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基于女贞子和酒女贞子中主要差异性成分的体内药代动力学研究
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摘要: 针对女贞子和酒女贞子中的 10个主要差异性成分建立定量分析方法, 研究女贞子和酒女贞子分别给药

后大鼠体内这 10个成分 (苯乙醇类、环烯醚萜类和三萜类) 的药代动力学行为。本研究利用LC-QQQ-MS技术建立

了 10个成分的定量分析方法, 方法学考察结果均符合生物样本分析要求。之后利用该方法检测了大鼠单次给药

(同批次女贞子和酒女贞子水提物) 后不同时间点血浆中的各成分浓度, 计算了药物的药代动力学参数, 构建了各成

分的药-时曲线。分析药代动力学参数发现, 苯乙醇类成分 (红景天苷、酪醇、羟基酪醇) 在两种样本中的AUC0-24 h和

Cmax均较大, 说明该类成分为女贞子类样本的主要药效物质。此外, 其中 8种体外主要差异性成分的 tmax值在酒女贞

子给药条件时更小, 说明这些成分在酒女贞子给药后起效更快; 而另外 2种成分—特女贞苷和齐墩果酸的 tmax值则

在酒女贞子给药时更大, 说明这两类成分在酒女贞子给药环境下有缓释、长效的特征。观察各成分药-时曲线发现,

酪醇和羟基酪醇在两组样本中均有二次达峰现象, 但红景天苷只在酒女贞子中有二次达峰, 该现象进一步提示酒女

贞子给药后发挥作用更持久。另外, 通过计算发现, 酒女贞子给药条件下特女贞苷和齐墩果酸的相对生物利用度都

大于 100%, 进一步验证了“女贞子酒制增效”的中医理论。本文不仅明确了体外有差异的 10种成分在不同给药组

的药代参数及相对生物利用度的差异, 而且揭示了各类成分在体内外的变化规律及其关联性, 为女贞子和酒女贞子

质控指标的选择以及炮制机制、体内代谢规律的深入研究提供了实验依据。本实验获得中国中医科学院中医基础

理论研究所伦理委员会批准。
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Abstract: A quantitative analysis method for ten principal components (phenylethanol, iridoids and triterpenes)

of raw Ligustri Lucidi Fructus and its wine-steamed product was developed using liquid chromatography tandem

triple quadrupole mass spectrometry (LC-QQQ-MS) to study their pharmacokinetic behavior in vivo. The results of

methodological investigation were in accord with the criteria of biological analysis. After a single administration to

rats of the water extracts of Ligustri Lucidi Fructus and its wine-steamed product, the plasma concentration of each

component at different time points was measured and the pharmacokinetic parameters were determined. The

AUC0-24 h and Cmax of the phenylethanol components (salidroside, tyrosol, hydroxytyrosol) were the greatest,
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suggesting that these components are the main pharmacological substances of Ligustri Lucidi Fructus. In addition,

the tmax values of the eight major components were even lower with administration of the wine-steamed product,

suggesting that these components are rapidly absorbed. However, the tmax values of specnuezhenide and oleanolic

acid were greater with administration of the wine-steamed product, indicating that these two components were more

slowly absorbed. A secondary peak phenomenon of tyrosol and hydroxytyrosol were observed in two sample groups,

whereas the secondary peak phenomenon of salidroside occurred only with the wine-steamed product. This result

suggests that the effect of wine-steamed product could persist for a long period. Meanwhile, the relative bioavail‐

ability of specnuezhenide and oleanolic acid was greater than 100% with administration of the wine-steamed

product, consistent with the Traditional Chinese Medicine theory of the wine-steamed product being more effective

than the raw material. The results reveal the different pharmacokinetic parameters and relative bioavailability of

each component of Ligustri Lucidi Fructus and its wine-steamed product, and also demonstrate the variation and

correlation of various components in vivo and in vitro, providing an experimental basis for the selection of quality

control indexes, mechanisms of processing and the metabolic rule in vivo of Ligustri Lucidi Fructus. These experi‐

ments were approved by the Ethics Committee of Institute of Basic Theory for Chinese Medicine, China Academy

of Chinese Medicine Science.

Key words: Ligustri Lucidi Fructus; wine-steamed Ligustri Lucidi Fructus; differential component; pharma‐

cokinetics; liquid chromatography tandem triple quadrupole mass spectrometry

女贞子为木犀科植物女贞 (Ligustrum lucidum Ait.)

