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黄芩汤相态拆分及其抗皮肤癣菌作用研究  
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摘  要：目的  对黄芩汤（Huangqin Decoction，HD）相态进行拆分并对不同相态抗皮肤癣菌作用进行考察。方法  采用高

速离心结合膜透析法将黄芩汤拆分为沉淀相态（HD precipitation phase，HD-P）、真溶液相态（HD solution phase，HD-S）以

及纳米相态（HD nano phase，HD-N），并对各相态进行表征；采用 HPLC法、苯酚-硫酸法、二喹啉甲酸法（bicinchoninic acid 

assay，BCA）分别测定了黄芩汤中主要有效成分、多糖、蛋白在不同相态中的含量，采用 Franz扩散池考察了不同相态中主

要成分的释放特性；采用微量稀释法考察黄芩汤不同相态对 4 种临床常见皮肤癣菌的抗菌作用，并以须癣毛癣菌为模型菌

株，系统考察了黄芩汤不同相态对其菌丝生长、孢子萌发、生物合成的影响。结果  10个主要成分（芍药内酯苷、芍药苷、

芹糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、汉黄芩苷、黄芩素、甘草酸、汉黄芩素、千层纸素 A）和蛋白、多糖主要分布在 HD-

N中；6个成分作为体外释放检测指标，芍药内酯苷、芍药苷的累积溶出率：HD-S＞HD-N＞黄芩汤＞HD-P；芹糖甘草苷、

黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸的累积溶出率：HD-N＞黄芩汤＞HD-S＞HD-P；各相态最小抑菌浓度（minimum inhibitory 

concentration，MIC）：HD-N（0.78～1.56 mg/mL）＜黄芩汤（1.56～6.25 mg/mL）＜HD-S（12.50～25.00 mg/mL）＜HD-P（＞

100.00 mg/mL）；黄芩汤不同相态对须癣毛癣菌菌丝生长、孢子萌发、生物合成的抑制作用：HD-N最佳（P＜0.05、0.01），

其次为黄芩汤、HD-S、HD-P。结论  黄芩汤不同相态的抗菌作用强弱与其主要成分分布、体外累积溶出密切相关且呈正相

关关系，即主要成分含量越高、成分累积溶出率越高的相态抗菌作用越强。 
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Abstract: Objective  To disintegrate the phases of Huangqin Decoction (HD, 黄芩汤) and investigate the anti-dermatophyte effects 

of different phases. Methods  HD was split into precipitation phase (HD-P), solution phase (HD-S) and nano phase (HD-N) by high-

speed centrifugation combined with membrane dialysis, and each phase was characterized. The contents of HD active components, 

polysaccharides and proteins in different phases were determined by HPLC, phenol sulfuric acid method and bicinchoninic acid assay 
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(BCA). The release characteristics of the main components in different phase states were investigated by Franz diffusion cell. 

Microdilution method was used to investigate the antifungal effects of different phases of HD on four common clinical dermatophytes, 

and Trichophyton mentagrophytes was used as the model strain. The effects of different phases of HD on mycelial growth, spore 

germination and biomass synthesis were studied. Results  A total of 10 components (albiflorin, paeoniflorin, liquiritin apioside, 

baicalin, melaleuca glycoside A, wogonoside, baicalein, glycyrrhizic acid, wogonin and oroxylin A), protein and polysaccharide were 

mainly distributed in HD-N. The cumulative dissolution rate of albiflorin and paeoniflorin was HD-S > HD-N > HD > HD-P. The 

cumulative dissolution rate of liquiritin apioside, baicalin, wogonoside and glycyrrhizic acid was HD-N > HD > HD-S > HD-P; The 

minimum inhibitory concentration (MIC) of each phase was: HD-N (0.78—1.56 mg/mL) < HD (1.56—6.25 mg/mL) < HD-S (12.50—

25.00 mg/mL) < HD-P (> 100.00 mg/mL); The inhibitory effects of different phases of HD on mycelium growth, spore germination 

and biomass synthesis were as follows: HD-N was the best (P < 0.05, 0.01), followed by HD, HD-S and HD-P. Conclusion  The 

antifungal activity of different phases of HD is closely and positively related to the distribution of main components and in vitro 

cumulative dissolution, that is, the higher the content of main components and the higher the cumulative dissolution rate of components, 

the stronger the antifungal effect of phase. 

Key words: Huangqin Decoction; nano-phase state; component distribution; dissolution in vitro; anti-dermatophyte effect; 

polysaccharide; protein; Trichophyton mentagrophytes; albiflorin; paeoniflorin; liquiritin apioside; baicalin; melaleuca glycoside A; 

wogonoside; baicalein; glycyrrhizic acid; wogonin; oroxylin A 

 

