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[摘要 ] � 目的: 分析扶正化瘀方 ( Fuzheng H uayu decoction, FZHY)灌胃大鼠后进入血液的五味子中木脂素类成分, 以探

讨部分体内效应成分。方法: 应用液相色谱�电喷雾质谱联用 ( H PLC�ES I�M Sn )技术, 通过空白血清, 口服 FZHY方后含药血

清, FZHY方和对照品之间的色谱图和质谱碎片信息的对比分析, 结合文献报道, 确定口服 FZHY方后大鼠的入血成分。结

果: FZHY方和口服 FZHY方后含药血清中均含有五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酯甲、五味子乙素, 并在 FZHY方中还发现

含有五味子甲素和丙素。结论: 五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酯甲、五味子乙素是直接吸收入血的成分,可能是发挥抗肝

纤维化的体内效应成分。
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� � 中药复方的临床疗效通过严格随机对照的临床
实验, 越来越多的获得循证医学证据与国际医学的

认可, 相关作用机制研究通过动物试验等也取得了

显著进步
[ 1]
。但是, 中药复方成分复杂, 且中药复

方发挥体内效应的物质基础及其代谢特点, 依然是

困扰中药复方现代化的原因之一
[ 2]
。扶正化瘀胶

囊 (方 )由丹参、桃仁、虫草菌丝、五味子、绞股兰、松

黄粉组成,是我国抗肝纤维化中药新药,目前正在美

国进行 �期临床试验,前期研究发现,整体动物服用

该方的含药血清 (药物血清 )有良好的体外抗肝纤

维化活性,包括抑制肝星状细胞活化、保护肝细胞损

伤等
[ 3]
。五味子是临床用于治疗肝炎的常用中药,

其化学研究表明
[ 4]

,五味子有效部位主要包括木脂

素、有机酸、挥发油、多糖等多种成分, 其中含量较

高,研究深入广泛且应用于临床的主要有效成分为

木脂素类。因此,本实验利用中药血清药物化学方

法, 应用液质联用分析手段, 确认扶正化瘀方

( FuzhengHuayu decot ion, FZHY)中五味子的入血成

分, 为进一步发现 FZHY方体内效应物质奠定基础。

1� 材料
Finnigan Deca XP p lus LCQ HPLC�ESI ( APC I) �

Ion trapM S; - 80 � 冰箱 ( Thermo公司 ) ; 高速冷冻

离心机 ( Optima L�100XP, Beckman, Brea, CA,

USA) ; 超高速离心机 ( H ITACH ICP100MX, Beck�
man, B rea, CA, USA ) ; M illi�Q纯水仪 (M illipore,

M ilford, MA, USA )。

甲醇 (色谱纯 ) ,购自 Fisher Scientific Co� ( Santa

C lara, USA ); 醋酸铵 (色谱纯 ) , 购自 S igma�A ldrich

Co� ( St� Lou is, MO, USA) ;其余试剂均为分析纯;水

为超纯水。五味子对照品五味子醇甲、五味子醇乙、

五味子酯甲、五味子乙素、五味子丙素、五味子甲素,

纯度 > 98%,均购自上海融合科技发展有限公司 (图

1)。扶正化瘀方 ( FZHY)浸膏粉由上海现代中医药

技术发展公司提供。

W istar雄性大鼠 ( SPF级 ) , 220~ 250 g,由上海

中医药大学实验动物中心提供, 生产许可证号

SYXK(沪 ) 2003�003。
2� 方法
2�1� FZHY溶液的制备 � 精确称取 66mg FZHY浸

膏粉,加入 70%乙醇溶液 1 mL, 超声 20 m in溶解,

静置 2 h后 0�22 �m微孔滤膜过滤,供分析用。
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图 1� 五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酯甲、

