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异欧前胡素在大鼠体内代谢产物的 UHPLC-HRMS 鉴定分析 
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摘要：目的  分析鉴定异欧前胡素在正常大鼠体内的代谢产物。方法  大鼠灌胃给药后，收集正常组和给药组大鼠的血

浆、尿液和粪便样本，并以固相萃取柱提纯生物样品。采用 UHPLC-HRMS(Q-Exactive Orbitrap MS)高分辨质谱对生物样

品进行分析，并对代谢产物筛选鉴定。结果  在正、负离子模式下，根据所获得的精确分子质量、色谱保留行为、质谱

裂解规律、特征碎片离子、对照品比对以及文献报道，最终分析鉴定了 32 个代谢产物。其代谢途径主要包括呋喃环开环、

内酯水解、氧化、甲基化、葡萄糖醛酸化、硫酸酯化以及它们的复合反应。其中，葡萄糖醛酸化产物为首次发现。结论  本

研究较为全面地阐明了异欧前胡素在正常大鼠体内的代谢转化情况，可为其进一步的药效学研究提供依据，并为呋喃香

豆素类物质的代谢产物分析提供借鉴。 
关键词：异欧前胡素；体内代谢；UHPLC-HRMS(Q-Exactive Orbitrap MS)；代谢产物 
中图分类号：R969.1       文献标志码：B       文章编号：1007-7693(2023)19-2677-10 
DOI: 10.13748/j.cnki.issn1007-7693.20222326 
引用本文：王红, 崔议方, 徐静, 等. 异欧前胡素在大鼠体内代谢产物的 UHPLC-HRMS 鉴定分析[J]. 中国现代应用药学, 
2023, 40(19): 2677-2686. 

 
UHPLC-HRMS Identification and Analysis of the Metabolites in Vivo of Isoimperatorin in Rats 
 
WANG Hong1,2, CUI Yifang2, XU Jing2, LI Yanan2, LIN Yongqiang3, LI Qiyan3*, ZHANG Jiayu1*(1.College of 
Pharmacy, Binzhou Medical University, Binzhou 264003, China; 2.School of Pharmacy, Shandong University of Traditional 
Chinese Medicine, Jinan 250300, China; 3.Shandong Institute for Food and Drug Control, Jinan 250101, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To analyze and identify the metabolites of isoimperatorin in normal rats in vivo. METHODS  
After the rats were intragastrically administered, the plasma, urine and feces samples of rats in normal and dosed groups were 
collected, and the samples were processed by solid phase extraction. Then, UHPLC-HRMS(Q-Exactive Orbitrap MS) high- 
resolution mass spectrometry was used to analyze biological samples, and the metabolites were screened and identified. 
RESULTS  In both positive and negative ion modes, a total of 32 metabolites were accurately analyzed and identified based on 
the precise molecular masses obtained, chromatographic retention behavior, control mass spectral cleavage patterns, 
characteristic fragment ions, and relevant literature reports. The main metabolic pathways were furan ring opening, lactone 
hydrolysis, oxidation, methylation, glucuronidation, sulfation and their complex reactions. Among them, the glucuronidation 
product was discovered for the first time. CONCLUSION  This study comprehensively clarifies the transformation pathways of 
isoimperatorin in rats, which can provide a basis for its pharmacodynamic study and metabolism study analysis of the other 
furocoumarins. 
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异欧前胡素主要存在于白芷、羌活和北沙参等

常见中药中，是一种具有苯并 α-吡喃酮结构的呋喃

香豆素类化合物[1]。既往研究发现，异欧前胡素具

有诸多药理作用，如抑制黑色素细胞的活性，降

低纤维细胞中肿瘤坏死因子的表达，改善线粒体

功能，防止肝损伤，舒张血管，抗炎，镇痛，抗

痉挛和抗肿瘤等[2-5]。 
中药化学成分代谢转化可能会影响中药活性

成分的产生、分布和排泄。然而，中药代谢产物

的预测、筛选和识别通常较为困难。LC-MS 凭借

其优异的灵敏度获取复杂物质体系中的微量成分

信号，常被用于检测和识别药物体内外代谢物[4]。

柯璐琳等[6]采用 LC-MS/MS 建立了测量异欧前胡

素血药浓度的方法。本研究采用的 Q-Exactive 
Orbitrap 质谱具有极高的轨道质量分辨率、质量精

度、MSn 扫描函数和线性离子阱的高捕获能力，可
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用于预测片段离子和识别未知代谢产物[7]。 
目前，已有学者对异欧前胡素的主要活性代

