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黄连水提液中木兰花碱和木兰花碱单体
代谢动力学差异
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［摘要］  目的：探讨黄连水提液中木兰花碱和木兰花碱单体代谢动力学差异。方法：采用大鼠体外肠渗透液-肝

微粒体温孵联动模型，考察木兰花碱体外肝微粒体代谢动力学特性，并采用高效液相色谱-线性离子阱/静电场轨道阱高

分辨质谱法（HPLC-LTQ/Orbitrap MS）对木兰花碱代谢产物进行定性鉴别，分析木兰花碱代谢途径，考察木兰花碱与

黄连中其他成分代谢性相互作用。结果：黄连水提液中木兰花碱的米氏常数 [Km，（0. 53±0. 16）μmol·L–1] 低于木兰花

碱单体 [（0. 85±0. 12）μmol·L–1，P<0. 05]，表明黄连水提液中木兰花碱对大鼠肝微粒体的亲和性大于木兰花碱单体；

黄连水提液组最大反应速度（Vmax）、肝固有清除率（CLint）及肝清除率（CL）均低于木兰花碱单体组（P<0. 05），黄

连水提液组半衰期（T1/2，44. 22 min）较木兰花碱组（37. 35 min）延长（P<0. 01），表明黄连水提液中木兰花碱在大

鼠肝微粒中代谢和消除速率变慢，T1/2更长。木兰花碱与黄连水取液中木兰花碱的代谢产物存在差别。木兰花碱检出代

谢产物 5 个，黄连水提液中检出木兰花碱的代谢产物 8 个。木兰花碱代谢途径主要为羟基化、去甲基化、脱氢、酮基

化、葡萄糖化和葡萄糖醛酸化。黄连水提液中木兰花碱一羟基化代谢产物及一脱甲基化代谢产物在肝微粒体中可进一

步发生羟基化代谢。结论：木兰花碱在肠道和肝微粒体中均可产生代谢。黄连中其他成分可降低木兰花碱在大鼠肝微

粒体中的代谢速率，增加其代谢产物的数量。
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[Abstract]  Objective: To investigate the differences in metabolic kinetics between monomeric magnoflorine and 

magnoflorine in Coptidis Rhizoma water extract. Methods: The linkage rat model of "intestinal penetrating fluid-liver 

microsome incubation" in vitro was adopted to study the metabolic kinetic characteristics of magnoflorine in vitro liver 

microsome and to identify the metabolites by high performance liquid chromatography-linear ion trap/electrostatic field 
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orbitrap high resolution mass spectrometry (HPLC-LTQ/Orbitrap MS). The metabolic pathways of magnoflorine were 

analyzed, and the interaction between magnoflorine and coexisting components in Coptidis Rhizoma was investigated. 

Results: The Michaelis constant [Km, (0.53±0.16) μmol·L–1] of magnoflorine in Coptidis Rhizoma water extract was lower 

than that [(0.85±0.12) μmol·L–1] of magnoflorine monomer (P<0.05), which indicated that the affinity of magnoflorine in 

Coptidis Rhizoma water extract in the rat liver microsome was higher than that of magnoflorine monomer. The maximum 

reaction velocity (Vmax), hepatic intrinsic clearance (CLint), and hepatic clearance (CL) of magnoflorine in Coptidis Rhizoma 

water extract were lower than those of magnoflorine monomer (P<0.05), and the half-time (T1/2) of magnoflorine in Coptidis 

Rhizoma water extract (44.22 min) was higher than that (37.35 min) of magnoflorine monomer (P<0.01), suggesting that the 

metabolism and elimination rates of magnoflorine in Coptidis Rhizoma water extract in the rat liver microsome were slower, 

and the half-life period was longer. The results indicated that monomeric magnoflorine and magnoflorine in Coptidis 

Rhizoma water extract had different metabolites. Five metabolites were found in monomeric magnoflorine, while eight 

metabolites were found in magnoflorine in Coptidis Rhizoma water extract. The pathways to these metabolites were 

hydroxylation, demethylation, dehydrogenation, ketonization, glucosylation, and glucuronidation. Mono-hydroxylation and 

mono-demethylation metabolites of magnoflorine in Coptidis Rhizoma water extract in the intestinal penetrating fluid could 

be further metabolized in the rat liver microsome. Conclusion: Magnoflorine can metabolize in both intestinal tract and liver 

microsomes. Coexisting components in Coptidis Rhizoma reduce the metabolic rate of magnoflorine in the rat liver 

microsome and increase the number of its metabolites.

