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摘 � 要: 以 HP���CD作为客体分子葛根素的载体,采用均匀设计法研究制备包合物的最优工艺,

采用圆二色谱,红外光谱,紫外光谱,薄层色谱等方法对产物进行了表征, 研究结果表明:产物的溶

解度、光学特性、亲水性质等得到改善,为开发具有延缓葛根素作用时间的新口服剂型提供了理论

依据。
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Abstract:U niform Design w as used to select the best inclusion processing condit ions fo r the

compound of puerarin w ith hydr oxypropy l���cyclodex t rin( HP���CD) . CD, T LC, UV and IR w er e

applied to verify the inclusion complex . Experiments show ed that solubility, optical propert ies,

hydr ophilic nature of the inclusion complex had been improved. T hat pro vided a theoretical basis

ino rder to develop the ro le of the t ime delay of puerarin new o ral dosage fo rm.
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� � 葛根素为豆科植物野葛 Pueraria lobata

( Willd. ) Ow i或葛根藤 P . thomsoni i Benth. 的根

中提取的最主要异黄酮类化合物, 具有抗心肌缺

血, 扩血管,降血压, 抗血栓等功能[ 1] 。正常成人口

服葛根素 36 h后仅有 0� 79%以原形自尿中排出,

72 h后自粪便排出 73� 3% [ 2] ,因此葛根素的口服利



用率较低。羟丙基���环糊精 ( HP���CD)具有内亲

油外亲水的无顶圆锥状空腔结构, 易与客体分子形

成复合物,从而使相关客体分子溶解度、光学特性、

亲水性质得到改善
[ 3]

, 且与 ��环糊精相比, 其常温

下水溶性更大, 无毒,易与生物环境相容, 溶血作用

也显著降低,被视为最有应用前景的 ��环糊精衍生
物

[ 4�5]
。

作者采用 HP���CD作为客体分子葛根素的载
体,利用均匀设计法研究制备包合物的最优工艺,

并利用圆二色谱等手段进行包合物的鉴定。

1 � 材料与方法

1� 1 � 仪器与试剂
葛根素:健康食品研究室提供, 纯度 98% ,葛根

素标准品: 中国药品生物制品检定所提供; HP���
CD:上海西宝生物科技有限公司产品; ��环糊精: 国

药集团化学试剂公司产品。圆二色谱仪: M OS�
450, 法国 BioLogic 公司产品, 红外光谱仪: NICO�
LET NEXU S 470,热电公司产品; 紫外�可见分光
光度计: Cintr a 10e, GBC 公司产品; 冻干机:

Lyph� lo ck 6, 美国 Labconco 公司产品; 磁力搅拌

器: IKA 公司产品,恒温箱: 上海博讯实业有限公司

医疗设备厂产品。

1� 2 � 包合物的制备
1� 2� 1 � 葛根素�HP���CD 包合物的制备工艺 � 取

0� 832 5 g 的葛根素,用一体积分数 95%乙醇热溶,

缓缓滴加到含等摩尔 H P���CD 的水溶液中, 50 Hz

超声 1 h后,在一定的温度下磁力搅拌混合一定的

时间,真空浓缩, 冰箱预冻 24 h, 冷冻干燥, 粉碎即

得。

1� 2� 2 � 均匀设计 � 为了使客体分子在主体中均匀
分散,以利包合多以各种有机溶媒对客体分子进行

预处理。试验以包合的温度、时间和溶解葛根素所

用的溶媒 � � � 乙醇体积与水溶液体积比为主要影

响因素,不同水平, 以包合物得率为指标, 进行均匀

设计[ 6] 。试验设计采用 U n
* 表, 选用混合均匀设计

表 U12 ( 12  4
2
) , 均匀设计偏差为 D= 0� 266 3。

1� 2� 3 � 标准曲线的建立 � 精密称取葛根素标准品

4� 00 mg 于 50 mL 容量瓶中,体积分数 50%乙醇水

溶液定容,配制成0� 08 g / L 的母液,取少量, 适当稀

释后进行紫外光谱扫描, 确定最大的吸收波长为

249 nm。分别移取母液 0� 25、0� 5、1� 0、1� 5、2� 0、
2� 5 mL,体积分数 20%乙醇定容于 10 mL 的容量

瓶中,配制成 2、4、8、12、16、20 mg / L 的标准溶液,

249 nm下测定吸光度, 得标准曲线。

表 1� 均匀设计各因素水平

Tab. 1� The level of each factor uniform design

水平
因 素

时间/ min 温度/ ! 体积比/ %

1 30 30 10

2 60 40 20

3 90 50 30

4 120 60 40

5 150 - -

6 180 - -

7 210 - -

8 240 - -

9 270 - -

10 300 - -

11 330 - -

12 360 - -

1� 2� 4 � 包合物的稳定常数及摩尔比测定 � 采用相

溶解度实验
[ 7]
。取不同质量分数 ( 0%、0� 25%、

0� 5%、1� 0%、2� 0% ) H P���CD 的水溶液各 20 mL,

均加入过量葛根素 0� 2 g , 50 H Z超声波作用 1 h, 60

! 振荡器避光振荡 24 h,静置 3 d, 0� 45 �m 滤膜过
滤, 滤液定容至100 mL。取滤液0� 2 mL, 体积分数

20%乙醇定容至 10 mL 后, 再稀释 50 倍, 249 nm

下测定吸光度,依据 1� 2� 3标准曲线计算出葛根素
的摩尔浓度为纵坐标,以 H P���CD的摩尔浓度为横
坐标作图,进行线性回归。

1� 2� 5 � 包合物得率的测定 � 称取包合物 50 mg 置

具塞试管中,加乙酸乙酯 5 mL 振荡处理 5 min, 离

心去除清液(洗脱未包合的葛根素) , 残渣置 50 mL

容量瓶中,加无水乙醇超声溶解, 放冷, 摇匀, 无水

乙醇稀释至刻度, 取 0� 5 mL 用 20%乙醇稀释一定

倍数,以溶剂为空白对照, 249 nm 测定紫外吸收,计

算包合物得率。

包合物得率= 包合物实测质量/ ( HP���CD 质
量+ 葛根素质量)  100%

1� 2� 6 � 溶解度测定 � 取过量恒重( W1 ) 的葛根素、

HP���CD�葛根素包合物、��CD�葛根素包合物分别
置于大试管中,加水( V) 制成过饱和溶液, 30 ! 水

浴溶解, 常温静置 3 d, 0� 45 �m滤膜过滤, 滤渣恒重
(W 2) , 计算各物质常温 (15 ! ) 下水中的溶解度

( S)。

溶解度 S( mol/ L ) = (W 1 - W 2) / (M* V)

M 为摩尔质量。
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1� 3 � 包合物的表征分析
1� 3� 1 � 圆二色谱法 � 平面偏振光通过光学活性物

质时, 圆偏振光除发生旋转外, 还发生被吸收的现

象, 导致左右旋转圆偏振光的能量不同, 振幅也不

同,此现象称为圆二色性[ 8] 。190~ 310 nm 波长下

测定等摩尔浓度 ( 5� 0  10�3mo l/ L )的葛根素水溶

液、HP���CD水溶液、葛根素�HP���CD 包合物水溶
液的旋光度,以波长为横坐标, 圆二色性物质的旋

光度为纵坐标绘图。从曲线的形状来判断包合物

的形成。

1� 3� 2 � 红外光谱 � 将葛根素、葛根素�H P���CD 包
合物、HP���CD和两者的物理混合物进行 KBr 压

片,分辨率: 4 cm�1 ,扫描次数: 32次,得到相应的红

外图谱。由于环糊精在 4 000~ 400 cm�1范围内吸

收峰很强,容易掩盖客体分子的吸收峰, 比较包合

物的图谱中谱峰的位移或新峰来定性说明包合物

的形成。

1� 3� 3 � 紫外光谱扫描 � 取 1� 2� 6 的过滤液, 稀释

一定倍数,进行 HP���CD葛根素包合物饱和水溶液
与葛根素标准品饱和水溶液的紫外扫描, 比较两者

紫外光谱的最大吸收峰的位置和高度,以此来判断

包合物的形成。

1� 3� 4 � 薄层色谱法 � 称取包合物 50 mg 置具塞试

管中, 加乙酸乙酯 5 mL 振荡处理 5 min, 离心去除

清液,重新加乙酸乙酯 10 mL 振荡处理 15 m in, 离

心, 倾出上清液为乙酸乙酯提取液; 残渣加无水乙

醇 10 mL 振荡处理 15 min,离心,倾出上清液为无

水乙醇提取液; 取 5 mg 葛根素标准品,乙酸乙酯 10

mL 溶解, 作为对照品溶液。以 V (氯仿) ∀ V (甲醇)