谢产物氧化前胡素和水合氧化前胡素进行了研

究 [8]，但尚未系统、全面地对异欧前胡素的体内

代谢进行探究。本研究借助超高压液相色谱-高分

辨质谱(UHPLC-HRMS)技术，深入阐明异欧前胡

素的体内代谢产物和代谢途径，以期为其进一步

的药效学和作用机制研究提供依据。 
1  材料 
1.1  仪器 

UHPLC-Q Exactive-Orbitrap 高分辨质谱，配

有电喷雾离子源(HESI)，X Calibur2.2 质谱工作站

(Thermo Scientific 公司)；C18 固相萃取小柱[Grace 
Davison Discovery Science 公司，500 mg·(3 mL)–1]；
BT25S 型十万分之一电子分析天平(北京赛多利斯

仪器有限公司)；–80 ℃超低温冰箱(Thermo Fisher 
Scientific 公司)。Ultimate 3 000 UHPLC 液相色谱

仪 ( 德 国 Dionex Softron GmbH-Thermo Fisher 
Scientific)，配备 WPS-3000 TRS 自动进样器，

TCC-3000RS 柱温箱和 HPG-3400RS 二元泵。TG 
20W 型台式高速冷冻式离心机(博科精密仪器有限

公司，离心半径 125 mm) 
1.2  试剂 

异欧前胡素(成都曼思特生物科技有限公司，

批号：MUST-19032420；纯度≥98%)；乙腈、甲

醇均为质谱级，购自美国 Thermo Fisher 公司；甲

酸(色谱级，德国 Merck 公司)；纯净水(杭州娃哈

哈集团有限公司)。 
1.3  动物 

SPF 级 SD 大鼠，雄性，体质量(200±10)g，购

自济南朋悦实验动物繁育有限公司，动物生产许可

证号：SCXK(鲁)20190003。动物实验获得滨州医学

院实验动物委员会的批准(批准号：2021-087)。 
2  方法 
2.1  对照品溶液制备   

精密称取异欧前胡素对照品 5 mg 于 50 mL 量

瓶中，加入甲醇超声使溶解，定容，混匀，过0.22 μm
微孔滤膜。 
2.2  灌胃混悬液的制备   

称取异欧前胡素对照品 60 mg，加入 6 mL 生

理盐水，超声至充分混悬，配成质量浓度为

10 g·L–1 的溶液(每天现配现用)。 

2.3  动物分组和给药 
取 6 只健康雄性 SD 大鼠，随机分为空白组

(n=3)和给药组(n=3)，分别收集粪便和尿液、空白

血浆样本。实验前所有动物于 SPF 级动物房内适

应性饲养 1 周，昼夜循环 12 h，温度 22~24℃，相

对湿度 55%~65%。给药前禁食 12 h，全程不禁水。

给药组按 250 mg·kg–1 体质量分 3 d 灌胃给药，空

白组给予等体积的生理盐水。 
2.4  生物样品采集 

将空白组和给药组分别置于代谢笼中，于灌

胃后 0.5，1，2，4 h 后眼眶取血 200 μL，置于肝

素钠抗凝 EP 管中，混合均匀，在冷冻离心机中

3 500 r·min–1 离心 15 min，分别取上清液，得空白

血浆和含药血浆；收集 2 组大鼠 24 h 的累积尿样，

3 500 r·min–1 离心 15 min 后取上清液，分别得到空

白尿样与含药尿液；收集 2 组大鼠 24 h 的累积粪

样，晾干后碾碎，装于离心管中。所有生物样品

均置于–80 ℃冰箱保存，备用。 
2.5  供试样品溶液的制备   

分别取空白组和给药组粪便 1 g，研磨，加入

5 mL 生理盐水超声提取 30 min，3 500 r·min–1 离

心 15 min 后取空白粪样与含药粪样上清液。取依

