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摘= =要：目的= =研究大鼠脑缺血再灌注后，血栓通主要成分人参皂苷 obN、ogN、oÉ、od及三七皂苷 oN在脑内的分布状况。

方法= =采用超高效液相色谱质谱联用法（rmiCJjpLjp）测定给予不同浓度的血栓通后，不同时间点血栓通主要成分在正

常脑组织和缺血脑组织中的含量。结果= =结果表明，血栓通活性成分在脑缺血大鼠脑中的分布远高于正常大鼠，并且其在脑

内的含量随再灌注时间的延长降低。结论= =脑缺血再灌注后，血脑屏障开放，注射用血栓通（冻干）可以透过血脑屏障发挥

作用。=
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注射用血栓通（冻干）是从三七根中提取而成，

主要治疗各种血管性和出血性疾病、脑血管病及其

后遗症xNJOz，其主要成分为人参皂苷 obN、ogN、oÉ、
od 及三七皂苷 oN，其含量比为 OO∶OU∶Q∶R∶
SxPJQz。本文建立了运用 rmiCJjpLjp同时测定脑组

织中人参皂苷 obN、ogN、oÉ、od及三七皂苷 oN含

量的方法，并对该测定方法进行了方法学验证，应

用此方法检测脑缺血再灌注后脑内药物的含量从而

探究药物在脑内分布情况。本实验旨在研究缺血再

灌注后血栓通注射液中人参皂苷 obN、ogN、oÉ、
od 及三七皂苷 oN在脑内的分布，为进一步研究血

栓通治疗脑缺血的机制提供参考。=
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N= =仪器及材料=
NKN= =实验仪器=

Acèuáty= rmiC 超高效液相色谱仪（t~tÉrs，
rpA）与 nu~ttro= mrÉmáÉr= ub 三重四级杆质谱仪

（t~tÉrs，rpA）联用。jákro=OOMo高速离心机（pLk=
MMMMPQSJMNJMM，eÉttách），氮吹仪（pLk= ONRSV，
lrg~nom~táon= Assocá~tÉs= fncK），up= OMR 分析天平

（jÉttäÉr=qoäÉdo）。=
NKO= =药品与试剂=

试剂：甲醇（色谱纯，美国 cáshÉr公司）；甲酸

（色谱纯，jobaA）；乙腈（色谱纯，美国 cáshÉr
公司）；水（jáääá=n）。=

药品：人参皂苷 ogN、人参皂苷 obN、人参皂

苷 oÉ、人参皂苷 od、三七皂苷 oN（均购自天津中

新药业集团股份有限公司，质量分数 VUB，批号

OOQOTPVM、 QNTRPQPV、 ROOUSRVS、 ROTMRVPU、
UMQNUOQO）；内标：特非那定（中国食品药品检定研

究院，批号 NMMOVOJOMMOMN），注射用血栓通（冻干）

（ORM=mg/瓶，广西梧州制药集团股份有限公司，批

号 wOMMMORSRO）。=
NKP= =动物=

雄性tást~r大鼠（ORM～OUM=g），购自北京维通

利华实验动物技术有限公司。动物使用许可证编号：

pCuh（京）OMNOJMMMN。=
O= =分析方法的建立及验证=
OKN= =色谱及质谱条件=

采用t~tÉrs=rmiC=_be=CNU（NMM=mm×OKN=mm，
NKT=μm）色谱柱，流动相为 MKNB甲酸的水溶液（A
相）J乙腈（_相）。梯度洗脱程序为：M～NKR=mán，
RB～OOB（_）；NKR～QKR=mán，OOB～SMB（_）；QKR～
QKS=mán，SMB～RB（_），QKS～TKM=mán，RB（_）。
体积流量为 MKP=miLmán，进样量是 T=μi。=

