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二仙汤抗骨质疏松有效组分的指纹图谱、多成分含量测定及其镇痛和调节
骨代谢作用研究  
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浙江中医药大学药学院，浙江 杭州  310053 

摘  要：目的  建立二仙汤抗骨质疏松有效组分的指纹图谱及多成分含量测定方法，为基于二仙汤的抗骨质疏松组分中药的

研制奠定基础。方法  HPLC 指纹图谱检测采用 Agilent ZorBax Extend C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈- 

0.1%磷酸水溶液（含 0.025%十二烷基硫酸钠），梯度洗脱：0～30 min，4%～30%乙腈；30～50 min，30%～50%乙腈；50～

60 min，50%～90%乙腈；体积流量 1 mL/min；柱温 25 ℃；检测波长 270 nm。运用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”

进行相似度评价；通过对照品比对，对共有峰进行指认。样品含量测定的梯度洗脱调整为 0～25 min，10%～18%乙腈；25～

35 min，18%～19%乙腈；35～40 min，19%～25%乙腈；40～50 min，25%～32%乙腈；50～60 min，32%～55%乙腈；并测

定 8 种有效成分的含量。以小鼠醋酸扭体和成骨细胞和破骨细胞为模型评价二仙汤有效组分的镇痛和对骨代谢的调控作用。

结果  建立了二仙汤有效组分的 HPLC 指纹图谱，确定了 16 个共有峰，16 批样品与对照指纹谱比较的相似度均在 0.9 以

上。指认出其中 8 个共有峰（1、4、10～12、13、15、16 号峰），分别为新芒果苷、芒果苷、阿魏酸、仙茅苷、朝藿定 B、

淫羊藿苷、盐酸巴马汀和盐酸小檗碱。含量测定的线性关系、重复性、稳定性、精密度及加样回收率考察符合要求。二仙汤

抗骨质疏松有效组分在小鼠醋酸扭体模型上具有显著的镇痛作用，并可促进成骨细胞的形成和骨基质矿化，抑制破骨细胞的

骨吸收。结论  建立的二仙汤抗骨质疏松有效组分 HPLC 指纹图谱及多成分含量测定方法可准确、高效、全面的对其质量进

行评价，为其质量控制提供依据。 
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Establishment of fingerprint and content determination of multi-components for 

antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction and research on its 

analgesic and bone metabolism regulating effects 
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Abstract: Objective  To establish the fingerprint and multi-component content determination method of antiosteoporotic active 

fraction from Er-xian decoction, and lay a foundation for the development of antiosteoporotic component Chinese medicine based on 

Er-xian decoction. Methods  A Agilent ZorBax Extend C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) was selected for HPLC fingerprint 

detection; the mobile phase is consist of acetonitrile-0.1% aqueous phosphoric acid solution (containing 0.025% sodium dodecyl 

sulfate); gradient elution: 0—30 min, 4%—30% acetonitrile; 30—50 min, 30%—50% acetonitrile; 50—60 min, 50%—90% 

acetonitrile; flow rate is 1 mL/min; column temperature is 25 ℃; detection wavelength is 270 nm. The “traditional Chinese medicine 

chromatography fingerprint similarity evaluation system” was used to evaluate the similarity; the common peaks were identified by 

comparison with reference compounds. The gradient elution for content determination was adjusted to: 0—25 min, 10%—18% 
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acetonitrile; 25—35 min, 18%—19% acetonitrile; 35—40 min, 19%—25% acetonitrile; 40—50 min, 25%—32% acetonitrile; 50—60 

min, 32%—55% acetonitrile and the contents of eight active components were determined. The analgesic effect of the effective 

components of Er-xian decoction and the regulation of bone metabolism were evaluated in mice with acetic acid twist body, osteoblasts 

and osteoclasts. Results  The HPLC fingerprints of active fraction from Er-xian decoction were established, and 16 common peaks 

were identified. The similarity of 16 batches of samples comparison with reference fingerprint was more than 0.9. Eight common peaks 

(peaks 1, 4, 10—12, 13, 15, 16) were identified as neomangiferin, mangiferin, ferulic acid, curculigoside, epimedin B, icariin, palmatine 

hydrochloride and berberine hydrochloride. The linear relationship, repeatability, stability, precision and recovery in content 

determination meet the requirements. The antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction had a significant analgesic effect in 

the mouse acetate twist body model, and increased the formation of osteoblasts and mineralization of bone matrix, and inhibited the 

bone resorption of osteoclasts. Conclusion  The established HPLC fingerprint and multi-component content determination method 

of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction could accurately, efficiently and comprehensively evaluate its quality, and 

provide a basis for its quality control. 

