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摘要：[目的] 比较何首乌中反式二苯乙烯苷和顺式二苯乙烯苷在大鼠体内的药代动力学差异。[方法] 分别单次

灌胃给药（ 60 mg/kg）反式二苯乙烯苷和顺式二苯乙烯苷后，测定大鼠给药后不同时间点的血浆中药物浓度，通过计

算药代动力学参数，比较两者的体内药动学行为差异。[结果] 单次给药反式二苯乙烯苷和顺式二苯乙烯苷后，大鼠血

浆中顺式二苯乙烯苷的半衰期（ T1/2）显著高于反式二苯乙烯苷（ P<0.05），而反式二苯乙烯苷在大鼠体内的达峰浓度

（ Cmax）和清除率（ CLz/F）则显著高于顺式二苯乙烯苷（ P<0.05）。[结论] 单次给予相同浓度的反式二苯乙烯苷和顺式二

苯乙烯苷后，两者在大鼠体内的药代动力学行为存在明显差异。
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何首乌为蓼科植物何首乌（ Polygonum multiflorum
Thunb.）的干燥块根，味苦，归肝、心和肾经[1]。现代研

究表明，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）是何首乌的主要活性成

分[2]，中国药典在 2000 年将其作为何首乌的定量指

标，一直沿用至今[3]。现代药理研究发现：该化合物

具有抗炎[4-5]、抗衰老[6]、抗氧化[7]、抗动脉粥样硬化[8]、

保肝[9-10]和抗肿瘤[11]等多种生物活性。由结构可知，

TSG 具有反式和顺式两种构型[12]，反式二苯乙烯苷

（ trans-TSG） 可以在光异构的作用下转变为顺式二

苯乙烯苷（ cis-TSG）。有文献报道 cis-TSG 可能是何

首乌造成肝损伤的潜在毒性成分 [13]，而 trans-TSG
目前为止未见任何肝毒性报道。由于 trans-/cis-TSG
的结构可以相互转变，而体内安全性差异显著，因

此它们是否会表现出不同的体内药代动力学行为，

值得进一步研究。前期已有文献报道 trans-/cis-TSG
的药代动力学参数，但主要是以中药制剂和提取物

为主[14-15]，而这些制剂中的其他成分可能会对 trans-/
cis-TSG 的体内药代动力学行为产生影响。因此，本

实验以 trans-/cis-TSG 单体化合物为研究对象，建

立了超高效液相色谱-串联质谱（ UPLC-MS/MS）分
析方法，考察了单次给药后，trans-/cis-TSG 在大鼠

体内的药代动力学行为，为后续何首乌致肝损伤物

质基础及作用机制研究提供参考依据。

1 实验材料
1.1 实验动物 12 只雄性 SD 大鼠（ 200±20） g，购
自北京维通利华生物科技股份有限公司，实验动物

许可证号为 SCXK（ 京）2016-0011，实验已通过天津

中医药大学伦理委员会批准，伦理审批编号为

TCM-LAEC2021151。
1.2 药品与试剂 trans-TSG（ 纯度，HPLC 面积归

一化法：99.13%），cis-TSG（ 纯度，HPLC 面积归一化

法：100%）为实验室自制，虎杖苷（ 上海源叶生物科

技有限公司，ZM0530LA14，HPLC≥98%）。色谱乙

腈、色谱甲醇（ Thermo Fisher Scientific，美国），色谱

甲酸（ Anaqua Chemicals Supply，美国）。

1.3 仪器 Acquity H-Class UPLC 超高效液相色谱

系统和 Xevo TQ-S 质谱系统联用仪（ Waters，美国）；

KQ-1000DE 数控超声波清洗器（ 昆山市超声仪器有

限公司）；XW-80A 型涡旋混合器（ 上海沪西分析仪

器厂）；微量移液器（ Eppendorf，德国）；Centrifuge 冷
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表 1 目标化合物的MRM 参数
Tab.1 MRM parameters of the target compounds

