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摘要# 目的!优化猴头菌素?" 种包合物制备工艺% 并评价其稳定性& 方法!以投料比’ 研磨时间’ 研磨速度为影响
因素% 包合率’ 收率为评价指标% 正交试验优化制备工艺& 红外分光光度法和*_G法对所得包合物进行表征% 并考察
其在高温 "/$ f$’ 强光 "% $$$ ,\$’ 高湿度 , ")$ g.$!- 下的稳定性& 结果!环糊精最佳包合条件为投料比. r#%

研磨时间 /$ 13;% 研磨速度 %$$ DA13;% 包合率 "$M//!% 收率 --M"#!( 羟丙基’&’环糊精最佳包合条件为投料比
". r#% 研磨时间 )$ 13;% 研磨速度 ($$ DA13;% 包合率 /)M".!% 收率 )/M%#!& 猴头菌 -$!乙醇提取物的包合是物理
过程% 未发生成分变化& 在高温’ 强光下% 两种包合物外观无明显变化% 猴头菌素?损失小% 在高湿度条件下恰好相
反& 羟丙基’&’环糊精包合物的包合效果优于&’环糊精包合物& 结论!猴头菌素?&’环糊精’ 羟丙基’&’环糊精包合物
具有良好的热稳定性’ 光稳定性% 但易发生潮解&
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!!猴头菌 P#&1.14(#&1)%.#43属于担子菌门猴头
菌科猴头菌属% 是著名的药食兼用真菌,#- % 据
*中国药用真菌+ 记载% 其性平’ 味甘% 能利五
脏’ 助消化’ 滋补’ 抗癌’ 治疗神经衰弱,"- & 猴
头菌素是一类具有 G42S:2;+骨架类型的二萜化合
物,%- % 主要存在于猴头菌菌丝体中% 目前有 "(
种被分离鉴定出,(’#"- % 能有效促进体外培养星形
胶质细胞神经生长因子 "HcY$ 的合成% 是治疗
神经功能障碍疾病 "如阿尔茨海默症$ 的潜力药
物,#%- % 但其水溶性与稳定性较差% 在生物活性测
定及相关制剂制备方面有一定困难& 由于包埋技
术能显著提高难溶性物质的水溶性与稳定性% 故
本实验采用固相共研磨法制备包合物% 以 &’环糊
精 "&’GF$ 与羟丙基’&’环糊精 "P@’&’GF$ 作
为包合主体% 猴头菌 -$!乙醇提取物作为包合客
体% 测定包合物中猴头菌素 ?的含有量% 再通过
正交试验进行工艺优选% 以期为相关制剂的开发
提供一定基础&
%K材料
#M#!试剂!猴头菌素 ?对照品为实验室自制%
含有量 ))!以上( 甲醇’ 乙醇’ 乙酸乙酯均为分
析纯 "上海凌峰化学试剂有限公司$( 乙腈为色
谱纯 "韩国 BJG:+1372,9公司$( 水为超纯水&
猴头菌菌丝体冻干粉 "($ k/$ 目$ 购自杭州雪
域生物科技有限公司% 经浙江工业大学海洋学院
何晋浙副教授鉴定为猴头菌科猴头菌属真菌猴头
菌P#&1.14(#&1)%.#43"a<,,6! YD$ @+D96的菌丝体%
包合物由项目合作方提供& cY".(薄层硅胶板 "青
岛海洋化工有限公司$( &’环糊精’ 羟丙基’&’环
糊精’ 无水硫酸钠 "国药集团化学试剂有限
公司$&
#M"!仪器!?T3,+;S#"$$ 高效液相色谱仪 "美国
?T3,+;S*+7:;8,8T3+9公司$( H?HEZ<D+F3218;> 超
纯水系统 "美国*:+D18a2D;9S+2>公司$( *QB’%$$$
智能数控超声波发生器 R/M$ "杭州成功超声设备
有限公司$( aB?("%B 分析天平 "德国 B2DS8D3<9公
司$( CB’P’@D8I加热磁力搅拌器 "北京欣维尔玻