Key words: Er-xian decoction; osteoporosis; fingerprint; multicomponent determination; high-performance liquid chromatography; 

neomangiferin; mangiferin; ferulic acid; curculigoside; epimedin B; icariin; palmatine hydrochloride; berberine hydrochloride; 

analgesia; quality control 
 

中药方剂是中医临床用药的主要形式，是遵循

中医药理论，将 2 味或 2 味以上的中药饮片配伍而

成的，具有多成分、多靶点整合调节人体机能的作

用特点，在多因素复杂性疾病的防治中显示出明显

的优势[1]。然而，由于中药材化学成分复杂，方剂的

药效物质和作用机制不清楚，影响中药疗效的稳定

发挥和对中药方剂作用规律的认识，进而阻碍中药

产品质量的提升和中医药现代化的进程。因此，阐

明中药方剂发挥作用的有效成分和机制，制备有效

组分，研究有效组分的质量控制，对于安全、有效、

稳定、可控的新型中药的创制具有重要意义。 

二仙汤是张伯讷教授创制的著名方剂，由淫羊

藿、仙茅、知母、黄柏、巴戟天和当归组成，具有

温肾阳、补肾精、泻肾火、调理冲任之功效，用于

肾阴、肾阳不足而虚火上炎之更年期综合征、高血

压、肾炎、肾盂肾炎，尿路感染及闭经等病症[2]。近

年研究发现二仙汤具有调节免疫、抗氧化及雌激素

样活性，常用于治疗更年期综合征、骨质疏松症和

卵巢早衰等疾病[3-6]。前期研究发现二仙汤能够调控

去卵巢骨质疏松大鼠的骨代谢，增加骨密度，改善

骨组织微结构的退化，显示出良好的抗骨质疏松作

用[7]。进一步以成骨细胞和破骨细胞为模型，筛选

其抗骨质疏松的有效成分，发现二仙汤中淫羊藿黄

酮、仙茅酚苷、知母黄酮和皂苷、黄柏生物碱、巴

戟天蒽醌和环烯醚萜苷及当归阿魏酸均有显著的调

节成骨细胞和破骨细胞功能的作用。为此，本实验

富集制备了二仙汤抗骨质疏松的有效组分，明确了

其在去卵巢骨质疏松大鼠的确切作用。本实验研究

了二仙汤有效组分的指纹图谱及多成分的含量测定

方法，观察其在醋酸扭体小鼠模型，体外成骨细胞

和破骨的作用，为基于二仙汤的抗骨质疏松组分中

药的研制提供科学的依据。 

1  仪器、材料和动物 

1.1  仪器 

Agilent 1100 型系列高效液相色谱仪，美国

Agilent 公司；Bio-Tex ELx 800 型全自动定量绘图酶

标仪，美国 Fisher 公司；SW-CJ-2FD 型双人单面净

化工作台，苏州净化有限公司；MCO-15AC 型 CO2

恒温培养箱，日本 Sanyo 生物医学电器公司；CKX41

型倒置相差显微镜，日本 Olympus 公司。 

1.2  材料 

对照品新芒果苷，批号 130715，质量分数≥

98%，购于北京北纳创联生物技术研究院；对照品

芒果苷，批号 MUST-13110201，质量分数≥98%，

购于北京恒元启天化工技术研究院；对照品阿魏酸

（批号 0773-9910）、仙茅苷（批号 110771-201105）、

盐酸巴马汀（批号 110732-200506），质量分数≥

98%，均由中国食品药品鉴定研究院提供；对照品

朝藿定 B，批号 110809，质量分数≥98%，由四川

省维克奇生物科技有限公司提供；对照品淫羊藿苷，

批号 145760，质量分数≥98%，购于南京泽郎医药

科技有限公司；对照品盐酸小檗碱，批号 20130412，

质量分数≥98%，购于大连美仑生物技术有限公司。 

二仙汤处方 6 味中药饮片，购于上海雷允上药

业有限公司，经浙江中医药大学药学院张巧艳教授

鉴定分别为小檗科淫羊藿属植物淫羊藿 Epimedium 

brevicornu Maxim.的干燥叶、石蒜科仙茅属植物仙

茅 Curculigo orchioides Gaertn.的干燥根茎、百合科
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知母属植物知母 Anemarrhena asphodeloides Bge.的

干燥根茎、芸香科黄檗属植物黄皮树 Phellodendron 

chinense Schneid.的干燥树皮、茜草科巴戟天属植物

巴戟天 Morinda officinalis How 的干燥根和伞形科

当归属植物当归 Angelica sinensis (Oliv.) Diels 的干

燥根。结合资源考证优选药材产地，最终确定 6 味

药材的产地如下：淫羊藿为甘肃陇南、仙茅为四川

宜宾、知母为河北安国、黄柏为四川荥经、当归为

甘肃岷县、巴戟天为广东肇庆。 

制备指纹图谱研究的 16 批样品由 3 批药材制

备而成，其中 1～5 批样品由第 1 批药材制备而成，

6 味药材的批号分别为淫羊藿 20180501、仙茅

20180502、知母 20180503、黄柏 20180504、当归

20180505、巴戟天 20180506；6～11 批样品由第 2

批药材制备而成，6 味药材的批号分别为淫羊藿

20180601、仙茅 20180602、知母 20180603、黄柏

20180604、当归 20180605、巴戟天 20180606；12～

16 批样品由第 3 批药材制备而成，6 味药材的批号

分别为淫羊藿 20180701、仙茅 20180702、知母

20180703、黄柏 20180704、当归 20180705、巴戟天

20180706。16 批样品依次编号为 S1～S16。 

制备 3 批含量测定样品的药材批号分别为淫羊

藿 20200601、仙茅 20200602、知母 20200603、黄

柏 20200604、当归 20200605、巴戟天 20200606。

所有药材参照《中国药典》2020 年版进行鉴定，均

符合要求。参考本课题组前期研究[8]，制备二仙汤

抗骨质疏松有效组分，用于指纹图谱和主要化学成

分的含量测定研究。 

UMR-106 细胞和 RAW264.7 细胞购自美国

ATCC 细胞库；特级胎牛血清、DMEM 培养基

（Dulbecco’s modified Eagle’s medium）为美国 Gibco

公司产品；RANK-L、M-CSF、考马斯亮蓝 G-250 和

地塞米松均购自美国 Sigma 公司；乙腈、甲醇，色

谱纯，国药集团化学试剂有限公司；水，娃哈哈纯

净水，杭州娃哈哈集团有限公司；牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）、β-甘油磷酸钠、抗坏

