
化学分析计量
CHEMICAL ANALYSIS AND METERAGE

第 29 卷，第 3 期

2020 年 5 月

Vol. 29，No. 3
May 202034

doi ：10.3969／j.issn.1008–6145.2020.03.008

LC–MS／MS 法测定大鼠血浆中人参皂苷 Rb1 的

含量及其药代动力学研究

李树，师超，郭宇姝
( 解放军总医院医疗保障中心药剂科，北京　100048)

摘要　采用液相色谱 – 串联质谱法快速、灵敏地测定大鼠血浆中人参皂苷 Rb1(GRb1) 的含量，并将该方法应

用于大鼠口服 GRb1 后的代谢动力学研究。血浆样品采用 96 孔板进行液 – 液萃取后，应用 Agilent SB–C18 色谱

柱 (100 mm×2.1 mm，3.5 μm) 进行分离，以甲醇 –0.1% 甲酸溶液 ( 体积比为 75∶25) 为流动相进行洗脱，在正

离子模式下对 GRb1 和内标人参皂苷 Rg1(GRg1) 进行检测，用于定量的离子反应分别为 1 131.5 → 365.1(GRb1)，

823.3 → 643.4(GRg1)。人参皂苷 Rb1 血浆样品测定方法的定量线性范围为 1～500 ng／mL，线性相关系数大于 0.999，

定量下限为 1 ng／mL，批内和批间精密度 (RSD) 小于 9.05%，回收率为 79.7%～81.0%，基质效应为 96.6%～99.3%。

大鼠灌胃给予 Rb1 5 mg／kg 后，大鼠体内血药浓度到达高峰时间 tmax 为 1.53 h，半衰期 t1／2 为 13.54 h，药时曲线面积

AUC0～72 为 16 237.76 (ng · h)／mL。该方法快速、高效、灵敏，适用于人参皂苷 Rb1 的代谢动力学研究。
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Determination of ginsenoside Rb1 in rat plasma by LC–MS／MS and 
its application in pharmacokinetic study

LI Shu， SHI Chao， GUO Yushu
(Department of Pharmacy， Medical Supplies Center of Chinese PLA General Hospital， Beijing　100048， China)

Abstract　A rapid and sensitive LC–MS／MS method for determination of ginsenoside Rb1 (GRb1) in rat plasma 

was developed to the pharmacokinetic study of ginsenoside Rb1 in rats. Sample preparation procedure utilized liquid–liquid 
extraction with n-butanol in 96-well format. The analysis was performed on an Agilent SB–C18 column (100 mm×3.5 
mm，3.5 µm) at 25℃ with the mobile phase composed of methanol–0.1% formic acid soulution(Volume ratio was 75∶25). 
Multiple reaction monitoring of the precursor-to-product ion pairs for GRb1 (1 131.5 → 365.1) and ginsenoside Rg1 (GRg1)
(823.3 → 643.4) was used for quantitation. The limit of quantification (LLOQ) was 1 ng／mL， the linear range was 1–500 
ng／mL， the linearly dependent coefficient was more than 0.999. The within and between-run precision was less than 
9.05%. The recovery of GRb1 was 79.7%–81.0%，and average matrix effect was 96.6%–99.3%. The main pharmacokinetic 
parameters after oral administration of GRb1 at a single dose of 5 mg／kg were as follows: tmax  was 1.53 h，t1／2  was 
13.54 h，AUC0–72 was 16 237.76 (ng · h)／mL. The method is rapid，effective and sensitive，which can be applied to the 
pharmacokinetic study of ginsenoside Rb1 in rats.
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人参皂苷 Rb1 是人参中的主要活性成分之一，

具有多种药理活性，如神经保护作用、防护应激损

伤、抑制肿瘤细胞、抗炎、免疫调节等［1–3］。以往研

究已有关于使用高效液相色谱 – 紫外检测 (HPLC–
UV) 和液相色谱 – 质谱 (LC–MS) 以及液相色谱 –
串联质谱 (LC–MS／MS) 技术，测定服用人参皂苷
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混合物或含人参的中药方剂 ( 如参麦注射液和开心

