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利用超高效液相色谱质谱联用分析羊耳菊 ７种成分在大鼠尿液中的排
泄过程
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摘要：目的　建立ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法，同时测定羊耳菊提取物中７种成分在ＳＤ大鼠尿液中的含量，并对其在大鼠尿液中
的排泄进行研究。方法　大鼠灌胃羊耳菊提取物后，分别收集给药后０～２、２～６、６～１２、１２～２４、２４～３６ｈ时间段的尿液。色
谱柱采用ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×５０ｍｍ，１７μｍ），柱温４５℃，０１％甲酸乙腈０１％甲酸水溶液为流动相，梯度洗

脱，流速０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１。质谱采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正负离子扫描，多反应离子监测（ＭＲＭ）模式进行定量。结果　７
种成分在测定浓度范围内线性关系良好（ｒ≥０９９１０），日内、日间精密度ＲＳＤ＜１５％，稳定性良好，提取回收率大于 ８４４１％，
不存在明显的基质效应，符合要求。结论　ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法简便、快捷、灵敏度高，可用于 ＳＤ大鼠尿液中羊耳菊提取物７
种成分的含量测定。大鼠尿液排泄结果显示，７种成分在尿液中的原型排泄率均较低，累积排泄率不足５％。
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　　羊耳菊［Ｉｎｕｌａｃａｐｐａ（ＢｕｃｈＨａｍＥｘＤＤｏｎ）
ＤＣ］又名白牛胆、山白芷、见肿消，为菊科旋覆花属
植物的新鲜或干燥全草，具有解毒、散热、祛风痰等

作用，为贵州省少数民族常用药，主要用于治疗咽喉

肿痛、感冒发热等症状［１３］。研究显示，羊耳菊提取

物具有较好的抗炎及抗微生物作用，目前以羊耳菊

为主要原料药制备的双羊喉痹通颗粒、莲菊感冒胶

囊及菊黄上清含片均已运用于临床［４５］。

药物排泄过程是药物代谢动力学的重要环节，

关系着药物的治疗效果、药效维持的时间及毒副作
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用等［６］，吸收进入体内的药物经过水解、羟基化等

系列过程生成代谢产物被排出体外，尿液排泄是药

物排出体外的主要过程。尿液中药物的浓度能反映

出药物吸收入血后经体循环代谢及肾脏排泄情

况［７］。因此，比较不同类型化合物在尿液中的含量

差异，阐明其排泄特点，对研究药物在体内的过程具

有重要意义。课题组前期对羊耳菊抗炎及抗菌的活

性成分进行了研究，鉴定了绿原酸、隐绿原酸、新绿

原酸、３，４二咖啡酰基奎宁酸、１，３二咖啡酰基奎宁
酸、４，５二咖啡酰基奎宁酸、木犀草苷等成分为羊耳
菊的主要成分，但并未对羊耳菊中主要组分在大鼠

体内的排泄情况进行研究［８１１］，因此本实验通过建

立适当的 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法，对大鼠口服羊
耳菊提取物后不同时间段尿液样品中原型成分进行

定量分析，计算累积排泄量及累积排泄率，明确其在

尿液中的排泄特点，为羊耳菊的深入研究提供参考

依据。

１　仪器与材料
１１　药物与试剂

葛根素、木犀草苷和绿原酸对照品（中国食品

药品检定研究院，批号 １１０７５２２０１５１４、１１１７２０
２０１４０８和１１０７５３２０１４１５，纯度：９５４５％、９４９％和
９９３％）；新绿原酸、隐绿原酸、１，３二咖啡酰基奎宁
酸、３，４二咖啡酰基奎宁酸和４，５咖啡酰基奎宁酸
（中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，批号：

Ｘ２０２０１４１０１２、Ｙ５８２０１４１０１２、１３８４１０１２１５、１３８４
１０１２１５和１３８４１０１２１５，纯度均大于９８％），羊耳菊
提取物（实验室自制，批号：２０１５０３１６）。
１２　实验仪器