[Keywords]  magnoflorine; Coptidis Rhizoma; HPLC-LTQ/Orbitrap MS; enterohepatic metabolism; metabolic 

kinetics; metabolites; interaction

黄连为临床常用中药，其中生物碱类为其最主

要的药效成分[1-3]。生物碱主要为苄基异喹啉类，

包括原小檗碱型和阿朴啡型，前者研究较多，后

者近年来也逐渐受到关注[3]。木兰花碱是黄连中重

要的阿朴啡型生物碱[4]，具有抗肿瘤、抑菌、降

糖、抗氧化、免疫调节等广泛的生物活性[5-8]。本

课题组前期药动学研究表明，黄连中其他成分可

显著降低木兰花碱的吸收和消除速率[9]，但木兰花

碱与黄连中其他成分相互作用具体存在于吸收、

分布、代谢和排泄哪个环节尚不清楚。药物代谢

是药动学研究的重要环节，关系着药物的治疗效

果、药效维持时间及不良反应等。药物经过代谢

可能使其活性丧失或者生成具有毒性的代谢产物，

将直接影响药物的有效性与安全性[10]。肝脏含有丰

富的药物代谢酶系统，是药物代谢和生物转化的

主要器官，因此探讨药物在肝脏中的稳定性及代

谢情况尤为重要[11]。

本研究采用肠渗透液-肝微粒体温孵联动模型，

将木兰花碱及黄连水提物肠渗透液与大鼠肝微粒体

进行体外温孵，考察木兰花碱的吸收、代谢特性，

并采用高效液相色谱-线性离子阱/静电场轨道阱高分

辨质谱法 （HPLC-LTQ/Orbitrap MS） 鉴定木兰花碱

及黄连水提液肠渗透液中木兰花碱代谢产物，探讨

木兰花碱在肠道和肝微粒体中的代谢规律，以及与

黄连中共存成分可能存在的代谢性相互作用，为木

兰花碱的新药开发和黄连临床合理应用提供参考。

1　材料

1. 1　实验动物

无特定病原体（SPF）级 Sprague-Dawley （SD）

大鼠 18只，雄性，体质量（200±20）g，购于北京斯

贝福生物技术有限公司，实验动物生产许可证号：

SCXK （京） 2019-0010。本研究由北京中医药大学

医学与实验动物伦理委员会批准，编号：BUCM-4-

2021090305-3065。
1. 2　试药

雄性 SD大鼠肝微粒体 [汇智泰康生物技术（北

京） 有限公司，蛋白质量浓度为 20 mg·mL–1]；黄

连饮片 （北京本草方源药业集团有限公司，批号：

20191124，经北京中医药大学中药学院张贵君教授

鉴定为毛茛科植物黄连Coptis chinensis Franch. 的干

燥根茎，木兰花碱质量分数为 4. 35 mg·g–1）；对照

品木兰花碱 （批号：MUST-12022901，纯度>98%，

成都曼斯特生物科技有限公司）；对照品荷叶碱（内

标，批号：111566-200402，中国食品药品检定研究

院，供含量测定用）；乙腈、甲醇 （色谱纯，美国

Fisher公司）；甲酸（色谱纯，美国 MREDA 公司）；

水为超纯水；其他试剂均为分析纯。
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1. 3　仪器

TSQ Quantum型液质联用仪 [配有大气压化学离

