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灯盏花素是从灯盏花（Erigeron breviscapus（Vant.）Han-

d.-Mazz.）中提取分离得到的黄酮类生物活性成分，以灯盏乙

素为主，含有少量灯盏甲素。其在临床上广泛用于治疗脑血

栓、冠心病等心脑血管疾病[1，2]。近年来，国内对灯盏花素的二

次研发已经成为一个热点，从2001年至今，国家知识产权局公

开了170多项与灯盏花素相关的专利，其中许多项是与灯盏花

素的剂型创新有关[3]。笔者也对灯盏花素普通脂质体、多囊脂

质体进行了研究[4]。在对药物进行剂型设计和剂型创新前，为

了给处方设计、工艺设计、体内外评价和质量控制提供依据，

必须了解药物的理化性质。因此，在进行灯盏花素脂质体新

剂型研究前，笔者对灯盏花素的理化性质进行研究，并确证了

提高灯盏花素在水溶液中稳定性的方法。

1 材料
1.1 仪器

UV-9100紫外分光光度仪（北京瑞利分析仪器公司）；

2RS-8G智能型溶出仪（天津大学无线电厂）；pHS-2C精密酸度

计（上海雷磁仪器厂）。

1.2 药品与试剂

灯盏花素（云南玉溪万方药业有限公司，纯度：95.5％）；灯

盏乙素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：842200102）；

甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 灯盏花素含量测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil ODS 柱（200 mm×4.6

mm，5 μm）；流动相：甲醇-磷酸盐缓冲液（20 mmol/L，pH 2.5）-

乙腈（20 ∶ 63 ∶ 17，V/V/V）；流速：0.8 ml/min；检测波长：335 nm；

进样量：20 μl。

2.1.2 标准曲线的制备 精密称取灯盏乙素对照品适量，用

甲醇稀释得质量浓度分别为 0.50、1.00、2.50、10.00、25.00、

50.00 μg/ml的灯盏乙素对照品溶液，按上述色谱条件进样测

定。以峰面积积分值（A）为纵坐标，质量浓度（c）为横坐标，进行

线性回归，得回归性方程为A＝1.344×105c－1 124（r＝0.999 9）。

结果表明，灯盏乙素质量浓度在0.50～50.00 μg/ml范围内与峰

面积积分值呈良好线性关系。
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2.2 灯盏花素在不同溶剂中的溶解度测定