皮肤癣菌病是一类由皮肤癣菌侵犯人类和动

物皮肤角化层、毛发、甲板等所引起的感染性疾病，

临床上常表现为不同程度的红斑、水疱、鳞屑、角

化增厚，并伴有剧烈的瘙痒[1-2]。该疾病反复发作、

难以治愈，严重影响患者的生活质量。目前，临床

上用于治疗皮肤癣菌病的药物主要有氟康唑、酮康

唑、特比萘芬（（terbinafine，TBF）等传统抗真菌药

物[3-4]。但是这些药物长期使用易导致真菌耐药且不

良反应大，其临床应用受到一定限制。因此，开发

新型抗皮肤癣菌药物具有重要的临床意义。 

中药抗真菌具有疗效好、不良反应少、不易耐

药等优势[5-7]。课题组前期研究发现经典名方黄芩汤

（（Huangqin Decoction，HD）能够显著抑制临床常见

皮肤癣菌如红色毛癣菌、须癣毛癣菌、犬小孢子菌

等的菌丝生长、生物量合成、孢子萌发等，表现出

较好的抗皮肤癣菌活性[8]；在结构中药学理论的指

导下，将黄芩汤进行了相态拆分并对黄芩汤不同相

态抗皮肤癣菌作用的谱效关系进行了研究，初步证

明了黄芩汤抗皮肤癣菌的作用强弱与其成分含量

及物理相态相关，黄芩汤纳米相态（（HD nano phase，

HD-N）可能是黄芩汤抗菌的活性相态[9]。然而，黄

芩汤不同相态对药效成分有何影响，HD-N 如何发

挥抗皮肤癣菌作用等问题并不清楚。基于此，本研

究对黄芩汤进行相态拆分，比较分析黄芩汤不同相

态的物质组成及体外释放行为，探究汤剂相态结构

对黄芩汤主要成分溶解和释放的影响；以须癣毛癣

菌为模型菌种，评价黄芩汤不同相态对其菌丝生

长、生物量合成及孢子萌发的抑制作用，进一步明

确 HD-N的抗皮肤癣菌作用，为开发新型抗皮肤癣

菌药物奠定实验基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

LC-2010A型高效液相色谱仪，日本岛津公司；

360ES 225SM-DR（（E）型号电子天平，普利赛斯称

重设备有限公司；LX-B50L型立式自动电热压力蒸

汽灭菌器，合肥华泰医疗设备有限公司；Multiskan 

FC型酶标仪，美国 Thermo Fisher Scientific公司；

MJX-160B-Z 型霉菌培养箱，上海博迅实业有限公

司医疗设备厂；SCIENTZ-18N/A型冷冻干燥机，宁

波新芝生物科技股份有限公司；CSB23054 型金尼

克超声波清洗器，合肥金尼克机械制造有限公司；

精拓 TP-6 型智能透皮试验仪，天津市精拓仪器科

技有限公司；S-4800型扫描电子显微镜（（SEM），日

本 Hitachi公司；98-1-B型电子调温电热套，天津市

泰斯特仪器有限公司；BY-R20型高速离心机，北京

白洋医疗器械有限公司；Mastersizer 2000型激光粒

度仪、Zetasizer Pro型纳米粒度电位仪，马尔文帕纳

科公司。 

1.2  材料 

黄芩饮片（批号 24032511，产地山西）、白芍饮

片（批号 23052506，产地安徽）、炙甘草饮片（批号

22051001，产地内蒙古）、大枣饮片（（批号 23112115，

产地山东），以上饮片均购自江西彭氏国药堂饮片

有限公司。对照品芍药内酯苷（批号 PS011455），

质量分数≥98%，购自成都普思生物科技股份有限

公司；对照品芍药苷（批号 HR16106B1）、芹糖甘
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草苷（批号 HR1718W9）、千层纸素 A 苷（批号

HS14413B1）、黄芩苷（（批号 HS81115B1）、黄芩素

（（批号 HR5717S1）、汉黄芩苷（批号 HR5125S1）、

千层纸素 A（批号 HS17116S1）、汉黄芩素（批号

HR20925W3）、甘草酸（（批号 HG4398S3），质量分

数均为 98%，均购自宝鸡辰光生物科技有限公司。

二喹啉甲酸法（bicinchoninic acid assay，BCA）法

总蛋白定量试剂盒（（批号 20240824）购自南京建成

生物工程研究所。纤维素透析袋（（截留相对分子质

量 8 000～10 000、3 500）、TBF（（批号M04HS177029，

质量分数 98%）均购自上海源叶生物科技有限公

司；硫酸，批号 2021042601，分析纯，购自成都市

科隆化学品有限公司；葡萄糖对照品（批号

A501991-0500）、琼脂粉（批号 A505255-0250）均

购自生工生物工程（上海）股份有限公司；3-吗啉

丙磺酸，批号 B2223455，购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；蛋白胨，批号 20221226，购自北京

