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摘要 目的: 测定苜蓿素在正辛醇 － 水和正辛醇 － 缓冲液体系中的表观油水分配系数。方法: 采用 HPLC 法测定苜蓿素的浓

度，使用 Hypersil ODS 色谱柱( 5 μm，4. 6 mm × 200 mm) ，以甲醇 － 水( 65∶ 35 ) 为流动相，流速为 1. 0 mL·min －1，检测波长

270 nm，摇瓶法测定苜蓿素的表观油水分配系数。结果: 苜蓿素的表观油水分配系数 log P = 1. 66。结论: 以 HPLC 法测定苜

蓿素的表观油水分配系数简便、快捷。
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HPLC determination of apparent n － octanol /water partition
coefficient of tricin*

ZHANG Rui，SHI Min，LIU Jian － qun，XIONG Shao － guang，XU Peng＊＊

( Jiangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330004，China)

Abstract Objective: To determine the n － octanol － water /buffer solution systems partition coefficient of tricin by
HPLC．Methods: An HPLC method was established to detect the concentration of tricin． The Hypersil ODS( 5 μm，

4. 6 mm ×200 mm ) column was adopted，the mobile phase was methanol － water( 65∶ 35) at the flow rate of 1. 0 mL
·min －1，and the detection wavelength was 270 nm． The partition coefficients for the n － octanol /water solution sys-
tems of tricin were determined by shaking flask method． Result: log P of tricin was 1. 66． Conclusion: The HPLC
method is simple and rapid to determine the oil － water partition coefficient of tricin．
Key words: gramineous plant; tricin; apparent n － octanol /water partition coefficient; HPLC; pharmaceutical dosage
form; pharmacokinetics

苜蓿素( tricin) 是禾本科植物特征性成分［1，2］，

具有很好的生理活性［3］。其在空间上为平板结构

( 图 1) ，分子堆砌紧密; 在 5，7，4'位有 3 个酚羟基，

可形成分子间氢键，晶格的排列和氢键的形成使得

苜蓿素的分子间作用力增大，这是使其熔点高、脂溶

性和水溶性均较差的重要原因。苜蓿素的表观油水

分配系数预测值可通过 ChemDraw 软件计算得出为

1. 65，但实测值未见文献报道，本研究用 HPLC 法实

测了苜蓿素在正辛醇 － 水和正辛醇 － 磷酸盐缓冲液

中的表观分配系数，以期为苜蓿素剂型研制及药动

学研究提供依据。
1 仪器与试药

高效液相色谱仪: Agilent 1200 ( 美国 Agilent 公

司 ) ; QYC － 200全温空气摇床( 上海福玛实验设备

图 1 苜蓿素结构

Fig 1 The structure of tricin

有限公司) ; TGL － 16C 台式离心机( 上海安亭科学

仪器厂) ; Sartorius BP211D 型电子天平( 北京赛多利

斯科 学 仪 器 有 限 公 司 ) 。ChemDraw Ultra 10. 0
( Cambridge － Soft Corporation) 。

苜蓿素( 自制，纯度≥98% ) ［6］; 甲醇为色谱纯，

正辛 醇 ( C8 H18 O ) 为 分 析 纯 ，水 为 双 蒸 馏 水 并 经
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0. 22 μm水系滤膜过滤。
2 色谱条件

参考文献［7］的色谱条件，并略作调整。色谱

柱: Hypersil ODS ( 5 μm，4. 6 mm × 200 mm) ; 流动

相: 甲醇 － 水( 65∶ 35) ，流速为 1. 0 mL·min －1 ; 紫外

检测波长: 270 nm; 柱温: 室温; 进样量: 10 μL。在上

述色谱条件下，苜蓿素的保留时间为 4 min，色谱峰

理论塔板数大于 3500，采用外标法计算浓度。色谱

图见图 2。

图 2 苜蓿素的色谱图

Fig 2 HPLC chromatogram of tricin

3 溶液的制备

精密称量苜蓿素 5. 0 mg 于 50 mL 量瓶中，以水

饱和的正辛醇为溶剂超声溶解并定容，制成浓度为

0. 1 mg·mL －1的储备液。
pH 2. 5 ～ 7. 8 的 磷 酸 盐 缓 冲 液: 按 中 国 药 典

2010 年版二部附录ⅩⅤD 缓冲液的配制方法，配制

pH 分别为 2. 5，5. 0，5. 8，6. 8，7. 4，7. 8 的磷酸盐缓

冲液。
pH 1. 2 的磷酸盐缓冲液: 取磷酸二氢钾 100 g，

加水 800 mL，用盐酸调节 pH 至 1. 2，用水稀释至

1000 mL。
4 方法学考察

4. 1 线性关系考察 精密量取上述苜蓿素储备液

1. 0，2. 5，5. 0，7. 5，10. 0 mL，分别置 10 mL 量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，摇匀，制得不同浓度的溶液。分