分别加入100 ml甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯、氯仿、乙醚，

于 250 ml 具塞三角锥瓶中，各加入过量的灯盏花素粉末，密

塞，然后置于 25 ℃恒温水浴中，磁力搅拌，作为样品溶液，备

用。每 2 h取样 5 ml，按“2.1”项下方法测定，直至各溶液中灯

盏花素质量浓度不变化为止。各样品溶液经 0.45 μm微孔滤

膜滤过，取续滤液，备用。对于灯盏花素的甲醇、乙醇续滤液，

直接用流动相稀释适当倍数后，按“2.1”项下方法测定；对于灯

盏花素丙酮、乙酸乙酯、氯仿、乙醚续滤液，分别取 2 ml，N2吹

干后，用适量的流动相溶解，按“2.1”项下方法测定。结果，灯

盏花素在甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯、氯仿、乙醚中的溶解度

分别为5.634、3.550、1.099、1.82×10－2、1.27×10－3、2.80×10－4 mg/

ml，表明灯盏花素在不同有机溶剂中的溶解度均较低，仅在甲

醇、乙醇中稍大，而且随着溶剂极性减小，溶解度有降低的趋

势。

2.3 灯盏花素在不同pH值的水溶液中的溶解度测定

参照文献方法[5]，配制不同 pH值的Britton-Robinson缓冲

液。分别取0.1 mol/L HCl和上述不同pH值的缓冲液250 ml，

置于溶出仪的溶出杯中，分别加入过量的灯盏花素粉末，于

25 ℃、100 r/min搅拌，每1 h取样5 ml，过滤，按“2.1”项下方法

测定，直至各溶液中灯盏花素质量浓度不变化为止，再用酸度

计分别测定各溶液pH值，得出灯盏花素在不同pH值的水溶液

中的溶解度。结果，在 pH值低的水溶液中，灯盏花素的溶解

度较小，其在 pH 为 1的盐酸中溶解度只有 2.20 μg/ml。随着

pH值的增大，溶解度逐渐增加。25 ℃下灯盏花素在不同 pH

值的水溶液中的溶解度见图1。

2.4 灯盏花素电离常数（pKa）的测定

在“2.3”项下所得试验结果的基础上，参考文献方法[6]，采

用溶解度法测定灯盏花素的pKa：pKa＝pH－lg（Si/S0－1）。式

中，S0为药物中性分子的固有溶解度，Si为不同pH饱和溶液的

溶解度。该方法需要以下几个步骤：（1）固有溶解度的测定。

本文以灯盏花素在0.1 mol/L HCl中的溶解度作为其固有溶解

度 S0。（2）pKa 的近似测定。由于试验前无法估计灯盏花素

pKa具体数值，笔者根据“2.3”项下所测得的不同pH值的水溶

液中灯盏花素溶解度数据，计算pKa近似值，pH值为2.2、3.35、

4.21和 5.12时，计算所得 pKa近似值分别为 3.44、3.30、3.32和

3.29。（3）pKa的准确测定。根据pKa近似值，选择5种缓冲液，

pH值分别为pKa、pKa±0.2、pKa±0.5，测定药物溶解度，再用

酸度计分别测定平衡后各药物饱和溶液的pH值，求得灯盏花

素的平均 pKa为 3.29。25 ℃下灯盏花素在不同 pH值的水溶

液中的溶解度以及pKa值见表1。

表 1 25 ℃下灯盏花素在不同 pH值的水溶液中的溶解度以

及pKa（n＝3）

Tab 1 The solubility and pKa of breviscapine in aqueous so-

lution at 25 ℃（n＝3）

测定项目

溶解度（g/ml）

pKa

pH值
2.67

2.68

3.33

2.93

3.24

3.26

3.27

4.41

3.27

3.64

7.223

3.28

4.32

24.76

