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摘要 目的: 大鼠分别灌胃盐酸小檗碱单体和含有相同剂量盐酸小檗碱的黄连提取物、黄连 -吴茱萸药对提取物后, 分别测

定盐酸小檗碱的药代动力学参数,比较单体和黄连提取物及药对提取物中盐酸小檗碱的药代动力学差异, 分别研究黄连药材

和药对配伍后对盐酸小檗碱在大鼠体内过程的影响。方法:采用高效液相色谱方法测定, 色谱柱: D iam onsil C18 ( 150 mm @ 41 6

mm, 5 Lm ) ;流动相: 乙腈 -甲醇 - 0105 m ol# L - 1磷酸二氢钾溶液 ( 20B10B70); 流速: 110 mL# m in- 1;检测波长: 345 nm;柱温:

35 e 。结果: 盐酸小檗碱单体药代动力学参数: MRT0y 24 = ( 81552 ? 01 4228) h, MRT0y ] = ( 1816864 ? 81 4062) h, AUC0y 24 =

( 012664 ? 0102677) m g# ( L# h) - 1, AUC
0y ] = ( 01 3662 ? 01 04586) m g# ( L# h) - 1, T

m ax
= ( 21 1 ? 11 2449) h, C

m ax
= ( 01 0268 ?

01 002683) m g# L- 1;黄连提取物药代动力学参数 : MRT0y 24 = ( 815584 ? 01 3852) h, MRT0y ] ( 1617118 ? 213550) h, AUC0y 24 =

( 01202 ? 0102053) m g# ( L# h) - 1, AUC0y ] = ( 01 2688 ? 0101918) mg# ( L# h) - 1, Tm ax = ( 11 35 ? 019287) h, Cm ax = ( 01 026 ?

01 008631) m g# L- 1;药对提取物药代动力学参数 : MRT0y 24 = ( 913252 ? 21 2441) h, MRT0y ] = ( 161 3202 ? 411508 ) h, AUC0y 24

= ( 012754 ? 011267) m g# ( L# h) - 1, AUC
0y ] = ( 01339 ? 011436) m g# ( L# h) - 1, T

max
= ( 019 ? 01 6519) h, C

m ax
= ( 010474 ?

01 01467) mg# L- 1。结论: 黄连药材和药对配伍均能使盐酸小檗碱单体的吸收加快, 消除加快。房室模型拟合分析,发现三者

均是一房室模型, 即体内分布过程没有显著性差异。
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Abstract Objective: To study the pharmacok inetics of berberine hydrochloride in rat p lasma after oral adm in istra-

t ion separately to themonomer of berberine hydroch loride, the ex tracts of Rh izoma Copt id is and drug- pair of Rh-i

zoma Copt id is- Fructus Evod iae conta in ing equal quantity of berberine hydrochloride, to compare the d ifferences

and exp lo re the pharmacok inetics effection on berberine hydroch loride in rat plasma a fter o ral adm in istration sepa-

rately to Rhizoma Coptidis and drug- pa ir.M ethod: HPLC was used to determ ine the quantity of berberine hydro-

chloride in rat plasma. A D iamonsil C18 ( 150mm @ 416 mm, 5 Lm ) co lumnw as used, themob ile phase consisted o f

acetonitrile, methano l and 0105mo l# L
- 1
potassium d ihydrogen phosphate( 20B10B70), the flow ratew as 110mL#

m in
- 1
, theUV detectorw as operated at 345 nm and the co lumn temperature w as contro lled at 35 e . Result: Phar-

macok inetic param eters of the momoner of berberine hydroch loride: MRT0y 24 = ( 81552 ? 014228) h, MRT0y ] =

( 1816864 ? 814062) h, AUC0y 24 = ( 012664 ? 0102677) mg# ( L# h)
- 1
, AUC0y ] = ( 013662 ? 0104586) mg#

( L# h)
- 1
, Tm ax = ( 211 ? 112449) h, Cmax = ( 010268 ? 01002683) mg# L

- 1
; Pharmacok inetic parameters o f the

ex tract of Rh izoma Coptidis: MRT0y 24 = ( 815584 ? 013852) h, MRT0y ] = ( 1617118 ? 213550 ) h, AUC0y 24 =

