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摘要：目的  建立应用 LC-MS/MS 同时测定移植患者体内他克莫司和五酯胶囊主要成分的方法，并应用所建立的方法研

究肝移植患者体内各待测物的药动学特征。方法  患者全血样本经前处理后进样，应用 LC-MS/MS 检测他克莫司、五味

子甲素、五味子酯甲、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚的浓度，同时进行方法学验证。应用所建立的方法，测定肝

移植患者服用他克莫司和五酯胶囊后多个时间点的血药浓度，研究其主要成分的药动学过程。结果  患者全血样本中 6

种待测物专属性好，在各自线性范围内标准曲线符合要求，日内、日间精密度均<15%，提取回收率与基质效应范围在

80%~120%，样本稳定性好。结论  该方法专属性强、灵敏度高、快速准确，适用于移植患者体内他克莫司、五味子甲

素、五味子酯甲、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚的血药浓度分析与测定。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a LC-MS/MS analytical method for simultaneous determination of tacrolimus and 
five compounds of Wuzhi capsule in liver transplant recipients’ whole blood and to study the pharmacokinetic characteristic of 
the analytes in liver transplant patients. METHODS  The zinc sulfate was added to whole blood to lyse the blood cells, and 
then the sample was deposited by methanol. The upper layer was injected into the LC-MS/MS. Then a LC-MS/MS method was 
established for the determination of tacrolimus, schisandrin, schisandrol B, schisantherin A, deoxyshisandrin and schisanhenol. 
RESULTS  The calibration curve of six compounds showed a good linear relationship. The intra and inter day precisions and 
accuracy met the requirements and the extraction recovery was all right. CONCLUSION  This method is accurate, precise, 
sensitive and specific to be suitable for concentration of therapeutic drug monitoring and pharmacokinetic study of tacrolimus, 
schisandrin, schisandrol B, schisantherin A, deoxyshisandrin and schisanhenol. 
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他克莫司又名 FK506，是一种新型的钙调磷

酸酶抑制剂，具有强大的免疫抑制作用[1]。近年来，

已成为肝脏、心脏、肾脏及骨髓移植患者首选的

免疫抑制药物[2]。但他克莫司治疗窗狭窄，口服生
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物利用度低，个体间药动学差异很大。有些移植

