二者质谱不能区分 此

时需利用其他联用技术如 °≤ 2  或合成目标

化合物对照确证 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈    ≥∏   ∏   °

° 的 质 量 研 究  ≈ ⁄   ≤

°∏√ 

≈ ÷∏÷  ÷  ∏ • ≠   ≥∏ ιν ϖιϖο

°    ≈ ≤ 

° 药物分析杂志    

≈ ÷∏ ÷ ≥∏   ∏   2
°# °氢溴酸盐的质量研

究及其药物动力学研究  ≈⁄  ≤ °2
∏√ 
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