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摘要: 目的 建立利用 UHPLC-MS /MS 法同时测定大鼠血浆中 Gomisin D、Gomisin E、五味子醇甲、五味子甲素、
Gomisin Ｒ 和五味子乙素 6 种木脂素的分析方法，并研究大鼠灌胃给予五味子提取物后的药代动力学特征。方法 采

用 Agilent Poroshell 120 EC-C18色谱柱，流动相为乙腈-0. 1%甲酸水溶液梯度洗脱，采用电喷雾电离源 ( ESI) ，扫描方

式为多反应离子监测 ( MＲM) 。结果 大鼠血浆中 6 种木脂素成分的校正曲线线性关系良好，日内、日间精密度和准

确度符合要求，提取回收率 75. 76% ～ 88. 82%。结论 该方法简便、快速、灵敏、稳定，适用于五味子提取物的体内

分析，为其进一步研究奠定基础。
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Simultaneous determination of six lignans compounds in rat plasma and pharma-
cokinetics by UHPLC-MS /MS
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ABSTＲACT: AIM To establish a UHPLC-MS /MS analytical method for simultaneous determination of six lig-
nans compounds of Gomisin D，Gomisin E，schizandrol A，schizandrin A，Gomisin Ｒ and schizandrin B in rat
plasma and to study the pharmacokinetic characteristics after oral administration of Schisandra Chinensis Fructus．
METHODS Chromatographic separation was achieved on an Agilent Poroshell 120 EC-C18column，with gradient
elution using a mobile phase that consisted of acetonitrile-0. 1% formic acid in water． Detetion was performed by a
triple-quadrupole tandem mass spectrometer in multiple reaction monitoring ( MＲM) mode using the electrospray i-
onization technique． ＲESULTS The calibration curve of six lignans compounds showed a good linear relation-
ship，the intra-and inter-day precisions and accuracy met the requirements and the extraction recovery ranged be-
tween 75. 76% ～88. 82% ． CONCLUSION This established method is simple，rapid，sensitive and stable and
applicable to the analysis of Schisandra Chinensis Fructus for its further study．
KEY WOＲDS: UHPLC-MS /MS; rat plasma; Schisandra Chinensis Fructus; lignans; pharmacokinetics

五味子是木兰科植物五味子 Schisandra chinen-
sis ( Turcz． ) Bail1． 的干燥成熟果实。习称 “北五

味子”。其味酸、甘，性温。有收敛固涩，益气生

津，补肾宁心的功能，用于久嗽虚喘，梦遗滑精，

遗尿尿频，久泻不止，自汗盗汗，津伤口渴，短气

脉虚，内热消渴，心悸失眠等症［1］。五味子中含
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有多糖、挥发油和木脂素类成分［2-3］，其中木脂素

类成分与五味子的抗肝脏损伤、抗氧化作用明显相

关［4］。五味子中木脂素类成分在体内代谢研究，

国内外文献已有报道，主要为五味子中单一成分血

药浓度测定［5-8］或分别与黄芩、丹参配伍后对其成

分在大鼠体内的药代动力学影响［9-10］。本实验采用

UHPLC-MS /MS 法同时测定五味子提取物中 6 种木

脂素类成分的血药浓度，研究大鼠给予五味子提取

物后的药代动力学特征，为五味子在临床上的合理

应用提供理论依据［11］。
1 试药与仪器

1. 1 试药 Gomisin D、Gomisin E、五味子醇甲、
五味子甲素、Gomisin Ｒ、五味子乙素 ( 中国科学

院昆明植物研究所) ; 尼莫地平 ( Nimodipine，批

号 100270—200002，中国食品药品检定研究院) ;

乙腈、甲醇 ( 色谱纯，美国 Fisher 公司) ; 水为实

验室自制三蒸水; 其它试剂均为分析纯。五味子提

取物粉末购自西安昊轩生物制品有限公司，其中

Gomisin D、Gomisin E、五味子醇甲、五味子甲素、
Gomisin Ｒ、五 味 子 乙 素 含 有 量 分 别 为 0. 222、
0. 008、9. 311、0. 816、1. 466、2. 040 mg /g。
1. 2 仪器 1290—6460 型三重四极杆串联质谱仪

