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摘　要　目的 :建立 LC2MS/ MS法同时测定大鼠血浆中黄芩素及其代谢物黄芩苷浓度。方法 :色谱分离采用 C18色谱

柱 ,流动相为甲醇2012 %甲酸 (74∶26) ,流速 1 mL/ min。血浆中加入内标木犀草素 ,甲醇沉淀蛋白 ,离心后上清液进行LC2MS/

MS分析。检测离子 :黄芩素[M + H] + 27019→12218 ,黄芩苷[M + H] + 44710→27113 ,内标 [M + H] + 28619→15310。结果 :黄

芩苷、黄芩素在 10～2 000 ng/ mL范围内 ,线性关系良好 ,平均回收率大于 75 % ,日内和日间的 RSD小于 15 %。结论 :建立的

LC2MS/ MS法符合生物样品分析的要求 ,可用于研究大鼠静注黄芩素后 ,血浆中黄芩素、黄芩苷的同时测定。
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Abstract　Aim : To develop a rapid and sensitive liquid chromatography2tandem mass spectrometry (LC2MS/ MS)

method for the simultaneous determination of baicalein and baicalin in the rat′s plasma. Methods :Plasma samples ,into
which luteolin was added as internal standard , were deproteinized by methanol and centrifuged for sample clean2up .
The yielded supernatant was then evaporated to dryness ,and the residue was reconstituted in 100μL of mobile phase
and centrifuged. An aliquot of 20μL was injected into HPLC column. Chromatographic separation was achieved on a
C18 column and the mobile phase consisted of methanol and 012 % formic acid (74∶26) pumped at a flow rate of 110

mL/ min. The mass spectrometer was performed in the selected reaction monitoring (SRM) mode and the transitions
selected for quantitation were [M + H] + 27019→12218 for baicalein ,[M + H] + 44710→27113 for baicalin and [M
+ H ] + 28619 →15310 for luteolin , respectively. Re sults : A liner calibration curve for the assay of baicalein and
baicalin in the rat′s plasma was validated in the range of 10～2 000 ng/ mL with the recoveries of at least 75 % and in2
tra2day and inter2day RSD of 15 %. Conclusion : The method can be used for the simultaneous determination of
baicalein and baicalin in the rat′s plasma.
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　　黄芩苷 (baicalin)及其苷元黄芩素 (baicalein)是

中药黄芩 ( Radix Scutellariae)的重要成分 ,具有抗菌、

抗病毒、保肝、利胆、利尿等多种药理作用。文献报

道[1] ,黄芩苷在肠内菌群作用下转化为黄芩素而被

吸收 ,然后再于体内转化为黄芩苷。大鼠口服黄芩

素后 ,在血中迅速转化为黄芩苷及其代谢物 ,注射给

予黄芩素后 ,7517 %在血浆中以黄芩苷以及其他代

谢物形式存在[2]。但口服黄芩苷吸收较差 ,黄芩素

在各部位的吸收程度优于黄芩苷[3]。

有关黄芩素及黄芩苷体内分析方法的研究 ,文
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献报道有LC2UV法[4 ] ,LC2电化学法 ( ECD) [5 ]及LC2
MS法[6 ]。LC2UV法灵敏度低 (定量限 50 ng/ mL) ,

干扰大 ,且分析时间长。LC2ECD法灵敏度高 ,但应

用不普遍 ,已有的 LC2MS法则是对两者分别测定。

本文以活性较强 ,吸收较快的黄芩素为研究对象 ,

建立了LC2MS/ MS法同时测定大鼠静脉单剂量 (10

mg/ kg)注射黄芩素后 ,血浆中黄芩素及其主要代谢

物黄芩苷的浓度。

1　材　料

111　药品与试剂

黄芩素注射剂 (供实验用 ,中国药科大学药剂

学教研室 ,20 mg/支) ;黄芩素、黄芩苷对照品 (中国

药科大学天然药物化学教研室 ,纯度均大于

9910 %) ;木犀草素 (内标 ,美国 Sigma 公司) 。甲醇

(色谱纯 ,美国Merck公司) ;磷酸二氢铵、甲酸均为

市售分析纯 ;水为纯净水。

1. 2　动　物

SD 大鼠 ,体重 180～220 g ,由东南大学医学院

实验动物中心提供 ,许可证号 : SYXK (苏 ) 20022
0012。

113　仪器及测试条件

Finnigan Surveyor LC2TSQ Quantum Ultra AM 液

相色谱2三级串联四极杆质谱 (LC2MS/ MS) 系统

(Thermo Finnigan) 。

色谱2质谱条件 :采用 Shimadzu C18 (150 mm×416

mm ,5μm)色谱柱 ,甲醇2012 %甲酸 (74∶26)为流动

相 ,流速 1 mL/ min。柱温 30 ℃,分流比 3∶1。电喷雾

离子化 ,正离子 SRM检测 ;用于定量的 SRM检测离

子为 :黄芩素[M + H] + 27019→12218 ,黄芩苷为[M +

H] + 44710 →27113 ,木犀草素 [ M + H ] + 28619 →

15310。见图 1。

Fig11　Full scan Q1 MS spectra of baicalein (A) ,baicalin (B) and luteolin (C)

