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基于分子热力学特征探讨黄连解毒汤水煎自沉淀形成机制 

李  桐，王  辉#，张  昊，田学浩，陈麒合，房  康，吴高荣，徐  冰，褚福浩，王鹏龙*，雷海民* 
北京中医药大学中药学院，北京  100102 

摘  要：目的  全面解析黄连解毒汤（HJD）水煎自沉淀来源，并从分子热力学角度探讨 HJD 组方配伍中药间相互作用热

力学参数及结合能力强弱，以期揭示中药复方水煎自沉淀形成机制。方法  通过拆方研究，锁定产生水煎自沉淀的主要组方

配伍；通过等温滴定量热技术（isothermal titration calorimetry，ITC）分别测定不同配伍中药相互作用过程中的能量和热力

学参数变化，包括结合常数（Ka）、解离常数（Kd）、结合计量比（n）、焓变（ΔH）、熵变（ΔS）、吉布斯自由能变（ΔG），

进而阐明不同组方配伍中药间结合能力的差异。结果  拆方研究结果表明，能够产生明显自沉淀现象的配伍有黄芩-黄连、

黄芩-黄柏，其中黄芩-黄连生成沉淀最明显，黄芩-黄柏次之；而黄芩-栀子、黄连-黄柏、黄柏-栀子、黄连-栀子配伍则未发

现明显自沉淀生成。应用 ITC 分别考察黄芩-黄连、黄芩-黄柏、黄芩-栀子 3 种配伍关系，结果显示黄芩-栀子相互作用过程

中能量变化显著低于黄芩-黄连和黄芩-黄柏相互作用的能量变化，3 组的 ΔH＜0，−TΔS＞0，ΔG＜0，|ΔH|＞|−TΔS|，均为焓

驱动的自发反应过程；黄芩水煎液滴定黄连、黄柏、栀子水煎液的 Ka 依次为 1.283×104、4.680×103、1.973×103，数值逐

渐减小，反之 Kd 依次增大（7.794×10−5、2.137×10−4、5.068×10−4）。结论  HJD 水煎自沉淀形成过程中，存在焓驱动非共

价键结合的化学反应，而非简单的物理凝聚吸附沉淀；并且黄芩-黄连成分间结合力大于黄芩-黄柏成分间结合力，而黄芩-
栀子间的相互作用极弱。 
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Formation mechanism of precipitation in Huanglian Jiedu Decoction based on 
molecular thermodynamic characteristics 
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Abstract: Objective  To explore all sources of precipitation, parameters of interaction and binding abilities of different Chinese 
materia medica (CMM) combinations during the formation process of the precipitation in Huanglian Jiedu Decoction (HJD) using the 
thermodynamic method. The study was aim to reveal the mechanism of the formation of precipitation in CMM decoction. Methods  
First, the possible CMM combinations which had obvious precipitation phenomenon when combined were determined by the research 
on decomposed recipes. Then isothermal titration calorimetry (ITC) was used to determine the binding heat and thermodynamic 
parameters of binding reactions, thermodynamic parameters contents binding constant (Ka), dissociation constant (Kd), estimate of 
stoichiometric ratio (n), enthalpy change (ΔH), entropy change (ΔS), Gibbs free energy change (ΔG), these data were used to explain 
the differences in binding abilities between different CMM combinations. Results  The original decomposed recipes experiment 
indicated the CMM combinations that could produce obvious precipitate when they were mixed were Scutellariae Radix-Coptidis 
Rhizoma and Scutellariae Radix-Phellodendri Chinensis Cortex. Precipitation amount of Scutellariae Radix-Coptidis Rhizoma 
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was the most. There was no precipitate in Scutellariae Radix-Gardeniae Fructus, Coptidis Rhizoma-Phellodendri Chinensis Cortex, 
Coptidis Rhizoma-Gardeniae Fructus or Phellodendri Chinensis Cortex-Gardeniae Fructus. In ITC, the thermodynamic parameters of 
the three experience groups were the same, ΔH < 0, −TΔS > 0, ΔG < 0, |ΔH| > |−TΔS|, indicating the three reactions were all 
enthalpy-driving reactions. The Ka of Scutellariae Radix decoction titrated Coptidis Rhizoma decoction was 1.283 × 104, Scutellariae 
Radix decoction titrated Phellodendri Chinensis Cortex deccotion was 4.680 × 103, Scutellariae Radix decoction titrated Gardeniae 
Fructus decoction was 1.973 × 103. The value decreased gradually. The binding heat of Scutellariae Radix and Gardeniae Fructus was 
much smaller than the binding heats of Scutellariae Radix and Coptidis Rhizoma, Scutellariae Radix and Phellodendri Chinensis 
Cortex. Conclusion  During the formation process of the precipitation in HJD, the main source of acid-base complex-precipitation 
were Scutellariae Radix-Coptidis Rhizoma and Scutellariae Radix-Phellodendri Chinensis Cortex; Analysis of molecular 
thermodynamic indicates the binding energy of Scutellariae Radix and Coptidis Rhizoma was larger than that of Scutellariae Radix and 
Phellodendri Chinensis Cortex, compared with them, the binding energy of Scutellariae Radix and Gardeniae Fructus is tiny. 
Key words: Huanglian Jiedu Decoction; precipitation; isothermal titration calorimetry; molecular thermodynamics; Scutellariae 
Radix; Coptidis Rhizoma; Phellodendri Chinensis Cortex; Gardeniae Fructus 
 

