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补骨脂具有温补脾肾、壮阳止泻之功效，现代研究表明其

含有黄酮类、香豆素类、皂苷类、萜酚类等三十余种化合物。

其中，补骨脂素和异补骨脂素可抑制人胃癌细胞的生长，具有

抗氧化作用。另外，其挥发油中的主要成分为补骨脂酚，可降

低 2型糖尿病患者血糖值，具有抗炎抗菌、保护肝细胞等作

用。但是病理切片研究表明，补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂

酚具有毒性，尤其是补骨脂酚具有较大毒性。研究表明，高剂

量补骨脂酚可损害成年小鼠的生育能力，对肾脏毒性较大[1-5]。

目前，对于补骨脂的体内研究主要针对补骨脂素和异补

骨脂素[6-7]，对补骨脂酚的含量测定研究较少，且未见同时测定

上述 3种成分的文献报道[8-14]。因此，本研究旨在建立一种同

时测定大鼠血清、肝脏、肾脏中补骨脂素、异补骨脂素和补骨

脂酚含量的方法，为上述成分药动学研究奠定基础。

1 材料

1.1 仪器
AE200S型电子分析天平[梅特勒-托利多仪器（上海有限

公司）]；1260型高效液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；Sorvall

Stratos全能台式冷冻高速离心机（德国Thermo公司）。

1.2 药材
补骨脂购自开封市张仲景大药房，经笔者鉴定为真品。

1.3 药品与试剂
氯霉素对照品（批号：130303-200614）、补骨脂素对照品

（批号：110739-201115）、异补骨脂素对照品（批号：110738-

201012）均购自中国食品药品检定研究院；补骨脂酚对照品
（成都西亚化工股份有限公司，批号：6650，纯度：≥98％）；甲
醇、乙腈（色谱纯，天津四友精细化学品有限公司）；水为超纯
水，其余试剂均为分析纯。

1.4 动物
SD大鼠24只，♀♂兼半，体质量200～250 g，由河南省动

物实验中心提供[实验动物使用许可证号：SCXK（豫）2010-

0002]。

2 方法与结果
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摘 要 目的：建立同时测定大鼠血清、肝脏、肾脏中补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚含量的方法。方法：大鼠灌胃补骨脂药材粉

末（3.0 g/kg）30 min后取血清、肝脏、肾脏样品，以切换波长高效液相色谱法测定血清、肝脏、肾脏样品中补骨脂素、异补骨脂素、补

骨脂酚质量浓度。色谱柱为 Agilent ODS-C18（150 mm ×4.6 mm，3.5 µm），流动相为 0.1％甲酸水-乙腈（梯度洗脱），流速为 1.0

ml/min，柱温为30 ℃，检测波长为295 nm（氯霉素）、246 nm（补骨脂素、异补骨脂素）、260 nm（补骨脂酚）。结果：在大鼠血清、肝脏

匀浆液、肾脏匀浆液中，补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚质量浓度均在0.1～10.0 mg/L范围内同各指标成分与内标物峰面积之比

呈良好线性关系，精密度的RSD＜7％，加样回收率的RSD＜5％。结论：该方法简便、准确，可用于同时测定给药后血清、肝脏、肾

脏中补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂酚的含量。

关键词 切换波长法；高效液相色谱法；补骨脂素；异补骨脂素；补骨脂酚；血药浓度

Simultaneous Determination of 3 Kinds of Active Components in Psoralea corylifolia of Rats by Wavelength
Switching HPLC Method
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of psoralen，isopsoralen and bakuchiol in serum，

liver and kidney of rats. METHODS：The rats were given Psoralea corylifolia powder 3.0 g/kg intragastrically.The serum，liver and

kidney homogenate were collected at 30 min. Wavelength switching HPLC method was adopted to determine the concetrations of

psoralen，isopsoralen and bakuchiol.The determination was performed on Agilent ODS-C18（150 mm×4.6 mm，3.5 µm）column with

mobile phase consisted of 0.1％ formic acid-acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was

30 ℃.The detection wavelength was set at 295 nm for chloramphenicol，246 nm for psoralen and isopsoralen and 260 nm for bakuchiol.

