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［摘　 要］ 　 试验采用高效液相色谱 ／ 四极杆飞行时间质谱（ＨＰＬＣ － ＱｑＴＯＦ － ＭＳ）技术，进行别隐品

碱（ＡＬＬ）和原阿片碱（ＰＲＯ）在猪肝 Ｓ９ 中的代谢研究。 通过比较这些代谢物的精确分子量和产物

离子与前体离子或代谢物的变化，进行了这些代谢物的结构鉴定。 结果显示，在猪肝 Ｓ９ 中检测到

低浓度的 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ，分别鉴定出 ４ 种 ＡＬＬ 和 ３ 种 ＰＲＯ 的代谢物，Ｏ －去甲基和 Ｃ２ － Ｃ３ 位亚甲二

氧环环裂后去甲基分别为 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 是猪肝体外的主要代谢途径，且 ２，３ － 亚甲二氧环去甲基比

９，１０ －亚甲二氧环去甲基更占优势。 其研究结果可为解释博普总碱的药动学和食品安全性评价提

供理论依据。
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　 　 博落回，系罂粟科博落回属植物，又名土霸王、
号筒树等，以异喹啉类生物碱为主要活性成分，具
有较强的生物活性［１］。 在畜牧业中，以中国传统中

医药理论为基础的中兽药饲料添加剂因具有效果

好、无残留等优点被广泛关注。 目前，作为中国首

个二类中兽药制剂的博落回散已经得到了广泛应

用，其主要活性成分为血根碱与白屈菜红碱。 随着

研究的深入，对博落回有效成分的研究也扩大了范

围，普罗托品类生物碱在畜牧养殖与医药领域具有

广阔的应用前景。 至 ２０１９ 年，博普总碱及博普总

碱散也被成功获批二类中兽药，推动了我国中兽药

的现代化发展。
博普总碱的主要活性成分为 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ，在

罂粟科、菊科、小檗科和毛茛科植物中广泛存在，是
博落回等药用植物中的生物活性物质［２］。 ＡＬＬ 和

ＰＲＯ 具有许多已证实的生物活性， ＡＬＬ 具有抗

菌［３］、抗寄生虫活性［４］、抗心律失常［５］ 和防治动物

肝纤维化［６］ 等作用； ＰＲＯ 具有保肝［７］、 抗寄生

虫［４］、抗血小板凝集［８］、抗血栓和抗炎［９］ 等作用。
近年来，对 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的代谢研究主要集中于大

鼠。 杨丹莉等［１０，１１］ 对大鼠血浆和各组织进行了

ＰＲＯ 的药效和药代学研究，证明 ＰＲＯ 给药后在大

鼠体内可迅速广泛分布和排泄。 Ｈｕａｎｇ 等［２，１２］ 用

快速准确的 ＨＰＬＣ － ＱｑＴＯＦ － ＭＳ 方法研究了大鼠

肝 Ｓ９ 样品中 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的体外代谢和口服 ＡＬＬ
和 ＰＲＯ 后在大鼠尿液、血浆和粪便中的生物转化，
在大鼠肝 Ｓ９ 中共鉴定出 ８ 种 ＡＬＬ 代谢物和 ５ 种

ＰＲＯ 代谢物，在大鼠体内共鉴定了 １０ 种 ＡＬＬ 代谢

物和 １０ 种 ＰＲＯ 代谢物，为 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 提供了更

为全面的代谢特征。 Ｇｕｏ 等［１３］研究了 ＰＲＯ 大鼠药

代动力学、组织分布和排泄，表明 ＰＲＯ 只有于

１． ０％的排泄是 ＰＲＯ 原形，即 ＰＲＯ 主要是作为其代

谢产物排泄的。 目前可知， ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的生物利

用度很低，在肝脏中经历了首过代谢，在血浆中的

浓度很低，然在尿液和粪便中的残留要高于大部分

组织。 因此，ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在肝脏中的代谢机制研

究就变得极为重要。 为了扩大博落回在畜牧养殖

中的应用范围，开展了 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中的

代谢研究，根据前期对 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 代谢的研究和

报道，用 ＨＰＬＣ － ＱｑＴＯＦ － ＭＳ 对形成的代谢物进行

了表征［１２］。 使用 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法测定 ＡＬＬ 和

ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中的代谢物，与大鼠肝 Ｓ９ 的体外代

谢特点进行对比，总结各自的代谢规律和种属差

异。 其化学结构式如图 １ 所示。

图 １　 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的结构图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＡＬＬ ａｎｄ ＰＲＯ