次用 3 mL 甲醇和 3 mL 水预活化的固相萃取柱，

分别吸取血、尿、粪样品 1 mL 上样，依次采用 3 mL
水和 3 mL 甲醇洗脱，收集甲醇洗脱液，在室温下

用氮气吹干。残渣用 100 μL 的初始流动相复溶，

涡旋 3 min 后，4 ℃下以 14 000 r·min–1 离心 15 min
后取上清液。 
2.6  色谱条件   

HYPERSIL GOLD C18色谱柱(100 mm×2.1 mm，

1.9 μm)；流速：0.3 mL·min–1；柱温：40 ℃；进样

量：2 μL。流动相：含 0.1%甲酸的水(A)和乙腈(B)；
梯度洗脱：0~2 min，95%A；2~3 min，95%→60%A；

3~7 min，60%→35%A；7~15 min，35%→5%A；

15~18 min，5%A；18~18.1 min，5%→95%A；

18.1~20 min，95%A。 
2.7  质谱条件   

正离子、负离子检测模式；离子源参数：氮

气(纯度≥99.99%)分别作为鞘气和辅助气体，流速

分别为 30 和 10(任意单位)，毛细管温度为 320 ℃，

蒸发器温度为 400 ℃，喷涂电压为 4 500/3 800 
V(+/-)；质谱质量扫描范围 m/z 50.0~800.0，分辨率

70 000；碰撞能为 30 eV。 
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2.8  数据处理   
数据处理工作站为 X Calibur 2.2。母离子和碎

片离子的分子式预测参数如下：C[10~100]，
H[30~100]，O[1~30]，S[1~10]。质量精度误差在 5× 
10–6 以内。ChemDraw 18.0、亿图图示绘图软件用

于代谢产物的裂解规律分析。 
3  结果与讨论 
3.1  对照品质谱裂解行为 

在正负离子模式下，对照品异欧前胡素的色

谱峰保留时间及准分子离子峰[M+H]+/[M-H]−分

别为 8.66，8.67 min 和 m/z 203.03(−2.676×10–6，

C16H15O6)、m/z 269.08(4.551×10−6，C16H13O6)，见

图 1。正离子检测模式下检测到特征离子碎片：

m/z 203[M+H-C5H8]+，m/z 159[M+H-C5H8-CO2]+，

m/z 147[M+H-C5H8-2CO]+ ， m/z 131[M+H-C5H8- 
CO2-CO]+和 m/z 69[C5H8+H]+；负离子检测模式下

检测到特征离子碎片：m/z 269[M-H]–，m/z 254 
[M-H-CH3]–，m/z 214[M-H-CH3-C3H4]–，m/z 201[M- 
H-C5H8]−和 m/z 175[M-H-C5H8-CO]–，其可能的裂

解途径见图 1。 
3.2  异欧前胡素在大鼠体内代谢产物鉴定 

异欧前胡素进入生物体体内后极易被吸收， 
 

 
 

图 1  异欧前胡素对照品的提取离子流色谱图(A)和质谱裂解规律分析(B) 
1−正离子模式；2−负离子模式。 
Fig. 1  Extracted ion chromatogram(A) and mass fragmentation behavior(B) of isoimperatorin control 
1−positive ion mode; 2−negative ion mode. 
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并进一步经生物酶的催化发生一系列代谢反应。

