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液 - 质联用法同时测定 L-02 肝细胞中五味子甲素和五味子乙素含量

左文 1，陆兔林 2*，毛春芹 2，胡俊扬 2

（1. 徐州市中医院，徐州 221003；2. 南京中医药大学药学院，南京 210023）

摘要　目的：建立 HPLC-MS 同时测定 L-02 肝细胞中五味子甲素和五味子乙素的分析方法，并应用于

研究 2 个木脂素成分在 L-02 肝细胞的摄取过程。方法：以睾丸酮为内标，细胞样品经乙腈沉淀蛋白后

进行 HPLC-MS 分析，采用依利特 ODS-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈 -0.05% 甲酸水溶

液（45∶55）为流动相，流速 1.0 mL·min-1；正离子选择性检测（SIM）模式，选择的检测离子质荷比（m/z） 
为五味子甲素 401.0、五味子乙素 417.0 和睾丸酮 289.0。结果：在 L-02 肝细胞中，2 个木脂素成分在

测定的线性范围内线性关系良好（r ≥ 0.996 6）；方法的精密度和稳定性 RSD 均小于 15%；回收率为

94.99%~100.8%，RSD 小于 15%，符合化学药物非临床药代动力学研究技术指导原则。2 个木脂素成分均

能够被 L-02 肝细胞所摄取，并呈现先升高后下降的趋势。结论：本文方法应用于研究 2 种木脂素成分在

L-02 肝细胞的摄取过程，获得了满意的结果。
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质谱
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Simultaneous determination of deoxyschisandrin and  
schisandrin B in L-02 cell by HPLC-MS
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Abstract　Objective：To develop an HPLC-MS method for simultaneous determination of deoxyschisandrin and 
schisandrin B in L-02 cell．The method was applied to study the absorption of two lignans in L-02 cell．Methods：The 
cell samples were precipitated with acetonitrile and analyzed by HPLC-MS with acetonitrile-0.05% formic acid 
solution（45∶55）．Testosterone was used as an internal standard．The mass spectrometer was operated in selected 
reaction monitoring（SIM）mode with positive electrospray ionization，the transitions m/z 401.0，m/z 417.0 and  
m/z 289.0 were used for deoxyschisandrin，schisandrin B and testosterone，respectively．Results：Excellent 
linearity（r ≥ 0.996 6）was observed in two studied lignans in their linear range．The RSD of precision and stability  
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 of the developed method was less than 15%．The recovery of the method was 94.99%-100.8% with RSD less 
than 15%．Deoxyschisandrin and schisandrin B were absorbed in L-02 cell．The concentration was increased first 
and then decreased with time．Conclusion：Satisfactory results were obtained by applying this method to the cell 
absorption study of deoxyschisandrin and schisandrin B.
Keywords：Schisandra chinensis；lignans；deoxyschisandrin；schisandrin B；L-02 cell；pharmacokinetic；efficacy 
material base；HPLC-MS