= 10 ∀0� 5溶剂系统展开上述提取液, 观察色谱展

开后的斑点位置。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 葛根素�HP���CD包合物的制备工艺条件优化
2� 1� 1 � 回归模型的建立及预测 � 采用均匀设计分

析软件( Unifo rm Design V ersion 3� 0)对表 2 进行

二次回归模型。采用逐步回归法, 显著性水平  =

0� 05,引入变量的临界值 Fa= 2� 000,剔除变量的临
界值 Fe= 2� 000。回归方程: y= 76+ 0� 010 75  X 1

- 0� 003 886  X 2
2
+ 0� 017 85  X 2  X 3- 0� 020 36

 X 3
2
, (复相关系数 R= 0� 942 2, 剩余标准差 S =

2� 012)。由回归方程项中可以发现时间因素有利
于包合, 而温度、乙醇体积分数则表现出一定的负

影响, 尤其乙醇影响最大, 但温度升高导致乙醇的

挥发,降低了乙醇的体积分数, 增加包合的趋势。

利用单纯形法进行试验优化, 结果显示, X 1 = 360,

X 2= 60, X 3= 26� 3为试验的最优条件, 此时的包合
物得率 y 预期最大值为 79� 97( # 8� 659)。

表 2� 试验设计与结果

Tab. 2 � Experimental design and results

序号
时间 X 1 /

min

温度 X 2 /

!

体积比

X 3 / %

包合物

得率/ %

1 1 2 2 75. 56

2 2 3 4 72. 41

3 3 4 2 75. 16

4 4 1 4 60. 38

5 5 3 2 77. 81

6 6 4 4 73. 72

7 7 1 1 77. 71

8 8 2 3 77. 46

9 9 4 1 74. 89

10 10 1 3 75. 34

11 11 2 1 78. 13

12 12 3 3 76. 09

2� 1� 2 � 最优工艺条件的验证 � 根据均匀设计软

件, 推荐的最优条件按 1� 2� 1方法制备出了 3批包

合物, 与 1� 2� 5 中相同条件进行包合物得率的测
定, 包合物得率为 80� 92%, 相对误差仅 1� 188% ,与

软件预测值基本一致,说明回归模型拟合正确。

2� 2 � 标准曲线
以吸光度值为纵坐标,葛根素不同浓度为横坐

标,得葛根素标准曲线 y= 0� 0802x+ 0� 012,相关系
数为 0� 9998。因 HP���CD在 249nm 无吸收, 该曲

线同样适用包合物中葛根素的测定。

2� 3 � 包合物表征结果
2� 3� 1 � 紫外光谱扫描 � 葛根素的标准品紫外吸收

扫描 200�400 nm, 最大吸收为 249 nm。包合物的

紫外吸收扫描 200�400 nm ,最大吸收也是 249 nm。

HP���CD在 249 nm处无吸收。包合物饱和水溶液

与葛根素的饱和水溶液相比,其紫外光谱的最大吸

收峰没有明显的位移, 但是吸光度明显的增强, 说

明形成包合物可以使葛根素在水中的溶解性显著

的增强,由此判断包合物的形成。

2� 3� 2 � 红外光谱 � 图 1可以看出,包合物和 HP���
CD的图谱较为一致, 但是明显有别于葛根素的红

外谱图, 葛根素的特征谱峰 1 700 ~ 1 100 cm
�1
,

500~ 900 cm
�1
中, 羰基吸收峰发生红移至 1 620

cm
�1
左右,其余的峰基本消失或减弱, 说明葛根素进

入 HP���CD的空腔后, 很多特征谱带被糊精所掩

盖, 但两者仍存在一些差异。如: HP���CD 的羟基
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特征峰 3 406 cm�1向低波数位移至 3 395 cm�1附近,