的干燥成熟果实, 具有滋补肝肾、明目乌发的功效, 用

于肝肾阴虚、眩晕耳鸣、腰膝酸软、须发早白、目暗不

明、内热消渴、骨蒸潮热[1]。现阶段对女贞子的研究认

为, 苯乙醇类、环烯醚萜类和三萜类成分是女贞子发挥

药效的主要物质基础[2-14]。现代药理学研究表明, 绝大

多数化学成分只有入血并维持在一定浓度之上才能发

挥药效, 但是至今女贞子中的主要成分在体内发挥药

效的过程尚不明确。目前只有零星的文献单独报道了

女贞子或酒女贞子中化学成分的体内过程[15,16], 以及

部分单体成分如特女贞苷、红景天苷、橄榄苦苷的体内

过程[17-19], 但是, 基于同批次女贞子和酒女贞子中化学

成分差异性分析, 并以二者的主要差异性成分为研究

对象, 深入探究其水提取物整体给药后体外主要差异

性成分的体内过程尚未见报道。

前期研究表明, 女贞子在炮制成酒女贞子的过程

中化学成分发生转化, 环烯醚萜类成分 (特女贞苷、橄

榄苦苷、女贞苷 G13和 oleonuezhenide) 和苯乙醇苷类

(松果菊糖苷、毛蕊花糖苷和红景天苷) 在加热和黄酒

的共同作用下发生水解 , 产生苯乙醇类化合物片段

(酪醇、羟基酪醇和红景天苷), 因此女贞子炮制后, 环

烯醚萜类成分含量明显下降, 而苯乙醇类含量显著上

升; 比较特殊的是, 红景天苷既是女贞子中固有的成分

可进一步水解产生酪醇, 同时又是多种环烯醚萜类成

分水解产生的主要水解产物[20-22]。因此, 为进一步探

究同批次女贞子和酒女贞子中存在显著差异的化学成

分在体内的代谢特征, 本文结合中医药临床服药特点,

按照中药临床煎煮方法制备了同批次女贞子和酒女贞

子的水提取物, 利用建立的液相色谱串联三重四极杆

质谱(LC-QQQ-MS) 方法检测单次灌胃给药后不同时

间点大鼠血浆中 3大类成分 (环烯醚萜类、苯乙醇类和

三萜类) 中的 10个代表性化合物 (在女贞子和同批次

酒女贞子中存在显著性差异) 的血药浓度, 计算其药

代动力学参数, 描述不同成分在体内的药-时变化规

律, 深入分析各化学成分在体内外变化规律的相关性,

为阐明女贞子的药效物质基础, 进一步探究其炮制机

制及体内外物质代谢转化规律, 并制定女贞子药材和

饮片适宜的质量控制标准提供依据。

材料与方法

材料与仪器 女贞子 (批号: NZ-180115-SC, 产地

四川, 购于河北安国药材市场), 酒女贞子 (批号: JNZ-

180115-SC, 产地四川, 由批号为NZ-180115-SC的女贞

子炮制加工而成, 炮制过程由祁澳中药饮片有限公司

实施), 经中国中医科学院中药研究所李春研究员鉴定

为木犀科植物女贞 (Ligustrum lucidum Ait.) 的干燥成

熟果实或其炮制品。

对照品酪醇 (批号Q-042-150730)、羟基酪醇 (批号

Q-079-160114)、红景天苷 (批号 B20504)、松果菊糖苷

(批号wkq16061701)、毛蕊花糖苷 (批号wkq16062004)、

特 女 贞 苷 ( 批 号 wkq18022805)、橄 榄 苦 苷 ( 批 号

wkq17080413)、女贞苷 G13 (批号 wkq17011608) 均购

自四川维克奇生物科技有限公司, 经HPLC检测、面积归

一化法计算纯度 ≥ 98%; oleonuezhenide (批号 180515,

纯度 ≥ 95%) 购自成都植标化纯生物技术有限公司。齐

墩果酸 (批号 110709-201808, 含量 ≥ 99.9%) 和熊果酸
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(批号110742-201622, 含量 ≥ 99.9%) 购自中国食品药品

检定研究院。京尼平苷 (批号 16052902, 纯度 ≥ 98%)