子源 （APCI）、电喷雾离子源 （ESI） 及 Xcalibur 数

据系统]、LTQ-Orbitrap型电喷雾液相质谱联用仪 [包

括电喷雾离子源（ESI）、Xcalibur数据处理系统] 均

购于美国Thermo Scientific公司；VORTEX GENIVS 

3型漩涡混匀仪（德国 IKA公司）；MTN-2800D型氮

气吹干仪（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）。

2　方法

2. 1　溶液的制备

2. 1. 1　 Krebs-Ringer′s 肠营养液　分别称取 NaCl 

7. 80 g、KCl 0. 35 g、CaCl2 0. 37 g、NaH2PO4 0. 32 g、

NaHCO3 1. 37 g、葡萄糖 1. 40 g、MgCl2 0. 02 g，加

蒸馏水溶解并定容于 1000 mL，摇匀并调节 pH 至

7. 4，即得。

2. 1. 2　0. 15 mol·L–1 KCl 缓冲液　精密称取 KCl、

Tris、乙二胺四乙酸 （ETDA）、蔗糖适量，超纯水

定容至体系含有0. 15 mol·L–1 KCl、10 mmol·L–1 Tris、

1 mmol·L–1 ETDA、0. 25 mmol·L–1蔗糖溶液，充分

混匀后用HCl调节pH至7. 4，即得。

2. 1. 3　还原型辅酶Ⅱ （NADPH） 启动系统　精密

称取 NADPNa2、6-磷酸葡萄糖二钠 （G-6-P）、6-磷

酸葡萄糖脱氢酶（G-6-PDH）、MgCl2适量，超纯水

定容至体系含有 1 mmol·L–1 NADPNa2、20 mmol·L–1  

G-6-P、2 U·L–1 G-6-PDH、20 mmol·L–1 MgCl2，现用

现配。

2. 1. 4　木兰花碱对照品储备液　精密称取木兰花碱

对照品适量，加甲醇制成质量浓度为3. 244 mg·mL–1

的木兰花碱对照品储备液，备用。

2. 1. 5　荷叶碱对照品溶液　精密称取内标荷叶碱对

照品适量，加甲醇制成质量浓度为 0. 434 mg·mL–1

的荷叶碱内标对照品储备液，备用。

2. 1. 6　木兰花碱供试品溶液　取一定量的木兰花碱

对照品储备液，加Krebs-Ringer′s肠营养液稀释成质

量浓度为20 µg·mL–1的木兰花碱供试品溶液。

2. 1. 7　黄连水提液　制备方法同文献[12]，临用前

用Krebs-Ringer′s肠营养液稀释成木兰花碱质量浓度

为20 µg·mL–1的黄连水提液。

2. 2　HPLC-LTQ/Orbitrap MS测定条件

2. 2. 1　定量 HPLC-LTQ/Orbitrap MS 条件　色谱条

件和质谱条件同文献[12]。

2. 2. 2　定性HPLC-LTQ/Orbitrap MS条件　

2. 2. 2. 1　色谱条件　Agilent TC-C18色谱柱 （150 mm×

4. 6 mm，5 μm）；采用 C18保护柱（10 mm×4. 6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈（A） -0. 1%甲酸（B），梯度洗