黄连解毒汤（Huanglian Jiedu Decoction，HJD）

为历代中医名方，首载于东晋葛洪《肘后备急方》，

由黄连、黄芩、黄柏、栀子 4 味药按 3∶2∶2∶3
的比例配伍组成，中医临床常用于脑卒中的恢复治

疗[1-2]。现代药理研究发现 HJD 上清液具有促进损

伤神经细胞恢复的功能[3-4]；通过降低 ADP 核糖多

聚酶（PARP）的过度表达，继而抑制凋亡蛋白

Caspase-3 活性，直接抑制神经细胞的凋亡过程，从

而发挥神经保护功效[5]。近来有研究报道，HJD 水

煎自沉淀现象明显，自沉淀收率最高可达 7.13%（沉

淀量/药材量）[6]，本课题组前期利用 HPLC-MSn技

术分析发现该自沉淀主要是以黄芩苷、汉黄芩苷、

小檗碱、黄连碱、栀子苷等为代表的酸碱性化学成

分，并利用 CoCl2损伤的神经生长因子（NGF）-PC12
细胞模型对 HJD 水煎自沉淀活性评价，已证实自沉

淀具有确切的神经保护作用，能够显著抑制神经细

胞凋亡[7]。但是通过利用 HPLC-MSn 自沉淀成分的

解析，并不能解释自沉淀产生的内在分子机制，本

实验采用拆方研究，希望能够进一步解析自沉淀来

源，并借助等温滴定量热法（isothermal titration 
calorimetry，ITC）解析自沉淀形成过程中内在的分

子热力学参数。 
ITC 通过微量量热仪连续、准确地检测和记录

一个变化过程的量热曲线，计算出结合过程的热力

学参数，包括该过程的结合常数（Ka）、解离常数

（Kd）、结合计量比（n）、焓变（ΔH）、熵变（ΔS）
以及吉布斯自由能变（ΔG），提供反应的热力学和

动力学信息。目前，主要应用于分子之间的相互作

用特征鉴定、酶动力学以及中药注射液用药相容性

的研究[8-9]，本实验旨在利用 ITC 技术阐明自沉淀的

形成机制。 

1  仪器与材料 
YP3002 电子天平，上海佑科仪器仪表有限公

司；NANO ITC 等温滴定量热仪和脱气站 Degassing 
Station，美国 TA 公司；京立牌 LD5-2B 型台式低速

离心机，北京京立公司；KQ-100DE 超声仪，昆山

市超声仪器有限公司；日立 UH5300 紫外可见分光

光度计，日立高新技术公司；ME55 十万分之一电

子天平，瑞士梅特勒-托利多公司；DP1DK-70A 恒

温鼓风干燥箱，北京亚欧德鹏科技有限公司。黄芩

Scutellariae Radix、黄连 Coptidis Rhizoma、黄柏

Phellodendri Chinensis Cortex 、栀子 Gardeniae 
Fructus 购自同仁堂，并由北京中医药大学中药资源

系刘春生教授分别鉴定为唇形科植物黄芩

Scutellaria baicalensis Georgi 的干燥根、毛茛科植物

黄连 Coptis chinensis Franch. 的干燥根茎、芸香科

