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以黄连素 /羟丙基-β-环糊精为荧光探针检测金刚烷胺

许　 岩　 贺永桓　 郑舒文　 刘宇宁　 陈卫华∗

(中国农业科学院农产品加工研究所,北京　 100193)

摘　 要:为了建立一种金刚烷胺(AMD)检测的新方法,以盐酸黄连素 /羟丙基-P-环糊精(BRH / HP-β-
CD)为荧光探针,将 HP-β-CD分别与 BRH、AMD相互作用,测定 AMD、BRH / HP-β-CD及两者结合的
荧光强度变化规律,并验证分析该荧光分光光度法的适用性。 结果表明,HP-β-CD与 BRH生成 1 ∶1的
包合物并显著增强黄连素水溶液的荧光强度,当加入 AMD后,BRH / HP-β-CD包合物的荧光强度逐渐
减弱,据此成功建立一种以 BRH / HP-β-CD为荧光探针的金刚烷胺检测新方法。 当 AMD 溶液浓度在
0. 05~4. 5 mg·L-1范围内时与荧光猝灭值△F之间呈线性关系,相关系数为 0. 989 3,检测限(S / N= 3)为
0. 03 mg·L-1。 溶液 pH值和常见的药物赋形剂均不会对测量结果造成干扰,将本方法用于盐酸金刚烷
胺药片的分析,其回收率在 92%~101%范围内,相对标准偏差小于 1%,说明该方法能够成功用于金刚
烷胺的测定。 本研究为以超分子包合物为荧光探针用于金刚烷胺类药物的检测提供了理论依据。
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　 　 β-环糊精含有 7 个葡萄糖单元,各个单元通过
α-1,4 糖苷键相互连接,形成一个圆锥状化合物,具
有 “内疏水外亲水”的结构特性[1-2]。 而羟丙基-β-环
糊精(hydroxypropyl-β-cyclodextrin,HP-β-CD)是在 β
-环糊精的 C-2、C-3 或者 C-6 位的羟基上引入羟丙
基形成的化合物,该基团的引入导致分子内的氢键被
打开,使得 β-环糊精内部的规则性结构逐渐分散成多
组分的结构混乱的化合物,从而有效提高 HP -β-CD
的溶解度[3-5]。 由于 HP-β-CD 在水中具有较好的溶
解性,因此在食品、医药领域被广泛应用。

金刚烷胺( amantadine,AMD)是一种用于人类流
感治疗,抵抗病毒入侵的药物[6]。 研究表明,金刚烷
胺类药物可用于畜禽流感的预防和早期治疗,且具有
良好的治疗效果[7]。 但长期过量使用金刚烷胺类药
物会使畜禽类产生中毒症状,影响动物肉质品质,通过
食物链也会危害人类健康[8]。 因此,农业部规定禁止
将金刚烷胺类药物用于动物疫病防治,但仍存在着在
兽药制剂中非法添加金刚烷胺的现象,给动物源食品
安全问题及人类健康造成了极大威胁。 目前,金刚烷

胺的检测方法主要有液相色谱法、化学发光法、酶联免
疫试剂盒、电化学法等[9-11],上述检测方法灵敏度高、
检测性好,但价格昂贵。 此外,上述方法在前期处理时
需要耗费较长的时间,处理过程繁琐,只适用于小范围
内的检测。 而荧光分光光度法具有灵敏度高、选择性
好、操作简单等优点,广泛用于药物的测定。 但金刚烷
胺的水溶液没有荧光,采用常规的荧光分光光度法不
能直接测定,故若想采用荧光分光光度法测定金刚烷
胺,可基于主客体竞争性包合作用,建立一种快速、简
便、灵敏度高的金刚烷胺测定的新方法。 盐酸黄连素
(berberine hydrochloride,BRH)又称小檗碱,是一种天
然的异喹啉生物碱[12],具有一定的抗微生物活性及抗
菌消炎功效[13]。 黄连素的水溶液荧光很弱,当有羟丙
基-β-环糊精及葫芦[7]脲等大环分子存在时,荧光显
著增强,该现象可能是由于黄连素与大环分子之间形
成了包合物[14-15]。 基于此,本研究试图建立一种以
BRH / HP-β-CD为荧光探针来测定金刚烷胺的荧光光
谱分析法。
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1　 材料与方法

