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Abstract: A LC-MS method was established for the determination of the protein binding rates of oleanolic 

acid in human plasma and serum albumin.  The equilibrium dialysis combined with LC-MS to determine the  
total concentration in plasma and free drug concentration of oleanolic acid was carried out.  The human plasma 
protein binding rates of oleanolic acid at three concentrations were 79.6%, 81.9% and 63.3%, respectively.  The 
human serum albumin protein binding rates of oleanolic acid at three concentrations were 53.5%, 56.6% and 
47.7%, respectively.  The method is shown to be simple, accurate, sensitive and specific for the determination of 
biological samples.  The protein binding rates in human plasma and serum albumin were of high strength. 
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 齐墩果酸 (oleanolic acid, OA) 又名庆四素 (图
1) , 系五环三萜类化合物, 以游离或结合成苷的形式
广泛存在于白花蛇舌草、山楂、丁香、大枣、女贞子、

枇杷叶、橡木和夏枯草等植物中。临床上主要用于急

性病毒性肝炎、慢性肝炎和肝硬化的治疗[1]。目前, 对
齐墩果酸在动物体内药物动力学研究和蛋白结合率

的报道较少, 仅有文献[2]报道齐墩果酸在大鼠血浆中

的蛋白结合率, 在人血浆蛋白和血清白蛋白中的结
合率未见报道。血浆蛋白结合率是影响药物在体内的

分布、排泄、代谢和消除半衰期的重要参数, 与药物
药理作用关系密切。本文采用平衡透析法测定齐墩果

酸在人血浆蛋白、人血清白蛋白中的蛋白结合率, 为
药物的开发与应用提供参考。 
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Figure 1  The chemical structures of oleanolic acid (A) and  
internal standard glycyrrhetinic acid (B) 
 

材料与方法 
仪器  岛津 2010 液质联用仪, 包括 LC-10ATvp 

输液泵、2010EV 型单重四级杆质谱仪 (APCI 源); 
HPLC/MS Solution 3.0工作站 (日本岛津公司); 透析
袋 (MD-25kD, 莱博科贸有限公司 )。 

试药与试剂   齐墩果酸对照品批号 : 110709- 
200505 (中国药品生物制品鉴定所); 内标甘草次酸
对照品批号: 110723-200612 (中国药品生物制品鉴定
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所); 人血清白蛋白含量: 96%～99% (美国 Sigma 公
司, A1653); 空白人血浆 (辽宁中医药大学附属第二
医院提供)。 

色谱条件  色谱柱: Kromasil C18 (150 mm × 4.6 
mm, 5 μm); 预柱: C18保护柱; 流动相: 甲醇-水-氨水 
(72∶28∶0.1); 流速: 0.8 mL·min−1; 进样量: 20 μL。 

质谱条件  大气压化学电离源 (APCI), 脱溶剂
管 (CDL) 温度: 200 ℃; 加热块温度: 200 ℃; 雾化
气 (N2) 流速 2.5 L·min−1; 检测电压: 1.75 kV。负离
子方式检测: 扫描方式为选择离子监测 (SIM)。齐墩
果酸和内标的准分子离子峰  [M−H]−响应最强且较稳
定, 因此将其作为定量分析的检测离子。齐墩果酸的
检测离子为 [M−H]−, m/z 455.25; 内标甘草次酸的检
测离子为 [M−H]−, m/z 469.30。 

溶液的配制 

空白透析液  称取磷酸氢二钾 14.11 g、磷酸二
氢钾 2.59 g和氯化钠 1.99 g 置 1 L量瓶中, 加水溶解
并稀释至刻度, 得 pH 7.4磷酸盐缓冲液[3]。 

对照品系列溶液   精密称取齐墩果酸对照品
10.01 mg, 置 100 mL 量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至
刻度, 摇匀, 制成齐墩果酸储备液 (100.0 µg·mL−1)。
用甲醇逐级稀释得浓度为 10.0、20.0、50.0、100.0、
200.0、500.0 和 1 000.0 ng·mL−1的对照品系列溶液, 
于 4 ℃保存备用。 

内标溶液配制  精密称取甘草次酸对照品 9.98 
mg, 置 100 mL量瓶中, 用甲醇溶解并稀释至刻度, 摇
匀, 制成内标储备液 (99.8 μg·mL−1)。精密量取内标储
备液 0.4 mL, 置 100 mL量瓶中, 用甲醇-水 (80∶20) 
稀释至刻度, 摇匀, 即为内标溶液 (399.2 ng·mL−1)。 

人血清白蛋白配制   精密称取人血清白蛋白
0.875 g, 置 25 mL量瓶中, 用空白透析液溶解并稀释
至刻度, 摇匀, 制成 35 mg·mL−1的人血清白蛋白溶液, 
待用。 