序号 目标化合物 离子型
前体离子

（ m/z）
产物离子

（ m/z）
循环伏安法

（ CV，V）
计时电位法

（ CE，V）

1 trans-TSG [M-H]- 404.90 173.05 4 42

2 cis-TSG [M-H]- 405.03 243.14 2 8

3 虎杖苷 [M-H]- 388.97 143.06 30 42

冻台式高速离心机（ Eppendorf，德国）；BP121S 型天

平（ Sartorius，德国）；Millipore 纯水器（ Millipore，
美国）。

2 实验方法
2.1 色谱条件 色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH C18

Column（ 2.1 mm×50 mm，1.7 μm，Waters，美国）。乙腈

（ A）和 0.1%甲酸水（ B）作为流动相，梯度洗脱，0~
8 min，5%~45% B。柱温设置为 30 ℃，进样体积为

3 μL，流速为 0.3 mL/min。
2.2 质谱条件 负离子模式下，仪器方法的毛细管

电压、锥孔电压和去溶剂化温度分别设置为 2.5 kV，
30 V 和 650 ℃；氮气作为去溶剂气体，流速设置为

800 L/h；多反应监测（ MRM）模式和其他关键参数设

置如表 1 所示，基于 Masslynx 4.1 和 TargetLynx 软

件，同时采集和分析大鼠血浆中 trans-TSG 和 cis-
TSG 的定量信息。

2.3 动物分组和给药 12 只大鼠随机分为两组，

trans-TSG 组和 cis-TSG 组，每组 6 只。严格按照天

津中医药大学动物中心管理规范饲养，在室温（ 20±
5） ℃，相对湿度 55%~65%，通风良好，环境安静，定

期消毒的环境下适应性饲养一周，期间自由饮水和

饮食。分别单次给药 60 mg/kg 的 trans-TSG 和 cis-
TSG [16]，在给药后按照时间点：0，0.033，0.083，0.17，
0.25，0.33，0.5，1，2，4，8，10，24 h，眼眶内眦取血，取

至预先加入 10 μL 肝素钠（ 100 单位）的 1.5 mL 离

心管中，4 ℃离心 10 min（ 6 600×g），取上层血浆于

-80 ℃冰箱冷冻保存。

2.4 血浆样本的处理 取出-80 ℃冰箱冷冻保存的

大鼠血浆样品各 100 μL，于 4 ℃环境下解冻，分别

加入 600 μL 冰甲醇和 10 μL 的内标溶液，涡旋震荡

5 min，4 ℃下离心 20 min（ 13 200×g），取出上清，氮

吹干。加入 100 μL 50%的甲醇水溶液复溶，涡旋震

荡 5 min，4 ℃下离心 20 min（ 13 200×g），取出上清，

待测。

2.5 对照品溶液的配制 精确称量 trans-TSG、cis-

TSG 和虎杖苷（ 内标）各 1 mg 分别溶解于 1 mL 的甲

醇溶液中得 1 mg/mL 的溶液，然后用甲醇分别进行

稀释得 10 μg/mL 的 trans-TSG、cis-TSG 和虎杖苷

储备液。

2.6 统计学方法 trans-TSG、cis-TSG 的药代动力

学参数使用 DAS 药代动力学软件（ 版本 1.0，中国药

理学会，中国）进行计算。将数据导入 graphpad prism
8.0 进行分析，计算结果使用均数±标准差（x±s）表
示，组间比较采用独立样本 t 检验，相关分析采用线

性相关与回归分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

2.7 方法学考察

2.7.1 专属性 按照“1.2.4 血浆样本的处理”项下

的实验方法对空白血浆（ A）、空白血浆加入对照品

溶液及内标溶液（ B）和血浆样品加入内标溶液（ C）
进行分析。分别得到空白血浆色谱图、血浆对照品

色谱图和血浆样品色谱图。

2.7.2 线性关系 精密吸取适量浓度为 10 μg/mL
的 trans-TSG、cis-TSG 储备液，加入适量甲醇，cis-
TSG 分别稀释为 3.90，7.81，15.62，31.25，62.5，125，
250，500，1 000 和 2 000 ng/mL 一系列对照品溶液；

trans-TSG 稀释浓度为 1.95，3.90，7.81，15.62，31.25，
62.5，125，250，500 和 1 000 ng/mL 一系列对照品溶

