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同时测定人血浆中柚皮苷、柚皮素质量浓度的
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法学

曾璇，苏薇薇，白杨，彭维，姚宏亮
（中山大学生命科学学院∥广东省中药上市后质量与
药效再评价工程技术研究中心，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：采用ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ建立了同时测定人血浆中柚皮苷、柚皮素质量浓度的方法。以异槲皮苷为内标，血
浆样品经乙酸乙酯萃取后，以 ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８ （３０ｍｍ×３０ｍｍ，２７μｍ）为色谱柱，甲醇 －水

（体积比４５∶５５，均含φ＝０１％甲酸）为流动相，流速为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；采用电喷雾负离子 （ＥＳＩ－）、多反应
离子检测 （ＭＲＭ）模式检测，用于定量分析的离子对分别为柚皮苷ｍ／ｚ５７９１／２７０８、柚皮素ｍ／ｚ２７０９／１５０７、
异槲皮苷 （内标）ｍ／ｚ４６３１／２９９８。经方法学验证，柚皮苷、柚皮素分别在０２５１０～１００４、０５０３０～２０１２
ｎｇ·ｍＬ－１质量浓度范围内线性关系良好，批间、批内精密度均符合要求，提取回收率高。结果表明，ＨＰＬＣＭＳ／
ＭＳ法灵敏度好、准确性高、重现性好，适用于测定人血浆中柚皮苷、柚皮素质量浓度。
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　　柚皮苷是本团队研发的原创化学一类新药［１］，

具有很好的止咳［２］、化痰［３］及抗炎［４－５］作用，已

获得国家食品药品监督管理总局颁发的药物临床试

验批件，柚皮素是柚皮苷进入体内的主要代谢产

物［６］。目前已报道的测定人血浆中柚皮苷、柚皮

素质量浓度的方法，存在定量下限高、提取回收率

低、样品处理复杂等问题［７－９］。笔者通过优化流动

相组成及比例、改进内标选择和样品处理方法，建

立了一种定量下限低、提取回收率高、样品处理简

单的能够同时测定人血浆中柚皮苷、柚皮素质量浓

度的方法，符合２０１５版 《中国药典》四部 “生物

样品定量分析方法验证指导原则”要求，现报道

如下。

１　仪器与试药
１２００ＳＬＨＰＬＣ－６４１０ＱＱＱ液相色谱 －质谱联

用仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ台式
高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｖｏｒｔｅｘ
Ｇｅｎｉｅ２涡旋振荡器 （美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公
司）；Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ超纯水器 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；
ＨＷＳ２４型电热恒温水浴锅 （上海一恒科技有限公

司）；ＫＱ２５０ＤＥ型数控超声波清洗器 （昆山市超

声仪器有限公司）；ＢＰ２１１Ｄ电子分析天平 （德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＥＹＥＬＡＭＧ－２２００型氮吹仪 （日

本东京理化器械株式会社）；移液器 （德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司）。

柚皮苷 （供含量测定用，批号：１１０７２２－
２０１３１２）购自中国食品药品检定研究院，柚皮素
（纯度 ９９５％，批号：０３８Ｋ１０３９）及异槲皮苷
（纯度 ９０５％，批号：ＢＣＢＬ９７２１Ｖ）均购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

甲醇 （ＬＣ／ＭＳ级，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、乙
酸乙酯 （色谱级，Ｂ＆Ｊ公司）、甲酸 （ＭＳ级，Ｆｌｕ
ｋａ公司）、β－葡萄糖醛酸酶 （ＴｙｐｅＨ－１，Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司），水为超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱及质谱条件

色谱条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ
－Ｃ１８ （３０ｍｍ×３０ｍｍ，２７μｍ），流动相为甲醇
－水 （４５∶５５，均含 φ＝０１％甲酸），流速为０４

ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为４０℃。
离子源参数：Ｃａｐｉｌｌａｒｙ４０００Ｖ，ＤｒｙｉｎｇＧａｓ

１０Ｌ·ｍｉｎ－１，ＮｅｂＰｒｅｓｓｕｒｅ２５ｐｓｉ，ＧａｓＴｅｍｐ３５０℃。
采用电喷雾负离子 （ＥＳＩ－）、多反应监测 （ＭＲＭ）
模式进行检测，定量离子对及相应参数如下：柚皮