超高效液相色谱三重四级杆质谱联用仪（美国
Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ低温高速离心机（美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；７００系列超低温冰箱（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＭＴＮ－２８００Ｄ氮吹仪（天津奥特塞恩
斯仪器有限公司）；ＥＬ２０４万分之一电子天平（梅特
勒托利多仪器上海有限公司）；ＥＬ２４０十万分之一
电子天平（梅特勒托利多仪器上海有限公司）；超纯
水机（四川沃特尔科技发展有限公司）。

１３　实验动物
健康ＳＤ大鼠，体质量为（２５０±２０）ｇ［重庆腾

鑫生物技术有限公司，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１５
０００１］。在室温２０～２５℃，相对湿度（６０±１０）％的
条件下饲养，自由进食、进水。给药前禁食１２ｈ，自
由饮水。

２　方　法
２１　溶液的配制

内标溶液的配制：精密称取葛根素５７ｍｇ，置
于５ｍＬ棕色量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，得
质量浓度为１１４ｍｇ·ｍＬ－１的葛根素储备液。精密
吸取适量储备液稀释至质量浓度为４５６μｇ·ｍＬ－１

的内标溶液，－２０℃贮存备用。
对照品溶液的配制：分别精密吸取７种对照品

储备液适量，用甲醇稀释成一定浓度的混合标准溶

液，其中４，５二咖啡酰基奎宁酸、新绿原酸、绿原酸、
３，４二咖啡酰基奎宁酸、１，３二咖啡酰基奎宁酸、隐绿
原酸和木犀草苷的质量浓度分别为 ０１０２、０１０７、
０１０３、０１０２、０１０２、０１０２和０１０３ｍｇ·ｍＬ－１，再逐
级稀释至表１中的系列浓度的标准溶液，上述溶液均
置于－２０℃贮存备用。

羊耳菊提取物的制备：取羊耳菊干燥药材 １２
ｋｇ，充分混匀，取１０倍量体积分数６０％乙醇，提取３
次，每次１ｈ，合并３次滤液，减压浓缩，回收乙醇，得
１２Ｌ浓缩液。上述浓缩液用 Ｄ１０１大孔树脂吸附
（径高比１∶４），加水洗脱至流出液无颜色后，再用
６０％乙醇洗脱，收集洗脱液，去溶剂，得浸膏，微波真
空干燥即得，得膏率为７％，－４℃条件干燥保存备
用。采用 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ对所提取的羊耳菊提取物
进行含量测定分析。经测定，羊耳菊提取物中木犀

草苷、１，３二咖啡酰基奎宁酸、３，４二咖啡酰基奎宁
酸、４，５二咖啡酰基奎宁酸、新绿原酸、绿原酸和隐
绿原酸的含量依次为 ０７４％、２０１％、３８２％、
３５６％、３８７％、２１７％、０９９％和３３６％［７］。

２２　尿液样品采集与处理
尿液样品采集：取健康 ＳＤ大鼠６只，置于代谢

笼中，实验前禁食１２ｈ，自由饮水，并同时收集空白
尿液。按生药量为１００ｇ·ｋｇ－１的剂量连续灌胃羊
耳菊提取物的蒸馏水溶液３ｄ，每天２次，收集末次
给药后０～２、２～６、６～１２、１２～２４、２４～３６ｈ时间段
的尿液，并记录各时间段的尿液体积，置于 －２０℃
冷藏。

尿液样品处理：取大鼠尿液 ３００μＬ，置于 １５
ｍＬ离心管中，加入２０％甲酸水（Ｖ∶Ｖ）６０μＬ，涡混，
加入内标溶液２０μＬ（葛根素４５６μｇ·ｍＬ－１），涡
混后加入９００μＬ甲醇沉淀蛋白，涡混５ｍｉｎ，超声
５ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心６ｍｉｎ，转移上清液，４０
℃氮吹仪吹干，残渣用３００μＬ体积分数５０％ 甲醇
水复溶，涡混３ｍｉｎ，超声３ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，取上清液进ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
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２３　ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析条件
色谱柱：ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×５０

