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UPLC-Q-TOF/MS 鉴定大鼠灌服枳壳提取物后的
入血成分及其代谢产物

魏飞亭，程昊，乔日发，张敏，钟民勇，杨武亮*，袁金斌*

（江西中医药大学 现代中药制剂教育部重点实验室，基础医学院，南昌 330004）

［摘要］ 目的：对枳壳进行血清药物化学研究，探讨枳壳提取物在大鼠体内的药效物质基础。方法：利用超高效液相色

谱-四极杆-飞行时间串联质谱（UPLC-Q-TOF/MS）技术，通过比较在相同检测条件下枳壳提取物、空白血浆以及给药血浆的图

谱差异，根据相对保留时间、精确相对分子质量、二级质谱裂解碎片及代谢产物的中性丢失等鉴定和推测大鼠灌胃给予枳壳提

取物后的血中移行成分及其代谢产物。结果：枳壳提取物口服给药后，从血浆中鉴定和表征了 74 个入血成分，其中 49 个为原

型成分（包括二氢黄酮类、多甲氧基黄酮、柠檬苦素类、香豆素类及生物碱类），25 个为代谢产物（包括黄酮苷类和多甲氧基黄

酮类化合物的葡萄糖醛酸结合物、硫酸结合物、羟基化产物，以及葡糖醛酸化与硫酸化产物）。结论：入血成分及其代谢产物可

能为枳壳体内直接作用的药效成分，其中生物碱、多甲氧基黄酮和香豆素类化合物主要以原型入血并发挥作用，而指标成分柚

皮苷和新橙皮苷等主要通过水解成苷元而发挥功效。
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Identification of Prototype Compounds and Their Metabolites in Rat Plasma After

Oral Administration of Aurantii Fructus Extract by UPLC-Q-TOF/MS
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［Abstract］ Objective： To study the serum pharmacochemistry of Aurantii Fructus（AF），and to

investigate the pharmacological material basis of AF extract in rats. Method： Rapid identification and

speculation of the prototype constituents and their metabolites in vivo were carried out according to the relative

retention time，accurate relative molecular mass，cleavage fragments of MS/MS and neutral loss of metabolites

with ultrahigh performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight tandem mass spectrometry（UPLC-

Q-TOF/MS）technique by comparing the differences between different samples such as AF extracts，blank

plasma，and administered plasma under the same chromatographic and mass spectrometric conditions. Result：

After oral administration of the AF extract，74 transitional constituents absorbed into the blood were detected in
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serum，in which 49 compounds were prototype constituents and the other 25 were metabolites. The prototype

constituents could be divided into dihydroflavones，polymethoxyflavonoids，limonins，coumarins and alkaloids.

The identified metabolites included glucuronic acid conjugates，sulfuric acid conjugates，hydroxylated products

of flavonoid glycosides and polymethoxyflavonoids，as well as the simultaneous glucuronidation and sulfation

products. Conclusion： The constituents absorbed into the blood and their metabolites may be the

pharmacodynamic components of AF. Among them， alkaloids，polymethoxyflavonoids and coumarins are

mainly introduced into the blood in the prototype form， while naringin and neohesperidin（the index

components）exert effect mainly through hydrolysis into aglycones. This work will help to further elucidate the

material basis of AF.

［Key words］ Aurantii Fructus； serum pharmacochemistry； ultrahigh performance liquid

chromatography-quadrupole-time-of-flight tandem mass spectrometry （UPLC-Q-TOF/MS）； prototype