1. 1　 主要试剂与仪器
黄连素标准品,上海源叶生物科技有限公司;羟丙

基-β-环糊精,美国 Sigma 公司;金刚烷胺标准品,美
国 Sigma公司;淀粉、乳糖、葡萄糖、果糖、蔗糖、硬脂酸
镁,国药试剂有限公司;所用试剂均为分析纯,试验前
未进一步纯化。 分别配制 1×10-3mol·L-1羟丙基-β-
环糊精、黄连素、金刚烷胺贮备液并置于 25 mL 棕色容
量瓶中保存备用。

FS5 型荧光分光光度计,英国爱丁堡公司;
FiveEasy型 pH计,上海梅特勒-托利多国际贸易有限
公司;NW型纯水系统,立康生物医疗科技控股有限公
司。
1. 2　 试验方法
1. 2. 1　 BRH / HP-β-CD / AMD系统的荧光光谱响应的
测定　 以 350 nm为激发波长,采用荧光分光光度计分
别测定 5×10-4mol·L-1羟丙基-β-环糊精、黄连素、金
刚烷胺、黄连素 /羟丙基-β-环糊精、黄连素 /羟丙基-
β-环糊精 /金刚烷胺溶液荧光发射光谱图。
1. 2. 2　 HP-β-CD 对 BRH 溶液荧光增敏作用的测定
　 移取 1 mL 5×10-4 mol·L-1黄连素样品溶液于 10 mL
比色管中,逐渐加入适量的 5×10-4 mol·L-1的羟丙基-
β-环糊精样品溶液,超纯水定容并充分震荡后,室温
下超声 15 min,待溶液达到平衡后,以 350 nm 为激发
波长测定其荧光发射光谱。
1. 2. 3　 HP-β-CD 与 BRH 溶液包合比的测定 　 配制
一系列不同浓度的羟丙基-β-环糊精和黄连素的混合
溶液,维持总浓度为 1×10-4 mol·L-1,改变 HP-β-CD
在总溶液中的摩尔比率(0~1),以 350 nm为激发波长
进行荧光光谱的扫描,记录其在 540 nm处的荧光强度
最大值,并计算出荧光猝灭值(△F) [16]。
1. 2. 4　 金刚烷胺对 BRH / HP-β-CD 包合物的荧光猝
灭作用的测定　 将 5×10-4 mol·L-1羟丙基-β-环糊精、
黄连素样品溶液等体积混合,在室温下超声 15 min,向
比色管中加入适量的金刚烷胺样品溶液,超纯水定容
至 100 mL,超声(25 kHz)15 min,待溶液达到平衡后,
将其置于 1 cm 比色皿中,以 350 nm 为激发波长进行
荧光光谱的扫描。
1. 2. 5　 pH 值对荧光强度影响的测定　 分别移取 1×
10-2mL BRH / HP-β-CD和 BRH / HP-β-CD / AMD混合
溶液加入到装有不同 pH 值(2 ~ 12) BR 缓冲液的 10
mL比色管中,超声震荡混匀,测定其在 540 nm处的荧

光强度最大值。
1. 2. 6　 共存物干扰的测定　 在 BRH / HP-β-CD / AMD
系统中,分别加入浓度为金刚烷胺浓度 3 000 倍的淀
粉、乳糖、葡萄糖、果糖、蔗糖、硬脂酸镁 6 种常见赋形
剂[17]溶液,并测定混合溶液在 540 nm 处的荧光强度
最大值。
1. 2. 7　 药物分析　 首先将 10粒盐酸金刚烷胺药片研
磨成粉末,称量相当于 10 mg药物粉末,超声溶解后定
容至 100 mL。 取 10 mL溶液进一步稀释 10倍得到 10
mg·L-1的盐酸金刚烷胺溶液。 随后按照试验需求稀释
至所需样品溶液,进行荧光强度的测定,并根据线性方
程计算金刚烷胺浓度。