3.31

2.5 灯盏花素油/水分配系数的测定

油/水分配系数常用正辛醇/水分配系数表示。本试验采

用摇瓶法，通过在互不相溶的正辛醇/水系统中，测定两相中的

药物浓度，油相药物浓度通过加入油相前水相的药物浓度和

饱和平衡后水相的药物浓度求得。

用0.1 mol/L的HCl 50 ml，加50 ml正辛醇，振荡几分钟后

在分液漏斗中放置过夜，分别取出水层和正辛醇层。用所得

的水层配制质量浓度约 1～2 μg/ml的灯盏花素溶液 25 ml，过

滤，加入以上用水饱和的正辛醇层25 ml，涡旋振荡几分钟，于

25 ℃恒温水浴中放置24 h，使药物在两相中分配平衡，分出水

层。分别按“2.1”项下方法测定正辛醇层加入前水相以及平衡

后灯盏花素的浓度，计算油/水分配系数。结果，以 0.1 mol/L

HCl 为水相时，灯盏花素的油/水分配系数为 0.27，由于在 0.1

mol/L HCl溶液中，灯盏花素基本以分子形式存在，该分配系数

可以认为是灯盏花素的真实油/水分配系数。

2.6 灯盏花素水溶液的稳定性研究

2.6.1 制备溶液 （1）pH 7.0、质量浓度为1 mg/ml的灯盏花素

水溶液（精密称取灯盏花素100 mg，加水约20 ml，用NaOH水

溶液调 pH 值为 7.0，蒸馏水定容 100 ml）；（2）不同 pH 的

Britton-Robinson 缓 冲 液 ，作 为 介 质 1；（3）pH 6.8 的

Britton-Robinson 缓冲液（含 0.1％ EDTA-2Na），作为介质 2；

（4）pH 6.8的Britton-Robinson缓冲液（含5％ NaHSO3），作为介

质3；（5）pH 6.8的Britton-Robinson缓冲液（含0.1％ EDTA-2Na

和5％ NaHSO3），作为介质4。

2.6.2 试验方法 取 0.1 mol/L HCl 和 pH 2.09、3.29、4.10 的

Britton-Robinson 缓冲液 100 ml，加 pH 7.0 灯盏花素水溶液

（1 mg/ml）0.1 ml；取 pH5.02、6.80、7.24、7.54、7.96、8.36的Brit-

ton- Robinson缓冲液100 ml，加pH 7.0灯盏花素水溶液（1 mg/

ml）1 ml，平行 2份，重新测定各溶液的 pH值，再分别置于 25、

37 ℃水浴中，于放置后 0、2、4、8、12、24、36、48、60、72、84 h取

样；取pH 6.80的Britton-Robinson缓冲液，含0.1％ EDTA-2Na、

5％ NaHSO3、0.1％ EDTA-2Na + 5％ NaHSO3的 pH 6.8的 Brit-

ton-Robinson 缓冲液，加 pH 7.0灯盏花素水溶液（1 mg/ml）1

ml，重新测定各溶液的pH值，再分别置于60 ℃水浴中，于放置

后0、1、3、5、8、12、24、36、48、60 h取样。按“2.1”项下方法测定

灯盏花素质量浓度，根据零级、一级、二级、三级反应特点研究

灯盏花素降解反应动力学。以未降解的灯盏花素百分率的对

数（y＝Ln c0/ct）对加热时间（x）进行线性回归，得不同温度、不

同pH值、不同介质下的灯盏花素降解速率回归方程和降解速

率常数（K），并以 lgK对pH值作图。结果，灯盏花素降解反应动

力学较符合伪一级动力学规律[7]。灯盏花素在不同条件下的降

解速率方程和K值见表2；灯盏花素水溶液的 lgK-pH图见图2。
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表2 灯盏花素在不同条件下的降解速率方程和K值

