木犀草素及木犀草苷在大鼠体内的代谢研究
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摘要：目的 研究木犀草素和木犀草苷在大鼠体内的代谢转化。方法 应用 UHPLC-Q-TOF-MS 方法研究分别灌胃木犀草素、木犀草苷后大鼠血浆、尿和粪中的代谢产物。结果 在灌胃木犀草素的大鼠血浆、尿、粪中共检测到 25 种代谢产物；在灌胃木犀草苷的大鼠血浆、尿、粪中共检测到 20 种代谢产物，但未检测到其原型。结论  木犀草素在大鼠体内的主要代谢途径为氧化、甲基化、葡糖醛酸化和硫酸化；木犀草苷在大鼠体内的主要代谢途径为脱葡萄糖基反应生成木犀草素素后，再氧化、甲基化、葡糖醛酸化和硫酸化。黄酮苷类化合物口服后易被肠道菌群产生的水解酶代谢为苷元吸收入血。
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Abstract: Objective To investigate the metabolite profile of luteolin and luteoloside in rats. Methods Ultra high performance liquid chromatography combined with Triple TOF mass spectrometry (UHPLC-TOF/MS/MS) was used for the separation and analysis of luteolin, luteoloside and their metabolites. Results A total of 25 luteolin metabolites were detected in the plasma, urine and feces. A total of 20 luteoloside metabolites were detected, but the parent was not found. Conclution The metabolic pathways of luteolin in rats included oxidation, demethylation, glucuronidation and sulfation. And luteoloside was hydrolyzed into luteolin absolutely. The flavone glucosides were metabolited into aglycone by the intestinal bacteria hydrolytic enzyme, then they were absorbed in blood easily.
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木犀草素（化学结构见图1）是一种天然黄酮类化合物，通常以糖苷和游离型存在于多种植物中，如杏香兔耳风、全叶青兰、辣椒、野菊花、金银花、紫苏等[1]。研究表明，木犀草素具有抑制抗肿瘤作用[2-6]；具有抗炎[7-9]；抗氧化[10-12]；抑菌[13]；对神经系统的保护作用[14]以及其他药理活性[15-16]。相对木犀草素活性研究而言，目前木犀草素及其苷在生物体内代谢产物研究国内外还比较少[17-19]。本研究应用 UHPLC-Q-TOF-MS 技术测定和鉴定大鼠灌胃木犀草素及其苷后血液、尿液和粪便中的主要代谢产物，研究木犀草素及其苷在体内主要代谢途径，揭示了大鼠口服木犀草素和木犀草苷后，其在体内的吸收、代谢和排泄的过程，为黄酮类化合物构效关系研究和新药研究提供依据，也为中药成分的体内外代谢研究提供借鉴。
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图 1 木犀草素的化学结构式

Figure 1  Chemical Structure of Luteolin
1 材料

1.1 仪器  
Nexera X2 LC-30A 超高效液相色谱仪，包含在线脱气机、高压二元泵、自动进样器、柱温箱（日本 Shimadzu 公司）；Triple-TOF AB5600+ 高分辨质谱仪，配备 ESI 离子源及 Analyst 1.6 数据处理软件、PeakView 数据处理软件（美国 AB SCIEX 公司）；KQ-4000B 型超声清洗机（巩义市予华仪器有限责任公司）；AL204 型电子分析天平（ Mettler Toledo 仪器（上海）有限公司）；HC-3018R 型高速冷冻离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；VORTEX3 旋涡混匀器（德国 IKA 公司）；Millipore-Simplicity 超纯水处理系统（德国默克密理博公司）。

1.2 药品及试剂  
木犀草素（自制，批号，经 ESI-MS、1H-NMR、13C-NMR 谱鉴定为木犀草素，经 HPLC 测定，其质量分数 ＞98 %）；木犀草苷（自制，批号，经 ESI-MS、1H-NMR、13C-NMR 谱鉴定为木犀草苷，经 HPLC 测定其质量分数 ＞98%）；甲醇、乙腈（ HPLC 级，美国 Fisher Scientific 公司）；甲酸（ HPLC 级，阿拉丁试剂有限公司），纯净水（广州屈臣氏食品饮料有限公司），其余试剂为分析纯。

