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毛细管电泳法研究环糊精与药物芦丁和氯霉素的相互作用

傅崇岗，C 杨冬芝

（ 聊城大学化学化工学院，山东 聊城 !#!"#2）

摘要：采用毛细管电泳淌度移动法测定了 !&环糊精与芦丁和氯霉素这两种药物的包合常数及包合反应的热力学参

数。所用未涂层熔融石英毛细管的规格为内径 #" !’，总长 ,. (’，有效长度 ," (’，电泳缓冲液为 !# ’’"# ) * 硼

砂 D $"" ’’"# ) * 硼酸（+, 5E -），并加入不同浓度的 !&-.。在 !# / 时测得芦丁和氯霉素与 !&-. 的包合常数分别

为 25E # 和$ !"0 * ) ’"#。通过测定不同温度下的包合常数，求得包合反应的系列热力学参数。结果表明 !&-. 与两

种药物的包合反应焓熵互补现象明显。采用 00! 力场对 !&-. 与两种药物分子的包合物的稳定构型进行了分 子

力学模拟，模拟结果与实验结果相符。
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C C 环 糊 精（-.）具 有 中 空 圆 筒 状 结 构 以 及 内 疏

水、外亲水的结构特性，它能在水溶液中包合尺寸适

宜的药物分子至其疏水环状空腔中，使药物的稳定

性、挥发性、溶解性等理化性质发生显著变化。!&环
糊精因其价格便宜、可以选择性地包合许多分子，目

前应用最为 广 泛。包 合 常 数 7 是 描 述 主 客 体 之 间

特异性相互作用的最主要参数。因此通过测定药物

分子与环糊精之间的包合常数，可以为 !&环糊精对

客体分子的选择性提供一个理论依据。

C C 包合常数的测定方法有很多，大多以包合物形

成时所引起的某一物理或化学性质为依据，如电位

法、极 谱 法、光 度 法、高 效 液 相 色 谱 法 以 及 荧 光 法

等［$］。荧光法、极 谱 法 简 便 易 行，但 只 局 限 于 有 荧

光或电活性的物质，其他方法则存在试剂用量大、主

客体化合物纯度要求高等不同问题。近年来采用毛

细管电泳法测定包合常数的报道日见增多，常采用

的方法 有 淌 度 移 动 法［!，,］、空 亲 和 毛 细 管 电 色 谱

法［0］、部分 填 充 法［#］、配 体 分 离 法［-，.］和 前 沿 分 析
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法［#，$］等。淌度移动法是通过测定客体在含有不同