血酸、甲醛、固蓝 BB、硝酸银、硫代硫酸钠等其他

试剂均为国产分析纯试剂。 

1.3  动物 

雌性 ICR 小鼠 50 只，购自浙江中医药大学实

验动物中心，许可证号 SCXK（浙）2020-0061，动

物饲养于浙江中医药大学实验动物研究中心，室温

（25±2）℃，相对湿度 45%～50%，可自由进食饮

水。本研究中所有实验动物的使用严格遵守浙江中

医药大学伦理规定（批准号：IACUC-20200420-04）。 

2  方法与结果 

2.1  二仙汤抗骨质疏松有效组分的制备 

6 味中药按处方比例混匀，按每克药材加 8 mL 

50%乙醇提取 3 次，每次 2 h，滤过，合并滤液，即

为粗提液。提取液减压浓缩到相对密度为 1.23 

g/mL，滤过，滤液加蒸馏水稀释到相对密度为 1.08 

g/mL，即为待上柱纯化样品液。将样品液按 1 个树

脂床体积倍数（BV）的上样量通入装有 ZTC-1 大孔

树脂的色谱柱中，依次用水、50%乙醇和 95%乙醇

洗脱，收集 50%乙醇洗脱部分，减压浓缩成相对密

度为 1.25 g/mL 的浸膏，60 ℃干燥，粉碎，得棕黄

色粉末，即为二仙汤抗骨质疏松有效组分。 

2.2  二仙汤抗骨质疏松有效组分指纹图谱研究 

2.2.1  色谱条件  Agilent ZorBax Extend C18 色谱柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷

酸水溶液（含 0.025%十二烷基硫酸钠），梯度洗脱：

0～30 min，4%～30%乙腈；30～50 min，30%～50%

乙腈；50～60 min，50%～90%乙腈；进样量 20 μL；

体积流量 1 mL/min；柱温 25 ℃；检测波长 270 nm。 

2.2.2  对照品溶液的制备   精密称取新芒果苷

16.20 mg、芒果苷 10.00 mg、阿魏酸 3.50 mg、仙茅

苷 1.60 mg、朝藿定 B 1.25 mg、朝藿定 C 3.00 mg、

淫羊藿苷 3.38 mg，盐酸小檗碱 5.00 mg 和盐酸巴马

汀 5.00 mg 分别置于 5 mL 的量瓶中，新芒果苷、盐

酸小檗碱和盐酸巴马汀分别用 50%甲醇定容，其他

均用甲醇定容至刻度，摇匀，分别配制成质量浓度

为 3.24 mg/mL 的新芒果苷、2.00 mg/mL 的芒果苷、

0.70 mg/mL 的阿魏酸、0.32 mg/mL 的仙茅苷、0.25 

mg/mL 的朝藿定 B、0.60 mg/mL 的朝藿定 C、0.675 

mg/mL 的淫羊藿苷、1.00 mg/mL 的盐酸小檗碱和

1.00 mg/mL 的盐酸巴马汀储备液，经 0.45 m 微孔

滤膜滤过，备用。 

2.2.3  供试品溶液的制备  取二仙汤有效组分约

50 mg，精密称定后置于 5 mL 量瓶中，加入 4%乙

腈-0.1%磷酸水溶液（含 0.025%十二烷基硫酸钠）

定容，超声溶解后微孔滤膜滤过，备用。 

2.2.4  精密度试验  取同一份供试品溶液，连续进

样 6 次，以对照品淫羊藿苷作为参照峰，计算 16 个

主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积，结果 16

个主要色谱峰相对保留时间的 RSD 均小于 1.0%，

相对峰面积的 RSD 均小于 5.0%，各色谱图的相似
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度值不低于 0.99，表明仪器的精密度良好。 

2.2.5  稳定性试验  取同一份供试品溶液，分别于

0、2、4、8、12、24 h 进行检测，以对照品淫羊藿

苷作为参照峰，计算 16 个主要色谱峰的相对保留

时间和相对峰面积，结果 16 个主要色谱峰相对保

留时间的 RSD 均小于 2.0%，相对峰面积的 RSD 均

小于 5.0%，各色谱图的相似度值不低于 0.99，表明

供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.2.6  重复性试验  取同一批供试品，按“2.1.2”

