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何首乌活性成分在肝 L- 02 细胞中吸收及代谢产物的 LC-MS /MS 定性

分析
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摘要: 目的 研究何首乌主要活性成分在肝 L-02 细胞中的吸收和代谢。方法 将何首乌主要活性成分二苯乙烯苷( TSG) 、大
黄素( EN) 作用于正常人肝 L-02 细胞，给药 0、2、4、6、8、12、24、36、48 h 后，分别取上层培养液及细胞裂解液，利用 HPLC 探究

二者的吸收、蓄积及代谢规律，并用 LC-MS 法进行代谢产物的定性分析。结果 TSG 在肝 L-02 细胞中无明显蓄积，HPLC 检

测出 TSG 和一个代谢产物吸收峰，且在 8 h 后浓度随给药时间延长呈递增趋势，经 LC-MS /MS 鉴定为二苯乙烯苷葡萄糖醛酸

结合物; EN 在肝 L-02 细胞中有部分蓄积，细胞呈黄色，检测出 4 个 EN 的代谢产物吸收峰，浓度随时间的延长而增加，经 LC-
MS /MS 鉴定为大黄素葡萄糖醛酸的 3 个同分异构体及大黄素硫酸结合物。结论 大黄素较二苯乙烯苷更易被 L-02 细胞吸

收，在 L-02 细胞中二者的Ⅰ相代谢产物均未被检测到，仅检测到二者的Ⅱ相代谢产物。
关键词: 二苯乙烯苷; 大黄素; 吸收; 代谢; 高效液相色谱质谱联用方法
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Study on Absorption and Metabolism of Active Compounds of Polygoni Multiflori Ｒadix in Hepatic L-02
Cells by Liquid Chromatography Tandem-Mass Spectrometry

LIN Pei1，LU Jian-mei1，ZHANG Guang-yuan1，LI Yun-fei1，GENG Chang-an2，CHEN Ji-jun2，YU Jie1* ，

ZHAO Ｒong-hua1 ( 1. Yunnan University of Traditional Chinese Medicine，Kunming 650500，China; 2. Kunming Institute of Botany，

Chinese Academy of Sciences，Kunming 650500，China)

ABSTＲACT: OBJECTIVE To study the absorption and metabolism of active compounds of Polygoni Multiflori Ｒadix in L-02 cells
and elucidate their chemical structures by liquid chromatography tandem-mass spectrometry. METHODS The active compounds in
Polygoni Multiflori Ｒadix，2，3，5，4'-tetrahydroxystilbene-2-O-β-D-glucoside( TSG) and emodin( EN) ，were cultured into L-02 cells.
Cell culture media and cell lysis were collected after 0，2，4，6，8，12，24，36 and 48 h respectively. Ｒeversed-phase high-perform-
ance liquid chromatography( HPLC) was used to explore the possible absorption and metabolism. Liquid chromatography-tandem-mass
spectrometry( LC-MS /MS) was used to identify the chemical structures of the metabolic products. ＲESULTS TSG showed no obvious
accumulation in L-02 cells. One metabolic product of TSG was detected by HPLC，and its concentration increased with time after 8 h.
This metabolite was identified as the glucuronidation of TSG by LC-MS /MS. In contrast，EN was partially accumulated in L-02 cells.
Three isomers of glucuronidations and one sulfation of EN were also identified by LC-MS /MS. CONCLUSION EN is easier to be ab-
sorbed and accumulated in L-02 cells than TSG. Phase II metabolic reactions play an important role in the metabolism of TSG and EN
in cells. However，the accurate binding sites need to be further confirmed.
KEY WOＲDS: stilbene glucoside; emodin; absorption; metabolism; LC-MS /MS