components；metabolites；dihydroflavones；polymethoxyflavonoids

枳壳具有理气宽中、行滞消胀之功效，用于治

疗胸胁气滞、胀满疼痛、食积不化、痰饮内停、脏器

下垂等证［1］。其主要含有黄酮类、生物碱类、香豆素

类及挥发油等化学成分［2］。近年来，黄烷酮糖苷、多

甲氧基黄酮和香豆素类化合物均被认为具有广泛

的生物活性，例如抗抑郁［3］、抗炎［4］、抗癌［5］、抗肝毒

性［6］、抗过敏［7］等。综合国内外文献可知，枳壳化学

成分和药理作用的研究［2-3，8-9］已取得很大进展，但其

体内作用成分及代谢过程的研究报道较少，主要集

中于单体柚皮苷［10］、柚皮素［11］、多甲氧基黄酮［12］以

及枳壳在复方中［13］的体内代谢过程，缺乏对枳壳提

取物入血成分及代谢成分的整体分析。因此，有必

要对入血成分进行全面研究，以明确药效成分，阐

明药效物质基础。有文献报道了口服枳壳水提物

在小鼠体内的代谢成分［14］，但在血浆中只检测到 6

个原型成分和 4 个代谢产物。 ZHANG 等［15］采用

HPLC-ESI-MS/MS 技术研究口服枳壳甲醇提取物

后大鼠体内的有效成分，在生物样本中鉴定了 18 个

原型成分和 11 个代谢成分，但该研究数据采集时间

过长，不适合大量样品的检测。

中药血清药物化学研究以经典的药物化学研

究手段和方法为基础，运用现代分离技术及多维联

用技术，分析、鉴定或表征口服中药后人/动物血清

中移行成分，以阐明中药体内直接作用物质，从而

达到中药及其复方质量的标准化［16］。中药所含成

分虽然复杂，但只有被吸收入血的成分才能发挥作

用［16-17］。UPLC-Q-TOF/MS 技术具有高分离效率、高

分辨率、高灵敏的定性能力和强大的结构表征能

力［18］，适用于大部分中等极性和部分小极性化合物

的分离和检测，为血中移行成分的检测和鉴定提供

了有效的分析手段，能够全面获得中药体内直接作

用物质的信息［19］。为了更好地了解口服枳壳提取

物在体内的代谢过程，本实验在前期研究基础上，

采用血清药物化学研究方法，利用 UPLC-Q-TOF/

MS 技术，对大鼠口服枳壳提取物后的血中移行成

分进行鉴定，为确定枳壳体内直接作用物质，阐明

枳壳的药效物质基础提供实验依据。

1 材料

Triple-TOFTM 5600+ 型质谱仪（美国 AB SCIEX

公 司 ，包 括 Analyst TF 1.6 数 据 采 集 工 作 站 和

PeakView 1.2 数据分析软件），Nexera X2 型高效液

相色谱仪（日本岛津公司，包括 DGU-30A3 型在线

真空脱气机，LC-30AD 型泵，SIL-30AC 型自动进样

器，CTO-30A 型柱温箱），AE-240 型电子分析天平

（北京赛多利斯仪器有限公司），XH-B 型旋涡混合

器（江苏康健医疗用品有限公司），MTN-2800D 型氮

吹仪（天津奥特赛恩斯仪器有限公司），5430R 型高

速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司），Milli-Q 型超

纯水器（美国密理博公司）。枳壳药材于 2018 年在

江西省宜春樟树市采集，经江西中医药大学杨武亮

教授鉴定为芸香科植物酸橙栽培变种香橙 Citrus

aurantium‘Xiangcheng’的干燥未成熟果实，按 2015

年版《中国药典》相关项下方法将枳壳药材制成枳

壳饮片，贮存于阴凉、干燥处备用。水为纯化水，甲

醇、乙腈、甲酸均为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量（200±20）g，由湖

南斯莱克景达实验动物有限公司提供，合格证号

SCXK（湘）2016-0002。在 20~22 ℃，光照/黑暗 12 h/

12 h 条件下饲养，自由饮食、饮水，适应性饲养 1 周

后开始实验。本文所涉及的动物实验经江西中医

药大学实验动物伦理委员会批准，批准号 JXTCMI-

0001。
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2 方法

2.1 供试品溶液的制备 称取枳壳饮片 100 g，粉

碎成粗粉，置于 60 ℃烘箱中干燥至恒重（约 2 h），称
取粗粉 60 g，加 10 倍量甲醇回流提取 2 次，每次 2 h，

过滤，合并滤液，旋转蒸发至无醇味，水浴挥干至浸

膏状，冷藏备用。取适量浸膏加水溶解成质量浓度

为 0.54 g·mL-1的药液，置于 4 ℃冰箱中保存备用。

2.2 给药溶液的制备 精密吸取 0.54 g·mL-1 药液

1 mL，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，过

0.22 μm 微孔滤膜，取续滤液，得 0.054 g·mL-1 醇

提液。

2.3 给药与样品采集 取 12 只大鼠随机分为 2 组，

即空白组和给药组，两组大鼠给药前禁食 12 h（可

自由饮水）。空白组灌胃给予蒸馏水，参考枳壳提

取物药理作用相关文献中给药剂量，并结合药材中

有效成分含量折算，给药前将 2.1 项下制得的浸膏

溶解在 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液中得

到混悬液，按剂量 10.8 g·kg-1（以生药量计算）灌胃

给予大鼠，连续给药 3 d，末次给药 60 min 后腹腔注

射 10% 水合氯醛（0.3 mL·kg-1）麻醉，腹主动脉取血

置于含肝素钠离心管中，于 4 ℃，4 000 r·min-1（离

心半径 9.5 cm，下同）离心 10 min，取上清液置于温

度-20 ℃保存，备用。

2.4 血浆样品处理 取血浆 300 μL，加入 3 倍量乙

腈，涡旋 2 min，超声 10 min，离心（12 000 r·min-1，时

间 10 min，下同），取上清液置氮吹仪中 40 ℃吹干，

残留物加 50% 乙腈 50 μL 复溶，涡旋 3 min，超声处

理 10 min，离心，取上清液供血清药物化学研究用。

2.5 色谱条件 Agilent ZORBAX Eclipse Plus-C18

色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm），流动相 0.1% 甲

酸 水 溶 液（A）-乙 腈（B）梯 度 洗 脱（0~8 min，5%~

15%B；8~17 min，15%~30%B；17~19 min，30%~

38%B；19~30 min，38%~55%B；30~32 min，55%~

95%B；32~34 min，95%B；34~34.1 min，95%~5%B；
34.1~37 min，5%B），流速 0.3 mL·min-1，柱温 30 ℃，

