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二仙膏总皂苷 总多糖的含量测定
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　　摘　要　目的　建立二仙膏总皂苷、总多糖含量的测定方法。方法　分别以齐墩果酸和无水葡萄糖为对照
品，采用紫外可见分光光度法测定二仙膏总皂苷、总多糖的含量。结果　总皂苷测定的最大吸收波长为５４０ｎｍ，
齐墩果酸在浓度范围０．０２１～０．０７０ｍｇ／ｍｌ，吸光度与浓度呈良好的线性关系，回归方程为 ｙ＝１１．１８２ｘ－０．０６２９（ｒ
＝０．９９９９），平均加样回收率为９６．７７％，ＲＳＤ为１．６１％，二仙膏中总皂苷平均含量８．６２ｍｇ／ｇ。总多糖测定的最
大吸收波长６２０ｎｍ，无水葡萄糖在浓度范围０．０２４～０．１２０ｍｇ／ｍｌ，吸光度与浓度呈良好的线性关系，回归方程为ｙ
＝６．８７０８ｘ＋０．０２３１（ｒ＝０．９９９９），平均加样回收率为１０１．８３％，ＲＳＤ为０．９２％，总多糖平均含量４１．４３％。结论　
该方法简便、快速、准确，重复性好，稳定可靠，可作为二仙膏总皂苷、总多糖含量的测定方法，为二仙膏的质量控

制和下一步二仙膏的物质基础研究奠定基础。
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中图分类号：Ｒ２８４．１　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１０００９７６０（２０２０）０４０８３０４

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＥｒｘｉａｎｇａｏ

ＳＡＩＣｈｕｎｍｅｉ１，ＪＩＡＬｉｎｇｙｕ１，ＺＨＡＯＳｈｕａｎｇ１，ＺＨＡＮＧＧｕｏｙｉｎ２，ＧＡＯＦｅｎｇ２，ＺＨＡＮＧＦａｎｇｐｅｎｇ２

（１ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＪｉｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｒｉｚｈａｏ２７６８２６，Ｃｈｉｎａ；
２ＳｈａｎｄｏｎｇＧｕａｎｇｙｕＴａｎｇＧｕｏＹａｏＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｊｉｎｉｎｇ２７２０７１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｄｅｖｅｌｏｐａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＥｒｘｉａｎ
ｇａｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｕｓｉｎｇｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｕｃｏｓｕｍａｎｈｙｄｒｉｃｕｍａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔ
ｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＥｒｘｉａｎｇａｏｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍａｘｉｍｕｍａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓｗａｓ５４０ｎｍ．Ｗｉｔｈｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅ
ｏｆ０．０２１～０．０７０ｍｇ／ｍｌ，ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｈａｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｏｌｅａｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓｙ＝１１．１８２ｘ０．０６２９（ｒ＝０．９９９９）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９６．７７％，ａｎｄ
ＲＳＤｗａｓ１．６１％．ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓｉｎＥｒｘｉａｎｇａｏｗａｓ８．６２ｍｇ／ｇ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍａｘｉｍｕｍ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｗａｓ６２０ｎｍ．Ｗｉｔｈｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ０．０２４～０．
１２０ｍｇ／ｍｌ，ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｈａｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｕｍａｎｈｙｄｒｉｃｕｍａｎｄ
ｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓｙ＝６．８７０８ｘ＋０．０２３１（ｒ＝０．９９９９）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ１０１．８３％，ａｎｄＲＳＤ
ｗａｓ０．９２％．ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＥｒｘｉａｎｇａｏｗａｓ４１．４３％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｔａｂｌｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓ
ａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＥｒｘｉａｎｇａｏ．Ｉｔｈａｄｌａｉｄａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｍａ
ｔｅｒｉａｌｂａｓｉｓｏｆＥｒｘｉａｎｇａｏ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｅｒｘｉａｎｇａｏ；Ｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓ；Ｔｏｔａｌｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