苷 ｍ／ｚ５７９１／２７０８，Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ２２５Ｖ，Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
Ｅｎｅｒｇｙ３３Ｖ；柚皮素ｍ／ｚ２７０９／１５０７，Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ
１００Ｖ，ＣｏｌｌｉｓｉｏｎＥｎｅｒｇｙ１２Ｖ；异槲皮苷 （内标）

ｍ／ｚ４６３１／２９９８，Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ１２８Ｖ，ＣｏｌｌｉｓｉｏｎＥｎ
ｅｒｇｙ２４Ｖ。
２２　溶液的配制
２２１　对照品储备液的配制　分别精密称取１０５
℃干燥至恒量的柚皮苷、柚皮素对照品适量，置于
２个１０ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解，φ＝４５％甲醇水
定容，分别制成柚皮苷、柚皮素质量浓度为１ｍｇ
·ｍＬ－１的校正标样储备液。另各平行一份制成质
控样品储备液。４℃保存备用。
２２２　内标溶液的配制　精密称取五氧化二磷减
压干燥至恒量的异槲皮苷对照品适量，置１０ｍＬ棕
色量瓶中，用甲醇溶解，φ＝４５％甲醇水定容，制
成异槲皮苷质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的内标储备液。
用φ＝４５％甲醇水将储备液稀释至 １μｇ·ｍＬ－１，
作为内标工作液，４℃保存备用。
２２３　β－葡萄糖醛酸酶溶液的配制　精密称取β
－葡萄糖醛酸酶适量，用０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸缓冲
液 （ｐＨ＝５０）溶解，制成１０ｕｎｉｔ·μＬ－１的β－葡
萄糖醛酸酶溶液。

２３　校正标样及质控样品的制备
２３１　血浆校正标样的制备　分别取柚皮苷、柚
皮素校正标样储备液适量，置１０ｍＬ量瓶中，用φ
＝４５％甲醇水稀释成柚皮苷质量浓度分别为 ５、
１０、２０、５０、１２０、２００、５００、１０００、１５００和 ２
０００ｎｇ·ｍＬ－１，柚皮素质量浓度分别为 １０、２０、
４０、１００、２４０、４００、１０００、２０００、３０００和４０００
ｎｇ·ｍＬ－１的校正标样工作液。取空白血浆２００μＬ，
然后分别加入相应质量浓度的校正标样工作液１０
μＬ，制成柚皮苷质量浓度分别为 ０２５、０５、１、
２５、６、１０、２５、５０、７５和 １００ｎｇ·ｍＬ－１，柚皮
素质量浓度分别为 ０５、１、２、５、１２、２０、５０、
１００、１５０和２００ｎｇ·ｍＬ－１的血浆校正标样。
２３２　血浆质控样品的制备　分别取柚皮苷、柚

６２１



　第 １期 曾璇等：同时测定人血浆中柚皮苷、柚皮素质量浓度的ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法学

皮素质控样品储备液适量，置１０ｍＬ量瓶中，用φ
＝４５％甲醇水稀释成柚皮苷质量浓度分别为 １０、
１２０、５００、１５００ｎｇ·ｍＬ－１，柚皮素质量浓度分别
为２０、２４０、１０００和３０００ｎｇ·ｍＬ－１的质控样品
工作液。取空白血浆２００μＬ，然后分别加入相应
质量浓度的质控样品工作液１０μＬ，制成柚皮苷质
量浓度分别为 ０５、６、２５和 ７５ｎｇ·ｍＬ－１，柚皮
素质量浓度分别为１、１２、５０和１５０ｎｇ·ｍＬ－１的
血浆质控样品。

２４　血浆样品的处理
取血浆样品２００μＬ，加入 φ＝４５％甲醇水１０

μＬ，然后加入 β－葡萄糖醛酸酶溶液 ２０μＬ（１０
Ｕｎｉｔ·μＬ－１），混匀，３７℃水浴２ｈ。取出后，加
入内标工作液１０μＬ，混匀，再加入φ＝２％甲酸水
溶液１２μＬ酸化，混匀后加入乙酸乙酯２０００μＬ，
涡旋１ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（４℃），
转移上清，氮气吹干。然后加入２００μＬ流动相复
溶，超声５ｍｉｎ，涡旋５ｍｉｎ，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
４５ｍｉｎ（２０℃），取上清液１０μＬ进样。
２５　方法专属性

