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基于 UPLC-MS/MS 的芍药苷及其代谢产物在大鼠体内药动学研究 
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摘  要：目的  建立快速、灵敏、简便的超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）法同时测定大鼠血浆中芍药苷及其代

谢产物芍药内酯苷的暴露量，并研究单次 ig 给予大鼠低、中、高剂量（20、60、120 mg/kg）的芍药苷水溶液后，芍药苷、

芍药内酯苷在大鼠体内的药动学特征。方法  以栀子苷为内标，血浆样品经甲醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白后，通过 ACQUITY 

UPLC BEH-C18柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），以 0.1%甲酸水溶液-乙腈为流动相梯度洗脱，色谱运行时间为 4.5 min。采用

电喷雾离子源（ESI），负离子扫描模式，以多反应监测方式（MRM）进行定量测定。结果  芍药苷、芍药内酯苷的标准曲

线的线性范围均为 2.00～400 ng/mL，定量下限均为 2.00 ng/mL，2 者日内和日间精密度 RSD 均小于 9.10%。芍药苷在低、

中、高 3 个剂量给药组中的 tmax分别为（1.56±0.62）、（1.13±0.35）、（1.28±1.92）h，Cmax分别为（85.45±47.49）、（390.75±139.26）、

（1 223.5±420.15）μg/L；其中芍药苷水溶液低、中剂量组未检测到代谢产物芍药内酯苷，芍药苷水溶液高剂量组芍药内酯

苷的 tmax 为（1.81±0.53）h，Cmax 为（19.81±8.98）μg/L。结论  本方法简便、准确、专属性强，适用于芍药苷和芍药内酯

苷在大鼠体内的药动学研究。 
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Abstract: Objective  A fast, sensitive and reliable method using UPLC-MS/MS system was established for simultaneous determination of 

paeoniflorin and its metabolite albiflorin in rat plasma. Paeoniflorin aqueous solution was orally given to rats at doses of 20, 60, and 120 mg/kg, 

respectively. The pharmacokinetic behaviors of paeoniflorin and albiflorin in rats were investigated. Methods  Geniposide was used as internal 

standard, the plasma samples were pretreated using methanol to separate precipitated proteins. Aqueous solution (containing 0.1% formic 

acid)-acetonitrile was used as mobile phase, then Acquity UPLC BEH-C18 (50 mm × 2.1 mm, 1.7 μm) column was used with gradient elution in 

4.5 min. Electrospray ionization in negative ion mode and multi-reaction monitoring (MRM) was used to determine the content. Results  The 

linear range of paeoniflorin and albiflorin was 2.00—400 ng/mL, the lower limit of quantification was 2.00 ng/mL, and the intra- and inter-day 

precisions (RSD) were less than 9.10%. The parameters of paeoniflorin after single oral administration of three doses were as follows: tmax were 

(1.56 ± 0.62), (1.13 ± 0.35), and (1.28 ± 1.92) h; Cmax were (85.45 ± 47.49), (390.75 ± 139.26), and (1 223.5 ± 420.15) μg/L. The parameters of 

albiflorin after single oral administration of the dose of 120 mg/kg were as follows: tmax was (1.81 ± 0.53) h; Cmax was (19.81 ± 8.98) μg/L.  

Conclusion  The method is simple, accurate and specific, and it is suitable for studying the pharmacokinetics of paeoniflorin and 

albiflorin in SD rats. 
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芍药苷来源于毛茛科（Ranunculacea）植物白

芍 Paeoniae Radix Alba、赤芍 Paeoniae Radix  

Rubra 的干燥根和牡丹 Paeonia suffruticosa Andr 的

干燥根皮[1-2]。现代药理学研究表明[3-5]，芍药苷具

有抗炎、降低血液黏度、抗血小板聚集、抗肿瘤、

扩张血管、改善微循环、抗氧化、抗惊厥、抗抑郁[6]

等多种生物学效应。有研究表明[7-8]，芍药苷可被大

鼠的肠道菌群代谢为芍药内酯苷，芍药苷与芍药内酯

苷互为同分异构体，芍药内酯苷作为代谢产物的药动

学特征尚未被研究。本研究采用超高效液相色谱-串联

质谱技术（UPLC-MS/MS），对 SD 大鼠单次 ig 低、

中、高剂量（20、60、120 mg/kg）芍药苷水溶液后，

同时检测大鼠血浆中芍药苷及芍药内酯苷的量。该实

验结果对阐明芍药苷及其代谢产物芍药内酯苷在体

内的药动学特征以及指导临床用药具有重要意义。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Applied BioSystem Sciex Triple Quad 5 500 液

