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　　摘要：考察免疫佐剂———三七总皂苷（ＰＮＳ）β－环糊精包合物的稳定性。采用比色法，以 ＰＮＳ含量为指标，分别
对ＰＮＳβ－环糊精的包合物和混合物进行强光照射、高温、高湿、恒温加速试验。结果表明：在光、热、湿等因素影响
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　　 佐剂近年来发展较快，多种新型佐剂层出不穷，目前研
究比较多的是黏膜佐剂、纳米佐剂和天然佐剂（如中草药）

等。中草药免疫佐剂是一类十分重要的有其独到特点的免疫

活性物质，相对于化学药物免疫增强剂而言，无毒副作用，无

残留污染，是今后畜禽免疫增强剂研究的趋势［１］。人们发现

许多中药的活性成分（如苷类、多糖等）具有很好的免疫调节

作用，其中ＱＳ－２１和 ＩＳＣＯＭ等已进入临床试验阶段［２］。已

有文献报道采用三七总皂苷（ＰＮＳ）为主要有效成分制备的免
疫佐剂可以显著增强抗原的免疫原性，对机体的免疫功能有

广泛的调节作用，能诱导 Ｔｈ１、Ｔｈ２免疫应答［３－４］，但因 ＰＮＳ
具有刺激性、味道苦等特点，限制了其临床应用，而选用 ＰＮＳ
β－环糊精包含物作为免疫佐剂，可以有效改善其刺激性和
适口性。本研究对ＰＮＳ包含物进行了稳定性考察，为开发新
型的ＰＮＳ佐剂奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
β－环糊精，购于泰州医药公司；三七总皂苷提取物，由

江苏省兽用生物制药重点实验室制备；人参皂苷Ｒｇ１，购自科
翔生物科技有限公司；５％香草醛溶液（５００ｍｇ香草醛溶于
１０ｍＬ冰醋酸，新鲜配制）；香草醛、冰醋酸、高氯酸等均为分
析纯试剂。主要仪器：ＢｅｃｋｍａｎＤＵ６４０紫外 －可见分光光度
计；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０十万分之一天平。
１．２　三七总皂苷包合物的制备［５］与鉴定

将β－环糊精配制成饱和水溶液，调节 ｐＨ值为 ７．０，
５０℃ 下按照投料质量比３∶１（β－环糊精 ∶三七皂苷）加入
三七皂苷溶解后，立即用超声波清洗机处理溶解，于水浴摇床

中５０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ作用３ｈ包合。取出蒸干溶剂，用９５％乙
醇洗涤，布氏漏斗抽滤，干燥，即得佐剂，包合物收率为

９０５８％。采用红外光谱法进行鉴定。取 ＰＮＳ、β－环糊精、
ＰＮＳ与β－环糊精的混合物、ＰＮＳ与 β－环糊精的包合物适
量，在相同条件下进行红外光谱对照试验。

１．３　方法学验证
１．３．１　对照品溶液的配制　精确称取人参皂苷 Ｒｇ１对照品
适量，加甲醇制成１ｍｇ／ｍＬ的溶液。
１．３．２　标准曲线的绘制　采用比色法测定 ＰＮＳ含量［６］。精

确移取对照品溶液０、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００μＬ分别置于
１０ｍＬ的具塞离心试管中，水浴挥干溶剂；各加０．２ｍＬ５％香
草醛－冰醋酸溶液、０．８ｍＬ高氯酸，混匀，盖塞，置于６０℃水
浴中加热１５ｍｉｎ后，放在冰水浴中冷却至室温；然后加冰醋
酸５ｍＬ，摇匀，以空白试剂为对照，于５４５ｎｍ处测定其吸光
度。以吸光度为纵坐标、ＰＮＳ质量（μｇ）为横坐标绘制标准
曲线。

１．３．３　精密度试验　重复取对照品溶液５０、１００、１５０μＬ，每
个平行２份，分别测定吸光度，并计算ＲＳＤ值。
１．３．４　稳定性试验　取新配制的放置在室温条件下的样品，
按上述方法显色后隔一定时间按“１．３．２”节的方法测定吸收
度，并计算ＲＳＤ值。
１．３．５　加样回收率　精确称取已知含量的 ＰＮＳ样品１８份，
每份６５０μｇ，分为３大组，每组对照和加样组各３份，３份加
样组中分别加入已知浓度８０％、１００％、１２０％的 Ｒｇ１对照品
溶液，按“１．３．２”节的方法，于５４５ｎｍ处测定吸收度，并计算
Ｒｇ１的平均回收率和ＲＳＤ值。
１．４　包合物中ＰＮＳ含量测定