购自北京赛百草科技有限公司。肝素钠购自 Solarbio

公司。质谱级甲醇和乙腈 (Fisher公司, 美国), 水为屈

臣氏纯净水, 色谱级甲酸 (ROE SCIENTIFIC INC., 美

国), 氯化钠注射液 (石家庄四药有限公司)。1.5 mL离

心管 (肝素钠溶液抗凝处理), 毛细管 (均匀截 3段, 采

血前肝素钠溶液抗凝处理), 采血针。

Agilent 1200液相-质谱联用仪 (包括Agilent 1200

超高效液相色谱, 6410B三重四级杆串联质谱, 电喷雾

离子源); 氮吹干燥仪 (HENGAO T&D公司), 氮气发生

器 (北京中兴汇利科技发展有限公司); 1/10万分析天

平 (XS205 型, 瑞士, 梅特勒—托利多仪器有限公司);

Multifuge X1 R高速离心机 (美国, Thermo公司); 涡旋

仪 (德国, IKA公司), 超声波清洗器 (KQ-250DB, 昆山

市超声仪器有限公司)。

动物 清洁级雄性 SD 大鼠 [实验动物许可证编

号为SCXK (京) 2016-0011], 18只, 体重约220～240 g。

色谱条件 Acquity UPLC® BEH C18 色 谱 柱

(2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm); 流动相: 乙腈 (A)-0.2% 甲

酸水 (B), 梯度洗脱 (0～2 min, 3% A; 2～6 min, 3%～

9% A; 6～11 min, 9%～12% A; 11～16 min, 12%～

16% A; 16～20 min, 16% A; 20～26 min, 16%～23%

A; 26～32 min, 23%～35% A; 32～35 min, 35% A; 35～

35.01 min, 35%～90% A; 35.01～40 min, 90%～95% A;

40～43 min, 95% A); 流速: 0.2 mL·min-1; 柱温: 30 ℃;

进样量: 2 μL。

质谱条件 离子源: 电喷雾离子源; 检测方式: 多

反应监测 (MRM); 毛细管电压: 4.0 kV; 雾化气流速:

10.0 L·min-1; 脱溶剂气流速: 30.0 L·min-1; 脱溶剂管温

度 : 325 ℃; 加热模块温度 : 325 ℃; Dwell: 200; 正负

离子交替检测模式 : Delta EMV (+ ): 200 V; Delta

EMV (-): 200 V。采集模式、监测离子对 (m/z) 和其他

参数见表1。

混合对照品溶液的配制 精密称取酪醇、羟基酪

醇、红景天苷、松果菊糖苷、毛蕊花糖苷、特女贞苷、橄

榄苦苷、女贞苷 G13、oleonuezhenide 和齐墩果酸各对

照品适量, 加甲醇溶解配制成浓度分别为 18.4、23.0、

13.4、24.0、13.6、202.4、10.2、31.4、10.6 和 67.6 μg·mL-1

的混合对照品溶液, 记为 1#溶液。取 1#溶液逐级稀释

2、4、20、100、200、1 000、2 000 和 4 000 倍配制得到不

同浓度的2#～9#混合对照品溶液, 备用。

精密称取京尼平苷对照品适量, 加乙腈溶解后定

容至 50 mL 量瓶中 , 得到浓度为 0.047 mg·mL-1 的母

液。取该母液 0.1 mL稀释并定容至 50 mL乙腈中, 得

到浓度为94 ng·mL-1的对照品溶液, 作为内标溶液。

供试品溶液的制备 分别取女贞子和酒女贞子粗

粉各 400 g, 加水回流提取 2次, 每次 1 h, 加水量分别为

样品量的10倍和6倍, 过滤后合并两次滤液, 分别浓缩

成每毫升含样品量 1.6 g的浓缩液。取 83 mL浓缩液,

加水稀释至 243 mL, 最终配成浓度为 0.546 5 g·mL-1的

溶液。

QC样本的制备 精密吸取高、中、低三个不同浓

度的混标溶液各 100 μL后, 置于 1.5 mL离心管中, 控

温 40 ℃氮气吹干后, 加入空白血浆基质 100 μL, 涡旋

离心约 1 min后混匀, 得到高、中、低三个不同浓度的

QC样本, 置于-80 ℃条件下保存备用。

血样处理方法 将血样置于肝素钠预处理的离心

管中, 振揺离心管使抗凝剂与血样充分接触, 密封置于

4 ℃冰浴。4 ℃温度下离心 10 min (转速 5 000 r·min-1),

分离上层含药血浆 (空白血样采用同样方法离心制备

空白血浆), 离心后的血浆在-80 ℃条件下保存待用。

内标血样处理方法 血样室温融化混匀后精密吸

取100 μL, 置于干净1.5 mL离心管中, 加入乙腈 (含京尼

平苷内标) 200 μL, 涡旋仪混匀 1 min后, 14 800 r·min-1

在室温下离心20 min, 吸取上清液100 μL于干净1.5 mL

离心管中, 在40 ℃条件下控温氮气吹干, 以80%甲醇溶

液复溶该样本, 涡旋2 min混匀后, 室温下14 800 r·min-1

Table 1 Mass spectrometry parameters of 11 components

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

Compound
Hydroxytyrosol
Tyrosol
Salidroside
Echinacoside
Acteoside
Specnuezhenide
Oleuropein
G13
Oleonuezhenide
Oleanolic acid
Geniposide

Mode of ionization
ESI+

ESI+

ESI+

ESI-

ESI-

ESI-

ESI-

ESI+

ESI+

ESI-

ESI+

Parent ion m/z
177
193
323
785
623
685
539

1 095
1 095

455
411

Daughter ion m/z
177
193
323
785
161
523
275

1 095
1 095

455
411

Fragmentor/V
150
150
120
120
200
110
180
185
185
112
165

Collision energy/V
0
0
0
0

25
12
18
35
20
14

0
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离心20 min后, 吸取上清液进样。

方法学考察

专属性 取不同来源的大鼠空白血浆, 除不加内

标溶液 (等体积的乙腈代替) 外, 其余按“内标血样处

理方法”项下操作, 进行 LC-QQQ-MS检测分析, 通过

对比空白血样、含药血样以及提取物配制成的溶液的

质谱图, 记录选定的 11种化学成分的MRM质谱图, 考

察分析方法的特异性。

线性关系及定量限建立 精密吸取 1#～9#混合对

照品溶液各100 μL至1.5 mL离心管中, 40 ℃控温氮气

吹干。分别精密吸取空白血浆至处理过的离心管中

(100 μL), 涡旋 1 min充分混匀后, 分别加入含内标的

乙腈溶液 200 μL, 涡旋 1 min 后 , 常温下离心 20 min

(14 800 r·min-1)。按内标血样处理方法项下加内标离心

后的步骤处理样本, 之后吸取上清液进样。以血浆中各

对照品的质量X/ng与峰面积比值 Y (A 对照品/A 内标) 做标

准曲线, 拟合得到回归方程。以信噪比10作为定量限。

精密度 选择高、中、低 3个不同浓度的QC样本,

分别精密吸取 100 μL (每浓度 5份, 共计 15份) 于干净

的 1.5 mL离心管中, 精密加入内标溶液 200 μL, 涡旋

1 min后常温离心 20 min (14 800 r·min-1), 按“内标血样

处理方法”加内标离心后的步骤处理样本, 吸取上清液

进样。各浓度样本1日之内检测6次, 连续测定6天, 记

录各成分及内标峰面积, 计算日内精密度和日间精密度。

提取回收率及基质效应 选择高、中、低 3个不同

浓度的QC样本, 精密吸取100 μL (每浓度6份, 共计18

份), 置于干净的 1.5 mL离心管中, 精密加入内标溶液

200 μL, 涡旋 1 min后, 常温离心 20 min (14 800 r·min-1)

得上清液。按内标血样处理方法项下加内标离心后的

步骤处理样本, 之后吸取上清液进样。记录各成分色

谱峰峰面积A。选择高、中、低 3个不同浓度的混合对

照品溶液, 精密吸取100 μL (每浓度6份, 共计18份) 置

于干净的1.5 mL离心管中, 控温40 ℃氮气吹干, 备用。

另取 18 个干净离心管 , 分别精密加入空白血浆基质

100 μL, 涡旋 1 min混匀后, 精密加入内标溶液 200 μL,

再涡旋 1 min后, 常温离心 20 min (14 800 r·min-1) 获得

去除蛋白质的含内标的上清液, 按“内标血样处理方

法”项下的方法, 精密吸取含内标的上清液 100 μL至

前文中氮气吹干后含有混合对照品的 1.5 mL离心管

中, 混匀后控温 40 ℃氮气吹干后, 加 80 %甲醇 100 μL

复溶, 涡旋 2 min, 室温 14 800 r·min-1离心 20 min后, 吸

取上清液进样, 记录各成分色谱峰峰面积。按照式 1

计算各成分的提取回收率。

提取回收率 = A / B × 100% …………………… (1)

