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摘 要:目的:建立基于高效液相色谱串联质谱法(HPLC-MS)测定大鼠口服“发汗”前后续断中主要

成分马钱苷和川续断皂苷Ⅵ的血药浓度测定方法,研究其药代动力学特征。方法:通过给大鼠灌胃服

用“发汗”前后续断水煎液,分别于给药前和给药后在指定时间取眼眶窦血。采用 HPLC-MS技术测

定大鼠血浆中“发汗”前后续断中马钱苷与川续断皂苷Ⅵ的浓度。结果:大鼠口服给药5min后,血中

可以检测到马钱苷与川续断皂苷Ⅵ,“发汗”前续断马钱苷:半衰期为93.79min,川续断皂苷Ⅵ 的半衰

期为86.51min;“发汗”后续断:马钱苷和川续断皂苷Ⅵ的半衰期为69.71min,85.78min;“发汗”前续

断的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ的Cmax和AUC较大,表明“发汗”前续断的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ更有

利于发挥疗效。结论:该方法适用于“发汗”前后的续断在大鼠体内马钱苷和川续断皂苷Ⅵ血药浓度

的测定及药代动力学研究,实验结果表明,未“发汗”续断中的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ更有利于发挥

疗效。
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Abstract:Objective:AHPLC-MSmethodwasestablishedforthedeterminationofpharmacokineticsoftwomaincom-
ponentsinplasmaofratsincrudeandsweatedDipsaciRadix,tostudythepharmacokineticcharacteristics.Methods:
TheratswereorallyadministeredwithwaterextractofcrudeandsweatedDipsaciRadix.Orbitalsinusbloodwas
takenatthespecifiedtimebeforeandafteradministration.HPLC-MSwasusedtodeterminetheconcentrationofloga-
ninandasperosaponinⅥinratplasmaofcrudeandsweatedDipsaciRadix.Results:LoganinandasperosaponinⅥ
couldbedetectedinthebloodofratsafteroraladministrationfor5min.CrudeDipsaciRadix:thehalf-lifet1/2ofloga-
ninwas93.79min,andthatofasperosaponinⅥ was86.51min.SweatedDipsaciRadix:loganint1/2was69.71min,
asperosaponinⅥt1/2was85.78min;theCmaxandAUCofloganinandasperosaponinⅥofcrudeDipsaciRadixwere
larger,indicatingthatloganinandasperosaponinⅥofcrudeDipsaciRadixweremoreconducivetotheefficacy.Con-
clusion:Thismethodissuitableforthedeterminationofplasmaconcentrationandpharmacokineticstudyofloganinand
asperosaponinⅥinratsofcrudeandsweatedDipsaciRadix.Theexperimentalresultsshowedthatloganinandasper-
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osaponinⅥincrudeDipsaciRadixaremoreconducivetotheefficacy.
Keywords:DipsaciRadix;Sweating;HighPerformanceLiquidChromatography-MassSpectrometry;Loganin;Aspero-
saponinⅥ;Pharmacokinetics

  续断作为传统中药,具有补益肝肾、续断骨伤、
强筋健骨等功效,常用于治疗骨折等疾病[1-3]。现代
药理研究表明,续断可改善骨质疏松[4-5]、股骨头坏
死[6]、痴呆、骨折、肌腱受损、卵巢综合征、精子质量
差等。“发汗”是续断传统产地炮制工艺的重要组成
部分,适当的“发汗”可以降低毒性,减少副作用,改
变药理性质,保留有效成分,改善口感或去除异味,
并提高中药的纯度[7-8]。目前,已有研究是将多种成
分从“发汗”和未“发汗”的续断中分离出来[9-10]。

续断中主要化学成分是三萜及其糖苷类化合
物,如川续断皂苷Ⅵ,微量的齐墩果酸和熊果酸[11],
环烯醚萜类如马钱苷[12-13],生 物 碱,酚 酸 和 挥 发
油[14-15]。其中,川续断皂苷Ⅵ常被用作续断的质量
控制指标[16-18],有研究表明,川续断皂苷Ⅵ具有提高

细胞抗氧化,修复肌腱,促进成骨细胞分化[19]等作
用;马钱苷具有保护神经、改善肾脏巨噬细胞炎症反
应[20]、改善卵巢早衰等作用。因此,本研究选用这两
种成分进行研究。目前,关于续断的药代动力学研
究均集中于单一成分上,而仅以单一成分解释中药
及其方剂的药代动力学特征,具有很大的局限性。
本研究首次将 HPLC-MS技术用于测定SD大鼠血
浆中“发汗”和未“发汗”的续断中两种主要成分,即
马钱苷和川续断皂苷Ⅵ,以期为阐明其药效物质基
础,深入研究人体药代动力学及设计合理的用药方
案提供参考。