2　 结果与分析

2. 1　 BRH / HP-β-CD / AMD系统的荧光光谱响应
羟丙基-β-环糊精(HP-β-CD)作为 β-环糊精的

类似物,具有与 β-环糊精相类似的“内疏水外亲水”
的结构特性,使得其能够作为主体分子与许多客体荧
光分子形成包合物。 为进一步研究主客体竞争性包合
作用的光谱变化,本研究测定了 BRH / HP-β-CD / AMD
系统的荧光发射光谱图(图 1)。 结果表明,HP-β-CD
和金刚烷胺(AMD)几乎没有荧光信号,黄连素(BRH)
具有较弱的荧光,而 BRH / HP -β-CD 的荧光强度最
强,当向两者的混合溶液中加入 AMD 溶液时,荧光强
度又逐渐减弱。 故依据此现象,建立一种金刚烷胺检
测的新方法。

图 1　 不同混合溶液的荧光发射光谱图
Fig.1　 Fluorescence emission spectra of

different mixed solutions

2. 2　 HP-β-CD对 BRH溶液荧光增敏作用
由图 2可知,酸性条件下,向 BRH 水溶液中加入
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不同浓度的 HP -β-CD 时,荧光强度逐渐增强(Ⅰp /
Ⅰp0 = 6. 42, λmax(em) = 550 nm)且发生轻微红移,这是
由于 HP-β-CD与 BRH 水溶液之间形成包合物,BRH
进入到 HP-β-CD的空腔中,而 HP-β-CD的空腔是疏
水,进而使 BRH处于一个相对稳定的微环境,避免了
水溶液对其荧光造成的猝灭,从而使荧光强度逐渐增
加。

注:箭头所指方向表示 HP-β-CD浓度逐渐增加。
Note:The direction of the arrow indicates the

concentration of HP-β-CD increased gradually.

图 2　 HP-β-CD浓度对 BRH溶液荧光强度的影响
Fig.2　 Effect of HP-β-CD concentration on

fluorescence intensity of BRH solution

2. 3　 HP-β-CD与 BRH溶液包合比的测定
为了更好的确定 HP -β-CD 与 BRH 水溶液的结

合比率,采用 Job’s曲线计算包合比。 以 HP-β-CD的
摩尔分数为横坐标,以荧光强度的变化值(△F)为纵
坐标绘制 Job’ s 曲线图(图 3)。 随着 HP-β-CD 摩尔
分数的增大,△F呈现先增大后减小的趋势,当 HP-β-
CD摩尔分数为 0. 5 时,其相对荧光强度最大,可见
HP-β-CD与 BRH的最佳包合比为 1 ∶1。
2. 4　 AMD 对 BRH / HP-β-CD 包合物的荧光猝灭作
用

将 HP-β-CD与 BRH 溶液以最佳包合比 1 ∶ 1进
行混合,测定 AMD浓度对 BRH / HP-β-CD 包合物荧
光强度的影响(图 4)。 随着 AMD 浓度的增加,包合
物的荧光强度逐渐减弱,AMD 进入 HP-β-CD 内部,
与空腔中的 BRH竞争疏水环境,最终将包合物中的
BRH置换出来,形成新的 AMD / HP -β-CD 包合物,
AMD本身没有荧光,被置换出来的 BRH溶液与环境
中的水接触,荧光被猝灭,进而引起整个系统的荧光
猝灭效应。

图 3　 BRH / HP-β-CD包合物的 Job’s曲线图
Fig.3　 The job’s plot of BRH / HP-β-CD complex

注:箭头所指方向表示 AMD溶液浓度逐渐降低。
Note:The direction of the arrow indicated the
concentration of AMD decreased gradually.

