
 

中国现代应用药学 2019 年 2 月第 36 卷第 3 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2019 February, Vol.36 No.3      ·317· 

UPLC-MS/MS 测定大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4 的含量及药动学研究 
   

李剑波，谢明华(浙江大学医学院附属第二医院余杭分院，杭州 311000) 

 
摘要：目的  建立 UPLC-MS/MS 测定大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4，并对柴胡皂苷 B2、B4 静脉给药后的药动学进行研

究。方法  以柴胡皂苷 F 为内标，采用 UPLC BEH C18(2.1 mm×50 mm，1.7 μm)柱，柱温为 40 ℃。流动相为乙腈-0.1%甲

酸水溶液，梯度洗脱，流速为 0.4 mL·min1，洗脱时间为 4 min，使用氮气作为去溶剂化气体(800 L·h1)和锥形气体

(50 L·h1)。MRM 模式对柴胡皂苷 B2 m/z 825.4→617.5、柴胡皂苷 B4 m/z 957.6→649.6 和柴胡皂苷 F(内标)m/z 973.7→119.0

进行定量分析。大鼠血浆用乙腈沉淀法去除蛋白。结果  在 5~5 000 ng·mL1 内，大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4 线性良好

(r>0.995)，定量下限为 5 ng·mL1。柴胡皂苷 B2 日内精密度 RSD<12%，日间精密度 RSD<15%。柴胡皂苷 B4 日内精密

度 RSD<14%，日间精密度 RSD<15%。柴胡皂苷 B2、B4 的准确度范围为 89.3%~110.2%。结论  该分析方法灵敏、快速、

选择性良好，并成功应用于柴胡皂苷 B2、B4 静脉给药后的大鼠药动学研究。 
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Development of UPLC-MS/MS Method for Determination of Saikosaponin B2 and B4 in Rat Plasma and 
Application in Pharmacokinetics Study 

 
LI Jianbo, XIE Minghua(Yuhang Branch, Second Affiliated Hospital of Zhejiang University, Hangzhou 311000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a UPLC-MS/MS method for the determination of saikosaponin B2 and B4 in rat 
plasma. The pharmacokinetics of saikosaponin B2 and B4 after intravenous administration in rats were studied. METHODS  
Saikosaponin F was used as internal standard, UPLC BEH C18(2.1 mm×50 mm, 1.7μm) column was used and the column 

temperature was set at 40 ℃. The mobile phase was consisted of acetonitrile and water (containing 0.1% formic acid), gradient 

elution with the flow rate of 0.4 mL·min1 for 4 min. Nitrogen was used as desolvation gas (800 L·h1) and cone gas (50 L·h1). 
MRM was used to quantitatively analyze saikosaponin B2 m/z 825.4→617.5, saikosaponin B4 m/z 957.6→ 649.6 and 
saikosaponin F (internal standard) m/z 973.7→119.0. Rat plasma samples were treated by acetonitrile precipitation to remove 

protein. RESULTS  In the range of 55 000 ng·mL1, the concentrations of saikosaponin B2 and B4 in rat plasma showed good 

linear relation ship(r>0.995), with the lower limit of quantification of 5 ng mL1. Saikosaponin B2 had an intra-day RSD<12% 
and inter-day RSD<15%. Saikosaponin B4 had an intra-day RSD<14%, inter-day RSD<15%. The accuracy of saikosaponin B2 
and B4 ranged from 89.3% to 110.2%. CONCLUSION  The method is sensitive, rapid and selective, and successfully applied 
to the pharmacokinetics study of saikosaponin B2 and B4 after intravenous administration. 
KEYWORDS: saikosaponin B2; saikosaponin B4; pharmacokinetics; UPLC-MS/MS 
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柴胡为伞形科植物柴胡(Bupleurum chinense 

DC.) 或 狭 叶 柴 胡 (Bupleurum scorzonerifolium 

Willd.)的干燥根[1-2]，性微寒，味辛、苦，归肝、

胆、肺经，具有疏散退热、疏肝解郁、升举阳气

的功能，用于感冒发热、寒热往来、胸胁胀痛、

月经不调、子宫脱垂、脱肛等症。柴胡根中主要

成分为柴胡皂苷，研究发现柴胡皂苷具有抗炎、

抗病毒、抗肿瘤、调节内分泌及免疫系统等作用[3]。 

柴胡皂苷 B2 和柴胡皂苷 B4 是柴胡主要药效

成分之一，药效成分在体内的变化和分布特征与

其药理效应密切相关，结构式见图 1。为了进一步

了解柴胡皂苷 B2 和柴胡皂苷 B4 在体内的吸收和

分布规律，有必要进行药动学研究，为药物研发

提供理论依据。 

目前，已有较多文献对大鼠体内柴胡皂苷 A、

D 进行报道[4-10]。而对柴胡皂苷 B2、B4 的药动学



 