植物黄皮树 Phellodendron chinense Schneid. 的干

燥树皮、茜草科植物栀子 Gardenia jasminoides Ellis
的干燥果实。对照品黄芩苷（批号 110715-200514，
质量分数 98%）、栀子苷（批号 749-8801，质量分

数 98%），均购自中国食品药品检定研究院；对照

品小檗碱，批号 Z24F4B1，质量分数 98%，上海源

叶生物科技有限公司。 
2  方法与结果 
2.1  紫外分光光度（UV）法测定 
2.1.1  药材水煎液的制备及定量测定  称取黄连 3 
g，加 10 倍量水冷凝回流，煎煮 30 min 后水煎液趁

热离心，分取上清液即得黄连水煎液。再分别称量

黄芩 2 g、黄柏 2 g、栀子 3 g，用同样的方法处理，

分别得到黄芩、黄柏和栀子的澄清水煎液。采用 UV
法测定样品浓度，测定时，将药材水煎液样品分别

稀释 10 倍。其中，黄芩水煎液浓度以黄芩苷计总黄
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酮量[10]，为（6.57±0.77）mmol/L（n＝3）；黄连、

黄柏水煎液浓度以小檗碱计总生物碱量[11-12]，分别

为（7.79±0.85）、（2.76±0.39）mmol/L（n＝3）；
栀子水煎液浓度以栀子苷计总环烯醚萜苷量[13]，为

（1.19±0.21）mmol/L（n＝3）。 
为了满足 ITC 在计算热力学参数时以 mmol/L

作为样品单位，因此本方法对照品配制采用物质的

量浓度，进而初测得到药材中相应有效部位的浓度。 
2.1.2  线性关系考察  分别精密称取 3 种对照品并

分别配制成 250.0、125.0、31.25、15.625、7.812 5 
μmol/L 的黄芩苷、小檗碱、栀子苷对照品溶液，采

用 UV 法[14]分别在 278、344、240 nm 处测定对照

品溶液吸光度（A）值作出标准曲线，回归方程分

别为黄芩苷 A＝14.703 C＋0.017 7，r＝0.999 3；小

檗碱 A＝5.677 4 C＋0.202 5，r＝0.999 1；栀子苷   
A＝8.937 7 C＋0.220 5，r＝0.999 3；线性范围均为

7.812 5～250.0 μmol/L。 
2.1.3  精密度试验  取同一黄芩苷对照品溶液，在

276 nm 处测定 A 值，重复测定 5 次，A 值依次为

0.377、0.376、0.376、0.377、0.377，计算其 RSD
为 0.17%；同理，计算小檗碱、栀子苷 RSD 分别为

0.17%、0.17%；为说明本方法精密度良好。 
2.1.4  稳定性试验  精密吸取黄芩苷对照品溶液按

上述方法操作，在室温下放置 2、4、8、12、24 h
分别测定 A 值，A 值依次为 0.377、0.375、0.377、
0.373、0.376，其 RSD 为 0.44%；同理，计算小檗