１　 材料与方法

１． １　 仪器　 ＣＦ１６ＲＸⅡ型台式高速冷冻离心机，日
立工机商业有限公司；ＨＨ·Ｓ ／ １ － ２ － ５ 数显恒温水

浴锅，上海跃进医疗器械厂；ＡＹ２２０ 型电子天平，日
本 Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｂａｌａｎｃｅ 公司；安捷伦（１２９０） ＨＰＬＣ －
（６５３０）ＱＴＯＦ 液相色谱质谱联用仪，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司。
１． ２　 试剂　 别隐品碱和原阿片碱购自湖南美可达

生物资源有限公司，含量≥９８％ ；还原型辅酶Ⅱ
（ＮＡＤＰＨ）购自 Ｒｏｃｈｅ 公司；甲酸和乙腈购自上海

安谱科学仪器有限公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、蔗
糖、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）和氯化镁等试剂均为分

析纯，水为 Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 水。 试剂配制见表 １。
１． ３　 猪肝 Ｓ９ 的制备　 猪经颈静脉放血处死后，打
开胸腹腔，暴露肝脏后取出，迅速吸取生理盐水冲

洗样品表面残血。 用锡箔纸包好后立即置于液氮

中充分冷却，随即转入 － ７０ ℃ 冰箱保存待用。 试

验时，放置室温解冻，称取 ３． ０ ｇ 肝组织，用 Ｔｒｉｓ －
ＨＣｌ 溶液再次清洗除去表面血液成分后，用匀浆器

以 １． ０ ｇ 肝组织加入 ４ ｍＬ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 匀浆缓冲液的

比例，制备得到肝匀浆。 置于 ９０００ Ｇ，４ ℃ 离心

２０ ｍｉｎ取得上清液，此为肝 Ｓ９。 将其保存于 － ７０℃
冰箱。 以上所有的操作都在冰浴上进行。
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表 １　 试验所需试剂的配制（保存于 ４ ℃）

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔｓ （ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ４ ℃）
序号 试验溶液 浓度 溶质 溶剂

Ａ ＡＬＬ ２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ２． ６８ ｍｇ ＤＭＳＯ 助溶，甲醇稀释

Ｂ ＰＲＯ ２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ３． ３２ ｍｇ ＤＭＳＯ 助溶，甲醇稀释

Ｃ ＨＣｌ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ４． ３１ ｍＬ 水溶解，定容 ５００ ｍＬ
Ｄ Ｔｒｉｓ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ６． ０６６５ ｇ 水溶解，定容 ５００ ｍＬ
Ｅ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ２１０ ｍＬ Ｃ，２５０ ｍＬ Ｄ 水定容 ５００ ｍＬ，ｐＨ ７． ４
Ｆ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 匀浆缓冲液 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ０． １５ ｇ ＥＤＴＡ，４２． ７５ ｇ 蔗糖 Ｅ 溶解，定容 ５００ ｍＬ
Ｈ ＭｇＣｌ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ５１． ０ ｍｇ 水溶解，定容 １０ ｍＬ
Ｉ ＮＡＤＰＨ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２５ ｍｇ 加 ３ ｍＬ Ｅ 混匀

１． ４　 色谱和质谱条件　
１． ４． １ 　 色谱条件 　 色谱柱为 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ 柱

（１５０ ｍｍ × ２． １ ｍｍ Ｉ． Ｄ． ，粒径 ５ μｍ）；检测波长：
２５４ ｎｍ；柱温：３０ ℃；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：
５ μＬ；水相：０． １％ 甲酸水；有机相：乙腈；洗脱梯度