Wang 等[9]研究发现，异欧前胡素以灌胃给药方式

给予大鼠，随后可在其大脑、小脑以及肝脏等组织

检测到不同浓度的原药。本研究根据在正、负离子

模式下所获得的精确分子质量、色谱保留行为、质

谱裂解规律、特征碎片离子、对照品比对以及文献

报道，共鉴定 32 个代谢产物，具体见表 1。 
M1 和 M6 在正离子模式下的准分子离子分别

为 m/z 203.033 40 和 m/z 203.033 48，保留时间分

别为 1.11， 5.18 min，推测其分子式可能为

C11H7O4，误差分别是–2.390×10–6，–1.996×10–6。

根据文献[9]和对照品裂解规律，结合 M1 在反相

色谱柱上较早被洗脱下来，将 M1 推断为 8-OH 补

骨脂素(花椒毒酚)，M6 为 5-OH 补骨脂素。在负

离子模式下，M4 于 4.97 min 洗脱下来，分子式为

C11H5O4，误差为 1.914×10–6。M4 与 M6 有相似的

碎片离子，且分子式相差 2H，推测 M4 为负离子

模式下的 5-OH 补骨脂素。在它们的二级质谱谱图

中，两者均出现 m/z 147、m/z 159 和 m/z 131 等特

征碎片离子，且与异欧前胡素对照品的碎片离子

相似，进一步对上述推断进行了确证。进一步的

分析发现，M21 较 M4 多 1 分子亚甲基，推测其

可能为佛手酚内酯[10]。具体鉴定过程见图 2。 
M3 在负离子模式下的准分子离子为 m/z 

331.118 96，推测其分子式为 C18H19O6，误差为

4.063×10–6。在二级质谱图谱中，丰度较高的碎片

离子峰为 m/z 331([M-H]−)、m/z 301([M-H-OCH3] −)、
m/z 215([M-H-2OCH3-C4H8]−)和 m/z 258([M-H-2OC 
H3-CH3]−)等，由可鉴定 M3 为异欧前胡素的烯烃形

成二氢二醇与甲基化代谢产物[11]，见图 3。 
 
 

表 1  异欧前胡素在大鼠血、尿、粪中的代谢产物定性分析表 
Tab. 1  Qualitative analysis of the metabolites of isoimperatorin in blood, urine and feces of rats 

序号 保留时间/ 
min 

分子式 
离子 
模式 

理论质 
荷比 

实际质 
荷比 

误差 
(×10–6)

二级碎片 血 尿 粪

M0* 

8.65 C16H15O4 P 271.096 49 271.095 86 –2.307 
203.03(100)，147.04(57.46)，131.05(23.44)，

159.04(15.81)， 91.05(9.82)， 69.07(9.39)，
119.05(4.69)，175.04(3.86) 

√   

8.66 C16H15O4 P 271.096 49 271.095 98 –1.864 
203.03(100)，147.04(55.59)，131.05(24.82)，

159.04(14.76)，69.07(12.55)，91.05(9.49)，
119.05(4.10)，175.04(3.66) 

 √  

M1 1.11 C11H7O4 P 203.033 34 203.033 40 –2.390 
203.03(100)，147.04(96.86)，131.05(33.02)，

91.05(27.92)，159.04(18.18)，119.05(10.83) 
√   

M2 2.61 C16H15O4 N 271.097 58 271.094 91 –1.575 
271.09(100) ， 125.03(9.26) ， 241.99(4.67) ，

239.07(4.01)，181.06(3.35)，228.09(1.97) 
 √  

M3 4.74 C18H19O6 N 331.118 16 331.118 96 4.063 
331.12(100) ， 80.96(80.84) ， 257.12(55.52) ，

122.04(43.66)，79.96(33.33)，215.11(21.53)，
283.10(16.75)，301.11(10.72) 

  √

M4 4.97 C11H5O4 N 201.018 78 201.018 62 1.914 201.11(100)，201.02(27.09)，145.03(2.20)，
173.02(2.04) 

  √

M5 5.04 C15H15O5 P 275.091 41 275.090 85 –2.000 
107.05(100) ， 169.05(5.27) ， 151.04(1.78) ，

275.09(0.91)，118.07(0.57)，85.03(0.58) 
√   

M6 5.18 C11H7O4 P 203.033 34 203.033 48 –1.996 
203.03(100)，147.04(93.35)，131.05(32.77)，

159.04(20.05)，119.05(10.80)，175.04(5.24) 
√   

M7 5.23 C22H19O12 N 475.088 20 475.088 26 2.437 
201.02(100)，113.02(25.98)，175.02(6.47)， 

131.03(4.06)，157.01(1.70)，145.03(1.41)， 
99(1.31)，299.06(0.27) 

 √  

M8 5.31 C11H5O7S N 280.976 15 280.976 17 3.987 
201.02(100)，117.03(4.16)，280.98(3.61)， 

173.02(3.31)，145.03(2.35)，147.04(1.07)，
119.05(0.41) 

