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摘要 目的:建立聚乙二醇负载葛根素前药的载药量测定方法。方法:将葛根素溶于不同浓度的氢氧化钠溶液中在 60 ℃水浴
中进行水解，HPLC跟踪筛选出较适宜的水解方法，并将水解产物用 NMR 进行表征。将葛根素前药通过相应方法水解后，紫
外分光光度法测定其水解产物吸光度从而确定葛根素前药载药量。结果:实验发现，葛根素在 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液 60 ℃
水浴孵育 30 min后水解完全，水解后葛根素转化形成的产物经结构鉴定为二氢葛根素，该物质在碱性溶液中在 336 nm 处有
稳定吸收峰，并且在 1. 378 ～ 28. 947 μg·mL －1

范围内浓度与吸光度呈良好的线性关系，回归方程为: Y = 0. 0432X + 0. 077，r =
0. 9996;平均回收率为 99. 1%。结论:本方法简便、快速、准确且成本低，可用于葛根素前药的质量控制。
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Determined the drug loading of PEGylation puerarin prodrug by alkali
hydrolysis conversion － UV spectrophotometry method*
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Abstract Objective: To develop a method for determine the drug loading of the puerarin prodrug． Methods:The
puerarin was dissolved in NaOH solution with different concentrations and was hydrolyzed in 60 ℃ bath，HPLC was
used to trace detection and select the opportunely method for hydrolysis． And the product was characterized by
NMR． The prodrug was hydrolyze by the corresponding method and the absorbance of the product of hydrolysis was
determined by UV － spectrophotometry，and then the drug loading was caculated． Results:It was found that the pu-
erarin was completely hydrolyzed and conversion after 30 min incubation in 1 mol·L －1 NaOH solution and 60 ℃
bath． The product is dihydro puerarin after structure identification，which has a stable absorption peak at 336 nm in
alkaline solution，and it showed good linearity in the range of 1. 378 － 28. 947 μg·mL －1 ． The regression equation
was Y = 0. 0432X + 0. 077，r = 0. 9996; the average recovery was 99. 1% ． Conclusion:We established a simple，
rapid，accurate and low cost method，which was fit for the quality control of puerarin prodrug．
Key words: puerarin; produrg; drug loading; hydrolysis; ultraviolet spectrophotometer; HPLC

葛根素( puerarin) 是豆科植物野葛( Pueraria lo-
bata( Wild) Ohwi) 根中的主要活性成分之一，具有较
强的降血压、扩张冠脉及脑血管、改善脑部微循环等
作用
［1 ～ 3］，是目前临床上治疗心血脑管疾病的代表

药物之一，加之药源丰富，应用及安全范围广，具有

广阔的发展前景，因此受到广泛的关注。但因葛根
素的水溶性和脂溶性均较差，口服吸收生物利用度

低，而葛根素注射剂在体内的半衰期短，不能很好地

发挥疗效
［4，5］，针对葛根素以上缺陷，本实验室运用

聚乙二醇( PEG) 负载技术合成了葛根素前药，以达
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到既改善葛根素水溶性，又延长其体内半衰期的

目的。
目前，测定葛根素制剂中葛根素含量的方法主

要有高效液相色谱法( 紫外检测器) ［6 ～ 8］、紫外分光
光度法

［9］、薄层扫描法［10］、高效毛细管电泳法［11］、
液相色谱 －串联质谱法［12］等，但是以上方法主要是
针对游离葛根素的测定，而经聚乙二醇修饰过的前

药是由载体与葛根素分子共价连接而成，这必将导

致葛根素分子的共轭体系发生改变，进而使前药中

葛根素吸收峰峰位及强度发生改变，因此在用紫外

检测器测定该类制剂中葛根素含量时将会出现误

差。故笔者综合以上测定方法的优缺点，拟建立碱
水解转化 －紫外分光光度法以准确测定聚乙二醇负
载葛根素前药的载药量。
1 仪器与试剂
高效液相色谱仪 ( 戴安 UltiMate3000 ) ; 核磁共

