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【 药动学评价 】 

小檗碱与枳实提取物配伍在大鼠体内的药动学研究 
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摘  要：目的  建立 UPLC-MS-MS生物样品分析方法，同时测定大鼠血浆中小檗碱、柚皮苷、橙皮苷与新橙皮苷，测定 SD
大鼠 ig小檗碱和枳实提取物后血药浓度及相关药动学参数的变化。方法  以 UPLC Acquity BEH C18 （50 mm×2.1 mm，1.7 
μm）为色谱柱，含 0.05%甲酸 2 mmol/L甲酸铵水（水相 A）-含 0.05%甲酸乙腈（有机相 B）为流动相梯度洗脱；SD大鼠

分为 ig小檗碱组、枳实提取物组、小檗碱和枳实提取物配伍组。结果  UPLC-MS/MS可快速分析血浆样品中小檗碱、柚皮

苷、橙皮苷与新橙皮苷，方法学验证符合生物样品分析方法要求；SD大鼠 ig小檗碱与枳实提取物配伍后，小檗碱血药浓度

较单给小檗碱组明显提高，生物利用度明显提高；同时大鼠血浆中可检测到柚皮苷与新橙皮苷。结论  SD大鼠给药小檗碱

后，枳实黄酮的生物利用度明显提高，提示小檗碱与枳实黄酮有明显的药物相互作用。 
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Pharmacokinetic study on compatibility of berberine and citrus aurantium 
extract in rats  
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Abstract: Objective  UPLC-MS/MS bio-analysis method was developed for the simultaneous determination of berberine, naringin, 
hesperidin, and neohesperidin in plasma of rats. Methods  UPLC Acquity BEH C18 (50 mm × 2.1 mm, 1.7 μm) column was used, 
mobile phases were containing 0.05% formic acid and 2 mmol/L ammonium formate in water (A)-containing 0.05% formic acid in 
acetonitrile (B) as the mobile phase gradient elution; SD rats were randomly divided into oral administration berberine group, Citrus 
aurantium extract group, and berberine and C. aurantium extract compatibility group. Results  UPLC-MS/MS method could be 
applied to determination of berberine, naringin, hesperidin, and neohesperidin, method validation meets the requirements of 
biological sample analysis. When rats were administered with berberine and C. aurantium extract compatibility, the plasma 
concentration of berberine was much more than single dose of berberine group and the bioavailability of berberine was increased. 
Meanwhile, naringin and neohesperidin can be detected in rat’s plasma. Conclusion  The bioavailability of flavonoids is 
significantly improved as well compared to the single dose of C. aurantium extract. This suggests that berberine and C. aurantium 
extract compatibility has significant drug-drug interaction. 
Keywords: UPLC-MS/MS; berberine; Citrus aurantium extract; naringin; hesperidin; neohesperidin 
 

小檗碱是黄连中分离出的天然产物，其广泛的

药理作用主要体现为：治疗胃肠道感染、糖尿病、

高血压、高胆固醇血症及抗肿瘤[1]。相关研究表明

小檗碱具有广泛的药物-药物相互作用，如中药复方

交泰丸、黄连解毒汤、三黄泻心汤等[2-4]，与化学药

物相互作用有维拉帕米、地高辛、辛伐他汀、环丙 
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沙星、氟康唑、多柔比星、普伐他汀、大黄酸、环