( 01202 ? 0102053) mg# ( L# h)
- 1
, AUC0y ] = ( 012688 ? 0101918) mg# ( L# h)

- 1
, Tmax = ( 1135 ? 019287)

h, Cm ax = ( 01026 ? 01008631 ) mg# L
- 1
; Pharmacok inetic param eters o f the extract o f drug - pa ir: MRT0y 24 =

( 913252 ? 212441) h, MRT0y ] = ( 1613202 ? 411508) h, AUC0y 24 = ( 012754 ? 011267) mg# ( L# h )
- 1
,
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AUC0y ] = ( 01339 ? 011436) mg# ( L# h)
- 1
, Tmax = ( 019 ? 016519) h, Cm ax = ( 010474 ? 0101467) mg# L

- 1
.

Conc lusion: Rh izoma Coptid is and drug- pair both enhance the absorption and elim ina tion of berberine hydroch lo-

ride. By the analysis of compartmentmode,l they are a ll one- compartm entmode,l they have no sign ificant effect on

the ir d istr ibution from the centre compartm ent to the periphena l compartmen.t

K ey words: Rhizoma C optidis; Fructus Evodiae; berberine hydroch lo ride; pharmacokinetic

中药药代动力学研究近几年发展迅速, 由于中

药成分复杂,药效成分不明确, 大多以中药材或制剂

的标示成分的纯品进行药代动力学的研究。对各药

材之间相互影响及其机制的探讨, 研究相对较少。

近几年,对组成最小、最简单的复方 -药对的研究较

多,大多是在化学成分的含量和变化、药理作用等方

面研究较多,药对及各药材之间在动物体内药物代谢

动力学的研究较少。本实验以单体、单味药材与药对

为研究对象,研究其相互影响,揭示药对组成的机制。

黄连 -吴茱萸是临床应用广泛的药对之一,黄

连 -吴茱萸药对以 6B1组成的经典方剂 ) 左金丸,
具有镇痛、抗胃溃疡、保护胃粘膜、抑制胃酸分泌等

作用, 疗效确切。盐酸小檗碱是左金丸、黄连药材的

主要有效成分,本实验以黄连 - 吴茱萸药对 6B1的

提取物为主要研究对象,研究盐酸小檗碱单体、含有

其相同剂量的黄连药材和药对在大鼠体内的药物代

谢动力学行为,比较药代动力学参数的差异,以探讨

中药药对的作用配伍机制。

1 材料与仪器

111 试药与动物  对照品盐酸小檗碱 (批号

110713- 200208)、氯化两面针碱 (批号 848- 9001)

