
 ［基金项目］济宁医学院大学生科研项目（２０１５０６）；济
宁市科技计划（医药卫生）项目（２０１５５３）

△ ［通信作者］李兆楼，Ｅｍａｉｌ：ｊｎｚｈａｏｌｏｕ＠ｍａｉｌ．ｊｎｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ
▲ 刘莹，济宁医学院药学院２０１２级学生
▲ 陈昌琳，李琳琳，济宁医学院临床医学院２０１３级学生
▲ 周静，济宁医学院精神卫生学院２０１４级学生

济宁医学院学报２０１６年１０月第３９卷第５期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１６，Ｖｏｌ３９，Ｎｏ．５

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０１６．０５．０１５ ·学生园地·

β环糊精对甲氨蝶呤的包合作用
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　　摘　要　目的　研究β环糊精大环分子对甲氨蝶呤分子的包合作用，测定其化学组成包合比、表观解离常
数，并提出包合物可能的结构模型。方法　利用紫外分光光度法测定甲氨蝶呤稀溶液吸光度，根据吸收强度变
化来确定包合物形成。利用连续变量法（Ｊｏｂ’ｓｐｌｏｔ）测定其摩尔包合比、表观解离常数等。结果　研究表明，甲
氨蝶呤的吸光度随着β环糊精浓度的增大而增大，二者能够形成包合物；Ｊｏｂ’ｓｐｌｏｔ也表明，甲氨蝶呤最大的吸
光度变化值对应的β环糊精摩尔分数为０．５，故甲氨蝶呤能够与β环糊精形成组成为１∶１的包合物，包合物的表
观解离常数为１．３０×１０５。结论　抗癌药物甲氨蝶呤可与大环分子β环糊精发生包合作用，甲氨蝶呤分子的一
部分可被包合在环糊精分子空腔中。对于进一步研究以β环糊精为辅料的甲氨蝶呤药物制剂的内部微结构和
性质、性能具有意义。
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　　甲氨蝶呤（Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）作为二氢叶酸
还原酶抑制剂，在临床上不仅对白血病有效，而且

对实体瘤如头颈部癌、骨肉瘤等都有良好疗

效［１２］，也是重要的抗风湿药物之一。人们试图开

发各种ＭＴＸ的新型药物制剂如凝胶剂等［３］，本课

题组拟开发 β环糊精（βＣｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，βＣＤ）为辅
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料的 ＭＴＸ的新型药物制剂，需要深入研究制剂内
部βＣＤ分子与 ＭＴＸ的相互作用关系。βＣＤ为
辅料的新型药物制剂的优点在于，βＣＤ分子的大
环空腔（图１）可以全部或部分地包合大多数药物
分子，故能增大脂溶性药物的溶解度，且具有一定

稳定性而无毒副作用［４］；特别是βＣＤ包合物对抗
癌药物分子有控释与缓释的作用，新型药物制剂可

提高对癌细胞的抑制率［５］。因此，我们研究 βＣＤ
分子与 ＭＴＸ的包合作用，采用紫外可见分光光度
法、连续变量法［６８］探讨 βＣＤ与 ＭＴＸ包合物的组
成比，利用数学推导及作图法求算包合物表观解离

常数，以说明包合物的稳定性等情况。为深入研究

βＣＤ辅料的ＭＴＸ药物制剂的性质、性能等，提供
其内部微结构和分子间作用关系等基本参考数据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
ＭＴＸ原料药（北京亚希尔化学制品有限公

司）、ＭＴＸ标准品（中国药品生物制品检定所）、β
环糊精（天津市科密欧化学试剂有限公司），其他

试剂均为分析纯；紫外可见分光光度计（ＵＶ
２５０１ＰＣ，日本岛津）。
１．２　标准溶液配制

称取一定质量的 ＭＴＸ标准品，加入一定体积
的ＮａＯＨ溶液（１．０×１０２ｍｏｌ／Ｌ）在烧杯中溶解，然
后转移至容量瓶中，以ＮａＯＨ稀溶液定容。再分别
量取不同体积溶液转移到各容量瓶中，配成一系列

