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　　摘要：用甲基－β－环糊精不饱和水溶液法制备丹参酮灌注液，并对其制备工艺进行优化。通过单因素试验确定
影响丹参酮灌注液制备的主要工艺参数；以丹参酮ⅡＡ利用率为指标，通过正交试验优化甲基－β－环糊精不饱和水
溶液法制备丹参酮灌注液制备工艺；采用ＨＰＬＣ法对丹参酮ⅡＡ的质量浓度进行测定，并计算其回收率及精密度等。
结果表明：影响丹参酮灌注液制备的主要工艺参数为投料质量比、温度、乙醇含量；甲基－β－环糊精不饱和水溶液法
制备丹参酮灌注液的最佳条件是甲基－β－环糊精与丹参酮提取药粉投料质量比８０∶１，６０℃下加热１ｈ，乙醇含量为
５％，搅拌时间３ｈ，该条件下丹参酮利用率为６９．９６％；丹参酮ⅡＡ含量测定方法稳定性好，回收率高。
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　　丹参酮（ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ）是一类从中药丹参中提取出的脂溶
性菲醌类化合物，包括丹参酮Ⅰ、ⅡＡ、ⅡＢ，隐丹参酮，异丹
参酮Ⅰ、ⅡＡ，异隐丹参酮等十多种酮类单体，均含有邻醌或
对醌结构，其自身及其代谢产物能参与机体多种生化反应，作

为辅酶对某些生化反应起促进、干扰、电子传递作用，因此丹

参酮表现出多种药理作用，如天然抗氧化、心血管药理作用、

抗菌消炎、抗癌、抗病毒等作用。在抗菌消炎方面，丹参酮对

以金黄色葡萄球菌为主的急性感染特别是对耐药金黄色葡萄

球菌株感染有显著疗效［１－３］。但丹参酮水溶性差，理化性质

不稳定，这大大限制了其应用。

甲基－β－环糊精（Ｍ－β－ＣＤ）是一种常用包合辅料，具
有外亲水、内疏水的分子结构，溶解度大于β－ＣＤ，在２５℃水
中的溶解度可达到为５７０ｇ／Ｌ，既溶于水，又溶于有机溶剂，形
成的包合物水溶性增加，可提高药物溶出速度；环糊精甲基化

后，封闭了其分子内羟基，可以抑制其与药物的不稳定反

应［４］。不饱和水溶液法是将 Ｍ－β－ＣＤ配制成不饱和水溶
液，从而对丹参酮原料药粉进行搅拌包合，制成稳定的丹参酮

包合液。

奶牛乳房炎是奶牛三大常见疾病之一，一直以来给奶牛

养殖业造成了巨大经济损失。用丹参酮药物治疗奶牛乳房炎
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已有很长时间，但由于丹参酮原药在水中溶解度差的问题一

直没有被很好解决，在一定程度上限制了丹参酮药物疗效的

发挥［５］。本研究通过采用 Ｍ－β－ＣＤ不饱和水溶液法制备
出用于治疗奶牛乳房炎的丹参酮灌注液，并经正交试验优化

制备工艺，旨在提高丹参酮药物水溶性，为奶牛乳房炎的临床

治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　药品与试剂　丹参酮ⅡＡ标准品（批号 １１０７６６－
２００６１９）购自中国药品生物制品鉴定所；丹参酮原料药粉（丹
参酮含量４１．７０％，丹参酮ⅡＡ含量１１．５７％，隐丹参酮含量
３．１６％）由本实验室自行提取；Ｍ－β－ＣＤ购自山东淄博千汇
生物科技有限公司，含量≥９８％；无水甲醇、无水乙醇、正磷酸
为分析纯；乙腈为色谱纯。

１．１．２　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪；磁力加热搅拌器
（德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公司，ＭＲ３００１型）；电子分析天平（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ公司，ＢＴ２５Ｓ型）；电热恒温鼓风干燥箱（上海鸿都
电子科技有限公司，ＤＨＧ－９０７０型）；循环水式多用真空泵
（郑州长城科工贸有限公司）；０．２２μｍ微孔滤膜（天津津腾
实验设备有限公司）。

１．２　丹参酮含量测定方法
１．２．１　检测波长选择　称取丹参酮ⅡＡ标准品１１．４８ｍｇ，置
于２５ｍＬ棕色容量瓶中，加无水甲醇溶解，稀释至刻度，摇匀，
作为标准品贮备液。吸取标准品贮备液１ｍＬ，置于１０ｍＬ棕
色容 量 瓶 中，加 无 水 甲 醇 稀 释 至 刻 度，摇 匀，制 成