孢素 A、酮康唑、氯沙坦、丙磺舒、氯唑西林、咪

达唑仑、奎尼丁和阿托伐他汀等[5-16]。基于本课题

组前期研究发现，小檗碱可提高代谢 CYP450 3A4、
1A2 的 RNA 转录酶的表达，对代谢酶产生明显的

诱导作用[17]。枳实具有抗氧化、抗炎等明显的药理

作用[17]。有关枳实以及包含枳实的复方药动学研究

表明，枳实黄酮类化合物具有较高的血药浓度[18-20]。

目前尚无有关枳实与小檗碱的配伍的药动学研究。

本研究基于中国中医科学院广安门医院刘喜明

主任医师临床验方“代综方”，其中含有黄连与枳实

等配伍，主要用于调节糖脂代谢紊乱的代谢综合征

的治疗[22]。本研究以黄连代表性成分小檗碱，枳实

代表性成分柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷着手，研究

小檗碱与枳实配伍后药动学参数的变化。为本方配

伍的科学性与临床运用的实用性提供依据。

1  试验材料 
1.1  仪器 

质谱仪为Waters Xevo TQ MS液质联用仪；色

谱柱为 UPLC Acquity BEH C18（50 mm×2.1 mm，
1.7 μm）；Sartorius ME 215P型电子分析天平（德

国）；VX-Ⅲ Multi-Tube 型涡旋混合器（北京踏锦

科技有限公司）；CT15RE-Ⅲ HITACHI冷冻离心机

（日本日立公司）；纯水仪为 Mill-Q（Millipore，
USA）。 
1.2  试药及试剂 

盐酸小檗碱和新橙皮苷均购自 sigma 公司，华

法林钠、橙皮苷和柚皮苷均购自中国食品药品检定

研究院，质量分数分别为 92.3%、94.7%和 95.3%；

化合物结构见图 1。甲醇和乙腈均购自于 Fisher 
Scientific公司（USA）；甲酸、甲酸铵均购自 Tedia
公司（USA）。 
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图 1  华法林钠、盐酸小檗碱、柚皮苷、新橙皮苷和橙皮苷化学结构式 
Fig. 1  Chemical structures of warfarin sodium, berberine, naringin, hesperidin, and neohesperidin 

1.3  实验动物 
雄性 SD大鼠，体质量 250～300 g，购自北京

维通利华实验动物技术有限公司（许可证号

SCXK2009-0007）。 
1.4  溶液的配制 

内标溶液制备：精密称取华法林钠 10.01 mg，
用甲醇溶解并定容到 10 mL，再用甲醇稀释至质量

浓度为 80 μg/mL的溶液，作为内标溶液。对照品溶

液的制备：精确称取盐酸小檗碱、橙皮苷、柚皮苷

及新橙皮苷适量，加甲醇溶解，分别制成质量浓度

各为 1.0 mg/mL的储备液，精密吸取各对照品溶液

储备液适量，用甲醇稀释制成系列浓度的混合对照

品溶液，各对照品溶液浓度见表 1，其中 L1～L6
为标准曲线工作液，Qc1～Qc3为质控样品工作液。 
1.5  枳实提取物的制备 

取炒枳实药材饮片 200 g，用 8倍量 60%乙醇

浸泡 30 min后，加热回流提取 2次，每次 2 h，合

并提取液，回收乙醇，浓缩成稠膏（相对密度约为

1.25），60℃真空干燥，得干膏，称定质量，计算出

膏率，并测定干膏中枳实黄酮的量。其中柚皮苷、

新橙皮苷、橙皮苷的质量分数分别为 7.92%、8.85%、

0.61%，出膏率为 42.6%。 
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表 1  混合对照品工作液浓度系列 
Table 1  Concentration of mixed reference  

化合物 
质量浓度/(ng·mL−1) 

L-1 Qc1 L-2 QC2 L-3 QC3 L-4 L-5 L-6 

小檗碱 2.7  5.3  13.3  26.7  66.7  133.3  266.7  666.7  1333.3  

橙皮苷 266.7  533.3  1 333.3  2 666.7  6 666.7  13 333.3  26 666.7  66 666.7  13 3333.3  

柚皮苷 53.3  106.7  266.7  533.3  1 333.3  2 666.7  5 333.3  13 333.3  26 666.7  

新橙皮苷 53.3  106.7  266.7  533.3  1 333.3  2 666.7  5 333.3  13 333.3  26 666.7  
 

2  方法与结果 
2.1  UPLC色谱条件 

色谱柱为 UPLC Acquity BEH C18（50 mm×2.1 
mm，1.7 μm）；流动相为含 0.05%甲酸 2 mmol/L甲

酸铵水（水相 A）-含 0.05%甲酸乙腈（有机相 B）
梯度洗脱，流动相梯度洗脱表见表 1；体积流量 0.25 
mL/min；进样量 5 μL；柱温 40 ℃。 
2.2  MS/MS质谱条件 