1.3 动物  
SD 大鼠，雄性，体质量（180±10）g，湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物许可证号： SCXK（湘）2013-0004。大鼠适应性喂养 1 周后开始实验，给药前禁食 12 h，自由饮水。

2 方法

2.1 溶液配制  
木犀草素混悬液的配制：称取木犀草素粉末适量，置于 25 mL 量瓶中，加入适量 0.5 %羟甲基纤维素钠溶液超声溶解，定容，即得。

木犀草苷混悬液的配制：称取木犀草苷粉末适量，置于 25 mL 量瓶中，加入适量 0.5 %羟甲基纤维素钠溶液超声溶解，定容，即得。

2.2 样品采集  
2.2.1 血浆样品采集  取大鼠 6 只，随机分为给药组和空白组，每组 3 只。大鼠按 250 mg·kg-1 灌胃给药木犀草素，置于代谢笼中，给药后 0.5，1，2，4，6，12 h 分别对各组进行眼眶取血 0.5 mL，立即 4℃ 下 4000 r·min-1 离心 5 min，取上层清液，放入－20 ℃ 冰箱备用。

取大鼠 6 只，随机分为给药组和空白组，每组 3 只。大鼠按 180 mg·kg-1 灌胃给药木犀草苷，置于代谢笼中，给药后 0.5，1，2，4，6，12 h 分别对各组进行眼眶取血0.5 mL，立即 4℃ 下 4000 r·min-1 离心 5 min，取上层清液，放入－20 ℃ 冰箱备用。

2.2.2 尿液和粪便样品采集  
取大鼠 6 只，随机分为给药组和空白组，每组 3 只。给药前禁食 12 h，自由饮水，室温饲养。大鼠按 250 mg·kg- 1 灌胃给药木犀草素，置于代谢笼中，给药后分别收集 0～12 h，12 ～ 24 h 的尿液和粪便。分别在 4℃ 下 4000 r·min-1 离心 5 min，取上层清液，放入－20 ℃ 冰箱备用。

取大鼠 6 只，随机分为给药组和空白组，每组 3 只。给药前禁食 12 h，自由饮水，室温饲养。大鼠按 180 mg·kg- 1 灌胃给药木犀草苷，置于代谢笼中，给药后分别收集 0～12 h，12 ～ 24 h 的尿液和粪便。分别在 4℃下 4000 r·min-1 离心 5 min，取上层清液，放入－20 ℃ 冰箱备用。

2.3 生物样品处理  
血浆：0.5，1，2，4，6，12 h 血浆样品，加入 4 倍量甲醇，涡旋混合 3 min 后，13000 r·min-1离心 5 min，取 2 μL 上清液进行 UHPLC-Q-TOF MS 分析。
粪便：空白组及给药组大鼠干燥粪便样品分别混匀后，分别置于研钵中碾磨至粉末状，各称取约 1 g，加入 4 mL 甲醇超声提取 30 min，13000 r·min-1、5℃ 温度下高速离心 5 min，取上清液，经 0.22 μm 滤膜滤过，取 5 μL 进行 UHPLC-Q-TOF MS 分析。

尿液：采用固相萃取 (SPE) 方法处理大鼠尿液样品，phenomenex 固相萃取柱)用 3 mL 甲醇活化，再用 2 mL 水平衡。尿样 3500 r·min-1 离心 10 min，取 100 μL 上清液上样到已平衡好的固相萃取柱上，用 2 mL 水洗柱，再用 2 mL 甲醇洗脱,洗脱速度约每分钟 30 滴，甲醇洗脱液于室温下氮气吹干。残留物用 600 μL 甲醇-水 (80:20, V/V) 复溶，涡旋 2 min，13,000 r·min-1 离心 10 min，2 μL 上清液进行 UHPLC-Q-TOFMS 分析。
2.4 实验条件