血浆样品处理方法  取透析内 (外) 液 1 mL, 依
次加入甲醇100 μL, 内标溶液100 μL, 涡旋混合 15 s, 
加入乙醚4 mL, 涡旋混合5 min, 离心 (3 200 r·min−1) 
5 min, 取上清液置另一试管中, 于 35 ℃空气流下吹
干, 残渣加流动相 100 μL, 超声溶解 3 min, 涡旋混
合 2 min, 转移至 EP管中, 离心 (12 000 r·min−1) 5 
min, 取上清液 20 μL进样分析。 

标准曲线的制备  取空白血浆 (或空白透析液) 
1 mL, 加入齐墩果酸系列溶液 100 μL, 配制成浓度
相当于 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0和 100.0 ng·mL−1

的血浆样品, 按照“血浆样品处理方法” (除不加甲

醇外 ) 项下处理 , 以齐墩果酸与内标的峰面积比 
(A/AIS) 为纵坐标, 齐墩果酸的浓度 (C) 为横坐标, 
做加权回归曲线, 分别得透析内液和透析外液的标
准曲线。 

准确度与精密度   取空白血浆 (或空白透析液) 
1 mL, 按“标准曲线的制备”项下方法操作, 配制
成低、中、高 3个浓度的样品溶液 (透析内液: 2.5、
40.0和 80.0 ng·mL−1齐墩果酸的模拟血浆样品; 透析
外液: 2.0、10.0和 40.0 ng·mL−1齐墩果酸的模拟透析

液样品), 每个浓度连续测定3天, 并根据当日标准曲
线计算血浆样品的浓度, 考察方法的准确度与精密
度。 

提取回收率  按“准确度与精密度”项下配制
低、中、高等 3个浓度的样品溶液, 同时另取空白血
浆 (或空白透析液) 1 mL, 除不加齐墩果酸对照品系
列溶液和内标溶液外 , 其他按“血浆样品处理方
法”项下操作, 向获得的上清液中加入相应浓度的
齐墩果酸对照品溶液 100 µL和内标溶液 100 µL, 涡
旋混合, 于 35 ℃空气流吹干, 以 100 µL流动相溶
解后进样分析, 获得相应峰面积 (3次测定的平均值), 
以每一浓度 2 种处理方法的峰面积比值计算提取回
收率。 

稳定性考察  分别考察模拟血浆样品和模拟透
析液样品于  −20 ℃冻藏 7天和预处理后室温放置 4 h
的稳定性。将 3个浓度的含药透析液置于 37 ℃放置
12 h 取样 1 mL, 分析测定, 考察齐墩果酸缓冲盐溶
液在实验条件下的稳定性。 

平衡透析实验方法  将经空白透析液浸泡后的
透析袋一端折叠用线结扎, 将 2 mL 空白血浆 (空白
人血清白蛋白溶液) 加入透析袋, 透析袋内留一小段
空气泡, 再将透析袋另一端扎紧, 使其悬浮于盛有
20 mL透析外液的广口瓶中, 调整透析袋高度, 使内
外液面保持同一水平, 并避免透析袋贴壁。透析外液
齐墩果酸的浓度分别为 40.0、60.0和 80.0 ng·mL−1, 
将该广口瓶于 37 ℃放置至药物扩散平衡。透析结束
后, 用 10% 高氯酸溶液检查透析外液是否有蛋白漏出, 
有漏出者该样品作废[4]。 

平衡时间的确定  定量转移含药的透析液 20 
mL于广口瓶中, 分别于 4、6、8、10、12和 24 h结
束实验 (每浓度点三样本), 分别测定透析袋内、外齐
墩果酸浓度, 计算其血浆蛋白结合率。结果显示, 10 h
后透析达到平衡。 

透析袋的吸附作用  将透析袋内加入空白透析
液 (设体积为 v1) 2 mL, 将其放入盛有20 mL (设体积
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为 v2) 药物浓度为 cA的含药透析液的广口瓶中, 37 ℃
恒温放置 10 h至其平衡, 测定透析袋外药物浓度 cE, 
透析膜对药物的吸附率 X用下式计算[5]: X = [cA×v2 − 
cE×(v1+ v2) ]  / cA×v2。结果表明, 透析膜对药物有微量吸
附, 平均吸附率为 2.91%, 对测试结果没有显著影响。 
 

结果 
1  方法的专属性 

在本色谱条件下, 内标物 (甘草次酸) 的保留时
间为 3.4 min, 齐墩果酸的保留时间为 5.9 min, 内源
性物质不干扰齐墩果酸和内标物的测定, 色谱图如
图 2和图 3所示。 
2  标准曲线的制备 
透析内液的回归方程为: Y = 7.0 × 10−2