( 美国 Agilent technology 公司) ，配有电喷雾离子源

( ESI ) 及 MassHunter VersionB. 04. 10 工 作 软 件;

Agilent 1290 Infinity 超 高 效 液 相 色 谱 系 统，配 有

G4220A 二 元 泵、G1314E VWD 检 测 器、G1316C
柱温箱及 G4226A 自动进样器。
1. 3 动物 Sprague-Dawley 大鼠，雄性，体质量

( 300 ± 20 ) g，第四军医大学实验动物中心提供，

动物许可证号 SCXK ( 军 2011025) 。
2 方法与结果

2. 1 色谱条件 色谱柱: Agilent Poroshell 120 EC-
C18 ( 2. 7 μm，2. 1 mm ×100 mm) ，流动相为乙腈-
0. 1% 甲 酸 水 溶 液 梯 度 洗 脱， 体 积 流 量 0. 4
mL /min，柱温 35 ℃，进样量 1 μL。梯度洗脱条件

见表 1。
表 1 流动相洗脱梯度

Tab. 1 Mobile phase gradients

时间 /min 乙腈 /% 0. 1% 甲酸水 /%
0 50 50
7 50 50
10 75 25
12 100 0
13 100 0

2. 2 质谱条件 采用电喷雾电离源 ( ESI) ; 扫描

方式为多反应监测模式 ( MＲM) ; 喷雾气压 45 psi，
雾化器温度 350 ℃ ; 毛细管电压正离子 4 kV，负离

子 3. 5 kV; 气流流量 10 L /min。扫描时间为23 min。
用于定量分析的离子反应及质谱参数见表 2。

表 2 定量离子及质谱参数

Tab. 2 Quantitative ionand Mass spectrum parameters

化合物
母离子

( m/z)
子离子 /

( m/z)
驻留时

间 /ms
裂解电

压 /kV
碰撞电

压 /kV
Gomisin D 531. 4 401. 3 20 160 10
Gomisin E 515. 1 385. 0 20 145 17
五味子醇甲 433. 1 384. 3 20 85 15
五味子甲素 417. 1 316. 1 20 145 21
Gomisin Ｒ 401. 4 339. 3 20 120 19
五味子乙素 401. 2 299. 9 20 145 21
尼莫地平 ( IS) 419. 0 301. 0 20 90 24

2. 3 溶液的配制

2. 3. 1 对照品溶液的配制 精密称取 Gomisin D、
Gomisin E、五味子醇甲、五味子甲素、五味子乙

素对照品 19. 5、0. 785、27. 8、3. 09、2. 06 mg，加

甲醇溶解，并定容至 10 mL 量瓶中，即为对照品贮

备液①; 再分别取对照品贮备液①1mL 及 Gomisin
Ｒ 对照品 1. 955 mg，加甲醇溶解定容至 50 mL 量瓶

中，即为对照品贮备液②。
精密移取对照品贮备液②1 mL 至 10 mL 量瓶

中，甲醇定容至刻度，制成含量分别为 Gomisin D
3 900 ng /mL、Gomisin E 157 ng /mL、五味子醇甲

5 560 ng /mL、五味子甲素 618 ng /mL、五味子乙素

412 ng /mL、Gomisin Ｒ 39100 ng /mL 的混合对照品

溶液，摇匀，4 ℃保存备用。
2. 3. 2 内标溶液的配制 精密称取尼莫地平对照

品适量，用甲醇溶解定容至 10 mL 量瓶中，作为内

标贮备液。精密量取内标贮备液适量，用甲醇配成

2. 176 μg /mL 的内标溶液，4 ℃保存备用。
2. 3. 3 五味子提取溶液配制 准确称取五味子提

取物粉末 1. 5 g，用生理盐水 20 mL 溶解混匀，配

成 0. 075 g /mL 的五味子提取物溶液。
2. 4 给药方案与样品采集 健康雄性 SD 大鼠 5
只，给药前禁食 12 h，灌胃给予五味子提取物溶液

2. 0 mL /只 ( 相当于五味子提取物粉末 0. 5 g /kg) 。
给药后于 0、5、10、15、30 min 和 1、2、3、4、
6、8、12、24 h 自眼底静脉取血 0. 5 mL 置肝素化