2.4.1 色谱条件  
色谱柱：Welch C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7μm） ；柱温 45℃；流动相A：0.1%甲酸-水（V/V），B：乙腈，梯度洗脱，流速 0.3 mL·min-1，自动进样，样品室温度 4℃。梯度程序如下： 0～1 min，等度 2 % B；1～20 min，线性梯度 2 %～45 % B；20～28 min，45 %～95 % B；28～31 min，95 % B；31～35 min，2 % B。
2.4.2 质谱条件  离子源为电喷雾离子化源 （ESI），负离子模式；质量扫描范围 m/z 50～1250；喷雾电压： −4500 V，雾化气温度： 600 ℃，气帘气： 25 psi，雾化气和辅助气：50 psi；去簇电压（DP）： −100 V；采用 TOF-MS-IDA-MS/MS 方法采集数据，TOF/MS 一级预扫描和触发的二级扫描 TOF/MS/MS 离子累积时间分别为 400，200 ms， CE 碰撞能量为 40 eV，CES 碰撞能量叠加为（40±10）eV，触发二级的方法为 IDA，多重质量亏损（MMDF）和动态背景扣除（DBS） 为触发二级的条件，满足该条件的优先进行二级扫描。

2.5 数据处理  采用AB Sciex 公司 Peak View 1.6 软件中XIC Manager对 UHPLC-Q-TOF -MS 采集的数据进行处理。

2.6 木犀草素及木犀草苷裂解规律研究及总结  木犀草素（C15H10O6）UHPLC-Q-TOF-MS 采集的信息 （图2），负离子模式给出准分子离子峰m/z为 [M-H]– ，其 m/z 为 285.0414。有 m/z 267.0313、257.0447、241.0511、151.0040、133.0301 等子离子特征碎片。其精确质量数、元素组成和不饱和度分别见表1。根据子离子碎片信息，可以推导出木犀草素的质谱裂解途径（图3）：准分子离子（[M-H]-，m/z 285.0414） 较易失去 H2O、CO 和 CO2 分别生成碎片离子m/z 267.0300（[C15H8O5]-）、m/z 257.0447（[C14H10O5]-）、m/z 241.0513（[C14H10O4]-）；准分子离子较易发生RDA裂解生成两个碎片离子 m/z 151.0040（[C7H4O4]-）、m/z 133.0301（[C8H6O2]-），其中碎片离子m/z 133.0301 存在稳定结构，是强度最高的碎片离子。以上所有碎片离子信息和裂解途径，将为木犀草素的代谢产物结构鉴定提供重要参考依据；而木犀草苷口服后易被肠道菌群产生的水解酶代谢为木犀草素吸收入血，所以木犀草苷口服给药可以依木犀草素的碎片离子信息和裂解途径，对其代谢产物结构鉴定提供重要参考依据。
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图 2 木犀草素的MS/MS图

Fig.2 MS/MS spectrum of luteolin
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图 3 木犀草素的质谱裂解途径

Fig.3 Proposed fragmentation pathways of luteolin
表 1 木犀草素的 [M-H]- 及其主要碎片离子的元素组成、EM 理论值及测量值、不饱和度 （DBEs） 和质量偏差

Table 1  Element composition，exact masses，DBEs and mass error of [M+H]+ and fragment ions of luteolin
	元素组成
	实际值  EM/Da
	理论值  EM/Da
	不饱和度
	质量偏差/10-6（ppm）

	C15H10O6
	285.0409
	285.0401
	11
	1

	C15H8O6
	267.0300
	267.0299
	12
	0.4

	C14H10O5
	257.0452
	257.0455
	10
	-1.2

	C14H10O4
	241.0511
	241.0506
	10
	2.1

	C10H8O3
	175.0407
	175.0401
	7
	3.4

	C7H4O4
	151.0040
	151.0037
	6
	2.0

	C8H6O2
	133.0301
	133.0295
	6
	4.5


3 代谢产物鉴定

3.1 木犀草素代谢产物  
除木犀草素原型以外，在大鼠生物样品中发现到 25 个主要代谢产物：I 相代谢产物 2个，II 相代谢产物 23 个。其中血液发现 22 个；尿液发现 18 个；粪便发现 6 个。木犀草素及其代谢产物的 UHPLC 保留时间 （RT）、其精确质量数和元素组成等见表 2。另外，25 中代谢产物 （M0~M10） 的 EIC 的谱图，见图4。 
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图 4 大鼠血浆、尿液和粪便中木犀草素代谢产物（M0~M10）的 EIC 图 
Fig 4 EICs of luteolin metabolites (M0~M10) in rat plasma, Urine,and Feces
表 2 大鼠血浆、尿液和粪便样品中木犀草素及其代谢产物的色谱-质谱信息和代谢途径