液。分别吸取上述对照品溶液 100 μL，氮气吹干溶

剂，加入 100 μL 空白血浆，按“1.2.4 血浆样本的处

理”项下操作，然后进样分析。纵坐标表示标准品峰

面积与内标峰峰面积比值，横坐标表示标准品浓

度，绘制回归曲线，计算得线性回归方程。

2.7.3 日内和日间精密度 各取空白血浆 100 μL
按照“1.2.4 血浆样本的处理”项下的制备方法，配制

“表 3”中低、中、高 3 个浓度水平的混合标准品血浆

样品。日内精密度即测定低、中、高 3 个浓度水平的

混合标准品血浆样品，水平重复 6 次。日间精密度

即连续 3 d 测定“日内精密度的样品”，根据随行标

准曲线来确定浓度。计算相对标准偏差（ RSD），并用

测定浓度和已知浓度的百分比来评价准确度。

2.7.4 提取回收率和基质效应 配制低、中、高质

量浓度的 trans-TSG（ 10、100 和 1600 ng/mL）和 cis-
TSG（ 5、50 和 800 ng/mL）的标准溶液，各取 100 μL，
平行 6 份，分别加入 10 μL 内标溶液和 100 μL 空白

血浆，样品预处理后测定，所得峰面积结果记为 A；
另取同样份数的空白血浆，加入 10 μL 内标溶液，经

样品前处理后测定，所得峰面积结果记为 B；准备高、

中、低 3 个浓度的标准溶液各 100 μL，平行 6 份，分
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别加入 10 μL 内标溶液，氮吹干后，用 100 μL 50%
甲醇复溶，所得峰面积结果记为 C。A/B×100%为提

取回收率，A/C×100%为基质效应。

2.7.5 稳定性 按照“1.2.4 血浆样本的处理”项下

制备方法，制备的低、中、高 3 个浓度水平的标准品

血浆样品，分别考察其稳定性。稳定性评价包括样

品盘内 24 h 稳定性、3 次冻融循环稳定性。

3 结果
3.1 方法学验证

3.1.1 专属性 空白血浆色谱图（ A），血浆对照品

色谱图（ B），血浆样品色谱图（ C），如图 1 所示，结

果表明样品色谱峰不受溶剂和内标的干扰，专属性

良好。

3.1.2 线性关系 目标分析化合物的线性回归方

程、相关系数和线性范围如表 2 所示。结果表明，大

鼠血浆中 trans-TSG 在 3.90~2 000 ng/mL 的范围内

线性关系良好，cis-TSG 在 1.95~1 000 ng/mL 的范围

内线性关系良好。

3.1.3 精密度和准确度 trans-TSG 和 cis-TSG 的

低、中、高 3 个浓度的日内精密度和日间精密度结

果如表 3 所示，RSD 值均小于 12%，准确度在 87.3~
101.2，表明所建方法的精密度和准确度良好。

3.1.4 提取回收率和基质效应 实验结果如表 4
所示，trans-TSG 低、中、高 3 个浓度的平均回收率

分别为 91.7%、94.1%和 92.2%；cis-TSG 的低、中、高

3 个浓度的平均回收率分别为 97.1%、90.1%和

95.3%。两者的各个浓度的平均提取回收率均大于

91%，且 RSD 均小于 4.7%，表明 trans-TSG 和 cis-
TSG 的回收率较高。

3.1.5 稳定性 trans-TSG 和 cis-TSG 在样品盘放

置 24 h 后以及 3 次冻融循环之后进行处理的状态

下，低、中、高 3 个浓度的测定结果如图表 5 所示，

显示出良好的稳定性。

3.2 血药浓度-时间曲线 如图 2 所示，大鼠单次

灌胃 60 mg/kg 的 trans-TSG 和 cis-TSG 后，cis-TSG
的血药浓度高于 trans-TSG。
3.3 药代动力学参数 trans-TSG 和 cis-TSG 药代

动力学参数使用 DAS 药代动力学软件进行计算，符

合一室模型，分析所得的药-时曲线如图 2 所示，药

代动力学参数如表 6 所示，单次给药 trans-TSG 和

注：A.空白血浆；B.空白血浆加入对照品溶液及内标溶液；C.血浆样品加入内标溶液。

图 1 MRM 模式下大鼠血浆中目标化合物的专属性色谱图
Fig.1 Specificity chromatogram of the target compounds in rat plasma with the MRM mode
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表 6 大鼠单次灌胃 trans-TSG 和 cis-TSG 的药代动力学参数（n=6）
Tab.6 Pharmacokinetic parameters of trans-TSG and cis-TSG (n=6)