质谱条件结合流动相为0.05%甲酸2 mmol/L甲
酸铵水（A）-含 0.05%甲酸乙腈（B）（50:50）进行

质谱条件优化，以多级反应监测模式（MRM）定量。

分别以各化合物相对分子质量进行正离子模式

（ES+）、负离子模式（ES-）对各化合物进行离子对

选择，分别得到锥孔电压值（Cone voltage，V）、

碰撞能量（Collision Energy，eV）、以及各化合物的

离子对，选择灵敏度较高的优化参数确立最终质谱

条件，试验结果见表 2。小檗碱以 ES+定量，柚皮

苷、新橙皮苷和橙皮苷均以 ES-定量。 

表 2  流动相梯度洗脱表 
Table 2  Gradient elution of mobile phase  

时间/min A/% B/% 

0 92 8 

1 80 20 

2 8 92 

2.4 8 92 

2.9 92 8 

3.5 92 8 

表 3  各化合物的质谱条件优化参数值 
Table 3  Optimized parameters for mass spectra of compounds  

化合物 相对分子质量 m/z V Daughters eV 离子模式 

小檗碱 335.37 336.02 38 277.98 42 ES+ 

柚皮苷 580.54 579.08 46 150.93 42 ES- 

橙皮苷 610.57 609.09 34 301.04 24 ES- 

新橙皮苷 610.56 609.09 52 164.00 52 ES- 

华法林钠 307.31 306.96 34 161.02 20 ES- 

330.01 330.99 32 272.95 18 ES+ 

 
2.3  血浆样品制备 

方法学验证血浆样品制备：取 100 μL 血浆，加

入 10 μL 内标溶液，涡旋 30 s，再加入 10 μL 对照

品溶液，涡旋 30 s后，加入 280 μL 含 0.1%甲酸的

甲醇溶液沉淀蛋白，再涡旋 5 min后，置离心机中

以 14 000 r/min离心 15 min，取上清液按上述色谱

条件进样测定。 
2.4  质控样品 

取上述 Qc1～Qc3 的混合对照品工作液，按上

述“方法学验证血浆样品制备”方法制备供试品，

在每一次批处理分析间插入质控样品，用于控制批

处理分析的准确性，每一批处理分析确保 Qc1、Qc2
与Qc3的混合对照品溶液制备的样品分析结果在合

理范围内，即质控样品的准确性范围为 80%～

120%，视为批处理分析合格。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  专属性  取 100 μL 空白血浆，加入 300 μL
含 0.1%甲酸的甲醇溶液沉淀蛋白，涡旋 5 min后，
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置离心机中以 14 000 r/min离心 15 min，取上清液

按上述色谱条件进样测定。结果显示空白血浆中无

干扰峰存在，大鼠给药后的血浆样品中可检测到目

标化合物，大鼠给药 10 min后代表性质谱图见图 2。 
2.4.2  线性与定量限范围试验考察  取 100 μL 空

白血浆，精密加入上述浓度级别为 L1～L6 的对照

品工作液 10 μL，按上述“方法学验证血浆样品制

备”方法制备溶液，按上述色谱条件进样测定，以

各自峰面积积分值与内标的峰面积积分比值为纵坐

标，各对照品质量浓度为横坐标，权重系数选择 1/y，
以最小二乘法进行线性回归，绘制标准曲线，得到

各成分的标准曲线和线性范围，线性范围与线性关

系结果见表 4。将对照品溶液以甲醇逐级稀释，使

化合物的峰响应（峰高）与相邻杂峰响应（峰高）

的比值约为 10:1确定定量限（LOQ）。 
 

 
A~H分别为橙皮苷、新橙皮苷、柚皮苷、华法林钠负离子模式及小檗碱、华法林钠正离子模式和负离子总离子流、正离子总离子流 

图 2  SD大鼠给药 10 min后各化合物采集质谱图 
Fig. 2  Mass spectra of compounds in SD rats after administration of 10 min  

表 4  方法学考察各化合物的线性关系及定量限 
Table 4  Linear relationship and quantitative limit of different compounds  

化合物 回归方程 r r2 线性范围/(ng·mL−1) LOQ/(ng·mL−1) 