五味子乙素、五味子丙素、五味子甲素的结构

2�2� 血清样品的制备 � W istar大鼠, 禁食 12 h(自

由饮水 ) , 以 40 g� kg
- 1
大鼠体重灌胃给药 FZHY,

给药后 15, 30 m in, 1, 6 h采血, 静置 3~ 4 h, 3 000

r� m in
- 1
, 4 � 离心 10 m in,取上清液, 分装, 置 - 80

� 冰箱贮存备用。
取 200 �L上述血清样品, 加入 200 �L纯水和

80 �L( 1 mo l� L
- 1

)盐酸溶液, 涡旋混合 30 s, 混合

液用 2倍量水饱和乙酸乙酯萃取 3次, 每次涡旋混

合 2 m in,静置 5 m in, 10 000 r� m in
- 1
, 4 � 离心 10

m in,分取上层乙酸乙酯层至 2 mL离心管, 于 30 �
水浴中通氮气流挥干,残渣用 100 �L甲醇�水�冰醋
酸 ( 5�5�0�01)溶液溶解, 静置 2 m in, 20 000 r�

m in
- 1
, 4 � 离心 10 m in,取上清,供分析用。

2�3� 对照品溶液的制备 � 分别精密称取各对照品
适量, 以甲醇配制成含五味子甲素 10 mg� L

- 1
, 五

味子乙素 10 mg� L
- 1
,五味子丙素 10 mg� L

- 1
,五

味子醇甲 10 mg� L
- 1
,五味子醇乙 10 mg� L

- 1
,五

味子酯甲 10mg� L
- 1
混合对照品溶液, 0�22 �m微

孔滤膜过滤。

2�4� 液相色谱与电喷雾质谱联用分析条件 � W a�
ters A tlant is T3色谱柱 ( 2�1 mm � 100 mm, 3�0
�m); 流动相甲醇�5 mmol� L

- 1
醋酸铵, 梯度洗脱

0~ 5m in, 10%甲醇; 5 ~ 15 m in, 10% ~ 70% 甲醇;

15~ 25 m in, 90% 甲醇; 25~ 30 m in, 90% ~ 95%甲

醇; 30~ 35 m in, 95%甲醇; 35~ 36 m in, 95% ~ 10%

甲醇; 36~ 45 m in, 10%甲醇。柱温 30 � ; 流速 0�2
mL� m in

- 1
; 200~ 600 nm扫描。电喷雾 ( ESI)离子

源,鞘气 (氮气 )流速 30 L� m in
- 1
,辅助气 (氮气 )流

速 10 L� m in
- 1
, 喷雾电压 5�0 kV,毛细管温度 300

� , 正离子检测, 扫描范围 m /z 120 ~ 800, M S
2
和

MS
3
相对碰撞能量为 35% ~ 40% 。

3� 结果与分析

3�1� 6种五味子对照品的 HPLC�ESI�MS
n
分析 � 6

个木脂素类化合物对照品在一级全扫描正离子模式

下, 主要的峰为分子离子峰 [M + H ]
+
; 加合离子峰

[M + NH 4 ]
+
, [ M + Na ]

+
; 脱水离子峰 [ M + H�

H 2O]
+
,见图 2。其 ESI�MS

n
数据见表 1。

图 2� 对照品的一级质谱图

3�2� 血清中五味子木脂素类化合物的鉴定 � 空白
血清、含药血清 (给药后 15 m in)、FZHY方、对照品

的选择离子色谱图见图 4, 离子m /z 433, 417, 537,

401在含药血清、FZHY方、对照品中的保留时间基

本一致,表明上述离子可能为五味子醇甲、五味子醇

乙、五味子酯甲、五味子乙素。为了进一步确定化合

物结构,对上述选择离子在 FZHY方、含药血清中进

行多级质谱分析, 其碎片离子等信息见表 2。离子

m /z 415可能为 m /z 433的脱水离子峰 [M + H -

H 2O]
+
,进一步在 ESI�MS

2
中, 离子 m /z 415主要的

碎片为 m /z 384, 400, 373, 359, 进一步在 ESI�MS
3

中, 离子 m /z 384产生的主要的碎片为 m /z 369,

353, 经与对照品裂解规律比对,参考文献 [ 7�9], 确
定 FZHY方和含药血清中都含有五味子醇甲, 其裂

解途经见图 3。其他化合物的鉴定与五味子醇甲类

似, 从而确定 FZHY方和含药血清中都含有五味子
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� � 表 1� 对照品的 ES I�M Sn数据