进样量 3 μL。

2.6 质谱条件 采用电喷雾离子源（ESI），选择正、

负离子扫描模式，质量扫描范围 m/z 100~1 500 Da，

辅助气 1（GS1）和 GS2 压力均为 344.75 kPa，气帘气

压力 275.8 kPa，离子源温度 500 ℃；正离子模式下

其他主要参数为离子喷雾电压 5.5 kV，去簇电压

100 V，母离子碰撞能量 10 V，子离子碰撞能量设定

40 V，子离子碰撞能量差 15 V。负离子模式下其他

主要参数为离子喷雾电压设定 4.5 kV，去簇电压设

定-100 V，母离子碰撞能量-10 V，子离子碰撞能

量-40 V，子离子碰撞能量差 15 V。

3 结果

3.1 枳壳入血原型成分的分析与鉴定 本课题组

前期已采用 UPLC-Q-TOF/MS 对枳壳提取物进行了

系统的成分辨识，共鉴别了 133 个化合物。在此基

础上，本研究对枳壳入血成分与代谢产物进行鉴

定。通过比对提取物、空白血浆、含药血浆对应的

色谱图，根据化合物的保留时间、精确相对分子质

量和二级质谱裂解碎片，并结合前期研究结果及相

关文献，分析鉴定了给药后血样中药物入血原型成

分 49 个。根据化合物的类型，这些入血成分大致可

分为五类，即二氢黄酮类、多甲氧基黄酮、柠檬苦素

类、香豆素类及生物碱类，其中黄酮类成分较多。

图 1，2 分别为各典型样品在正、负离子模式下的基

峰色谱图（BPC），色谱峰 1~49 为入血原型成分，其

指认结果见表 1。

A.枳壳提取物；B.空白血浆；C.给药血浆；D.代谢产物（图 2 同）
图 1 典型样品在正离子模式下的 BPC

Fig. 1 Base peak chromatograms (BPC) of typical samples in

positive ion mode
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3.2 代谢产物的分析鉴定

3.2.1 大鼠血浆中代谢产物的鉴定 有研究表明，

大部分黄酮类化合物代谢的主要部位为肝脏和消

化道［20］，相关的代谢反应有氧化、葡萄糖醛酸化、硫

酸 化 、谷 胱 甘 肽 结 合 等［11，14，21-23］。 利 用 UPLC-Q-

TOF/MS 进行检测，通过观察黄酮类化合物常见代

谢途径生成产物相对分子质量的变化来鉴别代谢

产物，包括羟基化（M+16），硫酸化（M+80），葡萄糖

醛酸化（M+176），以及同时发生硫酸化和葡萄糖醛

酸 化（M+80+176）等 。 如 图 1（D）和 2（D）所 示 ，

M1~M25 为可能的代谢产物。先根据疑似准分子离

子的同位素离子丰度、碎片离子、中性丢失等质谱

信息确定其准分子离子，完成对代谢产物的搜寻；
再通过二级质谱所给出的丰富碎片离子对代谢产

物进行分析［24-25］；最后将分析结果与文献比较［14-15，26］

以进一步验证，结果鉴定了 25 个代谢产物，见表 2。

3.2.2 大鼠体内主要代谢产物的结构解析 代

谢产物 M1：在负离子模式下，准分子离子峰为［M-

H］- m/z 527. 047 5，该化合物二级质谱中产生特征

碎片离子 m/z 271. 060 6，151. 004 0，符合柚皮素

的裂解规律。由于 m/z 447. 092 4 比 m/z 271. 060

6 多 176 Da，而 176 Da 是葡萄糖醛酸结合的特征性

中性丢失碎片离子。同理碎片离子 m/z 351. 017 2

表 1 枳壳提取物入血原型成分的鉴定与分析

Table 1 Identification and analysis of prototype components of Aurantii Fructus extract into blood

