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RRLC-ESI-MS/MS 分析白头翁皂苷在大鼠体内的组织分布 
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摘要：目的  研究白头翁皂苷在大鼠体内的分布规律和蓄积情况。方法  以 300 mg·kg1 白头翁皂苷提取物均匀分散混悬

液单次灌胃给予大鼠后，采用 RRLC-ESI-MS/MS 对白头翁皂苷中的有效成分 B3，BD，B7，B10，B11 在动物体内的组

织分布情况进行考察。结果  白头翁皂苷在动物体内的分布迅速且广泛，给药 0.25 h 后，各组织脏器中即可检测到较高

水平的药物浓度。5 种皂苷在大部分组织器官中的达峰时间为 30 min，给药 2 h 后，白头翁皂苷的浓度逐渐下降，给药 6 h

后，药物基本消除。在动物脑中亦可检测到药物的存在。结论  白头翁皂苷在体内不易蓄积，主要分布在心脏、肝、肺、

肾、小肠等器官，心脏中药物浓度最高，且可以透过血脑屏障。 
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Distribution Analysis of Saponins in Pulsatilla Chinensis(Bunge) Regel in Rats’ Tissues by 
RRLC-ESI-MS/MS 

 
LIU Yali1, WEI Shaofeng1, SONG Yonggui2, LI Wei2, ZHANG Ling2, YANG Shilin2, WANG Meng1, SU 
Dan2*(1.Science and Technology College, Jiangxi University of Chinese Traditional Medicine, Nanchang 330025, China; 2.The 

National Pharmaceutical Engineering Center(NPEC) for Solid Preparation in Chinese Herbal Medicine, Jiangxi University of 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To research the distribution and accumulation of pulchinenosides(B3, BD, B7, B10, B11) in rats. 

METHODS  The tissue distribution had been investigated after 300 mg·kg1 oral administration of Pulsatilla chinensis (Bunge) 
regel saponins(PRS) evenly dispersed suspension by RRLC-ESI-MS/MS. RESULTS  PRS exhibited rapid and extensive 
distribution, and high level concentrations could be detected in rats’ tissues after 0.25 h for oral administration. Tmax of 5 
components in the tissues were about 30 min. The concentrations declined gradually after 2 h and a large proportion of PRS were 
almost eliminated after 6 h. PRS could also be detected in the brain. CONCLUSION  PRS is difficult to accumulate in vivo. 
The medicine mainly distributes in heart, liver, lungs, spleen and small intestine, and it is highest in the heart than in other tissues, 
and it can transmitte across blood-brain barrier. 
KEY WORDS: Pulsatilla chinensis (Bunge) regel saponins; RRLC-ESI-MS/MS; tissue distribution 

 

中药白头翁具有清热解毒，凉血止痢的功效[1]，

并有研究表明白头翁具有抗肿瘤作用[2-6]。本课题

组近期研究报道了白头翁皂苷活性成分在裸鼠肿

瘤模型中具有潜在的抗肿瘤活性[7]。课题组前期对

总皂苷进行分离、鉴定和构效关系的研究，结果

表明 5 种齐墩果烷母核的白头翁皂苷(白头翁皂

苷 B3，BD，B7，B10 和 B11)为白头翁总皂苷提

取物的主要活性成分。白头翁皂苷为齐墩果烷型

五环三萜类皂苷，是自然界十分重要的一类天然

产物，许多中草药如白头翁、人参、三七、柴胡、

紫菀、木通、牛膝、八月札等均含有该类成分，

结构见图 1。 
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B3: R1=OH  R2=rha(1→2)[glc(1→4)]ara 
B7: R1=H  R2=rha(1→2)[glc(1→4)]ara 
BD: R1=OH  R2=rha(1→2)ara 
B10: R1=H  R2=rha(1→2)[glc(1→3)]ara 
Hederagenin: R1=OH  R2=H 
B11: R1=H  R2=rha(1→2)ara 