No� tR /m in HPLC�ES I�MS HPLC�ES I�M Sn 化合物

1 19. 93 433[M + H ] + M S2 [ 415] : 384( 100 ) , 400 ( 28) , 359( 19 ) , 373 ( 17) 五味子醇甲

M S3 [ 384] : 369 ( 100) , 353( 37 )

2 21. 64 417[M + H ] + � M S2 [ 399] : 384( 14) , 369( 100) , 368( 88 ) , 357 ( 30) , 337( 27 ) , 五味子醇乙

343( 23) , 384( 11)

M S3 [ 369] : 337( 100 ) , 341 ( 24)

M S3 [ 368] : 353( 100 ) , 337 ( 37)

3 23. 56 537[M + H ] + � M S2 [ 559] : 415( 100 ) , 371 ( 53) , 437( 15 ) , 373 ( 13) , 385( 12 ) , 五味子酯甲

340( 8 ), 343 ( 6)

M S3 [ 415] : 371( 100 ) , 373 ( 28) , 385( 26 ) , 343 ( 12) , 397( 7)

4 27. 38 401[M + H ] + � M S2 [ 401] : 331( 100 ) , 386 ( 60) , 300( 55 ) , 371 ( 48) , 370( 36 ) , 五味子乙素

301( 30)

M S3 [ 331] : 300( 100 ) , 301 ( 34) , 273( 10 ) , 316 ( 6)

5 25. 59 417[M + H ] + � M S2 [ 417] : 347( 100 ) , 402 ( 83) , 316( 74 ) , 370 ( 17) , 386( 16 ) , 五味子甲素

371( 9 ), 387 ( 5)

M S3 [ 347] : 316( 100 ) , 332 ( 13)

6 28. 63 385[M + H ] + � M S2 [ 385] : 355( 100 ) , 315 ( 58) , 285( 47 ) , 325 ( 23) , 299( 8) , 五味子丙素

323( 7 ), 257 ( 7)

M S3 [ 355] : 309( 100 ) , 285 ( 87) , 297( 69 ) , 227 ( 67) , 323( 62 )

M S3 [ 315] : 285( 100 ) , 257 ( 26) , 227( 9) , 255( 7 )

醇乙、五味子酯甲、五味子乙素。五味子甲素、丙素仅 在 FZHY方中发现,在含药血清中未发现,见表 2。

表 2� FZHY方五味子木脂素成分及入血成分

No� tR /m in HPLC�ES I�MS H PLC�ES I�MSn 化合物 来源

1 20. 01 433[M + H ] + MS2 [ 415] : 384( 100) , 400( 26) , 373( 18) , 359( 17) 五味子醇甲 FZHY

MS3 [ 384] : 369( 100) , 353( 30) 含药血清

2 21. 75 417[M + H ] + � M S2 [ 399] : 369( 100), 368( 94), 357( 30), 337( 28), 343( 19), 五味子醇乙 FZHY

384( 14) 含药血清

MS3 [ 369] : 337( 100) , 341( 8)

MS3 [ 368] : 353( 100) , 337( 44)

3 23. 77 537[M + H ] + MS2 [ 559] : 415( 100) , 371( 50) , 437( 15) , 373( 12) , 385( 9) , 340( 9 ) 五味子酯甲 FZHY

MS3 [ 415] : 371( 100) , 373( 29) , 385( 26) , 340( 16) , 343( 11) , 397( 5) 含药血清

4 27. 5 401[M + H ] + � M S2 [ 401] : 331( 100), 386( 74), 300( 50), 371( 46), 370( 45), 五味子乙素 FZHY

301( 33) , 354( 8) 含药血清

MS3 [ 331] : 300( 100) , 301( 38) , 316( 10)

5 25. 56 417[M + H ] + � M S2 [ 417] : 347( 100), 402( 85), 316( 77), 370( 17), 386( 15), 五味子甲素 FZHY

371( 9), 387( 5)

MS2 [ 347] : 316( 100) , 332( 12)

6 28. 61 385[M + H ] + MS2 [ 385] : 355( 100) , 315( 58) , 285( 47) , 325( 23) , 257( 8) 五味子丙素 FZHY