式1中A代表不同浓度的QC样本经过处理后各成

分的色谱峰峰面积, B代表不同浓度的混合对照品溶液

干燥后加空白血浆复溶样本经过处理后各成分的色谱

峰峰面积。

选择高、中、低 3 个不同浓度的混合对照品溶液,

精密吸取 100 μL (每个浓度 6 份 , 共计 18 份) 于干净

的 1.5 mL 离心管中 , 涡旋 1 min 混匀后 , 加入内标溶

液 (乙腈) 200 μL, 再涡旋 1 min 后 , 常温离心 20 min

(14 800 r·min-1), 按内标血样处理方法项下加内标离心

后的步骤处理样本, 之后吸取上清液进样。记录各成

分色谱峰峰面积C。按照式2计算各成分的基质效应。

基质效应 = B / C × 100%……………………… (2)

式 2中B代表不同浓度的混合对照品溶液干燥后

加空白血浆复溶样本经过处理后各成分的色谱峰峰面

积, C代表混合对照品溶液经处理后各成分的色谱峰

峰面积。

稳定性考察 取高、中、低 3种不同浓度的QC样

本 (各平行 3份), 按内标血样处理方法项下操作后, 分

别进行以下4种稳定性考察: ① 4 ℃条件下各成分稳定

性: 4 ℃下放置 0、24和 48 h的各成分峰面积; ② 各成

分室温稳定性: 室温下放置4 h后各成分峰面积; ③ 各

成分的冻融稳定性: -80 ℃保存24 h反复冻融3次后各

成分峰面积; ④ 各成分长期稳定性: -80 ℃保存 15天

后各成分峰面积, 计算各成分浓度。

药代动力学动物实验方法 大鼠常规适应性喂养

3天, 于第 3天下午称体重后, 按体重进行随机分组, 分

为空白组、女贞子组和酒女贞子组 (每组 n = 6)。分组

后禁食不禁水。第4天在取血前称量禁食后的体重。

以临床最大给药剂量 12 g为基础, 根据人-大鼠剂

量转换公式, 按照临床等效剂量的 4倍计算大鼠给药

量, 最终确定大鼠给药量为每百克体重 0.56 g (按生药

量计算)。女贞子和酒女贞子水提物浓缩液的灌胃剂

量为每百克体重 1 mL, 根据每只大鼠第 4天禁食后的

体重计算每只大鼠的给药体积, 按顺序灌胃给药。

每组大鼠分别于给药后 0.083、0.25、0.5、1、1.5、2、

4、6、8、12和24 h眼眶采血 (4 h血样采集后大鼠给食、给

水)。将血样样本置于肝素钠预处理的离心管中, 振揺

混匀, 密封置于 4 ℃冰浴。4 ℃温度下, 以 5 000 r·min-1

转速离心 10 min, 取上清液, -80 ℃保存待用。所有动

物实验过程和动物关怀均获得中国中医科学院中医基

础理论研究所伦理委员会的批准。

数据处理 将含药血浆按照“内标血样处理方法”

项下方法处理后进行LC-QQQ-MS检测分析, 分别记录

不同样本各成分的峰面积, 以随行校正曲线计算血浆

药物浓度。根据不同时间的血药浓度, 利用GraphPad

Prism 7.00软件绘制各成分的药-时曲线。之后将血药
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浓度时间数据带入DAS 3.3药代统计学软件求算 10种