璃仪器有限公司$( @C"$$ 行星式球磨仪 "德国
L+S97: *+7:;8,8T4公司$( _PP’#.$c@综合药品稳
定性试验箱 "上海一恒科学仪器有限公司$( ?̂ ’
?*?L’%&$ 红外光谱仪 "美国 H378,+Sn;9SD<1+;S
G8DZ8D2S38;$&
LK方法与结果
"M#!猴头菌素?含有量测定
"M#M#!色谱条件!b+,7: O,S312S+‘a’G#-色谱柱
"(M/ 11e".$ 11% . "1$( 体积流量#M. 1_A13;(
柱温 ". f( 检测波长 %($ ;1& 流动相见表 #&

表 %K流动相条件
=2:Q%KA’:(7+R52.+,’6&(-(’6.

时间A13; 乙腈A! 水A!

$ "$ -$

#$ %$ &$

"$ .$ .$

%$ /$ ($

"M#M"!对照品溶液制备!精密称取猴头菌素 ?对
照品适量% 加甲醇配制成 #$$ "TA1_溶液% 即得&
"M#M%!供试品溶液制备!精密称取 &’GF’ P@’&’
GF’ -$!乙醇提取物’ &’GF包合物’ P@’&’GF包
合物各 $M. T% 置于锥形瓶中% 精密加入甲醇
". 1_% 称定质量% 超声处理 %$ 13; 后% 静置放
冷% 甲醇补足减失的质量% 摇匀% $M(. "1微孔滤
膜过滤% 即得&
"M#M(!专属性考察!精密吸取对照品’ 供试品溶
液各 "$ "_% 在 ."M#M#/ 项色谱条件下测定% 结
果见图 #& 由图可知% 猴头菌素?色谱峰保留时间
合适% 分离度大于 #M.% &’GF与 P@’&’GF不干扰
分析&
"M#M.!线性关系考察!精密称取猴头菌素 ?对照
品适量% 置于 #$ 1_量瓶中% 甲醇溶解并稀释至刻
度% 摇匀% 得 #$ 1TA1_贮备液% 精密移取 $M"’
$M.’ #M$’ "M$’ (M$ 1_% 置于 #$$ 1_量瓶中% 甲
醇稀释至刻度% 摇匀% 在 ."M#M#/ 项色谱条件下
进样 "$ "_测定& 以对照品质量浓度为横坐标
"W$% 峰面积为纵坐标 "_$ 进行回归% 得方程为
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#6猴头菌素?

#6+D3;273;+?

图 %K猴头菌素!B"F?色谱图
T(8Q%KB"F?,50’/2-’802/.’*+0(62,(6+!

_d# $"(M#Wj)M#/. "&d$M))) ) $% 在 "$ k
($$ "TA1_范围内线性关系良好&
"M#M/!精密度试验!精密量取 #$$ "TA1_贮备液
"$ "_% 重复进样 / 次% 在 ."M#M#/ 项色谱条件
下测定% 测得猴头菌素 ?峰面积 LBF为 $M//!%
表明仪器精密度良好&
"M#M&!稳定性试验!精密量取 #$$ "TA1_贮备液
"$ "_% 于 $’ (’ -’ #"’ "(’ (- :在 ."M#M#/ 项
色谱条件下测定% 测得猴头菌素 ?峰面积 LBF为
#M%%!% 表明溶液在 (- :内稳定性良好&
"M#M-!重复性试验!精密称取 / 份 &’GF’ P@’&’
GF包合物粉末% 按 ."M#M%/ 项下方法制备供试
品溶液% 精密吸取供试品’ 对照品溶液各 "$ "_%
在 ."M#M#/ 项色谱条件下测定% 测得猴头菌素 ?
峰面积 LBF分别为 $M.%%!’ $M/.#!% 表明该方
法重复性良好&
"M#M)!加样回收率试验!精密称取 / 份 &’GF’
P@’&’GF包合物粉末各 $M". T% 置于具塞锥形瓶
中% 加入猴头菌素?对照品适量% 按 ."M#M%/ 项
下方法制备供试品溶液% 在 ."M#M#/ 项色谱条件
下测定% 测得平均加样回收率为 #$#M"!% LBF
为 #M#.!&
"M"!固相包合工艺
"M"M#!-$!乙醇提取物制备!取冻干粉原料适量%
置于 -$!乙醇中% .$ f下超声 (. 13;% 超声功率
#- [PX% 所得浸膏用 ZP) 的蒸馏水分散% 乙酸乙
酯萃取 % 次% 乙酸乙酯层用无水硫酸钠干燥 # >%
减压抽滤旋干% 即得% 得率约为 "M%!&
"M"M"!包合物制备