Table 2 LC-MS information and biotransformation pathways luteolin and its metabolites in rat plasma, Urine,and Feces
	Peak ID
	Name
	Formula
	Extraction mass/Da
	Fount At mass/Da
	RT/min
	Product Ion
	Plasma
	Urine
	Feces

	M0
	Parent
	C15H10O6
	285.0404
	285.0414
	14.09
	267.0300，257.0452，241.0513，175.0407，151.0040，133.0301
	+
	+
	+

	M0-1
	isomers
	C15H10O6
	285.0404
	285.0413
	18.72
	267.0302，257.0397，241.0482，175.0405，151.0036，133.0295
	+
	​
	​

	M1
	Methylation
	C16H12O6
	299.0561
	299.0572
	16.39
	285.0370，284.0339，257.0431，256.0384，240.0428，151.0039，133.0291
	+
	+
	+

	M9
	Oxidation
	C15H10O7
	301.0354
	301.0358
	14.1
	255.0307，227.0388，151.0032
	+
	+
	+

	M2-1
	Sulfate Conjugation
	C15H10O9S
	364.9973
	364.9985
	18.71
	285.0419，267.0298，257.0470，241.0518，151.0040，133.0299
	+
	+
	+

	M2-2
	Sulfate Conjugation
	C15H10O9S
	364.9973
	364.9985
	15.17
	285.0415，267.0280，257.0404，241.0502，151.0044，133.0290
	+
	+
	+

	M2-3
	Sulfate Conjugation
	C15H10O9S
	364.9973
	366.9985
	14.75
	285.0441，255.0299，151.0042，133.0305
	​
	+
	​

	M3-1
	Glucuronide Conjugation
	C21H18O12
	461.0726
	461.0736
	12.61
	285.0415，267.0299，257.0461，241.0515，151.0039，133.0304
	+
	+
	+

	M3-2
	Glucuronide Conjugation
	C21H18O12
	461.0726
	461.0742
	12.06
	285.0410，257.0506，241.0599，151.0036，133.02904
	+
	+
	​

	M3-3
	Glucuronide Conjugation
	C21H18O12
	461.0726
	461.0728
	10.8
	285.0403，267.0292，257.0387，241.0502，151.0021，133.0304
	+
	​
	​

	M4-1
	 Methylation and Glucuronide Conjugation
	C22H20O12
	475.0882
	475.0893
	12.42
	299.0563，284.0328，256.0372，151.0036
	+
	+
	​

	M4-2
	Methylation and Glucuronide Conjugation
	C22H20O12
	475.0882
	475.0895
	12.64
	299.0560，284.0340
	+
	+
	​

	M4-3
	Methylation and Glucuronide Conjugation 
	C22H20O12
	475.0882
	475.0902
	13.07
	299.0562，284.0327，256.0385
	+
	+
	​

	M4-4
	Methylation and Glucuronide Conjugation
	C22H20O12
	475.0882
	475.0890
	11.48
	299.0562，284.0317
	​
	+
	​

	M5-1
	Sulfate and Glucuronide Conjugation
	C21H18O15S
	541.0294
	541.0303
	14.31
	461.0732，364.9969，285.0403，255.0328，241.0503，151.0030，133.0289
	+
	​
	​

	M5-2
	Sulfate and Glucuronide Conjugation
	C21H18O15S
	541.0294
	541.0311
	13.34
	461.0737，364.9977，285.0407，151.0013，133.0280
	+
	​
	​

	M6-1
	dia-Glucuronide Conjugation 
	C27H26O18
	637.1046
	637.1081
	9.17
	461.0742，285.0413
	+
	+
	​

	M6-2
	dia-Glucuronide Conjugation 
	C27H26O18
	637.1046
	637.1089
	10.61
	461.0747，285.0414，257.0471，241.0509，151.0021，133.0299
	+
	+
	​

	M7-1
	Methylation and dia-Glucuronide Conjugation 
	C28H28O18
	651.1202
	651.1234
	9.11
	475.0893，299.0560，284.0303，256.0306，133.05259
	+
	+
	​


	M7-2
	Methylation and dia-Glucuronide Conjugation
	C28H28O18
	651.1202
	651.1233
	9.37
	475.0901，299.0566，284.0303
	+
	​
	​

