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高湘婷 1, 2，贺  鹏 1, 2，谯  茹 1, 2，李海英 2, 5，刘赛虎 1, 2，陈  旺 1, 2，肖雄坤 1, 2，贺福元 1, 2, 3, 4* 

1. 湖南中医药大学药学院，湖南 长沙  410208 

2. 中药成药性与制剂制备湖南省重点实验室，湖南 长沙  410208 

3. 湖南中医药大学 中医药超分子机理与数理特征化实验室，湖南 长沙  410208 

4. 中药药性与药效国家中医药管理局重点实验室，湖南 长沙  410208 

5. 湖南中医药大学第一附属医院，湖南 长沙  410007 

摘  要：目的  对不同煎煮时间的补阳还五汤（Buyang Huanwu Decoction，BHD）的汤液进行相态拆分和表征，探究汤剂煎

煮过程中的相态变化及成分分布规律，为阐明中药复方成分协同起效的物质基础提供参考。方法  分别煎煮 BHD 30、60、

90、120 min制得汤液，采用 高速离心-透析”法分离得到混悬相态和纳米相态溶液；通过马尔文粒径仪、紫外/红外光谱、

透射电子显微镜表征 2种相态；测定 BHD原汤及纳米相态、混悬相态的冻干粉得率，并采用液质联用仪（LC-MS/MS）测

定 BHD原汤及 2种相态中 15种指标成分含量。结果  4个煎煮时间点的 BHD原汤、纳米相态、混悬相态均形成类球形颗

粒，其中纳米相态的粒径随着煎煮时间的延长，由 314.7 nm（30 min）降至 170.2 nm（120 min）；多糖主要富集于纳米相态，

而蛋白质主要富集于混悬相态；光谱分析结果显示，不同煎煮时间的 BHD原汤和各相态的化学结构大致相似，但官能团的

含量存在差异；LC-MS/MS 结果显示，15 种指标成分中多数成分在混悬相态中的平均含量高于纳米相态，其中黄芩苷、异

亮氨酸、阿魏酸、腺嘌呤、丹皮酚、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素、山柰酚-3-O-芸香糖苷 9种成分在各相态中的含量具

有显著差异（P＜0.05）。结论  煎煮的热力学过程是驱动 BHD成分自组装形成不同相态的关键因素。BHD成分在煎煮过程

存在相互作用使药效成分在各相态间的含量呈现较大差异，为研究中药汤剂煎煮的科学性提供物质基础。 
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Abstract: Objective  To investigate phase separation and characterize the decoction of Buyang Huanwu Decoction (BHD, 补阳还

五汤) prepared at different decoction times, exploring phase transitions and component distribution patterns during the decoction 

process. This study aims to provide insights into the material basis for synergistic effects among components in traditional Chinese 

medicine formulas. Methods  Decoction extracts were prepared by boiling BHD for 30, 60, 90, and 120 min. The extracts were 

separated into suspension and nano-phase solutions using the “high-speed centrifugation-dialysis” method. Both phases were 

characterized using a Malvern particle size analyzer, UV/IR spectroscopy, and transmission electron microscopy. The freeze-dried 

powder yield was determined for the original decoction and the nano- and suspension-phase solutions. The content of 15 target 

components in the original decoction and the two phases was measured using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-

MS/MS). Results  Spherical-like particles formed in the original decoction, nano-phase, and suspension phase at all four decoction 

time points. The particle size of the nano-phase decreased from 314.7 nm (30 min) to 170.2 nm (120 min) with prolonged boiling. 

Polysaccharides were predominantly enriched in the nano-phase, while proteins were mainly concentrated in the suspension phase. 

Spectral analysis revealed that the chemical structures of the original decoction and each phase were broadly similar across different 

decoction times, though functional group contents varied. LC-MS/MS results indicated that the average content of most components 

in the suspension phase exceeded that in the nano-phase. Among these, baicalin, l-isoleucine, ferulic acid, adenine, paeonol, 

astragaloside IV, calycosin, formononetin, and kaempferol-3-O-rutinoside exhibited significant content differences across phases (P < 

0.05). Conclusion  The thermodynamic process of decoction is the key factor driving the self-assembly of BHD components into 

distinct phases. Interactions among components of the BHD during boiling cause significant variations in the content of active 

ingredients across different phases, providing a material basis for studying the science of boiling Chinese herbal decoctions. 

Key words: Buyang Huanwu Decoction; phase states; nanoparticles; decoction time; molecular self-assembly; baicalin; l-isoleucine; 

ferulic acid; adenine; paeonol; astragaloside IV; calycosin; formononetin; kaempferol-3-O-rutinoside; physical characterization 

 