奥博星生物技术有限公司；磷酸（（批号 20210701）、

磷酸二氢钾（（批号 2206161）、苯酚（（批号 20190606）、

氢氧化钠（（批号 2110281），分析纯，均购自西陇科

学股份有限公司；RPMI 1640培养基（（批号2296521）

购自赛默飞世尔科技（（中国）有限公司；吐温-20（（批

号 223Y011）购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.3  菌株 

须癣毛癣菌（编号 XM110）、紫色毛癣菌（编

号 ZM2C）、犬小孢子菌（（编号 QX11A）、红色毛癣

菌（编号 STRB12）由江西省人民医院临床医学研

究所分离、鉴定、保存并提供。 

2  方法与结果 

2.1  黄芩汤不同相态的拆分 

2.1.1  黄芩汤提取液的制备  按质量比 3∶2∶2∶2

称取黄芩 18 g、白芍 12 g、炙甘草 12 g、大枣饮片

12 g，混匀，加入 10倍量水，煎煮 1 h，趁热滤过；

药渣加 8倍量水，煎煮 1 h，趁热滤过；合并 2次滤

液，浓缩，制备成含生药 1 g/mL的黄芩汤提取液，

真空冷冻干燥 24 h，得黄芩汤浸膏冻干粉。 

2.1.2  黄芩汤不同相态的制备  按照 2.1.1”项下

方法制备黄芩汤提取液，在 12 000 r/min离心半径

50 mm条件下离心 30 min，收集沉淀，即得黄芩汤

沉淀相态（HD precipitation phase，HD-P）。取上清

液，经 0.45 μm微孔滤膜抽滤后，将滤液加至透析

袋（每次 5 mL，共 54 mL）中，随即将透析袋装入

加有 1 000 mL水的烧杯中，于 25 ℃下以 200 r/min

透析 30 min；取出透析袋中的样品，以 12 000 r/min

离心 30 min。上述透析-离心操作重复 2次，收集烧

杯中液体，即得黄芩汤真溶液相态（HD solution 

phase，HD-S）。透析袋中的样品即为黄芩汤纳米相

态（HD nanophase，HD-N）。取 HD-P、HD-S、HD-

N，真空冷冻干燥 24 h，得相应冻干粉，得率分别

为 8.90%、37.72%、49.53%。 

2.2  黄芩汤不同相态的表征 

2.2.1  粒径测定  取黄芩汤、HD-P、HD-S和 HD-

N冻干粉适量，加水超声（功率 50 W、频率 40 kHz）

5 min 分散后，采用纳米粒度电位仪测定 HD-N 粒

径和 ζ电位，激光粒度仪测定 HD-P、黄芩汤粒径及

粒径分布 span，span＝(d0.9－d0.1)/d0.5，其中，d0.1

表示 10%的粒子粒径，d0.5表示 50%的粒子粒径，

d0.9 表示 90%的粒子粒径］。HD-N 的平均粒径为

（116.50±11.89）nm，多分散度系数（polydispersity 

index，PDI）为 0.34±0.01，ζ电位为（−9.61±0.66）

mV。HD-S未测定到粒径数据；HD-P、黄芩汤粒径

如表 1所示，粒径分布 span值均大于 1，表明其粒

子大小范围较大，不均一。 

表 1  黄芩汤、HD-P 的粒径及粒径分布 ( x s , n = 3) 

Table 1  Particle size and distribution of HD and HD-P 

( x s , n = 3) 

组别 d0.1/µm d0.5/µm d0.9/µm span 

黄芩汤 7.04±0.02 30.22±0.51 108.84±5.23 3.37±0.12 

HD-P 13.22±1.48 49.69±7.67 137.61±15.53 2.52±0.14 

HD-S − − − − 
 

2.2.2  形态观察  取黄芩汤、HD-P、HD-S和 HD-

N冻干粉适量，涂于铜制样品台上，表面减压喷金

后，于 SEM下观察形态并拍照[9]。结果见图 1，HD-

N冻干粉呈均匀的球形颗粒，大小为 100 nm左右，

而 HD-P、黄芩汤冻干粉均呈不规则的大颗粒，直径

见表 1；由于 HD-S 以分子形式存在，冻干粉呈片

状，不成颗粒，与粒径分析的结果一致。 

2.3  HPLC 法测定黄芩汤中主要成分并考察其在

各相态中的分布 

2.3.1  色谱条件  Shim-pack GIS C18 色谱柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；乙腈-0.1%磷酸水溶液为流动

相进行梯度洗脱：0～13 min，17%乙腈；13～25 min，

17%～19%乙腈；25～26 min，19%～22%乙腈；26～

42 min，22%～24%乙腈；42～43 min，24%～28%

乙腈；43～53 min，28%乙腈；53～65 min，28%～

85%乙腈；65～80 min，85%～17%乙腈；体积流量 
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图 1  HD-N (A)、HD-P (B)、黄芩汤 (C)、HD-S (D) 的

SEM 图 

Fig. 1  SEM images of HD-N (A), HD-P (B), HD (C) and 

HD-S (D) 

为 1 mL/min；柱温为 40 ℃；检测波长为 231 nm

（芍药内酯苷、芍药苷）、250 nm（甘草酸）、276 nm

（芹糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、汉黄芩苷、

黄芩素、汉黄芩素、千层纸素 A）；进样量为 10 μL。 

2.3.2  混合对照品溶液的制备  称取芍药内酯苷、

芍药苷、芹糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、汉

黄芩苷、黄芩素、甘草酸、汉黄芩素、千层纸素 A

对照品各约 5 mg，精密称定，分别置于 10 mL量瓶

中，加甲醇超声（功率 50 W、频率 40 kHz）5 min

溶解，定容至刻度线，摇匀即得各对照品母液。分

别取上述 10种对照品溶液适量，置于 10 mL量瓶

中，加甲醇稀释并定容，制备成质量浓度分别为

2.52、20.52、10.18、129.00、10.14、30.54、5.10、

10.24、2.04、0.80 µg/mL的混合对照品溶液。 

2.3.3  供试品溶液的制备  取 2.1”项下制备的黄

芩汤、HD-P、HD-S、HD-N冻干粉约 20、20、20、

10 mg，精密称定，置于 10 mL量瓶中，加甲醇超声

（功率 50 W、频率 40 kHz）溶解，定容至刻度线，

摇匀，过 0.45 µm微孔滤膜，即得各供试品溶液。 

2.3.4  专属性考察  取 2.3.2” 2.3.3”项下的混合

对照品溶液和黄芩汤供试品溶液适量，在 2.3.1”

项下色谱条件进样测定，记录色谱图，结果见图 2。

可见 10个成分的分离效果良好，且无阴性干扰，表

明该方法专属性良好。 

2.3.5  线性关系考察  取芍药内酯苷、芍药苷、芹

糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、汉黄芩苷、黄

芩素、甘草酸、汉黄芩素、千层纸素 A对照品适量， 

 

 

 

1-芍药内酯苷；2-芍药苷；3-芹糖甘草苷；4-黄芩苷；5-千层纸素 A

苷；6-汉黄芩苷；7-黄芩素；8-甘草酸；9-汉黄芩素；10-千层纸素 A。 

1-albiflorin; 2-paeoniflorin; 3-liquiritin apioside; 4-baicalin; 5-melaleuca 

glycoside A; 6-wogonoside; 7-baicalein; 8-glycyrrhizic acid; 9-wogonin; 

10-oroxylin A. 