取６名临床健康受试者的空白血浆 ２００μＬ，
除不加内标工作液外，按 “２４”项下方法操作，
得空白血浆样品色谱图 （图 １：Ａ－Ｆ）；按
“２３２”项操作得柚皮苷质量浓度为６ｎｇ·ｍＬ－１、
柚皮素质量浓度为１２ｎｇ·ｍＬ－１的血浆质控样品，
然后按 “２４”项下方法操作，得质控血浆样品色
谱图 （图１：Ｇ）；取健康受试者口服柚皮苷后采
集的血浆样品，按 “２４”项下方法操作，得给药
后血浆样品色谱图 （图１：Ｈ）。结果表明：在目
标成分柚皮苷、柚皮素及内标异槲皮苷的保留时间

处无杂质干扰；目标成分柚皮苷、柚皮素及内标异

槲皮苷之间亦无干扰。

２６　残留效应
通过在注射柚皮苷质量浓度为７５ｎｇ·ｍＬ－１、

柚皮素质量浓度为１５０ｎｇ·ｍＬ－１的高质量浓度血
浆质控样品后，注射空白样品来估计残留。结果表

明：空白样品中未检出目标成分柚皮苷、柚皮素及

内标异槲皮苷，无残留效应。

２７　标准曲线范围与定量下限
按 “２３１”项操作得血浆校正标样，然后按

“２４”项下方法处理，进样测定。采用最小二次
加权法，以目标成分峰面积与内标峰面积之比为纵

坐标Ｙ、目标成分质量浓度为横坐标Ｘ进行线性回
归，得线性回归方程如下：

Ｙ１ ＝２８８２８Ｘ１＋０００２８（柚皮苷），

ｒ＝０９９５８；
Ｙ２ ＝４５７７３Ｘ２＋０００８４（柚皮素），

ｒ＝０９９８０
结果表明：柚皮苷在 ０２５～１００ｎｇ·ｍＬ－１、柚皮
素在０５～２００ｎｇ·ｍＬ－１质量浓度范围内线性关系
良好；柚皮苷、柚皮素的定量下限分别为 ０２５、
０５ｎｇ·ｍＬ－１。
２８　方法的精密度与准确度

按 “２３”项操作得定量下限样品、血浆质控
样品，然后按 “２４”项下方法处理。取定量下限
样品、血浆质控样品上清液１０μＬ进样测定，计算
批内精密度、准确度；连续测定３ｄ，计算批间精
密度、准确度。结果表明：柚皮苷和柚皮素的精密

度 （批内、批间）和准确度均符合生物样品测定

的要求 （见表１、表２）。

表１　方法的精密度与准确度 （柚皮苷）

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅａｓｓａｙ
ｍｅｔｈｏｄ（ｎａｒｉｎｇｉｎ）

ρ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

理论值
实测值

（ｎ＝５）

精密度ＲＳＤ／％

批内

（ｎ＝５）
批间

（ｎ＝１５）

准确度／％
（ｎ＝５）

０２５１０ ０２２８７±００３ １２２７ １０３１ ９１１３±１１１８
０５０１ ０５３６２±００４ ７８３ ９２３ １０７００±８３８
６０１２ ５７２４±０２０ ３４９ ３５６ ９５２２±３３２
２５０５ ２４２２０±０６７ ２７６ ３６９ ９６６９±２６７
７５１４ ７５３１±１８８ ２５０ ３３２ １００２０±２５２

表２　方法的精密度与准确度（柚皮素）
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅ

ａｓｓａｙｍｅｔｈｏｄ（ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ）

ρ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

理论值
实测值

（ｎ＝５）

精密度ＲＳＤ／％

批内

（ｎ＝５）
批间

（ｎ＝１５）

准确度／％
（ｎ＝５）

０５０３０ ０５０２±００６ １１２９ ９０１ ９９８０±１１２７
１０２８ １００１±００９ ８５９ ８５４ ９７３６±８３６
１２３３ １１８４０±０４４ ３７５ ４４７ ９６０６±３６０
５１３９ ５００８０±１１８ ２３５ ３２８ ９７４５±２２８
１５４２ １５３７００±１２６ ０８２ ４４０ ９９６９±０８２