别精密吸取上述不同浓度的溶液各 10 μL 进样测

定，记录峰面积。以进样量( μg) 为横坐标，以峰面

积积分值为纵坐标进行线性回归，得回归方程:

Y = 1. 486 × 103X － 4. 32 r = 0. 9999
苜蓿素进样量在 0. 108 ～ 1. 08 μg 之间线性关

系良好。
4. 2 精 密 度 试 验 精 密 吸 取 浓 度 为

0. 05 mg·mL －1的溶液 10 μL，在同样的条件下连续

进样 6 次，测定峰面积，计算 RSD 为 1. 1%。试验结

果表明精密度良好。
4. 3 稳定性试验 精 密 吸 取 浓 度 为 0. 05 mg·
mL －1的溶液于配制后 0，2，4，8，12，24，36 h 各进样

10 μL，测定峰面积，计算 RSD 为 1. 6%。结果表明

苜蓿素溶液在 36 h 内基本稳定。
5 表观油水分配系数的测定

精密量取浓度为 0. 1 mg·mL －1 的苜蓿素储备

液 1 mL 共 7 份，分别置于具塞塑料管中，再分别加

入被正辛醇饱和的水及 pH 1. 2，2. 5，5. 0，5. 8，6. 8，

7. 4，7. 8 的磷酸盐缓冲液各 5 mL，放入振荡器中，温

度保持( 37 ± 1) ℃，振摇 24 h 直至平衡，以 3000 r·
min －1离心 10 min，取上层正辛醇溶液 10 μL 注入高

效液相色谱仪，记录峰面积; 取 0. 1 mg·mL －1 的对

照品溶液 10 μL 注入液相色谱仪，记录峰面积。按

外标法计算苜蓿素浓度。进而计算分配系数，计算

公式如下:

Cw = ( C1 － Co ) × Vo /Vw

Papp = Co /Cw

上式中 Papp为苜蓿素的表观油水分配系数; C1

为苜 蓿 素 在 正 辛 醇 中 的 初 始 浓 度，即 储 备 液 浓

0. 1 mg·mL －1 ; Vo为被水饱和的正辛醇体积 ( 即 1
mL) ; Cw为药物分配平衡时在水相中测得的苜蓿素

浓度( mg·mL －1 ) ，Vw为水相体积( 即 5 mL) 。
苜蓿素在正辛醇 － 水中的分配系数为 45. 8( log

P = 1. 66) ，在不同 pH 的溶液中表观油水分配系数

见表 1。
表 1 表观油水分配系数计算结果( n =3)

Tab 1 The results of partition coefficient

溶剂( solvent) P logP

正辛醇 － 水( n － octanol /water) 45. 8 1. 66

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 1. 2 67. 7 1. 83

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 2. 5 64. 3 1. 81

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 5. 0 60. 7 1. 78

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 5. 8 60. 1 1. 78

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 6. 8 52. 4 1. 71

磷酸盐缓冲液( buffer phosphate) pH 7. 4 49. 9 1. 70

6 讨论

6. 1 在预实验中发现苜蓿素在碱性条件下不稳定，

可能是由于其分子结构中酚羟基的存在引起的。经

考察该药在酸性及 pH 小于 8 的磷酸盐缓冲液中 25
℃均可稳定放置 72 h，继续升高溶液的 pH 则该药

的稳定性明显下降，故作者只考察该药在 pH 8 以下

缓冲液中的油水分配系数。

—6181— 药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2011，31( 9)



6. 2 油水分配系数的测定有摇瓶法、产生柱法和反

相高效液相色谱法。产生柱法测定步骤较多，达平

衡时间过长，而反相高效液相色谱法需要用一系列

已知 P 值的同系物来建立标准曲线，成本高，故而

选用经典的摇瓶法来测定苜蓿素的油水分配系数，

即 log P = 1. 66，该 法 操 作 简 便，通 过 化 学 软 件

ChemDraw 10. 0 进行苜蓿素油水分配系数的理论预

测，结果为 log P = 1. 65，实测值和理论预测值结果

相近。
6. 3 药物吸收需要适宜的水溶性和脂溶性，即和油

水分配系数有关，以便能透过生物膜脂质双分子层。
正辛醇 － 水分配系数是研究药物表观油水分配系数

的最好两相体系，在预测药物定量结构 － 吸收上具

有重要意义［4］。一般认为最佳 P 值在 － 1 ＜ log P ＜
2［5］，本实验测得苜蓿素的油水分配系数 log P =
1. 66，表明其透过生物膜的性能较好。
6. 4 体内胃肠道 pH 范围在 1. 2 ～ 7. 8，本实验测定

了苜蓿素在该 pH 范围内的表观油水分配系数，结

果表明，随溶液 pH 的增大，油 /水分配数降低。但

变化的幅度仍在最佳 P 值范围内，提示其在整个胃

肠道均有较好的吸收。本研究为苜蓿素制剂的开发

提供了参考。
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