RESULTS：All of the three components showed good linear relationship at the range of 0.1-10.0 mg/L，and which can be separated in

serum，liver and kidney homogenate. RSDs of precision tests were less than 7％ ，RSDs of recoveries were less than 5％ .

CONCLUSIONS：This method is simple and accurate，and can be used for simultaneous determination of psoralen，isopsoralen and

bakuchiol in serum，liver and kidney of rats.

KEYWORDS Wavelength switching method；HPLC；Psoralen；Isopsoralen；Bakuchiol；Blood concentration
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色谱柱：Agilent ODS-C18（150 mm×4.6 mm，3.5 µm）；流动
相：0.1％甲酸水（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～5 min，28％→
34％B；＞5～10 min，34％→45％B；＞10～22 min，45％→80％B；＞
22～42 min，80％ B）；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；检测波
长：0～8 min，295 nm（氯霉素）；＞8～18 min，246 nm（补骨脂
素、异补骨脂素）；＞18～42 min，260 nm（补骨脂酚）；进样量：
20 µl。
2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液的制备 精密称取经五氧化二磷减压干燥
至恒质量的补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚对照品各适量，
用甲醇溶解并定容至同一 10 ml量瓶中，制备成补骨脂素、异
补骨脂素、补骨脂酚质量浓度均为 500 mg/L的混合对照品母
液。精密移取混合对照品母液 0.40、0.24、0.12、0.04、0.02、
0.004 ml，分别置20 ml量瓶中，用甲醇溶解并定容，混匀，得补
骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚质量浓度均为 10、6、3、1、0.5、
0.1 mg/L的混合对照品系列溶液。4 ℃贮藏，备用。
2.2.2 内标溶液的制备 精密称取经五氧化二磷减压干燥至
恒质量的氯霉素对照品适量，以甲醇溶解制得质量浓度为 10

mg/L的内标溶液。4 ℃贮藏，备用。
2.3 血清、肝脏、肾脏样品的处理
2.3.1 血清样品的处理 大鼠取血后，全血经乙酸乙酯-正己
烷（8 ∶ 1，V/V）800 μl 涡旋 2 min，4 ℃下以离心半径为 5 cm、
14 000 r/min离心10 min，分取上层有机相，置于氮气吹干的含
有 20 μl内标溶液的具塞离心管中，加入乙酸乙酯-正己烷（8 ∶
1，V/V）800 μl，涡旋 2 min，4 ℃下以离心半径为 5 cm、14 000

r/min 离心 10 min，取上层有机相置另一试管中，氮气吹干溶
剂，残渣用100 μl甲醇溶解，即得。
2.3.2 肝脏样品的处理 取大鼠肝脏相同部位 0.3 g，加生理
盐水 0.5 ml，以离心半径为 5 cm、10 000 r/min匀浆后，再以离
心半径为 5 cm、5 000 r/min离心 10 min，取上清液 200 μl置于
氮气吹干的含有20 μl内标溶液的具塞离心管中，加入乙酸乙
酯-正己烷（8 ∶ 1，V/V）800 μl，涡旋 2 min，4 ℃下以离心半径为
5 cm、14 000 r/min离心 10 min，取上层有机相置另一试管中，
氮气吹干溶剂，残渣用100 μl甲醇溶解，即得。
2.3.3 肾脏样品的处理 取大鼠肾脏相同部位 0.5 g，加生理
盐水 0.5 ml，以离心半径为 5 cm、10 000 r/min匀浆后，再以离
心半径为 5 cm、5 000 r/min离心 10 min，取上清液 200 μl置于
氮气吹干的含有20 μl内标溶液的具塞离心管中，加入乙酸乙
酯-正己烷（8 ∶ 1，V/V）800 μl，涡旋 2 min，4 ℃下以离心半径为
5 cm、14 000 r/min离心 10 min，取上层有机相置另一试管中，
氮气吹干溶剂，残渣用100 μl甲醇溶解，即得。
2.4 方法学考察
2.4.1 方法专属性 分别取空白血清、空白肝脏匀浆液、空白