质谱检测采用电喷雾离子化正离子（bpfH）模

式，多反应监测（joj）方式。检测电压为 PKO=ks，
离子源温度为 NOM=℃，脱溶剂气温度为 PMM=℃，脱

溶剂气体积流量为 SMM=iLh。待测化合物及内标特非

那定的检测离子对为：人参皂苷 ogN，mLz=UOPKSR→
UOPKSR；人参皂苷 obN，mLz=NNPNKTV→PSRKMQ；人参

皂苷 od，mLz= VSVKSR→TUVKQT；人参皂苷 oÉ= mLz=
VSVKSR→TUVKQT；三七皂苷 oN=mLz=VRRKSM→TTRKQR；
特非那定 mLz=QTOKQS→QPSKQS。=
OKO= =内标及溶液的配置=
OKOKN= =内标溶液的配制= =精密称定特非那定对照

品，用甲醇溶解并配制成 N=mgLmi的母液，再用甲

醇稀释成质量浓度为 R=ngLmi的内标溶液备用。=
OKOKO= = 对照品溶液的配置 = = 精密称定人参皂苷

ogN、人参皂苷 obN、人参皂苷 oÉ、人参皂苷 od、
三七皂苷 oN对照品粉末，用甲醇溶解并配制成质量

浓度为 N=mgLmi的对照品储备液备用。=
OKP= =脑组织样本处理=

精密称定脑组织样本的质量，加入 R倍量生理

盐水（如 MKN=g组织，加入 500 μL 生理盐水），超声

破碎后备用。取脑组织匀浆液样本 50 μL，加入 5 μL
甲醇，再加入 200 μL 5 ng/mL 的内标溶液，涡旋 N=
mán后，NR=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上清 200 μL，
氮气吹干后，加入 150 μL 水J乙腈（RM∶RM）复溶，

涡旋 N=mán后，NR=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上清进

样测定。=
OKQ= =方法的专属性=

本实验条件下，内标特非那定的保留时间为 RKM=
mán，人参皂苷 obN、oÉ、od、ogN的保留时间分别

为 QKNQ、PKQO、QKSN、PKQR=mán，三七皂苷 oN的保留

时间是 PKPN= mán。由图 N可见，大鼠脑组织中内源

性物质不干扰 R种皂苷类化合物及内标的测定，方

法专属性较好。=
OKR= =标准曲线和线性范围=

取大鼠空白脑组织匀浆液，分别加入不同量的

人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od和三七皂苷 oN对照品

溶液，使其成为含待测化合物质量浓度分别为 R、
NM、OM、PM、RM、NMM、OMM、RMM= ngLmi 的脑组织

匀浆样品，按“OKP”操作，分别记录样品的峰面积

与内标的峰面积。以样品的峰面积与内标的峰面积

的比值（oá）对质量浓度线性回归，得出脑组织基

质中 R种皂苷类化合物的标准曲线。结果表明脑组

织样品中 R 种皂苷类化合物的线性方程见表 N，r
均大于或接近于 MKVVV=M。=
OKS= =灵敏度=

取大鼠空白脑组织匀浆液，按标准曲线最低浓

度点（R=ngLmi）的处理方法，平行处理 S份样品，分

别记录化合物的峰面积与内标的峰面积。R 种皂苷

类化合物的峰面积信噪比（pLk）均大于 NM，S份样

品用标准曲线校正的浓度偏差均小于 NRKQB。S 份

样品中 R 种皂苷类化合物峰面积的 opa 值均低于

NPKUB，证明该方法中 R 种皂苷类化合物的最低定

量限均为 R=ngLmi，见表 N。证明该方法具有较高的

检测灵敏度。=
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=

NJ人参皂苷 obN；OJ人参皂苷 oÉ，PJ人参皂苷 od；QJ人参皂苷 ogN；

RJ三七皂苷 oN；SJ特非那定=

NJgánsÉnosádÉ=obNX=OJ=gánsÉnosádÉ=oÉX=PJgánsÉnosádÉ=odX=QJgánsÉnosádÉ=

ogNX=RJ=notogánsÉnosádÉ=oNX=SJ=qÉrfÉn~dánÉ=

图 N= =空白脑组织（A）、空白脑组织中加入人参皂苷 ogN、
obN、oe、od和三七皂苷 oN对照品（B）、静脉注射

血栓通 PM=min后大鼠脑组织（C）rmiCJjpLjp图=
cigK=N= = rmiCJjpLjp=of=normal=brain=tissue=EAFI=normal=

brain=tissue=with=ginsenosides=ogNI=obNI=oeI=od=and=
notoginsenoside=oN=reference=substances=EBFI=and=
brain=tissue=after=PM=min=of=iv=administration=of=
uueshuantong=fnjection=ECF= =