"M"M"M#!&’GF!精密称取 #M.$$ T&’GF置于球磨
罐中% 加入少量蒸馏水研匀% 使其含湿量在"$!k
.$!之间% 少量甲醇溶解 -$!乙醇提取物% 吸取
适量至球磨罐中% 机械研磨一段时间后% 将所得膏
状物转移至抽滤漏斗上% 少量水’ 乙酸乙酯依次快
速洗涤% .$ f下真空干燥 # >% 即得% 其性状为白
色粉末&
"M"M"M"!P@’&’GF!精密称取 #M.$$ TP@’&’GF
置于球磨罐中% 加入少量蒸馏水研匀% 使其含湿量
在 "$!k.$!之间% 少量甲醇溶解 -$!乙醇提取
物% 吸取适量至球磨罐中% 机械研磨一段时间后%
将所得胶状物用适量蒸馏水溶解并转移至圆底烧瓶
中% 旋转蒸发仪旋去水分% .$ f下真空干燥 # >%
再转移至抽滤漏斗上% 少量乙酸乙酯快速洗涤% 室
温下挥干% 即得% 其性状为橙色晶体&
"M"M"M%!包合物指标计算!以包合率和收率为评
价指标% 采用两者综合评分 "包合率 e$M- I收
率e$M"% 满分为 #$$ 分$ 进行最优工艺筛选% 计
算公式如下&

包合率d包合物中猴头菌素?含有量猴头菌素?加入量
e#$$!’

收率d 包合物质量
包合主体加入量I包合客体加入量

e#$$!

"M%!正交实验!根据单因素试验结果% 确定投料
比 "?$’ 研磨时间 "a$’ 研磨速度 "G$ 作为影
响因素% 包合率与收率的综合评分作为评价指标%
进行 % 因素 % 水平正交试验设计% 因素水平见表
" k%% 试验设计及结果见表 ( k.% 方差分析见表
/ k&&
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表 LK#4?D包合物因素水平
=2:QLKT2,-’0.26&7+3+7.*’0#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

水平 ?投料比 a研磨时间A13; G研磨速度A"D013; j#$
# " r# %$ %$$
" . r# /$ ($$
% #$ r# )$ .$$

表 MKB"4#4?D包合物因素水平
=2:QMKT2,-’0.26&7+3+7.*’0B"4#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

水平 ?投料比 a研磨时间A13; G研磨速度A"D013;j#$
# #. r# /$ %$$
" "$ r# )$ ($$
% ". r# #"$ .$$

表 PK#4?D包合物试验设计与结果
=2:QPKD+.(8626&0+.V7-.’*-+.-.*’0#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

试验号 ?投料比 a研磨时间A13; G研磨速度A"D013;j#$ F"空白$ 包合率A! 收率A! 综合评分
# # # # # "M"%% /$M%% #%M-.
" # " " " %M#(/ /%M#& #.M#.
% # % % % #M.(" /"M.) #%M&.
( " # " % #"M/$ -&M/$ "&M/$
. " " % # #-M)% --M#/ %"M&-
/ " % # " #-M./ -.M-) %"M$%
& % # % " #M-#" &$M)# #.M/%
- % " # % -M-/$ -"M.# "%M.)
) % % " # "M"/$ /&M/- #.M%(
?# #(M". #)M$% "%M#/
?" %$M-$ "%M-( #)M%&
?% #-M#) "$M%& "$M&"
G #/M.. (M-#$ %M&)$ ! ! !