２９　提取回收率
取空白血浆 ２００μＬ，除不加内标工作液外，

按 “２４”项下方法处理。复溶时加入 φ＝４５％甲
醇水１８０μＬ，然后分别加入相应质量浓度的质控
样品工作液１０μＬ，加入内标工作液１０μＬ，超声
５ｍｉｎ，涡旋 ５ｍｉｎ，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ４５ｍｉｎ
（２０℃），制得ＳＡＥ样品。
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分别测定对应质量浓度的 ＳＡＥ样品、血浆质 控样品，计算提取回收率：

图１　人血浆中柚皮苷、柚皮素及异槲皮苷的提取离子流色谱图
Ａ－Ｆ：６个不同来源空白血浆；Ｇ：空白血浆＋柚皮苷＋柚皮素；Ｈ：受试者给药后２ｈ血浆样品

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｎａｒｉｎｇｉｎ，ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎａｎｄｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
ＡＦ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｓｉｘｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ；Ｇ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ＋ｎａｒｉｎｇｉｎ＋ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ；

Ｈ：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｏｆｓｕｂｊｅｃｔａｔ２ｈｐｏｓｔｄｏｓｅ

　　提取回收率＝
（Ａ目标成分／Ａ内标）ＱＣ
（Ａ目标成分／Ａ内标）ＳＡＥ

×１００％

式中，（Ａ目标成分／Ａ内标）ＱＣ是指血浆质控样品的目标
成分峰面积与内标峰面积之比，（Ａ目标成分／Ａ内标）ＳＡＥ
是指ＳＡＥ样品的目标成分峰面积与内标峰面积之
比。柚皮苷、柚皮素提取回收率测定结果见表３。
２１０　基质效应

本研究采用６名临床健康受试者的空白血浆，
考察了柚皮苷、柚皮素在低质量浓度 （柚皮苷、

柚皮素质量浓度分别为０５、１ｎｇ·ｍＬ－１）、高质
量浓度 （柚皮苷、柚皮素质量浓度分别为７５、１５０
ｎｇ·ｍＬ－１）水平下的基质效应。

取φ＝４５％甲醇水１８０μＬ，分别加入相应质量
浓度的质控样品工作液１０μＬ，再加入内标工作液
１０μＬ，混匀，制成低、高质量浓度的Ｓｏｌ样品。

分别测定对应质量浓度的 ＳＡＥ样品、Ｓｏｌ样
品，计算基质效应：

基质效应＝
（Ａ目标成分／Ａ内标）ＳＡＥ
（Ａ目标成分／Ａ内标）Ｓｏｌ

×１００％

式中，（Ａ目标成分／Ａ内标）ＳＡＥ是指ＳＡＥ样品的目标成分
峰面积与内标峰面积之比，（Ａ目标成分／Ａ内标）Ｓｏｌ是指
Ｓｏｌ样品的目标成分峰面积与内标峰面积之比。柚
皮苷和柚皮素在低、高质量浓度水平下的基质效应

见表４，其 ＲＳＤ均小于１５％，符合生物样品测定
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表３　方法的提取回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅａｓｓａｙｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３）

柚皮苷

ρ／（ｎｇ·ｍＬ－１）提取回收率／％

柚皮素

ρ／（ｎｇ·ｍＬ－１）提取回收率／％

０５０１０ ８４０９ １０２８ １１０７
６０１２ ７９８５ １２３３ １０９９
２５０５ ７６９６ ５１３９ １１２３
７５１４ ７５５３ １５４２ １１２１

表４　方法的基质效应（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ４　Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｓｓａｙｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３） ／％