OKT= =提取回收率和基质效应=
取大鼠空白脑组织匀浆液，分别加入不同量的=

人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od和三七皂苷 oN对照品

溶液，配制成各化合物质量浓度为 NM、NMM、QMM=
ngLmi的样品，按“OKP”操作，测定化合物的峰面

积。与空白脑组织匀浆液经“OKP”操作处理后再加

入相应质量浓度的对照溶液进样测定后的峰面积的

进行比值，得到各化合物的提取回收率。人参皂苷

ogN高、中、低浓度的提取回收率大于 UPKOB，人参

皂苷 obN 的提取回收率大于 UNKQB，人参皂苷 oÉ
的提取回收率大于 URKOB，人参皂苷 od的提取回收

率大于 UOKVB，三七皂苷oN的提取回收率大于 USKUB。=
空白脑组织匀浆液按“OKP”方法处理后，分别

加入不同量的人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od 和三七

皂苷 oN 对照品溶液，配制成各化合物质量浓度为

NM、NMM、QMM=ngLmi的样品，进样测定后的峰面积

与相应浓度的对照品溶液测得的峰面积之比，得到

各化合物的基质效应。人参皂苷 ogN高、中、低浓

度的基质效应在 VOKRB～NNPKQB，人参皂苷 obN的
基质效应在 UTKRB～NMOKUB，人参皂苷 oÉ 的基质

效应在 VPKUB～NMPKNB，人参皂苷 od 的基质效应

在 VNKPB～NNTKQB，三七皂苷 oN 的基质效应在

USKUB～VVKRB。=
OKU= =日内及日间精密度=

取大鼠空白脑组织匀浆液，分别加入不同量的

人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od和三七皂苷 oN对照品

溶液，配制成各化合物质量浓度为 NM、NMM、QMM=
ngLmi的样品，按“OKP”操作，测定样品与内标峰

面积，计算 oá，代入标准曲线方程，计算得到相应

浓度，考察日内和连续 P= d的日间变异情况。结果

见表 O。=

表 N= =脑组织样品中 R种皂苷类化合物的回归方程、线性范围及最低定量限=
qable=N= =oegressionI=linear=rangeI=and=iiln=of=five=kinds=of=saponins=in=brain=tissue=

化合物名称= 回归方程= r 线性范围LEng·mi−NF= 最低定量限LEng·mi−NF=

人参皂苷 obN= yZMKMMQ=MUx−MKMMM=OS= MKVVU=S= R～RMM= R=

人参皂苷 ogN= yZMKMMN=MNx−MKMMM=NM= MKVVV=Q= R～RMM= R=

人参皂苷 oÉ= yZMKMMM=TSx−MKMMM=PO= MKVVT=M= R～RMM= R=

人参皂苷 od= yZMKMMN=QMxHMKMMM=NM= MKVVT=T= R～RMM= R=

三七皂苷 oN= yZMKMMM=VTxHMKMMM=NO= MKVVT=O= R～RMM= R=
=
=

=
=

=
=

=

A=

M= = = = = = N= = = = = = O= = = = = = P= = = = = = Q= = = = = = = R= = = = = = S= = = = = = T=
t=L=mán=

M= = = = = = N= = = = = = O= = = = = = P= = = = = = Q= = = = = = = R= = = = = = S= = = = = = T=
t=L=mán=

_=

C=

M= = = = = = N= = = = = = O= = = = = = P= = = = = = Q= = = = = = = R= = = = = = S= = = = = = T=
t=L=mán=

