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轻丙基书一环糊精与丹参酮IIA包合作用的研究

闰金红 张翠萍 杨 频*
(山西大学分子科学研究所 化学生物学与分子工程教育部重点实验室 太原 030006

摘要 采用相溶解度法研究了丹参酮IIA在不同pH和不同摩尔浓度的经丙基一环糊精水溶液中的溶解度及二者的包

合常数;采用热力学方法研究了温度对包合反应的影响，计算了包合过程的嫡变、烩变及自由能变化;用分子模拟方法

进一步证实了该包合物的形成;用红外光谱对固体包合物进行了表征，
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A Study on Inclusion Complexes of Hydroxypropyl尹-cyclodextrin with
                                Tanshinone IIA
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Abstract  The inclusion complex formation of tanshinone HA with hydroxypropyl-fl-cyclodextrin was

studied by  using phase  solubility method,  and the formation constant for tanshinone IIA-hy-
droxypropyl-fi-cyclodextrin was determined. The effect of temperature on the reaction was studied through

thermodynamics, and the change of entropy, enthalpy and free energy of the reaction were calculated. The

molecular modeling provided further evidence for the formation of the inclusion complexes. Stable inclusion

complex in solid state was characterized by IR spectra.

Keywords    hydroxypropyl-,6-cyclodextrin; tanshinone IIA; phase solubility method; inclusion; thermody-

namics; molecular modeling

    中药丹参为唇形科鼠尾草属植物的根，具有活血化

淤和抗菌消炎两大功效，基于这两大功效，近年来丹参

的各种制剂广泛应用于临床多种病症，如心血管、肝炎、

伤科、皮肤科及脱发等，尤以冠心病疗效最为显著，受

到了医药界极大的重视和关注11,21.丹参的脂溶性有效

成分丹参酮11A (tanshinone 11A, Tan 11A)属邻醒结构，
其化学结构如图 1131_由于其难溶于水，其药物的使用
及药效的发挥受到了很大的限制.为了使它更好地得到

应用，就必须提高Tan IIA的溶解度和稳定性.通常采

用有机溶剂、助溶剂、表面活性剂等途径来解决此问题，

但由于毒性、刺激性等原因，限制了这些方法的运用.

经丙基-fl-环糊精(hydroxypropyl-fi-cyclodextrin, HPCD)
是尽环糊精的一种亲水性衍生物，对碱、热和光稳定，
作为药用辅料主要用作增溶剂、稳定剂和促渗剂等.由

于HPCD低毒安全、有效，被认为是极有潜力的注射用
辅料141，因此可采用HPCD对Tan HA进行增溶，从而得

到较稳定的水溶液.有关这方面的研究国内未见报道.

本实验采用相溶解度法(phase-solubility method)考察了
HPCD对Tan IIA的增溶作用【5,61，使Tan IIA更好地得到
利用.
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            图1 丹参酮 IIA结构图

      Figure 1 The structure of tanshinone IIA

仪器与试剂

    HP-8453型紫外分光光度计;Shimadzu 8300 FT-IR

光谱仪;HZS-H水浴振荡器(哈尔滨市东联电子技术开

发有限公司)); KQ3200超声波仪器(昆山市超声仪器有限
公司);丹参酮IIA (Tan IIA)对照品(中国药品生物制品

检定所);HPCD (Aldrich产品);其余试剂均为分析纯.
实验用水为三次蒸馏水.
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图2  Tan IIA在不同摩尔浓度HPCD溶液中的平衡相溶解度

图

  Figure 2  Phase solubility curves of tanshinone IIA in HPCD

          V-pH 6; "-pH 6.8; r-pH 7.4; "-pH 8; .-pH 9

2 方法与结果

2.1  HPCD对Tan IIA的增溶实验

2.1.1紫外标准017线的制备

    精确称取Tan IIA对照品，用少量甲醇溶解，加入

pH 6.8磷酸盐缓冲液，使介质为1:1甲醇一磷酸缓冲体
系，配制成1-10 mg/L系列溶液.以试剂空白为参比，
于波长269 ntn处侧定吸光度，以吸光度((A)对浓度(c)进

行线性回归，回归方程为:A=0.1123c+0.01642,:=
0.9996.结果表明厂tan IIA在1-10 mg"L‘范围内，浓
度和吸光度线性关系良好 HPCD存在时，Tan IIA吸收

强度不受影响，故标准曲线可以用于包合物存在下Tan

IIA共存体系的测定[fit
2.1.2 平衡相溶解度曲线绘制

    配制pH分别为6,6.8,7.4,8,9的磷酸盐缓冲液，各
pH溶液中再加入不同物质的量的HPCD制成。，6.65 x
10-', 13.31 X 10-', 33.27 X 10-', 66.53 X 10-', 133.07 X
10-', 199.60 X 10-', 266.12 X 10-3 , 332.67 X 10-' mol"L '

的HPCD溶液.将过量的Tan HA粉末加入上述溶液中，
超声30 min，置于25℃水浴振荡器中振荡48 h (100
tlmin)，待溶液达到平衡，取上清液用0.22 wm微孔滤膜
过滤，滤液稀释适当倍数，在269 tmt处测吸光度，按外

标一点法计算药物浓度.以HPCD摩尔浓度为横坐标，

药物浓度为纵坐标，绘制平衡相溶解图.结果见图2.