　　二仙膏（Ｅｒｘｉａｎｇａｏ）组方主要有人参、枸杞、鹿
角胶、龟板、牛鞭、黄芪、黑芝麻、核桃仁、熟地黄

（砂仁拌）、制何首乌、五味子（酒制）、沙苑子、远

志、牛膝、丹参、山药十六味药，辅料为蜂蜜。二仙

膏滋阴助阳，益气养血。用于治疗气血两虚，神疲

体倦，周身懒软，神经衰弱。其组方合理，是广育堂

传承的经验方，国家首批中药保护品种，入选国家

非物质文化遗产保护代表性项目。
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二仙膏用于肿瘤患者康复治疗，显著提高患者

的生活质量和生存时间，得到许多患者的一致好

评。初步药理试验结果表明，二仙膏对化疗药致白

细胞减少症小鼠模型的免疫功能有明显改善作用，

可显著增加白细胞和造血细胞的数量，增强机体免

疫力［１２］。中药复方成分复杂，研究其药效物质基

础对于阐明整体功效、作用机制及提高质量标准具

有关键作用，其中，中药复方有效成分的研究能够

在一定程度上明确中药发挥药效的物质基础，寻找

并定量测定其有效部位是现阶段中药药效物质基

础研究的最基础、最重要环节［３４］。中药复方质量

标准的完善制定是确保疗效稳定、用药安全的有效

依据［５］。虽然二仙膏有很好的临床疗效，但是现

有质量标准简单，且药效物质基础尚不明确，需进

一步深入研究。通过分析二仙膏的方解及文献报

道药味的有效成分，表明总皂苷、总多糖提高机体

免疫力效果明显［６８］，且预实验表明这２大类成分
含量较高，故本文研究紫外可见分光光度法测定二

仙膏总皂苷、总多糖的含量，为提高质量控制方法

和下一步药效物质基础的深度研究奠定基础。

１　仪器与材料

１．１　仪器
ＴＵ１９０１光双束紫外可见分光光度计（北京普

析通用仪器有限责任公司）；１０２２Ａ电热鼓风干燥
箱（龙口市先科仪器公司）；ＪＪ２２４ＢＣ电子天平
（Ｇ＆Ｇ公司）；旋转蒸发仪（巩义市予华仪器有限
公司）；ＳＨＫＩＩＩＳ循环水式多用真空泵（郑州科泰
实验设备有限公司）；玻璃仪器气流烘干器（河南

省予华仪器有限公司）。

１．２　试药
二仙膏（山东广育堂国药有限公司，批号

２０１９０５０１、２０１９０６０１、２０１９０７０１）；齐墩果酸（中国药
品生物制品检定所，批号 １１０７０９２０１７０５）；ＡＲ无
水葡萄糖（天津市登科化学试剂有限公司，批号

１６１１１１）；ＡＢ８大孔树脂（天津市光复精细化工研
究所，批号２０１７０４０８）；正丁醇，无水乙醇，硫酸，乙
酸，高氯酸，甲醇，蒽酮均为分析纯，水为蒸馏水。

２　方法与结果

２．１　二仙膏总皂苷的测定
２．１．１　对照品溶液的制备　精密称取干燥至恒重
的齐墩果酸对照品１４．００ｍｇ，置１０ｍｌ容量瓶中，加

入甲醇溶解，摇匀，定容；精密吸取 １．０ｍｌ，用甲醇
定容至１０ｍｌ，摇匀，即得。
２．１．２　供试品溶液的制备　精密称取二仙膏
０．６ｇ，加水２ｍｌ，溶解后用正丁醇萃取４次，合并正
丁醇减压蒸干，浸膏用甲醇溶解，过滤，定容至