患者即使大剂量服用他克莫司仍不能达到有效血

药浓度。 

五酯胶囊是中药南五味子经醇提获得的脂溶

性活性部位，主要成分为五味子酯甲、五味子甲

素、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚等[3]，具

有保肝降酶的作用。 

笔者所在医院器官移植中心在临床实践中发

现肝移植患者在服用保肝中药五酯胶囊改善肝功

能的同时，他克莫司血药浓度有所提高。文献中

也曾报道五酯胶囊可显著提高他克莫司的药物浓

度，并且安全有效[4-6]。临床中两药合用，提高了

他克莫司的药物浓度，降低了移植术后排斥反应

的发生，减少了他克莫司所造成的肝、肾毒性等，

节约了医疗成本，取得了较好的治疗效果。因此，

临床中两药合用非常普遍。本研究建立了应用

LC-MS/MS 同时测定移植患者体内他克莫司和五

酯胶囊主要成分的方法，进行方法学验证，并将

该方法应用于肝移植患者体内他克莫司和五酯胶

囊主要成分的药动学研究，为深入研究移植患者

体内他克莫司与五酯胶囊的相互作用奠定基础。 

1  试药与仪器 

1.1  药品与试剂 

他克莫司对照品(大连美仑生物技术有限公

司，批号：20130901，纯度>95%)；子囊霉素对照

品(大连美仑生物技术有限公司，批号：20130817，

纯度>95%)；五味子甲素对照品(中国食品药品检

定研究院，批号：110764-201111，纯度：99.5%)；

五味子酯甲(上海同田生物技术股份有限公司，批

号：10666/2011，纯度：98%)；五味子醇甲(中国

食品药品检定研究院，批号：110857-201412，纯

度：99.4%)；五味子醇乙(中国食品药品检定研究

院，批号：131119-201311，纯度>98%)；五味子

酚 (北京北研磬绿生物技术有限公司，批号：

130423，纯度>98%)；甲醇(美国默克公司，色谱

纯)；醋酸铵、硫酸锌均为分析纯；实验用水为蒸

馏水。 

1.2  仪器 

安捷伦 1290-6460 型三重四极杆串联质谱仪

(美国 Agilent 公司)，配有电喷雾离子源(ESI)及

MassHunter Version B. 06.00 工作软件；Agilent 

1290 Infinity 超高效液相色谱系统，配有 G4220A

二元泵、G4212A DAD 检测器、G1316C 柱温箱及

G4226A 自动进样器。BSA124S-CW 天平(德国

Sartorius 公司)；CPA225D 天平(德国 Sartorius 公

司)；Vortex-5 涡旋混合器(江苏海门其林贝尔仪器

制造有限公司 ) ； ScanVac 真空浓缩仪 (Gene 

Company Limited)；Eppendorf AG 22331 Hamburg

高速离心机(德国 Eppendorf 公司)。 

2  方法与结果 

2.1  条件 

2.1.1  色谱条件  采用 Agilent Zorbax SB-C18 色

谱柱(2.1 mm×100 mm，3.5 μm)，柱温为 55 ℃，

流动相A为 10 mmol·L1醋酸铵-0.1%甲酸水溶液，

流动相 B 为 10 mmol·L1 醋酸铵-0.1%甲酸甲醇溶

液；流速为 0.25 mL·min1；进样量为 10 μL；梯度

洗脱程序：0~2 min，80%→100% B，2~3.5 min，

100% B，3.5~5 min，100%→80% B。 

2.1.2  质谱条件  采用电喷雾电离源(ESI)，扫描

方式为多反应监测模式(MRM)，正离子模式，离

子源温度 325 ℃，气体流速 10 L·min1，雾化气压

力 137.9 kPa ，鞘气温度 325 ℃，鞘气流速

12 L·min1，毛细管电压 4 000 V，喷嘴电压 300 V，

待分析成分及内标的 优 MRM 参数见表 1。 

表 1  各成分及内标的质谱参数 

Tab. 1  Mass spectrum parameters of ingredients and 
internal standard 

待测物 中间离子 产物离子 传输能量/V 碰撞能量/eV

他克莫司 821.4 768.3 190 15 

五味子酯甲 554.2 415.2 105 10 

五味子醇甲 450.2 369.1 90 35 

五味子醇乙 434.2 368.1 90 20 

五味子甲素 417.2 316.0 165 20 

五味子酚 430.2 340.0 165 17 

子囊霉素(内标) 814.5 604.5 160 35 

2.2  全血样品预处理 

100 μL 肝移植患者全血中加入 10 μL 

5 ng·mL1 子囊霉素(内标)，涡漩混 30 s，再加入

200 μL 0.1 mol·L1 的硫酸锌溶液，涡漩混 30 s，

再加入 300 μL 甲醇，涡漩混 1 min，静置 10 min

后，15 000 r·min1 离心 15 min，取上清液进样。 

2.3  溶液的配制 

2.3.1  系列对照品溶液   分别精密称取他克莫

司、五味子甲素、五味子酯甲、五味子醇甲、五

味子醇乙、五味子酚对照品适量，用甲醇配成单

一对照品储备液。精密量取他克莫司储备液适量，
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用甲醇稀释成 60，30，10，5，2，1，0.5，0.2 ng·mL1

的系列对照品溶液。精密量取五味子甲素、五味

子酯甲、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚各

单一对照品适量，配制成每 1 mL 分别含五味子甲

素、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚各 100 ng，

以及五味子酯甲 600 ng 的混合对照品储备液适

量；再精密称取混合对照品储备液适量，用甲醇

稀释成五味子甲素、五味子醇甲、五味子醇乙、

五味子酚系列浓度为 100，50，25，5，2.5，0.5，

0.25，0.1 ng·mL1，五味子酯甲系列浓度为 600，

300，150，30，15，3，1.5，0.6 ng·mL1 的对照品

溶液。 

2.3.2  内标溶液  精密称取子囊霉素适量，用甲

醇溶解成每 1 mL 含子囊霉素 2 mg 的内标储备液，

再逐步用甲醇稀释成 5 ng·mL1的内标溶液，备用。 

2.3.3  硫酸锌溶液  精密称取 0.298 g 硫酸锌于

10 mL 量瓶中，加水定容，即得 0.1 mol·L1 硫酸

锌溶液。 

2.4  方法学验证 

2.4.1  专属性试验  取人空白全血 100 μL，按

“2.2”项下方法操作，得空白全血色谱图(图 1A)；

精密称取 100 L 0.2 ng·mL1 他克莫司、五味子甲

素、五味子醇乙、五味子酚对照品溶液和

0.6 ng·mL1 五味子酯甲对照品溶液，依次加入

1.5 mL 离心管中，挥干后加入 100 L 空白全血，

然后按“2.2”项下方法操作，得到色谱图(图 1B)；

服用两药后移植患者的全血，按“2.2”项下方法

操作，得到实测样本的色谱图(图 1C)。 

图 1  全血样本的液相色谱图 
A空白全血；B加定量下限浓度的待测物对照品后的空白全血；C服药后的患者血样；Ⅰ五味子酚；Ⅱ五味子甲素；Ⅲ五味子醇乙；Ⅳ

五味子醇甲；Ⅴ五味子酯甲；Ⅵ他克莫司；IS内标。 

Fig. 1  Chromatograms of whole blood samples 
Ablank whole blood sample; Bwhole blood sample spiked with six analytes at LLOQ; Cpatients’ blood; Ⅰschisanhenol; Ⅱdeoxyshisandrin; Ⅲ