·318·      Chin J Mod Appl Pharm, 2019 February, Vol.36 No.3                         中国现代应用药学 2019 年 2 月第 36 卷第 3 期 

研究相对较少 [11] ，国内还未见文献报道。

UPLC-MS/MS 与 LC-MS/MS 相比，分析方法更加

灵敏，在药动学的研究中优势明显[12-13]，同时，

其强大的分离分析能力更适用于成分复杂的中药

和化合物体系的体内代谢研究。本研究建立了

UPLC-MS/MS 测定大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4

的方法，并对柴胡皂苷 B2、B4 静脉给药后的药动

学进行研究。 

 
图 1  化学结构式 
a柴胡皂苷 B2；b柴胡皂苷 B4；c柴胡皂苷 F(内标)。 

Fig. 1  Chemical structures  
asaikosaponin B2; bsaikosaponin B4; csaikosaponin F(IS). 

1  材料与方法 

1.1  材料 

柴胡皂苷 B2(批号：MUST-16113002；纯

度>98%)、柴胡皂苷 B4(批号：MUST-16060108；

纯 度 >98%) 和 柴 胡 皂 苷 F( 内 标 ， 批 号 ：

MUST-16070805；纯度>98%)均购自成都曼斯特制

药有限公司。乙腈(色谱纯，批号：10884030717)

和甲醇(色谱纯，批号：1716507345)购自 Merck 公

司。超纯水由 Milli-Q 纯化系统制备。 

SD 大鼠，♂，体质量 200~220 g，购自温州医

科大学动物实验中心，实验动物使用许可证号：

SYXK(浙)2015-0009。 

1.2  仪器 

ACQUITY I-Class UPLC、XEVO TQS-micro

三重四极杆质谱仪、Masslynx 4.1 软件(美国 Waters

公司)；Milli-Q 纯化系统(美国 Millipore 公司)。 

2  方法 

2.1  色谱条件 

色谱柱为 Waters UPLC BEH C18(2.1 mm× 

50 mm，1.7 μm)，柱温设为 40 ℃。流动相为乙腈

(A)-0.1%甲酸水溶液，梯度洗脱(0~0.2 min，10%A；

0.2~1.5 min，10%→80%A；1.5~2.0 min，80%A；

2.0~2.5 min，80%→10%A；2.5~4.0 min，10%A)。

流速为 0.4 mL·min1，洗脱时间为 4 min。 

氮气作为去溶剂化气体(800 L·h1)和锥形气

体(50 L·h1)。毛细管电压设为 1.5 kV，离子源温

度为 150 ℃，去溶剂化温度为 400 ℃。MRM 模

式对柴胡皂苷 B2 m/z 825.4→617.5、柴胡皂苷 B4 

m/z 957.6→649.6 和柴胡皂苷 F(内标)m/z 973.7→ 

119.0 进行定量分析。 

2.2  对照品溶液的制备 

用 甲 醇 - 水 (50 ︰ 50) 配 制 柴 胡 皂 苷 B2 

(1.0 mg·mL1)、柴胡皂苷 B4(1.0 mg·mL1)和柴胡

皂苷 F(1.0 mg·mL1)储备溶液。储备液用甲醇稀释

制备一系列浓度标准品工作液。所有溶液在 4 ℃

下储存。 

2.3  标准曲线的制备 

空白大鼠血浆添加适量的标准品工作溶液制

备柴胡皂苷 B2 和柴胡皂苷 B4 血浆标准曲线，使

大鼠血浆中的柴胡皂苷 B2 或柴胡皂苷 B4 浓度为

5，20，50，200，500，1 000，2 500，5 000 ng·mL1，

标准曲线的范围为 5~5 000 ng·mL1。以与标准曲

线相同的方式，制备质量控制(QC)样品，3 个血浆

浓度为 8，400，4 000 ng·mL1。 

2.4  样品处理 

在 1.5 mL EP 管中加入 100 μL 血浆样品，加

乙腈 200 μL(含内标柴胡皂苷 F 100 ng·mL1)，涡

旋混合 1.0 min，离心分离(13 000 r·min1，4 ℃，

10 min)。取上清液 100 μL 于进样瓶的内衬管中，

取 2 μL 进样分析。 

2.5  方法验证 

验证方法按照 FDA 生物分析方法验证指南进

行[14]。验证项目包括选择性、基质效应、线性、
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精密度、准确度、回收率和稳定性。 