汤剂是中医临床用药中的常见剂型，其煎煮时

间对于保障中药汤剂临床疗效和质量稳定性至关重

要[1]。已有大量研究表明中药汤剂在煎煮过程中，其

单体成分会发生弱键诱导下的分子间相互作用，形

成超分子聚集体，该结构对中药的药性、药效及中

药成分在体内的药动学过程都会产生重要影响[2-7]。 

中药超分子的存在状态通常与汤剂的相态结

构有关。中药汤剂的相态通常以真溶液相、胶体相、

混悬相等混合复杂相态组成，不同复方或同一复方

的不同成分溶出后的适宜存在形式和物相状态不

完全相同[8]。中药煎煮过程中的自沉淀现象常预示

新相态生成，如芍药甘草汤中各成分会聚集形成粒

径较大的沉淀相[9]；白虎汤中纳米相态的形成与粳

米密切相关[10]。另有研究表明，煎煮的热力学过程

会影响黄连-黄芩药对的超分子自组装的存在状态，

并产生抗菌药效的差异性，说明煎煮过程会影响汤

剂物相结构的稳定性及药效强弱[11-12]。通过比较不

同相态的化学成分含量差异，揭示煎煮过程中的相

态变化及超分子形成规律，对于多维度阐明中药复

方起效的作用机制具有重要意义[13]。 

补阳还五汤（（Buyang Huanwu Decoction，BHD）

源于清代王清任的（ 医林改错·下卷·瘫痿论》，由黄

芪、当归、川芎、赤芍、地龙、桃仁、红花 7味药

组成，具有补气活血通络之功，是治疗脑卒中及其

后遗症的代表方[14]。目前，已有研究表明煎煮过程

是红花-桃仁药对有效相态形成的重要步骤，且相态

成为传递药效物质的主要形式[15]。Liang 等[16]研究

表明，黄芪-当归共煎液中存在不规则的类球形超分

子，并随着煎煮时间呈现动态的自组装过程。Zhao

等[17]研究发现含有黄芪、川芎、当归、红花的脑络

欣通方可分离出纳米颗粒，且该方的神经保护作用

与纳米颗粒密切相关。因此，推测 BHD各药材在煎

煮过程中同样有相态变化和超分子的形成。现代研

究表明，BHD中的主要活性成分包括黄酮类、糖苷

类、酚酸类、生物碱类、多糖类、挥发油类、蛋白

质类[18]，成分种类丰富，但目前对 BHD 的研究多

为单体成分的分析，较少从物相结构的角度研究其

煎煮过程中成分的变化。本研究拟采用高速离心、

透析等方法对不同煎煮时间点的 BHD 汤剂进行相

态拆分，并以液质联用仪（（LC-MS/MS）、透射电子

显微镜（transmission electron microscope，TEM）、

粒径仪等对原汤及各相态进行表征和指标成分含

量测定，探究煎煮时间对 BHD 各相态形成、稳定

性及成分分布的影响，为阐明各成分在不同相态中

的动态变化规律及药效物质基础提供实验依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Xevo TQ-S cronos型三重四极杆超高效液相质
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谱联用仪，美国沃特世公司；RE-52AA型旋转蒸发

仪，上海亚荣生化仪器厂；SHZ-D（III）型循环水式

真空泵，巩义市予华仪器有限责任公司；Nicolet IS5

型傅里叶红外光谱仪、Varioskan Flash型多功能酶标

仪，Thermo Fisher Scientific；UV1780型紫外分光光

度计，日本岛津公司；Scientz-10型冷冻干燥机，宁

波新芝生物科技股份有限公司；CTB-A型磁力搅拌

器，河南爱博特科技发展有限公司；SQP型十万分

之一分析天平，赛多利斯科学仪器（（北京）有限公

司；MA110型电子天平，上海精宏实验设备有限公

司；Zeta sizer Nano ZS90型马尔文激光粒径仪，英

国马尔文帕纳科有限公司；HT7800型透射电子显微

镜（（TEM），日本日立公司；SB-5200DTD型超声波

清洗机，宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  药物与试剂 

对照品黄芪甲苷（批号 N13HB201030）、阿魏

酸（（批号 G27A112112005）、芦丁（（批号 JB241985）、

琥珀酸（批号 Z10O11H126750）、黄芩苷（批号

N15GB167969）、儿茶素（（批号 S22D6I7956）均购

自上海源叶生物科技有限公司，对照品毛蕊异黄酮

（（批号 DST220226-012）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（（批

号 DSTDM001301）、腺嘌呤（（批号 DSTDP001301）、

洋川芎内酯 I（（批号 DST200805-009）购自成都德思

特生物技术有限公司，对照品绿原酸（（批号 110753-

201817）、芒柄花素（（批号 111703-201504）、异亮氨

酸（（批号 140683-201302）、山柰酚-3-O-芸香糖苷（（批

号 200619-075）、丹皮酚（（批号 110708-201407）均

购自中国食品药品检定研究院，各对照品质量分数

均≥98.0%。娃哈哈纯净水，批号 311522HY，杭州

娃哈哈集团有限公司；甲醇（（批号 24025082，色谱

纯）、乙腈（（批号 24036083，色谱纯）、甲酸（（批号

C2203135，质谱级）、MD44透析袋，截留相对分子

质量 3 500，北京索莱宝科技有限公司。 

黄芪（批号RS25022001）、地龙（批号 2409274）、

当归（（批号NG25021701）、赤芍（（批号ZR24112606）、

桃仁（（批号 2412300072）、红花（（批号 ZR24121705）、

川芎（（批号 XH25012108）7味饮片均购自湖南中医

药大学第一附属医院，各药材饮片均经湖南中医药

大学药学院中药炮制教研室石继连教授进行鉴定，

赤芍为毛茛科芍药属植物芍药 Paeonia lactiflora 

Pall.的干燥根，黄芪基原为豆科黄芪属草本植物蒙

古黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge. var. 