脱 （0~5. 0 min， 5%A； 5. 0~5. 1 min， 5%~15%A；

5. 1~10. 0 min，15%A；10. 0~20. 0 min，15%~60%A；

20. 0~21. 0 min，60%~80%A；21. 0~25. 0 min，80%A）；

流速：1. 0 mL·min–1；柱温：30 ℃；进样体积：10 μL；

分流比：4∶1。
2. 2. 2. 2　质谱条件　LTQ-Orbitrap 型电喷雾液相质

谱联用仪，ESI电压：4000 V；毛细管电压：35 V；

管透镜电压：110 V；毛细管温度：350 ℃；常压化

学电离子源（APCI）雾化室温度：300 ℃；鞘气体

积流量：30 L·min–1；辅助气体积流量：10 L·min–1；

正离子采集模式；质量扫描范围m/z 100~1000。
2. 3　肠渗透液收集

取SD大鼠 18只，随机分为 3组，每组 6只，分

别为空白组、木兰花碱 20 µg·mL–1肠吸收组、黄连

水提液（含木兰花碱20 µg·mL–1）肠吸收组[13]。

实验前，大鼠禁食 12 h，自由饮水。25% 乌拉

坦腹腔注射麻醉，将麻醉大鼠固定于手术台板上，

打开腹腔，取出十二指肠（距幽门1 cm处取10 cm）、

空肠（距幽门15 cm处取10 cm）、回肠（盲肠上20 cm 

处取10 cm）、结肠（从盲肠后端开始往下取10 cm），

用预温的37 ℃ Krebs-Ringer′s液灌流冲洗肠内容物。

向各组肠囊中分别注入Krebs-Ringer′s液、木兰花碱

及黄连供试品溶液各 1. 0 mL，将肠囊放入已预温的

Krebs-Ringer′s肠营养液10 mL中，持续通入5% CO2，

保持 37 ℃恒温，温孵 120 min，等量吸取各肠段渗

透液混合，作为各组肠渗透液。

2. 4　肝微粒体代谢动力学实验

肝微粒体孵育体系包含终质量浓度为1. 0 mg·mL–1

的大鼠肝微粒体、100 ng·mL–1的木兰花碱肠渗透液

或黄连水提液肠渗透液（含 100 ng·mL–1木兰花碱）

和 1 倍体积的 NADPH 启动系统 （相当于终浓度为

1 mmol·L–1 NADPNa2、20 mmol·L–1 G-6-P、2 U·L–1 

G-6-PDH、20 mmol·L–1 MgCl2）和 0. 15 mol·L–1 KCl

缓冲液适量，总体积为 1. 6 mL。其中有机溶剂的量

不超过总体积的 1%。温孵系统在 37 ℃水浴预温孵

5 min，然后加入NADPH系统启动反应，37 ℃水浴振
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荡温孵，分别在0、15、30、45、60、90、120 min时