代表性成分在大鼠体内的各项药代动力学参数 , 并

用 SPSS.23.0 软件分析两组间 10 个代表性成分主要

药代参数统计学差异。同时, 根据相对生物利用度 =

[(AUC0-24 h酒女贞子 /dose酒女贞子) / (AUC0-24 h女贞子 /dose女贞子)] ×

100%, 进一步计算10个代表性成分的相对生物利用度。

结果

1 方法学验证

1.1 专属性 11个成分的MRM图见图 1, 羟基酪醇、

酪醇、红景天苷、松果菊糖苷、毛蕊花糖苷、特女贞苷、

橄榄苦苷、女贞苷G13、oleonuezhenide、齐墩果酸及内

标京尼平苷的色谱保留时间分别为 13.8、5.1、9.7、

18.2、21.8、24.0、28.2、32.0、32.3、42.0 和 14.1 min。干

扰组分的响应低于 LOQ 响应的 20% 及内标响应的

5%, 本实验的 10种代表性体外差异成分及内标的峰

形良好, 大鼠空白血浆中的内源性物质不干扰待测物

和内标的定量分析, 本方法具有良好的专属性。

1.2 线性关系及定量限 10种女贞子和酒女贞子代

表性体外差异成分及内标京尼平苷在大鼠血浆中的线

性范围内线性良好, 结果见表2。

1.3 精密度 10 个成分的日内精密度 RSD 值在

0.82%～9.94%之间, RE值在 0.01%～16.77%之间; 日

间精密度 RSD 值在 0.56%～9.02% 之间 , RE 值在

0.06%～6.22%之间; 所有RSD值均不高于9.94%, RE值

在标准范围之内均符合有关生物样品分析方法验证的

要求, 提示所建立的10个成分的检测方法可行。

1.4 提取回收率及基质效应 10 个检测成分在高、

中、低浓度的提取回收率较高 , 范围介于 72.26%～

110.85%, 且相对标准偏差均不高于 10%, 说明 10个成

分在血中的提取回收率良好, 符合生物样品分析要求, 可

用于定量检测。各成分基质效应计算结果显示, 除红

景天苷和特女贞苷在高、中、低浓度的基质回收率较高

且相对稳定外, 其余成分在不同浓度下的基质效应均

较大且差异明显说明待测成分受血中成分干扰较大。

1.5 稳定性 高、中、低浓度的不同血浆样本中 10个

Table 2 Regression equations, linear ranges and limits of quantification (LOQ) for 10 components in plasma

Component
Hydroxytyrosol
Tyrosol
Salidroside
Echinacoside
Acteoside
Specnuezhenide
Oleuropein
G13
Oleonuezhenide
Oleanolic acid

Linear relation
Y = 17.384 X - 0.000 3
Y = 136.14 X + 0.06
Y = 10 134 X - 1.327 9
Y = 11.643 X + 0.002 9
Y = 68.093 X + 0.012 6
Y = 493.53 X - 0.023 9
Y = 277.16 X + 0.007 8
Y = 8.551 1 X - 0.001 9
Y = 4.542 8 X + 0.002 7
Y = 69.614 X + 0.097 2

r2

1.000 0
0.999 6
0.999 5
0.999 3
0.999 5
1.000 0
0.999 8
0.999 4
0.999 2
0.998 0

Linear range/ng
4.6-18 400

5.75-23 000
3.35-13 400

6-24 000
3.4-13 600

50.6-202 400
2.55-10 200
7.85-31 400
2.65-10 600
16.9-67 600

LOQ/ng
2.300
2.875
1.675
3.000
1.700

25.300
1.275
3.925
1.325
8.450

Figure 1 MRM of 11 components in rat plasma. a: Hydroxytyrosol; b: Tyrosol; c: Salidroside; d: Echinacoside; e: Acteoside; f: Specnue‐

zhenide; g: Oleuropein; h: G13; i: Oleonuezhenide; j: Oleanolic acid; k: Geniposide
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成分的稳定性 (包括 4 ℃、48 h内稳定性, 室温放置 4 h