mongholicus (Bge.) Hsiao的干燥根，当归为伞形科

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

燥根，红花为菊科红花属植物红花 Carthamus 

tinctorius L.的干燥花，地龙为钜蚓科环毛蚓属动物

参环毛蚓 Pheretima guillelmi (Michaelsen)的干燥

体，川芎为伞形科藁本属植物川芎 Ligusticum 

chuanxiong Hort.的干燥根茎，桃仁为蔷薇科桃属植

物桃 Prunus persica (L.) Batsch的干燥成熟种子，以

上各饮片均符合 中国药典》2025年版相关标准。 

2  方法与结果 

2.1  BHD 水煎液的制备及相态拆分 

2.1.1  BHD 各煎煮时间点水煎液样品的制备  前

期预实验考察了 BHD煎煮时间从 5 min到 230 min

的每隔 10 min的样品粒径变化，粒径呈现先增大后

减小的动态变化趋势，因此，选取 30、60、90、120 

min 4 个特征时间点进行实验。按照处方称取黄芪

60 g，川芎 6 g，当归、赤芍、地龙、桃仁、红花各

9 g，称取同批次的 BHD药材饮片 4份，每份约 111 

g中药饮片，置于 2 000 mL圆底烧瓶中，加 8倍量

纯净水浸泡 30 min，加热至微沸时开始计时，分别

煎煮 30、60、90、120 min，使用纱布趁热滤过，各

得到 600 mL BHD滤液。滤液减压浓缩至 80 mL后

分为等体积的 2部分，分别为煎煮 30 min原汤样品

（YT-30 min）、煎煮 60 min原汤样品（YT-60 min）、

煎煮 90 min原汤样品（YT-90 min）、煎煮 120 min

原汤样品（YT-120 min），另一部分滤液用于后续相

态拆分。 

2.1.2  BHD 水煎液的相态拆分  将煎煮 30、60、

90、120 min的水煎液，置于离心管中以 5 000 r/min

离心 30 min后，将上清液转移到截留相对分子质量

为 3 500的透析袋中，置于盛有纯净水的烧杯中，

磁力搅拌透析 12 h，每隔 2 h更换透析外液，透析

完成后取出透析袋中溶液，以 12 000 r/min离心 30 

min。该离心操作后的上清液即为纳米相态，分别得

到煎煮 30 min 纳米相态样品（NM-30 min）、煎煮

60 min纳米相态样品（NM-60 min）、煎煮 90 min纳

米相态样品（NM-90 min）、煎煮 120 min纳米相态

样品（NM-120 min）。 

取出 12 000 r/min离心操作后的下层沉淀，加

入纯水超声分散后即为混悬相态，分别得到煎煮 30 

min混悬相态样品（HX-30 min）、煎煮 60 min混悬

相态样品（HX-60 min）、煎煮 90 min混悬相态样品

（HX-90 min）、煎煮 120 min混悬相态样品（HX-120 

min）。相态拆分流程见图 1。 



·8116· 中草药 2025年 11月 第 56卷 第 22期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 November Vol. 56 No. 22 

    

 

图 1  BHD 不同相态拆分流程图 

Fig. 1  Separation flow chart of BHD resolution of different phases 

2.2  BHD 原汤及不同相态表征 

2.2.1  丁达尔效应  将 4 个煎煮时间点的 BHD 原

汤、纳米相态、混悬相态样品溶液加至比色皿中，

观察其外观形态，并用激光笔观察丁达尔效应，结

果见图 2。BHD不同煎煮时间点的原汤和混悬相态

溶液均呈黄棕色的浑浊状态，纳米相态溶液呈现黄

棕色的澄清透明的状态。拆分的不同相态及各煎煮

时间点的纳米相态经激光笔照射后，纳米相态溶液

中都呈现明显的光路，具有显著的丁达尔散射效

应，说明纳米相态中有较多的纳米微粒。混悬相态

和纯水中的丁达尔效应均不明显，而原汤中有微弱 

 

 

图 2  BHD 煎煮 120 min 后各相态 (A) 及不同煎煮时间纳

米相态 (B) 的丁达尔效应 

Fig. 2  Tyndall effect of each phase (A) after 120 min of 

BHD decoction and nano-phase (B) at different decoction 

times 

的光路，但溶液较纳米相态浑浊，表明原汤是由多

相态混合的复杂体系，采用 2.1.2”项下的方法能

拆分出不同的相态。 

2.2.2  粒径、多分散指数、ζ电位测定  取 BHD煎

煮过程中的各组原汤及各相态溶液稀释相同倍数

后，分别取 1 mL 溶液加入样品池中，使用马尔文

激光粒度仪测定样品的平均粒径、多分散性系数

（polydispersity index，PDI）及 ζ电位，平行重复 3

次，取平均值，结果见表 1和图 3。4个煎煮时间点

的 BHD原汤粒径集中在 1 000 nm左右，并在煎煮

时间为 90 min时粒径达到最大值；纳米相态的粒径

主要集中在 170～300 nm，且随着煎煮时间的延长，

粒径逐渐变小，稳定在 170 nm左右；混悬相态的粒

径集中在 700 nm附近。ζ电位和 PDI是表征分散体

系稳定性的重要参数。ζ 电位与分散体系的稳定性

有关，其绝对值越大，分散体系中的微粒间的斥力

越大，表明体系的稳定性越强[19]。本研究结果显示，

在相同煎煮时间条件下，原汤及各相态 ζ电位绝对

值的大小排序为纳米相态＞混悬相态＞原汤，提示

BHD 纳米相态较原汤和混悬相态体系更稳定。同

时，PDI结果显示，各相态 PDI值均在 0.25～0.86，

其中原汤在 90 min时 PDI最低（0.25±0.02），表明

此时原汤体系中颗粒粒径分布最均一；而混悬相态

在 60 min时 PDI最高（0.86±0.24），提示该时间点

混悬相态颗粒大小差异较大，均一性较差。纳米相

态的 PDI随煎煮时间呈现先升高后降低的趋势，反

映出纳米颗粒在煎煮过程中经历了聚集-分散的动

态重构过程，这与纳米相态粒径随时间逐渐减小的

变化趋势一致，可能与热能驱动下超分子聚集体的

解离与重组有关。 

BHD 

原汤 

12 000 r∙min−1 

离心 30 min 

纳米相态 

混悬相态 

分离上清液 

 

透析 

纱布滤过 

5 000 r∙min−1 

离心 30 min 

室温浸泡 30 min，分别煎煮 

30、60、90、120 min 

混悬相态      原汤       纳米相态      纯水 
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表 1  不同煎煮时间的 BHD 原汤、纳米相态、混悬相态的粒径、PDI、ζ 电位 ( x s , n = 3) 

Table 1  Particle size, PDI, and ζ potentialof original decoction, nano-phase, and suspension-phase  of BHD at different 

decocting times ( x s , n = 3) 

煎煮时 

间/min 

粒径/nm PDI ζ电位/mV 

原汤 纳米相态 混悬相态 原汤 纳米相态 混悬相态 原汤 纳米相态 混悬相态 

30 925.07±20.32 314.70±20.78 747.80±23.46 0.59±0.26 0.61±0.04 0.54±0.43 −8.49±0.53 −20.33±0.25 −16.03±0.38 

60 1 052.67±15.28 301.73±17.20 777.80±37.21 0.39±0.15 0.67±0.04 0.86±0.24 −9.97±0.57 −16.63±0.25 −15.47±0.60 

90 1 291.0±25.46 284.27±16.24 757.07±41.99 0.25±0.02 0.50±0.04 0.69±0.53 −8.50±0.47 −15.13±0.76 −12.57±0.21 

120 1 091.00±59.40 170.20±6.89 631.00±23.72 0.80±0.14 0.59±0.15 0.44±0.22 −7.92±1.03 −14.83±1.10 −13.17±0.47 
 

         

         

图 3  BHD 不同煎煮时间各相态粒径分布 

Fig. 3  Distribution of particle size in each phase of BHD at different decocting times  