图 1  白头翁皂苷的化学结构式 

Fig. 1  Chemical structures of the oleanane triterpenoidal 
saponin 

药物发挥作用的形式和作用机制体现在药物

的代谢动力学特征上，研究其药动学特征包括体

内、在体、离体的吸收、分布、代谢和排泄，即

机体对药物的处置过程研究对更好地理解药物的

药理和临床疗效至关重要。本课题组对于白头翁

皂苷的药动学特征、吸收及降解动力学特征均已完

成[8-10]，在此基础上，本课题组以 300 mg·kg1 单剂

量灌胃给予大鼠白头翁皂苷均匀分散混悬液后，就 

5 种皂苷成分在大鼠体内组织分布情况进行考察，

以期为白头翁总皂苷的临床应用提供理论参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

T-18 组织匀浆机  (北京东方科技公司 )；

Agilent1290快速分离液相色谱(RRLC)偶联三重四

级杆 LC-MS(AgilentQQQ6460) 电喷雾离子源(ESI)

购自美国 Agilent 公司， RRLC 配备二元泵

(G4220A)、自动恒温柱温箱(G1316C)、自动进样

器(G4226A)、自动恒温器(G1330B)和紫外检测器

(DAD，G4212A)。色谱柱 Phenomenex® Kinetex 

C18 column(50 mm×2.1 mm ， 1.7 μm) ，配备

Phenomenex® Security Guard ULTRA Cartridges 保

护预柱(内径：4.6 mm)。微量移液枪(上海大龙医

疗设备有限公司)；SPE 固相微萃取小柱(Agela 

Cleanert ODS C18 柱，200/3 mg·mL1)；DT5-3 型低

速台式自动平衡离心机(北京时代北利离心有限公

司)；IKA 涡旋仪(上海揽宝仪器设备有限公司)；

KQ3200E 型超声波仪(常州恒隆仪器有限公司)；

AUW2200 型电子分析天平 (日本岛津，精度：十

万分之一)。 

1.2  药品与试剂 

药材：干燥的白头翁根购买自辽宁省绥中市，
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由苏州大学药学院李笑然教授鉴定为正品。药材

标本(No. 08-02-15-18)存放在苏州大学药学院中药

标本馆。 

白头翁皂苷提取物经制备色谱由干燥白头翁

药材提取，其中 B3，BD，B7，B10 和 B11 的含

量分别为 24.1%，7.4%，12.4%，13.5%和 8.5 %，

占白头翁总皂苷 65.9%。 

5 种皂苷的对照品( B3，BD，B7，B10，B11) 