分组
AUC0-t

（ μg/L·h）
AUC0-∞

（ μg/L·h）
MRT0-t

（ h）
MRT0-∞

（ h）

trans-TSG 组 383.4±161.5 576.4±563.2 7.8±4.7 22.3±42.7

cis-TSG 组 410.4±190.3 581.6±581.6 6.8±3.9 14.8±15.3

VRT0-t

（ h2）

55.4±41.5

26.4±56.2

VRT 0-∞

（ h2）

Cmax

（ μg/L）
Tmax

（ h）
CLz/F

[L/（ h/kg） ]
T1/2

（ h）

2 201.3±6 363.4 265.7±33.1* 0.2±0.1 217.5±69.4* 3.2± 2.3*

478.7± 827.9 192.7±36.3 0.4±0.6 120.3±54.8 14.2±11.5

注：大鼠单次灌胃给药 trans-TSG 和 cis-TSG 的药代动力学参数比较，*P<0.05。

表 2 目标化合物的线性回归方程、相关系数和线性范围
Tab.2 Linear regression equation，correlation coefficient

and linear range of the target compounds
分析物 线性回归方程 相关系数（ r2） 线性范围（ ng/mL）

trans-TSG Y=0.515 66X+3.727 06 0.997 3.90~2 000

cis-TSG Y=1.176 74X+3.854 39 0.996 1.95~1 000

表 3 目标化合物的精密度和准确度
Tab.3 Precision and accuracy of the target compounds

化合物
浓度

（ ng/mL）

精密度（ n=6） 准确度（ %）

（ n=6）日内 RSD（ %） 日间 RSD（ %）

trans-TSG 10 4.9 2.8 101.2

100 11.2 12.0 87.6

1 600 2.1 1.2 94.8

cis-TSG 5 10.4 8.3 94.3

50 5.4 2.8 87.3

800 0.7 10.0 96.9

表 4 提取回收率和基质效应
Tab.4 Recovery and matrix effect

化合物
浓度

（ ng/mL）

提取回收率 基质效应

结果（ %） RSD（ %） 结果（ %） RSD（ %）

trans-TSG 10 91.7±4.3 4.7 92.7±6.0 6.4

100 94.1±1.3 1.3 91.8±5.0 5.5

1 600 92.2±3.5 3.8 87.9±2.0 2.2

cis-TSG 5 97.1±1.9 2.0 86.2±0.6 0.6

50 90.1±0.9 1.0 89.0±2.5 2.8

800 95.3±3.7 3.9 91.3±1.8 2.0

化合物
浓度

（ ng/mL）

24 h 3 次冻融循环

结果（ %） RSD（ %） 结果（ %） RSD（ %）

trans-TSG 10 9.5± 1.0 10.4 9.4± 0.9 9.7

100 97.1± 3.3 3.4 95.8± 5.2 3.3

1 600 1 597.0±52.1 3.3 1 585.5±64.5 4.1

cis-TSG 5 4.3± 0.3 6.7 4.7± 0.4 9.3

50 49.2± 4.1 8.3 49.0± 2.3 4.6

800 798.5±28.2 3.5 797.1±16.7 2.1

表 5 稳定性考察
Tab.5 Study on the stability of the target compounds

cis-TSG 后，cis-TSG 在大鼠体内的 AUC0-t、AUC0-∞

和 Tmax 均大于 trans-TSG，但无统计学差异。cis-TSG
在大鼠体内的半衰期（ T1/2）显著大于 trans-TSG（ P<
0.05）。而 trans-TSG 在大鼠体内的达峰浓度（ Cmax）和

清除率（ CLz/F）则显著高于 cis-TSG（ P<0.05）。

4 讨论
具有顺反结构的化合物，在一定条件下可以实

现相互转化。顺反异构化过程及其机制，通常包括

光异构化[17]、热致异构化[18]和催化异构化[19]。而何首

乌中 trans-TSG 向 cis-TSG 的转化属于光致异构

化。一般来说，对于热力学稳定的二苯乙烯类的反

式结构，通过加热条件是难以实现构型转换，但在

光照射下，反式异构体易转变为顺式异构体[20]。同

时，二苯乙烯苷是多酚类化合物，意味着很容易发

生氧化反应，因此二苯乙烯苷的降解除了可以通过

光和热的条件而引发之外，氧气和碱性 pH 条件也

应该格外注意[21]。因此，本研究在实验操作过程中全

程避光，所配制的溶液也存放在低温避光环境，避

免了 trans-TSG 和 cis-TSG 的相互转化。同时，由于

trans-TSG 和 cis-TSG 的质谱碎裂方式相同，因此，

在提取离子流色谱图时，如果发生体内转化，将会

同时出现 trans-/cis-TSG 的色谱峰，但在本研究中，

未发现有转化现象（ 图 1C）。

图 2 trans-TSG 和 cis-TSG 的血药浓度-时间曲线
Fig.2 Plasma concentration time curves of trans-TSG and

cis-TSG
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单次灌胃给药相同剂量的 trans-TSG 和 cis-
TSG 后，cis-TSG 在大鼠的 AUC 0-t 大于 trans-TSG，
但未发现显著性差异（ P>0.05）。trans-TSG 在大鼠体