稳定性, 冻融稳定性以及长期稳定性) 良好, 结果测得

实际值均在理论值的89.13%～125.12%之间波动, RSD

均低于 11.35%。但是考虑到基质本身的易变特性, 生

物样本应避免保存较长时间, 以防干扰实验结果。

2 药代动力学研究

以标准曲线法计算 10个检测成分的血药浓度, 利

用GraphPad Prism 7.00软件以平均血药浓度对时间作

图 , 得 10 个检测成分的平均血药浓度-时间曲线 (图

2), 女贞子和酒女贞子水提物不同给药组中各成分的

药代动力学参数及统计学差异性分析结果见表3。

分析各成分的药代动力学参数和给药剂量可以发

现, 羟基酪醇、酪醇及红景天苷 3种苯乙醇类成分虽然

在生药中含量较低, 但是其AUC0-24 h在 10种成分中最

高、Cmax最大 (具有统计学意义), 且 tmax较小, 推测 3类

成分释放吸收到体循环的速度较快和程度较好, 可能是

女贞子和酒女贞子给药后的主要入血成分; 相反, 虽然环

烯醚萜类成分为女贞子中的主要化学成分, 但与女贞子

生药中的高含量相比, 女贞子和酒女贞子给药后环烯

醚萜类成分的 AUC0-24 h均较小, Cmax较低, 且 tmax较大,

因此推测该类成分释放吸收到体循环的程度较差。

通过比较女贞子组和酒女贞子组的药代参数发现,

酒女贞子组中羟基酪醇、酪醇、红景天苷、毛蕊花糖苷、

松果菊糖苷、橄榄苦苷、女贞苷 G13及 oleonuezhenide

的 tmax值均小于女贞子组, 说明相较于女贞子, 酒女贞

子中的以上成分在进入人体后可以发挥速效的作用,

较快到达血药浓度峰值; 相反特女贞苷和齐墩果酸的

tmax却延长, 进一步计算二者的相对生物利用度发现其

数据较高, 特女贞苷为 112.16%, 齐墩果酸为 241.90%,

推测酒女贞子给药环境下进入人体中的两种成分可能

产生缓释、长效的作用。

观察药-时曲线发现, 多种成分出现二次达峰现

象, 但略有不同。酪醇和羟基酪醇在女贞子和酒女贞

子给药组中均出现二次达峰, 但是红景天苷仅在酒女

贞组出现二次达峰。

结合红景天苷和女贞子中其他成分的结构特征及

前期研究中发现的体外生药中的化学成分转化机制

(图 3) 推测, 女贞子或酒女贞子水提物进入体内后, 红

景天苷成分作为入血成分继续参与体内代谢转化 (浓

度下降), 同时亦可能是其他类成分的代谢产物 (浓度

上升), 其血药浓度可能由其产生速率和代谢速率共同

决定。推测可能在酒女贞子中, 由于酒制这一特殊处

理导致药物进入体内后其他成分代谢产生红景天苷片

段的速率提高, 进而导致该组出现双峰现象。而酪醇

和羟基酪醇由于其片段小且多数成分代谢后均会产生

该片段, 因此两组中均出现二次达峰。

通过分析特女贞苷、橄榄苦苷、女贞苷 G13 以及

oleonuezhenide共计四种环烯醚萜类成分的药-时曲线

发现, 4种成分中, 特女贞苷和橄榄苦苷、女贞苷 G13

和 oleonuezhenide两组成分具有相似的药代动力学行

为, 结合其化学结构发现, 推测可能与两组成分中各自

的苷元相同只是连接糖的数目不同有关。

Figure 2 Drug-time curve of 10 components of Ligustri Lucidi Fructus and wine-steamed product after single administration (n = 6,
-
x ± s).

a: Hydroxytyrosol; b: Tyrosol; c: Salidroside; d: Echinacoside; e: Acteoside; f: Specnuezhenide; g: Oleuropein; h: G13; i: Oleonuezhenide; j:

Oleanolic acid
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讨论

为减少血样中蛋白质以及其他血中成分对检测成

分的干扰, 同时保证对内标物的溶解性, 实验中比较了不

同的蛋白沉淀试剂, 结果显示乙腈的效果最佳。在选择

残渣复溶溶剂时, 为提高每类检测成分的溶解性, 本文

考察了3种溶剂, 结果发现80%甲醇为最佳复溶溶剂。

在使用 LC-QQQ-MS 过程中, 首先应考察每个单

体成分的最佳质谱条件, 实现质谱中各成分的完全电

离和裂解。因此, 在正式实验前, 对每一个成分的质谱

条件进行摸索, 确定每个成分的最佳离子模式、离子对、

电离电压和碰撞能量。结合优化后的色谱条件, 建立

女贞子中 10个主要成分和京尼平苷内标物的专属检

测条件, 保证生物样本在化学成分含量测定的准确性。

羟基酪醇、酪醇、红景天苷、毛蕊花糖苷、松果菊糖

苷、橄榄苦苷、女贞苷G13及 oleonuezhenide的 tmax值在

酒女贞子给药后更小, 说明: 在该给药环境下上述成分

起效可能更快, 可以发挥速效的作用。此外, 特女贞苷

和齐墩果酸的 tmax延长, 相对生物利用度较高, 推测酒

Table 3 PK parameters of 10 components of Ligustri Lucidi Fructus and wine-steamed product after single administration. n = 6,
-
x ± s.