MS3 [ 355] : 309( 100) , 285( 87) , 227( 78) , 323( 78)

MS3 [ 315] : 285( 100) , 257( 24) , 227( 8) , 255( 7 )
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4� 讨论
本实验通过 HPLC�ESI�MS

n
分析技术, 快速, 简

便地分析了 FZHY方含有的五味子木脂素类化学成

分,同时鉴定了大鼠口服 FZHY方后,其含药血清中

所含成分,结果表明 FZHY方和含药血清中都含有

五味子醇甲、五味子醇乙、五味子酯甲、五味子乙素,

但在 FZHY方中鉴定的五味子甲素和丙素并没有在

含药血清中发现, 表明 FZHY方中五味子醇甲等 4

种成分以原型形式进入体内, 而五味子甲素等 2种

成分没有在血清测到,可能没有被吸收入血,或者已

经发生代谢。五味子具有保肝降酶作用
[ 6�7]

,但是所

含成分与其入血成分有较大差别, 而针对所检测到

的入血成分,开展抗肝纤维化的生物活性评价,可能

更科学的有助于较快发现该方抗肝纤维化的部分体

内效应成分。

在以往研究报道中,口服给药五味子药材后,部

分木脂素类化合物的最大血药浓度吸收浓度时间为

给药后 6 h左右
[ 8]
, 但若以丹参和五味子配伍口服

给药,其血药浓度 �时间曲线有双峰现象, 并且第 1

次最大血药浓度吸收时间为给药后 1 h左右
[ 9]
。本

文以大鼠口服 FZHY方,以动态多点取血,检测五味

子的入血成分,结果发现,在给药 15, 30m in, 1 h后,

木脂素类化合物的血药浓度没有很大变化, 但在 6 h

的血样中,已检测不到五味子醇甲、五味子醇乙、五

味子酯甲、五味子醇乙等化合物见图 5。由于 FZHY

方中尚含有丹参、桃仁、虫草菌丝、绞股兰等组分,他

们有可能对五味子中木脂素类化合物在体内的代谢

规律产生影响。研究显示, 复方与单味药或拆方在

体内吸收分布代谢可能存在差别,在复方的研究中,

应注意复方作为一个整体的分析, 不可用单味药或

拆方的效果替代复方的效果
[ 10 ]
。

图 5� 不同时间段含药血清样品选择离子色谱图
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Identification of the lignans components after oral adm in istration

of Fuzheng Huayu decoction in rat serum by HPLC�MS
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[ Abstract] � Objective: To study the lignans com ponen ts in rat serum afte r ora l adm in istration of Fuzheng Huayu decoction

( FZHY), and to investiga te the active ing red ients in vivo� Method: A rapid, sensitive and se lectivem ethod using liquid ch rom a tog ra�

phy�e lec tro spray ion ization tandem m ass spectrome try (H PLC�ES I�M Sn ) was established� The serum sam ples w ere ex tracted w ith e thy l

ace tate ( E tOA c) fo r three tim es� The chrom atographic separa tion w as achieved on aW aters A tlantis T3 column by gradient elution u�

sing m ethano l and w ater con tain ing 5 mm o l� L- 1 amm onium ace tate as mob ile phase, at a flow rate o f 0� 2 mL� m in- 1� M ass spec tra

w ere acqu ired in pos itive ion mode� Identification and structural eluc idation o f the com ponents in FZHY and dosed serum w ere pe r�

form ed by com par ing their retention tim e andMSn spectra w ith those o f reference com pounds and reported da ta in the litera tures� R e�

sult: Schisandr in, sch isandro l B, sch isantherin A and schisandr in B were found in FZHY and dosed serum, but sch isandrin C and de�

oxysch izandr in w ere only found in FZHY� Conc lu sion: Schisandr in, schisandro lB, schisanther in A and sch isandr in B can be directly

absorbed into the blood after oral adm inistra tion o f FZHY, and the four lignans components from Schisandra ch ine isis m ight play a key

ro le as the ingred ient basem ent of FZHY for an ti�liver fib rosis�
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