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羟丙基一13一环糊精分子识别能力研究
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摘 要：以复合物稳定常数为指标对羟丙基一8一环糊精(HP—B—CD)的分子识别能力进行了研究。通

过还原一裂解法和甲基化分析确定了HP一8一CD样品的取代度和取代基分布。选取酚酞和甲基红

分别作为大、小客体模型与HP—t?-CD作用，用红外和紫外一可见光谱确定复合物的形成和复合形

式，用分光光度法分别研究了两种复合物的稳定性，结合HP一日一CD的结构特性，总结出了HP—p—

CD对客体的分子识别规律。对较大的客体，HP一8一CD的识别能力低于母体t?-CD；对较小的客体，

HP—pCD有较高的分子识别能力，特别是取代度3．5左右，取代基分布较平均的HP—p—CD与客体

结合的稳定常数远大于母体t3-CD。
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Abstract：The molecular recognition ability of hydroxypropyl—B—cyclodextrins(HP—p—CD)was

investigated by measuring the stability constant of complexes which formed by HP一口一CD and

guest molecules．The degree and distribution of substitution of HP—p—CD were determined by the

reductive—cleavage method and methylation analysis．Phenolphthalein and methyl red were

selected as the models for large and small guests to react with HP一／]-CD．The formation and form

of complexes were determined by infrared and ultraviolet—visible spectroscopies．The stability of

the tWO kinds of complexes was investigated by spectrophotometry，combining the configuration

characteristics of HP—p—CD，the molecular recognition rule of HP—p—CD were concluded．The

molecular recognition ability of HP—p—CD was lower than／]-CD to large guestes．With regarded to

the small guest molecules，HP—B—CD has higher comptex forming ability，especially of which the

degree of substitution was about 3．5 and the distribution of substitution was even．
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环糊精(cyclodextrin，CD)是一种由数个葡萄

糖残基通过a一1，4一糖苷键连接的环式低聚糖。这一

环状结构提供了一个疏水性内部孑L洞，许多羟基位

于环的边缘，使得CD外表面具有亲水性，从而形成

外亲水、内疏水的特殊结构[1]。这种特殊的分子结

构，使得CD具有分子识别(molecular recognition)