均购自中国药品生物制品检定所;甲醇、乙腈为色谱

纯,磷酸二氢钾为分析纯, 试验用水为重蒸水; 黄连、

吴茱萸药材均购自河北安国,经辽宁中医药大学李

峰教授鉴定黄连为毛茛科植物黄连 Cop tis chinensis

Franch. 的干燥根茎, 吴茱萸为芸香科植物吴茱萸

Evod ia ru taecarpa ( Juss. ) Benth.的干燥近成熟果实。

SD大鼠,雌、雄兼用, 体重 250~ 300 g, 购自大连医

科大学实验动物中心。

112 仪器  LC- 10ATvp输液泵, SPD - 10Avp紫

外检测器 (日本岛津公司 ); TGL- 16G型离心机 (上

海安亭仪器厂 ), XW - 80A涡旋混合器 (上海沪西

仪器厂 )。

2 色谱条件

色谱柱: D iamonsil C18 ( 150 mm @ 416 mm, 5

Lm);流动相:乙腈 - 甲醇 - 0105 mol# L
- 1
磷酸二

氢钾溶液 ( 20B10B70) ;流速: 110 mL# m in
- 1
;检测波

长: 345nm;柱温: 35 e 。

3 血浆样品中盐酸小檗碱的含量测定

311 溶液的配制
31111 系列对照品溶液  精密称取盐酸小檗碱对

照品适量,用甲醇溶解制成 88 Lg# mL
- 1
的储备液。

分别精密量取储备液适量,用甲醇逐级稀释,制成浓

度为 010088, 01022, 01044, 01088, 01176 Lg# mL
- 1

的系列溶液,置 4 e 冰箱中保存。

31112 内标溶液  精密称取氯化两面针碱对照品适

量,用甲醇溶解配制成 240 Lg# mL
- 1
的储备液。取

储备液 013mL至 50mL量瓶中,用甲醇定容至刻度,

制成 1147 Lg# mL- 1
的内标溶液, 置 4 e 冰箱中保

存。

312 血浆样品的处理  取血浆样品 200 LL, 置 510
mL离心管中, 加入内标溶液 50 LL, 加入 1 mol#

L
- 1
磷酸二氢钾溶液 100 LL、甲醇 210 mL, 涡旋 2

m in, 10000 r# m in
- 1
离心 5m in,取上清液,空气流下

40 e 吹干,用 50 LL甲醇溶解, 取 20 LL进样。

313 方法专属性  大鼠空白血浆、空白血浆加对照

品及内标、灌胃后血浆样品加内标的色谱图见图 1。

结果表明,盐酸小檗碱与内标色谱峰分离良好,不受

内源性物质的干扰。

314 线性范围  取大鼠空白血浆 200 LL, 依次加

入系列对照品溶液 100 LL, 配制成浓度为 010044,
01011, 01022, 01044, 01088 Lg# mL

- 1
对照品血浆。

按 / 3120项下方法操作, 进行测定, 建立标准曲线。
以血浆中盐酸小檗碱的浓度 (X )为横坐标,盐酸小

檗碱与内标峰面积比 ( Y )为纵坐标,用加权 ( 1 @C- 2
)

最小二乘法进行回归计算,求得直线回归方程为:

Y= 81560X + 0104412 r= 019901
表明血浆中盐酸小檗碱在 010044~ 01088 Lg# mL- 1

范围内线性关系良好,定量限为 01002 Lg# mL
- 1
。

315 提取回收率  取大鼠空白血浆 200 LL, 按

/ 3140项下方法制备含盐酸小檗碱分别为 010044,
01022, 01088 Lg# mL

- 1
的质控血浆样品,每一浓度

进行 6样本分析,另取空白血浆 200 LL, 按 / 3120项
下方法操作,取上清液, 分别加入相应浓度的对照品

溶液 100 LL(各浓度平行操作 3个样品 ) ,于空气流

下 40 e 水浴下吹干,残留物溶于 50 LL甲醇,涡旋
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图 1 大鼠血浆中盐酸小檗碱和内标的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s of berb erin e hydroch loride and n itid in e ch loride( in ternal standard) in rat p lasm a

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B.空白血浆 +内标 (氯化两面针碱 ) +盐酸小檗碱 ( 01044 Lg# mL- 1 ) [ b lank p lasm a sp iked w ith in terna l standard

( n it id ine ch loride) and berberine hydroch loride( 01044 Lg# mL- 1 ) ]  C.大鼠灌胃盐酸小檗碱单体后 1 h的血浆样品 ( plasm a sam p le 1 h after ig.

berberine hyd roch lorid e to a rat)  D.大鼠灌胃黄连提取物后 1 h的血浆样品 ( p lasm a sam ple 1 h after ig. Rh izom a C op tid is extracts to a rat)  E.大

鼠灌胃药对提取物后 1 h的血浆样品 ( plasm a sam ple 1 h after ig. drug- pair extracts to a rat)

1.盐酸小檗碱 ( b erberine hydroch loride)  2.氯化两面针碱 ( n itidine ch loride)

1 m in, 10000 r# m in
- 1
离心 5m in后吸取 20 LL进行

HPLC分析, 获得相应峰面积值 ( 3次测定的平均

值 )。以每一种浓度 2种处理方法得峰面积比值计

算提取回收率,经测定,本法低、中、高 3个浓度的提

取回收率分别为 ( 9411 ? 318)%, ( 9515 ? 117 )% ,

( 9312 ? 211)%。同法考察内标回收率为 ( 9012 ?