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

呱啶乙酸

5-羟甲基糠醛

伞形花内酯

芸香柚皮苷

柚皮苷

柚 皮 素 -7-

O-葡萄糖苷

橙皮苷

新橙皮苷

4'，5'-二氢

补骨脂素

水合橙皮内酯

0.906

1.284

9.960

12.738

13.285

13.435

13.726

14.243

15.093

15.139

C7H13NO2

C6H6O3

C9H6O3

C27H32O14

C27H32O14

C21H22O10

C28H34O15

C28H34O15

C11H8O3

C15H18O5

143.094 6

126.031 7

162.031 7

580.179 2

580.179 2

434.121 3

610.189 8

610.189 8

188.047 3

278.115 4

144.102 0

127.039 8

163.039 1

581.186 7

581.186 1

435.129 9

611.195 7

611.195 2

189.054 4

279.122 4

-1.1

1.6

-0.2

0.4

0.4

0.4

0.1

0.1

-1.0

-0.6

-

-

161.025 8

579.170 3

579.169 5

-

609.181 0

609.180 6

-

-

-

-

4.7

-2.5

-2.5

-

2.8

2.8

-

-

128.069 4，102.055 5

110.037 6，109.028 8，108.022 6

119.050 0，107.050 6

273.076 1，195.028 5，153.017 9

405.118 8，273.076 3，263.053 0，

153.018 3

273.087 4，231.101 3，189.055 6，

165.054 4，153.078 2

413.124 8，369.096 0，303.085 7，

247.096 6，195.028 8

303.086 9，247.096 5，177.053 4

131.049 4，103.054 9

261.111 6，243.101 5，189.054 0，

131.048 6，103.054 5

-

-

133.031 9，121.030 4，

117.036 4，105.037 6

271.061 0，151.004 6

459.114 2，271.060 3，

151.004 2

-

301.071 7，286.051 3

343.083 9，301.072 2，

286.049 0，242.059 3

-

-

化合

物
名称

tR

/min
分子式

精确相对

分子质

量/Da

[M+H]+

实测值

/Da

δ

/ppm

[M-H]-

实测值

/Da

δ

/ppm

碎片离子（m/z）
正离子模式 负离子模式

图 2 典型样品在负离子模式下的 BPC

Fig. 2 BPC of typical samples in negative ion mode
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