何首乌为蓼科植物何首乌( Polygonum multiflo-
rum Thunb. ) 的干燥块根，具有降血脂、延缓动脉粥

样硬化、抗衰老、提高免疫力、益智等作用，能显著降

低血清总胆固醇和甘油三酯，临床常用于治疗高脂

血症［1］。何首乌的主要化学成分为二苯乙烯苷类、

蒽醌类、卵磷脂类等［2］。现代研究表明，二苯乙烯

苷类为何首乌主要活性成分，其中以 2，3，5，4'-四
羟基 二 苯 乙 烯-2-O-β-D-葡 萄 糖 苷 ( 二 苯 乙 烯 苷，

TSG) 含 量 最 高，是 何 首 乌 质 量 控 制 的 指 标 性 成

分［3-4］。蒽醌类成分大黄素( EN) 也被证实能够较好
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的抑制胆固醇、甘油三酯合成限速酶的活性，升高高

密度脂蛋白的含量，进而发挥降脂活性［5］。然而众

多蒽醌类成分的毒性研究也提示［6］，蒽醌类成分会

使细胞变小，危害细胞膜的完整性，也有可能造成线

粒体膜的消失; 蒽醌类成分的三环共平面结构，具有

DNA 嵌入剂的基本结构特征，可使 DNA 自身双螺

旋结构发生解旋或拉长，使 DNA 转录和复制受到阻

碍或抑制，是产生致突变性和基因毒性的原因。
课题组前期利用 Caco-2 细胞模型，模拟人肠道

上皮对 何 首 乌 主 要 化 学 成 分 体 外 吸 收 情 况 中 发

现［7］，二苯乙烯苷与大黄素表观渗透系数均较小，

表明二者的吸收性欠佳。与此同时，在 Caco-2 细胞

裂解液中检测到了 TSG 和 EN 的代谢产物，推测

TSG 和 EN 及其代谢产物可能都具有一定的药理作

用。因此提出利用检测药物在肝细胞内的蓄积及代

谢情况，探究二苯乙烯苷和大黄素可能的代谢方式，

及原型化合物与代谢产物之间的时-效关系，更清楚

地了解该类化合物发挥药效的物质基础，有利于二

苯乙烯苷、大黄素等化合物的药用开发。
肝脏作为体内脂、糖代谢的主要器官，可在细胞

水平上提供吸收、代谢、转运等综合信息，为药物安

全性评价、临床合理用药等提供了重要、理想的体外

模型［8-9］，也是评价药物成分对肝细胞功能影响的理

想模型。故本实验用肝 L-02 细胞进行体外研究，设

定给药后 0、2、4、6、8、12、24、36、48 h 共计 9 个取样

时间点，探索二苯乙烯苷、大黄素两种成分在肝细胞

内的吸收与代谢情况，为进一步探究二苯乙烯苷与

大黄素的药理、毒理作用及其机制提供实验依据。

1 材 料

1. 1 细胞

正常人肝 L-02 细胞( 昆明动物研究所) 。
1. 2 试剂

2，3，5，4'-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷

( TSG，110844-201109，中国药品生物制品检定所，纯

度高于 98% ) 、大黄素 ( EN，110756-200110，中国药

品生物制品检定所，纯度高于 98%，结构见图 1 ) ;

ＲPMI 1640 培养基、磷酸盐缓冲液 ( PBS，Gibco 公

司) ; 胎牛血清 ( FBS，Hyclone 公 司 ) ，二 甲 基 亚 砜

( DMSO，美国 Sigma 公司) ，细胞裂解液 ( 1% Trition
X-100( Solarbio 公司) ; 乙腈、甲醇为色谱纯，甲酸为

分析纯; 去离子水由中国上海默克密理博公司的

MingCheTM-D 24UV 系统产生。

图 1 2，3，5，4'-四羟基二苯乙烯-2-O-β-D-葡萄糖苷( TSG)、

大黄素( EN) 的化学结构

Fig. 1 The chemical structure of 2，3，5，4'-tetrahydroxystilbe-
ne-2-O-β-D-glucoside( TSG) and emodin( EN)

1. 3 仪器

超净工作台( SW-CJ-IFD 型，苏州安泰空气技术

有限公司) ; 荧光倒置相差显微镜( ECLIPSE TS 100，

日本 Nikon 公司) ; 二氧化碳培养箱 ( MCO － 20AIC
型，日本三洋科技有限公司) ; 高速台式冷冻离心机

( TJL － 20M，长沙湘仪离心机仪器有限公司) ; 十万

分之一电子分析天平 ( AB 265-S，METTLEＲ TOLE-
DO 公司) ; 高效液相色谱仪 ( 1200 LC ，美国 Agi-
lent) ; ZOＲ-BAX SB-C18 色谱柱( 4． 6 mm × 150 mm，