和常春藤皂苷元(纯度均>95%)为笔者所在实验室

提取(中药固体制造技术国家工程研究中心天然药

物部 )，其结构经专属方法鉴定，包括  MS，
1H-NMR，13C-NMR。 

常春藤皂苷元和内标物质(IS)连翘苷(纯度> 

98%)购自中国药品生物制品鉴定所。 

甲醇(色谱级，美国 Fisher Scientific)；醋酸铵 

(美国 Sigma，纯度>99%)。其他试剂均为分析纯。

去离子水由 Milli-Q 超纯水设备制备。 

1.3  动物 

无菌 Wistar 大鼠，♂，体质量 200~220 g，购

自湖南斯莱克景达实验动物有限公司(中国长沙)，

实验动物合格证号：SCXK(湘)2011-0003。实验前

3 d 饲养于昼夜自然循环的控制环境中[(22±2)℃，

湿度(50±20)%]。动物实验遵循中华人民共和国国

家科学技术委员会实验动物管理条例。 

2  方法 

2.1  样品制备 

2.1.1  口服用白头翁皂苷提取物的制备  干燥的

白头翁药材(20 kg)，10 倍量 70%乙醇回流提取 3

次，得白头翁总皂苷。将白头翁总皂苷用 1.0% 

NaOH 水溶液碱水解反应 6 h 后，放冷过夜，用盐

酸调节 pH 至 7.0，上 D101 大孔树脂柱，依次用

水、40%乙醇、75%乙醇、95%乙醇洗脱；收集 75%

乙醇洗脱液，减压浓缩，真空干燥得总皂苷碱水

解产物 57 g，为抗肿瘤药理活性部位；将水解产

物经制备色谱用甲醇和水梯度分离，获得白头翁

皂苷 B3(70 mg)，BD(50 mg)，B7(70 mg)，B10 

(50 mg)和 B11(40 mg)。 

白头翁皂苷均匀分散混悬液制备如下：取一

定量白头翁总皂苷溶解在含 0.5%羧甲基纤维素钠

(CMC-Na)的水溶液中得口服用 18.75 mg·mL1 均

匀分散混悬液。 

2.1.2  内标溶液的制备  精密称取连翘苷对照品

适量溶解于甲醇中，制成浓度为 1.10 8 mg·mL1

的储备液，临用时用甲醇配成浓度为 1.108 ng·mL1

的内标溶液，储存于 4 ℃，备用。 

2.1.3  储备液和对照品溶液的制备  精密称定对

照品溶解于甲醇中制成独立贮备液， B3 为

617 μg·mL1 ， BD 为  510 μg·mL1 ， B7 为

819 μg·mL1 ， B10 为 720 μg·mL1 ， B11 为

519 μg·mL1。临用前用甲醇按一定比例稀释为混

合系列工作溶液。 

2.1.4  样品处理  取组织样品(精确称量)，准确加

入 2 倍量甲醇制备匀浆，超声  5 min，离心

10 min(4 200 r·min1)，取上清液 200 μL，加入10 μL 

内标物质，20 μL 甲醇溶液，200 μL 乙腈，N2 吹

干，100 μL 甲醇复溶，涡旋 3 min，离心 10 min 

(15 000 r·min1)，取上清液 2 μL 进 LC-MS 分析。 

2.2  分析方法的建立  

2.2.1  LC-MS 条件  采用 Phenomenex® Kinetex 

C18色谱柱(50 mm×2.1 mm，1.7 μm)和 Phenomenex® 

SecurityGuard ULTRA Cartridges 保护预柱(内径

4.6 mm)。柱温 30 ℃，进样量 2 μL。流动相为甲

醇 (A)和 2 mmol·L1 醋酸铵水溶液 (B)，流速

0.2 mL·min1。梯度洗脱：0~1 min，68%→ 80%A；

1~2.5 min，80%→82%A；2.5~4 min，82%→85%A，

维持 0.5 min，4.5~5 min，85%→95%。溶剂浓度

很快恢复到初始浓度 32% B，同时自动进样器洗

针时间为 0.5 min。 

ESI 质谱源：干燥 N2 流速 10 L·min1；干燥气

体温度 350 ℃；喷雾器压力 50 psi；毛细管电压

4 000 V。各待测成分的 MRM 通道参数：B3 m/z 

911.4→603.2，BD m/z 749.4→471.3, B7 和 B10 m/z  

895.6→733.2，B11 m/z 733.5→455.3。 

2.2.2  方法专属性  在确定的 LC-MS 条件下，5 

个白头翁皂苷和内标物质的 MRM 检测具有较高

选择性，色谱峰良好，内源性物质无干扰，结果

见图 2。 

2.2.3  标准曲线的建立和最低定量限  取空白组

织样品，匀浆后加入 20 μL 系列对照品溶液，按

“2.1.4”项下方法处理，取上清液 2 μL 进 LC-MS 

仪分析记录白头翁皂苷 B3，BD，B7，B10，B11

与内标的峰面积，并计算 5 种待测成分与内标的

峰面积比。分别以组织中各待测成分的浓度为横

坐标，各待测成分与内标物的峰面积比值为纵坐

标，以加权最小二乘法(W=l/2) 回归绘制标准曲

线。标准曲线的绘制采用 7 个浓度水平，每个浓

度平行 3 份，重复 3 d 测定。得白头翁皂苷的标准

曲线方程见表 1。 
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图 2  MRM 检测 LC-MS 典型色谱图 
A空白心浆液；B空白心匀浆液+皂苷对照品；C供试品。 

Fig. 2  Representative extract ion MRM chromatograms  
Ablank heart homogenate; Bblank heart homogenate spiked with the 5 analytes at LLOQ and IS; Cheart homegenate sample after a single oral 
administration of PRS extract to rats. 

