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LC-MS/MS法测定大鼠血浆中的野黄芩苷含量 *
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摘要 目的：建立 LC-MS/MS的分析方法测定大鼠血浆中的野黄芩苷，研究灯盏生脉胶囊中野黄芩苷在大鼠体内的药动学行为。

方法：以噻氯匹定为内标，血浆样品经 1%甲酸乙腈沉淀蛋白处理后，用 LC-MS/MS法测定血浆中的野黄芩苷浓度。结果：野黄芩

苷线性范围为 1.31～ 670.00 ng·mL-1(酌>0.999)，最低定量浓度为 1.31 ng·mL-1，回收率、日内、日间考察均符合生物样品分析要求。

实验结果显示，野黄芩苷在大鼠体内出现多峰现象。结论：建立的 LC-MS/MS定量分析方法灵敏、准确，可用于大鼠血浆中野黄芩

苷的测定及其药代动力学研究。
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Determination of Scutellarin in Rat Plasma by LC-MS/MS*

To develop a new LC-MS/MS method for determination of scutellarin of Dengzhanshengmai capsule in rat

plasma. That method was applied to the pharmacokinetic study of scutellarin in rat. Ticlopidine was used as internal standard,

plasma samples were determined by LC-MS/MS with acetonitrile protein precipitation. The calibration curves were linear in the
concentration range of 1.31～ 670.00 ng·mL-1 and the correlation coefficient was better than 0.999. The lower limit of quantitation was

1.31 ng·mL-1. The recovery rate, within-day and between-day variances met the requirement of biological sample analysis. The experi-

ment results showed that the drug concentration-time curve presented multi-peak phenomenon in rats. A sensitive and accu-

rate method was successfully applied to the pharmacokinetic study of scutellarin in rat plasma.
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前言

灯盏生脉胶囊是由灯盏细辛、人参、麦冬、五味子组成，具

有益气养阴、活血健脑之功效，用于气阴两虚、瘀阻脑络引起的

胸痹心痛，中风后遗症，冠心病心绞痛，高脂血症等[1]。灯盏细辛

是灯盏生脉胶囊的主药，灯盏花素是灯盏细辛中的一类黄酮苷

类成分。野黄芩苷是灯盏花素的主要有效成分，为结合一葡萄

糖醛酸的黄酮苷类化合物，约占灯盏花素的 95%以上[2]，具有抗

凝血、抗血栓形成、改善血液流变性及微循环、抗心肌缺血和增

加脑血流量等作用。因此野黄芩苷常作为灯盏花制剂，如灯盏

生脉胶囊、灯盏花素片、灯盏细辛注射液等多种制剂的主要活

性成分和质量控制指标[3]。以野黄芩苷为指标成分来研究中药

单方及有效成分制剂的药动学文献[4-8]较多，研究中药复方的较

少[9-12]。如今随着中药现代化技术的发展，中药复方及其有效成

分的药动学研究也日益受到重视[13]。本实验运用了 LC-MS/MS

技术，对大鼠灌胃灯盏生脉胶囊后野黄芩苷药代动力学行为进

行了初步研究，为中药复方制剂的药动学研究奠下实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 药品与试剂 灯盏生脉胶囊（云南生物谷灯盏花药业有

限公司，规格：每粒 0.18 g，批号：20130405）；野黄芩苷（中国药

品生物制品检定所，批号：110842-200605）；盐酸噻氯匹定（内

标，中国药品生物制品检定所，批号：110542-200301）；甲醇（色

谱纯，Fisher）；乙腈（色谱纯，Oceanpak）；甲酸（色谱纯，富宇精

细化工有限公司）。

1.1.2 仪器与动物 TSQ Quantum Ultra 三重四极杆质谱仪

（美国 Thermo公司），ACCELA 1250 Pump超高效液相系统（美

国 Thermo公司），EZ-2型溶剂蒸发工作站（英国 Genevac 公

司），BT-125D型电子天平（北京赛多利斯科学仪器有限公司），
5430R型高速台式冷冻离心机（德国 Eppendorf公司），VG-3型

漩涡混合器(德国 Ika公司)。健康 SD大鼠 6只，雄性，SPF级，

体重 280-300 g（广东省医学实验动物中心提供，合格证号:
44007200003362）。
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1.2实验方法
1.2.1 色谱条件 色谱柱:YMC-Triart C18（100 mm× 2.0 mm，
1.9 滋m）；流动相：甲醇 -水（含 0.1 %甲酸），梯度为 0～ 10 min：
15 %～ 100 %，12～ 12.1 min：100～ 15 %，14 min：15 %，流速为
220 滋L·min-1，柱温 45 ℃，进样量：8 滋L。
1.2.2 质谱条件 Ion Source: ESI，Capillary Temperature: 350