5 μm，美国 Agilent) ; LC-MS-IT-TOF 仪( 日本岛津) ;

C-18 色谱柱( 2. 1 mm × 150 mm，1. 8 μm，美国 Agi-
lent) 等。

2 方 法

2. 1 细胞培养用药溶液配制

分别 精 密 称 取 二 苯 乙 烯 苷 8. 12 mg、大 黄 素

5. 43 mg 于离心管中，加入 1 mL DMSO 使其完全溶

解得 2 × 10 －2 μmol·L －1高浓度药液，取 0. 3 mL 高

浓度药液加入 2. 7 mL 培养液配制 2 × 10 －3 μmol·
L －1中浓 度 药 液，再 取 0. 75 mL 中 浓 度 药 液 加 入

9. 25 mL 培养液制得最终浓度为 150 μmol·L －1 的

给药浓度，0. 22 μm 针头式过滤器过滤除菌，存于 4
℃备用。
2. 2 细胞实验

取对数生长期的肝 L-02 细胞，用 0. 25% 胰蛋

白酶消化，细胞计数后用正常培养液配成单个细胞

悬液，以每孔 3 × 105个细胞的密度接种于 6 孔培养

板中，每孔培养液体积 2 mL。将培养板移入 CO2培

养箱中，在 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度条件下，培养

48 h 使其充分贴壁生长，待细胞长至 80% 融合时，

给药组加入等体积 2 mL 150 μmol·L －1 二苯乙烯

苷、大黄素药液，空白组给予正常培养液，每组设 3
个复孔，置于培养箱中进行培养。以给药后 0、2、4、
8、12、24、36、48 h 为时间梯度，分取细胞及上层培养
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液，在取得的细胞中分别加入 2 mL 的 1% Trition X-
100 细胞裂解液，反复冻融 3 次，以 2 000 r·min －1

离心 5 min，取上清液，乙腈除蛋白后，以 0. 22 μm
针头式过滤器过滤; 上层培养液乙腈除蛋白后，以

0. 22 μm 针头式过滤器过滤，存于 － 20 ℃备用。
2. 3 高效液相色谱分析实验条件

流动相: 0. 5% 甲酸水溶液( A) -乙腈( B) ( 80 ∶
20) ，梯度洗脱，顺序为: 0 ～ 5 min，30% B; 5 ～ 10
min，65% B; 10 ～ 15 min，85% B; 15 ～ 20 min，90%
B; 检测波长: 280 nm，流速: 1 mL·min －1，柱温: 30
℃，色谱柱: Agilent ZOＲBAX SB-C18 ( 4. 6 mm × 150
mm，5 μm) 。
2. 4 高效液相色谱-质谱检测实验条件

2. 4. 1 色谱检测条件 流动相: 0. 05% 甲酸水溶

液( A) -0. 05% 甲酸乙腈溶液 ( B) ( 95 ∶ 5 ) ，梯度洗

脱，顺序为: 0 ～ 12 min，100% B; 12 ～ 15 min，100%
B; 检测波长: 280 nm，流速: 0. 2 mL·min －1，柱温:

30 ℃，色谱柱: Agilent C18 ( 2. 1 mm × 150 mm，1. 8
μm) 。
2. 4. 2 质谱检测条件 精确相对分子质量由三氟

乙酸钠( CF3CO2Na) 校正，ESI 正负离子切换模式下

测定，N2压力: 100 kPa，N2流速: 1. 5 L·min －1，喷雾

电压: － 3. 50 kV，检测电压: 1. 60 kV，设备温度: 40
℃，加热模块温度: 200 ℃，CDL 温度 200 ℃，母离子

选择范围: m/z ± 3. 0，选择时间: 20 ms，CID 裂解时

间: 30 ms，离子搜集时间: 10 ms，裂解能量: 50%，裂

解气: 氩 气 ( 50% ) ，相 对 分 子 质 量 扫 描 范 围; m/z
100 ～ 2 000。

3 结 果

3. 1 细胞形态的变化

荧光倒置相差显微镜下观察 L-02 细胞培养 48
h 后，正常组细胞贴壁伸展为单层，相邻细胞连接成

片，形态舒展，折光均匀，细胞核大而明显; 二苯乙烯

苷组细胞贴壁生长，与正常组相比细胞略有收缩; 大

黄素组细胞贴壁生长，细胞收缩变小，变圆，且呈现

黄色，细胞核周围出现较多空泡样结构( 图 2) 。
3. 2 二苯乙烯苷与大黄素在肝 L-02 细胞内的吸收

代谢

3. 2. 1 二苯乙烯苷组 HPLC 检测各时间点细胞

培养液( 图 3) ，发现随着给药时间延长，TSG 原型化

合物的含量有所降低，在 0 至 8 h 内细胞对二苯乙

烯苷的吸收速率较快，培养液中的二苯乙烯苷含量

下降比例较大 ( 图 4 ) ; 与此同时，检测到与 TSG 吸

收光谱相似的化合物 A，其浓度随给药时间的延长

而增加，在给药 8 至 48 h 之间增长比例较大。如图

3 所示，化合物 A 的保留时间比 TSG 短，极性较 TSG
大，根据药物在体内的代谢原则，推测化合物 A 为

二苯乙烯苷的代谢产物，而在细胞裂解液中未能检

测到 TSG 以及可能的代谢产物。结果表明，在药物

作用前期，细胞对 TSG 的吸收速率较快，通过膜蛋

白介导的物质运输途径进入细胞，参与生化反应，并

多以代谢产物的形式释放出细胞，两者均不在细胞

内蓄积。
3. 2. 2 大黄素组 HPLC 检测大黄素组细胞培养

液( 图 5) ，发现 4 个具有和大黄素相似的吸收光谱

的化合物 B、C、D、E，且极性 B ＞ C ＞ D ＞ E ＞ EN; 化

合物 B、C、D 的含量随给药时间的延长而增加，以化

合物 D 最为显著( 图 6 ) 。与 TSG 组不同，给药后 2
h 即可在细胞裂解液中检测到大黄素原型化合物

( 图 6) ，说明大黄素比二苯乙烯苷更易进入并蓄积

在肝细胞内; 随给药时间的延长，细胞内大黄素的浓

度并没有明显升高，推测大黄素因极性较小，较易进

入肝细胞并快速代谢，多以代谢产物的形式释放出

图 2 不同药物作用 L-02 细胞 48 h 后细胞形态图( 10 × 40)

Fig. 2 Morphological pictures of L02 cells treated with different
drugs for 48 h( 10 × 40)

图 3 二苯乙烯苷组细胞培养液高效液相色谱图
Ⅰ － 空白培养液对照;Ⅱ － 二苯乙烯苷组给药 48 h 后培养液

Fig. 3 HPLC Chromatograms of TSG in cell culture media
Ⅰ － blank culture media; Ⅱ － TSG in cell culture media after 48 h
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图 4 二苯乙烯苷及其代谢产物 A 在肝细胞培养液中浓度

与时间关系图． n = 3，珋x ± s
Fig. 4 Concentration-time profiles of TSG and its metabolic
product A in cell culture media． n = 3，珋x ± s

图 5 大黄素组细胞培养液高效液相色谱图

Ⅰ － 空白培养液对照;Ⅱ － 大黄素组给药 48 h 后培养液

Fig. 5 HPLC Chromatograms of EN in cell culture media
Ⅰ － blank culture media; Ⅱ － EN in cell culture media after 48 h

图 6 大 黄 素 及 可 能 的 代 谢 产 物 浓 度 与 时 间 关 系 图．
n = 3，珋x ± s
Fig. 6 Concentration-time relationships of EN and its metabolic
products in cell culture media． n = 3，珋x ± s