图 2  溶剂甲醇 (A)、混合对照品溶液 (B) 和黄芩汤样品 

(C) 的专属性 HPLC 图 

Fig. 2  Specific HPLC profiles of solvent methanol (A), 

mixed reference solution (B) and HD sample (C) 

精密称定，经甲醇溶解，逐级稀释制成系列质量浓

度梯度的混合对照品溶液，按照 2.3.1”项下色谱

条件进样测定，以对照品的质量浓度为横坐标（X），

峰面积为纵坐标（Y），进行线性回归，得回归方程分

别为芍药内酯苷 Y＝12 147.0 X－181.51，r＝0.999 2，

线性范围 0.25～5.03 µg/mL；芍药苷 Y＝12 931.0 X＋

1 051.0，r＝0.999 6，线性范围 2.05～41.04 µg/mL；

芹糖甘草苷 Y＝12 010.0 X＋4 253.30，r＝0.999 2，

线性范围 1.02～20.36 µg/mL；黄芩苷 Y＝36 895.0 

X＋6 249.80，r＝1.000 0，线性范围 12.90～258.00 

µg/mL；千层纸素A苷 Y＝37 797.0 X－3 753.40，r＝

0.999 9，线性范围 1.01～20.28 µg/mL；汉黄芩苷 Y＝
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43 711.0 X＋2 436.40，r＝1.000 0，线性范围 3.05～

61.08 µg/mL；黄芩素 Y＝52 653.0 X＋3 798.0，r＝

0.999 2，线性范围 0.51～10.20 µg/mL；甘草酸 Y＝

7 996.8 X＋1 822.20，r＝0.999 5，线性范围 1.02～

20.48 µg/mL；汉黄芩素 Y＝72 677.0 X＋775.55，r＝

1.000 0，线性范围 0.20～4.08 µg/mL；千层纸素 A 

Y＝66 586.0 X＋607.96，r＝0.999 9，线性范围 0.08～

1.60 µg/mL。 

2.3.6  精密度试验  取 2.3.2”项下混合对照品溶

液适量，在 2.3.1”项下色谱条件连续进样 6次，

测定各成分的峰面积，计算芍药内酯苷、芍药苷、

芹糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、汉黄芩苷、

黄芩素、甘草酸、汉黄芩素、千层纸素 A峰面积的

RSD分别为 1.90%、0.53%、1.02%、0.62%、1.53%、

0.67%、2.08%、0.81%、0.71%、0.43%，表明该仪

器精密度良好。 

2.3.7  稳定性试验  取同一批黄芩汤样品适量，按

照 2.3.3”项下方法制备供试品溶液，分别于制备

后 0、2、4、8、12、24 h按 2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录各成分峰面积，计算得到芍药内酯

苷、芍药苷、芹糖甘草苷、黄芩苷、千层纸素 A苷、

汉黄芩苷、黄芩素、甘草酸、汉黄芩素、千层纸素

A 峰面积的 RSD 分别为 4.70%、4.61%、3.26%、

1.31%、1.65%、1.53%、4.05%、3.43%、5.53%、2.14%，

表明供试品溶液在 24 h内稳定性较好。 

2.3.8  重复性试验  取同一批黄芩汤样品适量，按

照 2.3.3”项下方法平行制备 6份供试品溶液，按

照 2.3.1”项下色谱条件对各成分进行测定，计算

得到芍药内酯苷、芍药苷、芹糖甘草苷、黄芩苷、

千层纸素 A苷、汉黄芩苷、黄芩素、甘草酸、汉黄

芩素、千层纸素 A质量分数的 RSD分别为 2.87%、

1.50%、1.96%、1.14%、0.88%、1.31%、1.65%、1.43%、

1.12%、3.26%，表明该方法重复性良好。 

2.3.9  加样回收率试验  取已测知 10 个成分含量

的同一批黄芩汤样品 6份，每份 5 mg，精密称定，

按 1∶1的比例精密加入各对照品（503 µg/mL芍药

内酯苷 20 µL、513 µg/mL芍药苷 105 µL、509 µg/mL

芹糖甘草苷 70 µL、516 µg/mL黄芩苷 725 µL、50 

µg/mL千层纸素 A 73 µL、509 µg/mL汉黄芩苷 150 

µL、510 µg/mL黄芩素 28 µL、512 µg/mL甘草酸 50 

µL、510 µg/mL汉黄芩素 8 µL、500 µg/mL芍药内

酯苷 2.6 µL），加适量甲醇溶解，并定容至 5 mL，

摇匀过 0.45 µm微孔滤膜，按 2.3.1”项下色谱条

件进行测定，记录各成分峰面积，并计算其加样回

收率。结果显示芍药内酯苷、芍药苷、芹糖甘草苷、

黄芩苷、千层纸素 A苷、汉黄芩苷、黄芩素、甘草

酸、汉黄芩素、千层纸素 A的平均加样回收率分别

为 94.47%、98.50%、100.43%、100.10%、96.08%、

96.79%、103.58%、100.88%、96.04%、99.74%，RSD

分别为 4.58%、3.32%、4.96%、2.43%、2.89%、3.36%、

0.99%、5.51%、6.04%、1.95%，表明该方法的准确

度良好。 

2.3.10  黄芩汤中主要成分在各相态中的分布考察  

取黄芩汤、HD-P、HD-S、HD-N冻干粉各 3批，分

别取 20、20、20、10 mg并精密称定，按照 2.3.3”