不同浓度的ＭＴＸ标准溶液。
１．３　包合物的制备

量取一定体积一定浓度的ＭＴＸ水溶液于纳氏
比色管中，再加入一定体积一定浓度的 βＣＤ水溶
液混合均匀，避光保存２４ｈ，待测。
１．４　溶液吸光度测定

以１ｃｍ厚度的比色皿取一定浓度的待测液，
ＮａＯＨ稀溶液做参比溶液，使用 ＵＶ２５０１ＰＣ在
３０２ｎｍ处测定其吸光度。

２　结果与讨论

２．１　标准曲线的绘制
取６支具塞试管，按表１中 ＭＴＸ的一系列浓

度ＣＭＴＸ的水溶液取样，在波长３０２ｎｍ处测得不
同浓度试管中ＭＴＸ对应的吸光度Ａ值。见表１。

表１　不同浓度的ＭＴＸ水溶液对应的吸光度

序号 ＣＭＴＸ／ｍｏｌ·Ｌ－１ Ａ
１ ０ ０
２ ８．８０×１０－６ ０．１９８
３ １．７６×１０－５ ０．４０１
４ ２．６４×１０－５ ０．６１７
５ ３．５２×１０－５ ０．８３１
６ ４．４０×１０－５ １．０５１

　　将溶液浓度和对应的平均吸光度进行回归分
析，得到回归方程 Ａ＝０．２３９２Ｃ－０．０１０１，Ｒ２＝０．
９９９５，将回归方程拟合得到标准曲线（图１）。表明
ＭＴＸ在一定浓度范围内其浓度与吸光度Ａ呈线性
关系。

图１　ＭＴＸ的紫外吸收的标准曲线

２．２　包合物的形成
考察 βＣＤ对 ＭＴＸ紫外吸收产生的影响，可

以确定βＣＤ与ＭＴＸ分子之间的包合作用。我们
配制一系列固定浓度 １．０×１０４ｍｏｌ／Ｌ的 ＭＴＸ溶
液，加入不同浓度的 βＣＤ形成一系列混合液，混
匀避光保存２４ｈ后，比较在波长３０２ｎｍ处的最大
吸收情况。见图２。

注：１．无βＣＤ；２．５．０×１０６；３．５．０×１０５；

　 ４．１．０×１０４ｍｏｌ／ＬβＣＤ

图２　不同浓度βＣＤ下的ＭＴＸ（１．０×１０４ｍｏｌ／Ｌ）的
紫外吸收图谱
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由图２可知，随着 βＣＤ浓度的增大，ＭＴＸ水
溶液的吸光度逐渐增大，且伴有蓝移趋势。由于

βＣＤ在波长２２０ｎｍ以上无吸收，所以，上述变化
现象表明，随着 βＣＤ的加入，ＭＴＸ分子一端的蝶
啶环结构可能部分进入了 βＣＤ分子空腔，空腔内
的高电子云密度造成了蝶啶环的对称性降低，使

ＭＴＸ分子内ππ的跃迁强度增大［９１２］。因而，可

以合理地确认，ＭＴＸ客体分子的部分结构与 βＣＤ
分子空腔发生了包合作用。包合作用对ＭＴＸ在水
溶液中的溶解度有促进作用。

２．３　包合比的测定
确定 βＣＤ与 ＭＴＸ包合物的包合比，采用连

续变量法［１０，１３］进行测定并作图求之。首先，配制

一系列不同浓度的 ＭＴＸ水溶液，并测定其一系列
吸光度Ａ０值（表２）；而后在ＭＴＸ系列溶液中加入
一定量 βＣＤ，使一系列溶液中的 βＣＤ摩尔分数
呈递增变化趋势，而 ＭＴＸ和 βＣＤ二者总浓度之
和（即１．０×１０４ｍｏｌ／Ｌ）保持不变，测其吸光度，得
到对应的一系列Ａ值（表２）；以 βＣＤ的摩尔分数
ＦβＣＤ为横坐标，以所对应的ΔＡ即（ＡＡ０）值为纵坐
标作图，拟合得到一条曲线（图３），即等摩尔Ｊｏｂ’ｓ
图［１０１３］。