 √  

M9 5.36 C16H13O5 P 285.075 69 285.075 04 –2.491 
285.08(100)，270.05(43.05)，242.06(28.01)， 

225.05(11.73)，229.09(8.72)，118.04(4.01)，
196.05(3.84)，91.05(1.88)，253.05(1.80) 

 √  

M10 5.38 C11H5O7S N 280.976 15 280.976 23 4.414 
201.02(100) ， 280.98(4.44) ， 117.03(3.58) ，

173.02(3.51)，145.03(2.55)，119.05(1.26)，
69.06(0.60) 

√   
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续表 1 

序号 保留时间/ 
min 

分子式 
离子 
模式 

理论质 
荷比 

实际质 
荷比 

误差 
(×10–6) 

二级碎片 血 尿 粪

M11 5.41 C16H15O7 P 319.081 21 319.080 57 –0.659 203.03(100)，147.04(50.21)，131.05(18.95)，
319.08(9.49) 

 √  

M12 5.44 C16H15O7 N 319.082 33 319.082 55 4.139 
205.01(100)，176.01(20.96)，217.01(19.16)，

189.02(15.32)，245.08(12.74)，319.08(9.45) 
√   

M13 5.44 C11H5O7S N 280.976 15 280.976 23 4.201 
201.02(100) ， 117.03(4.48) ， 280.98(3.72) ，

173.02(3.60)，202.02(1.01)，147.04(0.80)，
119.05(0.56) 

 √  

M14 

5.48 C16H15O7 P 319.081 19 319.080 60 –1.972 
203.03(100)，147.04(49.42)，131.05(20.39)，

159.04(14.78)，319.08(10.00)，117.09(4.87) 
 √  

5.48 C16H15O7 P 319.081 21 319.080 60 –0.629 
203.03(100)，147.04(49.42)，131.05(20.39)，

159.04(14.78)，319.08(10.00) 
 √  

M15 5.53 C16H13O9S N 381.027 48 381.028 72 3.257 
201.02(100) ， 80.96(44.35) ， 381.03(9.13) ，

117.03(2.88)，173.02(2.30) 
  √

M16 5.57 C16H17O6 N 305.103 06 305.103 21 4.082 
205.01(100)，245.08(15.64)，203.00(10.31)，

305.10(3.72)，190.03(1.87)，150.03(2.58) 
 √  

M17 5.71 C16H13O7 P 317.065 31 317.065 00 –1.827 
203.03(100)，147.04(64.71)，131.05(26.12)，

159.04(14.66)，317.06(12.60)，289.07(12.48)
√   

M18 5.73 C16H13O7 P 317.065 31 317.064 91 –0.669 
203.03(100)，147.04(53.08)，131.05(23.13)，

317.06(11.25)，289.07(9.60)，175.04(5.87) 
 √  

M19 5.80 C16H11O7 N 315.051 21 315.051 30 4.066 
201.02(100) ， 117.03(6.85) ， 79.96(6.56) ，

145.03(3.34)，173.02(4.68)，163.04(2.57)，
315.00(2.32)，299.98(1.49) 

 √  

M20 5.81 C17H15O6 P 317.065 31 317.065 00 –0.579 
203.03(100)，147.04(48.48)，317.06(17.86)，

289.07(11.65)，174.03(9.60) 
 √  

M21 5.85 C12H7O4 N 215.034 98 215.033 98 0.441 
215.13(100)，153.13(58.22)，197.12(45.36)，

125.10(3.41)，116.07(3.13)，131.09(2.82) 
  √

M22 5.97 C16H17O6 P 305.101 41 305.103 21 –1.818 

191.03(100)，219.03(31.09)，237.04(14.59)，
163.04(6.23) ， 149.10(5.11) ， 69.07(4.85) ，
137.02(4.69)， 93.07(4.34)， 173.02(4.06) ，
79.05(3.40)，105.07(2.29) 