进一步分析发现，随着煎煮时间延长，纳米相

态与混悬相态的 ζ电位绝对值较 30 min时，均出现

不同程度的降低，结合 PDI的波动特征，表明 BHD

汤剂中的成分在热力学过程中不断发生分子间相互

作用，其超分子聚集体的表面电荷分布及粒径均一

性处于动态变化中，从而导致汤剂相态体系的不稳

定性。 

2.2.3  不同煎煮时间 BHD纳米相态的光谱及 SEM

表征 

（（1）紫外-可见分光光谱（（UV-vis）：由于中药大

多数成分都具有紫外吸收特性，且中药成分溶出后

分子间会发生相互作用，影响共轭基团的电子排布，

因此，可根据紫外光谱的吸收峰数目、峰位来推测

多种成分的整体相互作用[20-21]。将 BHD 原汤及各

相态溶液冻干后，分别称取原汤及各相态冻干粉适

量，用去离子水复溶至 0.6 mg/mL，过 0.22 μm微

孔滤膜后转移至比色皿中，设置检测波长为 190～

800 nm，以去离子水为参比溶液，进行全波长扫描，

结果见图 4。不同煎煮时间的 BHD纳米相态及煎煮

120 min的原汤和混悬相态均在 209、267、329、402 

nm处有吸收峰，这与 BHD中黄酮类成分的紫外吸

收类似[22-23]。各样品仅峰强度不同，说明各样品总

体成分相似，但溶出成分的浓度有所不同。随着煎

煮时间的延长，纳米相态的吸收峰略有降低，且煎 

YT-30 min 

NM-30 min 

HX-30 min 

YT-60 min 

NM-60 min 

HX-60 min 

YT-90 min 

NM-90 min 

HX-90 min 

YT-120 min 

NM-120 min 

HX-120 min 

10           100          1 000        10 000 
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10           100          1 000        10 000 
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10           100          1 000        10 000 
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图 4  BHD 不同煎煮时间各相态的 UV-vis 

Fig. 4  UV-vis of each phase of BHD at different decocting 

times  

煮时间为 120 min时，纳米相态的吸收峰高于混悬

相态和原汤，推测 BHD 的黄酮类成分会在煎煮过

程发生分子间自组装，富集在纳米相态中，煎煮时

间的延长会促进分子自组装，使得纳米相态的紫外

吸收略减弱。 

（（2）傅里叶变换红外光谱（FT-IR）：设置红外

光谱仪的扫描范围为 4 000～400 cm−1，以空气为背

景进行扫描，称取原汤及各相态冻干粉末适量置于

测样区，每个样本平均扫描 32次，光谱分辨率为 4 

cm−1。使用光谱软件 OMNIC记录和存储 FT-IR图，

结果见图 5。FT-IR图中，在 3 281.7 cm−1附近的宽

吸收峰表明，样品中存在 O-H或 N-H的伸缩振动，

2 935、1 408 cm−1为甲基的伸缩振动和面内弯曲振

动[24]；1 747 cm−1为羰基 C=O的伸缩振动峰，1 612 

cm−1为羧酸基团的 C-O伸缩振动；1 045、992、927、

833 cm−1均为 C-O-C伸缩振动吸收峰，通常为糖类 

 

图 5  BHD 不同煎煮时间各相态的 FT-IR 光谱 

Fig. 5  FT-IR spectra of each phase of BHD at different 

decocting times  

物质的特征吸收峰[25-26]。不同煎煮时间的纳米相态

与煎煮 120 min 的原汤、混悬相态冻干粉的 FT-IR

图峰形相似而峰强度不同，表明 BHD 各相态均含

有相同的化学键类型，但表面官能团的含量不同；

其中各煎煮时间点纳米相态的峰强度较低，推测汤

剂中含有丰富的糖类物质，且多糖类成分在煎煮过

程中参与纳米颗粒结构的形成，这使得糖类物质的

特征吸收峰强度降低。 

（（3）TEM表征：分别称取原汤及各相态冻干粉

末适量，用少量去离子水分散至适宜浓度后，移取

10 μL样品溶液滴于铜网支持膜上，37 ℃干燥后将

样品置于 TEM下观察，结果见图 6。BHD 原汤、

混悬相态、纳米相态均形成稳定的纳米颗粒，但微

粒形态有所不同。原汤以分散球形及不规则颗粒为

主；混悬相态呈现微粒的簇状聚集结构，而纳米相

态多以类球形颗粒为主。煎煮 30 min时，纳米相态

微粒多呈不规则类球形形态，随着煎煮时长的增

加，分子间发生相互作用，逐渐形成粒径递减的圆

球形纳米粒。纳米相态的粒径大多在 100～400 nm，

与粒径仪测得结果大致相同。 

2.3  BHD 原汤及各相态多糖、蛋白质含量及冻干

粉得率测定 

2.3.1  各相态样品中的多糖含量[26]  配制质量浓度

分别为 5、10、20、40、60、80、100 μg/mL的葡萄

糖对照品溶液，各取 1 mL 对照品溶液于试管中，

分别加入 5%苯酚水溶液 1 mL，充分混匀后迅速加

入硫酸 5 mL，摇匀，80 ℃水浴 15 min，冰水浴静

置 10 min，使用分光光度计，于 490 nm处测定吸

光度（A）值。以 A 值为纵坐标（Y）、葡萄糖质量

浓度为横坐标（X），绘制标准曲线，进行线性回归，

得回归方程为 Y＝11.963 X＋0.030 7，R2＝0.999 0，

线性范围为 5～100 μg/mL。将样品稀释至适宜质量

浓度，取 1 mL于试管中，加入步骤同上，平行 3份。

根据标准曲线计算样品中的多糖含量。结果见表 2，

4 个煎煮时间点下，多糖含量大小排序均为纳米相

态＞原汤＞混悬相态，且在纳米相态中多糖含量显

著高于混悬相态（P＜0.01）。随着煎煮时间的延长，

原汤中的多糖含量逐渐下降，而混悬相态中的多糖

含量逐渐升高，但在煎煮时间达到 120 min后，多

糖含量有所下降。 

2.3.2  各相态样品中的蛋白质含量[9]  采用 BCA

蛋白浓度测定试剂盒测定各样品中的蛋白质含量。

将 BCA试剂 A和 B按照体积比 50∶1混合，配制 

NM-30 min 

NM-60 min 

NM-90 min 

NM-120 min 

YT-120 min 

HX-120 min 

200          300          400          500          600 
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图 6  BHD 不同煎煮时间各相态的 TEM 