碱、栀子苷 RSD 分别为 0.28%、0.23%；说明溶液

24 h 内基本稳定，不影响定量测定。 
2.2  拆方研究沉淀反应 

取等体积黄芩水煎液、黄连水煎液、黄柏水煎

液、栀子水煎液，两两互相混合。实验结果见图 1，
产生沉淀或浑浊即相互结合的中药配伍为黄芩-黄
连、黄芩-黄柏，其余实验组均无明显变化，由此表

明 HJD 水煎自沉淀形成过程中相互作用的配伍中

药主要是黄芩-黄连、黄芩-黄柏。因此，本研究以

HJD 中黄芩为主体，应用 ITC 技术分别探讨其与黄

连、黄柏、栀子的相互作用。 
2.3  ITC 检测配伍中药成分间的相互作用 
2.3.1  供试品样品的制备  为了使拟合得到的热力

学参数准确可靠，应用 ITC 进行分子热力学参数测

定过程中，需要反应池样品充分消耗，最终得到 S
形等温线[15]。因此，根据前期预实验的摸索，将黄

芩水煎液稀释 4 倍，黄连水煎液稀释 8 倍，黄柏水 

 
A-栀子单煎液  B-黄柏单煎液  C-黄芩单煎液  D-黄连单煎液

E-栀子-黄柏单煎混合液  F-黄柏-黄连单煎混合液  G-黄连-栀子

单煎混合液  H-黄芩-黄连单煎混合液  I-黄芩-黄柏单煎混合液  
J-黄芩-栀子单煎混合液 
A — D-single dococments of Gardeniae Fructus, Phellodendri 
Chinensis Cortex, Scutellariae Radix, Coptidis Rhizoma (from left to 
right)  E — J-mixtures of Phellodendri Chinensis Cortex and 
Gardeniae Fructus, Coptidis Rhizoma and Phellodendri Chinensis 
Cortex, Coptidis Rhizoma and Gardeniae Fructus, Scutellariae Radix 
and Coptidis Rhizoma, Scutellariae Radix and Phellodendri 
Chinensis Cortex, Scutellariae Radix and Gardeniae Fructus (from 
left to right)  

 
图 1  拆方研究配伍中药水煎自沉淀现象 

Fig. 1  Pictures of precipitation of single dococments and 
mixtures 
 
煎液稀释 4 倍，栀子水煎液未稀释。稀释后的黄芩、

黄连、黄柏、栀子 4 种水煎液供试品溶液以黄芩苷、

小檗碱、栀子苷计参与反应的单体成分浓度分别为

1.95、0.82、0.69、1.19 mmol/L。滴定前，过 0.22 μm
微孔滤膜，得到的水煎液样品滤液在脱气站

（Degassing Station）脱气 20 min。 
2.3.2  检测条件和操作过程  利用 ITC 进行滴定，

在样品池中加入被滴定溶液 300 μL，恒温至 30 ℃，

控制搅拌速率为 250 r/min，待仪器自动平衡后开始

滴定黄芩水煎供试品溶液，连续滴定 20 滴，每滴

2.5 μL，时间间隔为 180 s。 
2.3.3  数据处理及分析  应用 Nano Analysis 软件

进行数据采集，滴定结束后，将实验用样品浓度输

入，采用 Nano Analyze 软件建模对反应活性谱进行

计算、拟合，可得到不同滴定过程的热力学参数，

包括 Ka、Kd、n、ΔH、ΔS、ΔG。参数的计算推导

A B C D 

E F G H I J 

拆方 研究 
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过程已有文献报道[16]。 
热量变化曲线峰值朝上代表放热，朝下代表吸

热。Ka 值越大，说明 2 种物质结合力越强。ΔG＜0，
反应自发进行，且绝对值越大，反应越容易进行。

ΔH＜0，−TΔS＜0，反应为熵和焓共同驱动的自发

反应；ΔH＜0，−TΔS＞0，若|ΔH|＞|−TΔS|，则反

应自发进行，且差值越大反应越容易进行。相反，

当|ΔH|＜|−TΔS|时，反应不会自发进行；ΔH＞0，
−TΔS＞0，反应不自发进行；ΔH＞0，−TΔS＜0，则

只有在|ΔH|＜|−TΔS|时，反应才会自发进行，且

差值越大越容易进行[17]。 
2.3.4  滴定实验及结果  黄芩水煎液分别滴定去离

子水、黄连水煎液、黄柏水煎液和栀子水煎液的能

量变化值见图 2～5。以黄芩水煎液滴定去离子水的

能量变化（P，μW）为基准，用 Nano Analyze 软件

分别拟合出黄芩水煎液滴定黄连水煎液、黄柏水煎

液、栀子水煎液的能量变化曲线及热力学参数，结 

 