项下方法制备供试品溶液，按照 2.3.1”项下色谱

条件进行测定，记录各成分峰面积，并计算各成分

在各相态中的质量分数（质量分数 a＝各成分在黄

芩汤或相态中总质量/饮片总质量；质量分数 b＝各

成分在相态中总质量/各成分在黄芩汤中总质量）。

结果见表 3，黄芩汤中主要成分主要集中在 HD-N

中；但是各成分的含量在各相态中的占比与其成分

极性相关，芍药内酯苷和芍药苷为水溶性成分，有

20%～30%存在于 HD-S 中，约有 60%分布于 HD-

N中；而其余难溶性成分超过 75%存在于HD-N中。 

2.4  黄芩汤中蛋白和多糖在不同相态中的分布考察 

2.4.1  BCA 法测定蛋白含量  参考文献报道的测

定蛋白含量方法[10]，精密称取黄芩汤、HD-P、HD-

S、HD-N各 5 mg，置于 10 mL量瓶中，加蒸馏水

超声溶解并定容至刻度线，摇匀，作为样品，蒸馏

水作为空白对照，524 μg/mL 蛋白作为对照品。依

据 BCA 试剂盒说明书操作，将试剂一应用液和试

剂二按体积比 50∶1 混合均匀作为 BCA 工作液，

分别取蒸馏水、对照品、样品各 10 μL，分别与 250 

μL BCA 工作液混合均匀后，于 37 ℃条件下孵育

30 min，在 562 nm波长下测定吸光度（A）值，通

过公式 C 样品＝(A 测定－A 空白)/(A 对照－A 空白)×C 对照计

算各样品中蛋白含量（C）。结果如表 4所示，结果

显示 HD-P、HD-S、HD-N 中蛋白分别占浸膏中蛋

白总量的 8.12%、21.52%、76.13%，蛋白主要分布

在 HD-N中，其次是 HD-S、HD-P。 

2.4.2  苯酚-硫酸法测定多糖含量  精密称定葡萄糖

对照品 10 mg置于 100 mL量瓶中，加蒸馏水超声溶

解并定容至刻度线，作为 0.1 mg/mL葡萄糖对照品

溶液。分别吸取 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL葡萄糖

对照品溶液，置于试管中并用蒸馏水补足至 1 mL， 
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表 3  10 个成分在黄芩汤及其各相态中的含量分布 ( x s , n = 3) 

Table 3  Content distribution of 10 components in HD and its different phase states ( x s , n = 3) 

样品 
质量分数a/(mg∙g−1) 

芍药内酯苷 芍药苷 芹糖甘草苷 黄芩苷 千层纸素A苷 汉黄芩苷 黄芩素 甘草酸 汉黄芩素 千层纸素A 

黄芩汤 0.80±0.04 4.28±0.09 3.57±0.14 31.21±0.50 3.13±0.09 6.57±0.03 1.10±0.02 2.74±0.24 0.27±0.01 0.06±0.00 

HD-P 0.07±0.01 0.34±0.04 0.27±0.02 2.35±0.25 0.23±0.02 0.48±0.05 0.11±0.01 0.29±0.05 0.02±0.00 0.01±0.00 

HD-S 0.24±0.02 1.06±0.08 0.31±0.02 3.00±0.25 0.30±0.02 0.57±0.04 0.04±0.01 0.27±0.01 0.02±0.00 0.00±0.00 

HD-N 0.49±0.04 2.78±0.04 2.93±0.09 23.99±0.44 2.53±0.07 5.22±0.13 0.99±0.08 2.28±0.33 0.24±0.01 0.06±0.00 

样品 
质量分数b/% 

芍药内酯苷 芍药苷 芹糖甘草苷 黄芩苷 千层纸素A苷 汉黄芩苷 黄芩素 甘草酸 汉黄芩素 千层纸素A 

HD-P 8.29 8.01 7.60 7.53 7.44 7.25 10.24 10.61 9.17 10.55 

HD-S 30.50 24.85 8.60 9.63 9.64 8.72 3.42 9.92 6.17 4.87 

HD-N 61.57 65.02 82.10 76.88 80.77 79.57 90.77 83.39 92.23 91.48 
 

表 4  蛋白、多糖在黄芩汤及其各相态中的含量 ( x s ,   

n = 3) 

Table 4  Content of protein and polysaccharide in HD and 

its different phase states ( x s , n = 3) 