Fig. 6  TEM of each phase of BHD at different decocting times  

表 2  不同煎煮时间的 BHD 原汤、纳米相态、混悬相态的蛋白质、多糖含量及冻干粉得率测定 ( x s , n = 3) 

Table 2  Determination of protein, polysaccharide content and freeze-dried powder yield of original decoction, nano-phase 

and suspension-phase of BHD at different decoction times ( x s , n = 3) 

煎煮时 

间/min 

多糖/(mg∙g−1) 蛋白质/(mg∙g−1) 冻干粉得率/% 

原汤 纳米相态 混悬相态 原汤 纳米相态 混悬相态 原汤 纳米相态 混悬相态 

30 443.94±0.70 471.17±0.68 377.98±0.94## 40.61±1.60 47.74±2.17 114.50±7.00## 24.72±0.01 9.82±0.01 0.22±0.00## 

60 438.07±0.00** 461.40±1.02** 411.25±0.60**## 40.26±4.91 45.88±3.13 106.25±10.95## 26.11±0.00 9.76±0.00 0.28±0.00## 

90 421.72±0.39** 471.45±1.01 408.28±0.13**## 42.87±1.41 42.53±1.58* 88.42±15.39 26.39±0.01* 8.05±0.02 0.23±0.00# 

120 423.41±0.40** 461.47±0.38** 385.42±0.35**## 41.60±3.28 50.10±2.12 116.33±20.03 26.27±0.00 7.72±0.01 0.24±0.00## 

与同一相态 30 min煎煮时间比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与同一煎煮时间纳米相态比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs the decoction time of 30 min in the same phase; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs the nano-phase state at the same decoction time. 

成工作液。配制 0、25、125、250、500、750、1 000、

1 500、2 000 μg/mL蛋白质标准溶液，分别吸取 20 

μL标准溶液于 96孔板中，加入 200 μL BCA工作

液，混匀，37 ℃放置 30 min，采用酶标仪测定 562 

nm处的 A值，以 A值为纵坐标（Y），蛋白质质量

浓度为横坐标（X），计算出标准曲线的回归方程为

Y＝0.000 8 X＋0.037 8，R2＝0.995 7，线性范围为

20～2 000 μg/mL。取 20 μL稀释至适宜质量浓度的

样品溶液于 96 孔板中，按上述操作测定 A 值，带

入标准曲线中计算各样品的蛋白质含量，结果见表

2。4个煎煮时间点下，蛋白质含量排序均为混悬相

态＞纳米相态＞原汤，混悬相态中的蛋白质含量远

高于原汤及纳米相态（P＜0.001）。不同煎煮时间下，

纳米相态及混悬相态的蛋白质含量无显著性差别，

表明煎煮时间对 BHD 汤剂各相态的蛋白质含量影

响不大。 

2.3.3  各相态样品的冻干粉得率  将 2.1.2”项下

的不同煎煮时间的 BHD 原汤、纳米相态及混悬相

态样品在−20 ℃下冷冻 4 h后，置于真空冷冻干燥

机中冻干，样品平行重复 3次，取平均值，计算冻

干粉得率。由表 2 可知，4 个煎煮时间点的冻干粉

得率排序为原汤＞纳米相态＞混悬相态。使用 SPSS 

23.0 软件进行单因素方差分析，不同煎煮时间的

BHD原汤、纳米相态、混悬相态的冻干粉得率无显

著差异，表明药材成分在短时间内溶出较完全。 

冻干粉得率＝冻干粉质量/冻干粉对应中药饮片总质量 

2.4  BHD 原汤及各相态小分子成分含量测定 

2.4.1  供试品溶液的制备  称取不同煎煮时间的

BHD原汤、纳米相态、混悬相态冻干粉各 0.2 g，精

密称定，置于 10 mL量瓶中，加 50%甲醇至刻度，

超声（功率 250 W、频率 40 kHz，40 ℃）30 min溶

解后，加 50%甲醇补足减失的质量，过 0.22 μm微

200 nm 200 nm 200 nm 

100 nm 100 nm 200 nm 

YT-120 min HX-120 min NM-120 min 

NM-30 min NM-60 min NM-90 min 
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孔滤膜，取续滤液，即得供试品溶液。 

2.4.2  混合对照品溶液的制备  精密称取腺嘌呤、

琥珀酸、异亮氨酸、洋川芎内酯 I、丹皮酚、儿茶素、

芦丁、阿魏酸、黄芩苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、绿

原酸、山柰酚-3-O-芸香糖苷、芒柄花素、黄芪甲苷、

毛蕊异黄酮对照品适量，分别置于 10 mL量瓶中，

加 50%甲醇定容至刻度，制成质量浓度为 0.11、

0.19、0.14、0.12、0.12、0.10、0.15、0.17、0.18、

0.11、0.14、0.11、0.11、0.11、0.11 g/L的对照品储

备溶液。吸取适量母液稀释一定倍数后，配制成混

合对照品溶液。 

2.4.3  检测条件 

（1）色谱条件：色谱柱为Waters Acquity UPLC® 

BEH Shield RP18柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流

动相为 0.01%甲酸水溶液-乙腈，梯度洗脱：0～3 

min，1.0%乙腈；3～4 min，1.0%～7.0%乙腈；4～

8 min，7.0%～12.5%乙腈；8～12 min，12.5%～25.0%

乙腈；12～20 min，25.0%～80.0%乙腈；20～22 min，

80.0%～1.0%乙腈；22～26 min，1.0%乙腈；柱温

25 ℃；进样量 1 μL；体积流量 0.20 mL/min。 

（2）质谱条件：采用电喷雾离子源（electrospray 

ionization，ESI），扫描模式为多反应检测（multiple 

reaction monitoring，MRM）模式，以高纯氮气为雾

化器和辅助气，氦气为碰撞气，离子源温度 400 ℃，

离子传输管温度 250 ℃，接口温度 300 ℃，干燥气

体积流量 10 L/min，加热气体积流量 10 L/min，雾

化气体积流量 2.7 L/min。各成分质谱参数见表 3。

各样品及混合对照品正、负离子模式下总离子流图

见图 7。 

2.4.4  线性关系考察  精密吸取（ 2.4.2”项下混合 

表 3  BHD 中 15 种成分的质谱参数 

Table 3  Mass spectrometry parameters of 15 components in BHD 

成分 
tR/ 

min 

母离子 

(m/z) 