肾脏匀浆液、血清+对照品+内标、肝脏匀浆液+对照品+内标、
肾脏匀浆液+对照品+内标各 0.2 ml，按“2.1”项下色谱条件进
样测定，记录色谱图。由色谱图可以看出，在相应的对照品
色谱峰保留时间处，空白样品溶液的色谱图中不存在色谱
峰，表明该方法的专属性符合要求。色谱见图1。

2.4.2 标准曲线的制备 取“2.2”项下混合对照品系列溶液，
按“2.3”项下方法处理，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录
峰面积。以待测物的质量浓度（x）为横坐标，待测物与内标物
峰面积比值（y）为纵坐标，进行线性回归。回归方程见表 1。
结果表明，补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚质量浓度均在
0.1～10.0 mg/L范围内同待测物与内标物峰面积比值呈良好
线性关系。

2.4.3 精密度试验 在大鼠空白血清、空白肝脏匀浆液、空白
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图1 高效液相色谱图

A.空白血清；B.空白肝脏匀浆液；C.空白肾脏匀浆液；D.血清+对照品+

内标；E.肝脏匀浆液+对照品+内标；F.肾脏匀浆液+对照品+内标；1. 氯

霉素；2.补骨脂素；3.异补骨脂素；4.补骨脂酚

Fig 1 HPLC chromatograms
A.blank serum；B.blank liver homogenate；C.blank kidney homogenate；

D.serum+control substance+inter stand；E.blank liver homogenate+con-

trol substance + inter stand；F.blank kidney homogenate + control sub-

stance+inter stand；1. chloramphenicol；2.psoralen；3.isopsoralen；4. baku-
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表1 回归方程
Tab 1 Regression equations

对照品

补骨脂素
异补骨脂素
补骨脂酚

血清
回归方程

y＝0.160x+0.001 2

y＝0.178y+0.007 1

y＝0.072x+0.016 8

相关系数
r＝0.998 6

r＝0.999 4

r＝0.998 4

肝脏匀浆液
回归方程

y＝0.166x+0.009 7

y＝0.182x+0.012 7

y＝0.082x+0.020 8

相关系数
r＝0.999 6

r＝0.999 6

r＝0.999 4

肾脏匀浆液
回归方程

y＝0.166x+0.005 4

y＝0.181x+0.010 0

y＝0.077x+0.022 7

相关系数
r＝0.999 9

r＝0.999 5

r＝0.999 4

肾脏匀浆液中分别加入已知量的补骨脂素、异补骨脂素和补
骨脂酚对照品，分别制备高、中、低质量浓度的供试品溶液，按

“2.1”项下色谱条件测定日间精密度（6次）、日内精密度（6

d）。精密度试验结果见表2。
2.4.4 稳定性试验 取“2.4.3”项下血清、肝脏匀浆液、肾脏匀
浆液中质量浓度的供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别于

0、2、4、6、12、24 h进样测定。结果，在上述 3种溶液中补骨脂
素、异补骨脂素、补骨脂酚的RSD＜1.5％，表明各供试品溶液
在24 h内稳定。
2.4.5 回收率试验 在大鼠空白血清、空白肝脏匀浆液、空白
肾脏匀浆液中加入已知量的补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂
酚对照品，分别制备高、中、低质量浓度的供试品溶液，按“2.1”
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项下色谱条件进样测定，计算回收率，结果见表3。