项下方法平行制备 6 份供试品溶液，进行检测，以

对照品淫羊藿苷作为参照峰，计算 16 个主要色谱

峰的相对保留时间和相对峰面积，结果 16 个主要

色谱峰的相对保留时间的 RSD 均小于 1.0%，相对

峰面积的 RSD 均小于 5.0%，各色谱图的相似度值

不低于 0.99，表明方法的重复性良好。 

2.2.7  指纹图谱的建立、共有峰标记及其归属  利

用“中药色谱指纹图谱相似度评价软件（2012 版）”

以 S1 为参照图谱，采用平均数法，时间窗宽度 0.1 

min，经多点校正，生成二仙汤抗骨质疏松有效组分

色谱叠加图及共有模式对照指纹图谱（图 1）。分析

得到 16 批供试品的色谱峰，按照色谱峰的保留时

间从小到大，选取 16 个峰面积较大的为共有峰。 

 

图 1  16 批二仙汤抗骨质疏松有效组分的 HPLC 指纹图谱叠加图及其对照指纹图谱 (R) 

Fig. 1  Superimposed HPLC fingerprint of 16 batches of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction and its 

control fingerprint (R) 

通过加入对照品，观察对应峰面积的变化，指

认出 8 个色谱峰，结合各药材化学成分研究的文献

资料[9]，确定 1 号峰为新芒果苷，4 号峰为芒果苷，

1、4 号峰归属于知母药材；10 号峰为阿魏酸，归属

于当归药材；11 号峰为仙茅苷，归属于仙茅药材；

12 号峰为朝藿定 B，13 号峰为淫羊藿苷，12、13 号

峰归属于淫羊藿药材；15 号峰为盐酸巴马汀，16 号

峰为盐酸小檗碱，15、16 号峰归属于黄柏药材。 

2.2.8  相似度评价  将 16 批二仙汤抗骨质疏松有

效组分按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，以

“2.2.1”项下色谱条件对样品进行检测，并用中药指

纹图谱相似度评价系统 2012 版软件分别对 16 批样

品的指纹图谱进行数据处理，生成对照指纹图谱，

16 批二仙汤抗骨质疏松有效组分与对照指纹图谱

比较的相似度分别为 0.979、0.962、0.968、0.970、

0.971、0.986、0.981、0.987、0.986、0.986、0.974、

0.971、0.928、0.918、0.971、0.962，从上述结果可

以看出，各批次二仙汤抗骨质疏松有效组分间化学

成分的差异较小。 

2.3  二仙汤抗骨质疏松有效组分的含量测定 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Agilent ZorBax Extend 

C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-

0.1%磷酸水（含有 0.025%十二烷基硫酸钠），梯度

洗脱：0～25 min，10%～18%乙腈；25～35 min，

18%～19%乙腈；35～40 min，19%～25%乙腈；40～

50 min，25%～32%乙腈；50～60 min，32%～55%

乙腈；进样量 20 μL，体积流量 1 mL/min；柱温

25 ℃；检测波长 270 nm。混合对照品和样品的色

谱图见图 2。 

2.3.2  线性关系考察  精密量取“2.1.2”项下的各 
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1-新芒果苷；2-芒果苷；3-阿魏酸；4-仙茅苷；5-朝藿定 B；6-淫

羊藿苷；7-盐酸巴马汀；8-盐酸小檗碱。 

1-neomangiferin; 2-mangiferin; 3-ferulic acid; 4-curculigoside; 5-

epimedin B; 6-icariin; 7-palmatine hydrochloride; 8-berberine 

hydrochloride. 

图 2  混合对照品 (A) 和二仙汤抗骨质疏松有效组分 (B) 

的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC fingerprints of mixed reference substances 

(A) and antiosteoporotic active fraction from Er-xian 

decoction (B) 