子离子 

(m/z) 

碰撞 

能/V 

锥孔电 

压/V 
分类 来源 

琥珀酸 0.54 119.08 72.12 13 10 脂肪酸类 地龙 

腺嘌呤 0.58 136.13 118.81 20 20 生物碱类 地龙、红花、当归、川芎、黄芪、桃仁 

异亮氨酸 0.65 132.17 85.83 15 30 氨基酸类 地龙、黄芪 

洋川芎内酯 I 0.73 223.25 204.55 10 11 苯酞类 川芎、当归 

丹皮酚 1.08 167.17 120.49 25 30 挥发油类 赤芍 

阿魏酸 10.16 195.18 144.77 15 10 酚酸类 川芎、当归 

儿茶素 10.39 611.63 491.49 20 20 黄酮类 红花 

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 10.79 491.45 283.34 25 18 黄酮类 黄芪 

芦丁 11.99 609.51 179.01 30 20 黄酮类 红花、黄芪 

绿原酸 12.15 351.08 113.43 28 16 酚酸类 川芎、红花、黄芪、桃仁 

山柰酚-3-O-芸香糖苷 12.67 593.51 284.59 25 20 黄酮及其苷类 桃仁、红花 

毛蕊异黄酮 12.87 285.26 133.72 30 30 黄酮类 黄芪 

黄芩苷 13.30 455.07 113.48 20 20 黄酮类 红花 

芒柄花素 14.54 267.26 90.48 40 30 黄酮类 黄芪 

黄芪甲苷 15.44 829.36 783.44 15 23 皂苷类 黄芪 
 

对照品溶液，加入 50%甲醇，按 5倍等比稀释成混

合对照品溶液，制得 7个不同质量浓度的系列混合

对照品溶液，按照（ 2.4.3”项下检测条件进样分析。

以混合对照品溶液的质量浓度为横坐标（（X），对照

品峰面积为纵坐标（Y），建立 15种指标成分的回归

方程、相关系数（R2）和线性范围分别为琥珀酸 Y＝

48.475 X＋41 614，R2＝0.999 6，线性范围 18.80～

18 800.00 ng/mL；腺嘌呤 Y＝3 049.4 X＋32 862，  

R2＝0.999 8，线性范围 0.90～11 300.00 ng/mL；异亮

氨酸 Y＝182.81 X＋36 054，R2＝0.999 7，线性范围

14.20～14 200.00 ng/mL；洋川芎内酯 I Y＝1.434 9 

X－675.06，R2＝0.999 7，线性范围 480.00～12 000.00 

ng/mL；丹皮酚 Y＝32.294 X＋115 03，R2＝1.000 0，

线性范围 0.93～11 600.00 ng/mL；阿魏酸 Y＝168.92 

X＋8 311.5，R2＝0.999 8，线性范围 1.34～16 800.00 

ng/mL；儿茶素 Y＝1.495 X＋1 887.7，R2＝0.999 9，

线性范围 2 060.00～10 300.00 ng/mL；毛蕊异黄酮葡

萄糖苷 Y＝10.692 X＋1 710.1，R2＝0.999 7，线性范围

85.60～10 700.00 ng/mL；芦丁 Y＝17.619 X＋2 528.7，

R2＝1.000 0，线性范围 119.20～14 900.00 ng/mL； 
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A-混合对照品正、负离子流图；B-YT-120 min样品正、负离子流图；C-NM-120 min样品正、负离子流图；D-HX-120 min样品正、负离子流图。 

A-positive and negative ion flow chart of mixed reference substances; B-positive and negative ion flow chart of YT-120 min sample; C-positive and negative 

ion flow chart of NM-120 min sample; D-positive and negative ion flow diagram of HX-120 min sample. 

图 7  混合对照品、BHD 不同相态的总离子流图 

Fig. 7  Total ion chromatograms of mixed reference substances and BHD of different phases 

绿原酸 Y＝1 049.7 X＋953 42，R2＝0.999 3，线性范

围 14.40～14 400.00 ng/mL；山柰酚-3-O-芸香糖苷

Y＝29.111 X＋1 265，R2＝0.999 7，线性范围 22.60～

11 300.00 ng/mL；芒柄花素 Y＝98.236 X＋8 501.3，

R2＝0.999 7，线性范围 11.40～11 400.00 ng/mL；毛

蕊异黄酮 Y＝237.91 X＋22 340，R2＝0.999 3，线性

范围 0.90～11 300.00 ng/mL；黄芩苷 Y＝48.977 X＋

6 650.8，R2＝0.999 6，线性范围 736.00～18 400.00 
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ng/mL；黄芪甲苷 Y＝91.698 X－55.825，R2＝0.999 8，

线性范围 4.64～9 280.00 ng/mL；结果表明，15种

成分在线性范围内显示良好的线性关系。 

2.4.5  精密度试验  取按照 2.4.1”项下方法制备

的 BHD原汤冻干粉供试品溶液，按照 2.4.3”项检

测条件连续进样 6次，测定各指标成分峰面积，计

算其 RSD值。结果各指标成分琥珀酸、腺嘌呤、异

亮氨酸、洋川芎内酯 I、丹皮酚、阿魏酸、儿茶素、

毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芦丁、绿原酸、山柰酚-3-O-

芸香糖苷、芒柄花素、毛蕊异黄酮、黄芩苷、黄芪

甲苷峰面积的 RSD值分别为 4.05%、5.21%、4.84%、

4.26%、4.72%、4.92%、3.07%、3.61%、2.19%、2.72%、

5.12%、4.83%、3.16%、4.79%、5.17%。 

2.4.6  稳定性试验  按照 2.4.1”项下方法制备同

一批次 BHD 原汤冻干粉供试品溶液，分别于制备

后 0、2、4、8、12、24 h，按照 2.4.3”项下检测

条件进样分析，测定各指标成分峰面积，计算其

RSD值。结果各指标成分琥珀酸、腺嘌呤、异亮氨

酸、洋川芎内酯 I、丹皮酚、阿魏酸、儿茶素、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、芦丁、绿原酸、山柰酚-3-O-芸香