2　实验方法

211　溶液的制备

黄芩素、黄芩苷工作溶液　取黄芩素和黄芩苷

对照品适量 ,精密称定 ,加甲醇溶解 ,制成每毫升含

黄芩素和黄芩苷分别为 1 mg的溶液 ,再用甲醇2pH

215磷酸盐缓冲液 (含 1 %维生素 C) (50∶50)稀释成

黄芩素、黄芩苷浓度各为 011 , 015 , 1 , 2 , 5 , 10 ,

20μg/ mL的系列工作溶液。

内标溶液　取木犀草素适量 ,精密称定 ,加甲

醇溶解 ,制成每毫升含 1μg的溶液。

212　血浆样品处理

取大鼠肝素抗凝血浆 100μL置 115 mL离心管

中 ,精密加入内标溶液 20μL 和甲醇 300μL ,涡旋

混合 3 min ,离心 (10 000 r/ min) 5 min ,分取全部上

清液 ,40 ℃水浴中氮气流吹干 ,以流动相 100μL溶

解残渣 ,离心 (10 000 r/ min) 5 min ,取 20μL 进行

LC2MS/ MS分析。

213　方法专属性

取大鼠的空白血浆、空白血浆添加黄芩素、黄

芩苷 ,给药鼠血浆样品各 100μL 按上述相应的方

法进行处理 ,测定结果如图 2。黄芩苷的保留时间

约为 315 min ,内标保留时间约为 410 min ,黄芩素

的保留时间约为 516 min ,内源性物质不干扰黄芩

素、黄芩苷色谱峰和内标色谱峰。

214　标准曲线和线性范围

取大鼠空白血浆 100μL ,分别加入系列黄芩

素、黄芩苷的工作溶液 10μL ,制成含黄芩素、黄芩

苷浓度各为 10 ,50 ,100 ,200 ,500 ,1 000 ,2 000 ng/ mL

的血浆样本 ,再按“212”项下方法操作。以血浆中

黄芩素、黄芩苷浓度 (ng/ mL)为横坐标 ,黄芩素、黄

芩苷与内标物峰面积之比 ( Ri)为纵坐标进行回归 ,
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结果表明 ,黄芩素、黄芩苷在 10～2 000 ng/ mL范围

线性关系良好 ,平均回归方程分别为 Ri = 01146 4 c

+ 01020 35 , r = 01996 2和 Ri = 01072 6 c + 01020 1 ,

r = 01992 6。

Fig12　Typical LC2MS/ MS chromatograms for determination of baicalein and baicalin in rat plasma

(A) :Blank plasma ; (B) :Blank plasma spiked with baicalein and baicalin at each concentration of 011μg/ mL ; (C) :Plasma obtained after intravenous adminis2

tration of baicalein. Ⅰ:baicalein ;Ⅱ:luteolin ;Ⅲ:baicalin

215　回收率试验

取 5支洁净离心管 ,加入系列黄芩素、黄芩苷工

作溶液 10μL ,加甲醇制成黄芩素、黄芩苷浓度各为

10 ,100 ,1 000 ng/ mL的样本 ,加 1μg/ mL内标 20μL ,

40 ℃水浴中以氮气流吹干 ,加流动相 100μL溶解残

渣 ,离心 (10 000 r/ min) 5 min ,吸取 20μL 进行 LC2
MS/ MS分析。记录样品/内标峰面积比 Rs。

另取试管加空白大鼠血浆 100μL ,加入系列黄

芩素、黄芩苷工作溶液 10μL ,制成黄芩素、黄芩苷

浓度各为 10 ,100 ,1 000 ng/ mL的血浆样本 ,加甲醇

300μL ,涡旋混合 3 min ,离心 (10 000 r/ min) 5 min ,

分取全部上清液 ,加 1μg/ mL内标 20μL ,40 ℃水浴

中以氮气流吹干 ,加流动相 100μL 溶解残渣 ,离心

(10 000 r/ min) 5 min ,取 20μL 进行 LC2MS/ MS分

析。记录样品/内标峰面积比 Ri。计算回收率 R

( %) = Ri/ Rs ×100 %。结果 3 个浓度水平下黄芩

素回收率大于 75 % ,黄芩苷回收率大于 80 %。结

果见表 1。
Tab11　Recovery of baicalin and baicalein in rat plasma ( n = 5)

Added

(μg/ mL)

Found

( %)

Recovery

( %)

Baicalin 0101 8113 7918 8417 7918 7819 8019±2129

011 9116 8413 8319 7918 8519 8511±4128

1 9016 8812 8510 9215 8118 8716±4130

Baicalein 0101 7614 7518 8016 7514 7914 7715±2133

011 8012 8214 7714 7915 7516 7910±2161

1 8917 7818 8617 8013 8213 8316±4153

216　精密度试验

另取试管加空白大鼠血浆 100μL ,分别加入系

列黄芩素、黄芩苷工作溶液 10μL ,制成黄芩素、黄

芩苷浓度各为 10 ,100 ,1 000 ng/ mL的血浆样本 ,同

“212”项处理 ,用样品/内标峰面积比 Ri 代入同一

条工作曲线 ,计算得到相应的浓度 ,考察日内和 5

日间的变异情况 ,结果见表 2 ,3。
Tab12　Precision of baicalin in rat plasma ( n = 5)

c

(μg/ mL)