℃，Vaporizer Temperature: 250 ℃，Sheath Gas Pressure: 206.85

KPa，Aux Gas Pressure: 4.5 L·min-1，Spray Voltage:3.5 kV，Posi-

tive Polarity，监测模式：选择反应监测（SRM），监测离子：m/z

463.000→m/z 286.944（野黄芩苷），m/z 264.009→m/z 154.019

（噻氯匹定），碰撞能：27eV（野黄芩苷），15 eV（噻氯匹定）。
1.2.3标准溶液的配制 精密称取野黄芩苷对照品适量，置于

1 mL的容量瓶中，用甲醇定容至刻度，得到浓度为 1.00 mg·mL-1

的野黄芩苷储备液。精密量取储备液适量，用初始流动相稀释，

配 制 成 浓 度 为 13.09、26.17、52.34、104.69、209.38、418.75、
837.50、1675.00、3350.00、6700.00 ng·mL-1的标准系列溶液。精

密称取盐酸噻氯匹定对照品适量，置于 1 mL的容量瓶中，用甲

醇定容至刻度，得到浓度为 1.00 mg·mL-1的噻氯匹定储备液。

精密量取储备液适量，用初始流动相稀释浓度为 0.1 滋g·mL-1

的内标溶液。标准溶液置于 4℃下保存。
1.2.4 血浆样品处理 取血浆样品 100 滋L，加入内标溶液（0.1

滋g·mL-1）10 滋L，涡旋 30 s，加入 1%甲酸乙腈 300 滋L，涡旋 1
min，4 ℃下 15000 r·min-1离心 25 min，取上清液 300 滋L转移

至另一离心管，于 40 ℃下真空挥干。残渣用 100 滋L流动相复

溶，涡旋 1 min，4 ℃下 15000 r·min-1离心 20 min，吸取上清液
转移至进样瓶进行分析。

1.2.5 动物实验 健康 SD雄性大鼠 6只灌胃给药灯盏生脉

胶囊 113 mg·kg-1，给药体积为 10 mL·kg-1，给药前禁食 12 h，可

自由饮水。在给药前及给药后 0.25，0.5，1，1.5，2，3，4，6，8，
12，24 h从大鼠眼眶取血约 500 滋L，分离血浆，于 -80 ℃保存待
测。

1.3 分析方法的确证
1.3.1专属性 取空白血浆 100 滋L，不加内标溶液，其余按 "1.

2.4项 "方法制备空白血浆，进样分析得空白血浆色谱图。取空

白血浆 100 滋L，按 "1.2.4项 "方法制备质控样品，进样分析得

质控样品色谱图。取血浆样品 100 滋L，按 "1.2.4项 "方法制备

血浆样品，进样分析得用血浆样品的色谱图。

1.3.2 标准曲线与最低定量下限 各取 10 滋L野黄芩苷标准

系列溶液，分别加进 100 滋L空白血浆中，按 "1.2.4项 "方法制
备血浆样品，进样分析。以待测物野黄芩苷的血药浓度为横坐

标(X)，其峰面积与内标噻氯匹定的峰面积之比为纵坐标(Y)，

然后进行加权线性回归运算，权重因子为 W=1/X2，得回归方

程及相关系数。按 "1.2.4项 "方法制备野黄芩苷终浓度为 1.31

ng·mL-1的血浆样品，平行 5个样本进样分析测得最低定量下
限。

1.3.3 精密度与准确度 按 "1.2.4 项 "方法制备浓度分别为
2.62、31.41、536.00 ng·mL-1的野黄芩苷质控样品，每浓度的质

控样品平行 5个样本，连测 3天，由当天的随行标准曲线计算
精密度和准确度。

1.3.4 提取回收率与基质效应 用流动相配制野黄芩苷终浓

度为 2.62、31.41、536.00 ng·mL-1的样品，进样得峰面积 A1；按
"1.2.4项 "方法制备浓度分别为 2.62、31.41、536.00 ng·mL-1的