散 ) 后 GRb1 成分的药代动力学行为的报道［4–7］。但

中药成分复杂，组分间存在相互作用，会影响 GRb1

的代谢动力学行为［8］。有人对服用 GRb1 单体后

的代谢动力学进行了研究［9］，但定量限较高，为 20  
ng／mL［10］。康安等［11］采用梯度洗脱，单个样品的

分析时间较长。在上述报道中，样品预处理均采用

常规方法。考虑到代谢动力学研究过程中，常规的

样品预处理手段在处理大量生物样品时效率较低，

而基于 96 孔板的样品预处理技术可以明显提高样

品处理的效率和通量［12］。因此笔者应用基于 96 孔

板的高效血浆样品处理手段，采用 LC–MS／MS 法

测定大鼠血浆中人参皂苷 Rb1 的含量，方法快速、灵

敏，将其应用于大鼠口服人参皂苷 Rb1 后的代谢动

力学研究。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

液相色谱仪：Agilent 1260 型，美国安捷伦科技

有限公司；

三重四级杆质谱仪：6410 型，美国安捷伦科技

有限公司；

高速低温离心机：GTR16-2 型，北京时代北利

离心机有限公司；

96 孔板系统：美国瓦里安公司；

涡旋振荡器：VORTEX 4 型，德国 IKA 公司；

电子分析天平：BT–25 S 型，感量为 0.000 01 g，
德国 Sartourious 公司；

超纯水系统：Milli-Q 型，美国密理博公司；

人参皂苷 Rb1 对照品：纯度为 98%，批号为

J1229008，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

人参皂苷 Rg1 对照品：纯度大于 98%，批号为

I1228039，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

甲醇、乙腈、甲酸：色谱纯，德国默克公司；

SD 大鼠：体重 270～320 g，雌雄各半，合格证

号：SCXK( 京 )2009–0007，北京华阜康生物科技股

份有限公司；

实验所用其它试剂均为分析纯。

1.2　仪器工作谱条件

1.2.1　色谱条件

色谱柱：Agilent SB–C18 色谱柱 (100 mm×2.1 
mm，3.5 μm，美国安捷伦科技有限公司 ) ；流动相：

甲醇 –0.1% 甲酸溶液 ( 体积比为 75∶25) ；流量：0.2 
mL／min ；进样体积：5 μL。

1.2.2　质谱条件

采用电喷雾正离子模式；毛细管电压：3.5 kV ；

干燥气：N2，流量为 11 L／min ；干燥气温度：350℃；

检测离子对：人参皂苷 Rb1(m／z 1 131.5 → 365.1)，
内标人参皂苷 Rg1(m／z 823.3 → 643.4) ；碰撞电压：

60 eV( 人参皂苷 Rb1)，40 eV( 人参皂苷 Rg1)。
1.3　溶液配制

精密称取 10.0 mg 人参皂苷 Rb1，置于 10 mL
容量瓶中，用甲醇定容至标线，得到质量浓度为 1 
mg／mL 的人参皂苷 Rb1 储备液。精密移取 Rb1 储

备液适量，配成 20，40，100，300，1 000，3 000，10 000 
ng／mL 的系列标准工作溶液。将人参皂苷 Rb1 的

工作溶液，用空白血浆进行稀释得到人参皂苷 Rb1

质量浓度分别为 1，2，5，15，50，150，500 ng／mL 的

系列血浆标准工作溶液。质控样品依照相同的方法

进行稀释配制，人参皂苷 Rb1 的质量浓度分别为 2，
20，400 ng／mL。

精密称取 10.0 mg 内标人参皂苷 Rg1，置于 10 
mL 容量瓶中，用甲醇定容至标线，得到 1 mg／mL
的人参皂苷 Rg1 储备液，精密移取 Rg1 储备液适量，

配成 200 ng／mL 的内标工作溶液。

1.5　血浆样品预处理

血浆样品的预处理在 96 孔板上结合 8 道移

液器完成。将 100 μL 系列血浆标准工作溶液、空

白血浆样品、质控样品等分别加入到 96 孔板中，并

加入内标工作溶液 5 μL( 空白血浆样品除外 )，涡
旋混合 30 s 后，加入 0.1 mol／L 的 NaOH 溶液 10 
μL，涡旋混匀。在上述溶液中加入正丁醇 0.5 mL，
振摇提取 2 min，在 2 000 r／min 转速下离心 10 min
后，于 –20℃冷冻 1 h，移取上层有机溶剂 0.4 mL 至