（水相比例）：０ ～ ５ ｍｉｎ，９０％ ；５ ～ ２０ ｍｉｎ，９０％ ～
１０％ ；２０ ～ ２５ ｍｉｎ，１０％ ；２５． １ ～ ３０ ｍｉｎ，９０％ 。
１． ４． ２　 质谱条件 　 电喷雾离子源（ＥＩＣ） （正离子

模式）扫描范围 ５０ ～ １０００ （ｍ ／ ｚ），使用液氮作为雾

化气（流速：９ Ｌ ／ ｍｉｎ，压力：３５ ｐｓｉｇ），鞘气温度和流

速分别为 ３５０ ℃、１１ Ｌ ／ ｍｉｎ，喷嘴电压和毛细管电

压分别为 １ 和 ４ ｋｖ，碰撞能量 ３０ ｅＶ。
１． ５　 ＡＬＬ、ＰＲＯ 分别与猪肝 Ｓ９ 孵育代谢　 取 １． ５ ｍＬ
离心 管， 分 别 加 入 ４０ μＬ 的 ＭｇＣｌ２、 猪 肝 Ｓ９、
ＮＡＤＰＨ，反应终浓度分别为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２ ｍｇ ／ ｍＬ、
２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，再加入 ４０ μＬ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 溶液置于 ３７ ℃
水浴锅中预反应 ２ ｍｉｎ，最后加入 ４０ μＬ 终浓度

２０ μｇ ／ ｍＬ的 ＡＬＬ 或 ＰＲＯ，恒温反应 ６０ ｍｉｎ。 待反

应完全后，加入 ５０ μＬ １５％ 三氯乙酸终止反应，混
匀后于 ４ ℃、１２０００ Ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液过

０． ２２ μｍ有机滤膜，待用。
２　 结果与分析

２． １　 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中的代谢产物

２． １． １　 ＡＬＬ 在猪肝中的代谢产物分析　 使用仪器

自带软件预测 ＡＬＬ 在猪肝 Ｓ９ 中的碎片离子的分子

组成和分子式，研究得到 ４ 种代谢产物。 ＡＬＬ 在猪

肝 Ｓ９ 的 ＥＩＣ 和 ＭＳ ／ ＭＳ 见图 ２，４ 种代谢产物见图

３。 与本实验室前期的试验结果对比可知，分别为

ＡＬ１、ＡＬ３、ＡＬ４、ＡＬ５。 ＡＬＬ 的裂解途径、结构鉴定

与代谢产物分析可详见本实验室前期试验文

章［１２］。 表 ２ 总结了 ＡＬＬ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物的保

留时间、分子组成及其结构鉴定。

图 ２　 ＡＬＬ 精确的 ＥＩＣ（Ａ）和 ＭＳ ／ ＭＳ 图（Ｂ）

Ｆｉｇ ２　 Ａｃｃｕｒａｔｅ ＥＩＣ （Ａ） ａｎｄ ＭＳ ／ ＭＳ （Ｂ） ｏｆ ＡＬＬ

图 ３　 ＡＬＬ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物 ＡＬ１ ＋ ＡＬ３（Ａ）、

ＡＬ４（Ｂ）、ＡＬ５（Ｃ）的 ＥＩＣ 图

Ｆｉｇ ３　 Ａｃｃｕｒａｔｅ ＥＩＣ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ＡＬ１ ＋ ＡＬ３（Ａ），

ＡＬ４（Ｂ） ａｎｄ ＡＬ５（ｃ） ｉｎ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ Ｓ９

·３４·
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表 ２　 ＡＬＬ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物的保留时间、元素组成、实测值、预测值及鉴定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｅｌｅｍｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ， ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ＡＬＬ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｓ９ ｏｆ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ
代谢物 保留时间 Ｒｔ ／ ｍｉｎ 元素组成 实测值 预测值 结构鉴定

ＡＬ１ ９． ４
Ｃ２１Ｈ２４ＮＯ６

＋

（［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ）
３８６． １５８２ ３８６． １５９８ Ｃ － １、Ｃ － ４、Ｃ － ５ 或 Ｃ － ６ 键上的羟基化代谢物