对照品溶液适量于 5 mL 量瓶中，加入初始流动相

定容得混合对照品溶液（新芒果苷 162.0 μg/mL，芒

果苷 200.0 μg/mL，阿魏酸 35.0 μg/mL，仙茅苷 64.0 

μg/mL，朝藿定B 50.0 μg/mL，淫羊藿苷 135.0 μg/mL，

盐酸巴马汀 20.0 μg/mL，盐酸小檗碱 20.0 μg/mL），

等比例稀释成 6 个质量浓度梯度。分别精密吸取上

述对照品溶液，按“2.3.1”项下色谱条件进样分析，

记录色谱峰面积。以峰面积为纵坐标（Y），质量浓度

为横坐标（X），绘制标准曲线，进行线性回归，得回

归方程新芒果苷 Y＝9.074 8 X－21.982，R2＝0.999 4，

线性范围 5.1～162.0 μg/mL；芒果苷 Y＝11.109 X－

41.696，R2＝0.999 6，线性范围 6.3～200.0 μg/mL；

阿魏酸 Y＝29.101 X＋9.421 4，R2＝0.999 4，线性范

围 1.1～35.0 μg/mL；仙茅苷 Y＝12.065 X＋1.485 1，

R2＝0.999 8，线性范围 2.0～64.0 μg/mL；朝藿定 B 

Y＝25.743 X＋8.830 3，R2＝0.999 8，线性范围 1.6～

50.0 μg/mL；淫羊藿苷 Y＝24.081 X－8.375 8，R2＝

0.999 6，线性范围 4.2～135.0 μg/mL；盐酸巴马汀 

Y＝72.459 X－23.380，R2＝0.998 6，线性范围 0.6～

20.0 μg/mL；盐酸小檗碱 Y＝63.802 X－8.101 5，R2＝

0.999 2，线性范围 0.6～20.0 μg/mL。 

2.3.3  检测限和定量限实验  精密吸取对照品溶

液，采用倍比稀释的方法，检测限按照信噪比（S/N）

大于 3，定量限按照 S/N 大于 10 的要求检测。新芒

果苷、芒果苷、阿魏酸、仙茅苷、朝藿定 B、淫羊

藿苷、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的检测限分别为

0.96、0.87、0.23、0.56、0.35、0.48、0.23、0.20 μg/mL，

定量限分别为 2.60、3.12、0.86、1.60、1.20、1.42、

0.56、0.53 μg/mL。 

2.3.4  精密度试验  精密量取已知浓度的混合对照

品溶液。按“2.3.1”项色谱条件测定，同一天连续

进样 6 针测定日内精密度，每天进样 1 针，连续进

样 6 d，测定日间精密度，所得样品峰面积 RSD＜

3%，表明日内精密度和日间精密度符合要求。 

2.3.5  稳定性试验  取二仙汤抗骨质疏松有效组

分，分别在 0、2、4、8、12 h 进样测定，计算新芒

果苷、芒果苷、阿魏酸、仙茅苷、朝藿定 B、淫羊

藿苷、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的峰面积 RSD 分别

为 2.78%、0.75%、2.91%、2.78%、1.04%、0.90%、

3.90%、3.75%，表明在 12 h 内样品溶液中上述各化

合物较为稳定。 

2.3.6  重复性试验  取二仙汤抗骨质疏松有效组

分，分别配制 6 份供试品溶液，按“2.3.1”项下方

法进样，记录各对照品峰面积，计算新芒果苷、芒

果苷、阿魏酸、仙茅苷、朝藿定 B、淫羊藿苷、盐

酸巴马汀、盐酸小檗碱质量分数的 RSD 分别为

1.25%、4.08%、0.88%、3.57%、1.71%、2.78%、2.08%、

1.96%，表明本测定方法重复性良好。 

2.3.7  加样回收率试验  分别称取 6 份等量的已知

含量的二仙汤抗骨质疏松有效组分，加入不同量的

对照品，按样品制备方法操作制备供试品，按“2.3.1”

项下色谱条件，测定 8 种指标成分的含量，计算新

芒果苷、芒果苷、阿魏酸、仙茅苷、朝藿定 B、淫

羊藿苷、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的平均加样回收

率分别为 102.2%、98.9%、99.4%、100.8%、100.0%、

99.4%、101.2%、98.1%，RSD 分别为 2.37%、1.33%、

2.84%、1.64%、1.89%、3.27%、2.10%、2.54%，表

明本法回收率良好，符合要求。 

2.3.8  含量测定  取各供试品溶液，按“2.3.1”项

下色谱条件进样分析，每份样品平行测 3 份，记录

色谱峰面积，计算二仙汤抗骨质疏松有效组分中各

成分的含量，结果见表 1、2。从表 1 可以看出，3

批二仙汤抗骨质疏松有效组分中新芒果苷的平均质

量分数为 8.29%，芒果苷的平均质量分数为 3.63%， 
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表 1  3 批二仙汤抗骨质疏松有效组分中主要成分的含量测定结果 

Table 1  Content determination results of three batches of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction 

样品 
质量分数/% 

新芒果苷 芒果苷 阿魏酸 仙茅苷 朝藿定 B 淫羊藿苷 盐酸巴马汀 盐酸小檗碱 

1 8.59 3.69 0.33 0.84 3.93 3.66 1.95 2.87 

2 8.06 3.57 0.31 0.80 3.75 3.49 1.86 2.73 

3 8.22 3.62 0.33 0.87 4.05 3.77 2.01 2.96 

平均值 8.29 3.63 0.32 0.84 3.91 3.64 1.94 2.85 

表 2  16 批二仙汤抗骨质疏松有效组分放置 24 月后主要成分的含量测定结果 

Table 2  Content determination results of 16 batches of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction after 24 months 