ｍｍ，１７μｍ）；柱温：４５℃；流动相 Ａ：０１％甲酸乙
腈；流动相Ｂ：０１％甲酸水；流速：０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；
梯度洗脱程序：０～０５ｍｉｎ，５％ Ａ；０５～１ｍｉｎ，
５％～１５％Ａ；１～３８ｍｉｎ，１５％～１８％Ａ；３８～４０ｍｉｎ，
１８％～９０％Ａ；４０～５０ｍｉｎ，９０％ ～５％Ａ；进样量：
２μＬ；质谱条件：电喷雾电离源（ＥＳＩ）；去溶剂气：氮
气，８００Ｌ·ｈ－１；去溶剂气温度：５５０℃；碰撞气：氩
气，５０Ｌ·ｈ－１；扫描方式为多反应离子监测模式
（ＭＲＭ）。３，４二咖啡酰基奎宁酸等７种指标性成分及
内标化合物的监测离子见表２。
２４　方法学验证
２４１　专属性实验　分别取空白生物样品和给药
后样品，按“２２”项下尿液处理方法操作，进样分析
得相应色谱图，见图１。图１结果表明，在选定的色
谱条件下，生物样品的内源性物质不干扰被测物和

内标物的测定，分离度高，被测物峰型好。提示该方

法专属性良好。

２４２　标准曲线和线性范围　取空白尿液样品３００
μＬ，分别加入“２１”项下系列浓度的标准溶液，涡混
后分别加入２０μＬ内标溶液，其余按“２２”项下尿液
处理方法操作，进样分析，以７种指标成分的峰面积
与内标峰面积之比（Ａ／Ａｉ）为纵坐标（Ｙ），各物质浓度
（ρ）为横坐标进行直线回归，求得直线方程，即得标准
曲线。７种指标性成分的标准曲线和线性范围见表

３。结果表明，７种指标成分在相应的线性范围内线
性关系良好，相关系数ｒ均大于０９９１０。
２４３　准确度和精密度　按“２２”项下尿液处理
方法配制７种指标成分在尿液中低、中、高３个浓度
的ＱＣ样品，每个浓度进行５样本分析，与当日制备
的随行标准曲线。测定当天及连续３ｄ的各质控样
品浓度，考察该方法的日内、日间精密度和准确度。

结果见表４，绿原酸等７种指标成分在尿液样
品中的日内和日间精密度ＲＳＤ值均小于１５％，准确
度范围为９０％～１１０％，提示该方法精密度、准确度
良好，符合生物样品分析方法要求。

２４４　提取回收率和基质效应　取空白尿液样品
３００μＬ，按“２１”项下分别配制低、中、高３个浓度
的质控样品（ＱＣ），每个浓度平行５份，按“２２”项
下尿液处理方法操作得 Ａ样品；另取空白尿液样品
３００μＬ，除不加混合标准溶液外，其余按“２２”项下
尿液处理方法操作，向获得的上清液中加入相应低、

中、高浓度的混合标准溶液和内标，吹干复溶后取上

清液得Ｂ样品；另取上述低、中、高浓度的混合标准
溶液与内标，吹干复溶后取上清液得 Ｃ样品。进样
分析并计算提取回收率，提取回收率计算方法为 Ｂ
样品与Ａ样品色谱峰面积之比，基质效应计算方法
为Ｂ样品与 Ｃ样品的色谱峰面积之比。结果见表
４，绿原酸等７种指标成分在尿液样品中提取回收率
均大于８０４１％，表明该方法提取回收率较高，且不
存在明显的基质效应，符合生物样品分析方法要求。