五味子为木兰科植物五味子 Schisandra chinensis
（Turcz.）Baill. 的干燥成熟果实。其味酸甘，性温，

有收敛固涩、益气生津、补肾宁心的功效，用于久嗽

虚喘、梦遗滑精、遗尿尿频、心悸失眠等症［1］，已在

临床上使用数千年。现有文献报道［2-3］五味子中含

有木脂素、挥发油、多糖、有机酸、鞣质等成分，其中

木脂素成分是其主要活性成分，具有保肝护肝［4］、

镇静催眠、抗病毒、抗肿瘤及抗炎作用［5-6］。肝作为

体内药物摄取、代谢的主要器官，来源于人正常肝

组织且具有与正常肝细胞相似生物功能的 L-02 肝

细胞可在细胞水平上提供药物在肝中摄取、代谢等

信息，是评价药物成分对肝细胞功能影响的理想体

外模型［7-8］，本实验采用 L-02 肝细胞探索五味子

中木脂素成分在肝细胞内的摄取情况，为进一步探

索五味子保肝护肝等药理作用及其机制提供实验 
依据。

目前分析五味子中木脂素成分的方法有 TLC［9］、

HPLC［10-12］、HPLC-MS［13-15］，UPLC-MS［16］ 和 GC- 
MS［17］，但是这些方法多集中测定五味子饮片、制剂

及灌胃给予五味子提取物后大鼠血浆中的木脂素成

分，对人肝细胞中木脂素成分的含量测定未见文献报

道。为体现中药多为口服的传统，采用五味子提取液

的给药方法，受影响因素较多，例如提取液的细胞毒

性、提取液的给药量控制、被测成分的空间结构等，更

增大了被测成分含量测定的难度。液 - 质联用技术

由于分离能力强，灵敏度高及分析速度快，已成为一

种有效便捷的含量测定方法，得到了广泛应用。为

了研究五味子中木脂素成分保肝护肝的物质基础，

本文建立了一种简便、快速、灵敏、准确测定人肝细

胞中五味子甲素和五味子乙素的液 - 质联用分析 
方法。

1　仪器、试药及细胞

1.1　仪器

Agilent 1200-6120B 型单重四极杆液质联用色

谱仪（Agilent 公司），配有双元泵、脱气机、柱温箱、

自动进样器、DAD 检测器和电喷雾离子源（ESI）；

依利特 Inertsil ODS-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂）；微

型涡旋混合仪（上海沪西分析仪器有限公司）；超

纯 水 器（Millipore，Bedford，MA，USA）；立 式 压 力

蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）；5%CO2 培养

箱（Forma 311，USA）；酶联免疫检测仪（SPECTRA  
MAX190）。
1.2　试药

对照品五味子甲素（批号 110764-200609）、五
味子乙素（批号 110765-200710）均购自中国食品药

品检定研究院，供含量测定用。内标物睾丸酮购自德

国 Dr. Ehrenstorfer 公司（生产编号 80917，99.5%）。

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS，91109002）、胰蛋

白酶（trypsin，27250-018）均购自 GIBCO，USA。五

味子饮片购自安徽丰原铜陵中药饮片有限公司（辽

宁，批号 101215）。DMEM（赛默飞世尔生物化学制

品有限公司，NVK0324）。乙腈为色谱纯，其余试剂

均为市售分析纯，水为超纯水。

1.3　细胞

L-02 肝细胞，购自美国典型培养物保存中心

（American Typy Culture Collection，ATCC）。
2　方法与结果

2.1　色谱条件 
采用依利特 ODS-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），以乙腈 -0.05% 甲酸水溶液（45∶55）为流动

相，流速 1.0 mL·min-1，柱温 30 ℃，进样量 5 μL。
2.2　质谱条件

离子源为电喷雾离子源 ESI，毛细管电压 3 kV，

干燥气流速 10 L·min-1，干燥气温度 350 ℃，雾化气

压力 241.38 kPa，碎裂电压 100 V，离子化模式为正离

子模式，扫描方式为选择性检测（SIM）模式，选择的

检测离子质荷比（m/z）为五味子甲素 401.0、五味子
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乙素 417.0 和内标物睾丸酮 289.0。
2.3　溶液的配制