ＡＬ３ ９． ９
Ｃ２２Ｈ２８ＮＯ５

＋

（［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ）
３８６． １９５９ ３８６． １９６２ ２ － 去甲基隐掌叶防己碱的甲基化产物

ＡＬ４ ８． ２
Ｃ２０Ｈ２４ＮＯ５

＋

（［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ）
３５８． １６３３ ３５０． １６４９ ２，３ － 二去甲基隐掌叶防己碱

ＡＬ５ ８． ５
Ｃ２０Ｈ２２ＮＯ５

＋

（［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ）
３５６． １４８２ ３５６． １４９２ ＡＬＬ 的甲氧基发生去甲基化的代谢物

２． ２． ２ 　 ＰＲＯ 在猪肝中的代谢产物分析 　 在猪肝

Ｓ９ 中，对 ＰＲＯ 的碎片离子的分子组成和分子式进

行预测，ＰＲＯ 的 ＥＩＣ 和 ＭＳ ／ ＭＳ 见图 ４，代谢产物见

图 ５。 研究获得 ＰＲＯ 的 ３ 种代谢产物。 参考实验

室前期成果［１２］ 可知 ＰＲＯ 详细的裂解途径、结构鉴

定和代谢产物分析，３ 种代谢物分别为 ＰＲ２、ＰＲ３、
ＰＲ４。 表 ３ 为 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物的保留时

间、分子组成及其结构鉴定。

图 ４　 ＰＲＯ 精确的 ＥＩＣ（Ａ）和 ＭＳ ／ ＭＳ 图（Ｂ）

Ｆｉｇ ４　 Ａｃｃｕｒａｔｅ ＥＩＣ （Ａ） ａｎｄ ＭＳ ／ ＭＳ （Ｂ） ｏｆ ＰＲＯ
图 ５　 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物 ＰＲ２ ＋ ＰＲ３（Ａ）、

ＰＲ４（Ｂ）的 ＥＩＣ 图

Ｆｉｇ ５　 Ａｃｃｕｒａｔｅ ＥＩＣ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ＰＲ２ ＋ ＰＲ３（Ａ）ａｎｄ

ＰＲ４（Ｂ） ｏｆ ＰＲＯ ｉｎ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ Ｓ９

表 ３　 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中代谢物的保留时间、分子式、实测值、预测值及鉴定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ， ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ， ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ＰＲＯ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｓ９ ｏｆ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ
代谢物 保留时间 Ｒｔ ／ ｍｉｎ 元素组成 实测值 预测值 结构鉴定

ＰＲ２ ６． ６ Ｃ１９Ｈ２０ＮＯ５
＋ （［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ） ３４２． １３３３ ３４２． １３３６ ＰＲＯ 的 Ｃ２ － Ｃ３ 位亚甲二氧基去甲基化产物

ＰＲ３ ８． ０ Ｃ１９Ｈ２０ＮＯ５
＋ （［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ） ３４２． １３２８ ３４２． １３３６ ＰＲＯ 的 Ｃ９ － Ｃ１０ 位亚甲二氧基去甲基化产物

ＰＲ４ １０． ２ Ｃ２１Ｈ４ＮＯ５
＋ （［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ） ３７０． １６４２ ３７０． １６４９ 别隐品碱

·４４·
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３　 讨论与结论

猪肝 Ｓ９ 中检出了 ＡＬＬ 的 ４ 种代谢产物。 根据

前期做过的结构鉴定［１２］，通过保留时间与实测值 ４
种代谢物可判定为 ＡＬ１、ＡＬ３、ＡＬ４、ＡＬ５，且 ４ 种代

谢产物的含量很低，ＡＬＬ 在猪肝 Ｓ９ 中主要的代谢

物同大鼠肝 Ｓ９ 一样为 ＡＬ４ 和 ＡＬ５，这两种代谢物

在猪肝 Ｓ９ 中的浓度约等于大鼠肝 Ｓ９ 中代谢产物

浓度的 １ ／ １０，而 ＡＬ１ 和 ＡＬ３ 则略低。 表明 ＡＬＬ 在

２ 种动物肝 Ｓ９ 中的代谢存在着种属差异。 ＡＬＬ 经

环裂后产生的 ＡＬ２ 在猪肝 Ｓ９ 未检测到。 但是检测

到了其发生甲基化和 Ｏ － 去甲基化的代谢产物，这
一有意思的现象表明在猪肝 Ｓ９ 中 ＡＬ２ 可能是 ＡＬ３
和 ＡＬ４ 的主要来源途径。 由图 ３ 和图 ６ 可知，Ｏ －
去甲基化在猪肝 Ｓ９ 中是明显的代谢途径，其次为