质联用系统（含泵、进样器、柱温箱、控制器、ESI

离子源、色谱工作站），美国应用生物系统公司；

Waters UPLC 液相、Acquity UPLC BEH-C18 色谱柱

（50 mm×2.1 mm，1.7 μm），美国 Waters 公司；

Legend Mach 1.6 R 低温离心机，美国 Thermo 公司；

MX-S 涡旋混合器，美国 Scilogex 公司；Mill-Q II

型超纯水器，美国 Millipore 公司。 

1.2  药品和试剂 

对照品芍药苷（质量分数≥98%，实验室自制），

芍 药 内 酯 苷 （ 质 量 分 数 99.09% ， 批 号

MUST-16051601）、栀子苷（质量分数 99.03%，批

号 MUST-16020401），中国科学院成都生物研究所；

甲醇、乙腈均为色谱纯，美国 Fisher Scientific 公司；

甲酸，德国 CNW 公司；EDTA-Na2（批号 830C0610），

Solarbio 公司；纯净水购自屈臣氏公司。 

1.3  动物 

雄性 SD 大鼠，体质量 220～250 g，由中国人

民解放军军事医学科学院实验动物中心提供，许可

证号 SCXK（军）2012-0004。大鼠在实验期间自由

饮水进食。实验前适应性喂养 7 d。 

2  方法 

2.1  色谱条件 

色谱柱为 Acquity UPLC BEH-C18（50 mm×2.1 

mm，1.7 μm）；流动相为 0.1%甲酸水溶液（A）-

乙腈（B）；体积流量 0.3 mL/min；进样量 2 μL；洗

脱梯度：0～1.1 min，95% A；1.1～2.2 min，95%～ 

55% A；2.2～2.4 min，55% A；2.4～2.5 min，55%～ 

5% A；2.5～3.5 min，5% A；3.5～3.6 min，5%～95% 

A；3.6～4.5 min，95% A。运行 4.5 min。 

2.2  质谱条件 

离子源为电喷雾离子源（ESI）；喷雾电压（IS）

−4 500 V；毛细管加热温度 500 ℃；雾化气（GS1）

体积流量 379.23 kPa（55 psi），辅助加热气（GS2）

体积流量 379.23 kPa（55 psi），气帘气（CUR）206.85 

kPa（30 psi），碰撞气（CAD）55.16 kPa（8 psi）；

负离子扫描模式，多反应监测方式（MRM）；用于

定量分析监测的离子对为 m/z 479.2→449.3（芍药苷

Q1→Q3，DP：−13；CE：−12；EP：−9；CXP：−21）；

m/z 479.1→121.3（芍药内酯苷 Q1→Q3，DP：−35；

CE：−29；EP：−9；CXP：−21）；m/z 387.1→225.4

（内标栀子苷 Q1→Q3，DP：−58；CE：−13；EP：

−9；CXP：−21）。 

2.3  对照品溶液及内标溶液的配制 

分别精密称取芍药苷、芍药内酯苷对照品适量，

以 50%甲醇水（含 0.1%甲酸）溶解，配制成质量浓

度为 1.00 mg/mL 的储备液。精密称取芍药苷及芍药

内酯苷储备液适量，以 50%甲醇水（含 0.1%甲酸）

溶液配制质量浓度为 10.0 μg/ml 的混合对照品溶

液。精密称取适量栀子苷对照品，加 50%甲醇水（含

0.1%甲酸）溶解，配制成质量浓度为 1.00 mg/mL

的栀子苷储备液，精密称取栀子苷储备液适量，以

50%甲醇水（含 0.1%甲酸）溶液稀释制适宜质量浓

度（1 000 ng/ml）内标溶液。上述溶液均现配现用。 

2.4  血浆样品的采集 

雄性 SD 大鼠 24 只，随机分为 3 组，于给药前

禁食 12 h，分别 ig 给予低、中、高剂量（20、60、

120 mg/kg）的芍药苷水溶液，于给药前和给药后

0.083、0.25、0.5、1、2、4、6、9、12、24 h 于眼

眶静脉丛取血 300 μL，置于含有 EDTA-Na2 的抗凝

管中，经 4 ℃、8 000 r/min 离心后取血浆，置于

−20 ℃中保存，待测。 

2.5  血浆样品预处理 

将血浆样品置于室温下解冻，涡旋混合。精密

吸取血浆样品 50 μL 置于 1.5 mL EP 管中，加入 10 

μL 质量浓度为 1 μg/mL 的内标溶液，加 200 μL 甲

醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白，涡旋 5 min，充分混

合均匀，于 4 ℃、14 000 r/min 离心 10 min，取上清

溶液 150 μL 转移至含 50 μL 的超纯水的 EP 管中，
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涡旋 20 s，进行 UPLC-MS/MS 分析。 