内的 Cmax 和 CLz/F 均显著高于 cis-TSG（ P<0.05），同
时 cis-TSG 在大鼠体内的达峰时间（ Tmax）和半衰期

（ T1/2）均大于 trans-TSG，其中 T1/2 约为 trans-TSG 的

4.4 倍，具有统计学差异（ P<0.05）。以上结果表明，

cis-TSG 在大鼠体内的暴露量高于 trans-TSG，并且

具有更低的清除率和较长的半衰期（ P<0.05），这表

明 cis-TSG 在大鼠体内更容易出现蓄积，而有研究

发现 cis-TSG 可能是何首乌中潜在的肝损伤风险成

分[22]，这是否与 cis-TSG 在体内的蓄积有关，值得进

一步的研究。

综上所述，本研究建立了 UPLC-MS/MS 分析方

法，研究比较了何首乌中 trans-TSG 和 cis-TSG 在

大鼠体内的药代动力学行为，为后续 trans-/cis-TSG
的进一步研究提供参考依据。
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Comparison of pharmacokinetic parameters of trans鄄 and cis鄄2，3，5，4′鄄tetrahydroxystilbene鄄2鄄O鄄β鄄D鄄glucoside on rats
CHAI Shiwei1，2，GAO Jian3，SHE Lihe3，YU Qiao3，PANG Xu3，HAN Lifeng3

（１． Ｆｉｒｓｔ Ｔｅａｃｈｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔｉａｎｊｉｎ ３００１９３，Ｃｈｉｎａ；２．National Clinical Research
Center for Chinese Medicine Acupuncture and Moxibustion，Tianjin 300193，China；3. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
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Abstract：[Objective] Comparison of the pharmacokinetic differences of trans鄄2，3，5，4′鄄tetrahydroxystilbene鄄2鄄O鄄β鄄D鄄glucoside （ｔrans鄄
TSG） and cis鄄2，3，5，4′鄄tetrahydroxystilbene鄄2鄄O鄄β鄄D鄄glucosidｅ （ｃｉｓ鄄ＴＳＧ） in Polygonum multiflorum Thunb. in rats. [Methods] After a
single intragastric administration of 60 mg/kg of trans鄄TSG and cis鄄TSG，the drug concentrations in the plasma of rats were determined at
different time points and the in vivo pharmacokinetic parameters were calculated. [Results] Significant differences were found in
pharmacokinetic parameters. T1/2 of cis鄄TSG was significantly higher than that of trans鄄TSG （Ｐ＜０．０５）． However，CLz/F，and Cmax of trans鄄
TSG in the plasma were significantly higher than cis鄄TSG （Ｐ＜０．０５）． [Conclusion] The pharmacokinetic behavior of trans鄄TSG and cis鄄
TSG in rats was significantly different following a single intragastric administration of the same concentrations of them.
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2022 年 5 月，天津中医药大学主办《针灸和草药（ 英文）》（ ＡＨＭ）正式通过开放获取期刊目录 Directory of Open Access
Journals（ 简称 DOAＪ）评估并收录！这标志着期刊质量控制和开放获取政策（ ｏｐｅｎ ａｃｃｅｓｓ，ＯＡ）已达到国际标准，对进一步提升期

刊国际影响力、扩大期刊传播范围、加强期刊学术质量建设等均具有重要意义，也是期刊发展过程中的里程碑！

AHM 于 2019 年入选中国科技期刊卓越行动计划高起点新刊项目。办刊宗旨以循证医学研究为特色，刊载针灸和草药创新

研究成果，促进学术交流，推动成果转化，服务中医药国际化发展。

AHM 被 DOAJ 数据库收录,表明期刊遵循了较高的学术准则和出版标准，也有利于提高期刊传播效力和国际影响力。AHM
将以此为契机，继续努力，不断提高办刊质量，为“讲好中医药科学故事”提供高水平学术交流平台。
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