甲基化和氧化。 亚甲二氧环环裂后的去甲基化在

猪肝 Ｓ９ 中可能是不可忽视的代谢途径。

图 ６　 基于文献［１２］ ，ＡＬＬ 在大鼠和猪肝 Ｓ９ 可能的代谢途径

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ＡＬＬ ｉｎ Ｓ９ ｏｆ ｒａｔ ａｎｄ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ［１２］

猪肝 Ｓ９ 中检出了 ＰＲＯ 的 ３ 种微量代谢产物。 即

ＰＲ２、ＰＲ３ 和 ＰＲ４，且均为已报道的代谢产物［１４，１５］。

对比 ＰＲＯ 在 ２ 种动物肝 Ｓ９ 中代谢物的 ＥＩＣ 图发

现［１２］，ＰＲ４ 代谢物的浓度在二者之间相近，但 ＰＲＯ

在猪肝 Ｓ９ 中的 ＰＲ２ 和 ＰＲ３ 代谢物浓度明显低于

大鼠肝 Ｓ９ 中的代谢物浓度，表明 ＰＲＯ 在 ２ 种动物

肝 Ｓ９ 中存在着种属差异。 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 的代谢

率要低于大鼠，可能是在猪肝 Ｓ９ 中生物酶催化

ＰＲＯ 去甲基化的能力低于大鼠肝 Ｓ９。 同为环裂后

的去甲基化，２，３ － 亚甲二氧环环裂后的去甲基化

代谢物 ＰＲ２ 的含量要高于 ９，１０ － 亚甲二氧环的环

裂后去甲基化代谢物 ＰＲ３，指向 ＰＲＯ 在猪肝 Ｓ９ 中

的主要代谢产物是亚甲二氧环的去甲基代谢物

ＰＲ２ 和 ＰＲ４，其次为 Ｏ － 去甲基化代谢物 ＰＲ３。 结

合图 ５ 和图 ７ 可知，亚甲二氧环的环裂后去甲基化

是 ＰＲＯ 在猪和大鼠肝 Ｓ９ 中的主要代谢途径，其次

为 Ｏ －去甲基化。 值得一提的是 ＰＲ４ 经代谢产物

分析鉴定为别隐品碱，两种生物碱之间的通过生物

酶的作用进行生物转化的现象为普罗托品生物碱

的深入研究提供方向。

·５４·
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图 ７　 基于文献［１２］ ，ＰＲＯ 在大鼠和猪肝 Ｓ９ 可能的代谢途径

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ＰＲＯ ｉｎ Ｓ９ ｏｆ ｒａｔ ａｎｄ ｐｉｇ ｌｉｖｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［１２］

本研究采用体外肝 Ｓ９ 体系研究了普罗托品类生物

碱 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在猪肝脏的体外代谢，在猪体外肝

Ｓ９ 中共鉴定了 ７ 种 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的代谢物，且均为

已经报道过的代谢物。 结果表明，ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在

猪肝 Ｓ９ 中存在低水平残留，与大鼠肝 Ｓ９ 的体外代

谢相比均存在种属差异，且在猪体外肝 Ｓ９ 中的代

谢率明显低于大鼠。 这一现象可能与代谢酶种类

和数量有关。 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 在猪体外的主要代谢途

径，与大鼠的主要代谢途径相同。 二者的种属差异

暗示着药物代谢酶 ＡＬＬ 和 ＰＲＯ 的关键酶。 随着畜

牧养殖和医药领域的不断应用，以及兽药科学的不

断发展，对普罗托品类生物碱的代谢酶机制将会有

更深入的研究。
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