浓度主体溶 液 中 的 电 泳 淌 度（ 或 迁 移 时 间）的 变 化

或通过将客 体 加 入 缓 冲 液，测 定 主 体 电 泳 淌 度（ 或

迁移时间）来计算包合常数的方法。这种方法对受

体的纯度要求低，只要求待测受体与其他物种分开

即可。芦丁、氯霉素（ 其结构见图 %）分别作为 心 血

管和抗生素 药 物，其 特 点 是 溶 解 性 差、生 物 利 用 度

低，而被环糊精包合后可有效解决上述问题，因此研

究这两种药物与环糊精的包合作用具有重要意义。

本文采用毛细管电泳淌度移动法，同时测定了 !!环
糊精与芦丁、氯霉素这两种药物的包合常数。并研

究了温度对包合常数的影响，得到了此包合反应的

热力学参数。

图 !" 芦丁（!）和氯霉素（"）的化学结构

#$%& !" ’()*$+!, -./0+.0/)- 12 /0.$3（!）!34
+(,1/!*5()3$+1,（"）

!" 实验部分

! & !" 仪器与试剂

& & " # $%& ’’(( 型毛 细 管 电 泳 仪（ 美 国 ’()*+,-
公司），紫外在 线 检 测，./01(+ 2345 软 件 控 制 仪 器

操作并采集数据（ 采集频率 ’ 67），未涂层熔融石英

毛细管（ 河北永年光导纤维厂）内径 ’( !+，总长 ")
)+，有效长度 "( )+。!!%8（ 华北地区特种化学试

剂 开 发 中 心，化 学 纯 ），在 二 次 蒸 馏 水 中 重 结 晶 两

次；氯霉素（ 北京天象鑫隆生物医学科技有限公司，

分析纯）；芦丁（$%9:. 进口分装，北京化学试剂公

司，分析纯）；其他试剂均为分析纯。

! & #" 实验方法

& & 电泳分离电压为 !( *;，入口为正极，紫外检测

波长为 !#( -+；电 泳 缓 冲 液 为 !’ ++34 # < 硼 砂 *
%(( ++34 # < 硼酸（ =6 #+ ,），并 加 入 不 同 浓 度 的 !!
%8；样品储备液由水配制，然 后 由 电 泳 缓 冲 液 分 别

稀释 至 !+ (, ++34 # <（ 氯 霉 素 ）和 (+ (## ++34 # <
（ 芦丁），流体 动 力 进 样："+ -’ *",（(+ ’ =0>）. ’ 0。

进样前分 别 用 (+ % +34 # < ?,:6、蒸 馏 水 以 及 缓 冲

液各冲洗 % +>-。每 个 样 品 连 续 运 行 - 次，乙 醇 为

电渗流标记物。将柱温分别控制在 !(，!’ 和 "( @，

按上述方法进行实验。

#" 理论部分

& & 将主体物质 !!环糊精加入到电泳缓冲液中，客

体作为样品注入缓冲液，在电泳过程中主客体发生

包合作用，形成包合物。在含一定量主体的缓冲液

中，客体分子的电泳淌度 " 取决于游离主体分子和

包合物的摩尔分数，即改变缓冲液中主体物质的浓

度［%8］，客体分子的电泳淌度 " 将发生变化，即电

泳峰发生移动。由 式（%）可 知，以 " 对 主 体 物 质 的

浓度［%8］进行非线性拟合，即可求出 ! 值。

" /
"( * "0 !［%8］

% * !［%8］
（%）

其中 "( 为游 离 客 体 分 子 的 电 泳 淌 度，"0 为 包 合 物

的电泳淌度。设主客体包合反应的焓变、熵变分别

为 #" 和 ##，那么根据 A,-’1 63BB 等温式和自由能

公式，包合常数 ! 与 #" 和 ## 的关系式为：

4- ! / 1 #"
$%

* ##
$

（!）

& & 求取不同温度（%）下 包 合 反 应 的 包 合 常 数 !，

以 4- ! 对 % # % 作图，由直线的斜率和截距即可得到

该反应的热力学参数 #" 和 ##。

$" 结果与讨论

$ & !" 几种影响因素的消除

& & 在利用毛细管电泳法测定包合常数时，缓冲液

的性质、配体分子浓度以及温度均对测定结果有影

响［%(，%%］。为避免 缓 冲 液 中 可 能 引 入 与 主 体 和 客 体

发生作用的 成 分，缓 冲 液 中 没 有 加 入 其 他 添 加 剂。

主体分子浓度的改变易导致溶液粘度变化，进而造

成淌度的变化，因此在利用淌度移动法测定包合常

数时必须消除粘度的影响。校正淌度可按式（"）进

行计算［%!］

"C / " $
$(

/ "
&(
&

（"）

其中 "、"C分 别 为 带 电 粒 子 校 正 前、后 的 电 泳 淌 度，

$、$( 和 &、&( 分别为有主体存在和无主体存在时溶

液的粘度和电流值。

& & 毛细管电泳分离过程中产生的焦耳热可引起管

内温度升高，影响反应平衡，进而影响包合常数的测

定，本实验采用液冷方法，使毛细管柱温度变化控制

在 2 (+ % @ 范围内。在所选择的最佳条件 下，对 每

组实验重复进行 - 次，各种物质迁移时间的相对标

准偏差均小于 ’D 。

·-),·
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! ! "# 两种药物在毛细管中的电泳行为

! ! 用毛细管区带电泳法测定包合常数要求客体分

子、包合物及电渗流等三者的淌度有足够大的差别。

实验选用 #$ !!"# $ % 硼砂 % &’’ !!"# $ % 硼酸作为

缓冲液，乙醇作为电渗流标记物，氯霉素和芦丁分离

较好（ 见 图 #）。且 在 缓 冲 液 中 有、无 !&’( 存 在 时

客体分子的电泳淌度有明显差别。

图 "# 氯霉素和芦丁混合物的电泳分离图

"#$! "# %&’()*+,-’*+$*./0 +1 . /#2)3*’ +1 (-&+*./4
,-’5#(+& .56 *3)#5

!&’( )"*)+*,-.,/"*0：.1 ( !!"# $ %；21 ’ !!"# $ %1
3+.40：& 1 +,5.*"#；# 1 )5#"-.!65+*/)"#；) 1 -7,/*1