314)%。
316 精密度与准确度  制备含盐酸小檗碱浓度分

别为 010044, 01022, 01088 Lg# mL
- 1
的对照品血

浆, 6样本,连续测定 3 d, 随行标准曲线,测定浓度,

与配制浓度对照,求得血浆样品测定方法的精密度

与准确度。结果日内 RSD分别为 714% , 611% ,

510%;日间 RSD分别为 517% , 510% , 415%; 准确
度分别为 9318% , 10717%, 9911%。
317 稳定性  按 / 3140项下方法制备含盐酸小

檗碱分别为 010044, 01022, 01088 Lg# mL
- 1
的

对照品血浆各 6样本, 然后置于室温 (约 20 e )

保存 1 d测定, 以考察处理后的盐酸小檗碱血浆

样品在室温下的稳定性。计算 3个浓度下血浆

样品中盐酸小檗碱测定均值与加入值之间的相

对误差 ( RE )。低、中、高 3种浓度的 RE分别为

- 612% , 717% , - 819%。试验结果表明, 对照
品血浆经处理后于室温保存 1 d, 盐酸小檗碱的

浓度仍可被准确测定。

4 盐酸小檗碱在大鼠体内的药动学研究
411 黄连提取物的制备  取黄连药材,加入 10倍

药材量的 65% 乙醇溶液, 回流提取 115 h, 提取 3

次, 合并提取液,置水浴锅浓缩至浸膏, 干燥,备用。

412 黄连 -吴茱萸药对 ( 6B1)提取物的制备  按 6

B1重量比例取黄连药材、吴茱萸药材,加入 10倍药

材总重量的 65%乙醇溶液, 回流提取 115 h, 提取 3

次,合并提取液,置水浴锅浓缩至浸膏,干燥,备用。

413 样本采集与处理  分别取健康雌、雄大鼠各 3

只,实验前禁食 24 h,自由饮水,取空白血 015mL后,
按每 1 kg大鼠体重灌胃 011140 g盐酸小檗碱给予盐
酸小檗碱单体, 按每 1 kg大鼠体重灌胃 115334 g黄
连生药材给予 / 4110项制备的黄连提取物,按每 1 kg

大鼠体重灌胃 117975 g药对生药材给予 / 4120项制
备的药对提取物,三者所含盐酸小檗碱成分的量相

同。分别于 0125, 015, 0175, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24 h眼
眶取血 015mL,置于预先肝素化的离心管中, 10000 r#
min

- 1
离心 5m in, 得血浆。精密吸取血浆样品 200 LL

及内标溶液 50 LL,自 /加入 1 mo l# L
- 1
磷酸二氢钾溶

液 100 LL0起,按 / 3120项下方法操作,进行分析。
414 血药浓度 -时间曲线及药动学参数  盐酸小

檗碱的平均药时曲线见图 2, 其中最大血浆浓度及

达峰时间用实测值表示, 数据用 DAS 210软件处
理, 主要药动学参数见表 1。
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图 2 盐酸小檗碱的平均药时曲线 ( n= 6)

Fig 2 M ean p lasm a concen trat ion- tim e cu rves of berberin e hydroch loride

A.盐酸小檗碱单体 ( berberin e hydroch loride)  B.黄连提取物 ( extract of Rh izom a Cop tidis)  C. 黄连 -吴茱萸药对提取物 ( extract of Rh izom a

C op tid is and Fructu sE vod iate d rug- pair)

表 1 大鼠灌胃盐酸小檗碱单体、黄连提取物、药对提取物后盐酸小檗碱药动学参数 (均值 ? SD, n= 6)

Tab 1 Pharm acok inetic param eters of berberine hydrochloride in rats after ora l adm in istration separately to the

m omoner of berberine hydroch loride, the extracts ofRh izoma Coptid is and drug- pair (m ean ? SD, n= 6)

参数 ( parameter)
大鼠灌胃盐酸小檗碱单体

( ig. the ex tract of berbe rine hydrochlor ide to ra ts)

大鼠灌胃黄连提取物

( ig. the ex trac t of Rh izoma Coptidis to ra ts)

大鼠灌胃药对提取物

( ig. the ex tra ct of drug- pa ir to rats)