样品 
质量分数a/(mg∙g−1) 质量分数b/% 

蛋白 多糖 蛋白 多糖 

黄芩汤 175.02±8.45 174.50±4.92   

HD-P 14.21±1.27 12.70±1.84 8.12 7.28 

HD-S 37.65±0.40 66.90±2.86 21.52 37.88 

HD-N 133.23±4.42 77.80±8.09 76.13 44.59 
 

加入 5%苯酚 1 mL，混匀，加入 5.0 mL硫酸，摇匀，

在 100 ℃条件下水浴 30 min，冰水浴至冷却。紫外

全波长扫描葡萄糖对照品溶液，确定其最大吸收波

长为 485 nm[11]。在 485 nm波长下测定各质量浓度

葡萄糖对照品的 A值，以葡萄糖对照品质量浓度为

横坐标（X），A值为纵坐标（Y）绘制标准曲线，进

行线性回归，得回归方程为 Y＝0.011 5 X－0.014 8，

r＝0.995 8，线性范围 20～100 µg/mL。 

精密称定黄芩汤、HD-P、HD-S、HD-N各 5 mg，

每个样品平行 3份，置于 50 mL量瓶中，加蒸馏水

超声溶解并定容至刻度线，摇匀作为样品。在 485 

nm 波长下测定样品 A 值并计算其含量。结果如表

4所示，结果显示 HD-P、HD-S、HD-N中多糖分别

占浸膏的 7.28%、37.88%、44.59%，多糖在各相态

中分布依次为 HD-N＞HD-S＞HD-P。 

2.5  黄芩汤不同相态的体外释放实验 

采用 Franz扩散池法考察黄芩汤不同相态对其

主要成分的体外释放行为的影响。扩散池的有效扩

散面积为 1.33 cm2，接收池容量 16 mL。设置水浴

温度为 32 ℃，转速 350 r/min[12-13]。以透析袋（截

留相对分子质量为 3 500）作为滤膜，磷酸盐缓冲液

（（phosphate buffer saline，PBS）pH 7.4作为释放介

质。称取黄芩汤、HD-P、HD-S、HD-N适量，加蒸

馏水分散使其质量浓度均为 20 mg/mL，吸取 2 mL

置于供给室中，排除接收池中滤膜下的气泡，开启

搅拌，分别于 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、6.0、8.0、

12.0、24.0 h各取样 1 mL，经 0.45 μm微孔滤膜滤

过后，按照（ 2.2.1”项下色谱条件进行测定，同时

补充同温同体积的 PBS。记录芍药内酯苷、芍药苷、

芹糖甘草苷、黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸 6个成分

（（由于其余 4 个成分为难溶性成分且于各相态中含

量极低，并且在体外释放实验中释放量极低，HPLC

无法检测出）的峰面积，计算累积溶出率。结果见

表 5 和图 3，实验结果表明，芍药内酯苷、芍药苷

累积溶出率：HD-S＞HD-N＞黄芩汤＞HD-P；芹糖

甘草苷、黄芩苷、汉黄芩苷、甘草酸累积溶出率：

HD-N＞黄芩汤＞HD-S＞HD-P。 

2.6  黄芩汤不同相态抗皮肤癣菌作用评价 

2.6.1  黄芩汤不同相态样品抗皮肤癣菌的最小抑

菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）和

最小杀菌浓度（minimum fungicidal concentrations， 

表 5  黄芩汤及其各相态中 6 种成分 24 h 体外累积溶出率 

Table 5  Cumulative dissolution rates of six active 

constituents in HD and its different phase states during 24 h 

in vitro testing 

样品 

24 h体外累积溶出率/% 

芍药内 

酯苷 
芍药苷 

芹糖甘 

草苷 
黄芩苷 

汉黄 

芩苷 
甘草酸 

黄芩汤 77.48 69.52 63.32 52.91 57.54 32.46 

HD-P 55.80 56.30 47.24 41.35 43.62 24.45 

HD-S 100.00 97.97 54.82 49.62 51.84 26.34 

HD-N 90.83 72.68 75.77 62.00 69.09 40.04 
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图 3  黄芩汤及其各相态中 6 种主要成分的体外溶出曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  In vitro dissolution profiles of six major components in HD and its different phase states ( x s , n = 3) 

MFC）测定  参照美国临床和实验室标准协会的

 丝状真菌肉汤稀释抗真菌药敏试验的参考方法》

（M61 1st）方法，测定黄芩汤不同相态对皮肤癣菌

的MIC值和MFC值。将须癣毛癣菌、紫色毛癣菌、

犬小孢子菌、红色毛癣菌 4种临床常见皮肤癣菌接

种于沙氏葡萄糖琼脂（Sabouraud dextrose agar，

SDA）培养基中，在 28 ℃的霉菌培养箱中培养 5～

7 d，采用 1%聚山梨酯-20的 0.85% NaCl无菌溶液

分散并收集真菌，通过 RPMI 1640培养液将真菌悬

液稀释至 1×104～5×104 CFU/mL，备用。称取适

量黄芩汤、HD-P、HD-S、HD-N，加入 RPMI 1640

培养液超声溶解，制备成质量浓度均为 200 mg/mL

的溶液，同时制备 TBF 4 µg/mL作为阳性药对照。

取无菌 96孔板，每个孔中加入 RPMI 1640培养基

100 µL，通过移液枪移取 100 µL药物至 96孔板的

第 1孔，混匀后吸取 100 µL至第 2孔，依次稀释至

第 10 孔，使第 1～10 孔中药物的质量浓度分别为

100～0.195 mg/mL，阳性药对照组第 1～10孔中药

物的质量浓度分别为 2.000～0.003 9 μg/mL。将已备

好的菌悬液 100 µL加入第 1～10孔及第 12孔，第

11孔作为阴性对照（即空白对照，不加菌悬液不加

药，仅 RPMI 1640培养基），第 12孔作为阳性对照

（TBF），配制好的药敏板置于 28 ℃霉菌培养箱中

培育 5～7 d，通过肉眼观察读数，结果如表 6所示，

无菌丝生长的澄清孔对应质量浓度则为抗菌的MIC

值。移取 96孔板中澄清透明孔内的液体 200 μL，均 
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表 6  黄芩汤及其不同相态样品抗皮肤癣菌的 MIC 值和 MFC 值  

Table 6  MIC and MFC values of of HD and its samples in different phase states against dermatophytes 

相态 
MIC/(mg∙mL−1) MFC/(mg∙mL−1) 