样品 
质量分数/% 

新芒果苷 芒果苷 阿魏酸 仙茅苷 朝藿定 B 淫羊藿苷 盐酸巴马汀 盐酸小檗碱 

S1 3.18 6.39 0.25 0.13 8.80 2.39 0.05 0.04 

S2 3.38 6.38 0.31 0.20 5.10 1.87 0.05 0.02 

S3 2.83 5.06 0.17 0.15 8.00 2.70 0.06 0.06 

S4 2.93 6.00 0.21 0.17 9.80 2.64 0.05 0.05 

S5 3.32 5.89 0.20 0.17 9.39 2.71 0.06 0.04 

S6 4.84 8.04 0.27 0.17 10.86 2.84 0.10 0.08 

S7 4.65 8.06 0.25 0.14 9.86 2.64 0.05 0.04 

S8 5.47 6.31 0.22 0.18 8.12 2.44 0.10 0.04 

S9 4.52 5.57 0.26 0.16 7.32 2.10 0.06 0.05 

S10 5.20 6.16 0.22 0.24 6.94 1.75 0.09 0.08 

S11 6.11 6.58 0.23 0.27 7.44 1.85 0.13 0.11 

S12 5.72 6.78 0.24 0.29 7.24 1.74 0.06 0.04 

S13 6.19 4.90 0.28 0.31 7.64 1.96 0.05 0.03 

S14 5.58 6.61 0.25 0.26 7.68 1.97 0.06 0.04 

S15 3.31 8.81 0.30 0.40 5.63 1.40 0.03 0.23 

S16 2.96 8.42 0.21 0.41 4.27 1.22 0.02 0.15 
 

阿魏酸的平均质量分数为 0.32%，仙茅苷的平均质

量分数为 0.84%，朝藿定 B 的平均质量分数为

3.91%，淫羊藿苷的平均质量分数为 3.64%，盐酸巴

马汀的平均质量分数为 1.94%，盐酸小檗碱的平均

质量分数为 2.85%。表 2 为室温放置 24 个月的样

品，16 批样品中二仙汤抗骨质疏松有效组分中主要

有效成分的含量都有不同程度的降低，以黄柏小檗

碱类成分的含量降低的最为明显。 

2.4  二仙汤抗骨质疏松有效组分的镇痛作用 

雌性 ICR 小鼠 50 只，随机分为 5 组，包括对

照组，阳性对照组，二仙汤抗骨质疏松有效组分低、

中、高剂量组。根据二仙汤抗骨质疏松有效组分的

得率在 4%左右、及人服用二仙汤汤剂的药材量、人

体用药剂量与小鼠用药剂量的换算系数，并考虑到

有效组分中活性成分含量及口服生物利用度较高，

结合预试验结果，确定有效组分的低、中、高剂量

分别为 55、110、220 mg/kg。对照组小鼠以 1%羧甲

基纤维素钠溶液 ig，阳性对照组小鼠 ig 给予消炎痛

10 mg/kg，二仙汤抗骨质疏松有效组分以 55、110、

220 mg/kg 的剂量 ig 给药。给药 60 min 后，每只小

鼠 ip 0.7%醋酸溶液 0.2 mL，观察小鼠的扭体反应，

以腹部收缩、伸展后肢或臀部抬高为扭体反应阳性。

记录注射 0.7%醋酸后 15 min 内每只小鼠扭体的次

数，计算二仙汤抗骨质疏松有效组分对扭体反应的

抑制率。结果以 x s 表示，用方差检验比较各组间

测定指标差异的显著性。 

抑制率＝(对照组小鼠扭体数－给药组小鼠扭体数)/对

照组小鼠扭体数 

结果如表 3 所示，消炎痛组小鼠扭体次数比对

照组小鼠显著降低（P＜0.01），抑制率为 68.5%。二 
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表 3  二仙汤抗骨质疏松有效组分对小鼠的镇痛作用 

( x s , n = 10) 

Table 3  Analgesic effect of antiosteoporotic active fraction 

from Er-xian decoction on mice ( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 扭体均数 抑制率/% 

对照  48±12  

消炎痛 10 15±5** 68.5 

二仙汤抗骨质疏松 55 40±11 17.1 

有效组分 110 35±11* 26.9 

 220 31±9** 35.4 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

仙汤抗骨质疏松有效组分低、中、高剂量组小鼠扭

体次数均比正常对照组减少，抑制率分别为 17.1%、

26.9%和 35.4%，中、高剂量组小鼠扭体次数与对照

组比较有显著性差异（P＜0.05、0.01），表明二仙汤

抗骨质疏松有效组分具有较好的镇痛作用。 

2.5  二仙汤抗骨质疏松有效组分对成骨细胞的作用 

将 UMR-106 成骨细胞用含 l0%胎牛血清的

DMEM 培养基配制成浓度为 3×104/mL 的细胞悬

液，以每孔 100 μL 的体积接种于 96 孔培养板中，

于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后给药，阴性

对照组只加含 10%血清的 DMEM 培养基，其余各

组分别加入含二仙汤提取物 5、10、20 µg/mL 的培

养基，继续培养 48 h 和 72 h，MTT 法检测成骨细

胞的增殖。按照上述方案处理成骨细胞，培养至 6 d

时，按照试剂盒说明书检测碱性磷酸酶（alkaline 

phosphatase，ALP）的活性，以每孔中每 mg 蛋白释

放的对硝基苯酚的 nmol 数表示 ALP 的活性。 

UMR-106 成骨细胞按每孔 1×105 的细胞数接

种于 24 孔板内，用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基培养 24 h，换含 0.1% BSA 的新鲜 DMEM 使细胞

