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芪雪浸膏剂由黄芪、六月雪、当归、虎杖、土茯苓、怀

牛膝等共11味饮片组成，为江苏省中医院孙伟教授首创

“益肾清利活血方”（后规范命名为“芪雪浸膏剂”），用以

治疗慢性肾脏病，具有清热活血、清利除湿、祛风通络、

益肾清利、和络泄浊的功效；对代偿期与失代偿期的慢

性肾功能衰竭患者具有稳定其肾功能的作用；对肾功能

衰竭期及尿毒症晚期的患者可延缓其肾功能进行性恶

化的速度[1]。相关研究表明，该方可显著地降低蛋白尿[2]，
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摘 要 目的：建立大鼠血浆中大黄素、大黄酸和毛蕊异黄酮含量的测定方法，并研究大鼠体内芪雪浸膏剂的药动学。方法：采用

液相色谱-质谱联用（LC-MS/MS）法。色谱柱为Thermo C18，流动相为乙腈-0.1％甲酸溶液（梯度洗脱），流速为0.2 mL/min，柱温为

30 ℃，进样量为20 µL，定量离子为大黄素质荷比（m/z）269.7→226.1，大黄酸m/z 283.7→239.9，毛蕊异黄酮m/z 283.5→268.5，地西

泮（内标物）m/z 285.0→154.1。6只大鼠灌胃芪雪浸膏剂8.91 g/kg（按临床用量换算而得）后0.08、0.17、0.25、0.5、0.75、1、2、4、6、8、

12 h眼眶取血测定血药浓度。采用DAS 1.0药动学软件计算各药动学参数。结果：大黄素、大黄酸和毛蕊异黄酮质量浓度线性范

围分别为 1.988～198.8 ng/mL（r＝0.998 8）、2～200 ng/mL（r＝0.998 8）、2.092～209.2 ng/mL（r＝0.998 5），精密度、准确度试验的

RSD均小于7.78％（n＝5），基质效应分别为92.13％～102.23％、90.15％～93.67％、90.33％～104.63％（n＝5），稳定性试验的RSD

均小于 6.54％（n＝3）；3种成分在大鼠体内的 t1/2分别为（1.95±0.53）、（3.55±1.25）、（4.21±1.14）h，AUC0-12 h 分别为（192.67±

40.58）、（93.67±20.26）、（608.41±108.36）µg·h/L，cmax分别为（89.56±12.87）、（31.84±10.58）、（300.56±50.57）µg/L，tmax分别为

（0.50±0.00）、（0.75±0.23）、（1.00±0.00）h，CL分别为（5.45±1.12）、（2.09±0.47）、（10.01±1.25）L/（h·kg）（n＝6）。结论：建立的

方法灵敏度高、准确可靠，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮在大鼠体内的消除过程为一级消除，且符合二室开放模型。
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Study on Pharmacokinetics of Emodin，Rhein and Calycosin from Qixue Extract in Rats in vivo

WU Lei，JU Wenzheng，DAI Guoliang，LU Chao（Dept. of Clinical Pharmacology，the Affiliated Hospital of

Nanjing University of TCM/Jiangsu Hospital of TCM，Nanjing 210029，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of emodin，rhein and calycosin in rat plasma，and to

study pharmacokinetics of Qixue extract in rats. METHODS：LC-MS/MS method was adopted. The determination was performed

on Thermo C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ formic acid solution（gradient elution），and flow rate of

0.2 mL/min. The column temperature was set at 30 ℃，and sample size was 20 µL. The quantitative ions were emodin m/z 269.7→

226.1，rhein m/z 283.7→239.9，calycosin m/z 283.5→268.5 and diazepam m/z 285.0→154.1. The blood concentration of samples

from orbital cavity of 6 rats were determined 0.08，0.17，0.25，0.5，0.75，1，2，4，6，8，12 h after intragastric administration of

Qixue extract 8.91 g/kg （by clinical dosage）. DAS 1.0 pharmacokinetic software was employed to calculate pharmacokinetic

parameters. RESULTS：The linear ranges of emodin，rhein and calycosin were 1.988-198.8 ng/mL（r＝0.998 8），2-200 ng/mL（r＝

0.998 8）and 2.092-209.2 ng/mL（r＝0.998 5），respectively. RSDs of precision and accuracy tests were all less than 7.78％（n＝5）.