表2 精密度试验结果

Tab 2 Results of precision tests

供试品

血清

肝脏匀浆液

肾脏匀浆液

质量浓度，
mg/L

8.0

2.0

0.5

8.0

2.0

0.5

8.0

2.0

0.5

补骨脂素
日内

RSD，％
0.46

0.80

1.67

0.53

0.98

1.26

0.59

0.99

1.16

日间
RSD，％

1.52

2.02

4.44

1.70

1.89

4.35

2.07

2.02

5.55

异补骨脂素
日内

RSD，％
0.69

0.81

1.19

0.27

0.95

1.16

0.37

0.82

1.14

日间
RSD，％

1.02

2.17

4.55

2.56

2.96

3.34

1.66

2.15

5.55

补骨脂酚
日内

RSD，％
0.51

1.00

1.70

0.30

1.00

1.20

0.46

0.90

2.38

日间
RSD，％

2.69

3.39

6.52

2.53

2.69

4.56

1.59

4.61

6.01

表3 回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

供试品

血清

肝脏匀浆液

肾脏匀浆液

质量浓度，mg/L

8.0

2.0

0.5

8.0

2.0

0.5

8.0

2.0

0.5

补骨脂素
回收率，％

95.65

93.42

90.00

96.48

93.17

90.67

96.63

94.00

90.67

RSD，％
2.37

2.80

3.72

2.26

2.99

3.86

2.34

2.65

4.56

异补骨脂素
回收率，％

96.33

92.58

89.33

96.60

93.33

91.00

96.77

93.83

90.33

RSD，％
2.67

2.47

3.66

2.58

2.77

3.61

1.92

2.18

4.30

补骨脂素酚
回收率，％

95.56

93.42

89.67

96.27

93.25

90.00

96.04

93.08

88.33

RSD，％
2.98

3.11

4.33

3.10

3.74

4.22

2.92

3.10

4.39

2.5 样品含量测定

精密称取补骨脂药材粉末，大鼠按 3.0 g/kg 的剂量 ig 给
药，30 min后摘除眼球，眼眶取血，按“2.3”项下方法制备血清、

肝脏、肾脏匀浆液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以内标
法计算各样品中补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂酚的含
量。样品含量测定结果见表 4。

表4 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 4 Results of content determination of samples（n＝3）

样品
血清
肝脏匀浆液
肾脏匀浆液

补骨脂素，mg/L

5.13

4.78

2.88

异补骨脂素，mg/L

4.76

4.02

2.47

补骨脂酚，mg/L

3.64

2.17

1.38

3 讨论
本研究首次建立了在大鼠体内对补骨脂中 3种主要成分

补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚同时检测的方法。预实验
中，笔者对不同粒径的色谱柱进行了比较，可知粒径越小分离
效果越好，通过对不同品牌粒径为 5 μm 的普通 ODS 柱的考
察，均无法对补骨脂酚实现完全分离，故选用Agilent ODS-C18

（150 mm×4.6 mm，3.5 µm）进行实验。结果，该 3种有效成分
可完全与其他组分分离，分离度良好。笔者对血清、肝脏、肾
脏不同预处理方法做了初步考察，筛选了不同的萃取溶剂，发现
丙酮、氯仿等回收率低或有干扰，因此改为对不同配比的乙酸乙
酯-正己烷进行考察，其中乙酸乙酯-正己烷（8 ∶ 1，V/V）提取
效果最好，回收率高，故确定最佳萃取溶剂为乙酸乙酯-正己
烷（8 ∶ 1，V/V）。对低温离心速度也进行了考察，发现 10 000、

12 000 r/min在补骨脂酚位置有微小的干扰峰，14 000 r/min时
干扰杂质消失，故确定离心速度为14 000 r/min。

通过预实验发现，空白血清、肝脏匀浆液、肾脏匀浆液在
补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚相同的保留时间处没有干
扰。但是，如果大鼠有脂肪肝或高脂血症，则在补骨脂素和异
补骨脂素相同的保留时间处有干扰，具体原因有待进一步考
察。因此，在选择大鼠时应注意检测血脂水平。笔者对不同
月龄的大鼠也进行了预实验，发现24月龄大鼠的样品图谱，在
补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂酚相同的保留时间处有干扰，

2、3月龄大鼠没有干扰。具体几月龄产生干扰，还有待于进一
步的考察。对于♂鼠与♀鼠，预实验发现对上述3种有效成分
的代谢速度不一样，具体差异需做进一步研究。综上所述，在
测定补骨脂在体内的分布及代谢时，应选用 2月龄左右的大
鼠，♂♀兼半，同时给予低脂饲料。

临床研究表明，长时间大量服用补骨脂，会对肝、肾功能
产生一定的损伤。本研究建立了一种快速分析大鼠体内（血
清、肝脏、肾脏）补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂酚含量的方
法，具有高灵敏度、操作简单等特点，可为上述3种成分的药动
学研究提供必要的参考。
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