糖苷、芒柄花素、毛蕊异黄酮、黄芩苷、黄芪甲苷

峰面积的 RSD 值分别为 5.48%、7.47%、3.63%、

6.87%、6.71%、3.78%、3.69%、6.10%、3.51%、3.97%、

4.51%、6.87%、5.74%、6.67%、3.57%。 

2.4.7  重复性试验  按照 2.4.1”项下方法平行制

备 6 份同一批次 BHD 原汤冻干粉供试品溶液，按

照 2.4.3”项下检测条件进样分析，测定各指标成

分的峰面积，计算其质量分数的 RSD值。结果各指

标成分琥珀酸、腺嘌呤、异亮氨酸、洋川芎内酯 I、

丹皮酚、阿魏酸、儿茶素、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

芦丁、绿原酸、山柰酚-3-O-芸香糖苷、芒柄花素、

毛蕊异黄酮、黄芩苷、黄芪甲苷质量分数的 RSD值

分别为 3.01%、4.99%、3.49%、3.99%、2.73%、3.67%、

6.82%、3.93%、6.48%、1.36%、2.28%、5.27%、1.89%、

3.34%、3.39%。 

2.4.8  加样回收率试验  取同一批次 BHD 原汤冻

干粉样品 6份，每份约 0.1 g，精密称定，按照样品

中各指标成分的含有量，精密加入等量的 15 种对

照品混合溶液，按照 2.4.1”项下方法制备供试品

溶液，按照 2.4.3”项下检测条件进行检测，测定

各指标成分含量，计算其加样回收率和 RSD值，各

指标成分琥珀酸、腺嘌呤、异亮氨酸、洋川芎内酯

I、丹皮酚、阿魏酸、儿茶素、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

芦丁、绿原酸、山柰酚-3-O-芸香糖苷、芒柄花素、

毛蕊异黄酮、黄芩苷、黄芪甲苷的平均加样回收率

分别为 106.50%、87.89%、96.51%、94.72%、87.69%、

88.61%、106.35%、96.50%、107.27%、94.00%、

96.37%、97.21%、97.00%、96.66%、92.74%，RSD

值分别为 7.33%、6.96%、3.63%、4.56%、7.14%、

7.89%、5.07%、6.59%、4.79%、6.66%、1.66%、5.76%、

6.92%、3.05%、3.75%。 

2.4.9  BHD原汤及各相态中 15种指标成分含量差

异比较  取按照 2.4.1”项下方法制备的各供试品

溶液，按照 2.4.3”项下检测条件进样测定，根据

峰面积与标准曲线结果计算各样品中 15 种指标成

分的总含量及质量分数，样品平行制备 3份，取平

均值，结果见表 4和图 8。结果显示，BHD原汤、

纳米相态、混悬相态中均含有 15 种指标成分。15

种成分在BHD原汤和不同相态中的含量差异较大，

而不同煎煮时间对指标成分含量的影响较小。煎煮

30 min时，与纳米相态相比，除山柰酚-3-O-芸香糖

苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷外，其余 13种成分的含量

在混悬相态中的平均含量较高，表明汤液中形成的

络合物容易聚集沉淀，分布于混悬相态中。随着煎

煮时间的延长，汤液中的 15 种成分含量处于动态

变化中，在各个相态中的含量不一，表明煎煮的热

力学过程会影响汤液成分自组装状态的稳定性。在

同一煎煮时间下，15种成分中多数成分在混悬相态

的含量高于纳米相态。在煎煮过程中，黄芩苷、异

亮氨酸、阿魏酸、腺嘌呤、丹皮酚、黄芪甲苷、毛

蕊异黄酮、芒柄花素、山柰酚-3-O-芸香糖苷 9种成

分在 BHD 原汤及各相态中的含量差异具有统计学

意义（P＜0.05），推测这 9种成分在煎煮过程中发

生分子间的自组装，形成超分子聚集体，导致成分

在不同相态的分布具有差异性。 

2.5  统计学分析 

用 SPSS 23.0软件进行统计学分析，多组间的

比较采用单因素方差分析，采用最小显著性差异

（（LSD）法进行多组间的两两比较，P＜0.05认为差

异具有统计学意义。 

3  讨论 

由于中药复方的成分繁杂，水溶性成分会以分

子状态分散在汤剂中，而难溶性成分会以颗粒形式

存在，脂溶性成分会以乳化状态存在[27]。煎煮过程

中，理化性质不同的成分，在静电吸引、范德华力、

疏水作用及氢键等多重非共价键的协同驱动下通过 
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表 4  不同煎煮时间的 BHD 及各相态 15 种成分含量 (n = 3) 

Table 4  Contents of 15 components in BHD and each phase at different decoction times (n = 3) 

样品 

质量分数/(mg∙g−1) 

琥珀酸 腺嘌呤 异亮氨酸 
洋川芎 

内酯 I 
丹皮酚 阿魏酸 儿茶素 

毛蕊异黄酮 

葡萄糖苷 
芦丁 绿原酸 

山柰酚-3-O- 

芸香糖苷 
芒柄花素 

毛蕊异 

黄酮 
黄芩苷 黄芪甲苷 

YT-30 min 0.079 0.178 0.221 1.672 0.661 0.032 0.715 0.842 0.695 0.052 0.187 0.201 0.071 0.367 0.027 

YT-60 min 0.077 0.088 0.090 1.624 0.620 0.033 0.620 0.603 0.600 0.060 0.138 0.134 0.041 0.434 0.029 

YT-90 min 0.076 0.152 0.114 1.564 0.579 0.032 0.661 0.734 0.721 0.046 0.139 0.080 0.034 0.439 0.037 