另一板中，于 45℃下用氮气吹干，用 100 μL 流动

相复溶后进样分析。

1.6　药代动力学实验

6 只大鼠，雌雄各半，禁食过夜，灌胃给予 5  
mg／kg 的人参皂苷 Rb1。于给药前及给药后 0.25，
0.5，0.75，1，2，3，4，6，8，10，12，24，36，48，72 h，眼眶

取血约 0.3 mL，置于肝素化的离心管中，离心分取

血浆，于 –20℃下保存。所得的血药浓度 – 时间数

据以非房室模型计算药代动力学参数。

2　结果与讨论

2.1　液相色谱 – 质谱条件优化

在液相色谱条件优化过程中，综合考虑分离

度、色谱峰对称性、保留时间等因素，围绕流动相组
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成及甲酸、乙酸等添加剂的种类及含量展开，最终

确定以甲醇 –0.1% 甲酸溶液 ( 体积比为 75∶25) 为
流动相。通过比较人参皂苷 Rb1 和内标在正、负

两种离子检测方式下的响应，发现两种待测成分

在正离子模式下的响应明显优于负离子模式，因

此选择正离子模式。通过对人参皂苷 Rb1 和内标

进行一级质谱全扫描发现，人参皂苷 Rb1 和内标

的准分子离子峰［M+Na］+ 分别为 m／z 1 131.5 和 
m／z 823.3。采用仪器自带的 Masshunter Optimizer 
(Version B.04.01) 软件进行二级碎片的扫描和优化，

最终确定人参皂苷 Rb1 和内标的定量离子反应分别

为 1 131.5 → 365.1，823.3 → 643.4，最优碰撞电压分

别为 60，40 eV。图 1 为人参皂苷 Rb1 和内标的一／

二级质谱图。
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图 1　人参皂苷 Rb1(A) 和内标 (B) 的一／二级质谱图

2.2　方法专属性

在选择提取溶剂时，对液 – 液萃取过程中有机

溶剂的组分进行考察。比较了正丁醇、乙酸乙酯以

及二者不同比例混合液作为提取溶剂时对血浆样品

提取回收率和基质效应的影响，发现正丁醇提取回

收率高，基质效应少，因此最终采用正丁醇作为提取

溶剂。将 5 个不同个体的大鼠血浆及标准添加血浆

按 1.5 进行血浆样品预处理，色谱图见图 2。如图

2 所示，人参皂苷 Rb1 和内标的保留时间分别为 1.8 
min 和 1.3 min，血浆中的内源性成分不干扰目标成

分的出峰位置。
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图 2　大鼠血浆中的人参皂苷 Rb1 和内标人参皂苷 Rg1 的色谱图

2.3　线性方程、线性范围和定量限

通过测定大鼠血浆中人参皂苷 Rb1 的标准曲线

上的浓度点，以人参皂苷 Rb1 与内标的峰面积之比

(y) 对浓度 (x) 进行线性回归，以 1／x 为加权系数。

测得人参皂苷 Rb1 的线性范围为 1～500 ng／mL，回
归方程为 y=0.053 96x+0.004 045，r2 =0.999 5，定量

限为 1 ng／mL。精密度为 8.2%，准确度为 113.4%。

对于浓度超出线性范围的血浆样品，用空白血浆进

行 10 倍稀释后并重新测定，对稀释效应进行考查，

发现 10 倍稀释后，对测定结果的准确性没有影响。
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2.4　准确度和精密度试验

通过测定低、中、高 3 个浓度的质控样品，计算

大鼠血浆中人参皂苷 Rb1 的批内和批间精密度和准

确度，结果见表 1。
表 1　批内和批间精密度和准确度试验结果

项目
浓度／

(ng · mL–1)
实测值／

(ng · mL–1)
准确度／

%
精密度／

%

批内
(n=5)

2
20
400

2.079±0.188
20.80±1.80

373.45±21.58

103.9±9.4
104.0±9.0
93.4±5.4

9.05
8.67
5.78

批间
(n=15)