The recoveries were 92.13％-102.23％，90.15％-93.67％ and 90.33％-104.63％（n＝5），respectively. RSDs of stability tests were

all less than 6.54％（n＝3）. The pharmacokinetic parameters of emodin，rhein and calycosin were as follows as t1/2 were（1.95±

0.53），（3.55±1.25），（4.21±1.14）h；AUC0-12 h were（192.67±40.58），（93.67±20.26），（608.41±108.36）µg·h/L；cmax were

（89.56±12.87），（31.84±10.58），（300.56±50.57）µg/L；tmax were（0.50±0.00），（0.75±0.23），（1.00±0.00）h；CL were（5.45±

1.12），（2.09±0.47），（10.01±1.25）L/（h·kg）（n＝6），respectively. CONCLUSIONS：Established method is highly sensitive，

accurate and reliable. The elimination process of emodin，rhein and calycosin are first-order elimination，which is in line with

two-compartment model.

KEYWORDS Qixue extract；Emodin；Rhein；Calycosin；Pharmacokinetics；LC-MS/MS；Rats
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延缓慢性肾功能衰竭的进展[3]，长期坚持治疗可明显改

善患者的生活质量[4]。目前针对该方的研究多集中在临

床应用方面[5-7]，未见药动学特性方面的相关报道。在前

期研究中，笔者考察了芪雪浸膏剂中大黄素、大黄酸、毛

蕊异黄酮、大黄素甲醚、金丝桃苷、黄芪甲苷等共9种成

分的含量测定方法，但在进行体内预实验的时候发现，

仅大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮这3种成分在大鼠血浆的

含量较高。因此，本文建立液相色谱-质谱联用（LC-MS/

MS）方法，考察了芪雪浸膏剂中大黄素、大黄酸和毛蕊

异黄酮在大鼠体内的血药浓度和药动学参数，为芪雪方

浸膏剂的临床应用提供实验支持。

1 材料
1.1 仪器

Thermo Fisher TSQ 质谱仪，包括电喷雾离子源、

Xcalibar 1.4工作站（美国Thermo公司）；DionexU超高效

液相色谱系统（美国Dionexu公司）；BP-211D电子分析

天平（德国Sartorius公司）；AR 2140万分之一天平（上海

奥豪斯仪器有限公司）；VORTEX多功能涡旋混合器（美

国Scientific公司）；5430R冷冻高速离心机（德国Eppen-

dorf公司）。

1.2 药品与试剂

黄芪（批号：15020201）、六月雪（批号：15070602）、

当归（批号：14120301）、虎杖（批号：15050701）、土茯苓

（批号：15062704）、怀牛膝（批号：15022801）均购自江苏

省医药有限公司；大黄素对照品（批号：140410，纯度：＞

98％）、大黄酸对照品（批号：140919，纯度：＞98％）、毛

蕊异黄酮对照品（批号：140928，纯度：＞98％）均购自南

京宁岐医药科技有限公司；地西泮（内标物，中国食品药

品检定研究院，批号：171225-200903，纯度：≥99％）；乙

腈、甲醇均为色谱纯；水为超纯水。

1.3 动物

SD大鼠，SPF级，♂，6只，体质量 240～260 g，由南

通大学比较医学中心提供，动物生产合格证号：SCXK-

（苏）2014-0001。

2 方法与结果
2.1 色谱及质谱条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Thermo C18（100 mm ×2.1

mm，1.9 μm）；流动相：乙腈（A）-0.1％甲酸溶液（B）梯度

洗脱（0～1 min，25％A；1～5.5 min，25％→90％A；5.5～

9 min，90％A；9～9.5 min，90％→25％A；9.5～13 min，

25％A）；流速：0.2 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：20 µL。

2.1.2 质谱条件 离子源：电喷雾（ESI）；检测模式：正

负离子切换模式；扫描方式：多反应监测模式（MRM）；

喷雾电压：（+）4 000/（－）3 000 V；离子源温度：200 ℃；

毛细管温度：270 ℃；鞘气（N2）压力：20 Arb；辅助气（N2）

压力：5 Arb。定量离子为大黄素质荷比（m/z）269.7→

226.1，大黄酸m/z 283.7→239.9，毛蕊异黄酮m/z 283.5→

268.5，地西泮m/z 285.0→154.1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液的制备 取大黄素、大黄酸、毛

蕊异黄酮对照品适量，用甲醇溶解，配制成质量浓度分

别为0.994、56.8、1.046 mg/mL的单一对照品贮备液。取

上述3种单一对照品贮备液适量，加甲醇配制成每1 mL

含大黄素 19.88 μg、大黄酸 20 μg、毛蕊异黄酮 20.92 μg

的混合对照品溶液。以上溶液均保存于4 ℃冰箱。

2.2.2 内标溶液的配制 取地西泮对照品适量，精密称

定，用甲醇溶解并稀释成 502.5 ng/mL 的内标溶液，于

4 ℃保存，备用。

2.2.3 芪雪浸膏剂的制备 取黄芪、当归、六月雪、虎

杖、土茯苓、怀牛膝等11味饮片适量，加入10倍量水，加

热回流提取2次，每次40 min，合并提取液，滤过，滤液减

压浓缩至稠膏状，干燥，粉碎，过 4号筛，即得浸膏粉末

（每 1 g 原药材相当于 0.6 g 浸膏粉末，分别含大黄素

31.17 μg、大黄酸23.16 μg、毛蕊异黄酮15.58 μg）。

2.3 血浆样品处理

取血浆样品 100 µL，加入甲醇 400 µL，涡旋振荡 5

min，离心（30 130×g，下同）5 min，取上清液于40 ℃真空

挥干，再加入 150 µL 甲醇复溶，涡旋振荡 5 min，离心 5

min，取上清液20 µL，进样测定。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性 取空白血浆（不加内标）、单一对照品溶