受试者

空白血浆

编号

ρ（柚皮苷）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

０．５０１０ ７５．１４

ρ（柚皮素）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

１．０２８ １５４．２

１ ９９９６ ９５７３ １００７ ９８２３
２ ９６７７ ９６３４ ９８５７ ９７９３
３ ９７９５ ９８１２ １０２７ ９６２６
４ １０２９ ９５８５ １００４ ９７８１
５ ９１５１ ９５２２ １０８８ ９５３０
６ １０３０ ９３９７ １０７９ ９４９１

２１１　稀释可靠性与稳定性试验
按表５所列的考察项目，逐项试验，结果表

明：该方法的稀释可靠性与稳定性均符合生物样品

测定的要求。

３　讨论与结论
３１　流动相的选择

本研究考察了流动相组成、比例及流速对目标

成分及内标响应大小、分离情况、峰型的影响。结

果表明：以甲醇 －水 （４５∶５５，均含 φ＝０１％甲
酸）为流动相，流速为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１时，测试效
果最佳。

３２　内标的选择
橙皮苷、黄芩苷、异槲皮苷与柚皮苷、柚皮素

结构相似，故选取上述３个化合物作为候选内标进
行考察。结果表明：橙皮苷在空白血浆中有较大干

扰；黄芩苷在挥干过程中易降解；而异槲皮苷空白干

扰小，提取回收率稳定，基质效应影响小；故本研究

选取异槲皮苷作为目标成分柚皮苷、柚皮素的内标。

３３　样品处理方法的优化
本研究以１０倍体积乙酸乙酯对血浆样品进行

１次萃取，在有机相挥干后加入与血浆样品相同体
积的流动相进行复溶，基质干扰小，提取回收率

高。试验表明：与乙腈蛋白沉淀法相比，乙酸乙酯

萃取法具有基质干扰小、重复性好的优点；乙酸乙

酯体积增大对提取回收率的提高贡献不大，而萃取

次数增多以及浓缩则会造成基质干扰变大、重现性

降低。

３４　β－葡萄糖醛酸酶孵育
柚皮苷在体内主要转化成苷元柚皮素，柚皮素

经Ⅱ相代谢反应生成其在血浆中的主要代谢产物柚
皮素－葡萄糖醛酸化／硫酸化结合物［６，１０］。药理研

究表明，柚皮苷、柚皮素均具有显著疗效［１１］，因

此同时测定两者在血浆中的质量浓度很有必要。本

研究通过β－葡萄糖醛酸酶孵育来游离结合态的柚
皮素，达到同时测定人血浆样品中柚皮苷、柚皮素

质量浓度的目的。

表５　血浆样品的稀释可靠性与稳定性ＲＳＤ／％ （ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ５　ＲＳＤｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｌｕｔｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅｓ／％ （ｎ＝３）

考察项目
ρ（柚皮苷）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

０５０１０ ７５１４

ρ（柚皮素）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

１０２８ １５４２

血浆样品稀释可靠性 （稀释５倍） － ３０５ － ２９７
血浆样品稀释可靠性 （稀释１０倍） － １５８ － ３７０
对照品浓储液４℃储存１０ｄ ５１８ ２１９ ０７４ ２０７
血浆样品－８０℃冻融１次 ４０６ ３４２ ６２１ ０９６

血浆样品－８０℃反复冻融 （２次） ３３８ １１２ ２９２ ３０８
血浆样品－８０℃反复冻融 （３次） ８１０ １３５ ８４７ ２７３
血浆样品－８０℃长期冻存１个月 ５１０ １７３ ５２１ ３６７
血浆样品－８０℃长期冻存３个月 ８４１ ２０４ １３９ ４２４
血浆样品解冻后室温放置５ｈ １８６ ４２７ ６６２ ０９９

血浆样品处理过程中３７℃水浴２ｈ ６９７ １１３ ０７０ ３４７
血浆样品处理后所得上清液室温放置１０ｈ ８９１ ０５６ ８３０ ０９４
血浆样品处理后所得上清液室温放置２４ｈ １０００ ２０５ ３９３ ４７３
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３５　结论
本研究建立了同时测定人血浆中柚皮苷、柚皮

素的ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法，采用一步液液萃取法处
理血浆样品，具有操作简单、灵敏度好、准确性

高、重现性好、提取回收率高等优点，适用于人体

药动学试验中柚皮苷、柚皮素血浆质量浓度的测

定。
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