表 XKB"4#4?D包合物试验设计与结果
=2:QXKD+.(8626&0+.V7-.’*-+.-.*’0B"4#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

试验号 ?投料比 a研磨时间A13; G研磨速度A"D013;j#$ F"空白$ 包合率A! 收率A! 综合评分
# # # # # %$M"" -)M&- ("M#%
" # " " " %$M($ )$M/% ("M(.
% # % % % "-M)% )$M". (#M#)
( " # " % /&M"- ).M#) &"M-/
. " " % # /-M%" )/M-$ &(M$"
/ " % # " (%M). )(M/- .(M#$
& % # % " ..M/& )%M%) /%M"#
- % " # % /&M)% ).M"$ &%M%-
) % % " # .&M)" )(M-- /.M%#
?# (#M)" .)M($ ./M.(
?" //M)) /%M"- /$M"#
?% /&M%$ .%M.% .)M(-
G ".M$& )M&.$ %M/&$ ! ! !

表 SK#4?D包合物方差分析
=2:QSK!6279.(.’*320726,+*’0#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

变异来源 BB* + 方差 H值 ,值
? ((-M( " ""(M" "-/M) h$M$#
a %/M)/ " #-M(- "%M/. h$M$.
G ""M#( " ##M$& #(M#& i$M$.
误差 #M./% " $M&-# ( # #

!!注!H$M$.""%"$ d#)

表 aKB"4#4?D包合物方差分析
=2:QaK!6279.(.’*320726,+*’0B"4#4?D(6,7V.(’6,’/R’V6&

变异来源 BB* + 方差 H值 ,值
? # "&% " /%/M% #.M.# h$M$.
a #((M. " &"M"/ #M&/# i$M$.
误差 #/(M# ( (#M$" # !#!

!!注!H$M$.""%($ d/M)(

!!由此可知% 影响&’GF包合物包合率的因素依
次为?iaiG% 其中 ?因素 ?" i?% i?#% a因素
?" i?% i?#% G因素?# i?% i?"% 可知投料比 "?$
为主要影响因素% 有极显著影响 ",h$M$#$( 研
磨时间 "a$ 有较显著影响 ",h$M$.$( 研磨速
度 "G$ 影响不显著 ",i$M$.$& 综上所述% &’
GF包合物的最优包合工艺为 ?"a"G#% 即投料比
. r#% 研磨时间 /$ 13;% 研磨速度 %$$ DA13;&

对P@’&’GF包合物而言% 研磨速度 "G$ 的
方差小于误差项% 故合并为误差后分析( 投料比
"?$ 对包合物的综合评分有较显著影响 ",h
$M$.$% 而研磨时间 "a$ 影响不显著 ",i
$M$.$& 极差 "G$ 显示% 各因素的影响程度依次
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为?iaiG% 其中?因素?% i?" i?#% a因素?" i
?# i?%% G因素 ?" i?% i?#& 综上所述% P@’&’GF
包合物的最优包合工艺为 ?%a"G"% 即投料比
". r#% 研磨时间 )$ 13;% 研磨速度 ($$ DA13;&
"M(!验证试验!按照最优包合工艺分别制备 " 种
包合物% 平行 % 批% 测定其包合率及收率% 计算综
合评分% 结果见表 -% 两者综合评分 LBF分别为
%M-&!’ $M)-!% 表明工艺合理稳定&