异紫花前胡

内酯

未知

枸橘苷

新枸橘苷

4'-羟基-5，

6，7-三甲氧基

黄酮

3-羟基 -5，

7，8-三甲氧

基黄酮

枸橼苷

柚皮素

珊瑚菜内酯

melitidin

橙皮素

5-羟基-6，

7，3'，4'-四甲

氧基黄酮

四羟基二甲

氧基黄酮

异米拉素

环氧橙皮油

素

马尔敏

5-羟基-6，

7，8，4'-四甲氧

基黄酮

5，7，8，3'，4'-

五甲氧基黄酮

（异甜橙黄酮）
sudachinoid A

异橘皮内酯

16.372

16.989

17.044

17.384

18.461

18.723

19.023

19.148

19.230

19.316

19.767

19.844

20.067

20.361

20.502

20.518

20.581

20.627

20.658

21.505

C14H14O4

-

C28H34O14

C28H34O14

C18H16O6

C18H16O6

C28H34O14

C15H12O5

C17H16O5

C33H40O18

C16H14O6

C19H18O7

C17H14O8

C15H16O4

C19H22O4

C19H24O5

C19H18O7

C20H20O7

C26H34O9

C15H16O4

246.089 2

-

594.158 5

594.158 5

328.094 7

328.094 7

594.158 5

272.068 5

300.099 8

724.221 5

302.079 0

358.105 3

346.068 9

260.104 9

314.151 8

332.162 4

358.105 3

372.120 9

490.220 3

260.104 9

247.096 5

551.140 4

595.166 7

595.165 1

329.102 3

329.217 4

595.166 8

273.075 8

301.118 9

725.230 4

303.086 1

359.112 9

347.072 6

261.112 0

315.159 2

333.169 8

359.113 1

373.128 7

491.228 0

261.111 9

-0.2

-

1.5

1.5

0.9

0.9

1.5

-0.2

0.8

2.1

0.8

0.9

1.0

-0.4

0.6

-2.4

1.4

0.8

0.9

-0.4

245.082 0

-

-

-

-

-

593.149 0

271.060 3

-

-

301.092 6

-

-

-

-

-

-

-

489.210 9

-

0.6

-

-

-

-

-

0.8

3.4

-

-

2.1

-

-

-

-

-

-

-

-4.4

-

229.085 5，201.053 7，187.038 7，

175.038 3，159.043 7，147.043 5，

131.048 5，119.048 8

389.107 4，345.060 2，

419.133 9，404.110 6，389.086 6，

371.076 4

470.266 8，419.134 8，404.111 6，

389.088 1，345.188 6

314.080 7，299.057 0，271.059 1，

268.073 7

311.200 0，299.058 7，293.189 7，

275.178 7，271.169 8，195.117 0，

181.100 4，153.070 6

419.131 6，404.107 8，389.084 3，

386.098 1，371.075 0，361.090 1

153.018 0，147.044 2，119.049 0

255.113 1，240.089 7，227.118 5，

199.123 0

419.135 1，404.112 2，389.087 9

177.055 3，153.018 7，145.028 2，

117.034 8

343.082 0，329.066 5，315.087 5，

298.083 9，283.060 5，255.065 1，

153.017 8

329.210 2，301.034 5，293.1892，

289.034 7，273.039 2，261.039 3，

145.099 7，121.063 8，105.069 5

189.052 7，159.042 0，131.047 5，

103.053 5

175.038 8，163.038 9，135.117 3，

119.049 1，107.049 8

213.054 7，175.037 8，163.038 7，

153.127 7，107.049 5

344.088 3，329.065 0，314.041 8，

301.070 2，286.046 6，283.059 7

357.096 4，343.080 5，329.102 6，

315.085 5，299.054 8，153.017 9

473.216 7，455.205 3，437.197 4，

411.217 0，369.206 3，351.195 2，

243.101 6，175.074 7，161.058 7

189.054 7，159.046 7，131.048 5，

115.054 0，103.054 5

227.071 1，215.070 3，

183.082 9，145.031 1

-

-

-

-

-

417.118 3，402.094 8，

387.071 2，359.076 4，

344.053 4，329.030 4，

113.027 4

151.004 2，119.051 5，

107.015 6

-

-

285.046 6，242.057 3，

199.039 1，164.011 5，

136.017 2

-

-

-

-

-

-

-

471.200 4，411.180 1，

333.169 9，261.149 2，

203.109 3

-

续表 1

化合

物
名称

tR

/min
分子式

精确相对

分子质

量/Da

[M+H]+

实测值

/Da

δ

/ppm

[M-H]-

实测值

/Da

δ

/ppm

碎片离子（m/z）
正离子模式 负离子模式