 √  

M23 5.97 C16H17O6 P 305.101 96 305.10141 –1.818 
191.03(100)，219.03(31.09)，237.04(14.59)，

149.10(5.11)，69.07(4.85) 
 √  

M24 6.10 C16H19O4 P 275.127 24 275.127 20 –2.128 
105.07(100)，275.20(65.63)，119.09(48.83)，

133.10(31.93)，147.12(23.39) 
  √

M25 6.20 C16H13O6 P 301.070 59 301.069 98 –2.274 
202.03(100) ， 174.03(33.21) ， 146.04(6.69) ，

118.04(8.36)，301.07(3.56)，91.05(3.32) 
 √  

M26 6.22 C16H15O6 P 303.08629 303.085 72 –1.962 
203.03(100)，147.04(53.15)，101.06(29.52)，

303.09(8.01)，312.58(1.74) 
√   

M27 6.22 C16H15O5 P 287.091 40 287.090 85 –1.916 
203.03(100)，147.04(48.74)，131.05(21.80)，

159.04(12.18)，119.05(4.47)，175.04(4.20) 
 √  

M28 6.95 C16H17O5 N 289.108 15 289.108 43 4.773 220.04(100)，161.02(55.25)，176.05(33.14)，
289.11(17.31) 

 √  

M29 7.18 C16H15O5 P 287.091 40 287.091 09 –1.080 
146.06(100)，241.13(21.21)，174.05(13.29)，

287.14(7.99)，223.12(5.30)，69.07(4.34) 
 √  

M30 7.93 C16H13O7 N 317.066 61 317.066 96 4.355 
273.08(100)，243.03(24.52)，215.03(20.19)，

176.01(4.63)，227.03(2.85) 
 √  

M31 12.61 C16H13O5 N 285.076 90 285.076 35 2.105 
285.17(100) ， 116.93(9.01) ， 59.01(7.16) ，

273.52(5.30)，194.20(5.14)，167.20(4.60) 
  √

注：√−能检测到；*−与对照品比对鉴定。 
Note: √−Detected; *−comparison and identification with the reference substance. 
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图 2  M1、M4、M6 和 M21 的裂解过程 
Fig. 2  Mass fragmentation behavior of M1, M4, M6 and M21 

 

 
 

图 3  M3 在负离子模式下的质谱裂解过程 
Fig. 3  Mass fragmentation behavior of M3 in negative ion mode 
 

在正离子模式下， M9 的准分子离子为

m/z 285.075 04，推测分子式为 C16H13O5，误差为

–2.491×10–6。在其二级质谱图中，可见特征碎片

离子 m/z 270[M+H-CH3]+、m/z 242[M+H-CH3-CO]+。

参考文献[12]，可推测 M9 为异欧前胡素的醛基化

产物。在负离子模式下，M31 在 12.61 min 被检测

到，X Calibur 给出的元素组成同样是 C16H13O5，

误差为 2.105×10–6，初步判定 M31 是 M9 的还原

产 物 。 在 其 ESI-MS2 谱 图 中 ， 其 碎 片 离 子

m/z 273[M-H-CH3+2H]–以及 m/z 59[C3H8O-H]−则

证实了 M31 为异欧前胡素的羟基化产物。 
在负离子模式下，M7 在 5.23 min 被洗脱下来，
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X Calibur 给出的元素组成为 C22H19O12，误差为