的 EP 管中，3 000 r /min 离心 10 min，转移上层血

浆贮存于 － 20 ℃。
2. 5 样品处理 精密吸取大鼠空白血浆 100 μL 血

浆中，加入 10 μL 尼莫地平涡旋混合 1 min，加入
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100 μL 甲醇涡旋混合 0. 5 min，再加入 300 μL 乙

腈涡旋混合 0. 5 min，12 000 r /min 离心 10 min，

取上清液 400 μL 45 ℃ 氮气吹干，100 μL 甲醇复

溶，高速离心后 1 μL 进样测定。
2. 6 数据处理 应用 DAS 2. 0 药代动力学软件求

出药代动力学参数。
2. 7 测定方法的建立

2. 7. 1 方法的专属性 空白血浆、空白血浆加分

析物标准品及给药后的血浆样品色谱图见图 1。结

果显示，空白血浆在与对照品对应的保留时间处没

有色谱峰，血浆内源性物质、代谢产物及其他成分

均不干扰 6 个目标成分的检出。
2. 7. 2 标准曲线及检测灵敏度 精密吸取混合对

照 品 溶 液 0. 125、 0. 625、 1. 25、 2. 5、 5. 0、
10. 0 mL，分别置于 10 mL 量瓶 中，加 甲 醇 至 刻

度，制得混合对照品系列液。取 100 μL 空白血浆

依次加入 10 μL 内标液和 10 μL 的混合对照品系列

液，涡旋混合 1 min，按 “2. 5”项下处理，1 μL
进样测定。以目标物和内标物的峰面积比 Y 对目

标物浓度 X 用加权最小二乘法进行回归运算［12-13］。
结果见表 3。6 个成分的定量限 ( LOQ ) 分别为

4. 88、0. 21、6. 95、0. 77、48. 88、0. 52 ng /mL。
2. 7. 3 准确度与精密度 用空白血浆配制低、中、
高 3 个质量浓度的质控样品各 5 份，测得峰面积后

带入随行标准曲线计算相应的药物浓度，与理论值

相比，计算方法的准确度; 同一质量浓度每隔 2 h
测定 1 次，平行测定 3 次，计算日内精密度; 每隔

1 d 测定 1 次，平行测定 3 次，计算日间精密度。
结果见表 4。日内精密度 ＲSD 值小于 10%，准确

度在 89. 71% ～ 98. 82% 之间，日间精密度 ＲSD 值

小于 12%，准确度在 90. 58% ～ 98. 74% 之间，均

符合有关规范要求［14-15］。
2. 7. 4 提取回收率 用空白血浆配制低、中、高 3
个质量浓度的质控样品各 5 份，按样品处理项下的

方法进行处理。测得峰面积后与同浓度对照品溶液

直接进样所得峰面积进行比较，计算提取回收率。
结果见表 5。结果显示高中低质控样品的提取回收

率在 75. 76% ～88. 82%之间，ＲSD 均小于 13%。
2. 7. 5 样品稳定性实验 配制低、中、高 3 个质

量浓度的质控样品各 5 份，贮存于 － 20 ℃冰箱中，

反复冻融 3 次，每次间隔 24 h，按样品处理项下的

方法进行处理后进样测定，测得实际值均在理论值

的 85. 31% ～97. 93%范围波动，ＲSD ＜ 14%，表明

样品可以耐受 3 次冻融。低、中、高质量浓度质控

图 1 空白血浆色谱图 ( A) ，加有混合对照品 ( Gomisin
D、Gomisin E、五味子醇甲、五味子甲素、Gomisin
Ｒ、五味子乙素) 和内标的空白血浆色谱图 ( B) ，