 
 
 
图 2  黄芩水煎液滴定去离子水能量变化图像及拟合曲线 

Fig. 2  Calorimetric titrations of decoctions and energy 
curves of Scutellariae Radix decoction to deionized water 

 

 
 
 
图 3  黄芩水煎液滴定黄连水煎液能量变化图像及拟合曲线 
Fig. 3  Calorimetric titrations of decoctions and energy 
curves of Scutellariae Radix decoction to Coptidis Rhizoma 
decoction 

 

 
 
 
图 4  黄芩水煎液滴定黄柏水煎液能量变化图像及拟合曲线 
Fig. 4  Calorimetric titrations of decoctions and energy 
curves of Scutellariae Radix decoction to Phellodendri Cortex 
decoction 

 

 
 
 
图 5  黄芩水煎液滴定栀子水煎液能量变化图像及拟合曲线 
Fig. 5  Calorimetric titrations of decoctions and energy 
curves of Scutellariae Radix decoction to Gardeniae Fructus 
decoction 
 
果见表 1。观察滴定图 2～5 发现，黄芩滴定去离子

水的热量峰朝下，说明黄芩提取液的稀释过程为吸

热。而黄芩水煎液滴定黄连、黄柏、栀子水煎液的

能量（Q，μJ）峰均朝上，说明这 3 个药对提取液

相互作用的反应过程放热[18-19]。 
分析表 1 中的热力学参数 ΔH、ΔS、ΔG 发现黄

芩水煎液滴定去离子水的 ΔG＜0，ΔH＞0，−TΔS＜
0，|ΔH|＜|−TΔS|，说明该过程为熵驱动的自发过

程，驱动力为物理变化过程的疏水作用，即仅为黄

芩水煎液在水中的稀释过程[20]。黄芩滴定黄连水煎

液的 ΔG＜0，ΔH＜0，−TΔS＞0，|ΔH|＞|−TΔS|，
说明该过程为焓驱动的自发过程，黄芩和黄连中的

酸碱性成分间可能发生了非共价键的结合[20-21]，如

氢键、配位键等。n＝0.480，说明黄芩中成分与黄

连中成分的平均结合比例可能为 1∶2；黄芩滴定黄

柏水煎液的 ΔG＜0，ΔH＜0，−TΔS＞0，|ΔH|＞ 
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表 1  反应过程的热力学参数 
Table 1  Thermodynamic parameters of titrations 

类别 ΔH/(kJ∙mol−1) −TΔS/(kJ∙mol−1) ΔG/(kJ∙mol−1) n Kd/(mol∙L−1) Ka/(L∙mol−1) 