2.5.1  选择性  通过分析大鼠空白血浆，空白血浆

添加柴胡皂苷 B2、B4 和内标物柴胡皂苷 F，及静脉

给药后的大鼠血浆样品来评价方法的选择性。 

2.5.2  线性关系考察  在与待测血浆样品相同的

条件下，等体积进样，测量各峰的峰面积，用峰

面积对样品浓度绘制标准曲线，通过标准曲线来

评估线性关系。 

2.5.3  精密度和准确度试验  通过 6次重复测量 3

个 QC 水平的血浆样品评价精密度和准确度。精密

度用 RSD 表达，通过连续 3 d 测量 QC 样品来确

定日内和日间精密度。通过分析连续 3 d 测量 QC

样品的平均值与真值相符合程度，确定日内和日

间准确度。 

2.5.4  回收率和基质效应  通过 QC 样品测量的

峰面积与相对应标准峰面积进行比较来计算回收

率。通过对空白血浆经样品处理后加入 3 个 QC 浓

度的标准溶液所得峰面积与对应浓度的标准溶液

所得峰面积进行比较，评价基质效应。 

2.5.5  样品残留考察  重复 3 次定量上限(ULOQ)

后进样空白血浆样品，评价样品残留。 

2.5.6  稳定性试验  考察柴胡皂苷 B2、B4 和柴胡

皂苷 F(内标)的储备液、工作溶液和血浆 QC 样品

在不同储存条件下的稳定性。包括短期稳定性(室温

下 2 h)，自动进样器 12 h，长期稳定性(20 ℃，30 d)，

冻融稳定性(连续 3 d 3 次冻融，20 ℃至室温)。 

2.6  药动学研究 

取 12 只 SD 大鼠(体质量 200~220 g)，6 只大

鼠以 1.5 mg·kg1 舌下静脉给予柴胡皂苷 B2；另外

6只大鼠以1.5 mg·kg1舌下静脉给予柴胡皂苷B4。

大鼠分别在给药后的 5 min，0.5，1，2，3，4，6 h

尾静脉取血 0.3 mL 于 1.5 mL 的 EP 管中。血液静

置 2 h 后，离心分离(13 000 r·min1，4 ℃，10 min)，

取 100 μL 血浆于 1.5 mL 的 EP 管中，于20 ℃冷

冻保存。 

药动学参数：血浆浓度 -时间曲线下面积

(AUC)，平均停留时间(MRT)，血浆清除率(CL)，

表观分布体积(V)， 大血浆浓度(Cmax)和半衰期

(t1/2)，由 DAS 2.0 软件(中国药科大学)使用非房室

模式拟合。 

3  结果 

3.1  选择性 

柴胡皂苷 B2、B4 和内标的保留时间分别为

2.06，1.95，1.88 min。未发现明显杂质和内源性

物质对检测有干扰，说明该方法选择性好。结果

见图 2。 

 
图 2  UPLC-MS/MS 谱图 
a空白血浆样品；b空白血浆添加柴胡皂苷 B2、B4 和柴胡皂苷 F；

c大鼠血浆样品。 

Fig. 2  UPLC-MS/MS spectra chromatogram 
ablank plasma; bblank plasma spiked with saikosaponin B2, B4 and 

saikosaponin F(IS); crat plasma sample. 
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3.2  标准曲线 

大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4 标准曲线浓度范

围 为 5~5 000 ng·mL1 。 标 准 曲 线 方 程 式 ：

Y1=0.008 82X1+0.009 93，r=0.999 1，Y2=0.008 27X2- 

0.001 91，r=0.999 4。其中 Y1 代表柴胡皂苷 B2 与

内标物的峰面积比值，X1 代表血浆中柴胡皂苷 B2

浓度；Y2代表柴胡皂苷B4与内标物的峰面积比值，

X2 代表血浆中柴胡皂苷 B4 浓度。大鼠血浆中柴胡

皂苷 B2、B4 的定量下限(LLOQ)为 5 ng·mL1，信

噪比为 10。大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4 的检出

限为 2 ng·mL1，信噪比为 3。 

3.3  精密度、准确度、回收率和基质效应 

柴胡皂苷 B2 日内精密度 RSD<12%，日间精

密度 RSD<15%，准确度范围为 88.7%~113.7%，

平均回收率≥84.7%，基质效应为 95.4%~101.2%，

结果见表 1。 

柴胡皂苷 B4 日内精密度 RSD<14%，日间精

密度 RSD<15%，准确度范围为 89.3%~112.8%，

平均回收率≥83.8%，基质效应为 92.7%~108.7%。

柴胡皂苷 F(内标)的回收率为 85.8%，基质效应为

97.5%。结果见表 2。 

表 1  大鼠血浆中柴胡皂苷 B2 的精密度、准确度、回收率

和基质效应(n=6) 

Tab. 1  Precision, accuracy, recovery and matrix effect of 
saikosaponin B2 in rat plasma(n=6) 