表２　ＭＴＸ和βＣＤ等摩尔连续变量法
对应的吸光度及其改变量

序号 ＣＭＴＸ／ｍｏｌ／Ｌ Ａ０ ＣβＣＤ／ｍｏｌ／Ｌ ＦβＣＤ Ａ ΔＡ＝ＡＡ０

１ １．０×１０－４ １．９１４ ０ ０ １．９１４ ０

２ ９．０×１０－５ １．７９３ １．０×１０－５ ０．１ １．８０７ ０．０１４

３ ８．０×１０－５ １．５２１ ２．０×１０－５ ０．２ １．５４４ ０．０２３

４ ７．０×１０－５ １．３１７ ３．０×１０－５ ０．３ １．３４９ ０．０３２

５ ６．０×１０－５ １．１３５ ４．０×１０－５ ０．４ １．１７５ ０．０４

６ ５．０×１０－５ ０．９３９ ５．０×１０－５ ０．５ ０．９８１ ０．０４２

７ ４．０×１０－５ ０．７６２ ６．０×１０－５ ０．６ ０．８０２ ０．０４

８ ３．０×１０－５ ０．６０９ ７．０×１０－５ ０．７ ０．６４５ ０．０３６

９ ２．０×１０－５ ０．４２６ ８．０×１０－５ ０．８ ０．４４８ ０．０２２

１０ １．０×１０－５ ０．１８３ ９．０×１０－５ ０．９ ０．１９７ ０．０１４

１１ ０ ０ １．０×１０－４ １．０ ０ ０

图３　水溶液中的βＣＤ和ＭＴＸ等摩尔Ｊｏｂ’ｓ图

由于加入 βＣＤ后的包合作用会使 ＭＴＸ的吸
光度增大，那么曲线上 ΔＡ最大值（即吸光度改变
的最大值）表明两者在量的方面实现了最充分的

包合，此处所对应的βＣＤ摩尔分数即表明了包合
物的组成。由图３可以看出，曲线上ΔＡ最大值对
应的βＣＤ摩尔分数是０．５，表明所形成的包合物
组成比为１∶１。
２．４　包合物的表观解离常数

求算出包合物表观解离常数（Ｋｄ）或稳定常数

（Ｋｆ），可以评价 ＭＴＸβＣＤ包合物的稳定性。一
般参照 ＢｅｎｅｓｉＨｉｌｄｅｂｒａｎｄ方程式［１４］，在连续变量

法（见２．３）的基础上可以求算。相关文献推导出
关系式（５）［９］和关系式（９）［１５］等，我们同样可以建
立关于ＭＴＸβＣＤ包合物表观解离常数（Ｋｄ）的关
系式（１），式中ε代表摩尔吸光系数。
Ａ０
Ａ－Ａ０

＝
εＭＴＸ

εＭＴＸβＣＤ－εＭＴＸ
＋

εＭＴＸ
εＭＴＸβＣＤ－εＭＴＸ

×
Ｋｄ
ＣβＣＤ

（１）

对表 ２中的有关数据处理，可得到一系列
（Ａ０／ＡＡ０）绝对值与（１／ＣβＣＤ）对应的数据（表
３）；如果以１／ＣβＣＤ为横坐标、Ａ０／ＡＡ０值为纵坐标
作图，回归拟合分析后得到一条直线（图４），该直
线斜率（１．３１４６×１０５）与截距（１．００８７）的比值，即
包合物表观解离常数 Ｋｄ ＝１．３０×１０

５。Ｋｄ值的
大小表明，ＭＴＸβＣＤ包合物具有一定的稳定性，
存在包合与解离的平衡关系，表明 βＣＤ辅料的药
物制剂对ＭＴＸ分子有控释与缓释作用。

表３　ＭＴＸ和βＣＤ等摩尔连续变量法中（Ａ０／ＡＡ０）ｖｓ．（１／ＣβＣＤ）数据

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１／ＣβＣＤ １．０×１０５ １．１×１０５ １．３×１０５ １．４×１０５ １．７×１０５ ２．０×１０５ ２．５×１０５ ３．３×１０５ ５．０×１０５ １．０×１０６

Ａ０／ＡＡ０ ０ １４．０７ ２０．３６ ２０．０５ ２３．３５ ２９．３７５ ２９．３８ ４２．１６ ６７．１３ １２９．０７
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图４　等摩尔连续变量法（Ａ０／ＡＡ０）ｖｓ．（１／ＣβＣＤ）图

２．５　包合物的可能结构
客体分子能够被 βＣＤ分子空腔发生包合的

必要条件是，客体分子的几何形状、尺寸和极性必

须与之相互匹配［１６１７］。ＭＴＸ分子是长链形状的分
子，它的一端具有疏水性的蝶啶环结构，另一端是

亲水的谷氨酸结构。βＣＤ分子的疏水性空腔更容
易接受疏水性的蝶啶环，而不易包容亲水性的谷氨

酸结构。我们已经知道，ＭＴＸβＣＤ包合物组成比
为１∶１。βＣＤ分子可能部分地包合ＭＴＸ分子的蝶
啶环（图５）。ＭＴＸ分子长链也可能弯折使谷氨酸
结构部分与βＣＤ分子空腔口的羟基（—ＯＨ）等基
团发生超分子作用如范德华力、氢键、偶极作用等，