液（加 10 µL内标）、灌胃给药 2 h后大鼠血浆（加 10 µL

内标），按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下条件进

样测定，记录色谱图。结果，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄

酮和地西泮互不干扰，峰形良好，且血浆中内源性物质

也不干扰其测定，基线平稳。样品总离子图见图1。

2.4.2 线性关系与定量下限 取空白血浆100 µL，分别

加入大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮混合对照品溶液各 10

µL，配制成大黄素血浆质量浓度为 1.988、4.97、9.94、

19.88、49.7、99.4、198.8 ng/mL，大黄酸血浆质量浓度为

2、5、10、20、50、100、200 ng/mL，毛蕊异黄酮血浆质量浓

度分别为 2.092、5.23、10.46、20.92、52.3、104.6、209.2

ng/mL 的模拟血浆样品。按“2.3”项下方法处理后，取

20 µL按“2.1”项下条件进样测定。以各成分峰面积（y）

对血浆质量浓度（x）进行线性回归，得大黄素回归方程

为 y＝0.000 9x + 0.003 3（r＝0.998 8），线 性 范 围 为

1.988～198.8 ng/mL，定量下限为1.988 ng/mL；大黄酸回

归方程为 y＝0.000 7x+0.002 6（r＝0.998 8），线性范围为

2～200 ng/mL，定量下限为2 ng/mL；毛蕊异黄酮回归方

程为 y＝0.001 8x－0.001 7（r＝0.998 5），线性范围为

2.092～209.2 ng/mL，定量下限为 2.092 ng/mL。

2.4.3 精密度 取空白血浆100 µL，按“2.4.2”项下方法

制备低、中、高3个质量浓度（大黄素：1.988、19.88、198.8

ng/mL；大黄酸：2、20、200 ng/mL；毛蕊异黄酮：2.092、
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20.92、209.2 ng/mL）的血浆质控（QC）样品，按“2.3”项下

方法处理后，再按“2.1”项下条件进样测定，记录色谱

图。每个质量浓度同日内连续测定5次，考察日内精密

度；另每天测定1次，连续测定3 d，考察日间精密度。结

果，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮日内 RSD 分别为≤

5.66％、≤4.71％、≤6.14％（n＝5）；日间 RSD 分别为≤

5.34％、≤5.07％、≤7.78％（n＝3）。

2.4.4 准确度 取空白血浆100 µL，按“2.4.3”项下方法

制备低、中、高不同质量浓度的QC样品，按“2.3”项下方

法处理后，再按“2.1”项条件进样测定，记录色谱图。以

大黄素、大黄酸和毛蕊异黄酮峰面积计算的相应质量浓

度与真实质量浓度的比值计算回收率。结果，大黄素、

大黄酸和毛蕊异黄酮低、中、高3个质量浓度样品的回收

率分别为大黄素 78.50％、84.67％、89.33％，大黄酸

81.43％、87.45％、94.82％，毛蕊异黄酮82.51％、83.05％、

94.33％，RSD 分别为 4.22％～5.20％、2.78％～3.97％、

2.17％～4.38％（n＝5）。

2.4.5 基质效应 取离心管数只，分别精密加入 10 µL

低、中、高3个质量浓度（大黄素质量浓度为1.98、19.88、

198.8 ng/mL，大黄酸质量浓度为 2、20、200 ng/mL，毛蕊

异黄酮质量浓度为 2.092、20.92、209.2 ng/mL）混合对照

品溶液，再加入10 µL内标及80 µL水，涡旋30 s，离心5

min，按“2.1”项下条件进样测定，记录峰面积 A。另按

“2.3”项下方法制备空白血浆数管，挥干后同上操作，记

录峰面积B。基质效应公式为B/A×100％。结果，大黄

素、大黄酸和毛蕊异黄酮血浆样品低、中、高3个质量浓

度基质效应分别为大黄素 95.26％、92.13％、102.23％，

大黄酸 93.67％、92.97％、90.15％，毛蕊异黄酮 96.80％、

90.33％、104.63％（n＝5）。

2.4.6 样品稳定性考察 取空白血浆100 µL，按“2.4.3”