2.6  方法学考察 

2.6.1  专属性  精密吸取空白血浆 50 μL，加混合

对照品溶液 10 μL（含 2.00 ng/mL 芍药苷和芍药内

酯苷），按照“2.5”项下操作，进样分析获得加对照

品的色谱图。另取一份空白血浆 50 μL、以等体积水

代替混合对照品溶液，其余操作同“2.5”项，获得空

白血浆样品色谱图。取受试大鼠血浆样品代替空白血

浆样品，不加对照品溶液，其余操作相同，获得样品

色谱图。比较不同条件下各待测物的保留时间。 

2.6.2  标准曲线和定量下限  精密吸取空白大鼠血

浆 50 μL 置于 1.5 mL EP 管中，分别依次加入系列

质量浓度（12、30、60、120、300、600、1 200、2 400 

ng/mL）混合对照品溶液 10 μL，制备成最终质量浓度

为 2、5、10、20、50、100、200、400 ng/mL 的标准

血浆样品，按照“2.5”项下操作。以血浆中各待测物

的质量浓度为横坐标（X），待测物与内标的峰面积之

比为纵坐标（Y），用加权最小二乘法（Y＝1/X2）进行

回归计算，求得的直线回归方程即为标准曲线。 

2.6.3  精密度与准确度  精密吸取大鼠空白血浆

50 μL 置于 1.5 mL EP 管中，配制芍药苷和芍药内酯

苷最低定量限及低、中、高（2.00、6.00、32.00、

320.00 ng/mL）4 个质量浓度样品，按照“2.5”项

下操作，连续测定 3 d（n＝6），随行标准曲线，以

当天的标准曲线计算各质控样品的血药浓度，根据

当天的测定值计算精密度和准确度。 

2.6.4  基质效应  精密吸取空白大鼠血浆 50 μL 置

于 1.5 mL EP 管中，配制芍药苷和芍药内酯苷低、

高质量浓度（6.00 和 320.00 ng/mL）各 2 个样品

（n＝3），加 200 μL 甲醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白，

涡旋 5 min，取上清液进样测定，获得相应峰面积

（SA）。以水代替空白血浆，其余操作同上，进行

UPLC-MS/MS 分析，获得相应峰面积（SB）。按公

式（基质效应＝SA/SB）计算基质效应。 

2.6.5  提取回收率  精密吸取空白大鼠血浆 50 μL

置于 1.5 mL EP 管中，配制芍药苷和芍药内酯苷低、

中、高（6.00、32.00、320.00 ng/mL）质量浓度的

样品（n＝3），加 200 μL 甲醇（含 0.1%甲酸）沉淀

蛋白，涡旋 5 min，取上清液加入内标溶液（栀子

苷 1 000 ng/mL），涡旋混合后进行 UPLC-MS/MS

分析，获得相应峰面积与其内标的峰面积比值

（RC）。另精密吸取等量空白大鼠血浆加 200 μL 甲

醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白，涡旋 5 min，取上清

液加入低、中、高质量浓度的芍药苷和芍药内酯苷

的混合对照品和内标溶液，涡旋混合后进行

UPLC-MS/MS 分析，获得相应峰面积与其内标的峰

面积比值（RA），提取回收率＝RC/RA。 

2.6.6  稳定性  分别考察了芍药苷和芍药内酯苷