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31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

橘皮内酯

三羟基四甲

氧基黄酮

3，4'，6，7，8-

五甲氧基黄酮

4'，5，7，8-四

甲氧基黄酮

5-O-去甲基

川陈皮素

花椒毒酚

柠檬苦素

3'，4'，7，8-

四甲氧基黄酮

诺米林酸

5，7，4'-三甲

氧基黄酮

川陈皮素

5，6，7，4'-四

甲氧基黄酮

诺米林

3'，4'，3，5，

6，7，8-七甲氧

基黄酮

5，6，7，3'，

4'-五甲氧基黄

酮（甜橙黄酮）
5，6，7，8，4'-

五甲氧基黄酮

（橘皮素）
5-羟基-3，

6，7，8，3'，4'-

六甲氧基黄酮

3-羟基-5，

6，7，8，3'，4'-

六甲氧基黄酮

7-羟基-4'，

3，5，6，8-五甲

氧基黄酮

21.634

21.681

21.837

21.946

22.070

22.410

22.560

22.639

22.829

22.923

23.482

23.589

24.268

24.658

25.317

25.356

25.408

25.439

27.142

C15H16O4

C19H18O9

C20H20O7

C19H18O6

C20H20O8

C11H6O4

C26H30O8

C19H18O6

C28H36O10

C18H16O5

C21H22O8

C19H18O6

C28H34O9

C22H24O9

C20H20O7

C20H20O7

C21H22O9

C21H22O9

C20H20O8

260.104 9

390.095 1

372.120 9

342.110 3

388.115 8

202.026 6

470.194 1

342.110 3

532.230 9

312.099 8

402.131 5

342.110 3

514.220 3

432.142 0

372.120 9

372.120 9

418.126 4

418.126 4

388.115 8

261.112 5

391.104 8

373.128 7

343.118 6

389.123 7

203.103 3

471.201 8

343.296 0

533.239 0

313.107 4

403.139 4

343.117 9

515.228 4

433.149 6

373.128 7

373.128 5

419.133 8

419.133 7

389.123 6

-0.4

0

0

1.7

1.4

-1.1

0.9

1.7

1.5

0.4

1.1

1.7

1.1

1.0

0.8

0.8

0.8

0.8

1.4

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

189.054 1，159.043 3，131.048 6，

115.054 2，103.054 7

361.057 3，343.046 7，315.232 5，

197.008 3，169.012 8，107.086 4

357.097 6，343.081 3，329.102 0，

315.086 5，163.075 4，153.018 4

328.093 6，313.070 1，285.074 5，

181.012 1，153.017 5

359.075 3，341.065 3，331.080 6，

313.070 4，169.012 6

173.059 8，143.086 2，128.062 2，

115.054 6

425.196 7，367.090 8，213.090 2，

161.095 8，105.071 0

313.073 6，240.232 4，183.175 4，

109.101 8

515.231 2，455.209 8，437.196 9，

369.207 4，341.211 8，215.106 5，

187.076 0，161.059 5，133.065 0，

105.070 1

298.083 6，269.080 8，255.064 9，

227.069 5

388.113 8，373.090 1，355.080 0，

330.071 9，327.083 9，301.069 1，

259.069 1，211.022 5

327.086 8，313.070 8，299.091 6，

285.075 6，267.064 5，256.073 0，

239.070 7，181.012 8，153.017 5，

135.043 3

469.223 4，437.195 8，411.217 8，

393.220 6，369.209 9，205.049 6，

161.057 7，133.062 8

418.127 2，403.102 9，385.092 5，

373.056 0，360.084 8，345.060 6

358.103 5，343.080 2，325.069 8，

315.085 3，297.074 3，283.059 5，

271.058 9，211.022 9，183.027 9

358.103 1，343.079 7，325.069 2，

315.085 0，297.074 2，271.058 5，

211.022 3，183.027 3

404.110 5，389.086 7，371.076 3，

361.091 4，346.068 6，328.058 1，

303.049 5

404.110 7，389.087 9，371.077 4，

328.058 4，313.036 8

374.100 4，359.076 7，341.066 1，

327.086 0，169.012 0

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

续表 1

化合

物
名称

tR

/min
分子式

精确相对

分子质

量/Da

[M+H]+

实测值

/Da

δ

/ppm

[M-H]-

实测值

/Da

δ

/ppm

碎片离子（m/z）
正离子模式 负离子模式
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表 2 枳壳灌胃给药后生物样本中代谢产物的鉴定与分析