对稳定包合物的结构产生一定影响［１６１７］。

图５　ＭＴＸβＣＤ包合物的可能结构示意图

３　结论

β环糊精分子与抗癌药物ＭＴＸ分子能够形成
具有一定稳定性的包合物，包合物的组成比为１∶１，
包合物的表观解离常数为１．３０×１０５。这为深入
研究β环糊精为辅料的 ＭＴＸ新型药物制剂，提供
其内部微结构和分子间作用关系等基本数据，尤其

为β环糊精与药物分子能够产生控释与缓释作用
提供了结构性佐证。
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ｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１２，１１（５）：６０７６．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｍｃｐ．

Ｍ１１１．０１５１５６．

［１７］ＨｕｂｂｉＭＥ，ＨｕＨ，Ｋｓｈｉｔｉｚ，ｅｔａｌ．Ｓｉｒｔｕｉｎ７ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｃ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，

２０１３，２８８（２９）：２０７６８２０７７５．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．

Ｍ１１３．４７６９０３．

［１８］ＨａｒｄｉｅＤＧ．ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄ／ＳＮＦ１ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ：ｃｏｎ

ｓｅｒｖｅｄｇｕａｒｄｉａｎｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｅｒｇｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌ

ＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００７，８（１０）：７７４７８５．ＤＯＩ：１０．１０３８／

ｎｒｍ２２４９．

［１９］ＳｈｉｎＪ，ＨｅＭ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．ＳＩＲＴ７ｒｅｐｒｅｓｓｅｓＭｙｃａｃｔｉｖｉｔｙ

ｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓＥＲｓｔｒｅｓｓａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｐ，２０１３，５（３）：６５４６６５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｃｅｌｒｅｐ．２０１３．１０．００７．

［２０］ＳｕｎｄａｒｅｓａｎＮＲ，ＳａｍａｎｔＳＡ，ＰｉｌｌａｉＶＢ，ｅｔａｌ．ＳＩＲＴ３ｉｓａ

ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｔｈａｔｐｒｏ

ｔｅｃｔｓｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｔｒｅｓｓｍｅｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｂｙｄｅａｃｅｔｙｌａ

ｔｉｏｎｏｆＫｕ７０［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００８，２８（２０）：６３８４

６４０１．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＭＣＢ．００４２６０８．

［２１］ＹｏｓｈｉｚａｗａＴ，ＫａｒｉｍＭＦ，ＳａｔｏＹ，ｅｔａｌ．ＳＩＲＴ７ｃｏｎｔｒｏｌｓ

ｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏ

ｔｅａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｅｔａｂ，２０１４，１９（４）：７１２

７２１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｍｅｔ．２０１４．０３．００６．

［２２］ＫａｎｇＨＳ，ＯｋａｍｏｔｏＫ，ＫｉｍＹＳ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅａｒｏｒｐｈａｎｒｅ

ｃｅｐｔｏｒＴＡＫ１／ＴＲ４ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅａｒｅｐｒｏｔｅｃｔｅｄａｇａｉｎｓｔ

ｏｂｅｓｉｔｙｌｉｎｋｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓ，ａｎｄｉｎｓｕ

ｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２０１１，６０（１）：１７７１８８．

ＤＯＩ：１０．２３３７／ｄｂ１００６２８．

［２３］ＰｉｃａｒｄＦ，ＫｕｒｔｅｖＭ，ＣｈｕｎｇＮ，ｅｔａｌ．Ｓｉｒｔ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｆａｔ

ｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｂｙｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇＰＰＡＲ

ｇａｍｍａ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００４，４２９（６９９３）：７７１７７６．ＤＯＩ：

１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ０２５８３．

［２４］ＢｏｓｃｈＰｒｅｓｅｇｕéＬ，ＶａｑｕｅｒｏＡ．Ｔｈｅｄｕａｌｒｏｌｅｏｆｓｉｒｔｕｉｎｓ

ｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＣａｎｃｅｒ，２０１１，２（６）：６４８６６２．

ＤＯＩ：１０．１１７７／１９４７６０１９１１４１７８６２．

［２５］ＹｕＨ，ＹｅＷ，ＷｕＪ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｒｔ７ｅｘｈｉｂｉｔｓ

ｏｎｃｏｇｅｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｙａｎｄｓｅｒｖｅｓａｓａｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１４，２０（１３）：

３４３４３４４５．ＤＯＩ：１０．１１５８／１０７８０４３２．ＣＣＲ１３２９５２．

［２６］ＬａｉＣＣ，ＬｉｎＰＭ，ＬｉｎＳＦ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＳＩＲＴｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１３，３４（３）：１８４７１８５４．ＤＯＩ：

１０．１００７／ｓ１３２７７０１３０７２６ｙ．

（收稿日期　２０１５１００３）

·１６３·