schisandrol B; Ⅳschisandrin; Ⅴschisantherin A; Ⅵtacrolimus; ISascomycin. 

2.4.2  标准曲线与定量下限  精密称取 100 μL 五

味子甲素、五味子酯甲、五味子醇甲、五味子醇

乙、五味子酚的系列对照品溶液，依次加入到

1.5 mL 离心管中，再相应加入 100 μL 他克莫司系

列对照品溶液，挥干后加入空白全血，配制成他

克莫司 0.2，0.5，1，2，5，10，30，60 ng·mL1，

五味子甲素、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子

酚 0.1，0.25，0.5，2.5，5，25，50，100 ng·mL1，

五味子酯甲 0.6，1.5，3，15，30，150，300，

600 ng·mL1 的系列样本。按“2.2”项下方法操作，

进行测定。以待测物浓度为横坐标(X)，待测物与

内标物的峰面积比值为纵坐标(Y)，用加权(1/X2)

小二乘法进行回归运算，得相应的回归方程，

结果见表 2。 
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表 2  标准曲线与线性范围 

Tab. 2  Calibration curves and dynamic rang 

待测物 回归方程 
线性范围/ 

ng·mL1 
r 

LLOQ/

ng·mL1

他克莫司 Y=1.604 543X0.003 837 0.2~60 0.998 0.2 

五味子酯甲 Y=17.568 936X0.031 420 0.6~600 0.998 0.6 

五味子醇甲 Y=0.564 343X+3.862 123 0.1~100 0.996 0.1 

五味子醇乙 Y=0.594 689X5.975 869 0.1~100 0.998 0.1 

五味子甲素 Y=15.083 961X0.036 802 0.1~100 0.998 0.1 

五味子酚 Y=4.744 207X0.013 548 0.1~100 0.997 0.1 

2.4.3  精密度与准确度  取空白全血配制低、中、

高浓度的质量控制样本，按“2.2”项下方法操作，

每一浓度进行 6 样本分析，连续测定 3 d，并与标

准曲线同时进行，计算质量控制样本测得的浓度，

与配置浓度对照，计算方法的准确度与精密度，

结果见表 3。 

2.4.4  提取回收率和基质效应  将质控样本经前

处理(按“2.2”项下方法操作)后的测定结果与空白

全血经前处理后再加入待测组分后进样测定的结

果比较，考察待测物及内标的提取回收率。将空

白全血前处理后再加待测组分的测定结果与同浓

度对照品溶液的测定结果进行比较，考察基质效

应，结果见表 4。 

表 3  精密度与准确度结果(n=6) 

Tab. 3  Results of accuracy and precision(n=6) 

待测物 
理论浓度/ 

ng·mL1 

日内 日间 

实测值/ng·mL1 RSD/% 相对误差/% 实测值/ng·mL1 RSD/% 相对误差/% 

他克莫司 0.5 0.45 4.11 11.38 0.45 3.28 9.69 

5 4.52 0.90 9.65 4.32 4.63 13.53 

30 29.91 2.39 0.29 27.89 3.87 7.03 

五味子酯甲 1.5 1.67 2.35 11.33 1.65 6.43 9.97 

30 37.45 2.15 8.51 34.16 4.99 13.86 

300 286.56 2.76 4.48 279.23 2.95 6.92 

五味子醇甲 0.25 0.25 9.18 1.39 0.23 6.756 5.19 

5 4.37 2.36 12.60 4.28 1.92 14.48 

50 48.52 2.13 2.96 47.12 2.61 5.76 

五味子醇乙 0.25 0.25 5.95 0.70 0.23 6.21 6.99 

5 4.41 3.30 11.82 4.25 4.19 14.93 

50 49.03 1.97 1.94 47.42 2.94 5.16 

五味子甲素 0.25 0.24 4.62 2.91 0.23 5.05 8.20 

5 4.75 1.89 4.91 4.57 3.50 8.51 

50 48.21 2.48 3.58 47.03 1.61 5.93 

五味子酚 0.25 0.23 1.21 6.70 0.22 3.49 10.06 

5 4.77 1.56 4.67 4.42 6.89 11.66 

50 49.64 2.10 0.71 46.55 5.75 6.89 

 