４５．９２μｇ／ｍＬ溶液备用。另取适量 Ｍ－β－ＣＤ制成辅料溶
液。用ＨＰＬＣ法在２００～４００ｎｍ波长扫描标准品贮备液及辅
料溶液。

１．２．２　色谱条件　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以乙
腈为流动相Ａ，以０．０２６％磷酸溶液为流动相 Ｂ，按表１进行
梯度洗脱。检测波长为 ２７０ｎｍ，柱温为 ２５℃，流速为
１．２ｍＬ／ｍｉｎ。理论板数按丹参酮ⅡＡ峰计算应不低于２万。

表１　梯度洗脱情况

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）
０～２０ ６０～９０ １０～４０
２０～３０ ９０ １０

１．２．３　标准曲线绘制　吸取标准品贮备液１ｍＬ，置于１０ｍＬ
棕色容量瓶中，加无水甲醇稀释至刻度，摇匀，备用。另分别

吸取该溶液０．４、０．８、１．２、１．６、２ｍＬ于２ｍＬ离心管中，加无
水甲醇稀释至刻度，配制成浓度分别为９．１８、１８．３７、２７．５５、
３６．７４、４５．９２μｇ／ｍＬ的系列对照品溶液备用，以甲醇溶液作
空白对照，在“１．２．１”节中选择的波长处测定上述标准品吸
光度。以峰面积对进样质量浓度进行回归分析。

１．２．４　供试样品制备　取适量灌注液，加入等体积无水乙醇
解包合，超声１５ｍｉｎ，静置１２ｈ，旋蒸除去乙醇，再用乙酸乙酯
萃取３次，收集乙酸乙酯层溶液，旋蒸浓缩，甲醇溶解并定容
至１００ｍＬ容量瓶中，称取该溶液适量并用甲醇稀释１０倍，即
得供试样品。

１．２．５　定量测定与丹参酮ⅡＡ利用率的计算　取供试品溶
液，测定其峰面积，结合标准曲线回归方程计算样品中丹参酮

ⅡＡ含量，并计算利用率。
丹参酮ⅡＡ利用率 ＝灌注液中丹参酮ⅡＡ量／投入原料

药中丹参酮ⅡＡ量×１００％；
投入原料药中丹参酮ⅡＡ量＝投入原药量×１１．５７％。

１．２．６　回收率试验　取９份适量Ｍ－β－ＣＤ，加蒸馏水至刻
度，分３组，每组３份。每组分别加入适量丹参酮ⅡＡ对照品
溶液，配制成质量浓度分别为１０、１５、２０μｇ／ｍＬ的样品溶液，
涡旋混合均匀后按照“１．２．４”节中供试样品制备方法进行处
理，按“１．２．２”节色谱条件测定峰面积，并分别计算回收率及
ＲＳＤ值。
１．２．７　精密度试验　取“１．２．６”节回收率试验中相同浓度
的丹参酮ⅡＡ对照品溶液，按照色谱条件连续测定６次，记录
峰面积，计算ＲＳＤ值。
１．２．８　重复性试验　取同一样品，按“１．２．４”节的方法制备
５份供试品，按“１．２．２”的方法进样分析，记录峰面积，计算
ＲＳＤ值。
１．２．９　稳定性试验　取“１．２．７”节中的１５μｇ／ｍＬ溶液，分
别放置 ０、６、１２、２４、４８、７２ｈ后进样，记录峰面积，计算
ＲＳＤ值。
１．３　丹参酮灌注液的制备

采用 Ｍ－β－ＣＤ不饱和水溶液法制备丹参酮灌注液。
称取适量Ｍ－β－ＣＤ置于圆底烧瓶中，加入适量蒸馏水，加
热溶解，制成浓度２０％的不饱和Ｍ－β－ＣＤ溶液，水浴保温。
另取适量丹参酮原料药粉，用少量无水乙醇溶解并缓慢滴加

入Ｍ－β－ＣＤ溶液中，同时加热搅拌一定时间后冷却，经
０２２μｍ滤膜过滤除菌，收集滤液。
１．４　丹参酮灌注液制备工艺单因素试验
１．４．１　投料质量比单因素试验　Ｍ－β－ＣＤ与丹参酮的投料
质量比分别为５∶１、１０∶１、２０∶１、４０∶１、８０∶１，６０℃（加热
１ｈ）磁力搅拌６ｈ，对各组样品液丹参酮ⅡＡ利用率进行比较。
１．４．２　搅拌温度单因素试验　搅拌温度分别为 ２３℃、
４０℃、６０℃（加热 １ｈ）、６０℃（加热 ６ｈ），投料质量比为
８０∶１，磁力搅拌６ｈ，对各组样品液丹参酮ⅡＡ利用率进行
比较。