低、中、高（6.00、32.00 和 320 ng/mL）3 个质量

浓度的样品（n＝3）在未经甲醇（含 0.1%甲酸）

沉淀蛋白处理的血浆样品室温（20 ℃）放置 4 h 的

稳定性、血浆样品经历 3 次冷冻-解冻循环的稳定

性，以及经甲醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白处理后的

血浆样品室温放置 24 h 的稳定性。 

3  结果 

3.1  方法学考察结果 

3.1.1  专属性  在本实验所采用的色谱条件下，芍

药苷、芍药内酯苷和内标栀子苷的保留时间分别为

2.44、2.63、2.32 min，血浆中的内源性杂质对待测

物和内标的测定没有干扰，表明方法专属性良好。

空白血浆色谱图见图 1-A，空白血浆加各成分血浆

样品色谱图见图 1-B，大鼠 ig 给予芍药苷水溶液后

血浆样品色谱图见图 1-C。 

3.1.2  标准曲线和定量下限  芍药苷的典型回归方

程为 Y＝0.000 771 X＋0.000 682（r2＝0.995 4）。芍

药内酯苷的典型回归方程为 Y＝0.000 875 X＋

0.000 174（r2＝0.993 4）。结果显示芍药苷及芍药内

酯苷在 2.00～400 ng/mL 线性良好，定量下限均为

2.00 ng/mL。 

3.1.3  精密度与准确度  血浆中 2.00、6.00、32.00、

320.00 ng/mL 的 4 种不同质量浓度芍药苷的日内精

密度分别为 7.93%、8.87%、4.82%、3.28%（n＝6），

日间精密度分别为 7.90%、8.96%、6.72%、5.28%

（n＝6）；准确度为 96.9%～113%；芍药内酯苷的日

内精密度分别为 5.93%、8.08%、3.04%、1.81%（n＝

6），日间精密度分别为 12.4%、9.10%、4.31%、5.95%

（n＝6），准确度为 93.65%～107%。结果表明，本

方法的精密度和准确度符合生物样品分析要求。 

3.1.4  基质效应  在 6.00、320 ng/mL 2 个质量浓度

下，芍药苷的基质效应分别为 76.3%、81.2%（n＝3），

RSD 分别为 3.53%、2.53%。芍药内酯苷的基质效

应分别为 92.8%和 81.7%（n＝3），RSD 分别为

4.41%、2.49%。结果表明本方法可有效地避免基质

对芍药苷和芍药内酯苷测定的影响。 

3.1.5  提取回收率  在 6.00、32.00 和 320.00 ng/mL 

3 个质量浓度下，芍药苷的血浆样品平均提取回收 
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图 1  空白血浆 (A)、对照品＋空白血浆(B)、大鼠 ig 给予芍药苷水溶液后的血浆样品 (C) 离子色谱图 

Fig. 1  Typical MRM chromatograms of blank rat plasma (A), rat plasma with paeoniflorin, albiflorin and geniposide (B), and 

plasma sample after ig administration of paeoniflorin to rats (C) 