Intra2day

x±s

(μg/ mL)

RSD

( %)

Inter2day

x±s

(μg/ mL)

RSD

( %)

0101 01010 2±01000 9 8180 01010 1±01000 9 9121

011 01107 2±01008 3 7179 01100 4±01008 5 8144

1 11019 6±01065 5 6143 11042 1±01054 4 5122

Tab13　Precision of baicalein in rat plasma ( n = 5)

c

(μg/ mL)

Intra2day

x±s

(μg/ mL)

RSD

( %)

Inter2day

x±s

(μg/ mL)

RSD

( %)

0101 01010 5±01001 0 9123 01010 6±01001 0 9188

011 01103 6±01009 5 9115 01099 0±01008 9 9100

1 11041 6±0167 4 6147 11003 6±01086 1 8158

217　血浆样品稳定性

另取试管加空白大鼠血浆 100μL ,分别加入系

列的黄芩素、黄芩苷工作溶液 10μL ,制成黄芩素、

黄芩苷浓度各为 10 ,100 ,1 000 ng/ mL的血浆样本 ,

分别经不同次数冻融后进行测定。结果表明 ,3次

反复冻融后黄芩苷稳定 ,黄芩素浓度降低小于

131第 2期 柳文媛等 :LC2MS/ MS法同时测定大鼠血浆中黄芩素及黄芩苷浓度



5 %。上述血浆样品分别在室温 (10 ℃) 、- 20 ℃冰

箱中放置不同时间后进行测定 ,室温下黄芩素血浆

样品浓度 10 h内降低小于 510 % ,表明血浆样品室

温下相对稳定 ,测定操作应快速完成。 - 20 ℃冰

箱中放置 ,血浆样品在 7 d内稳定。故血浆样品应

置低温冰箱保存 ,并尽快测定。

218　动物实验

取大鼠 6只 ,雌雄各半 ,实验前 12 h禁食不禁

水 ,尾静脉给药 ,剂量为 10 mg/ kg ,于给药前 0 min

及给药后 5 ,15 ,30 ,60 min ,2 ,4 ,6 ,8 h由眼眶后静脉

丛取血约 014 mL ,置肝素化离心管中 ,立即离心分

取血浆 ,于 - 20 ℃冰冻保存。

3　结　果

311　方法学评价

建立的血浆样品中黄芩素和黄芩苷的LC2MS/

MS测定法 ,血浆中内源性杂质不干扰测定。血浆

中回收率大于 75 % ,日内、日间变异系数均小于

15 %。方法定量限为 10 ng/ mL ,在相应的生物样品

中标准曲线的相关系数 r大于 0199 ,质控样本及冻

融试验均符合要求。

312　血药浓度2时间曲线
按血浆样品测定方法进行样品处理与测定 ,按

随行标准曲线计算浓度 ,测得平均血药浓度2时间
曲线如图 3。

Fig13　Plasma concentration2time profiles of baicalein (A) and baicalin

(B) after a single intravenous administration of baicalein (10 mg/ kg)

图 3可见 ,大鼠静脉注射黄芩素后 ,在大鼠体

内快速消除 ,并迅速代谢为黄芩苷 ,在第一个时间

点 (5 min)即可检测到黄芩苷 ,此与文献 [ 5 ]报道一

致。但因所用方法不同 ,本法可测定至给药后 8 h。

4　讨　论

1)文献报道[7 ] ,黄芩苷稳定 ,黄芩素受热及 pH

大于 618条件下不稳定 ,故本试验中黄芩素和黄芩

苷工作溶液加入维生素 C做抗氧剂 ,通过对该工

作溶液稳定性进行考察 ,表明工作溶液置 4 ℃条件

下 ,7 d内稳定性良好。

2)本试验对基质效应进行了考察。取 5 只大

鼠的空白血浆 ,不加内标 ,按“212”项下操作 ,挥干

后加入黄芩素和黄芩苷工作溶液 ,加流动相 100μL

溶解残渣 ,使终浓度为 10 ,100 ,1 000 ng/ mL ,每个

浓度进样 5次 ,记录峰面积为 A1 ;另取黄芩素和黄

芩苷工作溶液 ,挥干 ,加流动相 100μL 溶解残渣 ,

使终浓度同上 ,每个浓度进样 5次 ,记录峰面积为

A2。内标同法进行考察。结果 A1/ A2在 85 %～

115 % ,表明不受基质效应干扰。

3)实验中亦对口服给药后大鼠血浆中黄芩素、

黄芩苷进行测定 ,结果普通大鼠口服黄芩素后 ,在

血中迅速地转化为黄芩苷及其代谢物 ,而黄芩素则

低于检测限。此结论与文献[7 ]报道一致。
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