	M7-3
	Methylation and dia-Glucuronide Conjugation
	C28H28O18
	651.1202
	651.1243
	9.71
	475.0904，299.0575，284.0357
	+
	+
	​

	M7-4
	Methylation and dia-Glucuronide Conjugation 
	C28H28O18
	651.1202
	651.1245
	11.18
	475.0901，299.0568，284.0328，256.0338
	+
	+
	​

	M8-1
	Methylation and Sulfate Conjugation
	C16H12O9S
	379.0129
	379.0139
	13.41
	363.9911，300.0289，299.0585，284.0335，256.0380，151.0035
	+
	​
	​

	M8-2
	Methylation and Sulfate Conjugation
	C16H12O9S
	379.0129
	379.0141
	19.69
	299.0570，284.0336，256.0338，151.0046
	+
	+
	+

	M8-3
	Methylation and Sulfate Conjugation
	C16H12O9S
	379.0129
	379.0141
	18.28
	299.0574，284.0339，256.0375，151.0046
	​
	+
	+

	M10
	Methylation and Sulfate and Glucuronide Conjugation
	C22H20O15S
	555.04502
	555.0486
	15.24
	475.0916，379.0137，299.0579，284.0341
	+
	​
	​


M0-1: M0-1 保留时间为 18.72 min，M0-1 与原型碎片离子 m/z 267.0300、257.0452、241.0513、175.0407、151.0040、133.0301 一样，所以 M0-1 为木犀草素的同分异构,见图5。
M1：M1 保留时间为 16.39 min ，它的准分子离子峰 [M-H]- m/z 299.0572，比木犀草素[M-H]- 多 14 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 285.0370、284.0339、257.0431、256.0384、240.0428、151.0039、133.0291 与木犀草素一样，[M-H]- 299.0572失去一甲基生产碎片m/z 284.0339，所以推测 M1 为木犀草素甲基化的产物，见图5。

M2-1~M2-3：在 m/z 364.9973 的提取离子流色谱图中，可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 14.75，15.17 和 18.71min。比木犀草素 [M-H]- 多 80 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 285.0441、255.0299、151.0042、133.0305 与木犀草素碎片一样，所以推测 M2-1~ M2-3 为木犀草素磺酸化的产物，见图5。
M3-1~M3-3：在 m/z 461.0726 的提取离子流色谱图中， 可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 10.80，12.06 和 12.61min。比木犀草素 [M-H]- 多 176 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 285.0410、257.0506、241.0599、151.0036、133.02904 与木犀草素碎片一样，所以推测 M3-1~ M3-3 为木犀草素葡萄糖醛酸化的产物，见图5。
M4-1~M4-4：在 m/z 475.0882 的提取离子流色谱图中，可以检测到 4 个色谱峰，保留时间分别为 11.48，12.42，12.64 和 13.07min。比木犀草素 [M-H]- 多 190 Da，其母离子脱去 176 Da产生碎片 m/z 299.0563，而碎片离子进一步裂解脱去 14 Da产生 m/z 284.0340，其他碎片离子与木犀草素一样，所以 M4-1~ M4-4 为木犀草素葡萄糖醛酸化和甲基化结合产物，见图5。
M5-1~M5-2：在 m/z 541.0294 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 13.34 和 14.31 min。比木犀草素 [M-H]- 多 256 Da，其母离子分别脱去 176 Da 和 80 Da 产生碎片 m/z 364.9969 和 m/z 461.0732，而碎片离子 m/z 364.9969 进一步裂解脱去 80 Da产生 m/z 284.0340 和 m/z 461.0732 进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 284.0340，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M5-1~ M5-2 为木犀草素葡萄糖醛酸化和磺酸化结合产物，见图5。
M6-1~M6-2：在 m/z 637.1046 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 9.17 和 10.61 min。比木犀草素 [M-H]- 多 352 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 461.0742，而碎片离子 m/z 461.0742进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 285.0413，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M6-1~ M6-2 为木犀草素双葡萄糖醛酸化产物，见图5。
M7-1~M7-4：在 m/z 651.1202 的提取离子流色谱图中，可以检测到 4 个色谱峰，保留时间分别为 9.11，9.37，9.71 和 11.18 min。比木犀草素 [M-H]- 多 366 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 475.0901，而碎片离子 m/z 475.0901 进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 299.0566，然而碎片离子 m/z 299.0566 进一步裂解脱去 14 Da 产生 m/z 284.0303，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M7-1~ M7-4 为木犀草素双葡萄糖醛酸化和甲基化结合产物，见图5。
M8-1~M8-3：在 m/z 379.0129 的提取离子流色谱图中， 可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 13.41，18.28 和 19.69 min。比木犀草素 [M-H]- 多 94 Da，其母离子脱去 80 Da产生碎片 m/z 299.0574，而碎片离子 m/z 299.0574进一步裂解脱去 14 Da 产生 m/z 284.0336，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M8-1~ M8-3 为木犀草素磺酸化和甲基化结合产物，见图5。
M9：M9 保留时间为 14.10 min ，它的准分子离子峰 [M-H]- m/z 301.0358，比木犀草素[M-H]- 多 16 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 255.0307、227.0388、151.0032，所以推测 M9 为木犀草素氧化产物，见图5。