2.3.1　混合对照品溶液　分别精密称取五味子甲素

和五味子乙素的对照品适量，用甲醇配制成单一对照

品储备液（五味子甲素质量浓度 1.29 mg·mL-1，五味

子乙素质量浓度 1.14 mg·mL-1）；精密吸取各单一对

照品储备液适量，配制成每 1 mL 含五味子甲素 6.45 
μg 和五味子乙素 5.70 μg 的混合对照品储备液。分

别精密吸取混合对照品储备液适量，用甲醇稀释成

五味子甲素质量浓度为 0.101、0.202、0.403、0.806、
1.163、3.225、6.450 μg·mL-1 和五味子乙素质量浓度

为 0.089、0.178、0.356、0.713、1.425、2.850、5.700μg·mL-1

的系列混合对照品溶液。

2.3.2　内标溶液　精密称取睾丸酮适量，用乙腈溶解

配制成每 1 mL 含睾丸酮 0.228 mg 的内标储备液；另

精密吸取内标储备液适量，用乙腈稀释成每 1 mL 含

睾丸酮 2.28 μg 的内标溶液。

2.3.3　供试品溶液　取醋五味子饮片适量，粉碎成粗

粉。称取醋五味子粗粉适量，加 8 倍量 80% 乙醇加

热回流提取 2 次，每次 1.5 h，过滤，合并滤液，减压回

收乙醇，浓缩得浸膏。将浸膏用 D’Hanks 溶液稀释

到 1 g·mL-1，过滤除菌，4 ℃避光保存，备用。

2.4　样品的采集

取复苏的 L-02 肝细胞，加入含有 10% 胎牛血清

的 DMEM 培养液，于 37 ℃、5% CO2 及饱和湿度的细

胞培养箱中连续培养，取处于对数生长期的细胞，先

用 D’Hanks 溶液洗涤 2 遍，再用 0.25% 胰蛋白酶消

化约 2 min，加入含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液

终止消化，并用吸管轻轻吹打培养皿至细胞成悬液，

吸至离心管，于 1 000 r·min-1 离心 5 min，弃上清，

同法再洗涤 2 遍后，用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培

养基稀释细胞至 5×105 个·mL-1，种至 6 孔板上，每

孔 2 mL。加入含醋五味子样品溶液的培养基，使药物

终浓度为 3 mg·mL-1，分别于 1、2、3、4、6、8 和 24 h
移除上清，用 D’Hanks 溶液快速清洗细胞单层。用

细胞刮取器刮下细胞，加入 1 mL 去离子水清洗细胞

到离心管中，300 W 超声粉碎细胞 10 min，得细胞粉 
碎液。

2.5　细胞样品的处理

取细胞粉碎液，5 000 r·min-1 离心 10 min，精

密吸取上清液 100 μL，混合对照品溶液 30 μL，涡旋 
30 s，精密加入内标溶液 20 μL，涡旋 30 s，再精密加

入乙腈 200 μL 沉淀蛋白，涡旋 2 min，最后于高速离

心机上 14 000 r·min-1 离心 15 min，吸取上清液 5 μL
进行 HPLC-MS 分析。

2.6　组织样品方法学考察

2.6.1　专属性试验　取空白细胞粉碎液、空白细胞

粉碎液加入适量混合对照品溶液和内标溶液、给药

后细胞粉碎液加入内标溶液各 100 μL，按照“2.5”
项下方法处理后并按照上述色谱条件进行 HPLC-
MS 分析。获得空白肝细胞破碎液色谱图（图 1-A），

空白肝细胞破碎液加入混标和内标溶液色谱图 
（图 1-B），肝细胞给予醋五味子提取物后 3 h 的肝细

胞样品加入内标溶液色谱图（图 1-C）。结果表明，

组织中的内源性物质不干扰五味子甲素、五味子乙素

和内标物的测定。

2.6.2　标准曲线和线性范围　精密吸取空白细胞

粉碎液 100 μL，分别精密加入不同浓度的混合对

照品溶液 30 μL，涡旋 30 s，配制成五味子甲素质量 
浓度为 0.023、0.047、0.093、0.186、0.372、0.744、1.489  
μg·mL-1，五 味 子 乙 素 质 量 浓 度 为 0.021、0.041、
0.082、0.164、0.329、0.658、1.315 μg·mL-1 的系列混

合对照品组织液，并按照上述色谱条件进行 HPLC-
MS 分析，每个浓度平行处理 5 份。以各对照品峰面

积与内标峰面积的比值对相应的对照品质量浓度进

行线性回归，得五味子甲素、五味子乙素相应的回归 
方程：

Y=15.511 1X-0.121 9　r=0.996 6
Y=15.206 4X-0.320 8　r=0.998 4

线 性 范 围 分 别 为 0.023~1.489 和 0.021~1.315  
μg·mL-1。结果表明所测成分在各自的线性范围内

线性关系良好。

2.6.3　稳定性试验　精密吸取空白细胞粉碎液 100 
μL，分别精密加入不同浓度的混合对照品溶液 30 
μL，涡旋 30 s，配制成五味子甲素质量浓度为 0.023、
0.093、0.372 μg·mL-1，五 味 子 乙 素 质 量 浓 度 为