表 ^K验证试验结果 $#OM&
=2:Q̂K>+.V7-.’*327(&2-(’6-+.-.$#OM&

辅料 包合率A! 收率A! 综合评分
&’GF "$M// --M"# %(M#&
P@’&’GF /)M". )/M%# &(M//

"M.!包合物表征
"M.M#!红外光谱法!分别对 -$!乙醇提取物’ &’
GF’ &’GF包合物’ P@’&’GF’ P@’&’GF包合物及
其相应物理混合物进行红外光谱分析% 采用 JaD
压片% 扫描范围 ( $$$ k($$ 71j#% 并以透光率为
纵坐标% 波数为横坐标绘制红外光谱图% 结果见图
" k%% 可知物理混合物的吸收峰为 -$!乙醇提取
物’ 包合主体吸收峰的叠加% 其包合物的吸收峰与
前两者有很明显的差异& 以&’GF为例% 在 -$!乙
醇提取物与物理混合物中% " )".’ " -.( 71j#处有
" 个特征峰% 为烷基的 3"G’P$ 伸缩振动峰( 在
# &(%’ # &#$ 71j#处也有 " 个特征峰% 而其在包合
物中均消失不见( &’GF与其包合物的谱图大体相
似% 但 % (($ 71j#处 3"E’P$ 的伸缩振动峰在包
合物中移到了 % %)" 71j#% 表明其空腔中的氢键在
包合前后发生了变化% 包合物形成后部分氢键会被
破坏& P@’&’GF亦然% -$!乙醇提取物与物理混
合物中的特征峰在包合物中均消失不见% 包合客体
" ($% 71j#处的特征峰在包合物中发生红移% 表明
包合物已形成&
"M.M"!*_G法!取 -$!乙醇提取物’ &’GF’ P@’
&’GF包合物各 $M# T% 溶于 #$ 1_甲醇中( 取 &’
GF’ P@’&’GF包合物各 $M# T% 溶于 #$ 1_蒸馏水
中% 将 " 种包合物甲醇溶液超声 %$ 13; 以使其解
包合& 在薄层层析硅胶板 "cY".($ 上用毛细管点
样% 点样量 "M. "_% 展开体系分别为氯仿’乙醇
""$ r#$’ 氯仿’丙酮 "" r#$% 结果见图 ( k.& 由
图可知% -$!乙醇提取物与解包合后的 " 种包合物
在不同显色方法下均具有相同 *_G色谱图% 表明
包合前后成分无变化( " 种包合物*_G图谱无明显
斑点% 表明 -$!乙醇提取物已被主体包合&

注! 由上至下依次为 &’GF’ &’GF包合物’ 物理混合物
"-$!乙醇提取物I&’GF$’ -$!乙醇提取物

图 LK#4?D红外光谱图
T(8QLK@>.R+,-0V/’*#4?D

注! 由上至下依次为 P@’&’GF’ P@’&’GF包合物’ 物理

混合物 "-$!乙醇提取物IP@’&’GF$’ -$!乙醇提取物

图 MKB"4#4?D红外光谱图
T(8QMK@>.R+,-0V/’*B"4#4?D

注! 左图为紫外灯 ".( ;1% 右图为香兰素 #$!硫酸乙醇溶液

显色
#6-$!乙醇提取物!"6&’GF包合物甲醇溶液!%6&’GF包

合物
#6-$! +S:2;8,+\SD27S!"61+S:2;8,98,<S38; 8V&’GF3;7,<938;

781Z8<;>!%6&’GF3;7,<938; 781Z8<;>

图 PK#4?D=F?色谱图
T(8QPK=F?,50’/2-’802/.’*#4?D
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注! 左图为紫外灯 ".( ;1% 右图为香兰素 #$!硫酸乙醇溶液

显色
#6-$!乙醇提取物!"6P@’&’GF包合物甲醇溶液!%6P@’&’GF

包合物
#6-$! +S:2;8,+\SD27S!"61+S:2;8,98,<S38; 8VP@’&’GF3;7,<938;

781Z8<;>!%6P@’&’GF3;7,<938; 781Z8<;>

图 XKB"4#4?D=F?色谱图
T(8QXK=F?,50’/2-’802/.’*B"4#4?D

"M/!包合物稳定性考察!对包合物进行 #$ > 的快
速稳定性试验& 以猴头菌素 ?含有量为考察指标%
计算其在包合物中的损失率% 计算公式为损失率d
试验前物质含有量j试验后物质含有量

试验前物质含有量
e#$$!&

"M/M#!高温!将 -$!乙醇提取物与 " 种包合物开
口置于培养皿中% 摊成厚度&. 11的薄层% 在 /$
f综合药品稳定性试验箱内放置 #$ >% 于第 %’ .’
&’ #$ 天取样% 按 ."M#M%/ 项下方法制备供试品
溶液% 在 ."M#M#/ 项色谱条件下测定% 计算损失
率% 结果见表 )&

表 eK高温试验结果

=2:QeK>+.V7-.’*5(85-+/R+02-V0+-+.-.

时间A>
-$!乙醇提取物

损失率A!
&’GF包合物

损失率A!

P@’&’GF包合物

损失率A!