１．４．３　搅拌时间单因素试验　搅拌时间分别为 ３、６、１２、
２４ｈ，投料质量比为８０∶１，６０℃（加热１ｈ）下磁力搅拌，对各
组样品液丹参酮ⅡＡ利用率进行比较。
１．４．４　乙醇含量单因素试验　乙醇含量分别为５％、１０％、
１５％，投料质量比为８０∶１，６０℃（加热１ｈ）磁力搅拌６ｈ，对
各组样品液丹参酮ⅡＡ利用率进行比较。
１．４．５　搅拌速度单因素试验　搅拌速度分别为 ３００、５００、
７００ｒ／ｍｉｎ，投料质量比为８０∶１，６０℃（加热１ｈ）搅拌６ｈ，对
各组样品液丹参酮ⅡＡ利用率进行比较。
１．４．６　ｐＨ值单因素试验 ｐＨ值分别为６．５、７．５、８．５、９．５，投
料质量比为８０∶１，６０℃（加热１ｈ）搅拌６ｈ，对各组样品液丹
参酮ⅡＡ利用率进行比较。
１．５　丹参酮－Ｍ －β－ＣＤ灌注液制备工艺优化

采用Ｌ９（３
４）正交试验表，综合考察投料质量比、搅拌温

度、搅拌时间、乙醇含量对丹参酮ⅡＡ利用率的影响。制备丹
参酮－Ｍ－β－ＣＤ灌注液正交试验的因素、水平见表２。
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表２　制备丹参酮－Ｍ－β－ＣＤ灌注液正交试验的因素和水平

水平
Ａ：投料
质量比

Ｂ：搅拌
温度（℃）

Ｃ：搅拌
时间（ｈ）

Ｄ：乙醇
含量（％）

１ ４０∶１ ４５（１ｈ） ３ ５
２ ８０∶１ ６０（１ｈ） ６ １０
３ １６０∶１ ７５（１ｈ） １２ １５

１．６　灌注液溶解度考察
取适量丹参酮药粉，加入制备好的丹参酮灌注液中，制成

过饱和溶液，按照“１．２．４”节供试样品制备方法处理上述溶
液，ＨＰＬＣ法测定丹参酮ⅡＡ及隐丹参酮含量，计算溶解度。

２　结果与分析

２．１　丹参酮含量测定方法的建立
试验结果表明，丹参酮ⅡＡ在２７０ｎｍ波长处有最大吸收

峰，空白辅料在该波长处无吸收，不干扰丹参酮ⅡＡ测定，故
选择２７０ｎｍ为检测波长。在丹参酮ⅡＡ质量浓度 ９．１８～
４５９２μｇ／ｍＬ时，峰面积与质量浓度有良好的线性关系（图
１），标准曲线回归方程为 ｙ＝９４５８６ｘ－３６６１８（ｒ＝０９９９８）。
该方法平均回收率为９７．５３％，ＲＳＤ值为１．７４％（表３）。精
密度良好，ＲＳＤ值为１．２１％。重复性良好，ＲＳＤ值为１４６％。
３ｄ内稳定，ＲＳＤ值为１．３７％。

表３　丹参酮ⅡＡ回收率试验结果

处理 重复
理论质量浓

度（μｇ／ｍＬ）
实际质量浓

度（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
相对标准偏

差（％）

１ １ １０ ９．４８５ ９４．８５
２ １０ ９．７０４ ９７．０４
３ １０ ９．５２８ ９５．２８

２ １ １５ １４．６３ ９７．５３
２ １５ １４．５３ ９６．８７
３ １５ １４．７５ ９８．３３

３ １ ２０ １９．９１ ９９．５５
２ ２０ １９．８０ ９９．００
３ ２０ １９．８７ ９９．３５

平均 ９７．５３ １．７４

２．２　丹参酮灌注液制备工艺单因素试验结果
投料质量比单因素试验表明，Ｍ－β－ＣＤ与丹参酮药粉

投料质量比分别为５∶１、１０∶１、２０∶１、４０∶１、８０∶１时，丹参
酮ⅡＡ利用率分别为 １．８２％、３．７１％、１７．８３％、２８．５４％、
８４２９％，因此将两者投料质量比初步设定为８０∶１。