M10：在 m/z 555.04502 的提取离子流色谱图中， 可以检测到 1 个色谱峰，保留时间为 15.24 min。比木犀草素 [M-H]- 多 270 Da，其母离子分别脱去 176 Da 和 80 Da 产生碎片 m/z 379.0137 和 m/z 475.0916，而 m/z 379.0137 进一步裂解脱去 80 Da 和碎片离子 m/z 475.0916 进一步裂解脱去 176 Da 同时产生 m/z 379.0137，然而碎片离子 m/z 379.0137 进一步裂解脱去 14 Da 产生 m/z 284.0341，所以推测 M10 为木犀草素甲基化、葡萄糖醛酸化和磺酸化结合产物，见图5。
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图 5 木犀草素推测的代谢途径

Fig.6 Proposed metabolic pathway of luteolin
3.2 木犀草苷代谢产物  
除木犀草苷原型以外，在大鼠生物样品中测到 20 个主要代谢产物：I 相代谢产物 4个，II 相代谢产物 16 个。其中血液发现 15 个；尿液发现 18 个；粪便发现 3 个。木犀草苷及其代谢产物的 UHPLC 保留时间（RT）、其精确质量数和元素组成等见表 3。另外，20 中代谢产物（M0~M10） 的 EIC 的谱图，见图6。 
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图 6 大鼠血浆、尿液和粪便中木犀草苷代谢产物（M0~M10）的 EIC 图 
Fig 6 EICs of luteoloside metabolites (M0~M10) in rat plasma, Urine,and Feces

表 3 大鼠血浆、尿液和粪便样品中木犀草苷及其代谢产物的色谱-质谱信息和代谢途径

Table 3 LC-MS information and biotransformation pathways luteoloside and its metabolites in rat plasma, Urine,and Feces
	Peak ID
	Name
	Formula
	Extraction mass /Da
	Fount At mass /Da
	RT/min
	Product Ion
	Plasma
	Urine
	feces

	M0
	Parent
	C21H20O11
	447.0933
	447.0956
	10.57
	285.0418，284.0338，256.0380，227.0355，175.0398，151.0041，133.0308
	​
	-
	+

	M1-1
	luteolin
	C15H10O6
	285.0405
	285.0413
	14.13
	267.0291，257.0449，241.0497，175.0404，151.0039，133.0298
	+
	+
	+

	M1-2
	Isomerization of luteolin
	C15H10O6
	285.0405
	285.0407
	18.15
	241.0488，175.0391，151.0028，133.0299
	​
	+
	​

	M1-3
	Isomerization of luteolin
	C15H10O6
	285.0405
	285.0408
	13.56
	257.0453，227.0345，133.0314
	​
	+
	​

	M2
	Methylation of luteolin
	C16H12O6
	299.0561
	299.0570
	16.39
	285.0360，284.0329，256.0374，151.0046，133.0297
	+
	+
	+

	M3-1
	Sulfate Conjugation of luteolin
	C15H10O9S
	364.9973
	364.9977
	18.23
	285.0409，241.0501，1510038，133.0296
	+
	+
	​