细胞，减小在细胞内的蓄积量，一定程度上缓解了大

黄素原型化合物对细胞的损伤。
3. 3 代谢产物的 LC-MS /MS 定性分析

3. 3. 1 二苯乙烯苷组 将 TSG 对照品、给药 48 h 后

的细胞培养液，经处理后分别注入液-质联用系统中，

在负离子模式全扫描一级质谱条件下，获得了图 7 标

示中的 13 个色谱峰的准分子离子峰。排除生物样品

中常见的无关物质外，结合苷类成分可能的代谢途

径，推测 m/z 581 的色谱峰 6、7、8 为二苯乙烯苷的葡

萄糖醛酸结合产物。为进一步了解代谢产物的质谱

断裂规律，本实验采用 MS2离子阱技术，选择 m/z 581
为母离子进行二级质谱分析，结果发现，m/z 581 母离

子裂解成了 m/z 405 和 m/z 243 两个碎片离子峰，其

中 m/z 405 为 m/z 581 的母离子脱掉葡萄糖醛酸基

( m/z 176) 形成，m/z 243 为由 m/z 581 的母离子脱去

葡萄糖基( m/z 162) 的同时，又脱去了葡萄糖醛酸基

( 表 3) 。因此，在结果“3. 2. 1”中，二苯乙烯苷在肝 L-
02 细胞中的代谢产物 A 即为二苯乙烯苷葡萄糖醛酸

结合产物的 3 个同分异构体 6、7、8 中的一个化合物。
3. 3. 2 大黄素组 将大黄素对照品、给药 48 h 后

的细胞培养液，经处理后分别注入液-质联用系统

中，在负离子模式全扫描一级质谱条件下，获得了标

示中的 19 个色谱峰的准分子离子峰( 图 8 ) 。其中

色谱峰 11、13、14 均为 m/z 445( 表 3) ，选择 m/z 445
为母离子进行二级质谱分析，均得到 m/z 269 碎片

离子峰，是 m/z 445 母离子脱掉葡萄糖醛酸基( m/z
176) 形成，推测色谱峰 11、13、14 为大黄素葡萄糖醛

酸的 3 个同分异构体; 对色谱峰 15( 表 3) ，选择 m/z
350 为母离子进行二级质谱分析，得到 m/z 269 碎片

离子峰，是 m/z 350 母离子脱掉磺酸基( m/z 81 ) 形

成，推测色谱峰 15 则为大黄素硫酸结合产物。因

此，结合保留时间大小，在结果“3. 2. 2”中，大黄素

在肝 L-02 细胞中的代谢产物 B、C、D 分别为大黄素

葡萄糖醛酸的 3 个同分异构体 11、13、14，化合物 E
为大黄素硫酸结合物 15。

4 讨 论

药物代谢广义包括药物吸收、分布、代谢和排泄

过程，狭义是指药物的化学结构改变，即药物的生物

转化，它是药物体内消除的主要方式之一，被认为是

影响药物作用的最重要因素之一。研究药物代谢，

明确代谢途径，确定代谢产物的活性，对制定合理的

临床用药方案、剂型设计及新药开发都具有重要的

指导意义。在分子生物学技术推动下，药物代谢领
·1501·
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图 7 TSG 组细胞培养液样品色谱图( A) 及总离子流图( B)

1 ～ 5，12，13 － 内源性产物; 6 ～ 8 － TSG 代谢产物; 10 － TSG 原型化合物

Fig. 7 HPLC Chromatogram( A) and total ion flow chart( B) of TSG in cell culture media
1 － 5，12，13 － endogenous; 6 － 8 － metabolic products of TSG; 10 － TSG

图 8 EN 细胞培养液样品色谱图( A) 及总离子流图( B)

1 ～ 7，9，10，18，19 － 内源性产物; 11，13 ～ 15 － EN 代谢产物; 17 － EN 原型化合物

Fig. 8 HPLC Chromatogram( A) and total ion flow chart( B) of EN in cell culture media
1 － 7，9，10，18，19 － endogenous products; 11，13 ～ 15 － metabolic products of EN; 17 － EN