项下方法制备低、中、高 3个不同质量浓度的QC样品，

按“2.3”项下方法处理后，分别在室温（约 25 ℃）下放置

12 h、－20 ℃反复冻融 3次、－80 ℃冻存 10 d后进行稳

定性考察，每个质量浓度平行测定3份。结果，经处理后

的QC样品室温放置 12 h后，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄

酮的峰面积的RSD均＜6.49％（n＝3），经过－20 ℃反复

冻融3次后峰面积的RSD均＜6.54％（n＝3），经过－80 ℃

冻存10 d后峰面积的RSD均＜6.11％（n＝3）。

2.5 药动学实验

取SD大鼠 6只，给药前 12 h禁食不禁水，分别灌胃

给予芪雪浸膏剂8.91 g/kg（按临床用量换算而得），大鼠

分别于给药前及给药后 0.08、0.17、0.25、0.5、0.75、1、2、

4、6、8、12 h眼眶取血约 0.3 mL，置于肝素化试管中，离

心 10 min，取上层血浆。按照“2.3”项下方法处理后，再

按“2.1”项下条件进样测定。利用回归方程计算各峰面

积对应的血药浓度，应用DAS 1.0分析得出主要药动学

参数。结果，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮在大鼠体内的

消除过程均属一级消除，符合二室开放模型。单剂量灌

胃芪雪浸膏剂后大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮的药-时曲

线见图2，主要药动学参数见表1。

3 讨论
芪雪浸膏剂是根据我院孙伟教授首创的“益肾清利

活血方”制备而成，经肾内科50多年的临床经验积累、提

炼，长期应用于临床，其相关的药理作用报道较多[8-9]，但

图1 样品总离子流图
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是方中潜在活性成分包括大黄素甲醚、大黄素、毛蕊异

黄酮、大黄酸、槲皮素、杨梅素、虎杖苷、金丝桃苷、黄芪

甲苷等在人体内的药动学特征尚不清楚[10-12]。根据预试

验结果，笔者选择大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮对芪雪浸

膏剂在大鼠体内的药动学特征进行了初步考察。试验

前考察了血浆样品中待测成分的提取方法，比较了甲醇

沉淀法、乙腈沉淀法、乙酸乙酯萃取法、正丁醇萃取法对

回收率的影响[10，13]，结果发现，甲醇沉淀法回收率高，无

内源性物质干扰，样品峰形较好，故选择甲醇沉淀法作

为血浆前处理的方法。本试验选择地西泮作为内标

物质 [14]，其与待测物质大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮保留

时间适宜，峰形良好，无内源性杂质干扰。试验建立了

大鼠血浆中上述成分同步定量的LC-MS/MS法，结果表

明，所建立的方法迅速、准确、稳定、可靠，可以满足生物

样本中的定量要求。

药动学研究结果表明，大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮

均可被快速吸收入血，大鼠灌胃芪雪浸膏剂后 5 min即

可被检测到，大黄素达峰时间在0.5 h左右，大黄酸达峰

时间在0.75 h左右，毛蕊异黄酮达峰时间在1 h左右。灌

胃8 h后大黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮均表现为血药浓度

迅速降低，仅有少量被检测到。总体而言，相比于毛蕊

异黄酮，大黄素和大黄酸在大鼠血浆中的含量较少、持

续时间较短。

本研究建立了 LC-MS/MS 法测定芪雪浸膏剂中大

黄素、大黄酸、毛蕊异黄酮的含量，并对3种主要成分在

大鼠体内的药动学进行了考察，可为后续深入的体内药

动学研究提供参考。
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图2 大鼠体内大黄素、大黄酸和毛蕊异黄酮的药-时曲

线

Fig 2 Plasma concentration-time curves for emodin，

rhein and calycosin in rats
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表 1 大鼠灌胃芪雪浸膏剂后大黄素、大黄酸和毛蕊异

黄酮的药动学参数（x±±s，n＝6）

Tab 1 Pharmacokinetic parameters of emodin，rhein

and calycosin after rats intragastric admini-

stration of Qixue extract（x±±s，n＝6）

药动学参数
t1/2，h

V，L/kg

CL，L/（h·kg）

AUC0-12，μg·h/L

AUC0-∞，μg·h/L

tmax，h

cmax，μg/L

大黄素
1.95±0.53

11.18±2.14

5.45±1.12

192.67±40.58

195.19±39.24

0.50±0.00

89.56±12.87

大黄酸
3.55±1.25

2.87±0.54

2.09±0.47

93.67±20.26

97.44±22.33

0.75±0.23

31.84±10.58

毛蕊异黄酮
4.21±1.14

15.70±3.58

10.01±1.25

608.41±108.36

610.56±112.81

1.00±0.00

300.56±50.57
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