	M3-2
	Sulfate Conjugation of luteolin
	C15H10O9S
	364.9973
	364.9974
	16.01
	285.0404，257.0382，241.00501，175.0393，151.0035，133.0296
	​
	+
	​

	M4-1
	Methylation and Sulfate Conjugation of luteolin
	C16H12O9S
	379.0129
	379.0134
	18.28
	299.0567，284.0332，256.0337，227.0349，151.0038
	​
	+
	​

	M4-2
	Methylation and Sulfate Conjugation of luteolin
	C16H12O9S
	379.0129
	379.0137
	19.11
	299.0575，284.0335，256.0378，227.0349，151.0033
	​
	+
	​

	M5-1
	Glucuronide Conjugation of luteolin
	C21H18O12
	461.0726
	461.0754
	10.79
	285.0411，241.0498，151.0040，133.0300
	+
	+
	​

	M5-2
	Glucuronide Conjugation of luteolin
	C21H18O12
	461.0726
	461.0747
	12.06
	285.0410，175.0423
	+
	+
	​

	M5-3
	Glucuronide Conjugation of luteolin
	C21H18O12
	461.0726
	461.0739
	12.60
	285.0409，241.0510，151.0040，133.0299
	+
	+
	​

	M6-1
	Sulfate and Glucuronide Conjugation of luteolin
	C21H18O15S
	541.0294
	541.0312
	16.17
	461.0725，285.0411，175.0425，151.0038

	+
	​
	​

	M6-2
	Sulfate and Glucuronide Conjugation of luteolin
	C21H18O15S
	541.0294
	541.0301
	13.30
	461.0723，285.0409，175.0423，151.0040

	+
	+
	​

	M7-1
	Methylation and  Glucuronide Conjugation of luteolin
	C22H20O12
	475.0882
	475.0899
	12.40
	299.0565，285.0432，284.0335，175.0257
	+
	+
	​

	M7-2
	Methylation and  Glucuronide Conjugation of luteolin 
	C22H20O12
	475.0882
	475.0904
	12.63
	299.0570，284.0384，256.0375
	+
	+
	​

	M7-3
	Methylation and  Glucuronide Conjugation of luteolin
	C22H20O12
	475.0882
	475.0902
	13.07
	299.0570，284.0336，256.0386，175.0266
	+
	+
	​

	M8-1
	dia-Glucuronide Conjugation of luteolin
	C27H26O18
	637.1046
	637.1080
	9.14
	461.0737，285.0410，
	+
	​
	​

	M8-2
	dia-Glucuronide Conjugation of luteolin
	C27H26O18
	637.1046
	637.1093
	10.56
	461.0751，285.0414，151.0055，133.0287
	+
	+
	​

	M9
	Methylation and dia-Glucuronide Conjugation of luteolin
	C28H28O18
	651.1203
	651.1251
	11.13
	475.0904，299.0570，284.0336，175.0250
	+
	+
	​

	M10
	Oxidation of luteolin
	C15H10O7
	301.0354
	301.0353
	14.13
	283.0244，255.0303，227.0355，151.0040，133.0300
	+
	+
	+