YT-120 min 0.097 0.113 0.147 1.764 0.602 0.036 0.709 0.781 0.787 0.056 0.140 0.134 0.025 0.665 0.040 

NM-30 min 0.079 0.088 0.129 1.046 0.356 0.007 0.357 0.429 0.906 0.048 0.284 0.234 0.083 0.365 0.047 

NM-60 min 0.115 0.080 0.108 1.098 0.387 0.007 0.368 0.399 0.846 0.049 0.228 0.172 0.087 0.370 0.038 

NM-90 min 0.116 0.096 0.149 0.877 0.302 0.008 0.375 0.371 1.045 0.051 0.205 0.129 0.053 0.341 0.032 

NM-120 min 0.127 0.089 0.121 0.838 0.232 0.008 0.272 0.276 1.142 0.061 0.228 0.158 0.034 0.390 0.039 

HX-30 min 0.184 0.112 0.133 1.529 0.633 0.037 0.607 0.491 0.780 0.054 0.159 0.300 0.092 0.593 0.127 

HX-60 min 0.191 0.084 0.094 1.405 0.643 0.033 0.634 0.443 0.779 0.044 0.177 0.195 0.070 0.349 0.128 

HX-90 min 0.169 0.123 0.184 1.464 0.644 0.048 0.559 0.482 0.816 0.072 0.160 0.233 0.056 0.493 0.168 

HX-120 min 0.195 0.084 0.153 1.427 0.596 0.040 0.666 0.553 0.866 0.045 0.136 0.123 0.060 0.577 0.125 

 

图 8  BHD 原汤及不同相态中 15 种成分含量归一化图 

Fig. 8  Normalized diagram of 15 components contents in original decoction and different phases of BHD 

分子自组装形成胶体颗粒、自沉淀等相态的变化[28]。

本研究通过 高速离心-透析”法成功分离了 BHD

煎煮液中的纳米相态和混悬相态。通过物理表征发

现，煎煮过程中 BHD 原汤的粒径先减小后增大，

在 90 min 时粒径最大，混悬相态的粒径在 60 min

时达到最大。纳米相态的粒径随煎煮时间的延长而

逐渐减小，且纳米相态的 ζ电位随煎煮时间的延长

逐渐降低，溶液稳定性降低，表明煎煮的加热过程

会促进成分之间的粘连或聚集，形成粒径较大的颗

粒，从而导致自沉淀的发生。通过 UV-vis与 FT-IR

表征各相态成分的自组装特征，结果表明各相态煎

煮时间的延长并没有导致 BHD 特征峰的位置发生

改变，仅峰强度有所不同，说明煎煮时间不会明显

影响汤剂成分的自组装方式。 

LC-MS/MS的结果表明，各煎煮时间点的原汤、

纳米相态及混悬相态的化学成分种类一致，仅含量
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有差别。15种指标成分中多数成分在混悬相态的平

均含量高于纳米相态，说明 BHD 的沉淀组分可能

是汤剂成分形成超分子聚集体后进一步沉降所产

生[29]。Chen 等[30]鉴定出黄连解毒汤上清液与沉淀

中的 109种成分，发现沉淀中的黄芩苷和小檗碱多

于上清液，而黄芩苷和小檗碱是黄连解毒汤的重要

活性成分。另有研究表明中药复方合煎的自沉淀具

有（ 体外沉积、体内缓释”的特点，阐明中医理论

中强调（ 顿服”的合理性[31]，表明沉淀组分在中药

汤剂的研究过程中同样应予以重视。（ 结构中药学”

理论认为中药的化学成分和物理结构共同影响中

药的药效物质基础[32]。 

本研究结果显示，9 种可能导致汤剂相态变化

的成分中，黄芪甲苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素在混

悬相态中的含量显著高于纳米相态。黄芪甲苷作为

黄芪的标志性有效成分，具有增强免疫、改善微循

环等补气通络作用；毛蕊异黄酮和芒柄花素为黄芪

中主要的黄酮类成分，可协同发挥抗氧化、抗炎活

性[33]。3 种成分在各相态含量差异提示黄芪的核心

药效成分可能更倾向于通过混悬相态中的聚集体

形式存在，结合沉淀组分的缓释特性，这与黄芪长

效的补气作用相一致。川芎、当归的关键药效成分

阿魏酸具有抑制血小板聚集、改善血液流变性等活

血作用[34]，其在混悬相态的含量显著较高，推测可

增强混悬相态的缓慢溶出特性或可增强其活血通

络的长效性。地龙中的腺嘌呤、异亮氨酸在混悬相

态中富集，有利于稳定发挥地龙的 通络”药效。 

此外，芒柄花素、毛蕊异黄酮葡萄糖苷和山柰

酚-3-O-芸香糖苷在煎煮过程中主要富集于纳米相

态，其含量高于原汤和混悬相态。其原因可能是汤

剂中的多糖类成分能提高难溶性的黄酮类成分的

水溶性和稳定性[35]，且由于大多数黄酮苷类成分呈

酸性或中性，在煎煮过程中易与生物碱类成分发生

酸碱络合反应自组装成纳米颗粒[36]。进一步分析各

相态中的多糖及蛋白质含量，发现多糖及蛋白质类

大分子物质明显高于小分子物质；多糖类物质主要

分布在纳米相态，而蛋白质主要分布于混悬相态；

煎煮时间的延长会导致多糖类物质含量有所下降，

而对蛋白质影响较小，可以推测多糖及蛋白质同样

参与汤剂成分的自组装过程，宏观体现在各相态含

量的差异上。已有研究表明汤剂的纳米相态和混悬

相态在药效上存在差异，2 种相态协同维持药效的

不同方面[37]。 

在实际煎煮和应用过程中，纳米相态和混悬相

态是以混合状态共存于汤剂中，中药复方的药效并

非单一相态或成分的作用，而是多相态、多成分的

协同效应。本研究旨在解析相态形成与成分分布的

规律，为理解中药复方汤剂复杂体系的形成机制及

阐明其药效物质基础提供了重要的超分子动态视

角，后续将从相态不同成分间作用的具体机制及药

效验证方面开展更深入的研究，进一步明确BHD煎

煮过程超分子形成的科学依据。 
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