0.021、0.082、0.329 μg·mL-1 的低、中、高 3 种质控样

品，按“2.5”项下进行操作处理，每个浓度平行处理

5 份，室温下放置 12、24、72 h 后，按照上述色谱条件

下进行 HPLC-MS 分析，测定细胞粉碎液中五味子甲

素、五味子乙素和睾丸酮色谱峰的峰面积，并计算各

待测峰与内标峰的峰面积比值，根据比值计算其日内

稳定性和日间稳定性的 RSD。结果表明供试品稳定

性良好，见表 1。
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2.6.4　精密度试验　精密吸取空白细胞粉碎液 100 
μL，分别精密加入不同浓度的混合对照品溶液 30 
μL，涡旋 30 s，配制成五味子甲素质量浓度为 0.023、
0.093、0.372 μg·mL-1，五 味 子 乙 素 质 量 浓 度 为

0.021、0.082、0.329 μg·mL-1 的低、中、高 3 种质控样

品，按“2.5”项下进行操作处理，每个浓度平行处理

5 份，连续测定 3 d，按照上述色谱条件进行 HPLC-
MS 分析，测定细胞粉碎液中五味子甲素、五味子乙

1. 睾丸酮（IS，testosterone）　2. 五味子甲素（deoxyschisandrin）　3. 五味子乙素（schisandrin B）

A. 空白肝细胞破碎液（blank L-02 cell sample）　B. 空白肝细胞破碎液 + 混标溶液 + 内标物（blank L-02 cell spiked with mixed standard and internal 

standard）　C. 肝细胞给予醋五味子提取物后 3 h 的肝细胞样品 + 内标物（L-02 cell 3 h after culture with extract of vinegar-processed）

图 1　L-02 肝细胞中选择离子 HPLC-MS 色谱图

Fig. 1　Selected ion monitoring chromatograms of L-02 cell

表 1　测定方法的精密度、稳定性和提取回收率

Tab. 1　Precision，stability and extraction recovery of the method

成分

（component）

质量浓度

（mass concentration）/
（μg·mL−1）

精密度（precision），RSD/% 稳定性（stability），RSD/% 提取回收率

（extract recovery）
±SD/%

日内

（intra-day）
日间

（inter-day）
日内

（intra-day）
日间

（inter-day）

五味子甲素

（deoxyschisandrin）
0.023 3.34 3.56 5.54 3.66 97.94±2.66

0.093 5.01 4.76 7.41 2.47 98.56±3.35

0.372 4.09 6.75 3.23 6.39 100.8±0.57

五味子乙素

（schisandrin B）
0.021 0.27 1.04 9.24 6.31 94.99±0.42

0.082 2.77 0.67 6.15 3.10 99.64±1.71

0.329 3.94 3.54 6.26 4.74 100.2±0.36
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素和睾丸酮色谱峰的峰面积，并计算各待测峰与内

标峰的峰面积比值，根据比值计算其日内精密度和

日间精密度的 RSD。结果表明仪器精密度良好，见 
表 1。
2.6.5　回收率试验　精密吸取空白细胞粉碎液 100 
μL，分别精密加入不同浓度的混合对照品溶液 30 
μL，涡旋 30 s，配制成五味子甲素质量浓度为 0.023、
0.093、0.372 μg·mL-1、五 味 子 乙 素 质 量 浓 度 为