适应，12 h 后换终浓度为 1.0 nmol/L 的含药骨结节

诱导培养基（0.1%白蛋白，10.0 nmol/L 地塞米松，

0.01 mol/L β-甘油磷酸钠和 50 μg/mL 抗坏血酸以及

10%胎牛血清的 DMEM 培养基），其中二仙汤抗骨

质疏松有效组分的质量浓度分别为 5、10、20 

µg/mL，每 3 天换液 1 次，连续培养观察 14 d 后进

行骨结节染色。倒置相差显微镜 200 倍下观察并计

数每孔内 20 个随机视野内骨结节的数量，以红色

结节和边界清晰为准，取平均值，结果以骨结节数

目/孔表示[10]。骨形成受 2 个不同的过程调控，即新

的成骨细胞的形成和成骨细胞产生骨基质的活性。

碱性磷酸酶是骨重建过程中的关键酶，能够促进骨

基质的矿化[11-12]。如表 4 所示，二仙汤抗骨质疏松

有效组分在 5、10、20 μg/mL 的质量浓度下作用 48 

h 和 72 h，显著促进 UMR-106 成骨细胞的增殖；作

用 6 d 后，显著增加成骨细胞碱性磷酸酶活性；作

用 12 d 后，显著增加成骨细胞骨钙结节的形成，这

些结果表明二仙汤抗骨质疏松有效组分通过增加成

骨细胞的数目、成骨细胞的活性和促进骨基质的矿

化增加骨质的形成。 

表 4  二仙汤抗骨质疏松有效组分对成骨细胞增殖、碱性磷酸酶活性和骨钙结节形成的影响 ( x s , n = 8) 

Table 4  Effects of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction on proliferation, alkaline phosphatase activity and 

formation of bone mineralized nodules of osteoblasts ( x s , n = 8) 

组别 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

成骨细胞增殖率/% 成骨细胞碱性磷酸酶活性 

(6 d)/(nmol∙mg−1∙min−1) 

骨结节数目 

(12 d)/孔 48 h 72 h 

对照 − − − 155±18 15.1±1.2 

二仙汤有效组分 5 18.52±0.02** 11.86±0.04** 182±21* 18.6±1.0** 

 10 22.22±0.02** 16.95±0.05** 205±16** 19.1±1.2** 

 20 22.22±0.02** 13.56±0.06** 219±22** 18.6±1.5** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

2.6  二仙汤抗骨质疏松有效组分对破骨细胞的作用 

将 RAW264.7 细胞培养在含 25 ng/mL 的核刺

激因子-κB 受体配体（receptor activator for nuclear 

factor kappa B ligand，RANKL）和 30 ng/mL 的巨噬

细胞集落刺激因子（macrophage-stimulating factor，

MCSF）的 DMEM 培养基中 72 h，即分化为多核的

抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶 （ tartrateresistant acid 

phosphatase，TRAP）染色阳性的破骨细胞。将 1×

105/mL RAW264.7 细胞悬浮于含 25 ng/mL RANKL

和 30 ng/mL MCSF 的 DMEM 培养基中，接种于 96

孔板内，每孔 100 µL，于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养 72 h，换含质量浓度为 5、10、20 µg/mL 的二
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仙汤提取物的培养基，继续培养 48 h 和 72 h，进行

破骨细胞增殖测定，以评价二仙汤抗骨质疏松有效

组分对破骨细胞是否有细胞毒作用。 

同上细胞处理，按照试剂盒说明测定破骨细胞

抗酒石酸酸性磷酸酶的活性，同时计数 TRAP 阳性

细胞，TRAP 活性用每 100 个破骨细胞生成的对硝

基苯酚的 nmol 数表示。同上细胞处理，并于 96 孔

板内加一无菌的象牙骨片，用含 5、10、20 μg/mL

的二仙汤抗骨质疏松有效组分的培养基培养细胞

12 d，对骨片上的吸收陷窝进行甲苯胺蓝染色，中

性树胶封片，光镜 100 倍下观察并计数每张骨片上

20 个随机不同视野内骨吸收陷窝的数量，取平均

值，结果以陷窝数/骨片表示，采集每张骨片的骨吸

收陷窝图像，用图像分析软件分析骨吸收陷窝面积。

结果以 x s 表示，用方差检验比较各组间测定指

标差异的显著性。 

破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶的活性与破骨细

胞的骨吸收活性直接相关[13]。如表 5 所示，二仙汤

抗骨质疏松有效组分的质量浓度在 5～20 μg/mL 内

抑制破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶的活性，在 10、

20 μg/mL 的质量浓度下作用 72 h 时，抑制率分别达

到 30.9%和 47.4%。 

RAW264.7 细胞在 RANKL 和 MCSF 的诱导下

分化为破骨细胞，成熟破骨细胞吸收骨基质，在骨

片上形成吸收陷窝。用 5、10、20 μg/mL 的二仙汤

抗骨质疏松有效组分处理破骨细胞 12 d，与对照组

相比，骨片表面形成的骨吸收陷窝的面积分别减少

21.4%、24.8%和 36.9%。这些结果表明二仙汤抗骨

质疏松有效组分在 5、10、20 μg/mL 的质量浓度下，

剂量相关性降低破骨细胞的骨吸收作用。 

表 5  二仙汤抗骨质疏松有效组分对由 RAW264.7 细胞诱导的破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶活性和骨吸收陷窝面积的影响 

( x s , n = 8) 

Table 5  Effects of antiosteoporotic active fraction from Er-xian decoction on the activity of tartrate resistant acid 

phosphatase and bone resorption lacuna area of osteoclasts derived from RAW264.7 cells ( x s , n = 8) 