小檗碱 Y = 1.416 06 x + 2.47864 0.996 2 0.992 5 0.067~33.3 0.05 

橙皮苷 Y = 0.032 753 4 x + 0.651 092 0.995 1 0.990 4 6.67~3 333.3 10.0 

柚皮苷 Y = 0.020 066 3 x + 0.030 263 3 0.998 9 0.997 9 1.33~666.67 2.0 

新橙皮苷 Y = 0.014 196 4 x + 0.000 226 052 0.998 4 0.996 8 1.33~666.67 2.0 

 
2.4.3  日内、日间精密度考察  日内精密度：取 100 
μL 空白血浆，精密加入上述浓度级别为 L2、L3、
L4的对照品工作液 10 μL，按上述“方法学验证血

浆样品制备”方法制备溶液，各浓度级别同法平行

制备 6份，按上述色谱条件进样测定，以各成分的

标准曲线计算准确度，并计算准确度相对标准偏差

（RSD），试验结果见表 5。 
日间精密度：按日内精密度制备供试品，并制

备随性标准曲线，连续测定 3 d，用于评估日间测定

日间精密度，试验结果见表 5。 
2.4.4  回收率与基质效应  回收率：取 100 μL 空白

血浆，精密加入上述浓度级别为 L2、L3、L4 的对

照品工作液 10 μL，按上述“方法学验证血浆样品

制备”方法制备溶液，各浓度级别同法平行制备 6
份，按上述色谱条件进样测定。 

基质效应：取 100 μL 空白血浆，加入 280 μL 
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表 5  方法学考察日内、日间精密度试验结果（n=6） 
Table 5  Results of inner- and inter-day precision test (n=6) 

化合物 
质量浓度/ 
(ng·mL−1) 

日内精密度 日间精密度 

RSD/% 准确度/% RSD/% 准确度/% 

小檗碱 0.33 14.26  109.85  13.29  112.37  

1.67 11.57  95.81  8.78  98.30  

6.67 2.12  95.76  4.67  99.20  

橙皮苷 33.33 7.46  104.79  11.39  98.71  

167.67 1.14  101.37  2.34  100.96  

666.67 1.27  100.79  1.10  100.49  

柚皮苷 6.67 8.02  102.32  7.16  100.20  

33.33 7.48  105.99  6.93  105.77  

133.33 1.70  100.86  2.33  100.95  

新橙皮苷 6.67 3.81  104.57  6.10  99.70  

33.33 5.15  103.25  7.76  105.89  

133.33 1.84  101.07  2.44  102.35  

 
含 0.1%甲酸的甲醇溶液沉淀蛋白，涡旋 5 min后，

加入 10 μL 内标溶液，涡旋 30 s，再加入 10 μL 上

述浓度级别为 L2、L3、L4 的对照品工作溶液，再

涡旋 15 min后，置离心机中以 14 000 r/min离心 15 
min，同法制备 6 份，取上清液按上述色谱条件进

样测定。 
空白参照：取 100 μL 超纯水，加入 280 μL 含

0.1%甲酸的甲醇溶液，涡旋 5 min混合均匀，加入

10 μL 内标溶液，涡旋 1 min，再加入 10 μL 上述浓

度级别为 L2、L3、L4 的对照品工作溶液，再涡旋

1 min后，置离心机中以 14 000 r/min离心 15 min，
取上清液按上述色谱条件进样测定。 

回收率实验结果计算：在相同浓度级别，计算

上述回收率测定结果与基质效应测定结果的比值，

即为回收实验结果。基质效应实验结果计算：计算

相同浓度级别基质效应测定结果与空白参照测定结

果的比值，即为基质效应实验结结果。并计算 RSD
值。实验结果见表 6。 
2.4.5  稳定性及冻融稳定性  取 100 μL 空白血浆，

精密加入上述浓度级别为 L2、L3、L4 的对照品工

作液 10 μL，分别于室温放置 12 h、1次冻融（−40℃）

循环 10 d、3次冻融循环 1个月（每次室温解冻放

置 12 h）后，按上述“方法学验证血浆样品制备”

方法制备溶液，各浓度级别同法平行制备 6份，并

制备随行标准曲线，按上述色谱条件进样测定，实

验结果见表 7。 

表 6  方法学考察回收率与基质效应实验结果（n=6） 
Table 6  Results of recovery and matrix effect (n=6) 

化合物 
质量浓度/ 
(ng·mL−1) 