表１　羊耳菊７种指标成分的系列标准溶液浓度
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｓｅｒｉｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｅｒｉｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／μｇ·ｍＬ－１

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７ ００５２ ０１５５ ０４６５ １３９４ ４１８１ １２５４３ ３７６３
Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１８ ００５５ ０１６４ ０４９１ １４７３ ４４２０ １３２５９ ３９７７
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１８ ００５３ ０１５８ ０４７３ １４１８ ４２５５ １２７６５ ３８２９
３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７ ００５２ ０１５６ ０４６７ １４０２ ４２０６ １２６１７ ３７８５
１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７ ００５２ ０１５５ ０４６６ １３９９ ４１９８ １２５９３ ３７７７
Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１７ ００５２ ０１５５ ０４６６ １３９９ ４１９８ １２５９３ ３７７７
Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ００１７ ００５２ ０１５６ ０４６７ １４０２ ４２０６ １２６１７ ３７８５

表２　羊耳菊７个指标成分及内标化合物的质谱分析条件
Ｔａｂ２　ＭａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｓｅｖｅｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄＩＳ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｉｒｏｎｐａｉｒ（ｍ／ｚ） Ｃｏｎｅｖｏｌｔａｇｅ／Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｖｏｌｔａｇｅ／Ｖ ＥＳＩ

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ５１５２９→１７３０８ ３５ ２５ －

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ３５３１５→１９１０３ ２５ １５ －

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ３５３１７→１９１０４ ２５ １５ －

３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ５１５２７→３５３１５ ２５ １５ －

１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ５１５２９→３５３１６ ３５ １７ －

Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ３５３２１→１７３０８ ３５ １７ －

Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ４４７２９→２８５０２ ２５ １５ －

Ｐｕｅｒａｒｉｎ ４１７１６→２９７０７ ３０ １５ ＋
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图１　羊耳菊７个指标性成分及内标在尿液样品中的ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ图谱
Ａ－空白尿液；Ｂ－空白尿液加对照品溶液；Ｃ－给药后样品；１－绿原酸；２－新绿原酸；３－隐绿原酸；４－葛根素；５－１，３二咖啡酰基奎宁酸；６－木犀草苷；

７－３，４二咖啡酰基奎宁酸；８－４，５二咖啡酰基奎宁酸

Ｆｉｇ１　ＴｙｐｉｃａｌＵＰＬＣＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄＩＳｉｎｒａｔｕｒｉｎｅ
Ａ－ｂｌａｎｋｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅ；Ｂ－ｂｌａｎｋｕｒｉｎｅｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ－ｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅ；１－ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；２－ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；３－ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；

４－ｐｕｅｒａｒｉｎ；５－１，３ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ；６－ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ；７－３，４ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ；８－４，５ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ

表３　新绿原酸等７个指标性成分在尿液样品中的标准曲
线及线性范围

Ｔａｂ３　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔｓｓｕｃｈａｓｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｅｔｃｉｎｕｒｉｎｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｉｎｅｒａｎｇｅ

／μｇ·ｍＬ－１
Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ
ｒ

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７－３７６３ Ｙ＝２６８０９ρ＋２０６３ ０９９９２
Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１８－３９７７ Ｙ＝４８０７ρ＋１５６４４ ０９９２０
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１８－３８２９ Ｙ＝１３１０１ρ＋１２９６２ ０９９９８
３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７－３７８５ Ｙ＝１０１２６ρ＋１６５８６ ０９９３３
１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００１７－３７７７ Ｙ＝７０８６７ρ－０６３７９０９９８４
Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００１７－３７７７ Ｙ＝１１８５１ρ＋９１９９５０９９８９
Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ００１７－３７８５ Ｙ＝２１１３５ρ－０４９４９０９９１０