野黄芩苷质控样品，进样得峰面积 A2；取血浆样品 100 滋L，加

入 1 %甲酸乙腈 300 滋L，涡旋 1 min，4 ℃下 15000 r·min-1离心

25 min，取上清液 300 滋L，于 40 ℃下真空挥干，加入相应浓度

的对照品与内标溶液复溶，使得终浓度为 2.62、31.41、536.00

ng·mL-1，进样得峰面积 A3。以 A3/A1× 100%计算基质效应，
A2/A3× 100%计算提取回收率。
1.3.5 稳定性 按 "1.2.4 项 " 方法制备浓度分别为 2.62、
31.41、536.00 ng·mL-1的野黄芩苷质控样品，分别于室温下放

置 8 h，反复冻融 3次，-80 ℃保存 30 d的条件下考察野黄芩苷

的稳定性。

2 结果

2.1 分析方法的确证结果
2.1.1 专属性 野黄芩苷和内标噻氯吡啶在上述的检测条件

下，生成基峰离子[M+H]+，将其作为母离子进行产物离子扫描

分析，得到子离子扫描图，见图 1。空白血浆、质控样品、用药后

血样加内标的色谱图，分别见图 2、3、4。野黄芩苷和噻氯吡啶

的保留时间分别为 6.78 min 和 6.07 min，二者峰形良好，分离

完全，不受血浆中内源性物质的干扰。

图 1 野黄芩苷（A）和内标噻氯匹定（B）的子离子扫描图

Fig.1 Product ion spectra of scutellarin (A) and ticlopidine of the internal standard (B)
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图 4 LC-MS/MS测定血浆样品的色谱图

Fig.4 Representative LC-MS/MS chromatogram of plasma sample

2.1.2 标准曲线与最低定量下限 采用 LCquan 2.6数据处理

软件分析，以野黄芩苷的血药浓度为横坐标(X)，其峰面积与内

标噻氯匹定的峰面积之比为纵坐标(Y)，进行加权线性回归运

算（W=1/X2），得回归方程为 Y=0.02603+0.0045X（酌>0.999），野

黄芩苷的线性范围为 1.31～ 670.00 ng·mL-1，最低定量下限为

1.31 ng·mL-1。

2.1.3 精密度与准确度 野黄芩苷低、中、高质控样品批内、批

间精密度与准确度的结果见表 1。野黄芩苷的批内精密度 RSD

在 1.05～ 3.39 %，准确度在 -0.68～ 3.27%，批间精密度在
1.04～ 5.13%，符合生物样品分析的要求。
2.1.4 提取回收率与基质效应 野黄芩苷低、中、高质控样品

的提取回收率分别是 88.16± 4.56 %、76.24± 5.06 %、82.75±
3.33 %，基质效应分别是 97.22± 1.42 %、100.67± 0.86 %、

97.52± 1.39 %，符合生物样品分析的要求。
2.1.5 稳定性 野黄芩苷低、中、高质控样品分别于室温下放

置 8 h，反复冻融 3次，-80 ℃保存 30 d的条件下的稳定性结果

见表 2，血样准确度均在± 15 %以内，表明野黄芩苷在上述条
件下稳定。

2.2 药动学研究

大鼠在灌胃灯盏生脉胶囊后，从图 5可见野黄芩苷的药时

曲线出现了多峰现象。用 DAS2.0软件处理所测得的野黄芩苷

血药浓度数据，求算出各项药代动力学参数，见表 3。

3 讨论

在建立液相方法的过程中，对流动相的 pH值及有机改性

剂进行了详细考察。在流动相的水相中加入 0.1 %甲酸，将 pH

图 2 LC-MS/MS测定空白血浆的色谱图

Fig.2 Representative LC-MS/MS chromatogram of blank rat plasma

图 3 LC-MS/MS测定野黄芩苷质控样品的色谱图

Fig.3 Representative LC-MS/MS chromatogram of QC plasma sample
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图 5野黄芩苷平均血药浓度 -时间曲线