 X − 3.2 × 10−2, 
r = 0.9936 (n = 7)。根据标准曲线, 齐墩果酸在 1.0～
100.0 ng·mL−1 内线性关系良好, 方法的定量下限为
1.0 ng·mL−1。 

透析外液的回归方程为: Y = 7.8 × 10−2
 X − 1.6 × 10−2, 

r = 0.998 1 (n = 6)。根据标准曲线, 齐墩果酸在 1.0～
50.0 ng·mL−1内线性关系良好, 方法的定量下限为1.0 
ng·mL−1。 
3  准确度与精密度 
透析内液和透析外液的日内和日间精密度 (RSD) 

和准确度 (RE) 见表 1。 
 
Table 1  Accuracy and precision of the samples in the dialysis 
membrane (A) and out of the dialysis membrane (B) 

RSD/% 
 

Concentration 
/ng·mL−1 

RE/% 
Intra-day Inter-day 

A    2.5 0.8 6.4 12.5 

 40 −3.6 5.2 13.6 

 80 −1.2 4.9  7.2 

B  2 1.8 9.4  5.4 

 10 1.7 3.7  7.1 

 40 −4.9 8.3 11.2 
 

 

 
Figure 2  Mass spectrograms of oleanolic acid (A) and glycyrrhetinic acid (internal standard, B) 

 

 
Figure 3  LC-MS chromatograms of the plasma.  A: Blank plasma; B: Blank plasma spiked with oleanolic acid and internal standard; 
C: The sample in the dialysis membrane.  Peak 1: Oleanolic acid; 2: Glycyrrhetinic acid 
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4  提取回收率与稳定性 
3 种浓度下齐墩果酸提取回收率: 透析内液分别

为 82.5% ± 3.7%、80.2% ± 9.6%和 78.2% ± 3.8%, 同样
方法测定内标提取回收率为 89.2% ± 3.8%; 透析外液
分别为 86.6% ± 9.0%、80.8% ± 11.1%和 89.7% ± 9.7%, 
内标提取回收率为 99.4% ± 9.0%。考察结果表明, 透
析内液、透析外液样品在室温放置 4 h和 −20 ℃下放
置一周的条件下稳定性良好, 透析外液样品在 37 ℃
恒温放置 12 h稳定性良好。 
5  血浆蛋白结合率的测定 

按照“平衡透析实验方法”项下操作, 低、中、
高 3个浓度每个浓度 3样本分析, 于 10 h结束实验, 
测定袋内、外齐墩果酸的浓度, 计算其血浆蛋白结合
率。齐墩果酸在人血浆、人血清白蛋白中的蛋白结合

率的测定结果见表 2。 
 
Table 2  Protein binding rates in human plasma and HSA at 
three concentration levels.  n = 3, x ± s 

Protein binding rates 
Item 

40 ng·mL−1 60 ng·mL−1 80 ng·mL−1 

Human plasma 79.6% ± 6.9% 81.9% ± 4.7% 63.3% ± 1.9% 

HSA 53.5% ± 6.2% 56.6% ± 4.3% 47.7% ± 5.7% 

 

讨论 
药物在体内主要与白蛋白、α-酸性糖蛋白、脂蛋

白等结合, 大多数的酸性药物主要与白蛋白结合[6]。齐

墩果酸作为酸性药物, 在体内应该主要与白蛋白结
合, 本研究结果表明, 低、中、高 3个浓度的人血浆
蛋白结合率分别为 79.6%、81.9%和 63.3%; 与人血清
白蛋白结合率分别为 53.5%、56.6%和 47.7%, 进一步
验证齐墩果酸在体内主要与白蛋白结合。齐墩果酸 
在正常人体内生理浓度下的蛋白结合率为 80% 左右, 
属于蛋白结合率较高的药物, 因此, 推测齐墩果酸在
体内半衰期很长。有文献[6]报道齐墩果酸胶囊人口服

半衰期为 8.7 h, 与推测相符。经过 SPSS 16.0统计软
件分析可以得出, 高浓度时血浆蛋白结合率有显著

降低趋势, 可能是由于药物在血浆中与蛋白结合具
有一定的饱和性[7], 故当血浆中药物浓度升高到一定
程度时, 齐墩果酸与蛋白的结合位点已经饱和, 使人
血浆中游离型药物浓度增加, 从而导致血浆蛋白结
合率降低。 

齐墩果酸属于蛋白结合率较高的药物, 且当药
物浓度增大到一定程度时, 蛋白结合率呈现显著的
下降趋势, 因此, 在临床用药时一定要严格控制用药
剂量, 尤其是当机体的某些组织发生病变时, 以免出
现不良反应。 

本研究建立了平衡透析法和 LC-MS法测定人血
浆蛋白结合率, 方法灵敏度高、操作简单, 具有较好
的回收率和重现性, 能够满足临床上生物样品分析
的要求。 
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