1 仪器与试药

1.1 仪器

AG285型 电 子 天 平 (0.01mg,METTLER,
Switzerland);Agilent1200高效液相色谱仪-6410三
重四极杆质谱联用仪(美国Agilent公司);ME-204E
电子分析天平(0.01g,MettlerToledo,SwitzerLand);
XS105电 子 分 析 天 平(0.01mg,MettlerToledo,
SwitzerLand);DFD-700恒温水浴锅(天津市泰斯特
仪器有限公司)。
1.2 试药

马钱苷对照品(质量分数为99.2%,No.111640-
201005)和 川 续 断 皂 苷Ⅵ对 照 品(质 量 分 数 为

93.5%,No.111685-201003)均购自中国食品药品检
定研究院。

续断样品(产地为四川西昌,NO.20131209),通
过浙江中医药大学葛卫红教授鉴定为川续断科植物
川续断DipsacusasperWall.exHenry的干燥根。

液相用乙腈为色谱纯(购自美国Tedia公司),
液相用水为娃哈哈纯净水,甲醇、甲酸等均为分
析纯。
1.3 实验动物

SD大鼠(200±20)g均为雄性,购自浙江中医药
大学实验动物中心。所有大鼠均在温度为(25±
2)℃、相对湿度为(50±10)%的条件下饲养,动物使
用许可证为SYXK(浙)2015-0012。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

AgilentZORBAXSB-C18色谱柱(3.5μm,100mm
×2.1mm);流动相:乙腈为流动相A,0.1%甲酸溶
液为流动相B;洗脱方式:线性梯度洗脱,0~7min,
94%B~85% B,7~10min,85% B~80% B,10~
18min,80%B~40%B。流速为0.4mL/min,柱温
为30℃,进样量为5μL。
2.2 质谱条件

离子源为电喷雾离子源;扫描范围为m/z100~
2000;采集方式为多反应监测 (Multiplereaction
monitoring,MRM);采用负离子模式;毛细管电压为

4000V(-);N2温度为350℃;N2流速为10mL/min;
雾化气为N2,压力为40psi;碰撞气为高纯氮。马钱
苷和川续断皂苷Ⅵ的质谱条件见表1。

表1 MRM模式质谱条件

化合物
起始时间

(min)
母离子

(m/z)
子离子

碎裂电压

(V)
碰撞能量

(eV)

马钱苷 7.2 435
227
127

135
135

20
20

川续断皂苷Ⅵ 16.8 973
603
323

170
170

40
40

2.3 供试品溶液制备
称取发汗前后续断粉末各240g(过60目筛),分

别置于圆底烧瓶中,加入6倍体积蒸馏水,在回流冷
凝器中煮沸1.5h,直接过滤,向滤出的残渣中倒入6
倍体积的蒸馏水,回流1h后,过滤。混合滤液,经浓
缩后得到120mL水煎液,制备成含生药量为2g/mL
灌胃液。样品溶液在4℃下保存,以备日后实验之用。
2.4 含药血清制备

取SD大鼠(雄性)18只,随机分为3组,一组为空
白组(生理盐水)、一组为生续断组(生浸膏1.0mL/
100g)、一组为发汗续断组(汗水浸膏1.0mL/100g),每
组6只,实验开始前禁食12h后,按1.0mL/100g分别
灌服生理盐水、生续断水煎液和发汗续断水煎液。分
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别于给药后5min、10min、15min、30min、60min、90min、
120min、180min、240min、360min、480min取眼眶窦血,
每次约200μL。血样以4000r/min离心10min,吸取
上层血清液,待测。
2.5 对照品溶液制备

称取马钱苷对照品、川续断皂苷Ⅵ对照品各

1.5mg,精密称定,置于10mL量瓶中,加甲醇定容,制
成两个成分的浓度均约为150μg/mL的混标。精密
吸 取 上 述 混 标 母 液,稀 释 成 15.40ng/mL、
77.00ng/mL、154.0ng/mL、770.0ng/mL、1540ng/mL
马钱 苷 系 列 对 照 品 溶 液;稀 释 成 153ng/mL、
765ng/mL、1530ng/mL、7650ng/mL、15300ng/mL
的川续断皂苷Ⅵ系列对照品溶液,经0.22μm微孔滤
膜滤过即得。取白头翁皂苷B46.4mg,精密称定,置
于适量的量瓶中,加甲醇定容,制成浓度为12.8μg/mL
的白头翁皂苷B4对照品溶液,作为内标物备用。所
有的原料、工作溶液和质量控制样品均在4℃下避光
保存,直到分析完成。
2.6 血清样本处理