烷基特征峰也向低波数方向移动, 且相对强度有些

变化。由此说明葛根素已经进入 HP���CD的腔体,

形成了包合产物。

图 1 � 包合物(A)、HP���CD(B)、葛根素( C) (由上至下)的红外光谱

Fig. 1� Inf rared spectra of inclusion compound, HP���CD and p uerarin

2� 3� 3 � 圆二色谱法 � 图 2中( C)为葛根素的 CD谱

图, ( B)为环糊精的 CD谱图, ( A)为包合物的 CD

谱图。根据无光学活性物质或光学活性物质进入

CD空腔时,受环糊精不对称场的作用, 客体发色基

团的波长区域将产生外援性科顿效应的原理, 来确

定包合物的形成。葛根素属黄酮苷类物质, 其结构

中含有 D�葡萄糖, 故有光学活性, 葛根素在 200

nm、227 nm、243 nm、254 nm 处具有较强的 CD 谱

带,而 HP���CD几乎无圆二色光谱性质, 但其包合

物在 195、211、225 nm 处的圆二色光谱图则明显区

别于葛根素本身的谱图。说明葛根素在进入 HP���
CD空腔后,可能其电子偶极矩与 CD空腔的对角线

平行或形成较小的角度, 从而导致葛根素的圆二色

光谱的消失或减弱。

2� 3� 4 � 薄层色谱法 � 无水乙醇提取液与葛根素对

照品有相同的荧光点, 说明无水乙醇处理包合物

时, 发生了解离葛根素游离出来, 且解离出来的客

体分子与对照品有相同的展开距离,说明物质性质

没有发生改变。而乙酸乙酯提取液在相同位置, 没

有有展开斑点,可见包合物已经形成, 且乙酸乙酯

处理时不会使葛根素游离出来。

2� 4 � 包合常数的确定 �

经回归拟合的曲线为: Y = 0� 648 6X +

0� 010 3,相关系数为 0� 997 8。由此说明包合物的

摩尔组成比为 1 ∀ 1[ 9]。由该回归方程对应直线的

图 2 � 包合物( A)、HP���CD( B)和葛根素( C)的圆二色

谱图

Fig. 2 � circular dichroism spectra of puerarin, inclusion

compound, HP���CD

斜率和截距,可以求出包和常数 K = 斜率/ [ S] 0 ( 1�
斜率) ,经计算葛根素常温下的溶解度[ S] 0为 0� 010
3 mol/ L,包合常数为 179� 20 L/ mol。包合常数也

称稳定性常数,是研究客体分子形成包合物后理化

性质改变的重要指标之一, 其值越大表示越容易形

成包合产物。

2� 5 � 溶解度测定
葛根素在水中的溶解度为 0� 010 3 mol/ L ; 而

葛根素���CD包合物水中的溶解度为 0� 016 1 mol/

L ;葛根素�HP���CD 包合物水中的溶解度为 >

0� 494 2 mol/ L ,是 ��CD葛根素包合物水中的溶解
度的 30� 70倍。
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图 3 � 葛根素在 HP���CD中的相溶解度曲线

Fig. 3 � The phase solubility of puerarin as a function of

HP���CD concentrations

3 � 结 � 语

通过混合水平的均匀设计模型所预测的最优

条件被后续试验证实,进一步说明均匀设计是包合

物制备工艺优化的有效方法,具有较高的实用性。

� � 圆二色谱、红外光谱、紫外光谱及薄层色谱的

检测结果表明葛根素确实已被包合到 HP���CD的
空腔结构中;形成的包合物理化性质发生了不同客

体分子的改变, 突出表现在水中溶解度的显著增

大, 为开发具有延缓葛根素作用时间的新口服剂型

提供理论依据。

由于 HP���CD 较母体 ��CD 具有更强的水溶
性, 所以在包合物制备时不需要饱和溶液, 这有利

于提高环糊精的利用率。葛根素溶媒(乙醇)体积

的增加有降低包合的趋势
[ 10]

, 若采用包合之初以适

量的溶剂均匀分散葛根素, 混匀后升高温度以减少

乙醇的浓度来促进包合, 从而合理可行的调控包合

的生产工艺,对于工业化生产有一定的指导意义,

这方面工作有待深入研究。
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