2.437×10–6。在 ESI-MS2 中，m/z 201[M-H-C5H8]–、

m/z 131[M-H-C5H8-CO2-CO]–、m/z 157[M-H-C5H8- 
CO]–以及 m/z 145[M-H-C5H8-2CO]−都证明了异欧

前胡素基本母核的存在。碎片离子 m/z 299 证实了

m/z 475→299 的葡萄糖醛酸 (GluA)化过程。因

此，M7 被鉴定为异欧前胡素的醛基化+葡萄糖

醛酸化产物。 
M10 和 M13 分别在大鼠血样和尿样中被检测

出来，推测其在负离子模式下可能的分子式为

C11H5O7S，误差分别为 4.414×10–6 和 4.201×10–6。

在负离子模式下，两者均出现 80(m/z 281→201)的
中性丢失，推断其为硫酸酯类物质。碎片离子

m/z 145 和 m/z 175 皆为 m/z 201 连续丢失 CO 所得，

这与异欧前胡素裂解行为相似。最终，M10 和 M13
可鉴定为 M0 脱异戊烯基与硫酸化产物，M8 可鉴

定为花椒毒酚的硫酸化产物[13]。 
M11 和 M14 在正离子模式下拥有相同的分子

式，分别在 5.41 min 和 5.48 min 被洗脱出来，根

据建立的模板推测 M11 为异欧前胡素先双羟基化

再一羟基化最终形成 3OH 产物 M14。在 ESI-MS2

中，两者均出现了 m/z 203，147，131 和 319 等异

欧前胡素母核的特征碎片离子。碎片离子 m/z 117
说明此 3 个羟基于 5 位异戊烯氧基上的取代。因

此，M11 和 M14 为异欧前胡素-3OH 产物。 
正离子模式下在大鼠血样中检测到 M17，负

离子模式下于大鼠尿样中检测到 M19，分子式分

别为 C16H13O7 和 C16H11O7，且都具有呋喃香豆素

母核的特征碎片离子，二者保留时间相似，推测

二者可能是相似物质。在 M17 的二级质谱中，由

m/z 289→201 可见 C5H10O 的中性丢失，推断异戊

烯氧基上有羟基取代。在 M19 的二级质谱中，由

m/z 300→201 可见 C5H8O2 的中性丢失，推断异戊

烯氧基上有羧基取代。综上分析，M17 和 M19 为

异欧前胡素的羧基化并羟基化产物。 
M22 在 5.97 min 处被洗脱出来，正离子模式

下的分子式为 C16H17O6。在 ESI-MS2 中，碎片离

子 m/z 105 说明异戊烯氧基上的双键被 2 个羟基取

代。结合文献[13]，可确定 M22 为水合氧化前胡

素内酯。以 M22 为模板，进一步鉴定出 M29 为

M22 脱水后的产物，M30 在 M22 的基础上亚甲基

成酮，而 M5 发生了内酯环脱羰基变成五元呋喃

环，M2 则为 M22 脱去 2 个氧原子而得。此外，

M2 也有可能由异欧前胡素氢化而来。 
正离子模式下，M23 的分子式为 C16H17O6，

误差为–1.818×10–6。参考 X Calibur 给出的二级碎

片发现并无异欧前胡素的基本母核离子，推测此

产物可能发生呋喃环或内酯环的开环反应。在

M23 的 ESI-MS2 中 ， 出 现 的 碎 片 离 子

m/z 236[M+H-C5H10]+和 m/z 219[M+H-C5H10-H2O]+

验证了 M23 是 M0 呋喃环开环产物。同理，在负

离 子 模 式 下 ， 根 据 M28 的 碎 片 离 子

m/z 220[M-H-C5H9]– 、m/z 176[M-H-C5H9-CO2]– 及

m/z 161[M-H-C5H9-CO2-CH3]−可以推断 M28 同为

M0 呋喃环开环产物[14]。 
M26 在血液中被检测出来，正离子模式下其

分子式为 C16H15O6，误差为–1.962×10–6。与异欧

前胡素分子式对比发现，M26 分子式中多 2 个氧

原子。利用 ChemDraw 18.0 绘图软件分析，碎片

离子 m/z 101 为异戊烯氧基双羟基化取代后产生。

参考二级质谱中的其他碎片离子，可以鉴定 M26
为异欧前胡素的双羟基取代产物[12]。负离子模式

下，M12 的准分子离子为 m/z 319.082 33，推测分

子式为 C16H15O7，误差为 4.139×10–6。在 ESI-MS2

谱中，碎片离子 m/z 245[M-H-C2H2O3]–，m/z 205 
[M-H-C2H2O3-C3H4]−，m/z 189[M-H-C2H2O3-C3H4-O]–

以 及 m/z175[M-H-C2H2O3-C3H4-O-CH3]− 可 推 测

M12 的裂解行为。根据上述裂解途径，推测 M12
为 M26 的内酯环开环产物，具体裂解过程见图 4。
M15 在 5.53 min 被洗脱下来，负离子模式下给出