取样 200 μL，并立即加入 2 倍体积的冰乙腈 （含

4. 66 ng·mL–1荷叶碱）终止反应，涡旋混匀，15 000×g

离心 10 min，上清液氮气吹干，残渣用甲醇 400 μL

复溶，15 000×g 离心 15 min，取上清液 HPLC-LTQ/

Orbitrap MS分析木兰花碱含量，计算木兰花碱肝代

谢动力学参数；温孵 90 min的样品用于检测木兰花

碱代谢产物。

上述温孵体系为 1. 6 mL，变化木兰花碱或黄连

水提液肠渗透液（含相同质量浓度的木兰花碱）的

质量浓度，使木兰花碱终质量浓度为10、20、40、80、
160、320 ng·mL–1，于 37 ℃水浴振荡孵育 30 min，

其余操作同上，进行HPLC-MS分析，考察不同质量

浓度木兰花碱肝代谢动力学特性。

2. 5　数据处理与分析

2. 5. 1　半衰期 （T1/2）、固有清除率 （CLint） 及清除

率 （CL） 计算　将木兰花碱的 0 时质量浓度作为

100%，其他时间点的质量浓度与 0时质量浓度相比

得到木兰花碱的剩余百分比。各时间点的剩余百分

比的自然对数与相应的温孵时间之间回归求得斜率

（k），求得原药微粒体代谢的 T1/2 （min），应用 Well 

Stirred Model 对微粒体代谢的数据进行外推可得到

木兰花碱在大鼠肝中的CLint （mL·min–1·kg–1）和肝

CL（mL·min–1·kg–1）。

2. 5. 2　最大代谢速率（Vmax）和米氏常数（Km）计

算　计算木兰花碱的代谢速率V （μmol·min–1·g–1），

采用 Line Weaver-Burk 双倒数作图法，以代谢速率

的倒数 （1/V） 对木兰花碱质量浓度的倒数 （1/[S]）

作图，计算得Km和Vmax。其中截距的倒数即Vmax，斜

率与 Vmax的乘积即为 Km，得出木兰花碱的体外代谢

动力学参数。

2. 5. 3　统计分析　代谢动力学参数采用（
-x ± s）表

示。采用 SPSS Statistic 19. 0 对数据进行统计分析，

计算木兰花碱的肝代谢动力学参数。肝代谢动力学

参数的对比分析采用 t检验。

3　结果

3. 1　代谢动力学结果

3. 1. 1　HPLC-LTQ/Orbitrap MS测定方法学考察　

3. 1. 1. 1　专属性　分别制备大鼠空白肝微粒体温

孵液、空白肝微粒体温孵液+木兰花碱肠渗透液

（51 ng·mL–1） 及内标 （荷叶碱，4. 66 ng·mL–1）、

60 min 木兰花碱肠渗透液的肝微粒体温孵液，按照

2. 4 项下方法处理后进行 HPLC-LTQ/Orbitrap MS 分

析。结果表明，在木兰花碱和内标的出峰位置肝微

粒体中的内源性成分无干扰，见图1。

3. 1. 1. 2　标准曲线及定量下限　精密吸取木兰花碱

储备液适量，置于灭活的大鼠肝微粒体温孵体系中，

使体系中木兰花碱的终质量浓度依次为 5. 1、10. 2、
20. 4、51. 0、102. 0、204. 0、510. 0 ng·mL–1，取上述

溶液200 μL与2倍体积的冰乙腈（含4. 66 ng·mL–1荷

叶碱） 混合，其余按 2. 4 项下方法处理，HPLC-

LTQ/Orbitrap MS测定。以木兰花碱质量浓度为横坐标

（X），木兰花碱与内标的峰面积比值为纵坐标（Y），用

加权最小二乘法进行回归运算，求得标准回归方程Y=

0. 021 1X–0. 013 1 （r =0. 998 4）。木兰花碱质量浓

度为5. 1~510. 0 ng·mL–1时线性关系良好。按信噪比

（S/N） =10计算，定量下限为5. 1 ng·mL–1。

3. 1. 1. 3　准确度和精密度　取木兰花碱低、中、高

注：A. 大鼠空白肝微粒体温孵液；B. 空白肝微粒体微温孵液+木兰花

碱肠渗透液；C. 60 min木兰花碱肠渗透液的肝微粒体微温孵液；1. 木

兰花碱；2. 荷叶碱。

图1　大鼠肝微粒体温孵液中各样品选择反应监测（SRM）

色谱图
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3 个质量浓度 （10. 2、51. 0、204. 0 ng·mL–1） 的肝