振波谱仪( Bruker500) ; UV8500 紫外分光光度计( 上
海天美科学仪器有限公司) ; DK － S24 恒温水浴锅
( 上海森信实验仪器有限公司) ; 葛根素前药为本实

验室自制;氢氧化钠 ( NaOH) 购于杭州萧山化学试
剂厂;葛根素对照品 ( 安康禾烨麦迪森植物药业有

限公司，含量 99. 9% ) ; 甲醇( 杭州大方化学试剂有
限公司) 为分析纯，水为双蒸水。
2 方法与结果
2. 1 HPLC 跟踪检测葛根素碱液转化实验 称取
葛根素 1. 5 mg，加入 0. 5，1，1. 5 mol·L －1

氢氧化钠

溶液 3 mL置于 60 ℃水浴中孵育，于孵育不同时间
取样 30 μL 并用甲醇稀释至 1 mL 后调节 pH 为
2 ～ 3，过 0. 45 μm微孔滤膜后，HPLC 进样检测水解
情况。
2. 2 色谱条件
色谱柱: Acclaim 120 C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，

5 μm) ;检测波长: 250 nm;柱温: 30 ℃ ;进样量: 15 μL;
流动相:水( A) －甲醇( B) ;流速: 1. 0 mL·min －1。采
用梯度洗脱，程序: 0 ～5 min A － B( 85∶ 15) ; 5 ～15 min
A －B( 50∶ 50)。在本实验色谱条件下，各样品的色谱图
如图 1。
由图 1 可见，葛根素在碱性溶液 60 ℃水浴的条

件下会逐渐转化成为另外 1 种物质，通过对不同浓
度的氢氧化钠溶液在不同时间点实验的比较发现，

在氢氧化钠浓度大于等于 1 mol·L －1
孵育 30 min

时葛根素可以充分地转化为另外 1 种物质，而在氢
氧化钠浓度为 0. 5 mol·L －1

时转化过于缓慢，因此

为了保证转化后物质稳定性，并节省实验时间，选用

图 1 葛根素及其在不同氢氧化钠溶液中孵育 0，10，20，30，60 min

后各样品色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of puerarin and the converted products

which hydrolyszed in different concentrations of NaOH solution at 0，10，

20，30，60 min

A．葛根素( puerarin) B． 0． 5 mol·L －1NaOH C． 1 mol·L －1NaOH

D． 1. 5 mol·L －1NaOH

浓度为 1 mol· L －1
的氢氧化钠溶液孵育时间为

30 min的条件下对葛根素及前药进行水解转化。
取前药适量 ( 该前药为本实验室自制，在其合

成过程中已将大部分游离葛根素析晶除去，前药中

少量游离葛根素经 Sephadex G25 分离去除) ，按上
述方法进行水解孵育，并 HPLC 检测，色谱图如
图 2。
由图 2 可知，前药在以上条件下也是转化为相

同的产物，因此此方法对于葛根素及其前药均适用。
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图 2 葛根素前药在 1 mol·L －1氢氧化钠溶液中孵育 30 min色谱图
Fig 2 HPLC chromatogram of prodrug which incubated in 1 mol·L －1

NaOH solution for 30 min

2. 3 转化产物的结构表征 为了明确经碱液孵育
后葛根素的转化产物，称取葛根素 20 mg，加入
1 mol·L －1

氢氧化钠 溶液 5 mL至于 60 ℃水浴中孵
育 30 min，孵育完毕后用水饱和正丁醇萃取 3 次，合
并正丁醇萃取液，减压蒸干后取样品 5 mg，用氘代
甲醇溶解，以四甲基硅烷为内标，做核磁氢谱及碳谱

扫描，结果如图 3。
由核磁数据可以看出，该物质1H － NMR与葛根

素
1H － NMR 相似［13，14］，而主要差别是葛根素在&:

8. 14( 1H，S; C2 － H) ，而在转化产物中没有这一信
号，推测 2 位双键被取代或氢化。再有13 C － NMR
信号发现在 δ: 100 到 170 之间仅有 12 个碳( 2 个苯
环) 证明了双键不存在，并且在 DEPT135 上比葛根
素多 1 个 － CH2出现，证明了双键被还原，因此可以

确证该转化产物为二氢葛根素。
2. 4 紫外分光光度计检测葛根素及其前药碱水解
转化试验

准确称取葛根素及前药适量，用 1 mol·L －1
氢氧

化钠定容至 10 mL备用。取 2只试管，标记为前药和
葛根素，每管中加入 1 mol·L －1

氢氧化钠 1. 9 mL，然
后分别加入前述葛根素及前药母液100 μL，用保鲜膜
封口，并将上述各管放入 60 ℃水浴中孵育 30 min，为
保证产物稳定性，样品取出后迅速冷却至室温，并加

入双蒸水 9 mL，将氢氧化钠浓度降低为 0. 2 mol·
L －1，以 0. 2 mol·L －1

氢氧化钠为空白对照对葛根素

及前药水解转化产物做全波长扫描，结果见图 4。
比较图 4 － A，图 4 － B 可以明显看出葛根素和

前药在以上实验条件处理后产物紫外图谱一致，并

且在碱性条件下在 336 nm 及 240 nm 处均有吸收
峰，但相对于 336 nm来说，240 nm处往往存在较多
干扰因素，所以选择 336 nm 处的吸光度，以葛根素
为对照品，经同样条件处理后用紫外可见分光光度

计检测前药中葛根素含量是具有一定的可行性的。
2. 5 方法学考察
2. 5. 1 线性关系考察
准确称取葛根素对照品 5. 5 mg，用 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液定容至 10 mL ( 浓度 0. 55 mg·
mL －1 ) ，精密吸取上述葛根素母液 25，50，75，100，
125，175，200，225，250，275，300，500 μL 分别置于
试管中，加入 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液补足体积至

2 mL，用保鲜膜封口，至于 60 ℃水浴孵育30 min。
取出后冷却稀释至 10 mL，测定 336 nm 处吸光度，
以吸光度值为纵坐标，葛根素浓度为横坐标，绘制标

准曲线。由结果可得，葛根素在此条件下转化产物
在相当于葛根素浓度为 1. 38 ～ 28. 95 μg·mL －1

的

范围内线性良好，其 336 nm处吸光度值与浓度呈线
性关系，回归方程:

Y = 0. 0432X + 0. 077 r = 0. 9996
2. 5. 2 葛根素转化产物稳定性试验 取 16 只试
管，每管中加入 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液 1. 9 mL，
然后分别加入“2. 5. 1”项下葛根素母液 100 μL，用
保鲜膜封口，并将上述各管放入 60 ℃水浴中孵育
30 min后全部取出，立即用自来水冷却;然后每管各
自用蒸馏水定容至 10 mL。以 0. 2 mol·L －1

氢氧化

钠溶液为试剂空白，室温放置不同时间取其中 4 管
做全波长扫描，观测其转化产物稳定性，经测定，各

管在孵育 30 min后室温放置 0，30，60，90 min 样品
吸光度分别为 0. 317，0. 32，0. 318，0. 32，其平均吸
光度为 0. 319。由此可见，60 ℃孵育 30 min 所得产
物在室温下 0. 2 mol·L －1

氢氧化钠溶液中比较稳

定，90 min 内基本不发生变化，336 nm 处吸光度的
RSD仅为 0. 47%，表明在该条件下该转化产物稳定
性良好。
2. 5. 3 精密度试验 取“2. 5. 1”项下葛根素对照
品母液 60 μL，按“2. 5. 2”项下相同方法处理后，重
复测定 5 次，吸光度分别为 3. 28，3. 31，3. 35，3. 4，
3. 3，将其代入标准曲线计算其葛根素浓度，得 RSD
为 1. 4%。
2. 5. 4 重复性试验 取同一批葛根素前药 5 份，
每份 15. 0 mg，分别用 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液定