精确称３０ｍｇ包合物置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻
度，超声２０ｍｉｎ，冷后用甲醇定容，过滤，取续滤液，稀释后进
行检测。

１．５　包合物的稳定性考察［７］

１．５．１　抗光解性试验　分别称取三七总皂苷包合物和按制
备投料比所制得的混合物各若干份，照射 １０ｄ（强度
３０００ｌｘ），于０、１、３、５、１０ｄ时取样，测定ＰＮＳ含量。
１．５．２　热稳定性试验　分别称取包合物和混合物各若干份，
密封于玻璃瓶中，分别于 ４０、６０、８０℃恒温干燥箱内放置
１０ｄ，于０、１、３、５、１０ｄ时取样，测定ＰＮＳ含量。
１．５．３　湿稳定性试验　分别称取包合物和混合物各若干份，
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置入２个密闭器皿中，相对湿度分别为７５％（ＮａＣｌ）和９２．５％
（ＫＮＯ３），室温放置１０ｄ，于０、１、３、５、１０ｄ时取样测定ＰＮＳ含
量。

１．５．４　恒温加速试验　分别称取包合物和混合物适量，置于
玻璃瓶中，在４０℃恒温箱内、相对湿度７５％条件下放置３个

月，于０、１、２、３个月各取样测定１次。

２　结果与分析

２．１　包合物的红外光谱法鉴定结果
包合物的红外光谱法鉴定结果见图１。

　　由图１可知，混合物和包合物均显示出 β－环糊精的特
征峰，１６４５ｃｍ－１处的吸收为 β－环糊精的特征吸收；
３３７６ｃｍ－１处的宽、强吸收峰对应为羟基伸缩振动吸收峰；在
１０８０、８５８ｃｍ－１处分别为β－环糊精的Ｃ—Ｏ—Ｃ的反对称伸
缩峰和对称伸缩振动峰，表明包合过程并没有破坏 β－环糊
精的结构［８］。混合物的红外光谱只是β－环糊精与ＰＮＳ红外
光谱的简单叠加，说明β－环糊精与ＰＮＳ只是简单机械混合，
并未发生作用；而包合物的图谱中未见ＰＮＳ的特征吸收峰，表
明β－环糊精已经包合了ＰＮＳ，产生了屏蔽作用，证明了包合
物形成。包合物图谱中也未出现新的吸收峰，表明包合物中无

新的化学键产生，它们之间只是分子间力或氢键相互作用。

２．２　方法学验证
２．２．１　标准曲线制备　按“１．３．２”项下方法处理后，得标准
曲线方程为ｙ＝０．００３６ｘ－０．０２６４（ｒ２＝０．９９１３）。ｙ代表吸
光度，ｘ代表ＰＮＳ质量（μｇ）。
２．２．２　精密度试验　表１结果表明，６个测定结果的ＲＳＤ值

表１　精密度试验结果

对照品
吸光度

第１份 第２份 平均值

ＲＳＤ
（％）

１ ０．１４２ ０．２７２ ０．４７４ １．２１
２ ０．１４３ ０．２７６ ０．４９１
３ ０．１４２ ０．２８７ ０．４９２
４ ０．１４３ ０．２７８ ０．４９１
５ ０．１４５ ０．２８１ ０．４７９
６ ０．１４４ ０．２７９ ０．４８１

为１．２１％，仪器精密度良好。
２．２．３　稳定性试验　表２结果表明，总皂苷在显色２ｈ内基
本稳定，ＲＳＤ值为２．５３％。

表２　稳定性试验结果

时间（ｍｉｎ） 吸光度 ＲＳＤ（％）
０ ０．４２４０ ２．５３
２０ ０．４４５４
４０ ０．４２９５
６０ ０．４４６９
９０ ０．４４３０
１２０ ０．４２３１