微粒体溶液，按 2. 4 项下方法操作，同一天内对各

质量浓度进行 6样本测定，连续测定 3 d，并与标准

曲线同时进行，由当日的标准曲线计算各样品质量

浓度。分别计算准确度和精密度，结果RSD分别为

4. 32%、3. 51%，符合方法学测定要求。

3. 1. 1. 4　提取回收率和基质效应　配制低、中、高

3 个质量浓度的木兰花碱肝微粒体对照品溶液，每

个质量浓度 6份，按 2. 4项下方法处理后检测，记录

木兰花碱和内标的峰面积（样品 A）。另取离心管 5
支，预处理后的空白肝微粒体溶液中添加已知质量

浓度的木兰花碱和内标对照品溶液，记录不同质量

浓度木兰花碱和内标的峰面积（样品B）。用流动相

配制低、中、高 3 个质量浓度不含基质的纯样品溶

液，测定响应值（样品C）。提取回收率的计算值为

样品 A 与样品 C 的色谱峰面积比；基质效应的计算

值为样品 B 与样品 C 的色谱峰面积比。同时考察内

标在 4. 66 ng·mL–1时的基质效应和提取回收率。结

果RSD分别为3. 73%、3. 94%，符合测定要求。

3. 1. 1. 5　稳定性　制备木兰花碱质量浓度为 10. 2、
51. 0、204. 0 ng·mL–1的含药肝微粒体，每个质量浓

度 5份，置于–20 ℃冰箱中冷冻，然后室温下解冻，

重复冻融 3次，最后一次室温解冻后，按 2. 4项下方

法处理后测定，计算冻融稳定性；制备木兰花碱质

量浓度为 10. 2、51. 0、204. 0 ng·mL–1的含药肝微粒

体，每个质量浓度 5份，按 2. 4项下方法处理后，在

室温（20 ℃）条件下放置 8 h 后进样，测定木兰花

碱质量浓度，计算室温放置稳定性。结果 RSD 分

别为 3. 25%、3. 77%，符合测定要求。

3. 1. 2　木兰花碱代谢动力学实验结果　

3. 1. 2. 1　T1/2、CLint及 CL　黄连水提液中木兰花碱

在各个时间点的剩余率均高于木兰花碱单体，表明

黄连水提液中木兰花碱在大鼠肝微粒体中代谢速率

较慢（表 1）。取表 1 中 60 min 对应的曲线直线段数

据求斜率（k），求得T1/2、CLint和CL，结果见表2。
3. 1. 2. 2　Vmax和 Km　不同质量浓度的木兰花碱及黄

连水提液肠渗透液进行大鼠肝微粒体温孵，计算得

木兰花碱的V，结果见表 3。两组中随着木兰花碱质

量浓度增大，代谢速率均增大，且木兰花碱单体组

代谢速率高于黄连水提液组。采用Line Weaver-Burk

双倒数作图法，计算得Km和Vmax，结果见图2、表2。
3. 1. 2. 3　动力学结果比较分析　肝微粒体代谢稳定

性的评价标准如下：T1/2<30 min，表明受试化合物代

谢不稳定；T1/2为 30~90 min，表明受试化合物代谢

稳定性为中等；T1/2>90 min，表明受试化合物代谢稳

定性良好[14]。由此可见，木兰花碱及黄连水提液肠

渗透液中木兰花碱在大鼠肝微粒体中均具有中等稳

定性。Km值代表底物与酶的亲和性，Km值越大，表

明亲和性越小，表明黄连水提液肠渗透液中木兰花

碱对大鼠肝微粒体的亲和性大于木兰花碱肠渗透液。

由表 2 可知，两组中木兰花碱体外大鼠肝微粒

体代谢动力学差异具有统计学意义（P<0. 05）。T1/2、

CLint、CL 和 Vmax结果表明，黄连水提液肠渗透液较

木兰花碱肠渗透液中木兰花碱在大鼠肝微粒体中代

谢和消除速率慢，T1/2长，从两组中木兰花碱在大鼠

肝微粒体中的代谢动力学参数变化可知，黄连中其

他成分可增强木兰花碱与大鼠肝微粒体的亲和性，

降低木兰花碱在大鼠肝微粒体中的代谢和消除速率。

3. 2　代谢产物分析

药物在生物体内发生代谢转化反应时其基本骨

架结构及亚结构不会发生变化，这是因为药物分子

主要进行官能团反应或者是与内源性极性分子发生

结合反应等，因此代谢产物具有原药的质谱特征裂

解碎片及中性丢失。在正离子检测模式下，将给药

表1　肝微粒体温孵体系中木兰花碱剩余率（x̄±s, n=3）

%

组别

木兰花碱组

黄连水提液组

0 min

100.00±4.73
100.00±6.33

15 min

80.91±3.55
86.22±1.67

30 min

56.09±1.32
71.07±3.01

45 min

46.07±2.90
52.45±2.64

60 min

32.84±1.68
39.45±1.87

90 min

26.06±1.60
30.18±2.11

120 min

19.76±1.49
24.45±2.18

表2　木兰花碱在大鼠肝微粒体中的代谢动力学参数（x̄±s, n=3）

组别

木兰花碱组

黄连水提液组

T1/2/min

37.35±2.98
44.22±5.10**

CLint/mL·min–1·kg–1

23.29±2.97
19.69±5.10**

CL/mL·min–1·kg–1

11.10±1.40
10.09±2.61**

Km/μmol·L–1

0.85±0.12
0.53±0.16*

Vmax/μmol·L–1·min–1

0.03±0.02
0.01±0.02*

注：与木兰花碱肠渗透液组比较，*P<0.05，**P<0.01。
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后样品与空白样品的一级全扫描质谱进行对比分析，