回收率 基质效应 

RSD/% 准确度/% RSD/% 准确度/% 

小檗碱 0.33 11.00  112.00  9.96  109.00  

1.67 2.18  97.31  2.11  100.30  

6.67 3.11  97.92  1.18  100.92  

橙皮苷 33.33 1.53  105.93  3.04  104.82  

167.67 1.23  100.50  0.49  99.97  

666.67 0.19  100.66  0.22  100.37  

柚皮苷 6.67 4.82  98.95  3.52  98.01  

33.33 5.60  110.35  6.96  109.34  

133.33 0.53  101.24  0.19  101.48  

新橙皮苷 6.67 9.57  112.16  11.62  110.66  

33.33 1.06  102.48  4.69  105.20  

133.33 0.38  101.35  1.17  100.78  

 
2.5  药动学实验研究 

雄性 SD顺应性饲养 10 d，选取体质量（220±20）
g 的大鼠分为 4 组，分别为空白组、小檗碱组、枳

实提取物组、小檗碱和枳实提取物配伍组，每组 6
只。实验前禁食 12 h 胃排空，实验组大鼠 ig 给药

量分别为 100 mg/kg（小檗碱组）、250 mg/kg（枳实

提取物组）、100 mg/kg小檗碱和 250 mg/kg枳实提

取物（小檗碱枳实提取物配伍组），药物均以生理盐

水配制，临用新制。分别于大鼠 ig给药 15、30 min、
1、2、4、6、9、12 h，采用乙醚麻醉，眼眶内眦静

脉采血 0.2 mL，置于预肝素化的离心管中。将全血

缓慢混匀，置于离心机中于 6 000 r/min离心（4℃）

15 min，取血浆 100 μL 于−40℃冷冻备用。 
血浆样品分析及药动学数据计算：取 100 μL 血

浆样品，加入 10 μL 内标溶液，涡旋 30 s后，加入

290 μL 含 0.1%甲酸的甲醇溶液沉淀蛋白，再涡旋 5 
min后，置离心机中以 14 000 r/min离心 15 min，
取上清液按上述色谱条件进样测定。同时按上述方

法制备并测定随行标准曲线与质控样品。以标准曲

线法计算血药浓度，将所得血药浓度对时间作图，

得血药浓度时间曲线（图 2），将血药浓度时间数据

带入 DAS 2.0（中国数学药理专业中国委员会）药

代统计学软件，以 AIC最小值拟合房室模型，拟合

模型均为一室模型，进而计算药动学参数，并以

SPSS13.0 统计小檗碱枳实提取物配伍组与小檗碱

组主要药动学参数差异，药动学参数结果见表 8。 
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表 7  方法学考察稳定性与冻融稳定性实验结果（n=6） 
Table 7  Stability and freeze-thaw stability (n=6) 

化合物 质量浓度/(ng·mL−1) 
冻融 1次  冻融 3次  室温 12 h 

准确度/% RSD/%  准确度/% RSD/%  准确度/% RSD/% 

小檗碱 0.33 109.85  14.28   98.48  11.76   110.36  11.88  

1.67 100.30  5.29   98.05  5.59   108.77  7.96  

6.67 99.51  3.60   102.51  5.52   104.01  4.99  

橙皮苷 33.33 101.15  1.48   100.96  1.94   102.01  6.08  

167.67 99.87  1.03   99.30  0.47   99.84  2.12  

666.67 100.03  0.16   99.90  0.20   99.97  0.67  

柚皮苷 6.67 102.14  1.99   106.45  9.49   100.07  7.54  

33.33 101.56  2.82   100.59  2.75   103.92  4.82  

133.33 99.81  1.45   100.45  0.54   101.15  1.56  

新橙皮苷 6.67 97.02  7.56   99.89  5.26   97.08  6.89  

33.33 103.17  3.34   100.32  3.60   101.56  4.34  

133.33 100.01  0.94   100.19  0.70   126.04  1.31  

 

        
 

        
 

图 2  小檗碱、柚皮苷与新橙皮苷血药浓度-时间曲线 
Fig. 2  Plasma concentration-time curves of berberine, naringin, and hesperidin  

表 8  小檗碱、柚皮苷与新橙皮苷药动学参数 
Table 8  Pharmacokinetic parameters of berberine, naringin, and hesperidin 