M1-1~M1-3: 在 m/z 285.0405 的提取离子流色谱图中，可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 13.56，14.13 和 18.15 min。M0-1 与原型碎片离子 m/z 267.0291、257.0449、241.0497、175.0404、151.0039、133.029 一样，根据 M1-1 与木犀草素对照品出峰时间与质谱图一致，所以 M1-2~M1-3 为木犀草素的同分异构,见图7。
M2：M2 保留时间为 16.39 min ，它的准分子离子峰 [M-H]- m/z 299.0570，比木犀草素[M-H]- 多 14 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 285.0360、284.0329、256.0374、151.0046、133.0297 与木犀草素一样，[M-H]- 299.0572失去一甲基生产碎片m/z 284.0339，，所以推测 M2 为木犀草素甲基化的产物，见图7。
M3-1~ M3-2：在 m/z 364.9973 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 16.01 和 18.23 min。比木犀草素 [M-H]- 多 84 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 285.0409、241.0501、151.0038、133.0296 与木犀草素碎片一样，所以推测 M3-1~ M3-2 为木犀草素磺酸化的产物，见图7。
M4-1~ M4-2：在 m/z 379.0129 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 18.28 和 19.11 min。比木犀草素 [M-H]- 多 176 Da，其母离子分别脱去 80 Da产生碎片 m/z 299.0567，而碎片离子 m/z 299.056 进一步裂解脱去 14 Da产生 m/z 284.0332，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M4-1~ M4-2 为木犀草素磺酸化和甲基化结合产物，见图7。
M5-1~ M5-3：在 m/z 461.0726 的提取离子流色谱图中，可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 10.78，12.06 和 12.60 min。比木犀草素 [M-H]- 多 176 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 285.0411，其他碎片离子与木犀草素一样，所以 M5-1~ M5-3 为木犀草素葡萄糖醛酸化产物，见图6。
M6-1~ M6-2：在 m/z 541.0294 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 13.30 和 16.17 min。比木犀草素 [M-H]- 多 256 Da，其母离子分别脱去 80 Da产生碎片 m/z 461.0725，而 m/z 461.0725 进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 285.0411，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M5-1~ M5-2 为木犀草素葡萄糖醛酸化和磺酸化结合产物，见图7。
M7-1~ M7-3：在 m/z 475.0882 的提取离子流色谱图中，可以检测到 3 个色谱峰，保留时间分别为 12.40，12.64 和 13.07 min。比木犀草素 [M-H]- 多 190 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 299.0565，而碎片离子 m/z 299.0565 进一步裂解脱去 15 Da 产生 m/z 299.0565，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M7-1~ M7-3 为木犀草素葡萄糖醛酸化和甲基化结合产物，见图7。
M8-1~ M8-2：在 m/z 637.1046 的提取离子流色谱图中，可以检测到 2 个色谱峰，保留时间分别为 9.14 和 10.56 min。比木犀草素 [M-H]- 多 352 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 461.0737，而碎片离子 m/z 461.0737 进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 285.0410，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M8-1~ M8-2 为木犀草素双葡萄糖醛酸化产物，见图7。
M9：在 m/z 651.1202 的提取离子流色谱图中，可以检测到 1 个色谱峰，保留时间为 11.13 min。比木犀草素 [M-H]- 多 366 Da，其母离子脱去 176 Da 产生碎片 m/z 475.0904，而碎片离子 m/z 475.0904 进一步裂解脱去 176 Da 产生 m/z 299.0565，m/z 299.0565 进一步裂解脱去 15 Da 产生 m/z 284.0336，其他碎片离子与木犀草素一样，所以推测 M9 为木犀草素双葡萄糖醛酸化和甲基化结合产物，见图7。
M10：M9 保留时间为 14.13 min，它的准分子离子峰 [M-H]- m/z 301.0354，比木犀草素 [M-H]- 多 16 Da，其二级质谱的主要特征碎片为 m/z 283.0244、255.0303、227.0355、151.0040、133.030，所以推测 M10 为木犀草素氧化产物，见图7。
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图 7 木犀草素推测的代谢途径

Fig.7 Proposed metabolic pathway of luteoloside
4．讨论

药物的代谢产物多数在结构上与原型药物相似，且具有原形药物的特征质谱裂解碎片或中性丢失，所以可以通过药物特征碎片离子、特征中性丢失或者特征碎片离子间质量差推断代谢产物结构。因此，本文采用 UHPLC-Q-TOF-MS 方法，研究大鼠灌服木犀草素和木犀草苷后尿液、粪便和血液中的代谢产物情况。研究[20]表明，大部分的黄酮类化合物主要代谢场所是肝脏和肠道，大部分的黄酮类化合物经口服给药，将在胃肠道内发生代谢，通过胃肠吸收进入体内的成分主要其代谢产物。黄酮苷在肠道中易水解反应发生黄酮苷元吸收入血，而黄酮苷元进入血液后，肝脏容易发生转化反应，如氧化、葡萄糖醛酸结合物和硫酸结合物。本研究结果表明，木犀草素在大鼠体内的代谢途径为氧化、甲基化、葡萄糖醛酸化、磺酸化以及甲基化、葡萄糖醛酸化和磺酸化复合型，而木犀草苷易被肠道菌群产生得水解酶水解为苷元后，再进一步发生氧化、甲基化、葡萄糖醛酸化、磺酸化代谢。本研究为黄酮类化合物新药研究提供依据。
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