2
20
400

2.081±0.152
20.45±1.45

381.72±24.42

104.5±7.6
112.2±7.3
95.4±6.1

7.29
7.09
6.4

2.5　提取回收率和基质效应

提取回收率反映了生物样品中目标化合物的

提取效率，是评价生物样品分析方法的重要指标之

一［13］。基质效应是指在 LC–MS／MS 分析测定中，

色谱分离时共洗脱物可能影响目标化合物的离子化

效率，引起信号抑制或增强。生物样品中存在大量

内源性物质，因此在对生物样品进行 LC–MS／MS
分析测定时，必须对基质效应进行系统地考察［14］。

通常有两种方法评价基质效应：柱后灌流法［15］和标

准添加法［16］。设置低、中、高 3 个浓度考察提取回

收率和基质效应。低、中、高 3 个浓度的大鼠血浆质

控样品测得的色谱峰面积为 M1 ；空白血浆样品经

提取后加入对应浓度的标准溶液测得的色谱峰面积

为 M2 ；对应浓度纯标准品溶液测得的色谱峰面积

为 M3 ；计算回收率为 M1 与 M2 的比值，基质效应为

M2 与 M3 的比值。结果表明，人参皂苷 Rb1 在低、中、

高三个浓度的回收率分别为 80.3%，81.0%，79.7%，

基质效应为 96.6%，99.3%，99.3% ；内标人参皂苷

Rg1 的回收率为 83.1%，基质效应为 91.4%。证明该

方法提取回收率良好，基质干扰效应小，符合生物样

品分析方法的要求。

2.6　稳定性

稳定性是指在确定条件下，一定时间内待测物

在给定基质中的化学稳定性。按照《药物非临床药

代动力学研究技术指导原则》(2014 年 5 月颁布 )
和《中华人民共和国药典》(2015 年版 ) 附录中生物

样品定量分析方法指导原则的规定，在方法学验证

过程中，需要对分析样品的稳定性进行考察。稳定

性研究主要考察了低、中、高 3 个浓度的 QC 样品在

室温 25℃放置 4 h、样品经预处理后置于自动进样

器 8 h、–20℃冷冻条件放置 30 天、以及 3 次冻融循

环后的稳定性，结果如表 2 所示。结果表明，大鼠

血浆样品中人参皂苷 Rb1 在不同条件下的稳定性良

好，符合生物样品分析方法的要求。
表 2　大鼠血浆样品中人参皂苷 Rb1 在不同条件下的稳定性

项目 浓度／(ng · mL–1) 准确度／% 精密度／%

室温 25℃
放置 4 h

2
20

400

98.2 ±5.8
102.1 ±6.7
103.8 ±5.8

5.9
6.5
5.6

–20℃冷冻
放置 30 天

2
20

400

101.9 ±6.9
104.8 ±5.9
95.8 ±4.8

6.8
5.6
5.1

自动进样器
放置 8 h

2
20

400

104.9 ±3.3
95.2 ±2.2
95.8 ±2.6

3.17
2.27
2.68

3 次冻融
循环

2
20

400

100.2 ±6.6
96.3 ±5.5

101.5 ±6.3

6.6
5.7
6.2

2.7　大鼠灌胃人参皂苷 Rb1 后的代谢动力学研究

大鼠单次灌胃给予 5 mg／kg 的人参皂苷 Rb1

后的平均血药浓度时间曲线见图 3。用 DAS 2.0 软

件以非房室模型计算代谢动力学参数。结果显示，

人参皂苷 Rb1 在大鼠体内血药浓度的达峰时间 tmax

为 1.53 h，半衰期 t1／2 为 13.54 h，MRT 为 26.22 h，
AUC0～24 为 16 237.76 (ng · h)／mL。

0
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t h

 

(n
g

m
L–1

)

图 3　大鼠口服 5 mg／kg 人参皂苷 Rb1 后的血药浓度 – 时间曲线

3　结语

应用 96 孔板系统对大鼠血浆中的人参皂苷

Rb1 进行液液萃取，实现多个样品同时处理，可以

在一块孔板上完成随行标准曲线，增加了样品处理

的平行性，提高了样品处理效率；采用等度洗脱，单

个样品的分离时间为 3 min。通过对分析方法进行

优化及系统的方法学验证，最终确定定量下限为 1  
ng／mL。该方法具有快速、高效、灵敏等特点，适用

于人参皂苷 Rb1 在大鼠体内的代谢动力学研究。
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