　　搅拌温度单因素试验表明，搅拌温度分别为２３℃、４０℃、
６０℃（加热１ｈ）、６０℃（加热６ｈ）时，丹参酮ⅡＡ利用率分别为
６２．８５％、４５．７４％、７３．０５％、４５．０１％，由于β类环糊精的载药特
性及制备反应特点，适当加热有利于反应进行，加热过度可能

导致逆反应发生，故将搅拌温度初步设定为６０℃（加热１ｈ）。
搅拌时间单因素试验表明，搅拌时间分别为３、６、１２、２４ｈ

时，丹参酮ⅡＡ利用率分别为 ６０．９４％、７３．０５％、６２．５８％、
７２．４３％，搅拌时间在≥６ｈ后丹参酮ⅡＡ利用率已经没有明
显提高，故为了提高制备工艺效率，将搅拌时间初步设定为

６ｈ。
乙醇含量单因素试验表明，乙醇含量分别为５％、１０％、

１５％时，丹参酮ⅡＡ利用率分别为 １３．９７％、５４．２１％、
４８２３％，制备过程中加入适量乙醇有助于将原料药粉分散于
水溶液中，可以加快反应过程，但加入过量乙醇会加速反应结

合物的降解，故初步将乙醇含量设定为１０％。
搅拌速度单因素试验表明，搅拌速度为 ３００、５００、

７００ｒ／ｍｉｎ时，丹参酮ⅡＡ利用率分别为 ７８．０６％、５８．０５％、
６０．９９％，搅拌速度在３００ｒ／ｍｉｎ时效率最高，但综合考虑试验
误差因素，在３种搅拌速度情况下丹参酮ⅡＡ利用率相差不
大，表明该因素不是影响工艺制备的主要因素。

ｐＨ值单因素试验表明，ｐＨ值分别为６．５、７．５、８．５、９．５
时，丹参酮ⅡＡ利用率分别为 ５６．７３％、６２．８２％、４９．４４％、
６１４０％，ｐＨ值为７５时可获得最大的丹参酮ⅡＡ利用率，但
可以看出，在本研究 ｐＨ值范围内丹参酮ⅡＡ利用率变化不
大，表明ｐＨ值也不是影响工艺制备的主要因素。
２．３　丹参酮－Ｍ－β－ＣＤ灌注液制备工艺的优化

通过比较表４中的极差（Ｒ值），各因素对试验结果影响
的大小顺序为投料质量比 ＞搅拌温度 ＞乙醇浓度 ＞搅拌时
间。投料质量比是影响工艺的主要因素，搅拌温度、乙醇浓度

次之，搅拌时间影响最小。最佳制备条件为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ１。方差
分析表明（表５），若α＝０．０５，因素Ａ有显著影响；若α＝０．１，
因素Ａ、Ｂ、Ｄ均有显著影响。综合直观分析和方差分析结果，
最佳工艺条件为Ａ２Ｂ２Ｄ１，即Ｍ－β－ＣＤ与丹参酮药粉投料质
量比为８０∶１，搅拌温度为６０℃（加热１ｈ），乙醇含量为５％，
搅拌时间对制备影响不显著，为节省工艺时间，定为 ３ｈ
即可。

表４　丹参酮－Ｍ－β－ＣＤ灌注液Ｌ９（３４）正交试验结果

序号
Ａ：投料质
量比

Ｂ：温度 Ｃ：搅拌
时间

Ｄ：乙醇
含量

丹参酮ⅡＡ
利用率（％）

１ １ １ １ １ ５８．０６
２ １ ２ ２ ２ ６０．３３
３ １ ３ ３ ３ ６３．４６
４ ２ １ ２ ３ ６２．７５
５ ２ ２ ３ １ ６９．９６
６ ２ ３ １ ２ ６２．５８
７ ３ １ ３ ２ ４３．３９
８ ３ ２ １ ３ ５２．３４
９ ３ ３ ２ １ ５４．８３
ｋ１ ６０．６２ ５４．７３ ５７．６６ ６０．９５
ｋ２ ６５．１０ ６０．８８ ５９．３０ ５５．４３
ｋ３ ５０．１９ ６０．２９ ５８．９４ ５９．５２
Ｒ １４．９１ ６．１５ １．６４ ５．５２
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表５　正交试验结果的方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ０．１临界值
Ａ ３５１．１６３ ２ ７８．６４８ ９
Ｂ ６８．９６１ ２ １５．４４５ ９
Ｃ ４．４６５ ２ １．０００ ９
Ｄ ４９．１６２ ２ １１．０１１ ９
误差 ４．４６０ ２