采用液-液萃取法从大鼠血清中提取马钱苷和
川续断皂苷Ⅵ[21]。将300μL甲醇和10μL内标加入

100μL血清样品中,将溶液充分涡旋混合1min,以

4000r/min离心2min后,加入0.8mL乙酸乙酯,旋
转5min,4000r/min离心10min,取上清液,放置

40℃水浴下,在缓慢均匀的氮气流下蒸发至干燥。
将 得 到 的 残 渣 中 加 入100μL 甲 醇 溶 解,并 以

14000r/min离心10min,然后采用 HPLC/MS系统
对等份的5μL上清液进行分析。
2.7 LC-MS/MS法测定血清中马钱苷和川续断皂
苷Ⅵ的方法学考察

2.7.1 线性范围的考察 将马钱苷和川续断皂苷

Ⅵ的工作标准溶液分别与原液混合,制备出马钱苷
和川续断皂苷Ⅵ的工作标准溶液。将10μL的马钱
苷和川续断皂苷Ⅵ混合标准溶液加入至100μL无药
血清中制备校准标准品,然后按照“2.6”项中的步骤
制备。通过绘制各分析物的峰面积比得到校正曲
线,用加权最小二乘法计算回归方程。回归方程、线
性范围和定量限如表2所示。
2.7.2 选择性试验 通过比较空白血清、加标血
清样品、生续断组和汗续断组的血清样品的马钱苷
和川续断皂苷Ⅵ的 MRM色谱图和马钱苷、川续断
皂苷Ⅵ、白头翁皂苷B4的 MRM质谱图,说明该方
法的特异性。见图1。

表2 线性关系和定量限的实验结果 (n=6)

标准品 回归方程 相关系数(R2) 线性范围(ng/mL) 定量限(ng/mL)

马钱苷 Y=23.782X+0.0536 0.9998 15.40~154.00 15.40

川续断皂苷Ⅵ Y=236.5X-1.6635 0.9998 153.00~1530.0 153.00

注:A.空白血清;B.加标血清;C.未发汗续断血清;D.发汗续断血清续断;1.马钱苷;2.白头翁皂苷B4(内标);3.川续断皂苷Ⅵ。

图1 MRM定量分析色谱

2.7.3 精密度与准确度试验 根据质量控制样品
的结果评估准确度、日内和日间精密度。在3个不
同的时间点测定了3个浓度水平下的5份质量控制
样品,并附有标准曲线,日内和日间精密度用RSD

表示。结果显示,该方法的精密度均较好。见表3、
表4。
2.7.4 稳定性试验 采用3种浓度(马钱苷:15.4、
46.2、154ng/mL;川续断皂苷Ⅵ:153、459、1530ng/mL)
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表3 马钱苷精密度考察结果 (n=9)

浓度(ng/mL) Mean±SD RSD 准确度偏差(%)
15.4 14.9±0.43 1.19 -2.01

日间 46.2 44.9±2.29 1.44 -4.81
154 167.0±7.30 1.01 5.27
15.4 16.2±0.80 1.78 5.06

日内 46.2 44.3±3.22 1.56 -4.17
154 171.0±7.80 1.18 5.86

表4 川续断皂苷Ⅵ精密度考察结果 (n=9)

浓度(ng/mL) Mean±SD RSD 准确度偏差(%)
153 143.21±2.64 2.64 -3.38

日间 459 487.59±17.96 3.66 6.71
1530 1446.00±46.51 1.84 -3.98
153 132.82±2.53 2.82 -4.09

日内 459 491.45±24.76 4.12 7.09
1530 1407.05±86.93 2.39 -6.25

的马钱苷和川续断皂苷Ⅵ的QC样品进行稳定性实
验。在经历3个冻融周期条件下,测定马钱苷和川
续断皂苷Ⅵ的稳定性。表5和表6不同的结果表
明,在室温条件和长期冻融周期条件下,马钱苷和川
续断皂苷Ⅵ均能保持稳定。

表5 马钱苷的稳定性考察结果 (n=9)

浓度(ng/mL) Mean±SD RSD 准确度偏差(%)
15.4 16.84±0.64 4.24 4.82

8h 46.2 44.01±3.57 3.58 -4.88
154 172.23±7.92 2.41 7.18
15.4 13.60±0.87 5.23 -3.44

3d 46.2 43.87±4.75 3.61 -5.18
154 128.33±10.75 3.65 -4.83

表6 川续断皂苷Ⅵ的稳定性考察结果 (n=9)

浓度(ng/mL) Mean±SD RSD 准确度偏差(%)
153 133.23±3.22 2.40 -14.82

8h 459 493.21±9.17 4.58 0.88
1530 1387.76±65.90 2.21 -7.48
153 127.78±4.42 2.43 5.44