表 1  白头翁皂苷的线性曲线 

Tab. 1  Linear curve of pulchinenosides(B3, BD, B7, B10, 
B11) 

成分 标准曲线方程 线性范围/ng·mL1 r2 

B3 y=0.006 1x+0.003 1 2.211~691.04 0.990 8

BD y=0.024 6x0.020 9 1.501~469.20 0.992 2

B7 y=0.010 0x0.009 1 1.992~622.44 0.995 2

B10 y=0.007 8x+0.002 5 0.829 4~259.20 0.991 2

B11 y=0.020 3x+0.014 0 0.664 3~207.60 0.991 2

结果表明标准曲线范围满足组织样品的浓度

要求，5 个分析样品在拟定浓度范围内线性较好。

B3，BD，B7，B10 和 B11 的最低定量限分别为

2.211，1.501，1.992，0.829 4 和 0.664 3 ng·mL1，

变异系数分别为 5.98%，12.4%，2.11%，4.13% 和

8.96%。 

2.2.4  精密度和准确度试验  取空白组织样品，

匀浆后加入 20 μL B3，BD，B7，B10 和 B11 的高

( 依 次 为 621.94 ， 422.28 ， 560.20 ， 233.28 ，

180.84 ng·mL1)、中(55.28，37.54，49.80，20.74，

16.61 ng·mL1)、低浓度溶液(2.211，1.501，1.972，

0.829 4，0.664 3 ng·mL1) ，按“2.1.4”项下方法

处理。取上清液 2 μL 进 LC-MS 仪分析。每个浓

度制备 6 份，每个浓度连续进样 6 次，测定日内

精密度。重复操作，连续测定 3 d 并随行标准曲线，

计算日间精密度。准确度通过样品的测定浓度与

理论浓度的符合程度来评价，用相对回收率和相

对误差来表示。 
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结 果 准 确 度 为 8.14%~4.49% 和 6.51%~ 

9.13%，日内和日间精密度分别为 2.31%~8.10%和

2.59%~9.55%。结果表明，该方法精密度均在合理

范围内。 

2.2.5  提取回收率试验  取空白组织样品，匀浆

后加入 20 μL 高、中、低浓度质控溶液，按“2.1.4”

项下方法处理，取上清液 2 μL 进 LC-MS 仪分析，

计算 5 个待测化合物和内标的峰面积比值(A1)。另

取大鼠空白组织匀浆各 200 μL，200 μL 乙腈，N2 

吹干，加入 70 μL 甲醇复溶，涡旋 3 min，离心 

10 min(15 000 r·min1)，取上请液，加入 10 μL 内

标物质，20 μL 高、中、低浓度质控溶液，涡旋混

匀，取 2 μL 进 LC-MS 仪分析，计算 5 个待测化合

物和内标的峰面积比值 (A2)，计算提取回收率 

(A1/A2×100%)。 

结果白头翁皂苷 B3，BD，B7，B10 和 B11 的

平均提取回收率为  71.17%~99.81% ， RSD≤ 

14.1% 。 内 标 物 质 的 平 均 提 取 回 收 率 为

(97.27±0.355 8)%。 

2.2.6  样品稳定性试验  质控样品稳定性评价为

待测物样品循环冷冻(20 ℃)和溶解(室温) 3 次，

室温 24 h 放置的稳定性，以及置于20 ℃环境中 1 

个月。 

结果组织样品中的分析物质在 3 次冻融(准确

度：−10.8%~5.7%，RSD≤8.2%)，室温静置 24 h(准

确度：−6.4%~14.9%，RSD≤7.4%)，1 个月内在 

20 ℃环境(准确度: −7.5%~11.0%，RSD≤7.2%)

的条件下没有发生明显的降解，表明供试品稳定

性良好。 

2.2.7  基质效应试验  取空白组织样品，匀浆后

加入 20 μL 高、中、低浓度质控溶液，按“2.1.4”