Tab 2 Degradation kinetics equations and rate constants of

breviscapine at different condition（n＝3）

温度，℃
25

37

60

介质
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水
水

介质1

介质2

介质3

介质4

pH

1.12

2.12

3.24

4.24

5.12

6.72

7.14

7.36

7.74

8.02

1.20

2.21

3.12

4.06

5.16

6.74

7.32

7.46

8.12

8.40

6.80

6.80

6.80

6.80

降解速率方程
y＝0.017 5x+0.036 3（r＝0.996 2）

y＝0.000 21x－0.018 9（r＝0.242 9）

y＝0.000 14x+0.007 2（r＝0.020 5）

y＝0.000 12x+0.044（r＝0.034 5）

y＝0.000 16x+0.000 8（r＝0.242 9）

y＝0.005 9x+0.017 5（r＝0.993 4）

y＝0.154x－0.036 6（r＝0.992 9）

y＝0.029 3x－0.045 6（r＝0.996 3）

y＝0.042 8x－0.010 2（r＝0.991 3）

y＝0.058 9x－0.051 5（r＝0.998 3）

y＝0.071 7x+0.012 3（r＝0.994 9）

y＝0.007 3x+0.058 8（r＝0. 941 7）

y＝0.000 15x+0.031（r＝0.196 4）

y＝0.000 15x+0.009 6（r＝0.265 4）

y＝0.000 19x+0.042（r＝0.342 1）

y＝0.020 6x－0.009 7（r＝0.993 1）

y＝0.496x－0.012 4（r＝0.994 5）

y＝0.069 5x－0.051 2（r＝0.991 1）

y＝0.124x－0.046 7（r＝0.991 3）

y＝0.19 2x－0.068 6（r＝0.994 2）

y＝0.124 6x－0.316 1（r＝0.991 5）

y＝0.029 8x－0.063 7（r＝0.945 9）

y＝0.012 5x+0.015 8（r＝0.991 7）

y＝0.003 1x－0.069 6（r＝0.901 1）

K，h－1

1.75×10－2

2.11×10－4

1.40×10－4

1.22×10－4

1.63×10－4

5.89×10－3

1.54×10－2

2.93×10－2

4.28×10－2

5.89×10－2

7.17×10－2

7.26×10－3

1.54×10－4

1.53×10－4

1.87×10－4

2.06×10－2

4.96×10－2

6.95×10－2

1.24×10－1

1.92×10－1

1.246×10－1

7.30×10－3

1.25×10－2

3.10×10－3

lg K

-1.76

-3.68

-3.85

-3.92

-3.80

-2.23

-1.81

-1.53

-1.37

-1.23

-1.14

-2.14

-3.82

-3.82

-3.72

-1.69

-1.30

-1.16

-0.91

-0.72

-0.90

-1.53

-1.90

-2.51

3 讨论
由于灯盏花素中含 90％以上的灯盏乙素，所以笔者将灯

盏乙素作为灯盏花素的指标成分，所测定的对象均为灯盏乙

素。

灯盏花素分子结构中含有一个羧基、多个酚羟基等基团，

属于极性分子，其溶解趋势符合相似相溶原理。这一结果可

用于指导灯盏花素的新剂型设计。比如，用薄膜分散法制备

灯盏花素脂质体时，由于其在氯仿中溶解度低，不适宜将药物

与磷脂一起溶于氯仿成膜，而需要将所成的薄膜水化在灯盏

花素的水溶液（通过调节 pH值使溶解）中。用乙醇注入法制

备灯盏花素脂质体时，灯盏花素在乙醇中的溶解度不高，也需

要将磷脂的乙醇溶液注入灯盏花素的水溶液中。

从试验结果可看出，灯盏花素是一弱酸。与分子结构中

只少一个4′-OH的黄芩苷的pKa（5.047）相比[8]，本试验所测得

的灯盏花素 pKa（3.29）更小，这可能是因为灯盏花素分子的

4′-OH使其酸性增加的原因。灯盏花素的中性分子由于能形

成分子间氢键，因而其在水中溶解性差。在 0.1 mol/L的HCl

中（此时可以认为灯盏花素全部以分子形式存在），其溶解度

只有 2.20 μg/ml。随着溶液 pH值的增大，灯盏花素逐渐离解

成盐，而其盐溶解性好。所以，随着溶液pH值增大，灯盏花素

的溶解度迅速增大，在pH 6.8时其溶解度达7.49 mg/ml。

在酸性条件下，灯盏花素易水解。水解后的苷元非常容

易氧化；在碱性条件下，灯盏花素开环[9]。也就是说，灯盏花素

在水中的稳定性受 pH值的影响较大，但目前为此，尚未见到

在不同 pH值水溶液中灯盏花素稳定性和降解动力学的具体

报道。因此，笔者对灯盏花素在 25、37 ℃及不同 pH值条件下

的稳定性进行了较为详尽的研究。钟桂芳等[10]在研究和确定

灯盏花素注射剂处方时，发现 EDTA-2Na 和 Na2SO3能提高灯

盏花素稳定性，但 EDTA-2Na 和 Na2SO3对灯盏花素稳定性和

降解动力学的具体影响报道较少，所以笔者对此也进行了研

究。

从试验结果可看出，在25 ℃时，灯盏花素在pH值为2～5

的缓冲液中稳定，放置84 h后浓度基本不发生变化，K很小，接

近于零。pH值大于 5时，随着 pH值增大，灯盏花素变得不稳

定，K变大。在 37 ℃时，灯盏花素在 pH值为 2的介质中不稳

定，而在pH值为3～5的介质中稳定。

从试验结果可知，EDTA-2Na和NaHSO3有明显提高灯盏

花素稳定性的作用，且两者合用效果更好。这为灯盏花素新

剂型的体外评价提供了较为有价值的信息，如在进行灯盏花

素新制剂体外释放研究时，为保证灯盏花素稳定，最好在释放

介质中同时加入EDTA-2Na和NaHSO3。本试验也可为灯盏花

素新制剂体内药动学评价和建立血药浓度的分析测定方法提

供参考。
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图2 灯盏花素水溶液的 lgK-pH图
A.25 ℃；B.37 ℃

Fig 2 lgK-pH plot of breviscapine aqueous solution
A.25 ℃；B. 37 ℃
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