! ! 缓冲液中 加 入 !&’( 后，电 渗 流 的 峰 形 发 生 了

变化（ 见图 # 中峰 &），这可能是由于乙醇进入 !&’(
的疏水内腔，使乙醇的吸光特性发生了改变。在该

实验条件下，!&’( 和乙醇均不带电荷，故对电渗流

测定不会产生影响。

! ! !# 环糊精与两种药物的包合常数

! ! 改变缓冲液中主体环糊精的浓度，基于客体电

泳淌度的变化以及毛细管的分离性能可以同时测定

两种物质的包合常数。

! ! 表 & 为在 #$ 8下、缓冲液中 !&’( 浓度不同时

两种药物在毛细管中的电泳淌度，该数值已根据粘

度变化按式（)）进行了校正。

表 $# "% 7下 !489 浓度不同时芦丁和氯霉素的电泳淌度

:.;&’ $# %&’()*+,-+*’)#( /+;#&#)#’0 +1 *3)#5 .56 (-&+*./4
,-’5#(+& .) 6#11’*’5) !489 (+5(’5)*.)#+50 .) "% 7

［ !&’(］$
（!!"# $ %）

9"2/#/,:（&’ * (!# $（;·0））

-7,/* )5#"-.!65+*/)"#
’ # 1 $)+ & 1 )(&
# # 1 ,(& & 1 ’-’
, # 1 ,,& & 1 ’,’
" # 1 ,&& & 1 ’&-
( # 1 )(+ & 1 ’’(

&’ # 1 )"( & 1 ’’&

! ! 对表 & 中 的 数 值 按 式（&）进 行 非 线 性 拟 合，可

得芦丁及 氯 霉 素 与 !&’( 的 包 合 常 数 分 别 为 -(. $
和& #’, % $ !"#（ 见表 #）。可以看出，本法对芦丁的

测定值与文献［&#］所报道的结果相近，氯霉素的测

定值与文献［&"］所报道的结果相近。

表 "# 不同方法测得的包合常数

:.;&’ "# 8+/,.*#0+5 +1 #5(&30#+5 (+50).5)0 +;).#5’6 ;< 6#11’*’5) /’)-+60

<7,/*
!+,5"= ! $（% $ !"#） -+>+-+*)+

’5#"-.!65+*/)"#
!+,5"= ! $（% $ !"#） -+>+-+*)+

35.0+ =/00"#7,/"* #"# ［&)］ ):)#/) ?"#,.!+,-: -"’ ［&"］

@5/* #.:+- )5-"!.,"A-.65: $"# ［&,］ 06+),-"65","!+,-: )’-+ ［&+］

B#7"-/!+,-: #+$，#), ［&$］ ,5/0 !+,5"= &#’,
’5-"!.,"A-.65: &’’ ［&#］

@5/0 !+,5"= -( 1 $

! ! &# 环糊精与两种药物包合反应的热力学参数

! ! 按照上述 方 法 求 得 不 同 温 度 " 下 包 合 反 应 的

包合常数 !，以 #* ! 对相应的 & $ " 作图，按最小二

乘法拟合直线，由其斜率和截距得到包合反应的热

力学参数 "#、"$，自由能变 "% 也可以求出，结果

见表 )。

表 !# !4环糊精与两种药物包合反应的热力学参数

:.;&’ !# :-’*/+6<5./#( 135()#+50 +1 #5(&30#+5 *’.()#+50 ;’)=’’5 )=+ /’6#(#5’0 .56 !489