大鼠灌胃给药 0. 5 h 后的血浆色谱图 ( C)

Fig. 1 Typical chromatograms of blank plasma ( A) ，spiked
plasma with reference subtances ( Gomisin D ，Gomi-
sin、schizandrol A、schizandrin A、Gomisin Ｒ、and
schizandrin B and the IS ( B) and plasma from rats
at 0. 5 h after administration ( C)

样品室温放置 24 h，在 － 20 ℃ 冰箱中放置 30 d，

测 得 实 际 值 在 理 论 值 的 85. 07% ～ 96. 65%，
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表 3 标准曲线及线性范围

Tab. 3 Calibration curves and dynamic range

化合物 回归方程 r 线性范围( ng·mL －1 ) LOQ( ng·mL －1 ) LOD( ng·mL －1 )

Gomisin D Y = 0. 009 8X + 0. 026 4 0. 999 5 4. 88 ～ 390． 0 4. 88 0. 24
Gomisin E Y = 0. 312 3X + 0. 032 9 0. 991 3 0. 21 ～ 15． 7 0. 21 0. 039

五味子醇甲 Y = 0. 02X + 0. 023 4 0. 999 9 6. 95 ～ 556． 0 6. 95 0. 35
五味子甲素 Y = 0. 222 5X － 0. 014 1 0. 999 8 0. 77 ～ 61． 8 0. 77 0. 039
Gomisin Ｒ Y = 2E － 05X + 0. 002 4 0. 998 9 48. 88 ～ 3 910 48. 88 4. 88

五味子乙素 Y = 0. 136 3X － 0. 006 4 0. 999 7 0. 52 ～ 41． 2 0. 52 0. 026

表 4 准确度与精密度实验结果 ( n =5)

Tab. 4 Ｒesults of accuracy and precision ( n =5)

化合物
理论浓度 /

( ng·mL －1 )

日内精密度 日间精密度

实测浓度 / ( ng·mL －1 ) ＲSD /% 准确度 /% 实测浓度 / ( ng·mL －1 ) ＲSD /% 准确度 /%
Gomisin D 195 186. 74 4. 81 95. 77 187. 79 5. 16 96. 30

48. 75 46. 80 6. 94 96. 01 45. 69 7. 10 93. 73
4. 88 4. 57 7. 41 93. 67 4. 59 8. 22 94. 03

Gomisin E 7. 85 3. 76 4. 22 95. 75 3. 72 4. 69 94. 66
1. 96 0. 92 5. 60 94. 08 0. 93 6. 03 95. 39
0. 21 0. 12 7. 85 98. 82 0. 11 8. 80 93. 53

五味子醇甲 278 259 5. 99 93. 17 256. 25 6. 11 92. 18
69. 5 62. 98 7. 17 90. 63 66. 13 4. 74 95. 15
6. 95 6. 23 9. 79 89. 71 6. 51 7. 98 93. 67

五味子甲素 30. 9 29. 38 6. 38 95. 09 29. 21 5. 13 94. 53
7. 752 7. 32 5. 54 94. 51 7. 02 5. 91 90. 58
0. 7752 0. 75 7. 89 96. 65 0. 73 8. 30 94. 16

Gomisin Ｒ 1 955 1 862. 78 6. 96 95. 28 1874. 71 6. 68 95. 89
488. 75 482. 61 6. 30 98. 74 482. 59 6. 52 98. 74
48. 88 45. 83 9. 81 98. 08 47. 64 11. 04 97. 47

五味子乙素 20. 6 20. 26 4. 14 98. 36 20. 21 5. 48 98. 14
5. 15 4. 89 5. 07 95. 14 4. 69 6. 58 91. 10
0. 515 0. 49 8. 83 96. 01 0. 47 7. 15 91. 42

表 5 回收率实验结果 ( n =5)

Tab. 5 Ｒesults of recovery tests ( n =5)

化合物
理论浓度 /

( ng·mL －1 )

实测浓度 /

( ng·mL －1 )