浓度/ 

ng·mL1 

精密度/% 准确度/% 回收率/ 

% 

基质效应/

% 日内 日间 日内 日间 

5 11.5 14.1  88.7 113.7 87.4  98.6 

8 10.0 12.9 108.4 110.2 95.5  95.4 

400  9.8  5.3  96.6  94.1 93.2 101.2 

4 000  7.6  6.7 103.9  92.6 84.7  96.8 

表 2  大鼠血浆中柴胡皂苷 B4 的精密度、准确度、回收率

和基质效应(n=6) 

Tab. 2  Precision, accuracy, recovery and matrix effect of 
saikosaponin B4 in rat plasma(n=6) 

浓度/ 

ng·mL1 

精密度/% 准确的/% 回收率/ 

% 

基质效应/

% 日内 日间 日内 日间 

5 13.6 14.7 109.3 112.8 88.2 105.8 

8  9.0 11.9  89.3 102.9 90.1 103.2 

400 12.5 10.2 103.8  97.0 86.4 108.7 

4 000  8.6  3.3 106.9 101.1 83.8  92.7 

结果表明，建立的 UPLC-MS/MS 精密度、准

确度、回收率和基质效应符合柴胡皂苷 B2、B4

的药动学研究要求。 

3.4  残留的考察 

在 ULOQ 样品后进样的空白样品中未显示出

任何显著的峰(≥20%的 LLOQ 和 5%的内标)。本

研究采用的梯度洗脱结束时增加 1.5 min 平衡，加

上仪器的洗针系统，有效地清理了样品的残留。 

3.5  稳定性试验 

柴胡皂苷 B2、B4 和柴胡皂苷 F(内标)的储备

液、工作溶液和血浆样品在室温 2 h，自动进样器

12 h，20 ℃ 30 d 以及 3 次冻融，变异在±15%之

内，RSD<15%，说明柴胡皂苷 B2、B4 和内标稳

定性良好。 

3.6  药动学研究 

静脉给予柴胡皂苷 B2、B4 后所得药物浓度
时间曲线见图 3。非房室模型拟合主要药动学参数

见表 3。 

 
图 3  柴胡皂苷 B2(1.5 mg·kg1)、柴胡皂苷 B4(1.5 mg·kg1)

静脉给药后的血药浓度-时间曲线 

Fig. 3  Plasma concentration-time curve of saikosaponin B2 

(1.5 mg·kg1), saikosaponin B4 (1.5 mg·kg1) after intravenous 
administration 

表 3  大鼠静脉给予柴胡皂苷 B2、B4 后的药动学参数 

Tab. 3  Main pharmacokinetic parameters of saikosaponin 
B2, B4 in rats after intravenous 

参数 
柴胡皂苷 B2 

(1.5 mg·kg1) 

柴胡皂苷 B4 

(1.5 mg·kg1) 

AUC(0-t)/ h·ng·mL1 1 993.2±189.7 503.4±69.1 

AUC(0-∞)/h·ng·mL1 1 995.9±189.3 505.4±69.2 

MRT(0-t)/h  0.63±0.05  0.46±0.08 

MRT(0-∞)/h  0.64±0.04  0.48±0.08 

t1/2/h  0.6±0.1  1.0±0.1 

CL/L·h1·kg1  0.8±0.1  3.0±0.5 

V/L·kg1  0.7±0.1  4.2±0.7 

Cmax/ng·mL1 3 833.8±117.7 1 159.7±259.6 

4  讨论 

UPLC-MS/MS 应用于血浆中柴胡皂苷 B2、B4

定量检测，比传统 HPLC 分析时间快，灵敏度高。

只需 4 min 即可完成对血浆样品的分析，可以节省
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很多时间与溶剂[15-16]，比 Guan 等[11]报道的运行时

间 15 min 更快。电喷雾 ESI 正负极选择在方法学

研究中常被评价[17]，试验发现 ESI 负离子模式比

正离子模式灵敏度更高。流动相乙腈-0.1%甲酸，

使用梯度洗脱，可以得到满意的色谱峰与保留时

间。方法建立过程选择内标也是一个重要任务，

选柴胡皂苷 F 为内标是因为它与柴胡皂苷 B2、B4

有相似的保留时间和电离方式。 

在 UPLC-MS/MS 分析之前，除去蛋白质和潜

在干扰是方法建立的 1 个关键点[18-21]。本研究使

用的蛋白质沉淀方法简单有效，乙腈作为蛋白质

沉淀溶剂可以给出良好提取效率和可接受的基质

效应。虽然乙腈蛋白沉淀法稀释了血浆浓度，但

本研究的定量下限为 5 ng·mL1，可以满足此次药

动学研究的要求。 

本研究建立了灵敏、快速、选择性良好的

UPLC-MS/MS 测定大鼠血浆中柴胡皂苷 B2、B4 方

法，线性范围为 5~5 000 ng·mL1 ，检出限为

2 ng·mL1，运行时间为 4 min，成功应用于柴胡皂苷

B2、B4 大鼠舌下静脉给药后的药动学研究。 
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