2.1.3 讨论

    由图2可见，在各pH下，Tan H A的溶解度随着
HPCD浓度的增大而显著提高，表明HPCD对Tan IIA

有较好的增溶效果.根据Higuchi等171的分类，该体系相

溶解度图属于A,,型，表明体系中形成 1:1包合物.包

合作用的强弱可以用形成常数价来表示.以Tan IIA溶

解度(mol"L ')对HPCD浓度(mol"L-卜进行线性回归 得
回归方程.根据回归方程，计算形成常数司81，计算公式
为:Kf=斜率//SO(I一斜率)，其中斜率为回归方程的斜率，

So为Tan IIA在该pH下的溶解度.结果见表1.

      表1不同pH下Tan IIA的表观稳定常数K
Table l  The stability constants K of taashinone IIA at different

pH

  pH 线性方程 r     Kf

  6.0  Y=5.07433 X 10-4,- 5.00869 X 10-'   0.99753 9524

  6.8  Y=6.17127X10 0c-3.15836X10 s        0.99937 6179

  7.4  Y=6.78601 X 10 0c-7.28468 X l0 s    0.99866 5699

  8.0  Y=7.17752 X l0 0c-1.12359X 10 6     0.99801 3712

  9.0  Y=7.75837 X 10-0c-8.94324 X 10 6    0.99852 1573

    由表1可见，Tan IIA与HPCD在PH为6, 6.8时形
成常数较大，表明两者在偏酸性溶液中包合作用较强

但由图2可知，随PH的增大，在碱性溶液中Tan IIA的
溶解度明显提高，HPCD的增溶效果也更加显著，但由

于【OH一]浓度增大，而导致 Tan IIA水解速度也明显加

快‘根据化学反应平衡原理可知，由于Tan HA的水解，

使得Tan IIA浓度减小，生成的包合物将分解，反应将

向着包合反应的逆方向进行，因此包合物稳定性降低，

表现在K值随PH的升高而减小.

2.2 热动力学法研究包合作用

    环糊精主、客体分子间包合作用力的主要来源是分

子间存在的范德华力、疏水作用力、氢键作用力等，故

可以采用热动力学的方法来分析包合过程，以便使我们

的理解更加深刻.包合反应的形成常数随温度的变化而

变化，它是重要的热动力学参数之一，进行热动力学研

究的方法主要有热滴定法 、光谱法 、电位法和色谱法
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等[[9,10]，本文采用光谱法进行研究.
2.2.1温度对包合反应的影响

    在环糊精与客体分子形成包合物的过程中，温度是

影响包合作用的一个重要因素.故通过一系列实验研究

了不同温度下Tan II A-HPCD的包合过程，得到了不同

温度下该包合物的形成常数Kf,如图3所示.由图3可

以看出:随着温度的升高，包合体系的形成常数逐渐减

小，说明包合物可能趋于离解，客体分子又从环糊精腔

内重新进入水相，包合物的稳定性降低.从作用机理上

分析，可能是由于温度升高引起分子运动加剧而导致这

种现象.由此实验现象可以得出如下结论:升高温度不

利于包合反应的进行.

    由直线的截距可计算反应的嫡变，Tan 11 A-HPCD

的线性回归方程为In Kf=7889.0284T-，一17.29433 (r=

0.994)，经计算得:A,蠕=一143.78 J"mol-1"K 1;根据
方程:△，疏 =-RT In Kf可求得不同温度下的自由能变

化，再将△,Sm和△r咪 代入方程A,Hm=A,喘+
TA,战，可以计算出不同温度下包合反应的焙变，计算
结果如表2.