回收率 /

%

ＲSD /

%
Gomisin D 195 172. 82 87. 61 7. 29

48. 75 39. 17 80. 34 5. 36
4. 88 3. 88 79. 59 9. 42

Gomisin E 3. 93 3. 49 88. 82 5. 16
0. 98 0. 78 79. 09 7. 18
0. 1 0. 09 75. 76 5. 64

五味子醇甲 278 237. 60 85. 46 5. 57
69. 5 57. 99 83. 44 5. 28
6. 95 5. 74 82. 55 12. 48

五味子甲素 30. 9 26. 09 84. 46 8. 59
7. 75 6. 21 80. 14 8. 13
0. 78 0. 66 85. 03 12. 06

Gomisin Ｒ 1 955 1 646. 64 84. 23 8. 47
488. 75 409. 28 83. 74 8. 94
48. 88 38. 92 79. 63 7. 83

五味子乙素 20. 6 17. 21 83. 56 6. 77

5. 15 4. 39 85. 34 7. 53

0. 515 0. 41 79. 71 8. 20

ＲSD ＜ 12% ; 样品经处理后在自动进样器中放置

24 h 后， 测 定 实 际 值 在 理 论 值 的 85. 05% ～
96. 01%，ＲSD ＜13%，均符合相关规定，表明该 6
种成分在血浆样品中稳定性良好。
2. 7. 6 基质效应 取 6 份不同来源的大鼠空白血

浆 100 μL，按样品处理项下的方法制得含尼莫地

平内标液和低、中、高 3 个质量浓度的质控样品;

另取流动相代替空白血浆，制得与上述标准品相同

系列浓度的混合标准品溶液和内标物溶液，测得的

相应峰面积比值用于评价基质效应，结果其比值均

在 85. 29% ～101. 99%之间，表明大鼠血浆生物基

质不影响样品测定。
2. 8 大鼠给药后的药代动力学 应用建立的 UH-
PLC-MS /MS 方法，测定大鼠血浆药物浓度，各时

间点平均药-时曲线见图 2。各组药代动力学参数

见表 6。由图 2、表 6 可知，6 种成分中 Gomisin E
及五味子乙素的 t1 /2 明显较长，表明此两种成分的

消除较慢。
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图 2 大鼠灌胃给予五味子提取物后的平均药-时曲

线 ( n =5)

Fig. 2 Mean concentration-time curve of rats after
oral administration of schisandra extracts
( n =5)

3 讨论

本实验采用 UHPLC-MS /MS 同时测定大鼠灌服

五味子提取物后血浆中 6 种木脂素类成分的量，以

尼莫地平为内标，采用正离子模式检测。样品预处

理采用了甲醇-乙腈沉淀蛋白方法，操作简便，血

浆样品只需 100 μL，杂质不干扰测定，具有良好

的精密度和准确度，有较高的灵敏度和专属性，重

现性好，符合生物样品分析方法要求，适合大批量

样品的分析测定。
实验结果显示，6 种被测成分在 10 min 时即可

检测到且达峰时间除 Gomisin D 外均较短，提示这

几种成分在胃部被很快吸收入血，与化合物结构差

异有关; 药时曲线呈现双峰，提示这 6 种成分在吸

收过程中可能存在肠-肝循环、肠-肠循环或胃-肠
循环。

本研究采用 UHPLC-MS /MS 系统建立了同时测

定大鼠血浆样品中 6 种木脂素类成分特异、灵敏、
可靠的定量分析方法，该方法较 HPLC 显著提高了

定性分析的准确性以及定量分析的灵敏度，适于五

味子的进一步药代动力学研究。

表 6 大鼠灌胃给予五味子提取物后的药动学参数 ( n =5)

Tab. 6 Pharmacokinetics parameters of rats after oral administration of schisandra extracts ( n =5)