黄芩水煎液滴定去离子水 1 127.00 −1 146.86 −19.86 1.721 3.709×10−4 2.696×103 

黄芩水煎液滴定黄连水煎液 −199.30 175.38 −23.92 0.480 7.794×10−5 1.283×104 

黄芩水煎液滴定黄柏水煎液 −246.90 225.49 −21.41 0.602 2.137×10−4 4.680×103 

黄芩水煎液滴定栀子水煎液 −16 455.00 16 428.05 −26.90 0.001 5.068×10−4 1.973×103 

 
|−TΔS|，说明该过程同黄芩滴定黄连一致，也为焓

驱动的自发反应。n＝0.602，提示两者结合的比例

可能为 5∶3；黄芩滴定栀子过程的 ΔG＜0，n＝
0.001，推测黄芩栀子反应虽自发，但成分间的结合

作用极弱。 
从表 1 中的 Ka 和 Kd 来看，黄芩水煎液滴定黄

连、黄柏、栀子的 Ka 分别为 1.283×104、4.680×103、

1.973×103 L/mol，依次递减，Kd分别为7.794×10−5、 
2.137×10−4、5.068×10−4 mol/L，逐渐递增，说明

黄芩同黄连的结合作用最强，约为黄芩-黄柏结合能

力的 3 倍，黄芩和栀子的结合能力最弱。 
通过图 6 可以观察到黄芩滴定栀子过程的能量

变化非常小，折线紧贴 x 轴，提示放出的热量均用

以填补黄芩在水中稀释吸收的热量。因此黄芩与栀

子的结合作用远小于同黄连和黄柏的结合作用。验

证了上述从热力学参数角度进行的推断，与之前的

沉淀试验也相吻合，也说明了黄芩与黄连、黄柏的

反应是 HJD 中最重要的部分。  

 
 
 

图 6  能量变化折线图 
Fig. 6  Line chart of energy change 

3  讨论 
本实验在前期的工作基础上[7]，通过拆方研究

确定了自沉淀是由酸碱性药材配伍产生，即 HJD 中

酸性药材黄芩分别与碱性药材黄连和黄柏成分相互

作用产生；通过对 ITC 数据的分析则发现黄芩水煎

液滴定黄连、黄柏、栀子水煎液的过程均满足 ΔH＜

0，−TΔS＞0，ΔG＜0，|ΔH|＞|−TΔS|，说明这 3 组

反应均为焓驱动的化学反应；通过对 Ka 和 Kd 的比

较，揭示了 HJD 中结合作用最强的 2 味药是黄芩和

黄连，其次是黄芩和黄柏；通过对 n 的比较，揭示

了相互配伍中药黄芩-黄连、黄芩-黄柏的结合比例。 

用 Ka、Kd 来判断不同配伍中药间结合能力的差

异是因为 Ka、Kd 均是与浓度无关的参数，大小仅取

决于参与反应的物质的种类以及温度。因此在相同

滴定条件下，黄芩-黄连结合的 Ka大于黄芩-黄柏结

合的 Ka，并不是由于简单的黄连、黄柏中总生物碱

浓度不同造成的，而是和生物碱的种类及组成有关。

实验中发现黄芩滴定栀子也发生了微弱的化学变

化，可能是由于黄芩中的黄芩苷与栀子中极少量黄

酮或者胆碱类物质成分[22]发生了酸碱反应。 
本实验首次将 ITC 技术引入到中药复方的研究

之中，证明了将等温滴定量热技术应用于中药复方

水煎自沉淀形成机制以及药对间相互作用研究的可

行性。对于现阶段的中药研究而言，成分复杂是阻

碍研究进展的主要障碍，而 ITC 的优点就在于简单

快捷、灵敏度高，无需明确中药的物质基础和成分

组成，能有效地弥补化学方法的不足。同时，ITC
也能用于中药中单体活性成分的滴定，测定单体有

效成分相互作用的热动力学原理，从而从化学层面

更深层次地揭示中药间相互作用的机制。关于本实

验中 HJD 的单体成分间（如黄芩中的黄芩苷与黄连

中的小檗碱、黄连碱，黄柏中的小檗碱、黄柏碱等）

相互作用研究也正在进行当中。相信 ITC 技术与化

学方法的结合会更好地揭示中药复方中药对相互作

用的机制。 
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同时，本实验结果表明传统中医认为临床服用

汤药时自沉淀应与上清液同服的科学性，自沉淀形

成于复方有效成分间的相互作用，如在临床服用汤

药或企业提取生产过程中将自沉淀弃掉，在一定程

度上是对药用资源的无意浪费，也势必会影响临床

疗效。因此，基于本实验研究，相信中药复方水煎

自沉淀作为一种新型有效成分聚集体，具有潜在的

药用价值，值得深入研究。 
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