3d 459 407.86±27.33 4.61 -5.18
1530 1282.14±97.89 3.35 -4.83

2.7.5 加样回收率试验 通过计算各标准浓度下

提取前加标的空白血清峰面积与提取后加标的等效
空白血清峰面积的比值,在3个浓度水平下进行分
析物的提取回收,结果见表7。在低、中、高3个浓度
下,马钱苷、川续断皂苷Ⅵ的平均回收率均≥80%,
表明该方法的准确度良好,符合试验要求。
2.8 大鼠药代动力学结果

大鼠经口给药后,以时间为横轴、血清浓度为纵

轴,续断“发汗”前后马钱苷和川续断皂苷Ⅵ的药物
浓度-时间曲线,如图2、图3所示。药代动力学参
数如表8所示,经3p97药代动力学计算机程序处
理。结果显示,大鼠给药5min后血中可以检测到马

表7 加样回收考察结果 (n=9)

化合物
浓度

(ng/mL)

测量

浓度

(ng/mL)

平均

浓度

(ng/mL)

回收率

(%)

平均回

收率

(%)

RSD
(%)

马钱苷 15.4 13.69 13.90 88.90 89.23 1.88
13.72 88.09
13.37 86.82
13.85 89.94
14.08 91.43

46.2 41.27 41.28 89.33 88.52 1.54
40.18 86.97
40.56 87.79
41.78 90.43
40.69 88.07

154 132.17 130.27 85.82 84.59 1.90
128.43 83.40
129.42 84.04
133.54 86.71
127.81 82.99

川续断皂苷Ⅵ 153 127.20 81.05 83.14 84.22 1.82
130.52 85.31
126.46 82.65
128.05 83.69
132.04 86.30

459 403.06 396.94 87.81 84.22 1.28
389.67 84.90
399.56 87.05
397.68 86.64
394.75 86.00

1530 1924.481313.06 86.57 85.81 1.56
1315.74 85.96
1288.86 84.24
1296.88 84.76
1339.36 87.54

钱苷与川续断皂苷Ⅵ,半衰期较短,“发汗”前续断马
钱苷的半衰期t1/2为93.79min,川续断皂苷Ⅵ的半衰
期t1/2为86.51min;“发汗”后续断:马钱苷的半衰期

t1/2为69.71min,川 续 断 皂 苷Ⅵ的 半 衰 期t1/2为

85.78min;“发汗”前续断的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ
的t1/2、Cmax及AUC较大,表明“发汗”前续断的马
钱苷与川续断皂苷Ⅵ更有利于发挥疗效。

3 分析与讨论

本研究建立了可靠,快速的 HPLC-MS分析方
法,同时检测大鼠血浆样品中马钱苷与川续断皂苷

Ⅵ,并对该方法进行验证。对比“发汗”后的续断,续
断“发汗”前的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ的T1/2、Cmax
和AUC较大,表明“发汗”前续断的马钱苷与川续断
皂苷Ⅵ在大鼠体内更有利于发挥疗效,更容易吸收。
此外,“发汗”前后续断中的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ
的MTR较小,提示了两种成分在大鼠体内的吸收速
度快,这表明在临床用药时二次用药时间间隔不应
过长,否则无法保证有效血药浓度质量。
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图2 马钱苷的药物浓度-时间曲线

   

图3 川续断皂苷Ⅵ的药物浓度-时间曲线

表8 马钱苷与川续断皂苷Ⅵ的药代动力学参数 (􀭵x±s)

参数
“发汗”前续断

马钱苷 川续断皂苷Ⅵ
“发汗”后续断

马钱苷 川续断皂苷Ⅵ  
k(1/min) 0.00668±0.00069 0.008012±0.0016 0.009942±0.00135 0.008081±0.0024
t1/2(min) 93.79±10.83 86.51±4.31 69.71±7.48 85.78±4.42

Cmax(ng/mL) 128.92±23.91 1239.99±168.62 93.07±45.68 636.99±166.65
Tpeak(min) 57.45±0.00 85.33±0.00 62.69±0.00 62.97±0.00

AUC 26652.9±429.1 306708.6±355.8 17457.9±2275.6 131123.8±3275.8
MRT 174.74±23.35 174.74±32.01 144.70±31.38 166.11±37.8

  本实验通过比较大鼠血浆中生续断与“发汗”续
断中主要成分马钱苷与川续断皂苷Ⅵ的药动学特
征,结果表明生续断中的马钱苷与川续断皂苷Ⅵ在
大鼠体内血药浓度更大,更容易吸收。这也为深入
研究续断的人体药代动力学及设计合理的用药方案
提供参考,关于续断中马钱苷与川续断皂苷Ⅵ在生
物体内的具体作用机制还有待进一步研究。
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