参数 单位 Gomisin D Gomisin E 五味子醇甲 五味子甲素 Gomisin Ｒ 五味子乙素
t1 /2 h 2. 51 ± 0． 29 14. 62 ± 0． 88 2. 13 ± 0． 47 4. 00 ± 0． 51 2. 88 ± 0． 43 15. 03 ± 2． 24
Cmax μg /L 308. 63 ± 11． 44 1. 61 ± 0． 045 792. 00 ± 35． 05 17. 31 ± 1． 32 2 838. 33 ± 199． 19 14. 72 ± 1． 27
Tmax h 8. 01 ± 1． 16 1. 88 ± 0． 23 2. 01 ± 0． 016 2. 03 ± 0． 024 1. 96 ± 0． 17 2. 34 ± 0． 43

MＲT( 0 － t) h 7. 40 ± 0． 87 9. 45 ± 1． 11 4. 41 ± 0． 54 6. 49 ± 0． 48 7. 12 ± 0． 25 7. 97 ± 1． 03
Vz /F L /kg 0. 18 ± 0． 024 5. 12 ± 0． 89 6. 33 ± 0． 70 35. 52 ± 2． 28 0. 25 ± 0． 034 197. 38 ± 13． 41
CLz /F L( h /kg) 0. 054 ± 0． 01 0. 22 ± 0． 04 2. 26 ± 0． 18 5. 99 ± 0． 77 0. 059 ± 0． 01 8. 71 ± 1． 11
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摘要: 目的 比较 3 种不同磷脂，其组成为大豆磷脂 ( SPC) 、氢化大豆磷脂 ( HSPC) 、复合磷脂 ( SPC ∶ HSPC 为

3 ∶ 1，摩尔比) 马钱子总生物碱隐形脂质体的体外肝癌细胞 SMM7721 的摄取特性与抗肿瘤作用。方法 硫酸铵梯度

法制备马钱子总生物碱隐形脂质体并考察其基本药剂学性质，MTT 法比较马钱子总生物碱溶液和 3 种不同磷脂组成隐

形脂质体的抗肿瘤效果，流式细胞仪技术测定肝癌细胞对香豆素-6 标记的 3 种不同磷脂组成隐形脂质体的摄取率。结

果 不同磷脂组成马钱子总生物碱隐形脂质体的体外抗肿瘤效果与 SMMC-7721 细胞摄取量均具有显著差异，马钱子

总生物碱溶液、复合 磷 脂 隐 形 脂 质 体、SPC 隐 形 脂 质 体、HSPC 隐 形 脂 质 体 的 IC50 分 为 64. 4、17. 8、29. 6、40. 9
μg /mL，肝癌细胞对香豆素-6 标记的复合磷脂隐形脂质体、SPC 隐形脂质体、HSPC 隐形脂质体的转染率分别为

92. 1%、86. 2%、18. 6%。结论 复合磷脂脂质体作为马钱子总生物碱的载体，能显著提高药物进入肝癌细胞的摄取

量，增强体外抗肿瘤效果，为临床用药提供了理论依据。
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Influence of lipid composition on in vitro antitumor activity of stealth liposomes
containing total alkaloids from seeds of Strychno nux-vomica L．

PENG Pei 1， LIN Ai-hua1* ， CHEN Jun2， WANG Yong2， GU Wei2

( 1. The Second Clinical Medical College，Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou 510120，China; 2. College of Pharmacy，

Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 210046，China)

ABSTＲACT: AIM To investigate the phospholipids ( hydrogenated-and unhydrogenated soybean phosphatides
( HSPC，SPC) ，and their mixture ( SPC /HSPC 3 ∶ 1) ，which constituted stealth liposomes containing total alka-
loids ( TA) from seed of Strychnos nux-vomica L． ，and influenced the uptake characters of human hepatocarcinoma
cell line SMM7721 and antitumor of TA． METHODS TA-loaded stealth liposomes were prepared by ammonium
sulfate transmembrane gradients． Physicochemical properties of liposomes such as particle size，potential and en-
capsulation efficiency were determined and compared． Inhibition rate of SMM7721was measured by MTT and up-
take rate of coumarin-6 was used for a marker of antitumor． ＲESULTS There were significant differences in in
vitro antitumor activity and uptake rate of SPC，HSPC and SPC /HSPC stealth liposomes had the significant differ-
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