２４５　样品稳定性　取空白生物样品，按“２１”项
下方法操作，制成低、中、高３个浓度的尿液 ＱＣ，每
个浓度进行５样本分析，分别考察尿液样品经历３
次冻融循环以及处理后在进样器中放置６ｈ的稳定
性。结果见表５，尿液样品在自动进样器中放置６ｈ
和反复冻融３次后，样品中７个成分的峰面积偏差
均在１５％以内，表明尿液中待测物在自动进样器中
放置６ｈ和反复冻融３次后的稳定性良好。

２５　实验结果
按“２２”项下方法测定尿液样品，并以随行标

准曲线计算不同时间段样品中待测物的浓度，根据

相应时间段的样品体积计算排泄量及累积排泄量，

见表６、７。累积排泄量与给药剂量的比值即为累积
排泄率，以时间为横坐标，累积排泄率为纵坐标绘制

累积排泄率时间曲线，见图２。结果显示，新绿原
酸、３，４二咖啡酰基奎宁酸、４，５二咖啡酰基奎宁酸和
木犀草苷在１２～２４ｈ排泄量最大，排泄量分别占给
药 量 的 （１００±０１７）‰、（２１６±０７５）‰、
（１４５±０１７）‰和（０２９±００５）‰，２４ｈ后排泄量减
少；绿原酸、隐绿原酸和１，３二咖啡酰基奎宁酸在６～
１２ｈ排泄量最大，在６～１２ｈ排泄量最大，排泄量分
别占给药量的（０８９±０１１）‰、（０７７±００６）‰和
（０３５±００２）‰，１２ｈ后排泄量减少。在０～３６ｈ
内，７种成分在尿液中的累积排泄率分别为新绿原
酸（２６２±０３５）％，绿原酸（２７０±０１６）％，隐绿
原酸（２２２±０１７）％，１，３二咖啡酰基奎宁酸
（１１４±０１７）％，３，４二 咖 啡 酰 基 奎 宁 酸
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　　　　　　表４　羊耳菊中７个指标成分在大鼠尿液中的准确度、精密度、回收率和基质效应考察结果．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｔａｂ４　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｓｕｃｈａｓｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｅｔｃｉｎ

ｒａｔｕｒｉｎｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
ρ

／μｇ·ｍＬ－１
Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

Ｉｎｔｅｒｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ＲＳＤ／％

Ｉｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ＲＳＤ／％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ

／％

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５２ １０２１±７４ １３２ １２１ ８２２４±９９ ８９１１±３２

１４７ ９８８８±６７ ９８ ５５ ９６９６±８２ ９２３３±５５

１３２６ ９９２１±３４ ４３ ５９ ９７９９±６４ ９１２３±４６

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５３ １０９１±１６５ １４１ ９１ ９８６４±６３ ９４１９±７９

１４２ １００９±４３ ６９ ５７ １０２５２±９２ ９６２５±４３

１２７６ ９８９±２３ ４１ ６４ ９９６３±５７ ９８６９±３１

Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５３ １０５１±１２１ １４１ １２８ ８０４１±９４ ９４４３±６７

１３９ １０３１±５６ ７６ ７２ ８９２４±５４ ９２１３±４４

１２５９ ９８２９±３１ ３３ ９６ ９５８４±４６ ９３５４±５６

１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ １０１９±８１ １１１ １１１ ８３４１±９５ ９３３２±２１

１３９ ９９５±４４ ６６ ９６ ９７２９±５８ ９１３９±４６

１２５９ ９８５±５６ ４２ ５８ ９６３２±５３ ９４４３±４８

３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ １０３９±１２１ １３４ １１２ ９１３２±４２ ９１２９±５７

１４ ９９７±７２ ４２ ９２ ９０５５±５７ ８７３３±４３

１２６２ ９７８±２７ ７２ ８１ ８９８７±５３ ８６１２±５８

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ １０２２±９１ ８２ ９７ ８７４５±７９ ８８１２±４８