N=

O= P=

Q=

R=

S=

N=

O= P=

Q=

R=

S=
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表 O= =大鼠脑组织中人参皂苷 obN、oe、od、ogN及三七皂苷 oN的日内及日间精密度=
qable=O= =opa=of=ginsenosides=ogNI=obNI=oeI=od=and=notoginsenoside=oN=in=brain=tissue=of=rats=

化合物= 质量浓度LEng·mi−NF=
日内= En=Z=SF= 日间= En=Z=SF=

测定值LEng·mi−NF= opaLB= 测定值LEng·mi−NF= opaLB=
人参皂苷 obN= NM= VKM= = RKM= = = = VKV= TKV= =

NMM= VTKV= = PKQ= = NMPKT= QKV= =
QMM= QORKM= = OKR= = QOVKV= OKQ= =

人参皂苷 oÉ= NM= VKP= = QKV= = = = VKV= UKP= =
NMM= VSKM= = QKV= = NMOKQ= SKO= =
QMM= QONKN= = OKQ= = QOMKS= OKM= =

人参皂苷 od= NM= VKT= = UKT= = = NMKS= TKN= =
NMM= NMRKM= = QKR= = NMPKT= QKN= =
QMM= QPMKP= = NKT= = QMUKU= VKU= =

人参皂苷 ogN= NM= VKP= = VKV= = VKU= QKM= =
NMM= VRKM= = RKO= = VVKV= QKP= =
QMM= QMPKP= = QKS= = QNMKQ= NKS= =

三七皂苷 oN= NM= VKO= = NOKV= = VKT= QKP= =
NMM= VUKS= = PKV= = NMQKV= UKS= =
QMM= QOOKQ= = NKN= = QOQKM= MKQ= =

=
OKV= =稳定性实验=

取大鼠空白脑组织匀浆液，分别加入不同量的

人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od和三七皂苷 oN对照品，

配制成各化合物质量浓度为 NM、NMM、QMM=ngLmi的

样品，室温放置 Q=h及冷冻解冻循环 P次后按“OKP”=
项方法处理，测定药物浓度，考察样品室温放置 Q=h
稳定性及冻融稳定性。=

取大鼠空白脑组织匀浆液，分别加入不同量的

人参皂苷 ogN、obN、oÉ、od和三七皂苷 oN对照品，

配制成各化合物质量浓度为 NM、NMM、QMM=ngLmi的

样品，按“OKP”项方法处理后，去上清液在 Q=℃放

置 NO=h后，测定药物浓度，考察样品 Q=℃放置 NO=h
稳定性。=

稳定性结果见表 P。=

表 P= =人参皂苷 obN、oe、od、ogN及三七皂苷 oN在大鼠脑组织中的稳定性= En===PF=
qable=P= =ptability=of=ginsenosides=ogNI=obNI=oeI=od=and=notoginsenoside=oN=in=brain=tissue=of=rats=En===PF=

化合物名称=
质量浓度L=
Eng·mi−NF=

室温放置 Q=h= 反复冻融 P次= Q℃放置 NO=h=

测定值LEng·mi−NF= opaLB= 测定值LEng·mi−NF= opaLB= 测定值LEng·mi−NF= opaLB=
人参皂苷 obN= NM= NMKS±=MKP= OKUP= NMKS±=NKM= VKQP= = NMKS±=MKS= RKSS= =

NMM= NMNKQ±=RKV= RKUO= NMRKT±=RKM= QKTP= = NMTKP±=PKQ= PKNT= =

QMM= QNTKM±=PKS= MKUS= QMPKR±=QKV= NKON= = QPMKP±NTKN= PKVT= =
人参皂苷 oÉ= NM= VKN±=MKP= PKPM= NMKN±=MKT= SKVP= = VKS±=MKR= RKON= =

NMM= NMRKS±=MKV= MKUR= NMSKU±=SKP= RKVM= = NMNKQ±=QKM= PKVQ= =
QMM= PUMKS±=OKV= MKTS= PTSKR±=OKP= MKSN= = PVOKP±=PKT= MKVQ= =