寻找原药可能的Ⅰ、Ⅱ相代谢产物，分析这些代谢

产物分子离子的多级质谱，进一步结合药物在生物

体内的一般代谢规律，以推测各代谢产物结构。

木兰花碱及黄连水提液肠渗透液的肝微粒体

温孵液经 HPLC-LTQ/Orbitrap MS 检测，木兰花碱

的分子离子峰 m/z 342. 17 为基峰，二级碎片为 m/z 

311. 10 [M–MeO]+，297. 06 [M–C2H7N]+，282. 08 

[M–C2H7N–Me]+，265. 07 [M–C2H7N–MeOH]+，

237. 14 [M–C2H7N–MeOH–CO]+ （图 3）。一级全

扫描质谱中木兰花碱的 tR为 10. 33 min，其提取离子

流图见图4。

包括位置异构体在内，木兰花碱经肠渗透后在

大鼠肝微粒体温孵体系中共检测到原型及 5 个代谢

产物（M1~M3、M5、M6），而黄连水提液经肠渗透

后在大鼠肝微粒体温孵体系中共检测到原型及 8 个

代谢产物（M1~M8），见图 4、表 4。木兰花碱肠-肝

体外的代谢途径见图5。
M1 （m/z 358. 16） 和 M2 （m/z 374. 16） 同其相

应的二级碎片离子比木兰花碱 （m/z 342. 17） 分别

多 16、32。M1主要碎片分子为m/z 340. 11，327. 13，
313. 10，298. 23，M2 主要碎片分子为 m/z 358. 16，
342. 16，329. 11，297. 08。因此，代谢产物 M1 和

M2分别为木兰花碱一羟基化和二羟基化的产物。

M3 （m/z 328. 15） 比木兰花碱 （M0） 少 14，
M3 主要碎片离子为 m/z 297. 06，283. 05，265. 07，
251. 07，由此可推测M3为木兰花碱一脱甲基产物。

M4（m/z 340. 15）比木兰花碱（M0）少2，M4主
要碎片离子为m/z 309. 07，295. 11，280. 17，263. 03，

注：A. 木兰花碱； B. 黄连水提液。

图2　木兰花碱质量浓度与代谢速率的双倒数曲线（n=3）

注：A. MS1；B. MS2。

图3　木兰花碱的MS1及MS2碎片离子质谱图

表3　大鼠肝微粒体中不同质量浓度木兰花碱代谢速率

（x̄±s, n=3, ×10–3）

组别

木兰花碱组

黄连水提液组

[S]/μmol·L–1

29.2
58.5

116.9
233.8
467.6
935.2

29.2
58.5

116.9
233.8
467.6
935.2

V/μmol·min–1·g–1

0.9±0.14
1.4±0.25
3.6±0.67
6.2±1.13

10.1±1.88
24.4±3.56

0.7±0.13
1.0±0.19
2.2±0.41
3.1±0.63
8.2±1.32

18.5±2.17
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注：a. 空白肝微粒体；b. 黄连水提液；c. 黄连水提液肠渗透液；d. 黄连肠渗透液的肝微温孵液；M0. 木兰花碱。

图4　大鼠肝微粒体中木兰花碱及其代谢产物的提取离子色谱图
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表4　大鼠肠-肝体外温孵体系中的木兰花碱及其代谢产物

代谢产物

M0
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8

[M]+ （m/z）

342.17
358.16
374.16
328.15
340.15
356.15
356.15
344.15
504.18

代谢途径

原型

一羟基化

二羟基化

一去甲基化

脱氢

M4一羟基化

酮基化

M3一羟基化

M3葡萄糖醛酸化

木兰花碱组

+

+

+

+

+

+

－

－

－

黄连水提液组

+

+

+

+

+

+

+

+

+

tR/min

10.34
8.96，9.64，10.01
9.57
9.40，976，10.20
10.58，10.75
9.82，10.12
11.32
9.00，9.50，9.88
9.10，9.54

碎片离子（m/z）

311.10，297.06，282.08，265.07，237.14
340.11，327.13，313.10，298.23
358.16，342.16，329.11，297.08
297.06，283.05，265.07，251.07
309.07，295.11，280.17，263.03
325.10，311.08，296.11，279.04
325.10，311.08，296.11，279.04
313.09，299.07，284.07，267.04
328.14，297.09，283.04，265.04

注：+表示检测到；－表示未检测到；M0.木兰花碱。

注：GlcUA. 葡萄糖醛酸。

图5　黄连水提液肠渗透液中木兰花碱在大鼠肝微粒体中的代谢途径
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因此推测M4是木兰花碱一脱氢代谢产物。