参数 单位 
小檗碱药动学参数  小檗碱枳实提取物配伍组药动学参数 

单用小檗碱组 小檗碱枳实提取物配伍组  柚皮苷 新橙皮苷 

AUC0-t  ng·mL−1·h 6.94±0.33 60.31±22.05**  118.05±32.16 4.96±0.55 

AUC0-∞  ng·mL−1·h 14.33±4.85 119.22±48.56**  304.48±295.31 5.39±0.68 

MRT0-t h 4.64±0.63 8.32±0.46  8.45±1.84 0.89±0.11 

MRT0-∞ h 14.50±6.32 31.65±23.49*  45.39±71.12 1.50±0.37 

tmax h 0.08 2.0  0.08 0.08 

Cmax ng·mL−1 3.57±0.62 18.20±3.11**  62.02±9.49 10.75±1.57 

与小檗碱组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs berberine group 
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3  讨论 
3.1  色谱-质谱条件 

本实验建立质谱条件采用流动相为甲酸与甲酸

铵的混合缓冲盐，即利于正离子模式监测化合物的

离子化，又利于负离子模式监测化合物的离子化，

采集同时在正离子与负离子模式之间切换，可同时

监测正负离子各化合物。选择华法林为内标，即可

实现正离子化，又可实现负离子化，在分析过程中

同时查看正负离子的响应情况，减少分析误差的产

生。相关文献报道该化合物的离子化较差[20-21]，与

本实验建立的分析方法灵敏度相当（LOQ =10 
ng/mL），因此橙皮苷类化合物的检测灵敏度有待进

一步提高。 
3.2  方法学验证 

实验采用 MRM 模式进行了完整的方法学验

证，专属性实验表明各监测化合物间相互不干扰；

线性与范围实验表明各化合物在较宽的浓度范围

内，经权重系数校正，线性关系良好，r＞0.995；
各化合物的日内、日间精密度在 95.81%～112.37%，

RSD%＜15%；回收率与基质效应在 95%～115%，
确保测定结果的准确性；稳定性试验结果表明各化

合物在冻融条件下未明显降解。 
3.3  药动学意义 

本实验分为小檗碱组、枳实提取物组、小檗碱

枳实提取物配伍组。仅给药小檗碱组较小檗碱枳实

提取物配伍组小檗碱的血药浓度明显低。枳实提取

物组 250 mg/kg血浆样品中均为未检测到柚皮苷、

新橙皮苷与橙皮苷；将小檗碱与枳实联合给药，血

浆样品中均可检测到柚皮苷、新橙皮苷与橙皮苷，

同时小檗碱的达峰时间延长至 2 h。给药 15 min检
测到橙皮苷的最高血药浓度为 22 ng/mL，由于检测

到的血药浓度点较少无法绘制药时曲线，也无法计

算其药动学参数。 
通过药动学参数计算结果，发现小檗碱的生物

利用度明显提高，柚皮苷与橙皮苷也可检测到。相

关文献报道，连续口服给药小檗碱（300 mg/kg）诱

导 3 d后，相关药物代谢酶 CYP 450 2D6、2C9和
CYP3A4的活性明显降低[23]，相关文献报道枳实中

黄酮柚皮苷为相关药物代谢酶 CYP 450 3A4 抑制 
剂[24]。小檗碱既是 CYP450 3A4的诱导剂，又是其

抑制剂，在低浓度下表现为诱导，在较高浓度下标

线为抑制[17]。因此小檗碱生物利用度的提高及达峰

延迟可能与 CYP 450 3A4酶的抑制有关，枳实黄酮

柚皮苷、新橙皮苷、橙皮苷可检测出，可能也小檗

碱对 CYP 450 3A4酶的抑制有关。 
4  结论 

本研究建立分析方法符合生物样品分析方法要

求，适用于小檗碱与枳实黄酮柚皮苷、新橙皮苷、

橙皮苷的药动学研究。大鼠给药小檗碱与枳实（枳

实黄酮柚皮苷、新橙皮苷、橙皮苷）联合给药，既

可提高小檗碱的生物利用度，又可提高枳实黄酮类

的生物利用度，可能与CYP 450 3A4酶的抑制有关。

本研究表明枳实黄酮与小檗碱有明显的药-药物相

互作用。 
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