Fig.5 Mean concentration-time curves of scutellarin

调至 2左右，抑制野黄芩苷的电离而使其处于游离状态，使得

色谱峰的拖尾减弱，对称性变好，灵敏度提高。本实验建立的

LC-MS/MS方法灵敏、准确，血浆中的杂质峰不干扰待测峰的

测定，专属性强，最低定量下限满足检测要求，可用于野黄芩苷

的药代动力学研究。

从药动学研究的结果发现，大鼠在灌胃灯盏生脉胶囊后，

得到的野黄芩苷药动学参数个体差异大，与文献的研究结果相

符[14]。可能是受试群体在灌胃或口服灯盏花素制剂后，野黄芩

苷被胃肠中的酶和肠道菌群水解为苷元后再吸收，与类内源性

物质葡萄糖酸酐相结合而存于血浆[15-17]。由于受试群体间在代

谢水平方面存在一定的差异，影响了吸收过程，导致药动学参

数出现个体差异大的情况[14]。

本实验的平均血药浓度 -时间曲线出现多峰现象，与已有

文献报道野黄芩苷的药时曲线呈双峰现象不一致，这可能是受

试动物的个体差异，采血时间不同等因素也会造成的[18-21]。在中

调至 2左右，抑制野黄芩苷的电离而使其处于游离状态，使得

色谱峰的拖尾减弱，对称性变好，灵敏度提高。本实验建立的

LC-MS/MS方法灵敏、准确，血浆中的杂质峰不干扰待测峰的

测定，专属性强，最低定量下限满足检测要求，可用于野黄芩苷

的药代动力学研究。

表 1 方法的精密度和准确度

Table 1 Intra- and inter-day precision and accuracy of the method

Nominal concentration

(ng·mL-1)

Inter-day

Intra-dayActual concentration

(ng·mL-1)
Precision RSD(%)

Accuracy RE(%)

Precision RSD(%)

2.62 2.63± 0.03 1.05 0.68 5.13

2.55± 0.05 1.88 2.39

2.67± 0.05 1.85 2.10

31.41 32.43± 1.07 3.31 3.27 4.21

31.29± 0.53 1.68 -0.38

31.57± 1.07 3.39 0.51

535.35± 10.64 2.00 -6.8

536.00 535.66± 5.63 1.05 -0.06 1.04

537.25± 12.43 2.31 0.23

Nominal concentration x± s Precision Accuracy

（ng·mL-1） (ng·mL-1) RSD(%) RE(%)

2.62 2.58 ± 0.19 7.57 -1.57

Short term(8 h,25℃ ) 31.41 31.11 ± 0.28 0.91 -0.93

536.00 545.46 ± 9.39 1.72 1.77

2.62 2.90 ± 0.11 3.64 10.66

Freeze-thaw (3 cycles,-80℃ ) 31.41 34.32 ± 0.77 2.25 9.28

536.00 542.88± 17.70 3.26 1.28

2.62 2.60 ± 0.10 3.89 -0.50

Long term(30 d,-80℃ ) 31.41 31.83 ± 1.15 3.63 1.35

536.00 568.83 ± 14.12 2.48 6.13

表 2 血浆中野黄芩苷的稳定性（n=5）

Table 2 Stability results of scutellarin in rat plasma（n=5）

表 3 野黄芩苷的药代动力学参数（n=6）

Table 3 Pharmacokinetic parameters of scutellarin（n=6）

Pharmacokinetic parameters x± s

t1/2/h 2.96± 2.17

Tmax/h 4.04± 3.69

Cmax/ng·mL-1 96.20± 31.04

AUC(0-t)/ng·h·mL-1 520.93± 101.87

AUC(0-∞)/ng·h·mL-1 525.06± 102.37
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药复方的药动学研究中多峰现象是很常见的，即使单体不出现

多峰，在复方中也有可能出现，原因可能是结构相似的某些成

分在体内相互转化，引起某一成分产生多峰现象；或是复方中

成分间的相互结合,使得某一成分的结合态与非结合态因吸收

时间错开而产生多峰现象；或是复方中的某些成分起效后影响

了另一成分在体内的吸收、分布、代谢和排泄所致[22]。灯盏生脉

胶囊是中药复方制剂，含有野黄芩苷、咖啡酸酯、人参皂苷、高

黄芹菜素、芹菜素、五味子素等多种成分[23]，实验中出现的多峰

现象可能是复方中的其他成分影响了野黄芩苷在大鼠体内的

药动学行为，其机制尚不明确，还有待进一步研究。
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