其分子式 C16H13O9S，误差为 3.257×10–6 。在

ESI-MS2 谱中，碎片离子 m/z 81 说明了 SO3H 的存

在，结合异欧前胡素母核特征碎片离子 m/z 201 和

m/z 173，推测 M15 是 M26 的硫酸化产物；M18
和 M20 分别在 5.73 min 和 5.81 min 被洗脱，正离

子模式下分子式为 C16H13O7(误差为–0.669×10–6)
和 C16H13O7(误差为–0.579×10–6)。在二级质谱中，

碎片离子 m/z 289 比 m/z 317 少 28，证明羰基的存

在。结合异欧前胡素母核碎片离子 m/z 203 和

m/z 147，推测 M18 和 M20 是 M0 发生羰基取代并

双羟基化后的代谢产物，二者为同分异构体。 
3.3  异欧前胡素的体内代谢途径分析 

肝脏是香豆素类化合物代谢的主要部位。口

服进入体内的香豆素类化合物，少部分会以原型

排出体外，大部分经过胃肠道吸收入血，并经肝

脏代谢后随尿液排出体外[15]。在本研究中，在给
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予异欧前胡素后的大鼠血液中检测到 8 个代谢

产物，在尿液中检测到 18 个代谢产物，在粪便

中检测到 6 个代谢产物，推测其相关的代谢途

径见图 5。其中，在血液中主要发生了羟基化

(M26)、内酯环开裂 (M5、M12)、羧基化 (M17)
以及硫酸化(M10)等代谢转化反应；尿液中检出

的代谢产物最多 [16]，主要发生了氧化 (M11、
M14、M29、M30)、还原(M2)、呋喃环开裂(M23、
M28)以及甲基化(M20)反应，同时还检测到了葡

萄糖醛酸化代谢产物(M7)。粪便中鉴定得到的代

谢产物较少，主要为脱异戊烯基产物(M4)和甲基

化产物(M3、M21)。 
 

 
 

图 4  M12 在负离子模式下的质谱裂解过程 
Fig. 4  Mass fragmentation behavior of M12 in negative ion mode 
 

 
 
图 5  异欧前胡素在体内可能的代谢途径 
Fig. 5  Proposed isoimperatorin metabolic patterns in vivo 
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4  讨论 
本研究为了检测尽可能多的代谢物，建立了

异欧前胡素代谢产物 UHPLC-Q-Exactive Orbitrap 
MS 整合定性分析策略。结合正、负离子模式下的

色谱保留行为、碎片离子及对照品比对等，对大

鼠血浆、尿液和粪便中的异欧前胡素代谢物进行

了全面的分析和鉴定，并阐明了其主要的体内代

谢通路。 
研究结果显示，异欧前胡素等香豆素类化合

物进入体内，主要通过肝脏进行代谢 [17]。肝脏

代谢可分为 2 个阶段，第 1 阶段主要发生羟基

化、内酯环开环、脱氢等一系列氧化还原反应；

第 2 阶段为结合反应，在葡萄糖醛酸转移酶和

CYP2A6 等酶的参与下，可与葡萄糖醛酸、硫

酸结合，生成水溶性较大的化合物，最后经肾

脏排出体外 [16]。在本次实验中，异欧前胡素经

口服给药后，共检测到原型在内的 32 种代谢产

物。值得一提的是，葡萄糖醛酸化产物为首次发

现，其作为人体主要的Ⅱ相代谢通路，参与体内

潜在毒性化合物的解毒过程[18]。有报道揭示[19]，

异欧前胡素具有较高的血脑屏障通透性，并具有

治疗中枢神经系统疾病的药动学潜力，而本研究

在血浆中检测到了原型药物。此外，尿液中的代

谢产物较多，提示肾脏可能是异欧前胡素代谢转

化和排泄的主要器官。 
本研究发现的代谢产物呈现出各种生物活

性，也可被视为异欧前胡素的“显效形式”。

Kubrak、Mottaghipisheh 等[20-21]则研究发现，氧化

前胡素、佛手柑内酯具有良好的抗肿瘤作用；Liu
等[22]发现水合氧化前胡素内酯和花椒毒酚对核受

体维甲酸 X 受体-α 基因的转录功能有促进作用，

进而促进前体脂肪凋亡；Shen 等[23]发现佛手酚成

分能够抑制 LPS 诱导的炎症反应和 ox-LDL 诱导

的脂质沉积。 
综上，本实验研究了异欧前胡素在大鼠体内

代谢情况，可为呋喃香豆素类化合物在体内代谢

的相互转化研究提供依据，同时为香豆素类药物

的临床安全用药提供参考。 
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