项下方法处理，取上清液 2 μL 进 LC-MS 仪分析，

计算 5 个待测化合物和内标的峰面积比值(A1)。

另精密吸取 10 μL 内标溶液与 20 μL 高、中、低浓

度质控溶液混匀，加入蒸馏水 200 μL 代替空白组

织上清液，200 μL 乙腈，N2 吹干，100 μL 甲醇复

溶，涡旋 3 min，离心 10 min(15 000 r·min1)，取

上清液 2 μL 进 LC-MS 仪分析，计算 5 个待测化

合物和内标的峰面积比值(A2)。求各浓度下 5 个待

测化合物的回收率(A1/A2×100%)，计算基质效应。 

结果基质效应的均值为 82.35%~99.90%，

RSD≤14.3%。表明在本方法的实验条件下，大鼠

组织中的内源性物质对 5 个被测化合物的离子化

无明显影响。 

3  组织分布实验 

大鼠 5 只，实验前禁食 12 h，自由饮水，一

次性灌胃 300 mg·kg1 白头翁皂苷均匀混悬液，于

给药后 0.25 h 脱颈椎处死动物，取出脑、心、肝、

脾、肺、肾、睾丸、胰、脂肪、肌肉等组织，用 2

倍量甲醇制备匀浆。按照拟定方法测定大鼠组织

中白头翁皂苷 B3，BD，B7，B10 和 B11 的含量，

以不给药的相应组织匀浆为空白对照。另按同法

测定给药后 0.5，2，6 h 组织中的药物含量。 

经过对灌胃 300 mg·kg1 给药后大鼠组织的分

析测定，计算不同时间点采集的各组织中白头翁

皂苷的含量，见图 3。 

 
图 3  5 种白头翁皂苷一次性灌胃给药(300 mg·kg1)后大

鼠组织中平均含量(n=5) 

Fig. 3  Mean contents of 5 pulchinenosides after single oral 

administration 300 mg·kg1 of PRS extract to rats(n=5) 

4 讨论 

4.1 白头翁皂苷在大鼠体内分布特征 

药物分布速度决定药效产生的快慢，分布越
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迅速药效产生越快。由图 3 可以看出，白头翁皂

苷在动物体内的分布迅速且广泛，给药 15 min 后，

各组织脏器中即可检测到较高水平的药物浓度。5 

种皂苷在大部分组织器官中的达峰时间为 0.5 h，

给药 2 h 后，白头翁皂苷的浓度逐渐下降，给药 6 h 

后，药物基本消除，说明该类皂苷在体内不易蓄

积。本课题组前期对白头翁皂苷的药动学研究发

现[8]其表现出较快的吸收和较低的生物力利用度，

组织分布的实验结果与药物在血浆中的药动学行

为相吻合。而给药后药物在胃和小肠中的浓度随

时间下降的实验结果与口服给药方式有关。 

给药后，5 种白头翁皂苷主要分布在心脏、肝、

肺、肾、小肠等器官，心脏中药物浓度最高。这

与这些部位的血管丰富，血流量大密切相关，提

示白头翁皂苷与这些脏器具有更高的组织亲和

力，有利于这些脏器的肿瘤治疗，也可能使这些

脏器成为毒性的靶器官。因此其结果对认识该药

的疗效和毒性均有价值[8]。同时，小肠中的白头翁

皂苷的分布高于大肠中，这与肠吸收实验结果相

吻合，小肠中的十二指肠段是主要吸收部位。肾

和膀胱的含量较低，提示尿液排泄不是药物排泄

的主要途径。脂肪和肌肉等组织的分布较低，这

一结论可能与脂肪组织中血管稀少有关。药物不

易进入脂肪组织。 

在动物脑中亦检测到白头翁皂苷的存在，说

明白头翁皂苷可以通过血脑屏障。这与文献关于

五环三萜类皂苷人参皂苷 Rg1、桦木酸在脑组织中

的分布报道相一致[11-12]。刘智宇等[13]对五环三萜

类皂苷在动物脑中的分布进行综述，也表示动物

经肠外给予皂苷类成分多数可以透过血脑屏障。

该类化合物虽不符合“five rules”[14]规则，仍能透

过血脑屏障。提示白头翁皂苷类化合物可能具有

较好的神经系统疾病的相关治疗作用。 

4.2 白头翁皂苷的组织靶向性 

5 种白头翁皂苷，根据苷元类型，B3 和 BD

为常春藤皂苷元类皂苷，B7、B10 和 B11 为齐墩

果酸类皂苷，共属于五环三萜类皂苷，由于其 3-

位单糖链上所连接的糖基不同而不同。但由于基

本母核结构相似，该类皂苷的组织分布结果显示

了一定的特征性，肝脏和肺与白头翁五环三萜皂

苷具有较高的亲和力，是其潜在的靶器官。课题

组前期药效学实验显示白头翁皂苷体外对肝癌

BEL-7402、肺癌 A549 两株细胞的生长抑制作用

较其他细胞株更加显著，在体内对此两株细胞建

立的动物移植瘤生长的影响也显示白头翁皂苷对

肺癌和肝癌具有较好的抑制作用[15]。可见，药动学

的组织分布结果与前期抗肿瘤药效学的实验结果

相吻合，为白头翁皂苷作用机制的阐述提供依据。 
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