2.4.5  样本稳定性考察  按“2.4.2”项下方法制

备低、中、高浓度的质量控制样本，加入空白全

血，考察全血样本的稳定性，包括室温(25 ℃)放

置 4 h 的短期稳定性，20 ℃冷冻条件下保存 30 d

的长期稳定性，3 次冻融循环后的稳定性，以及样

本处理后在室温下放置 24 h 的稳定性。稳定性结

果见表 5。 

2.5  应用 

收集 2014 年 6 月—2015 年 2 月在第二军医大

学附属长征医院器官移植科接受同种异体肝移植

的患者血样进行药动学研究。该试验以保障受试

者权益为前提，试验方案经长征医院伦理委员会

批准后实施，试验纳入的患者均知情同意。共收

集 15 名患者的血样标本，其中男性 11 例，女性 4

例。患者平均年龄 51.7 岁。患者术后均采用以他

克莫司为基础的免疫抑制治疗方案，并在术后早

期(术后 30 d 内)加服五酯胶囊。给药方案如下：他

克莫司和五酯胶囊均每 12 h 给药 1 次(即 6: 00 和

18: 00 服药)，每次给药剂量分别为 2，11.25 mg。

试验当天患者 18: 00 同时服用他克莫司和五酯胶

囊后，于服药即刻(0 h)、0.5，1，2，4，8，12 h

从上肢静脉采血 2 mL，置于含 EDTA 的抗凝管中，

于20 ℃保存并在适当时候测定。各待测物质药动

学参数见表 6。 
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表 4  提取回收率和基质效应 

Tab. 4  Extract recovery and matrix effect 

待测物 
浓度/ 

ng·mL1 

提取回收率 基质效应 

平均值/% RSD/% 平均值/% RSD/%

他克莫司 0.5 94.93 3.97 104.33 3.96 

5 93.15 1.82 102.88 1.82 

30 95.26 1.02 107.66 1.02 

五味子酯甲 1.5 85.61 0.38 87.81 0.38 

30 97.63 0.39 77.76 0.39 

300 92.42 0.83 91.69 0.83 

五味子醇甲 0.25 82.39 1.86 66.73 6.34 

5 88.73 2.33 55.35 2.35 

50 90.72 0.96 64.46 0.96 

五味子醇乙 0.25 96.72 1.58 63.70 1.59 

5 93.39 1.15 63.63 1.15 

50 96.75 0.88 62.72 0.88 

五味子甲素 0.25 88.46 2.48 85.09 2.43 

5 89.45 1.21 70.29 1.20 

50 93.37 0.71 79.91 0.72 

五味子酚 0.25 88.94 1.06 114.36 1.050 

5 99.46 1.56 97.30 1.55 

50 89.05 0.96 104.45 0.96 

子囊霉素 10 98.28 2.03 103.10 4.32 

3  结论 

本研究首次建立了应用 LC-MS/MS 同时测定

移植患者体内他克莫司、五味子甲素、五味子酯

甲、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酚的方法，

该方法简便快捷，灵敏度高，专属性强，具有良

好的精密度和准确度，适合临床样本的分析与

测定。 

本实验中测定样本为全血而非血浆主要是因

为他克莫司与红细胞结合率很高，仅少部分游离

在血浆中，全血浓度显著高于血浆[7]。因此，为实

现他克莫司与五酯胶囊主要成分的同时测定，需

采用全血样本。本实验中全血样本首先经硫酸锌

处理，使血细胞破裂，继而用甲醇蛋白沉淀，去

除了全血中复杂基质的干扰，取得了较好的效果。 

笔者前期选择了沃特世 UPLC BEH C18 色谱

柱和安捷伦 Poroshell 120 SB-C18色谱柱进行实验，

结果均不理想，待测物他克莫司和内标子囊霉素

峰形有拖尾现象。使用安捷伦 Zorbax SB-C18 色谱

柱进行样本分析的结果较好。 

表 5  待测物在患者全血中的稳定性 

Tab. 5  Stability of analetes in patients’ whole blood 

待测物 
理论浓度/ 

ng·mL1 

短期稳定性 长期稳定性 冻融稳定性 样本处理后稳定性 

实测浓度 偏差/% 实测浓度 偏差/% 实测浓度 偏差/% 实测浓度 偏差/% 

他克莫司 0.5 0.48 4.11 0.48 4.42 0.46 7.26 0.45 9.78 

5 4.53 9.29 4.49 10.24 4.53 9.21 4.50 9.93 

30 30.17 0.58 27.70 7.66 29.82 0.59 26.59 11.33 

五味子酯甲 1.5 1.55 3.42 1.52 1.64 1.54 2.86 1.50 0.09 