率分别为 74.5%、68.4%和 63.4%（n＝3），芍药内

酯苷的血浆样品平均提取回收率分别为 57.2%、

68.2%和 65.1%（n＝3）。 

3.1.6  稳定性  结果表明，芍药苷和芍药内酯苷低、

中、高（6.00、32.00 和 320.00 ng/mL）3 个质量浓

度未处理的血浆样品室温（20 ℃）放置 4 h 的稳定

性，血浆样品经历 3 次冷冻-解冻循环的稳定性，处

理后的血浆样品室温放置 24 h 内的稳定性，3 种情

况下得到的 2组分的峰面积与 0时间点的RSD均在

15%以内，提示实验条件下血浆样品稳定性良好。 

3.2  SD 大鼠药动学研究 

SD 大鼠单次 ig 不同剂量（20、60、120 mg/kg）

芍药苷水溶液后各时间点血浆中芍药苷及芍药内酯

苷的平均血药浓度-时间曲线见图 2，芍药苷和芍药

内酯苷相关药动学参数见表 1。结果显示，在单次

ig 低、中剂量芍药苷水溶液时，没有检测到芍药

苷代谢产物，可能由于给药剂量较低，未能检测

到芍药内酯苷。 

4  讨论 

本实验初期考察了血浆样品的处理方法，发现

采用甲醇（含 0.1%甲酸）沉淀蛋白法处理血浆样品，

经低温高速离心后，取上清液进样分析的方法，简

便快捷、稳定可靠、重现性好。继续对以甲醇和乙

腈为流动相进行考察，最后发现以乙腈为流动相时，

对于待测物芍药苷和芍药内酯苷可以得到较好的峰

形，并在流动相中加入 0.1%甲酸，可以提高待测物

的离子化效率。考虑到芍药苷的水溶性较好，选择

了对样品处理过程进行改善，取沉淀蛋白后的上清

液加入到一定比例的水溶液后进样分析，发现芍药

苷峰形较好，同时对其他成分的响应没有影响。由

于芍药苷与芍药内酯苷互为同分异构体，具有相同

的相对分子质量，它们共同产生的离子 m/z 479 [M－

H]−，在进行质谱条件优化时，为减少彼此间的干扰

及获到最佳的质谱响应，芍药苷和芍药内酯苷分别

采用m/z 479.2→449.3和m/z 479.1→121.3作为检测

离子对，并分别对去簇电压（DP）、碰撞电压（CE）

等质谱条件进行了优化，以得到较高的离子响应。 

由药动学参数可见，大鼠 ig 不同剂量（20、60、

120 mg/kg）芍药苷水溶液后，芍药苷和芍药内酯苷

的药时曲线趋势基本一致，在大鼠体内均呈现吸收

快、消除亦快的特点；芍药苷和芍药内酯苷这种药

动学行为的相似性可能与其结构相似有关。给予低

剂量和中等剂量芍药苷溶液后，没有检测到其代谢

产物芍药内酯苷，可能是给药剂量低，代谢产物低

于检测限。还有可能是芍药内酯苷作为中间代谢产

物而存在，芍药苷转化为芍药内酯苷后又迅速转化

为其他代谢产物。芍药苷的生物利用度较低[9]，很

有可能在体内转化为代谢产物而发挥作用。芍药苷 
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图 2  芍药苷 (A) 和芍药内酯苷 (B) 的血药浓度-时间曲线 ( x ±s, n = 8) 

Fig. 2  Mean plasma concentration-time curves of paeoniflorin (A) and albiflorin (B) ( x ±s, n = 8) 

表 1  芍药苷和芍药内酯苷药动学参数 ( x ±s, n = 8) 

Table 1  Pharmacokinetic parameters of paeoniflorin and albiflorin ( x ±s, n = 8) 

参数 单位 
芍药苷 芍药内酯苷 

20 mg∙kg−1 60 mg∙kg−1 120 mg∙kg−1 20 mg∙kg−1 60 mg∙kg−1 120 mg∙kg−1 

AUC0-t μg∙L−1∙h 340.02±158.83 1 464.85± 577.19 4 425.73±939.52 — — 78.98± 25.70 

AUC0-∞ μg∙L−1∙h 402.34±276.95 1 827.19±1 111.16 4 649.30±938.11 — — 201.32±143.97 

MRT h 3.14±  0.72 3.33±   0.79 3.90±  0.98 — — 5.02±  1.80 

t1/2 h 2.89±  1.07 3.76±   1.05 4.72±  2.19 — — 3.98±  1.04 

Cmax μg∙L−1 85.45± 47.49 390.75± 139.26 1 223.50±420.15 — — 19.81±  8.98 

tmax h 1.56±  0.62 1.13±   0.35 1.28±  1.92 — — 1.81±  0.53 

“—”为未检测到 

“—” means undetected 

进入体内后，经过肠道菌群等微生物作用转化为芍

药内酯苷[7]、芍药苷代谢素 I[10]、芍药苷代谢素 II[10]

等一相代谢产物，芍药苷代谢素 I 具有抗惊厥作用[11]，

芍药内酯苷具有抗炎[12]、神经保护[13]、抗抑郁[14]

等作用，并且芍药内酯苷对诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）、环氧化酶-2（COX-2）、白细胞介素-6（IL-6）

基因表达的抑制作用明显强于芍药苷[11]，因此，芍

药苷在体内的转化可能有利于药效的发挥，最终达

到治疗疾病的目的。 

本研究通过观察芍药苷及其代谢产物芍药内酯

苷在 SD 大鼠体内的血浆药物浓度-时间变化，从而

获得原形药物和其代谢产物的药动学参数，揭示芍

药苷及其代谢产物在大鼠体内的浓度变化过程，为

临床合理用药和剂型研发提供参考依据。 
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