５０ｍｌ，精密吸取５．０ｍｌ，用甲醇定容至１０ｍｌ，摇匀，
即得。

２．１．３　溶液的显色　精密量取对照品溶液或供试
品溶液０．４ｍｌ，置于２５ｍｌ具塞试管中，水浴挥干溶
剂，依次加入 ０．２ｍｌ５％香草醛冰醋酸溶液和
０．８ｍｌ高氯酸，摇匀后置 ７０℃恒温水浴 １５ｍｉｎ，随
后立即取出，置冰浴中冷却３ｍｉｎ，加冰乙酸５．０ｍｌ，
摇匀，放置１０ｍｉｎ，用于吸光度测定。
２．１．４　测定波长的选择　分别精密量取齐墩果酸
对照品溶液和供试品溶液 ０．４ｍｌ，置于 ２５ｍｌ具塞
试管中，按照“２．１．３”项下方法进行显色，以相应
试剂为空白对照，于４００～８００ｎｍ波长处扫描，结果
显示对照品溶液和样品溶液均在（５４０±２）ｎｍ处有
最大吸收，故确定检测波长为５４０ｎｍ。
２．１．５　标准曲线的绘制和线性范围　分别精密量
取０．１５、０．２０、０．２５、０．３０、０．３５、０．４０、０．４５、０．５０ｍｌ
对照品溶液，分别置于２５ｍｌ具塞试管中，按照“２．
１．３”项下方法进行显色，以空白溶剂同法处理作
参比，于５４０ｎｍ波长下测定吸光度，以吸光度（Ａ）
为纵坐标，浓度（Ｃ）为横坐标，绘制标准曲线，计算
回归方程为：ｙ＝１１．１８２ｘ－０．０６２９（ｒ＝０．９９９９），表
明齐墩果酸在０．０２１～０．０７０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内与
吸光度有良好的线性关系。见图１。

图１　齐墩果酸对照品标准曲线

２．１．６　精密度试验　取同一供试品溶液（批号
２０１９０６０１）０．４ｍｌ，置２５ｍｌ具塞试管中，按“２．１．３”
项方法进行显色，以空白溶剂同法处理作参比，于

５４０ｎｍ波长下测定吸光度，平行测定吸光度值 ６
次。计算吸光度的 ＲＳＤ为０．２３％（ｎ＝６），表明精
密度良好。
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２．１．７　稳定性试验　精密吸取供试品溶液（批号
２０１９０６０１）０．４ｍｌ，置２５ｍｌ具塞试管中，按“２．１．６”
项操作，分别在 ０、２０、４０、６０、８０、１００、１２０ｍｉｎ时各
测定一次吸光度，计算吸光度的 ＲＳＤ为１．５４％（ｎ
＝７），结果表明供试品溶液在 １２０ｍｉｎ内稳定性良
好。

２．１．８　重复性试验　精密称量二仙膏（批号
２０１９０６０１），共６份，置５０ｍｌ烧杯中，按“２．１．２”项
方法制备，精密吸取供试品溶液０．４ｍｌ，置２５ｍｌ具
塞试管中，按“２．１．６”项操作，在 ５４０ｎｍ处测定其
吸光度，计算总皂苷的平均含量为８．１０ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ
为３．５３％（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。
２．１．９　加样回收率试验　精密称定已知含量的批
号为２０１９０６０１的二仙膏６份，每份０．３０００ｇ，分别精
密加入０．１４ｍｇ／ｍｌ的齐墩果酸对照品溶液１６９ｍｌ，
依“２．１．２”项制备供试品溶液，依法测定，测得齐
墩果酸的平均回收率为９６．７７％，ＲＳＤ为１．６１％，表
明该方法准确性良好。见表１。