Table 2 Identification and analysis of metabolites in rat plasma after oral administration of Aurantii Fructus extract

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M13

M14

M15

M16

M17

M18

M19

M20

M21

naringenin-sulfate-glucuronide

hesperidin-O -glucuronide或

neohesperidin-O-glucuronide

h e s p e r i d i n - O - s u l f a t e或

neohesperidin-O-sulfate

hesperetin-O-glucuronide-O-

sulfate

单羟基-四甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

柚皮素 -7-O-葡萄糖醛酸苷或

柚皮素-4'-O-葡萄糖醛酸苷

单羟基-三甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

橙皮素-7-O-葡萄糖醛酸结合物

单羟基-三甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

单羟基-四甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

单羟基-五甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

橙皮素-5-O-葡萄糖醛酸结合物

橙皮素-3'-O-葡萄糖醛酸结合物

单羟基-四甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

h e s p e r e t i n - 7 - O - s u l f a t e或

hesperetin-3'-O-sulfate

单羟基-三甲氧基黄酮-羟基化

结合物

单羟基-三甲氧基黄酮-硫酸结

合物

单羟基-五甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

单羟基-四甲氧基黄酮-硫酸结

合物

单羟基-四甲氧基黄酮-硫酸结

合物

单羟基-五甲氧基黄酮-硫酸结

合物

11.394

11.565

11.628

13.058

13.269

13.616

（13.635）
14.061

14.086

14.233

14.690

14.736

14.738

15.050

15.416/

15.546

15.623

16.106

17.096

17.152

17.542

17.681

17.603/

17.759

C21H20O14S

C34H42O21

C28H34O18S

C22H22O15S

C25H26O13

C21H20O11

C24H24O12

C22H22O12

C24H24O12

C25H26O13

C26H28O14

C22H22O12

C22H22O12

C25H26O13

C16H14O9S

C18H16O7

C18H16O9S

C26H28O14

C19H18O10S

C19H18O10S

C20H20O11S

-

-

-

-

535.144 7

449.108 0

505.134 3

-

505.134 2

535.144 6

565.155 9

-

-

535.145 7

-

345.097 7

-

565.156 1

-

439.069 8

469.080 4

-

-

-

-

359.112 7，344.088 4，

329.065 2

273.075 8，153.017 8，

147.043 8

329.102 2，314.078 3，

299.054 6，285.075 5，

268.073 0

-

329.101 8，314.078 4，

299.054 7，268.072 7

359.112 8，344.089 2，

329.065 6，315.086 4，

298.083 6

389.123 2，374.100 2，

359.076 6，341.066 4

-

-

359.111 4，344.087 6，

329.064 4，283.059 5

-

329.066 4，315.050 3，

301.071 3，287.055 2，

284.068 0，153.018 1

-

389.123 7，374.100 8，

359.076 8

-

359.111 6，344.088 5，

329.065 0，257.043 9，

283.060 0

389.123 1，359.076 0，

313.070 6，344.052 4，

211.022 9

527.047 5

785.212 8

689.137 9

557.058 3

-

447.091 7

-

477.103 4

-

-

-

477.102 9

477.101 9

533.127 9

381.026 9

-

407.042 6

-

437.053 1

-

467.063 6

447.092 4，351.017 2，271.060 6，

151.004 0

609.180 9，489.138 4，301.071 1，

175.027 0

609.179 7，489.138 7，381.026 2，

343.084 8，301.070 4

477.102 9，381.027 1，301.071 5，

254.982 9，175.026 4

-

271.061 6，151.004 8，119.052 6，

113.026 7，107.016 0

-

301.071 0，286.047 9，242.058 4，

199.038 8，164.012 6

-

-

-

301.071 4，286.047 7，242.058 7，

199.039 7，175.026 4，151.004 1

415.101 6，301.071 7，286.048 5，

199.043 0，174.024 2，151.007 9

357.097 2，342.073 9，327.050 4，

269.008 7，207.030 1，113.027 7

301.071 8，286.049 5，199.040 6，

164.012 4，151.005 7

-

327.086 7，312.063 1，297.040 2，

269.045 5

-

357.097 6，342.074 4，327.050 9，

312.027 3，269.009 2，207.030 5

-

387.108 1，372.084 4，357.061 4，

342.038 0，327.015 0，314.042 5，

299.020 0，283.996 2，207.031 4

代谢

产物
名称 tR/min 分子式

[M+H]+

实测值

/Da
碎片离子

[M-H]-

实测值

/Da
碎片离子
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M22

M23

M24

M25

单羟基-五甲氧基黄酮-硫酸结

合物

单羟基-四甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

单羟基-五甲氧基黄酮-葡萄糖

醛酸结合物

n a r i n g e n i n - 4 ' - O - s u l f a t e或

naringenin-7-O-sulfate

17.867

18.880

19.705

20.495

C20H20O11S

C25H26O13

C26H28O14

C15H12O8S

469.079 1

535.144 9

565.155 8

-

389.123 2，374.100 2，

359.075 9，341.065 7，

313.070 8

359.113 4，344.090 2，

326.078 8，301.071 0，

283.060 9

389.122 9，374.099 3，

359.075 6，331.081 2

-

-

-

-

351.156 5

-

-

-

271.052 6，177.027 5，151.056 2，

119.032 9

续表 2

代谢

产物
名称 tR/min 分子式

[M+H]+

实测值

/Da
碎片离子

[M-H]-

实测值

/Da
碎片离子

比 m/z 271.060 6 多 80 Da，推测为柚皮素硫酸结合

物的特征离子峰。综上分析，推测代谢产物 M1 为

柚皮素同时发生葡萄糖醛酸化和硫酸化的代谢产

物，由于分析技术有限，不能明确给出葡萄糖醛酸

化和硫酸化的结合位点。

代谢产物 M8，M12，M13：在负离子模式下，三

者准分子离子峰均为［M-H］- m/z 477，且三者的主

要碎片离子为 m/z 301，由于 m/z 477 比 m/z 301 多

176 Da，而 176 Da 为葡萄糖醛酸化代谢途径的质谱

特征，根据文献［11］报道，黄酮类化合物上的羟基

位（7，5，3′或 4′）位易发生葡萄糖醛酸化反应，该反

应结合位点的优先级为 7，5，3′或 4′位，因此，初步

推测橙皮素的 3 个羟基均可能是发生葡萄糖醛酸化

的结合位点，根据文献［27］报道，橙皮素 -7-O-葡萄

糖醛酸结合物的极性高于橙皮素 -5-O-葡萄糖醛酸

结合物，因此，鉴定代谢产物 M8，M12 和 M13 分别

为橙皮素-7-O-葡萄糖醛酸结合物，橙皮素-5-O-葡萄

糖醛酸结合物，橙皮素-3'-O-葡萄糖醛酸结合物。三

者的二级质谱图及裂解途径见图 3。

代谢物 M10：在正离子模式下，分子离子峰为

［M+H］+ m/z 535.144 6，该化合物二级质谱中产生的

特征碎片离子为 m/z 359.112 8，344.089 2，329.065

6，符合单羟基 -四甲氧基黄酮的裂解规律。 m/z

535.144 6 比 m/z 359.112 8 多 176 Da，而 176 Da 是葡

萄糖醛酸结合的特征性中性丢失碎片离子。故推

测 M10 为单羟基 -四甲氧基黄酮 -葡萄糖醛酸结合

物。准分子离子峰为［M+H］+ m/z 535 的还有代谢

产物 M5，M14，M23，其二级质谱图均与 M10 一致，

仅能推测其为单羟基-四甲氧基黄酮-葡萄糖醛酸结

合物，但不能明确给出葡萄糖醛酸化的结合位点。

代谢产物 M22：在正离子模式下，分子离子峰

为［M+H］+ m/z 469.079 1，该化合物二级质谱中产生

的 特 征 碎 片 离 子 为 m/z 389.123 2，374.100 2，

359.075 9，341.065 7，313.070 8，其中 m/z 389.123 2

为单羟基 -五甲氧基黄酮的特征碎片离子峰；m/z

374.100 2，359.075 9，341.065 7，313.070 8 为 单 羟

基 -五甲氧基黄酮的特征性碎片离子峰。由于 m/z

469.079 1 与 m/z 389.123 2 比较，相对分子质量增加

A.M8；B.M12；C.M13；Glu.葡萄糖醛酸（图 4，5 同）
图 3 负离子模式下代谢产物 M8，M12，M13的 MS/MS

Fig. 3 MS/MS spectra of metabolites M8，M12 and M13 in

negative ion mode
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了 80 Da，符合硫酸化代谢途径的质谱特征，故推测