人参皂苷 od= NM= VKR±=NKN= NNKRU= VKV±=NKR= NRKNR= = VKT±=MKR= RKNR= =
NMM= UVKV±=OKS= OKUV= UVKQ±=PKT= QKNQ= = NMTKV±=PKM= OKTU= =
QMM= PQUKS±=NKO= MKPQ= PRQKO±=RKQ= NKRO= = PROKU±OMKP= RKTR= =

人参皂苷 ogN= NM= VKM±=MKO= OKOO= VKV±=NKM= NMKNM= = VKQ±=MKR= RKPO= =
NMM= NMQKM±=PKM= OKUU= NNNKN±=QKR= QKMR= = NMUKS±=NKR= NKPU= =
QMM= PVVKR±=RKU= NKQR= PVSKR±=VKS= OKQO= = QMVKV±=PKT= MKVM= =

三七皂苷 oN= NM= VKU±=MKR= RKNM= VKS±=MKS= SKOR= = VKQ±=NKO= NOKTT= =

NMM= NMVKP±=NKM= MKVN= NMUKN±=OKS= OKQN= = NMQKU±=SKM= RKTP= =

QMM= QMUKV±OMKN= QKVO= PVPKQ±OVKP= TKQR= = QOSKN±OMKO= QKTQ= =
=



= = arug=Evaluation=oesearch= =第 PU卷=第 Q期= = OMNR年 U月=J=PUU=J=

P= =血脑屏障透过性研究=
PKN= =方法=

取 tást~r 大鼠 PM 只，雄性，随机分为 R 组。

分为对照组（NO只）、术后 OQ=h组（NO只）和术后

T= d组（S只）。对照组动物不造模，分为 O组，分

别给予注射用血栓通（冻干）RM、NMM=mgLkg。其余

动物依照wÉ~Jäong~xRz法复制大脑中动脉缺血再灌注

（jCAl）模型。将大鼠麻醉，取颈部正中切口，

分离右侧颈总动脉（CCA）及其分支颈外动脉

（bCA）和颈内动脉（fCA），结扎并切断 bCA及其

分支，用动脉夹夹闭 CCA 和 fCA，将栓线由 bCA
断端插进，沿 CCA 入 fCA，至大脑中动脉的起始

部。造模成功后，术后 OQ=h组于术后 OQ=h尾 áv注
射用血栓通（冻干）RM、NMM=mgLkg，术后 T=d组于

术后第 T天尾 áv注射用血栓通（冻干）NMM=mgLkg。
给药后 PM=mán心脏灌流取脑，取材部位为手术侧纹

状体背部的皮质部分。精密称量，−UM=℃保存备用。

取脑组织按“OKP”项下方法处理，进行分析测定脑

组织中各化合物的药物浓度。=
PKO= =结果=

由图 O结果不难看出，术后 OQ=h，模型组的大

鼠脑内人参皂苷 ogN、obN、oÉ和三七皂苷 oN的量

比对照组都有增高，且其含量随着用药剂量的增加

呈增加趋势。ogN可达 NKR=μgLg组织，是在正常大鼠

脑内浓度的近 NR倍。=
=

=

图 O= =缺血再灌注 OQ=h给药 PM=min后缺血区药物量=
cigK=O= =Content=of=uueshuantong=fnjection=in=ischemic=brain=

tissue=iv=administered=for=PM=min=after=ischemia=for=
OQ=h=

图 P是造模后 N=d和 T=d给药 PM=mán后缺血区

的脑内药物含量的比较。可以看出，造模后，随着

时间的延长，血脑屏障的功能明显恢复，其药物透

过量明显减少。与图 N中的对照组相比，药物透过

量还是有明显升高，说明血脑屏障的功能没有完全

恢复。=

=
图 P= =脑缺血再灌注后 N、T=d给药 PM=min后缺血区药物量=
cigK=P= =Content=of=uueshuantong=fnjection=in=ischemic=brain=