图 4　 AMD溶液浓度对 BRH / HP-β-CD
混合溶液荧光强度的影响

Fig.4　 Effect of AMD concentration on fluorescence
intensity of BRH / HP-β-CD mixture solution

2. 5　 AMD工作曲线、线性范围和检测限
在最佳试验条件下,测定结果显示 AMD(C)浓度

与荧光猝灭值△F 之间呈良好的线性关系,在 0. 05 ~
4. 5 mg·L-1范围内,线性方程为△F = 460+2 421. 33C,
相关系数为 0. 989 3, 表明两者线性关系良好,检测限
(S / N= 3)为 0. 03 mg·L-1,表明该结果能够用于 AMD
的检测。
2. 6　 pH 值对 BRH/ HP-β-CD、BRH/ HP-β-CD / AMD
荧光强度的影响

在二元包合体系和三元包合体系中,pH 值可能
会影响包合物的包合常数和包合速率,进而引起荧
光强度的变化,并对最终的试验结果造成影响。 此
外,通常情况下的药物制剂中可能会含有酸性或碱
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性物质。 为了评估 pH值对荧光强度的影响,本试验
测定了 pH值为 2 ~ 12 范围内 BRH / HP-β-CD,BRH /
HP - β-CD / AMD 混合物的荧光强度。 结果表明,
BRH / HP-β-CD 的荧光强度整体高于 BRH / HP-β-
CD / AMD的荧光强度,但两种情况(添加 AMD /不添
加 AMD)在不同 pH 值溶液中的荧光强度变化不明
显(图 5)。 因此,在测定过程中可以忽略 pH 值对测
量结果造成的干扰。

图 5　 pH值对 BRH / HP-β-CD、BRH / HP-β-CD / AMD
荧光强度的影响

Fig.5　 Effect of pH value on the fluorescence intensity
of the BRH / HP-β-CD and BRH / HP-β-CD / AMD

2. 7　 药物赋形剂对 BRH / HP-β-CD / AMD 包合物荧
光强度的影响

为了确定常见药物赋形剂是否会对金刚烷胺的测

定造成干扰,本试验测定了6种常见的药物赋形剂

(乳糖、葡萄糖、果糖、蔗糖、硬脂酸镁)对 BRH / HP-β-
CD / AMD混合溶液在 540 nm 处的荧光强度最大值的
影响。 结果表明,各组混合溶液的荧光强度变化值均
小于±5%(图 6),说明药物制剂中的常见的赋形剂对
金刚烷胺的测定没有干扰,该方法对 AMD 类药物制
剂的测定具有较好的选择性。

图 6　 药物赋形剂对 BRH / HP-β-CD / AMD
包合物荧光强度的影响

Fig.6　 Effect of pharmaceutical excipients on the
fluorescence intensity of the HP-β-CD / BRH / AMD

2. 8　 验证试验
为了进一步验证该方法的可行性,测定了 3 种不

同品牌 AMD 药片的加标回收率。 由表 1 可知,AMD
回收率在 92% ~ 101%范围内,说明该方法是有效的,
其相对标准偏差均小于 1%,表明该方法具有较好的
灵敏度。

表 1　 AMD的加标回收率分析
Table 1　 The analysis of AMD recovery rate

药片
Grain

本底值

Background value / (mg·L-1)
加标量

Content of adding standard / (mg·L-1)
测定值
Found

回收率
Recovery / %

相对标准偏差
RSD / %

AMDa 1. 05 1. 00 2. 06 101 0. 87

AMDb 1. 94 1. 00 2. 93 99 0. 96

AMDc 2. 98 1. 00 3. 90 92 0. 52

　 　 注:a, b, c 分别表示不同品牌的盐酸金刚烷胺片。
Note: a, b and c indicate different brands of amantadine hydrochloride particles, respectively.