表 3 何首乌中二苯乙烯苷和大黄素组细胞培养液中相关吸收峰( 图 7，8) 的鉴定

Tab. 3 Identification of the components in cell culture media of TSG and EN peak numbers correspond to those found in Fig. 7 and
Fig. 8

Group Peak No. MS( m /z) MS2( m /z) Identification

TSG related peaks 6 581 405［M － GlcUA］+ ，243［M － GlcUA － Glc］+ Glucuronidation of TSG

7 581 405［M － GlcUA］+ ，243［M － GlcUA － Glc］+ Glucuronidation of TSG

8 581 405［M － GlcUA］+ ，243［M － GlcUA － Glc］+ Glucuronidation of TSG

EN related peaks 11 445 269［M － GlcUA］+ Glucuronidation of EN

13 445 269［M － GlcUA］+ ，181 Glucuronidation of EN

14 445 269［M － GlcUA］+ Glucuronidation of EN

15 348 269［M － SO3H］+ Sulfation of EN

域的研究对临床个体化给药以及药物的相互作用有

着极其重要价值。
本实验中，二苯乙烯苷通过膜蛋白介导的物质

运输途径进入细胞，转化为代谢产物，代谢产物较快

被转运出细胞，二者共同存在培养液中并作用于 L-
02 细胞; 大黄素是脂溶性化合物，极性较小，进入细
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胞的量随时间延长而增加，进入细胞后绝大部分转

化为葡糖糖醛酸和硫酸结合物，少部分蓄积在细胞

内部。二苯乙烯苷与大黄素的代谢产物，均保留了

化合物本身的基本骨架，可能产生一种成分与其代

谢产物之间的“叠加作用”［10］，共同构成了药物发挥

药效的药理作用机制。
药物在体内的代谢通常分为两相: 第Ⅰ相主要

是官能团化反应，包括对药物分子的氧化、还原、水
解等; 第Ⅱ相又称为结合反应，将第Ⅰ相中药物产生

的极性基团与体内的内源性成分，如葡萄糖醛酸、硫
酸、甘氨酸或谷胱甘肽，经共价键结合，生成极性大、
易溶于水和易排出体外的结合物［11］。二苯乙烯苷

和大黄素均具有多个活泼的羟基结构，较易产生Ⅱ
相代谢反应，本实验中未检测到Ⅰ相代谢产物，仅检

测到Ⅱ相代谢产物。二苯乙烯苷和大黄素作用于

L-02 细胞后，均产生不同异构体的葡萄糖醛酸结合

产物及硫酸结合产物，但因质谱无法确定取代基的

位置，所以精准结构还有待于进一步的光谱分析。
二苯乙烯苷作为何首乌主要活性成分，对它的

体内吸收代谢研究越来越受到重视，研究报道［6］二

苯乙烯苷主要排泄途径是胆汁，胆汁中除含有少量

的原型药物外，绝大部分是以代谢物二苯乙烯苷的

C3-OH 葡萄糖醛酸结合物的形式排泄。而大黄素等

蒽醌 类 化 合 物 因 安 全 性 备 受 关 注，现 代 研 究 发

现［12-14］，葡萄糖醛酸化是单羟基和多羟基蒽醌类药

物的主要代谢方式，大黄素的药动学研究也表明，大

鼠口服给药后，大黄素主要以葡糖糖醛酸化代谢产

物的形式进入体循环。
本实验鉴于课题组前期发现二苯乙烯苷和大黄

素，对脂肪化肝细胞有较好的降脂活性，因此将肝

L-02 细胞作为实验对象，探究大黄素、二苯乙烯苷

在肝细胞的吸收代谢特点，结果显示，二苯乙烯苷和

大黄素作用于肝 L-02 细胞后，产生二苯乙烯苷葡萄

糖醛酸结合物，大黄素葡萄糖醛酸化产物的 3 个同

分异构体以及大黄素硫酸结合物，不仅将验证了二

苯乙烯苷和大黄素的代谢规律，还填补了二者在离

体肝细胞中代谢研究的空缺。
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