须癣毛癣菌 紫色毛癣菌 犬小孢子菌 红色毛癣菌 须癣毛癣菌 紫色毛癣菌 犬小孢子菌 红色毛癣菌 

黄芩汤 6.25 6.25 1.56 3.13 25.00 25.00 25.00 6.25 

HD-P ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 ＞100.00 

HD-S 25.00 25.00 12.50 12.50 100.00 100.00 100.00 12.50 

HD-N 1.56 1.56 0.78 0.78 12.50 12.50 12.50 3.13 

TBF 1.56×10−5 2.50×10−4 1.25×10−4 1.25×10−4 1.56×10−5 2.50×10−4 1.25×10−4 1.25×10−4 
 

匀平铺于 SDA培养基中，在 28 ℃条件下培养 5～

7 d，以不长菌落的最低药物质量浓度为MFC值，

结果见表 6。黄芩汤抗 4种皮肤癣菌的MIC值分别

为 1.56～6.25 mg/mL，HD-N为 0.78～1.56 mg/mL，

HD-S为 12.50～25.00 mg/mL，HD-P在设定的质量

浓度范围内均未抑制 4 种皮肤癣菌的生长，HD-N

的抑制作用强于黄芩汤，其次是 HD-S、HD-P；抗

4种皮肤癣菌的MFC值分别为HD-N（3.125～12.50 

mg/mL）＞黄芩汤（6.25～25.00 mg/mL）＞HD-S

（12.50～100.00 mg/mL）＞HD-P（＞100.00 mg/mL），

这与主要成分在各相态中分布及其体外释放的规

律一致。 

2.6.2  黄芩汤不同相态样品对须癣毛癣菌菌丝生

长的影响  依据文献报道[14]，将试验分为阴性对照

组、阳性对照组（TBF，0.015 6 µg/mL）、黄芩汤组

（6.25 mg/mL）、HD-N组（1.56 mg/mL）、HD-P组

（100.00 mg/mL）、HD-S组（25.00 mg/mL），将药物

与培养基混合均匀并铺于培养皿中，制备为各实验

组相应质量浓度的药物培养基。将须癣毛癣菌接种

于 SDA培养基中培养 5～7 d，使用直径为 12 mm

的圆形打孔器取下菌块放置于含药物的培养基中

培养 6 d，每天观察癣菌生长情况，并采用十字交叉

法测量菌丝长度，每日菌丝生长长度（mm）＝(菌

丝长度－12)/2，结果见表 7；药物对菌丝生长的抑

制率＝(阴性对照组菌丝长度－药物组菌丝长度)/

阴性对照组菌丝长度，结果见表 7。通过黄芩汤组

和 3个相态组与 TBF组比较，显示各组的抑制率于

第 5天趋于平稳。与阴性对照组比较，菌丝生长长

度，TBF组、黄芩汤组、HD-N组 HD-S组、HD-P

组第 6天的菌丝长度均有显著性抑制（P＜0.05），

且 HD-N 组比 HD-P 组、HD-S 组对菌丝生长的抑

制效果更好（P＜0.05）。 

表 7  黄芩汤不同相态对须癣毛癣菌菌丝长度和抑制率的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effects of different phase states of HD on hyphal length and inhibitory rates of T. mentagrophytes in various groups 

( x s , n = 3) 

组别 
剂量/ 

(mg∙mL−1) 

菌丝长度/mm 抑制率/% 

2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 

阴性 − 3.25±0.33 6.13±0.54 9.04±1.05 11.42±1.59 15.25±1.00 0 − − − − − 

TBF 1.56×10−5 0.92±0.25*# 2.95±0.49* 5.08±0.61*# 7.88±0.43*# 10.58±0.80*# 0 71.79±7.71## 51.84±8.03 43.87±6.78# 31.02±3.72## 30.60±5.27## 

黄芩汤 6.25 1.58±0.19* 3.67±0.13* 6.63±0.59* 9.38±0.33* 12.63±0.41* 0 51.54±5.81 40.14±2.05 26.73±6.54 17.88±2.90 17.21±2.70 

HD-N 1.56 1.52±0.15* 3.55±0.26* 6.42±0.41* 9.36±0.55* 12.17±0.29* 0 53.33±4.64 42.04±4.32 29.03±4.50 18.03±4.78 20.22±1.89 

HD-S 25.00 1.95±0.27*# 4.31±0.34*# 6.88±0.54* 10.21±0.29 13.90±0.38*# 0 40.00±8.32# 29.66±5.48# 23.87±5.96 10.58±2.52# 8.85±2.48## 

HD-P 100.00 2.78±0.22#  5.45±0.50# 8.39±0.43# 10.75±0.53# 13.92±0.38*# 0 14.36±6.89## 11.02±8.15## 7.19±4.81## 5.84±4.61## 8.74±2.50## 

与阴性对照组比较：*P＜0.05；与 HD-N组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05 vs negative control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs HD-N group. 

2.6.3  黄芩汤不同相态对须癣毛癣菌孢子萌发的

影响  试验分组与 2.6.2”项下一致，实验参照花

琳等[15]的测定方法，将适量药液和癣菌悬液加到无

菌试管中充分混匀使癣菌浓度为 5×105 CFU/mL，

在湿润，28 ℃条件下培养 24 h。培养后，吸取一定

量（ 200 µL）到含有沙氏葡萄糖液体培养基

（Sabouraud dextrose broth，SDB）的血球计数板上，

用显微镜观察孢子的发芽情况，计数萌发孢子数及

未萌发孢子数，通过公式孢子萌发率＝孢子萌发数/

孢子总数计算孢子萌发率。结果如表 8所示，与阴

性对照组比较，TBF组、黄芩汤组、HD-N组、HD-

S组孢子萌发率均显著降低（P＜0.01）。HD-N组相 
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表 8  各组皮肤癣菌须癣毛癣菌孢子萌发率、生物量、抑

制率 ( x s , n = 3) 

Table 8  Sporulation rate, biomass, and inhibition rate of 

dermatophyte T. mentagrophytes in different experimental 

groups ( x s , n = 3) 

组别 
剂量/ 

(mg∙mL−1) 
孢子萌发率/% 生物量/mg 抑制率/% 

阴性对照 − 44.07±5.01 21.55±1.82 − 

TBF 1.56×10−5 6.49±2.24** 12.20±1.03** 43.39±4.76 

黄芩汤 6.25 7.95±1.81** 14.33±1.28** 33.49±5.92 

HD-N 1.56 6.30±1.94** 12.92±2.41** 40.06±11.18 

HD-S 25.00 30.22±2.97**## 17.75±2.31*## 17.63±10.70## 

HD-P 100.00 39.06±3.71## 20.02±1.62## 7.12±7.50## 

与阴性对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 HD-N组比较：##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs negative control group; ##P < 0.01 vs HD-N group. 