２．４　丹参酮灌注液有效成分溶解度结果
试验结果显示，通过Ｍ－β－ＣＤ对丹参酮的包合作用，丹

参酮灌注液中治疗奶牛乳房炎最关键的２种单体丹参酮ⅡＡ
及隐丹参酮在水中的溶解度分别可达０．３８、０．１４ｇ／Ｌ，丹参酮
在水中溶解度可达１．３２～１．８２ｇ／Ｌ，较丹参酮原料药粉在水
中溶解度有很大提高［６］。

３　结论与讨论

本研究对丹参酮ⅡＡ质量浓度的线性关系、回收率、精密
度、重复性、稳定性等进行了考察，结果显示，丹参酮ⅡＡ在
２７０ｎｍ波长处有最大吸收，在质量浓度９．１８～４５．９２μｇ／ｍＬ
时其与峰面积有良好线性关系。该方法回收率较好，精密度

符合要求，且结果快捷、准确，可用于丹参酮ⅡＡ质量浓度的
测定。

本研究采用丹参酮ⅡＡ作为标准品测定灌注液中丹参酮
含量，其实也可采用隐丹参酮作为标准品，只是考虑到丹参酮

ⅡＡ的保留时间较为靠后，与其他物质保留时间值区分明显，
不易受干扰，故选择丹参酮ⅡＡ作标准品。但在投料质量比
单因素试验中可以看出，在投料质量比较低时，Ｍ－β－ＣＤ对
隐丹参酮的包合效果好（丹参酮ⅡＡ质量浓度与隐丹参酮质
量浓度比值数倍于两者在原料药粉中的比值）；在投料质量

比较高时，Ｍ－β－ＣＤ对丹参酮ⅡＡ的包合效果更佳，目前对
该现象的研究不多，有待进一步研究。

Ｍ－β－ＣＤ可以增加药物的溶解度，提高药物稳定性，是β
类环糊精共有特点之一，但由于 Ｍ－β－ＣＤ水溶性好，达到
５７０ｇ／Ｌ，若按一般文献报道的采用饱和水溶液法制备［７－８］，将

Ｍ－β－ＣＤ制备饱和水溶液后，其黏稠度特别大，不利于包合
反应进行，故本研究将Ｍ－β－ＣＤ水溶液浓度调至２０％，能得
到良好的包合效果。同时，包络复合物在水溶液中随温度升高

使其被包络的水溶性物质加大释放速度和释放量，在适当条件

下可以使释放出的物质浓度与包络在Ｍ－β－ＣＤ的物质浓度
达到平衡，所以制备过程中最好开始时温度高一点，处理过程

中逐渐降温，故本研究中所有加热温度均只加热１ｈ，后逐渐降
温搅拌［９］。

目前中药制剂所面临的共同问题是成分复杂、纯化到高

含量品质成本高、各有效成分发挥药效方式研究不明确，对中

药新剂型研究带来一定难度，本研究中丹参酮研究也遇到类

似问题［１０］，采用的丹参酮药粉中总酮含量仅为４１．７０％（经
一般工艺纯化得到的较好结果），丹参酮ⅡＡ含量１１．５７％，

隐丹参酮含量３．１６％，所以对于包合进入Ｍ－β－ＣＤ中的物
质成分复杂多样，对此包合物进行表征和鉴定有一定难度。

本研究也对灌注液进行了３０ｄ的稳定性检查，结果表明灌注
液稳定性良好。

本研究先采用单因素试验确定基本因素及其大致适用范

围，再通过正交试验设计优化确定出最佳制备工艺条件：

Ｍ－β－ＣＤ与丹参酮药粉投料质量比为８０∶１，温度为６０℃
（加热１ｈ），乙醇含量为５％。

对于水溶性差的原料药进行环糊精包合制备以增加其水

溶性的研究很多 ［１１－１４］。本研究也是利用Ｍ－β－ＣＤ的独特
分子结构及包合特性来增加丹参酮的溶解度，同时结合该药

治疗奶牛乳房炎的临床目的及局部给药（乳房灌注）的给药

方式，从而制备出一种新的中兽药制剂，并通过试验优化其制

备工艺，检查其溶解度和稳定性。丹参酮 －Ｍ－β－ＣＤ灌注
液显著提高了药物的溶解度和稳定性，并且丹参酮含量达到

治疗浓度，能够满足兽医临床需要。
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