*P < 0.05, **P < 0.01 vs wine-steamed product. Group 1 represents the Ligustri Lucidi Fructus Group; Group 2 represents wine-steamed

Ligustri Lucidi Fructus Group

PK parameter
Dose / mg·kg-1

tmax / h

Cmax /ng·mL-1

AUC0-24 h / ng·h·mL-1

AUC0-∞ / ng·h·mL-1

MRT0-24 h / h

PK parameter
Dose / mg·kg-1

tmax / h

Cmax /ng·mL-1

AUC0-24 h / ng·h·mL-1

AUC0-∞ / ng·h·mL-1

MRT0-24 h / h

Group
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2

Group
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2

Hydroxytyrosol
0.25
0.59
1.36 ± 1.44
0.28 ± 0.19

20 924.23 ± 39.50
30 974.99 ± 32.00

160 413.95 ± 22.70
195 609.34 ± 16.20
275 735.85 ± 59.60
346 846.48 ± 35.60

9.20 ± 1.096
9.22 ± 0.64

Specnuezhenide
150.80
106.95

2.097 ± 2.36
2.42 ± 2.15

428.084 ± 106.10
189.29 ± 107.10

1 857.50 ± 54.30
1 477.53 ± 12.70

10 776.84 ± 82.90
18 591.94 ± 137.60

10.30 ± 1.97
11.45 ± 0.71

Tyrosol
0.000 10
0.000 02

3.75 ± 2.79
1.75 ± 1.30

2 717.77 ± 17.30*

4 016.44 ± 33.80
17 621.51 ± 20.00**

27 615.037 ± 25.80
26 375.74 ± 52.70
41 264.62 ± 82.60

8.58 ± 1.98
8.11 ± 1.70

Oleuropein
6.14
3.77
1.33 ± 1.46
0.89 ± 1.53

89.76 ± 45.60
122.019 ± 135.60

640.73 ± 29.70**

123.94 ± 53.00
828.16 ± 39.10
133.76 ± 47.00

11.20 ± 2.24**

6.47 ± 1.36

Salidroside
8.31

24.25
0.83 ± 0.41
0.75 ± 0.42

1 148.89 ± 18.70**

1 979.55 ± 27.00
6 052.58 ± 15.10**

9 366.93 ± 10.10
35 410.25 ± 94.20
29 089.91 ± 94.60

7.68 ± 0.69**

6.02 ± 0.46
G13

34.36
25.38

0.76 ± 0.79
0.49 ± 0.43

1 859.23 ± 45.90
2 098.59 ± 38.70

14 719.41 ± 55.30
9 428.84 ± 33.60

20 827.51 ± 77.00
14 384.45 ± 40.20

10.61 ± 1.91
8.68 ± 1.30

Echinacoside
10.30
10.94

1.22 ± 1.52
0.65 ± 0.60

1 134.40 ± 34.50*

739.28 ± 30.80
6 406.98 ± 49.10*

2 635.36 ± 61.30
7 083.48 ± 53.60
3 150.86 ± 49.20

8.58 ± 1.98
8.58 ± 1.98

Oleonuezhenide
25.61
10.66

0.78 ± 0.73
0.40 ± 0.35

3 965.62 ± 53.50
4 142.97 ± 36.80

17 245.018 ± 86.50
6 914.25 ± 44.40

22 316.55 ± 95.40
9 165.69 ± 52.50

7.32 ± 2.23
5.34 ± 1.64

Acteoside
5.15
6.43

1.097 ± 1.48
0.49 ± 0.43

489.64 ± 54.70
864.80 ± 53.80

1 647.98 ± 86.30
1 867.20 ± 44.10
1 770.98 ± 93.50
2 436.16 ± 67.00

4.85 ± 2.10
5.15 ± 1.65

Oleanolic acid
63.33
59.57

1.31 ± 1.49
2.69 ± 2.02

8 307.49 ± 108.50
12 512.97 ± 146.60

12 003.050 ± 59.30
27 313.11 ± 127.20
12 136.83 ± 59.50
27 425.60 ± 127.50

3.66 ± 1.54
3.97 ± 0.99

Figure 3 Conversion mechanism of salidroside and other components in the preparation of wine-steamed Ligustri Lucidi Fructus
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女贞子给药环境下两成分可能产生缓释、长效的作用。

以上特征说明中医临床上主要采用酒女贞子入药的科

学性。现代药理学研究中具有良好的提高免疫力作用

的苯乙醇类成分 (羟基酪醇、酪醇及红景天苷) 在女贞

子和酒女贞子给药后 AUC0-24 h均较高, 说明其吸收入

血的程度较好, 这也提示苯乙醇类成分可能是女贞子

样本发挥药效的直接物质基础。但是, 女贞子与酒女贞

子给药后各成分 tmax和 AUC0-24 h存在显著差异的原因

可能是多方面的, 一方面女贞子和酒女贞子样本中各成

分的含量本身是不一致的, 另一方面可能由于黄酒等外

界因素介入所致, 具体原因尚需进一步深入研究。
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