２．２．４　加样回收率试验　表３结果表明，平均加样回收率为
９８．０６％，ＲＳＤ值为１．１２％。

表３　人参皂苷Ｒｇ１加样回收率试验结果

样品
含量

（ｍｇ）
添加量

（ｍｇ）
测定值

（ｍｇ）
加样回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０．６３９ ０．５１１ １．１３８ ９７．６１
２ ０．６２８ ０．５０２ １．１２５ ９８．９３
３ ０．６５０ ０．５２０ １．１５４ ９６．９２
４ ０．６４４ ０．６４４ １．２６９ ９７．０５
５ ０．６２６ ０．６２６ １．２４８ ９９．３６
６ ０．６３５ ０．６３５ １．２６２ ９８．７４
７ ０．６４９ ０．７７９ １．４２２ ９９．１７
８ ０．６２４ ０．７４９ １．３６１ ９８．４２
９ ０．６３３ ０．７６０ １．３６５ ９６．３７
平均 ９８．０６ １．１２
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２．３　包合物的稳定性考察［８］

２．３．１　抗光解性　表４结果表明，包合物抗光解性优于混
合物。

表４　ＰＮＳβ－环糊精包合物和ＰＮＳβ－环糊精混合物的
抗光解性试验结果

光照时间

（ｄ）
ＰＮＳ含量（％）

包合物 混合物

０ １７．７３ １７．４２
１ １７．２１ １６．８９
３ １６．９８ １５．６４
５ １６．８７ １５．２１
１０ １６．５７ １５．０１

２．３．２　热稳定性试验　表５结果表明，包合物的热稳定性明
显优于混合物。

表５　ＰＮＳβ－环糊精包合物和ＰＮＳβ－环糊精
混合物的热稳定性试验结果

温度

（℃）
受热时间

（ｄ）
ＰＮＳ含量（％）

包含物 混合物

４０ ０ １７．７３ １７．４２
１ １６．１７ １５．０５
３ １５．７６ １４．４９
５ １１．５３ ９．８７
１０ １１．４２ ９．６７

６０ ０ １７．７３ １７．４２
１ １７．６５ １７．２１
３ １５．４３ １２．６５
５ １１．６３ ８．６７
１０ １１．４８ ８．５１

８０ ０ １７．７３ １７．４２
１ １６．７６ １５．３２
３ １６．４９ １２．６８
５ １１．４８ ７．９３
１０ １１．２１ ７．４３

２．３．３　湿稳定性试验　表６结果表明，在高湿条件下包合物
较混合物稳定。

２．３．４　恒温加速试验　表７结果表明，包合物比混合物稳
定，由此推测包合物室温有效期为２年。

３　讨论

采用饱和水溶液电动搅拌法制备ＰＮＳ佐剂，包合物回收
率为９０．５８％，经红外光谱法鉴定，ＰＮＳ与 β－环糊精已形成
一种新的物相，包合物确已形成。稳定性试验结果表明，ＰＮＳ
被β－环糊精包合后增加了其在光、热、湿条件下的稳定性，

表６　ＰＮＳβ－环糊精包合物和ＰＮＳβ－环糊精混合物的
湿稳定性试验结果

湿度

（％）
取样时间

（ｄ）
ＰＮＳ含量（％）

包合物 混合物

７５ ０ １７．７３ １７．４２
１ １７．１１ １６．１１
３ １６．８１ １５．４３
５ １５．２１ １４．８７
１０ １４．３２ ８．９０

９２．５ ０ １７．７３ １７．４２
１ １７．１２ １６．１１
３ １６．９２ １３．２１
５ １６．２１ ９．９８
１０ １６．１５ ６．２５

表７　ＰＮＳβ－环糊精包合物和ＰＮＳβ－环糊精混合物的
恒温加速试验结果

时间

（月）

ＰＮＳ含量（％）
包合物 混合物

０ １７．７３ １７．４２
１ １７．１１ １４．５２
２ １６．５７ ７．９８
３ １５．４３ ３．２５

降低了其挥发性，包合物的抗光解性、热稳定性和湿稳定性明

显高于混合物，可见β－环糊精包合可有效提高 ＰＮＳ的稳定
性，为下一步进行ＰＮＳ佐剂临床试验奠定基础。
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