3　 讨论

以羟丙基-β-环糊精(HP-β-CD)的荧光包合客体
为荧光探针能够快速、灵敏的测定药物分子[18]。 HP-
β-CD与客体分子形成包合物后能够显著提高客体分

子的荧光强度,这与陈世界等[19]、张全彩等[20]的研究

结果一致,羟丙基-β-环糊精分别与中性红、华法林相
互作用形成包合物,二者的荧光强度显著增强。 最佳
包合比的确定有两种方法,一种是 Job’ s 曲线法[21],
一种是相溶解度法[22]。 相溶解度法主要研究包合物
的增溶作用,李卫华等[23]采用相溶解度法研究了 β-
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环糊精和 HP -β-CD 对美沙拉嗪的增溶作用;邓媛
等[24]同样采用相溶解度法研究了环糊精对纳他霉素

包合过程中的增溶作用。 Job’ s 曲线法主要研究包合
比和结合比率等,本研究采用 Job’ s 曲线法测得 HP-
β-CD与 BRH的包合比为 1 ∶1,这与张锴等[25]采用相

溶解度法测得的结果一致。
本研究基于 HP-β-CD 主客体竞争性包合作用检

测 AMD,在其浓度 0. 05 ~ 4. 5 mg·L-1范围内呈线性关

系,检测限为 0. 03 mg·L-1。 同样,Wang 等[26]采用葫

芦脲[7]与黄连素包合物作为荧光探针检测 AMD,线
性范围为 0. 004 ~ 1. 0 mg·L-1,检测限为 0. 001 2
mg·L-1;汤晓艳等[27]采用液相色谱-串联质谱法检测
鸡蛋中的 AMD残留,线性范围为 0. 001~0. 1 mg·L-1,
检测限为 0. 002 mg·kg-1;蔡自由等[28]采用微流控芯

片测定金刚烷胺片中的盐酸金刚烷胺,线性范围为 10
~120 mg·L-1, 检出限为 0. 6 mg·L-1。 综上,本试验建
立的 AMD 荧光光谱测定方法具有较好的灵敏度,但
其线性范围和检测限还有待进一步提高。

4　 结论

本研究设计了一种基于羟丙基-β-环糊精主客体
竞争性包合作用的金刚烷胺药物荧光色谱检测方法。
该方法通过建立 BRH / HP -β-CD 包合物的荧光猝灭
值与金刚烷胺浓度之间的线性关系实现了对金刚烷胺

的检测,检测限为 0. 03 mg·L-1,并发现溶液 pH 值和
药片中常见的赋形剂对金刚烷胺药物测定结果无影

响,其回收率在 92% ~ 101%之间,相对标准偏差小于
1%,具有较好的灵敏度和选择性,但由于环境温度等
条件对包合程度的影响,其灵敏度还有待进一步改善。
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Determination of Amantadine Using Complexation of
Berberine and Hydroxypropyl-β-cyclodextrin

XU Yan　 HE Yonghuan　 ZHENG Shuwen　 LIU Yuning　 CHEN Weihua∗

( Institute of Food Science and Technology, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing　 100193)

Abstract:In order to develop a new method for the determination of amantadine (AMD), Berberine hydrochloride /
hydroxypropyl-β-cyclodextrin (BRH / HP-β-CD) was used as a fluorescent probe, HP-β-CD was interacted with BRH
and amantadine, respectively. The interaction of AMD, BRH / HP-β-CD was determined and the applicability of the
fluorescence spectrophotometry was verified. The results showed that HP-β-CD and BRH formed a 1 ∶1 inclusion complex
and the fluorescence intensity increased significantly. The fluorescence intensity of the berberine / hydroxypropyl-β-
cyclodextrin inclusion complex gradually decreased, after adding amantadine to the solution, which can help to establish
a new method for the detection of amantadine with BRH / HP-β-CD as fluorescent probe. When the concentration of
amantadine solution was within the range of 0. 05~4. 5 mg·L-1, it had a linear relationship with the relative fluorescence
intensity. The correlation coefficient was 0. 9893, and the detection limit (S / N = 3) was 0. 03 mg·L-1 . Both pH value
and common pharmaceutical excipients had little effect of the results. The recovery of this method ranged from 92% to
101% with relative standard deviations less than 1%, indicating that this method can be successfully applied to the
determination of amantadine. This study provided a theoretical basis for the determination of amantadine drugs using
supramolecular inclusion complex as fluorescent probe.
Keywords:hydroxypropyl-β-cyclodextrin, berberine, fluorescence probe, amantadine, inclusion complex
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