MRT0y 24 /h 81552 ? 014228 815584 ? 013852 913252 ? 212441

MRT
0y ] /h 1816864 ? 814062 1617118 ? 213550 1613202 ? 411508

AUC
0y 24

/mg# ( L# h) - 1 012664 ? 0102677 01202 ? 0102053 012754 ? 011267

AUC0y ] /mg# ( L# h) - 1 013662 ? 0104586 012688 ? 0101918 01339 ? 011436

Tm ax /h 211 ? 112449 1135 ? 019287 019 ? 016519

Cm ax /mg# L- 1 010268 ? 01002683 01026 ? 01008631 010474 ? 0101467

5 讨论

通过对药物代谢研究结果分析发现, 大鼠灌胃

药对提取物后 Tmax最小 [ ( 019 ? 016519) h], Cmax最

大 [ ( 010474 ? 0101467) mg# L
- 1
]; 大鼠灌胃黄连提

取物后的 Tm ax [ ( 1135 ? 019287) h]与灌胃盐酸小檗

碱单体后的 Tmax [ ( 211 ? 112449) h]相比较小, 但二

者的 Cmax ( mg# L
- 1
)没有太大差别, 黄连提取物的

MRT0y ] [ ( 1617118 ? 213550 ) h]和药对提取物的

MRT0y ] [ ( 1613202 ? 411508) h) ]均比盐酸小檗碱
单体的 MRT0y ] [ ( 1816864 ? 814062) h]要小,这说

明,与盐酸小檗碱单体相比较, 大鼠灌胃黄连提取物

后达峰时间较快, 消除较快, 但峰浓度没有太大变

化,黄连药材中的其他成分能加快盐酸小檗碱的吸

收和消除;与黄连提取物相比较,大鼠灌胃药对提取

物后达峰时间加快,达峰浓度最大,但消除时间没有

太大变化,说明黄连、吴茱萸药对配伍后, 吴茱萸能

促进盐酸小檗碱的吸收, 对消除影响不大。通过对

药代数据采用 DAS 210软件处理,房室模型拟合分

析, 发现三者均是一房室模型,即体内分布过程没有

显著性差异。

曾用不同方法提取血浆样品
[ 1~ 3]

, 提取回收率

均不满意。用乙醚进行液 - 液萃取, 血浆中内源性

物质没有干扰,但是提取回收率很低。最后确定用

磷酸二氢钾碱化血浆样品,用甲醇沉淀蛋白,同时用

甲醇提取盐酸小檗碱,因为预实验发现,盐酸小檗碱

在甲醇中溶解性最好,这种提取方法不但提取回收

率高,而且血浆中内源性物质没有干扰。

采用 C18色谱柱, 对甲醇 - 水、乙腈 - 水、甲

醇 -乙腈 -水按不同比例流动相
[ 4~ 6]
进行考察, 结

果发现流动相为甲醇 -乙腈 - 0105 mo l# L
- 1
磷酸

二氢钾溶液 ( 10B20B70 )时, 血浆样品中盐酸小檗

碱达到基线分离, 出峰时间适中, 血中内源性物质

无干扰。
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科技部 /十一五 0课题 3/药用新辅料临床前安全性评价
及药品与包装材料的相容性安全研究任务 0分配会在京召开

  为促进科技部 /十一五0国家科技支撑计划重点项目 /我国当前急需建立和提高的药品监督检验技
术研究0之课题 3/药用新辅料临床前安全性评价及药品与包装材料的相容性安全研究 0的实施, 课题总

负责单位中国药品生物制品检定所 (简称中检所 )于 2009年 4月 28日在北京召开了课题研究任务分配

会。

国家食品药品监督管理局 (简称国家局 )科技管理办公室、中检所科研管理处处长李冠民, 国家局

药品注册司综合处夏军平以及中检所、中山大学、上海市食品药品包装材料测试所、国家局上海药包材

测试中心、东北大学、上海食品药品检验所、广东药品检验所等 26家参与课题研究单位的项目负责人约

50人出席了会议。

会议由课题总负责人、中检所药用辅料及包材室副主任孙会敏主持; 夏军平代表国家局注册司综合

处处长李茂忠向大会表示祝贺;李冠民处长介绍了课题申请的艰难历程及经费的严格使用要求,强调所

有参与单位要共同努力,按时完成课题研究,为申请 "十二五 "课题打好基础。

随后, 4个子课题的负责人分别介绍了各子课题的研究计划和研究进展, 并分组讨论了各子课题的

工作分配计划与研究内容,最后所有参与的研究人员签署了任务分配书和承诺书。

详见 http: / /www. n icpbp. org. cn
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