0.021、0.082、0.329 μg·mL-1 的低、中、高 3 种质控样

品，按“2.5”项下进行操作处理，每个浓度平行处理 5
份，按照上述色谱条件进行 HPLC-MS 分析，测定空

白细胞粉碎液中五味子甲素、五味子乙素和内标睾丸

酮色谱峰的峰面积，并计算各待测峰与内标峰峰面积

的平均比值 A；另配制相同低、中、高浓度的混合对照

品溶液各 1 份，同样按照上述色谱条件进行 HPLC-
MS 分析，测定五味子甲素、五味子乙素和内标睾丸

酮色谱峰的峰面积，计算各浓度对照品溶液中各成分

峰面积与内标峰峰面积的平均比值 B；以 A/B×100%
得到各浓度下各待测成分的提取回收率。结果见 
表 1。
2.7　结果测定 

按照上述方法测定并计算给药后 L-02 肝细

胞中五味子甲素和五味子乙素的浓度，结果以每 
1 mL 细胞液中含有的被测成分量（μg）表示，结果见 
表 2。

表 2　给予醋五味子提取物后肝细胞中五味子甲素和 

五味子乙素的含量测定结果

Tab. 2　Determined results of deoxyschisandrin and 

schisandrin B in L-02 cell after culture with extract of 

vinegar-processed S. chinensis

时间 
（time） /h

浓度（concentration）/（μg·mL-1）

五味子甲素

（deoxyschisandrin）
五味子乙素

（schisandrin B）

1 0.083 0.157

2 0.120 0.237

3 0.185 0.392

4 0.122 0.244

6 0.103 0.205

8 0.095 0.170

24 N.D. 0.045

3　讨论与小结

3.1　细胞样品处理方法优选

本研究考察了细胞液的多种处理方法，包括乙

醚、氯仿的液 - 液萃取法和乙腈、甲醇、三氟乙酸沉

淀蛋白法。结果显示，乙腈沉淀蛋白方法简单易行，

稳定可靠，内源性物质不干扰成分的测定。另对氮气

吹干复溶与否进行了考察，发现氮气吹干复溶后被测

成分的回收率降低，并且方法稳定性不符合生物样品

含量测定要求。

3.2　质谱检测参数优选

本研究对各个质谱参数进行了优选，包括被测

成分和内标物的相对分子质量、分子碎裂电压、干燥

气流速和干燥气温度等。运用 SCAN 模式优选出五

味子甲素、五味子乙素和内标物睾丸酮的相对分子质

量；对碎裂电压（80、100、120、150 V）优选发现，各

成分在 100 V 时响应值最大；对干燥气流速（8、10、
12 L·min-1）和干燥气温度（320、350、380 ℃）优选

发现，干燥气流速 10 L·min-1 和干燥气温度 350 ℃
时各成分的峰面积最大。

3.3　供试品对细胞毒性研究

为避免醋五味子提取物对 L-02 肝细胞毒性

对本研究的影响，在开始前采用 MTT 法进行了测

定，发现细胞存活率均随药物剂量的升高先平衡后

降低，即醋五味子给药剂量从 0 mg·mL-1 升高到 
3 mg·mL-1 时，对细胞基本上不产生毒性，细胞存活

率由 100% 下降到 99.21%，但由 3 mg·mL-1 继续升

高时，细胞的存活率下降，直到 100 mg·mL-1 时的

3.26%，细胞几无存活。

3.4　被测成分的选择

本实验在研究时同时对生五味子提取物和五味

子含量最高的五味子醇甲进行了含量研究，发现生五

味子提取物给予肝细胞后，细胞中的五味子甲素和五

味子乙素基本检测不到；而给予醋五味子提取物后，

五味子甲素和五味子乙素能够被准确定量，提示五味

子经醋制后能够促进五味子中木脂素成分在肝细胞

中的摄取，但是五味子中含量最高的五味子醇甲在两

者中均未检测到，可能与五味子醇甲的空间结构及基

团有关，具体原因有待进一步探讨研究。

3.5　研究结论

本实验所建立的方法操作简单，灵敏度高，干扰

小，简化了细胞样品的处理过程。实验结果显示，五

味子甲素和五味子乙素在肝细胞中的摄取均呈先升
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高后降低的趋势，在 3 h 时达到最大摄取，24 h 基本

消除完成。
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