M5 （m/z 356. 15） 和 M6 （m/z 356. 15） 为同分

异构体，两者主要碎片离子均为m/z 325. 10，311. 08，
296. 11，279. 04。M6 位置异构体的 tR分别为 9. 82、
10. 12 min，其极性大于 M0；M6 的 tR为 11. 32 min，

其极性小于 M0，因此推测 M5 为 M4 的一羟基化代

谢产物，M6为M0酮基化代谢产物。

M7 的分子离子峰为 m/z 344. 15，比 M3 的分子

离子峰 m/z 328. 15 多 16。 M7 的碎片离子为 m/z 

313. 09，299. 07，284. 07，267. 04，因此 M7 为 M3
一羟基化代谢产物。

M8 （m/z 504. 18）比M3分子离子峰m/z 328. 15
多 176， 且 M8 的 主 要 碎 片 离 子 为 m/z 328. 14，
297. 09，283. 04，265. 04，同 M3 的二级碎片离子

相同，因此推测 M8为代谢产物 M3加 1分子葡萄糖

醛酸的代谢产物。

4　讨论

在所有参与药物生物转化的器官中，肝脏是最

主要的场所，药物在肝脏中的代谢直接与其药理活

性和毒性特征相关，影响药物在临床上的安全性和

有效性。与体内代谢研究相比，体外代谢研究可排

除内源性物质的干扰，具有简单快速、结果重现性

好等优点，有助于直接观察药物的代谢特征，适用

于体内代谢转化率低的成分及候选化合物的早期代

谢研究及筛选[15-16]。肝微粒体温孵法是研究药物体外

肝代谢的常用方法，该法代谢时间短、重复性好，

方便大量代谢样品操作。

通常采用的将药物与肝微粒体一同温孵的体外

肝代谢研究方法不能客观地反映成分复杂的中药提

取物口服后在体内肝代谢的情况，需要综合体内实

验才能最终确证[17]。因此本研究对体外肝代谢动力

学实验方法进行了新的尝试，首次采用肠渗透液-肝

微粒体温孵联动模型探讨黄连提取物中木兰花碱体

外肝代谢动力学，更接近于体内研究过程，数据更

科学可靠。

黄连水提液中木兰花碱的Km值低于木兰花碱单

体 （P<0. 05），表明黄连水提液中木兰花碱对大鼠

肝微粒体的亲和性大于木兰花碱单体；黄连水提液

组Vmax、CLint及CL均低于木兰花碱单体组（P<0. 05），
黄连水提液组 T1/2大于木兰花碱组（P<0. 01），表明

黄连水提液中木兰花碱在大鼠肝微粒中代谢和消除

速率变慢，T1/2更长，表明黄连中其他成分可降低木

兰花碱在大鼠肝微粒体中的代谢和消除速率。

木兰花碱单体与黄连水提液中木兰花碱的代谢

产物存在差别。在大鼠肠-肝温孵体系中，木兰花碱

单体代谢后检测到原型成分及 5 个代谢产物，比单

独的肠渗透液多 1 个二羟基化代谢物。黄连水提液

中检测到木兰花碱原型及 8 个代谢产物，比单独的

肠渗透液多检测出 1 个二羟基化代谢物及一脱甲基

后羟基化次生代谢产物，但没有检测到木兰花碱去

二甲基代谢物及一羟基化后葡萄糖化次生代谢产

物[18]。木兰花碱代谢途径主要为羟基化、去甲基化、

脱氢、酮基化及Ⅰ相代谢产物进一步O-葡萄糖化和

O-葡萄糖醛酸化。木兰花碱在肠道和肝微粒体中均

可产生代谢，肠渗透液中一羟基化代谢产物及一脱

甲基代谢产物在肝微粒体中进一步进行羟基化代谢。

黄连中其他成分可降低木兰花碱在大鼠肝微粒体中

的代谢速率、增加其代谢产物的数目，提示这可能

对降低黄连中木兰花碱吸收和消除的速率有一定影

响作用。
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