组别 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

破骨细胞活性抑制率/% 
抗酒石酸酸性磷酸酶活性/ 

(nmol∙min−1∙100 cells−1) 
骨吸收陷窝 

面积/μm2 
48 h 72 h 48 h 72 h 

对照 − − − 6.4±0.5 9.7±0.9 2 103±138 

二仙汤有效组分 5 9.23±0.07 4.17±0.08 5.7±0.5* 7.9±0.7** 1 653±102** 

 10 4.62±0.06 −1.67±0.10 5.4±0.5** 6.7±0.7** 1 582±86** 

 20 1.54±0.06 1.67±0.09 4.6±0.5** 5.1±0.1** 1 325±91** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

3  讨论 

二仙汤是临床治疗妇女更年期综合征和骨质疏

松症的常用方剂[14-16]。本实验在前期对其抗骨质疏

松有效成分和有效组分研究的基础上，研究了二仙

汤抗骨质疏松有效组分的化学指纹图谱和主要有效

成分的含量测定方法，并进一步明确了其镇痛和对

成骨细胞和破骨细胞功能的调控作用，为二仙汤方

剂的质量控制及将其研制成抗骨质疏松的创新药物

奠定了基础。本研究建立了二仙汤抗骨质疏松有效

组分的指纹图谱，对流动相（甲醇-水、甲醇-0.1%磷

酸水溶液、乙腈-水、乙腈-0.1%磷酸水溶液）进行考

察，发现乙腈-0.1%磷酸水溶液洗脱能力较好，色谱

分离较好；采用紫外-可见分光光度计在 200～400 

nm 波长下对二仙汤抗骨质疏松有效组分样品进行

扫描，270 nm 波长下出峰数量较多且峰形良好；对

柱温进行了考察，发现柱温在 23～25 ℃时分离度

良好；对体积流量、不同酸浓度等耐用性进行了考

察，体积流量在 0.8～1.2 mL/min，酸浓度在 0.8%～

1.2%对色谱峰无明显影响，最后优选甲醇-0.1%磷酸

水溶液为流动相梯度洗脱，柱温 25 ℃，体积流量 1 

mL/min，波长 270 nm 的色谱条件。 

中药指纹图谱技术是目前公认的天然药物质量

控制的有效方式之一，突破以单一指标或几个化学

成分评价药品质量的局限，可以较为全面的反映中

药所含化学成分的种类和数量[17-19]。骨质疏松症是

由于参与骨重建的成骨细胞的骨形成和破骨细胞骨

吸收的平衡被破坏，使得骨吸收大于骨形成，导致

骨丢失和骨质疏松症的发生[20-21]。 

二仙汤由淫羊藿、仙茅、知母、黄柏、当归和

巴戟天 6 味中药组成[22]。淫羊藿黄酮、仙茅酚苷、
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知母黄酮和皂苷、黄柏小檗碱和当归有机酸、巴戟

天蒽醌和环烯醚萜苷为其相应药材的活性成分，也

有研究表明上述化学成分对成骨细胞和破骨细胞的

功能均有显著的调控作用，为二仙汤抗骨质疏松的

有效成分[23-26]。本研究在前期制备二仙汤抗骨质疏

松有效组分的基础上，研究建立了其指纹图谱，并

进一步建立了多成分的含量测定方法，为二仙汤有

效组分的质量控制奠定了基础。二仙汤抗骨质疏松

有效组分指纹图谱研究中，确认了 16 个共有峰，以

表征有效组分的含量，并通过加入对照品比对，指

认了 8 个共有峰的化学结构，明确了其归属药材。

我们也试图进一步明确 16 个共有峰中其余 8 个共

有峰的归属，但是由于 6 味药材所含化学成分复杂，

采用相同的色谱方法和条件获得的 6 味药材单独

HPLC 图谱，与对照指纹图谱比对时发现不同的药

材会具有相同色谱保留时间，尚没有明确每个共有

峰的确切的归属药材。 

另外，由于 HPLC-DAD 分析技术在灵敏度和

对无紫外吸收的皂苷类成分检测方面的不足，本研

究所建立的指纹图谱和含量测定方法尚不能表征二

仙汤中含量较低的化学成分及知母皂苷类成分的结

构类型和含量。因此，后续有必要进一步应用

UPLC-MS 等技术鉴定共有峰所代表的化学成分结

构，以明确每个共有峰的归属药材，并对含量较低

及无紫外吸收的皂苷类成分进行定性和定量分析，

以全面控制二仙汤有效组分的质量。 

骨质疏松症是由于骨代谢紊乱导致的骨丢失，

其临床表现为腰腿疼痛。课题组前期研究表明二仙

汤抗骨质疏松有效组分能够增加维甲酸和去卵巢诱

导的骨质疏松大鼠的骨密度，改善骨组织微结构，

显示出良好的抗骨质疏松作用。 

本研究进一步观察了二仙汤抗骨质疏松有效组

分在醋酸扭体小鼠的镇痛作用及对成骨细胞和破骨

细胞功能的调控作用，结果表明二仙汤有效组分能

够有效缓解醋酸扭体小鼠的疼痛反应，增加成骨细

胞的形成、分化和骨矿化结节形成，抑制破骨细胞

的形成、分化和骨吸收作用，进一步确证了其对骨

代谢的调控作用及对骨质疏松临床症状的缓解作

用。后续有必要深入研究二仙汤抗骨质疏松有效组

分的化学组成、多成分多靶点调控骨代谢的机制及

其临床应用的安全性，为将其研制成新型抗骨质疏

松症的组分中药奠定基础。 
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