% #&M.% #M$(. $M.&$ "

. "/M%/ #M&#- $M)() -

& (%M$" "M&%. #M(%)

#$ .&M"( %M(-" #M)$&

"M/M"!强光!将 -$!乙醇提取物与 " 种包合物开
口置于综合药品稳定性试验箱内% 在 % $$$ ,\下放
置 #$ >% 于第 %’ .’ &’ #$ 天取样% 按 ."M#M%/
项下方法制备供试品溶液% 在 ."M#M#/ 项色谱条

件下测定% 计算损失率% 结果见表 #$&
表 %ZK强光试验结果

=2:Q%ZK>+.V7-.’*.-0’68 7(85--+.-.

时间A>
-$!乙醇提取物

损失率A!
&’GF包合物

损失率A!

P@’&’GF包合物

损失率A!

% #(M-% $M"". ) $M.-- )

. "$M%# $M../ - #M.-(

& %"M)- $M-&% # "M$/(

#$ (/M$# #M$&% "M-/%

"M/M%!高湿度!将 -$!乙醇提取物与 " 种包合物
开口置于综合药品稳定性试验箱内% 于相对湿度
")$ g.$!下放置 #$ >% 于第 %’ .’ &’ #$ 天取
样% 按 ."M#M%/ 项下方法制备供试品溶液% 在
."M#M#/ 项色谱条件下测定% 计算损失率% 结果
见表 ##&

表 %%K高湿试验结果
=2:Q%%K>+.V7-.’*5(855V/(&(-9 -+.-.

时间A>
-$!乙醇提取物

损失率A!
&’GF包合物

损失率A!

P@’&’GF包合物

损失率A!

% /M)#( .M&-. &M#-.

. #"M/( -M"&/ ##M.&

& #%M&- #%M-" #&M(&

#$ "$M() #&M-( "%M.%

MK讨论
实验结果显示% &’GF在包合物的包合率与收

率方面均不及 P@’&’GF% 尤其是包合率远低于后
者% 其原因有多方面& 首先% &’GF的水溶性远不
及P@’&’GF% 溶解度仅为 #-M. TA_"". f$% 而后
者在室温下溶解度高达 &.!% 其水溶液浓度低于
($!时均能保证流动性良好% 不黏稠% 而且在研磨
时&’GF为固相膏状物% 而P@’&’GF为具有一定流
动性的胶状物% 后者能与有机相中的客体分子充分
接触% 包合反应速率更快& 其次% 包合反应为放热
反应% 反应物为固体膏状物时不利于热量扩散% 容
易造成局部过热% 导致不稳定的客体分子被破坏&

另外% 两者在收率上的差异是由于包合反应结
束后的后处理不同所造成的& P@’&’GF易溶于水%
研磨结束后将其包合物溶于水时% 可将其从球磨罐
中完全转移出来% 减少了回收率损失( &’GF包合
物为膏状% 溶解度偏低% 导致转移时有部分黏附在
球磨罐中% 收率较 P@’&’GF低& 因此% 用固相共
研磨法制备包合物时% P@’&’GF的包合效果优于
&’GF&
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然后% 采用红外光谱法和 *_G法对包合物进
行表征& 经红外光谱分析% 包合物相对于主客体各
自的吸收峰而言% 有多个吸收峰发生了位移或消
失% 表明猴头菌 -$!乙醇提取物与 &’GF和 P@’&’
GF均产生了包合作用% 表明包合成功( *_G法除
了显示包合物与包合客体的差异之外% 还证明了包
合前后并未改变包合客体的化学成分% 包合过程仅
是物理作用&

最后% 对包合物进行快速稳定性考察& 结果发
现% 猴头菌 -$!乙醇提取物经高温’ 强光’ 高湿
试验后% 猴头菌素 ?含有量均有较大的损失( &’
GF’ P@’&’GF包合物经高温’ 强光照射试验后%
其外观并未发生明显改变% 猴头菌素 ?损失率低%
表明两者对高温和强光的稳定性较高% 其中 &’GF
包合物的热稳定性小于 P@’&’GF包合物% 而其光
稳定性则高于后者& 然而% 在高湿试验中包合物损
失率与外观变化较大% 其中 &’GF包合物由乳白色
粉末变为微黄结块状物质% 而 P@’&’GF包合物由
橙色晶体变为橙色黏稠胶状物质% 表明两者对高湿
度较敏感% 裸露于空气中易发生潮解% 故贮藏时应
注意保持干燥密封&
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