tissue=iv=administered=for=PM=min=after=ischemia=for=N=
d=and=T=d=

这个结果充分展示了血栓通主要成分人参皂苷=
obN、ogN、oÉ 及三七皂苷 oN在脑缺血大鼠脑中的

含量远高于正常大鼠，并且其在脑内的含量随缺血

时间的延长降低。=
Q= =讨论=
QKN= =方法学评价=

生物样品的前处理方法是关系到检测灵敏度及

准确度的关键步骤，一般生物样本前处理方法包括

蛋白沉淀（mmq）、液液萃取（iib）及固相萃取

（pmb），cÉng 等xSz用固相萃取的方法检测犬血浆中

的三七皂苷 oN及人参皂苷 obN和 odN，得到较好的

灵敏度，但 pmb方法成本较高。而传统的 mmq法虽

能满足提取回收率的要求，但基质效应严重。最终

采用传统的蛋白沉淀后，氮气吹干再用流动相复溶

的方法。在得到较高的检测灵敏度的同时，方法的

提取回收率较高，同时脑组织中的内源性物质不干

扰 R种皂苷类化合物及内标的测定。=
建立的脑组织样品中人参皂苷 obN、ogN、oÉ、

od 及三七皂苷 oN同时检测的方法，专属性良好，

标准曲线的 r均大于 MKVV。日内及日间 opa值均小

于 NRB，质控样品及稳定性试验均符合要求。=
QKO= =血栓通（冻干）透过血脑屏障研究的意义=

李晓宇等xTz对三七总皂苷多效应成分在正常大

鼠体内的药动学进行了研究，发现单体成分三七皂

苷 oN，人参皂苷 ogN、od、oÉ、obN在大鼠血浆中

的药物浓度随时间的延长降低。何希辉等xUz发现三

七皂苷 oN、ogN在正常和脑缺血 PM=mán后再灌注状

态下的血液内药动学参数无明显差异。注射用血栓

通（冻干）主要成分是三七总皂苷，为三醇和二醇

皂苷xPz，是大分子物质，研究者发现：静脉给药后，

人参皂苷原人参二醇型、原人参三醇型均能透过血

脑屏障xVz，且三七皂苷 oN和人参皂苷 ogN能够透过

=

=

OKR=

OKM=

NKR=

NKM=

MKR=

M=

质
量
分
数
LEμ
g·
g−N
F=

= = ogN= = = = = obN= = = = = oÉ= = = = = od= = = = = = = oN=

对照= RM=mg·kg−N=
对照 NMM=mg·kg−N=
模型= RM=mg·kg−N=
模型 NMM=mg·kg−N=
=

OKR=

OKM=

NKR=

NKM=

MKR=

M=

质
量
分
数
LEμ
g·
g−N
F=

= = ogN= = = = obN= = = = = oÉ= = = = = od= = = = = oN=

N=d模型 NMM=mg·kg−N=
T=d模型 NMM=mg·kg−N=
=
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血脑屏障进入大鼠脑脊液xNMz。前人对脑缺血后血脑

屏障的通透性进行了一系列研究，证实了脑缺血后

的血脑屏障功能破坏，依文思蓝渗入量增加xNNJNOz。

但是对脑缺血后药物通透性的研究，尤其是大分子

药物的通透性研究甚少。本实验就是基于这一理念

展开设计。因前人对药物血液内浓度研究甚多xNPJNQz，

本实验仅关注脑内药物含量的变化。=
本实验中，模型组中人参皂苷 ogN、obN、oÉ、

od 及三七皂苷 oN的脑组织浓度均高于对照组，且

具有一定的剂量相关性。这也就证实了脑缺血后，

血脑屏障破坏，药物的透过性增加，从而更好的发

挥其治疗的功效。从缺血后的时间上来看，术后 N=d
脑内各个单体的含量明显高于术后 T=d。术后 T=d组
脑内的单体含量相对对照组来说，仍有升高，表明

缺血 T= d后，因为脑内神经、血管等的再生，促成

了血脑屏障的功能恢复，而尚未完全关闭。这更好

的解释了治疗脑缺血药物在治疗上的时间窗问题。

综上而言，本研究通过 rmiCJjpLjp 法测定脑缺

血再灌注后脑内药物浓度，提供相关的参数，为进

一步研究血栓通治疗脑缺血的机制提供参考。=
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