M22 为单羟基 -五甲氧基黄酮 -硫酸结合物，但不能

明确给出硫酸化的结合位点。分子离子峰为［M+

H］+ m/z 469 的还有代谢产物 M21，其二级质谱图和

M22 一致，故仅能推测 M21 为单羟基 -五甲氧基黄

酮-硫酸结合物。

综上所述，枳壳甲醇提取物灌胃给药后在大鼠

血浆中检测到了代谢产物 25 个，这些代谢产物主要

为黄酮类化合物（二氢黄酮类、多甲氧基黄酮类）与葡

萄糖醛酸、硫酸结合物以及羟基化产物，其中 M1，

M6，M25 为柚皮苷的相关代谢产物；M2，M3，M4，

M8，M12，M13，M15 为新橙皮苷的相关代谢产物，

M16 为单羟基-三甲氧基黄酮的羟基化产物，其他的

则均为多甲氧基黄酮的葡萄糖醛酸结合物和硫酸结

合物。枳壳中柚皮苷在大鼠体内可能的代谢途径见

图 4，新橙皮苷在大鼠体内可能的代谢途径见图 5。

4 讨论

枳壳所含化学成分较多，极性分布很广，很多

活性成分如黄酮苷元、多甲氧基黄酮、香豆素类化

合物已确定为其药效组分，但这些成分在水提物中

提取效率不高。枳壳传统入药方式多为水煎剂，但

研究结果表明传统煎煮方式悬混了很多水不溶性

成分。而甲醇对极性、弱极性化合物均有较好的提

取效率，以甲醇提取则兼顾了枳壳全成分［15］。基于

此，本文采用 UPLC-Q-TOF/MS 技术对大鼠灌胃枳

壳甲醇提取物后的血中移行成分进行系统分析，结

果在大鼠给药血浆中共指认出了 74 个入血成分，其

中 49 个原型成分，25 个代谢成分。结合现有文献报

道，鉴别主要为黄酮类成分、多甲氧基黄酮类，以及

少量生物碱类成分的原型及其代谢产物，主要发生

的代谢反应有羟基化、葡萄糖醛酸化、硫酸化以及

葡糖醛酸化与硫酸化结合等。这与现有研究中关

于枳壳水提取物［14］的体内成分分析结果存在交叉

和不同。ZHANG 等［15］在大鼠口服枳壳甲醇提取物

后的生物样本中鉴定出了 18 个原型成分以及 11 个

代谢成分，从化合物类型上总体可分为三类，即黄

酮苷、黄酮葡萄糖酸苷以及多甲氧基黄酮。该研究

与本研究分析结果存在一定差异，这可能与提取物

来源不同以及检测条件、方法上的差异有关。

相比前人研究结果，本研究建立的 UPLC-Q-

TOF/MS 能鉴定出更多的化合物。预试验考察了给

药后 5 个采血点（10，30，60，90，180 min），选择图谱

中色谱峰数量及强度为评价标准，利用 PeakView

1.2 软件中的 XIC Manager 插件，以前期建立的枳壳

图 4 柚皮苷在大鼠体内可能的代谢途径

Fig. 4 Possible metabolic pathways of naringin in rats
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化学成分表作为谱库，筛选各时间点的入血成分，

发现在给药后 60 min 时鉴定出的化学成分数目最

多。同时，比较了甲醇沉淀法、乙腈沉淀法处理血

浆的效果，结果发现乙腈沉淀法处理血浆后杂质峰

较少、基线低且平稳、峰形好，且检测到的血中移行

成分数目多，故选择乙腈沉淀法处理血浆。进一步

考察了乙腈的体积分数，最终发现复溶选用 50% 乙

腈在检测样品时测得的成分较多。

在前期基础上，本研究对枳壳甲醇提取物给药

后的入血成分和部分代谢产物进行了快速鉴别，发

现了一些葡糖醛酸化、硫酸化或者葡糖醛酸化和硫

酸化的代谢产物，并对其代谢途径进行了推测。由

表 1，2 可知，枳壳口服给药后在大鼠体内的入血成

分多为黄酮类。有研究指出，黄酮类化合物因含有

酚羟基，在体内易与葡糖醛酸结合形成葡糖醛酸

苷，代谢产物水溶性增加，易于排出体外，故枳壳中

葡萄糖醛酸化代谢物广泛存在［28］。其中芸香柚皮

苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷这 4 个二氢黄酮类化

合物，口服给药后在生物体内肠道菌群的作用下很

快代谢成苷元，苷元再进一步与葡萄糖醛酸和硫酸

盐等内源性物质发生结合反应而生成葡萄糖醛酸、

硫酸盐结合物［29］。也有研究表明，有些黄酮苷在肠

道菌群作用下不一定全部水解为苷元，会出现黄酮

苷与其苷元共存的现象，但由于黄酮苷元在体内的

图 5 新橙皮苷在大鼠体内可能的代谢途径

Fig. 5 Possible metabolic pathways of neohesperidin in rats
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吸收速度大于黄酮苷［30-31］，使得苷元被吸收进入体

内的比率增加，故而易被检测到［32-34］。综上分析，本

研究推测血中移行成分柚皮素和橙皮素可能为原

型入血成分，也可能是柚皮苷和新橙皮苷水解脱掉

糖苷的代谢产物，也有可能这两种方式共存，这尚

需进一步研究确认。此外，推测其他入血成分（生

物碱、多甲氧基黄酮和香豆素类化合物）则主要以

原型形式在生物体内发挥功效。
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