9+=/)/*+
* "# $

（4C $ !"#）
* "$ $

（ C $（!"#·D））

* "% $（4C $ !"#）
#-) 1 &$ D #-( 1 &$ D )’) 1 &$ D

<+A-+00/"*
)"+>>/)/+*,

<7,/* )( 1 &" (- 1 "& && 1 -# && 1 )( && 1 ’# ’ 1 --"+
’5#"-.!65+*/)"# ") 1 "# &$, 1 , &( 1 ,- &+ 1 $( &" 1 (( ’ 1 --($

! ! 由表 ) 中 数 据 可 见，在 !&’( 与 两 种 药 物 的 包

合反应中，其熵因素 和 焓 因 素 对 "% 所 起 的 作 用 相

反，其焓、熵互补现象明显，这种补偿关系的微观本

质可以从分子间作用力和分子运动自由度两方面来

解释。一方面，两种药物的苯环部分呈疏水性，易嵌

入环糊精内部疏水的空腔内，其包合反应为放热反

应；另一方面，两种分子形成超分子包合物后，受分

子间力的制约，主、客体分子运动自由度均减小，因

此熵减小。而 "% 值的大小综合反映了熵变和焓变

对主客体包合反应影响的总结果。

·$+"·
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! ! "# 环糊精与两种药物的包合机理

# # !!"# 与小分子的包合过程主要受客体分子的

亲水性及形状的影响，一般认为它们之间的包合作

用主要有 " 种，即疏水作用、范德华力和氢键，主客

体分子之间的范德华力是主要的，匹配越好，包合物

越稳定。芦丁和氯霉素分子中非极性基团大小适于

进入 !!"# 圆筒空腔中，所以包合反应容易进行，出

现较负的自由能变化。其中氯霉素与 !!"# 的包合

常数远大于芦 丁 与 !!"# 的 包 合 常 数，这 可 能 与 两

者的结构有关。氯霉素中硝基苯基团进入 !!"# 空

腔后，与苯环相连的 " 上的—$% 容易与 !!"# 空腔

外侧 的—$% 形 成 氢 键，从 而 使 包 合 物 的 稳 定 性 加

强。而芦丁分子上的邻苯二酚基团进入到 !!"# 空

腔，但邻位—$"$!%!$$% 基团阻碍，降低了包合物的

稳定性。图 " 为环糊精与芦丁和氯霉素形成包合物

的稳定构型示意图。

图 !# 环糊精与芦丁（"）和氯霉素（#）所形成包合物的结构示意图

$%&! !# ’()*+(*),- ./ %0+1*-%.0 /.)2,3 #,(4,,0
!5+6+1.3,7()%0 "03 )*(%0（"）.) +81.)"298,0%+.1（#）

# # 利用 "&’()*+,- ./01 公 司 推 出 的 "2-’"# 软

件，采用 33! 力场，对 !!"# 与两种药物分 子 包 合

物的 稳 定 构 型 进 行 了 分 子 力 学 模 拟，结 果 见 表 &。

由表 & 可知形成包合物后芦丁降低的能量小于氯霉

素，即 "!芦 丁 ’ "!氯 霉 素 ，这意味着芦丁包合物不

如氯霉素 包 合 物 稳 定，其 包 合 常 数 也 应 为 "芦 丁 ’
"氯 霉 素 ，这与前面的实验结果一致。

表 $# 两种包合物的能量最小值及其包合前后的能量变化

:"#1, $# ;%0%2*2 ,0,)&%,- ./ (4. %0+1*-%.0 +.29.*03- "03
(8,%) ,0,)&6 +8"0&,- 3*)%0& %0+1*-%.0 45 6 ’/7

89-),: !!"#!);1*9 !!"#!<27/)&’=2-9*</7
!.1)-1<2 && > $( "& > &%
!?-9+ !)! > ") $%( > &!
!.1)-1<2!(-9+ !" > (" $( > %(
!@/)A*/9 $*! > +$ $$& > &$
!B/9!$，& !C#D , *&! > %& , "%* > "%
!$，& !C#D *-* > "! &$- > "*
!"2&),- 6 #*=/7- , !% > $"
!#*=/7- 6 #*=/7- , (+ > +* , $!( > +!
!@/1&7 "+( > )! !!" > *$

"! , $%- > &( , !$( > )-
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