不同温度下Tan II A-HPCD包合物的形成常数K,

A,咪及△r嘴

2  Effect of temperature on K,△「心
of the inclusion complex of Tan 11 A-HPCD

    KW      A,S.0 /    A, cm /
(LZ"m01 z)  (J"mol 1"K 1) (kJ-moll)

人嵘 and

熟
Table
瑞
TIK293

  A,Hm I

(kJ"mol 1)

14192.9

9524.28

6913.30

3808.92

1661.71
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一 ]43.78

一 14178
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  图3          Tan II A-HPCD包合物的形成常数Kf随温度的变化

Figure 3   Effect of temperature on the equalization constants Kt

of complexes of Tan IIA-HPCD

2.2.2 热动力学方法计算包合反应的嫡变、烩变及自由

能变化

    由图 3的数据，根据范霍夫方程 In Kf =

A,HmI(RT)+A,SmIR，将In Kf对11T作图，如图4所示

0.00310 0.00320 0.00330    0.00340

T一 1fK-1

      图4

Figure 4

IIA-HPCD

Tan if A-HPCD包合物的In Kf对 11T作图

The curves of In戈 vs. IIT of complexes of Tan

    由表2可以看出，包合反应的△,礁 均为负值，说

明包合过程是一个放热过程;A'S.0为负值，说明包合
反应的主要驱动力是焙、范德华力、疏水作用力以及氢

键作用力等，分子内识别是包合过程中有利焙变的主要

来源;计算所得△,嵘 也为负值，表明包合反应过程是
一个自发过程.

2.3分子模拟实验[11]
2.3.1计算方法

    分子模拟工作使用Insight II软件，在SGI工作站
上完成.

2.3.2 计算结果

    我们研究了HPCD与Tan 11 A的两种包合模式:模

式1为Tan且A从HPCD的小口端插入;模式2为Tan II

A从HPCD的大口端插入.两种模式的最优化构型如图

5所示.

    相应的能量结果见表3.

    表3中的数值单位均为kJ"mol-'，从图5和表3我
们可以看出:Tan HA从HPCD的小口和大口端插入后

体系的总能量分别为781.744 U"mol‘和728.39 kJ-
mol ,，表明Tan II A优先选择了大口端进入HPCD，这
样形成的包合物能量最低，结构最稳定.详细的能量分

析发现，Internal是与键相关的能量，它主要表现为氢键

作用，决定了体系的总能量.另外，非键作用力

Nonbond(范德华力VDW和静电力Electrostatic的和)
也起了一定的作用.这与前面的热动 力学分析相一致.

一。
日
曰
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        图5  HPCD与Tan II A的两种包合模式最优化构型(左:小口端;右:大口端)

Figure 5 The two most optimal inclusion modes of Tan Il A-HPCD (left: minor port; right: major port)

    表3

Table 3

HPCD与 Tan II A的两种包合模式最优化构型的能量

Total

781.74

728.39

r�tPrnal

701.11

665.63

Energy of the most optimal

  Bond       Angle

inclusion modes of Tan II A

Out of plane

HPCD

Nonbond Electrostatic

Mode 1

Mode 2 72.1767.45 :::_:;

Torsion

275.64

266.44 ::: ::):

VD认

77.19

72.59 3.43-9.83

2.4 红外光谱研究1121

    比较HPCD, Tan 11 A, HPCD和Tan II A混合物及

Tan If A-HPCD包合物的红外光谱(如图6)，发现Tan H

A上的拨基的振动吸收峰在1670 cm-', HPCD和Tan 11

A混合物中毅基的振动吸收峰没有移动，而在 Tan 11

A-HPCD包合物中拨基的振动吸收峰向短波方向移动

到1645二一1，这是由于在Tan 11 A-HPCD包合物中形

成了氢键的作用.此结果和分子模拟的结论是相符的.

100.0

90.0

}}I �mar̀-"-            0'}n
100.0

夔80.0
80.0 60.0
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夔80.0
      70.0

      60A

夔50.0

2000.0   1500.0   1000.0    500.0 3000.0   2000.0   1500.0   1000.0    500.0
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                  图‘HPCD (1), Tan IIA (2)及其混合物(3)，包合物(4)的红外光谱图

Figure 6  IR spectra of (1) HPCD alone, (2) Tan几9 alone, (3) mixture of HPCD and Tan IIA, and (4) inclusion complex
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3 结论

    本文采用相溶解度法证明了Tan H A-HPCD包合物

的形成，得知二者形成1:1的包合物，通过改变溶液的

酸碱度，可知包合常数随pH的增大而减小，这是由于
OH一浓度增大导致Tan IIA水解速度加快，包合物稳定

性降低.另外，本实验用热动力学方法研究了温度变化

对包合反应的影响，探讨了包合过程可能的包合机制，

从热动力学角度揭示了包合反应的驱动力，根据范霍夫

方程及相应的能量公式求出了△rsm , Ar喘及△1瑞
等热力学参数，从而得出升高温度不利于包合反应的进

行，包合过程是一个放热的自发过程，包合反应的驱动

力是焙，有利于焙变的主要来源是分子内识别，即范德
华力和疏水作用力的结论.这一结果在接下来的分子模

拟试验中得到了验证.最后，通过红外光谱对固体包合
物进行表征，充分证实了Tan II A-HPCD包合物的形成.

                                                                                      10
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