30 31.31 4.35 30.98 3.26 31.01 3.36 31.19 3.99 

300 282.79 5.73 269.46 10.18 277.75 7.41 255.17 14.94 

五味子醇甲 0.25 0.26 4.28 0.23 8.81 0.26 0.43 0.23 8.78 

5 4.51 9.76 4.44 11.20 4.43 11.48 4.48 10.34 

50 49.22 1.55 48.97 2.07 51.03 2.05 45.03 9.95 

五味子醇乙 0.25 0.25 1.51 0.24 4.81 0.24 5.23 0.25 0.79 

5 4.45 10.95 4.46 10.84 4.49 10.02 4.52 9.66 

50 50.19 0.388 49.10 1.80 51.68 3.35 46.58 6.83 

五味子甲素 0.25 0.24 3.94 0.24 4.12 0.23 4.34 0.23 6.54 

5 4.90 2.05 4.83 3.49 4.80 3.93 4.85 3.01 

50 42.90 14.21 51.29 2.58 52.46 4.92 48.31 3.38 

五味子酚 0.25 0.24 3.79 0.241 3.79 0.24 3.55 0.23 7.14 

5 4.91 1.82 4.88 2.39 4.87 2.62 4.93 1.27 

50 49.34 1.32 49.09 1.81 51.74 3.47 45.09 9.82 

表 6  肝移植患者体内各待测物药动学参数 

Tab. 6  The mean pharmacokinetic parameters of the analetes in liver transplant recipients 
参 数 他克莫司 五味子酯甲 五味子醇甲 五味子醇乙 五味子甲素 五味子酚 

Cmax/ng·mL1 17.78±11.92 58.50±16.00 3.98±2.52 10.79±6.63 3.00±2.56 1.25±0.31 

Tmax/h 3.58±3.32 2.50±1.50 1.82±0.65 1.64±1.18 1.88±1.35 1.36±0.63 

t1/2/h 16.59±24.24 4.55±1.78 4.00±2.69 7.66±2.27 5.13±2.25 6.91±1.98 

MRT/h 24.65±34.38 6.09±0.79 7.28±4.91 11.44±3.24 8.09±4.42 11.23±3.69 

AUC0-t/ng·h·mL1 112.87±48.09 437.10±251.41 16.17±6.69 61.93±23.50 11.75±6.46 9.05±2.97 

AUC0-∞/ng·h·mL1 242.58±114.91 619.10±237.76 20.18±6.08 93.59±32.12 14.83±6.81 15.59±4.30 
 



 

中国现代应用药学 2016 年 7 月第 33 卷第 7 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2016 July, Vol.33 No.7        ·859· 

以往文献曾报道移植患者体内他克莫司血药

浓度的测定方法[8-9]，也有文献报道五酯胶囊或五

味子木脂素成分在动物或健康志愿者体内的药动

学研究[3,10-11]，但未见报道同时测定移植患者体内

他克莫司与五酯胶囊的血药浓度的文章，临床中

他克莫司与五酯胶囊联合应用非常普遍，且两药

的相互作用是近年来的研究热点[4,12]。因此，建立

同时测定移植患者体内他克莫司、五味子甲素、

五味子酯甲、五味子醇甲、五味子醇乙、五味子

酚的血药浓度的方法，对进一步深入研究五酯胶

囊对他克莫司的影响具有重要意义。 
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迷迭香酸减少 RhoA 的表达抑制宫颈癌细胞的转移能力的研究 
 

滕淑静 1,2，宋旭日 1，涂剑 2，罗岚 1，柳宁 1
(1.岳阳职业技术学院药理教研室，湖南 岳阳 414000；2.南华大学药物药理研究

所，湖南 衡阳 421000) 
 

摘要：目的  研究迷迭香酸对宫颈癌细胞转移能力的抑制作用及其可能机制。方法  用 1，5 和 10 μmol·L1 的迷迭香酸

分别处理宫颈癌细胞，通过 Transwell 小室法检测细胞的转移能力、半定量 RT-PCR 法检测细胞 RhoA mRNA 的表达、免

疫荧光法检测 RhoA 蛋白的表达情况。结果  5，10 μmol·L1 的迷迭香酸可以抑制宫颈癌细胞的转移(P<0.01)，而且 2 组

细胞表达 RhoA 明显减少(P<0.05)。结论  迷迭香酸可以抑制宫颈癌细胞的转移能力，其作用机制可能与减少细胞 RhoA

的表达有关。 
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