表１　加样回收率实验结果

样品称样

量／ｇ
理论值

／ｍｇ
齐墩果酸加

入量／ｍｇ
测得值

／ｍｇ
回收率

／％
平均回收

率／％
ＲＳＤ
／％

０．３００８
０．３０１２
０．３０８６
０．３０９２
０．３１０２
０．３０６４

２．４３５９
２．４３９１
２．４９９０
２．５０３９
２．５１２０
２．４８１２

２．３６６０
２．３６６０
２．３６６０
２．３６６０
２．３６６０
２．３６６０

４．６８７４
４．６９７３
４．７６８０
４．８００２
４．８５６８
４．７９９６

９５．１６１５
９５．４４３０
９５．８９８４
９７．０５４０
９９．１０４０
９７．９８７０

９６．７７ １．６１

２．１．１０　样品总皂苷的测定　精密称取不同批次
二仙膏０．６ｇ，按“２．１．２”项制备供试品溶液，依法
测定，计算总皂苷含量。见表２。

表２　样品总皂苷测定实验结果

批次
称样量

／ｇ
吸光度

／Ａ
含量

／ｍｇ·ｇ－１
含量平均值

／ｍｇ·ｇ－１

２０１９０５０１１
２０１９０５０１２

０．６０１７
０．６００５

０．５１６
０．５１８

８．５９０４
８．６３６７

８．６１３５

２０１９０６０１１
２０１９０６０１２

０．６０００
０．６００３

０．５０５
０．５０３

８．４５４３
８．４２８３

８．４４１３

２０１９０７０１１
２０１９０７０１２

０．６１９６
０．６００３

０．５５４
０．５２４

８．８７８７
８．７３４３

８．８０６５

２０１８０６０１１
２０１８０６０１２

０．６０１４
０．６０１８

０．４９１
０．４８５

８．２３６１
８．１３８３

８．１８７２

２０１８０７０１１
２０１８０７０１２

０．６０１０
０．６０１５

０．４９５
０．４９４

８．２９４７
８．２８７８

８．２９１３

２．２　二仙膏总糖的测定
２．２．１　对照品溶液的制备　精密称取干燥至恒重

的葡萄糖对照品 ６．０ｍｇ，加水溶解，并定容至
５０ｍｌ，摇匀，即得。
２．２．２　供试品溶液的制备　精密称取二仙膏
２．０ｇ，加３．０ｍｌ水溶解，过 ＡＢ８大孔树脂柱（内径
２．４ｃｍ，高２２．５ｃｍ），用水洗脱３个柱体积，洗脱液
浓缩，加水定容至５０ｍｌ，从中精密吸取０．５ｍｌ，加水
定容至１００ｍｌ，混匀，即得。
２．２．３　溶液的显色　精密吸取葡萄糖对照品溶液
或供试品溶液０．５ｍｌ，置２５ｍｌ具塞试管中，加水至
２ｍｌ，加 ０．２％蒽酮浓硫酸溶液 ６．０ｍｌ，摇匀，置水
浴中加热１５ｍｉｎ，取出，放入冰浴中冷却１５ｍｉｎ，用
于吸光度测定。

２．２．４　测定波长的选择　分别精密量取葡萄糖对
照品溶液和供试品溶液０．５０ｍｌ，置于２５ｍｌ具塞试
管中，按照“２．１．３”项进行显色，以相应试剂为空
白对照，于４００～８００ｎｍ波长处扫描，结果显示对照
品溶液和样品溶液均在 ６２０ｎｍ处有最大吸收，故
确定检测波长为６２０ｎｍ。
２．２．５　标准曲线的绘制和线性范围　分别精密吸
取浓度为０．１２ｍｇ／ｍｌ葡萄糖对照品溶液０．２、０．４、
０．６、０．８、１．０ｍｌ置 ２５ｍｌ具塞试管中，加水至 ２ｍｌ，
精密加入 ０．２％硫酸蒽酮溶液 ６．０ｍｌ，摇匀，置水
浴中加热１５ｍｉｎ，取出，放入冰浴中冷却１５ｍｉｎ，在
６２０ｎｍ处测定吸光度，计算回归方程为：ｙ＝
６．８７０８ｘ＋０．０２３１（ｒ＝０．９９９９），表明葡萄糖在 ０．
０２４～０．１２０ｍｇ／ｍＬ浓度范围内与吸光度有良好的
线性关系。见图２。