１３９ ９７２±６２ ５５ ４４ ９２１８±６５ ９１２３±６９

１２５４ ９９９±４６ ６６ ５３ ９０２２±７５ ９２６１±３１

Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ００５２ １０２１±１０９ ９４ １０２ ９２３３±５３ ９３３４±４２

１４ ９８９±４９ ８６ ５３ ９０４３±９２ ９４９９±８９

１２６２ ９９２±４２ ６８ ４４ ８７６９±５３ ９２１９±５８

表５　羊耳菊中７个指标成分在大鼠尿液中的稳定性考察结果．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｔａｂ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｓｕｃｈａｓｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｅｔｃｉｎｒａｔｕｒｉｎｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
ρ

／μｇ·ｍＬ－１

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｓｈｏｒｔｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ

Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ／ＲＳＤ％ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ／ＲＳＤ％

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５２ ９８０±１２１ １４２ ９８３±１１６ １２５

１４７ ９６８±５７ ７５ ９５７±５８ １１６

１３２６ ９７３±４６ ５４ ９４５±３６ ６３

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５３ １０１１±９８ １２３ ９８１±１０８ ９５

１４２ ９８５±６１ ５１ ９７８±７６ ８６

１２７６ ９５５±４４ ３１ ９２５±４３ ６４

Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ００５３ １０１８±９１ １１３ ９７１±８２ ９７

１３９ １０３３±７５ ５７ ９７４±６５ ８４

１２５９ ９８２±５４ １４ ９８９±４９ ６２

１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ ９８２±７２ ９２ ９５７±６１ １１９

１３９ ９９５±５４ ５７ ９４８±８４ ８６

１２５９ ９９５±５３ ３１ ９７４±５３ ７８

３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ １０１１±９６ ９３ ９９３±１２１ １０６

１４ ９６２±４４ ５４ ９８１±５４ ８５

１２６２ ９７５±６１ ３４ ９８３±６２ ６６

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ００５２ ９５３±５１ ９５ ９６２±５１ １０７

１３９ ９４４±４３ ５５ ９７６±２２ ７５

１２５４ ９３６±５６ ２７ ９９９±５６ ８８

Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ００５２ １００６±７９ １０４ ９９４±７８ ９６

１４ ９８９±８９ ６６ ９６４±８９ ８３

１２６２ ９８５±４２ ５６ ９６２±５２ ６３
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表６　羊耳菊提取物中７个指标成分在尿液中的排泄量．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ６　ＴｈｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎＩｎｕｌａｃａｐｐａｏｒｔｅｘｔｒａｃｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
ｍ（ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ）／μｇ

０－２ｈ ２－６ｈ ６－１２ｈ １２－２４ｈ ２４－３６ｈ

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １０２±０５１ １７９±０１４ ４８７±１２０ ５１７±０９７ ０６４±０１２

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １９６±０２５ ３３９±０８８ ４６１±１００ ２９８±０８３ ０９８±０２３

Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １７２±０９１ ３４０±０２０ ３９９±０３９ １６６±０２２ ０７７±０１１

１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ０７５±００４ １１２±０６３ １８２±０２１ １３６±０４９ ０８５±０２４

３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １６０±０３８ １７５±０１６ ３０９±０６８ １１２０±１０２ １５８±０８３

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １３５±０２２ １６３±００６ ２３１±０４４ ７５２±１１２ ０８５±０１２

Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ０６７±００３ ０７４±００２ ０８４±０１７ １５２±０５２ ０４８±００７

表７　羊耳菊提取物中７个指标成分在尿液中的累积排泄量．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ７　ＴｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎＩｎｕｌａｃａｐｐａｏｒｔｅｘｔｒａｃｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　
ｍ（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎ）／μｇ

０－２ｈ ０－６ｈ ０－１２ｈ ０－２４ｈ ０－３６ｈ

Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １０２±０５１ ２８１±０４３ ７６８±１３５ １２８５±２３０ １３５０±２４０

Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １９６±０２５ ５３５±１１２ ９９６±２１４ １２９４±２９６ １３９２±３１９

Ｃｒｙｐｔｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ １７２±０９１ ５１２±０４２ ９１１±０８０ １０７７±１０２ １１５４±１１４

１，３Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ０７５±００４ １８７±０６７ ３６９±０８９ ５０６±１３８ ５９０±１６０

３，４Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １６０±０３８ ３３６±０５４ ６４４±１２２ １７６４±２２３ １９２３±３０５

４，５Ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ １３５±０２２ ２９８±０２７ ５２９±０７２ １２８１±１８７ １３６６±１９９

Ｇａｌｕｔｅｏｌｉｎ ０６７±００３ １４２±００５ ２２６±０３４ ３７８±０８７ ４２６±０９３

图２　羊耳菊提取物中７个指标成分在尿液中的累积排泄率时间曲线．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｓｅｖｅｎｉｎｄｅｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｒａｔｕｒｉｎｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎＩｎｕｌａｃａｐｐａｏｒｔｅｘｔｒａｃｔｓ．ｎ＝６，
珋ｘ±ｓ

（３７２±０８９）％、４，５二咖啡酰基奎宁酸（２６４±
０３６）％和木犀草苷（０８１±０１３）％。结果表明，７
种成分在尿液中的原型排泄率均较低，累积排泄率

不足５％。

３　讨　论
本实验建立了ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ的测定方法，同时

测定羊耳菊７种成分在尿液中的含量。ＨＰＬＣＭＳ／
ＭＳ技术集分离、定性和定量于一体，具有分析速度
快、选择性强、灵敏度高和重复性好等优点，可同时

对同一样品中多种药物成分进行检测。结果显示，

各待测组分、内标峰与杂质峰可完全分离，具有较高

的专属性，灵敏度高，重复性好，符合生物样品的分

析要求。

本实验结果显示，羊耳菊提取物中７种成分在
大鼠尿液中的原型排泄率较低，累积排泄率小于

５％，提示羊耳菊提取物在大鼠体内可能存在广泛的
代谢过程或其他排泄途径。课题组前期对羊耳菊提

取物在大鼠体内的药动学过程进行了研究，在血浆

中几乎检测不到咖啡奎宁酸类成分的原型，在大鼠
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胆汁及粪便中检测到大量代谢产物［９１０］，有关文献

显示该类成分生物利用度较低，易与肠道菌群中的

还原酶、酯酶等反应而生成代谢产物［１２１４］，这可能

是引起奎宁酸类成分在大鼠尿液样品含量较低的原

因。在本次实验中，羊耳菊提取物中木犀草苷在

０～３６ｈ的累积排泄量最低，（４２６±０９３）μｇ，且累
积排泄率小于１％，明显低于其他化合物，可能由于
肝脏和肠道是大部分黄酮类化合物的主要代谢场

所，经口服给药后，黄酮类化合物一般在胃肠道内发

生代谢，通过胃肠吸收进入体内的成分主要为代谢

产物。黄酮苷在肠道中易被肠道菌群水解为黄酮苷

元而吸收进入血液，黄酮苷元进入血液后，在肝脏中

容易发生氧化、结合等反应而生成代谢产物［１５］。有

研究显示，大鼠口服木犀草苷后，在尿液、粪便等排

泄物中检测到木犀草苷经氧化、葡糖醛酸化等反应

的代谢产物，未检测到其原型，上述原因可能导致木

犀草苷在大鼠尿液中原型排泄量少，原型排泄

率低［１６］。

本实验建立了ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法，该方法
准确、灵敏、重复性好，适用于多种成分的定量检测。

通过研究灌胃给予羊耳菊提取物后大鼠尿液中７个
成分的排泄情况，对在大鼠体内过程及药效物质基

础研究具有指导意义，为进一步研究羊耳菊提取物

在尿液中评价药物疗效提供依据。
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