较于 HD-P、HD-S组，抑制孢子萌发的效果更显著

（P＜0.01）。 

2.6.4  黄芩汤不同相态对须癣毛癣菌生物合成的影

响  试验分组与 2.6.2”项下一致，参照 Luo等[16]

的测定方法，癣菌与 SDB 培养基混合均匀使其浓

度为 5×105 CFU/mL，药物与 SDB混合均匀后取 5 

mL药液和 1 mL菌悬液加入摇菌管中，在 28 ℃、

200 r/min恒温震荡的条件下培养 7 d。使用无菌水

将菌丝体润洗后滤过，烘干，干燥后称定质量，其

质量为癣菌生物量，计算抑制率 抑制率＝(阴性对

照组生物量－药物组癣菌生物量)/阴性对照组生物

量］，结果如表 8所示。TBF组、黄芩汤组、HD-N

组、HD-S 组生物量与阴性对照组比较均显著性减

少（P＜0.05、0.01），HD-N组与 HD-P组、HD-S组

生物量比较，其生物量明显减少（P＜0.01）。HD-N

对皮肤癣菌抑制率为（40.06±11.18）%，表明 HD-

N对皮肤癣菌生物合成有较好的抑制效果。 

2.6.5  统计学处理  采用 IBM SPSS Statistics 25软

件对数据进行统计分析，结果用 x s 表示，采用多

组间方差分析。 

3  讨论 

中药复方煎煮过程中大量成分从饮片中溶出

后因分子间相互作用或化学反应，产生自组装或聚

集现象，形成包括溶液、胶体（（或纳米）、混悬、沉

淀等多种相态共存的汤液，即复杂多相态体系[17-19]。

不同相态所表现出的化学组成、理化特性及功能作

用不同；其中，纳米相态的形成能够显著影响中药

有效成分的溶出、吸收及药理活性，可能是中药复

方功效发挥的关键物理结构基础[20-21]。在前期初步

揭示黄芩汤抗皮肤癣菌的作用与其成分含量及物

理相态的相关性的基础上[9]，本研究进一步明确了

HD-N 的形成对有效成分溶解、溶出及抗皮肤癣菌

活性的影响。 

本研究采用离心结合透析法，将黄芩汤分离成

HD-N、HD-S 和 HD-P 3个相态，不同相态的粒径

及冻干粉形貌差异显著。不同相态的定量分析结果

显示，黄芩汤中各成分在不同相态中分布不同，但

均以 HD-N中的含量最高。其中，水溶性成分芍药

内酯苷和芍药苷约 60%分布于 HD-N，而其余难溶

性成分超过 75%甚至 90%存在于 HD-N中。溶出结

果显示，芍药内酯苷、芍药苷在各相态中的 24 h体

外累积溶出率呈现如下顺序：HD-S＞HD-N＞黄芩

汤＞HD-P；而芹糖甘草苷、黄芩苷、汉黄芩苷、甘

草酸在各相态中的 24 h体外累积溶出率顺序为HD-

N＞黄芩汤＞HD-S＞HD-P。 

上述结果表明，各成分溶解性不同，在不同相

态中的分布和释放不同。这可以用纳米制剂的包封

作用及增溶原理进行解释，汤液中形成的纳米相态

类似于纳米制剂，可以对不同成分进行包封，从而

影响各成分的溶解和溶出。纳米粒对水溶性成分的

包封率相对偏低，并延缓其体外释放[22]，而对难溶

性成分的包封率较高，能够增加其体外释放[23]，这

与本研究中纳米相态中各成分的含量占比及体外

释放结果一致。 

刘维达等课题组系统回顾了我国大陆近 30 年

来有关皮肤癣菌病及皮肤癣菌的流行病学研究，发

现皮肤癣菌中，最常见致病菌为红色毛癣菌，占比

高达 69.48%，其次为须癣毛癣菌（16.45%）、犬小

孢子菌（（8.09%）、絮状表皮癣菌（（1.67%）、石膏样

小孢子菌（（1.60%）和紫色毛癣菌（（1.36%）[24]。为

选取代表性的菌株及实验室可获取等原因，本研究

选择了红色毛癣菌、须癣毛癣菌、犬小孢子菌及紫

色毛癣菌为模型菌种进行药敏实验。须癣毛癣菌虽

作为第 2大皮肤癣菌，但其生长快，实验周期短，

菌丝生长、生物合成等指标易观察，因此，选择其

为模型菌株作为下一步的抗皮肤癣菌作用研究。药

敏及抗菌实验结果显示，HD-N 的抗皮肤癣菌活性

及对须癣毛癣菌的菌丝生长、孢子萌发、生物合成

的抑制作用优于 HD-P和 HD-S。一方面，HD-N的

形成能够增加黄芩苷、甘草酸等难溶性成分的溶解

和释放，有利于真菌细胞的摄取，从而更好地发挥

抗皮肤癣菌的作用；另一方面，HD-N 中的纳米粒
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可能被真菌细胞整体摄取而发挥抗皮肤癣菌作用。

然而，HD-N 这一特定聚集相态的形成机制以及高

抗菌活性是来源于不同成分的药效协同还是特定

物理结构的贡献等问题并不清楚，值得更进一步深

入研究。 
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