图２　葡萄糖对照品标准曲线

２．２．６　精密度试验　取同一供试品溶液（批号
２０１９０７０１）０．５ｍｌ，置２５ｍｌ具塞试管中，按“２．２．３”
项进行显色，以空白溶剂同法处理作参比，于

６２０ｎｍ波长下测定吸光度，平行测定吸光度值 ６
次。计算吸光度的 ＲＳＤ为０．１２％（ｎ＝６），表明精
密度良好。

２．２．７　稳定性试验　精密吸取同一供试品溶液

·５８·
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（批号 ２０１９０７０１）０．５ｍｌ，置 ２５ｍｌ具塞试管中，按
“２．２．６”项操作，分别在０、２０、４０、６０、８０、１００ｍｉｎ时
各测定一次吸光度，计算吸光度的 ＲＳＤ为 ０．７１％
（ｎ＝６），结果表明供试品溶液在１００ｍｉｎ内稳定性
良好。

２．２．８　重复性试验　精密称量二仙膏（批号
２０１９０７０１），共６份，按“２．２．２”项方法制备，精密
吸取供试品溶液 ０．５ｍｌ，置 ２５ｍｌ具塞试管中，按
“２．２．６”项操作，在 ６２０ｎｍ处测定其吸光度，计算
总糖的平均含量为 ３４．７８％，ＲＳＤ为 ３．５８％（ｎ＝
６），表明该方法重复性良好。
２．２．９　加样回收率试验　精密称定已知含量的批
号为２０１９０７０１的二仙膏６份，每份１．０ｇ，分别精密
加入３４７．８ｍｇ的葡萄糖对照品，依“２．２．２”项制备
供试品溶液，依法测定，测得葡萄糖的平均回收率

为１０１．８３％，ＲＳＤ为０．９２％，表明该方法准确性良
好。见表３。

表３　加样回收率试验结果

样品称样
量／ｇ

理论值
／ｍｇ

加入葡萄糖
的量／ｍｇ

测得值
／ｍｇ

回收率
／％

平均回收率
／％ ＲＳＤ／％

１．００００
１．０００１
１．０００５
１．０００２
１．０００１
１．０００５

３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８

３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８
３４７．８

７００．３７
７０３．５３
６９７．２２
７０６．８４
７００．９７
７０２．９５

１０１．３７
１０２．２８
１００．４７
１０３．２３
１０１．５４
１０２．１１

１０１．８３ ０．９２

２．２．１０　样品总糖的测定　精密称取不同批次二
仙膏２．０ｇ，按“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，
依法测定，计算总糖含量。见表４。

表４　样品总糖含量测定结果

批次 称样量／ｇ 供试品吸

光度／Ａ 含量／％ 含量平均

值／％
２０１９０５０１１
２０１９０５０１２

２．０００２
２．０００３

０．５０７
０．５０９

４０．２２
４０．３８ ４０．３０

２０１９０６０１１
２０１９０６０１２

２．０００２
２．０００２

０．５２３
０．５２６

４１．４８
４１．７２ ４１．６０

２０１９０７０１１
２０１９０７０１２

２．０００２
２．０００３

０．５３８
０．５３１

４２．６７
４２．１１ ４２．３９

２０１８０６０１１
２０１８０６０１２

２．０１１２
２．０００９

０．４５９
０．４５４

３６．２４
３６．０３ ３６．１３

２０１８０７０１１
２０１８０７０１２

２．０１１５
２．０１１３

０．４４９
０．４４６

３５．４５
３５．２２ ３５．３３

　　注：二仙膏工艺中加入了约４倍清膏量的蜂蜜，故所测的总糖

含量中有约８０％来自蜂蜜，其他药味中含总多糖约为８％。

３　讨论

二仙膏有滋阴助阳，益气养血的功效，结合文

献报道分析该药的处方组成及方解，通过系统化学

成分预试验的方法，初步确定二仙膏中含量较高的

有效成分主要有皂苷类、多糖类［９１２］。本文通过方

法学考察，表明紫外可见分光光度法测定总皂苷及

总糖的含量方法简便、准确、灵敏度高、重复性好、

稳定性高，可作为二仙膏中总皂苷、总糖的含量测

定方法。本文二仙膏中大类成分的含量测定，为后

续其物质基础研究和质量控制奠定了基础。
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