容至 10 mL，另取试管 5 只，每只中加入对应前药母
液 0. 5 mL，加入 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液 0. 5 mL，
混匀后置于 60 ℃水浴下孵育 30 min 后，取出冷却
后稀释至 10 mL，测定 336 nm 处各样品吸光度，带
入标准曲线计算前药平均载药量为 6. 87%，RSD 为
1. 8%。
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图 3 转化产物核磁图谱
Fig 3 The NMR spectra of the converted product

A． 1H － NMR B． 13C － NMR C． DEPT

图 4 葛根素( A) 及其前药( B) 水解转化产物紫外全波长扫描图

Fig 4 UV spectra of puerarin( A) and prodrug( B) after hydrolysis con-

version

2. 5. 5 回收率试验 取 3 份已测定含量的葛根素
前药( 含葛根素 6. 87% ) 20. 0 mg，用 1 mol·L －1

氢

氧化钠溶液定容至 10 mL，各前药样品分别取 250
μL置于试管中，分别加入 0. 55 mg·mL －1

葛根素对

照品 60，80，100 μL，再按“2. 5. 2”项下方法进行操
作，并根据标准曲线方程计算加样回收率，回收率分

别为 99. 33，100. 2，97. 83%，平均值 99. 19。
3 样品含量测定
取前药 15. 0 mg 3 份，用 1 mol·L －1

氢氧化钠

溶液定容至 10 mL，按“2. 5. 2”项下方法进行操作，
通过标准曲线方程计算前药中葛根素含量，测得其

含量分别是 6. 95%，6. 91%，7. 04%，平均含量为
6. 97%，RSD为 2. 1%，计算前药载药量为理论载药
量的 91. 57%。
4 讨论
运用 PEG负载技术合成小分子药物前药是近

年来载药系统的研究热点，PEG 修饰技术能够改善
小分子药物的许多不良特性，如增加药物水溶性，延

长药物半衰期，减小药物不良反应等［15，16］，这使得

许多疗效显著但由于其疏水性和毒性大等缺陷而限

制临床应用的小分子药物有了新的发展前景。目前
聚乙二醇修饰药物技术已比较成熟，并已有产品走

向临床应用。
而前药载药量是评价前药质量的一项重要指

标，因此建立一套准确简便的检测方法对药物的质

量标准的制定具有重大意义。虽然核磁等方法准
确，但这类测定方法仪器费用昂贵，一般实验室难以

开展;而将前药水解释放出葛根素，然后用液相色谱

分离、定量检测，灵敏度高，准确性好，但一样涉及贵
重仪器及试剂，且每次操作要求较高而烦琐等。考
虑到葛根素及其前药水解转化特性，及前药分析样

品量较大等特点，我们建立了碱水解转化 －紫外分
光光度法测定前药载药量。在本文实验中，经过
HPLC 检测水解转化产物可以发现，葛根素可经水
解转化后形成单一产物，此产物经结构鉴定后确定
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为二氢葛根素，该化合物在 0. 2 mol·L －1
氢氧化钠

溶液中于 336 nm处有一特征吸收峰，且该吸收峰强
度较处理前葛根素的强度大，干扰少，因此作为测定

波长。此外，由该吸收峰所建立的标准曲线的线性
范围较广( 1. 38 ～ 28. 95 μg·mL －1 ) ，线性良好; 回

收率实验结果表明，该方法回收率高，检测结果较

准确。
综上所述，本文首次将葛根素进行碱液孵育并

将其转化产物进行结构鉴定，其实验结果不仅在考

察葛根素前药质量标准中具有较高的实用价值，而

且可以为其他制剂或药物中葛根素的含量测定提供

一种全新便捷的测定方法，因此笔者认为本文中建

立的简便、快捷，重复性好且成本低的碱水解转化 －
紫外分光光度法测定葛根素含量具有较大的实用

价值。
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