能力并与合适的客体分子形成超分子(supramole-

cule)体系‘2|。

分子识别是指分子问弱作用力所表现的分子

互补，分子识别的基础是非共价键力和分子间相互

作用，从而导致动态、可逆和智能的超分子体系[3]。

CD借助其疏水空腔，在溶液中可以与客体互相识

别，在范德华力、氢键和疏水力的作用下，将客体分

子动态的包接入CD的空腔里，形成复合物超分子

体系。从而提高客体分子的水溶性、稳定性和抗氧

化、光分解能力，或达到缓释和立体分离效果：因

此，近年来CD在食品、医药、化妆品、农业和分析化

学等领域广泛应用[4_6]。其中应用最多的是含有7

个葡萄糖残基的t3-CD。但是t3-CD在C一2、C-3羟基

之间形成分子内氢键，导致其在水中溶解度较低

(1．85 g／dL，20℃)，限制了其应用口]。

羟丙基一p一环糊精(hydroxypropyl一8一cyclodex—

trin，HP—B—CD)是13-CD的醚化衍生物，羟丙基的引

入部分打开了I]-CD的分子内氢键，水溶性大大提

高，并且经试验证明具有更高的安全性，被认为是

很有潜力的母体CD替代品[8’9]。HP一8一CD是由B—

CD在碱性条件下与环氧丙烷反应制得。低碱浓度

下，C一2位羟基活性最强，取代主要发生在此位点；

高碱浓度下，C一2，3，6位羟基都可被活化，由于C-6

位空间位阻最小，取代基主要引入此位点。但总体

上来说，取代基总是随机的分布在不同的葡萄糖残

基上。而取代基的分布和取代度都会影响到HP一_B—

CD的分子识别能力，进而影响其应用。

研究分子识别能力最基本的参数是主客体复

合物的稳定常数。HP一／3-CD作为一种新型化合物，

不论在超‘分子体系，还是在分子识别模拟酶研究

中，其稳定常数都是重要的指导性参数。稳定常数

不但会受到HP-G—CD本身取代度和取代基分布的

影响，还会受到客体分子的结构和性质的影响口⋯。

有人研究过HP—B—CD与某些化合物的复合性

能，但大多限于研究取代度对某种客体的影响。目

前笔者还未见综合考虑HP一0一CD结构和客体分子

对稳定常数影响的报道。

酚酞和甲基红都是疏水性化合物，而且都含有

苯环，前者苯环以碳原子为中心，分别在3个不同

的方向上，形成立体的球状结构。后者苯环以N，N

双键为中心，向两边延伸，形成线状结构。以酚酞

和甲基红为客体，两者结构的差异可以更好反映

HP一0一CD的分子识别能力。另外，酚酞和甲基红在

溶液中随pH值而产生颜色变化，可以用分光光度

法检测复合物的形成和稳定性。Rao等人曾研究了

酚酞和CD羟丙基衍生物的相互作用[8]，Tawarah

等人对甲基红和3种母体CD的复合物进行了研

究[11|。作者在分析HP—G—CD结构的基础上，首次

选取酚酞作为“较大的”客体模型，甲基红作为“较

小的”客体模型，利用它们在溶液中的吸光特性和

主客体复合物形成对其吸光性的影响，设计试验，

用分光光度法测定复合物的稳定常数。研究具有

不同取代度和取代基分布的HP—p—CD与不同客体

形成复合物的稳定常数，从而确定HP—pCD的分子

识别性能。

1材料与方法

1．1仪器与试剂

Trace MS气相色谱一质谱联用仪：美国Finni—

gan公司产品；Nexus型傅立叶变换红外光谱仪：美

国Thermo Nicolet公司产品；UV一1201型紫外／可

见分光光度计：北京瑞利分析仪器公司产品；

ABl35-S型电子分析天平：Mettler-Toledo公司产

品；KQ-250B型超声波清洗器：昆山市超声仪器有

限公司产品。

t3-CDs：化学纯，中国医药集团上海化学试剂公

司产品；HP—G—CD样品实验室参照文献[127的方法

稍加改进后制备，纯度>99．0％，A组样品(1～4)

为碱质量分数18％下制备，B组样品(5～8)为碱质

量分数5％下制备；HP—B_CD对照品(9)：USP级进

口分装，日本wako公司产品，其它试剂均为市售分

析纯。

1．2实验方法

1．2．1 HP一8-CD的结构测定 HP一13-CD的取代度

和取代基分布由Ciucanu等人[I胡的还原一裂解法

和甲基化分析得到。HP—G—CD经预甲基化、水解和

乙酰化得到乙酰化D一葡萄糖衍生物，用GC—MS

进行分析。GC—MS条件：OVl701毛细管柱(30 m

×0．25 mm)，程序升温：起始温度150℃，以3℃／

min升温至250℃，停留10 min，载气为氦气，EI

源，离子化电压70 eV。

1．2．2 复合物的制备与定性 取过量的酚酞(甲

基红)加入25 mL 0．04 mol／L HP—G—CD溶液中，并

加入2．5 mL 0．04 mol／L碳酸钠(盐酸)溶液，密封
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后置于磁力搅拌器上匀速搅拌72 h，置4℃冰箱保

存12 h，取出减压抽滤两次。取滤液、客体溶液与

HP—B—CD溶液分别进行紫外一可见光谱扫描。剩

余滤液冷冻干燥得复合物固体样品。分别取HP一8一

CD、客体、HP—G—CD与客体1：1混合物和复合物

进行红外光谱检测。

1．2．3 CD与酚酞稳定常数测定 配制浓度约1．2

mmol／L的B—CD和HP—p—CD储备液，取0．375

mmol／I．的酚酞溶液2．5 mI，加入各储备液(2

mL)，然后分别加入0．04 mol／L碳酸钠溶液，用去

离子水定容到25 mL。得到的溶液在30。C下搅拌

(500 r／rain，72 h)，使分子识别反应达到平衡。在

550 nm处测定吸光度，由于酚酞复合后为无色，在

此波长处无吸收，因此可以确定溶液中游离酚酞的

浓度cPP游。另外知道溶液中CD和酚酞的总浓度c，，

和C。D，由于，

。PP—CppI游+CP卜cD (1)

CcD=CcD游+CPpcD (2)

作为主客比1：1的复合物的稳定常数K可由方程

(3)计算得到。

K== !!!虫 一 叠二生塑
CPP游×CcD游 CPP游×(CcD—Cpp+cPP游)

(3)

1．2．4 CD与甲基红稳定常数测定 CD与甲基红

的稳定常数由经典的相溶解度法测定。每种CD储

备液分别取2，4，6，8，10 mL，各加入过量的甲基红

和2．5 mL盐酸(0．04 tool／L)，用去离子水定容到

25 mL，得到的混合液在30℃下搅拌(500 r／min，

72 h)，使分子识别反应达到动态平衡。在520 nm

处测定吸光度，由于甲基红被CD包埋后在520 nm

处吸光度不变，计算得到的为溶液中甲基红的总

量。绘制的相溶解度曲线证明为明显得1：1复

合。稳定常数K可由Higuchi—Connors方程计算

得到。以上稳定常数试验至少重复3次。

2结果与讨论

2．1 HP-I}-CD的结构分析

HP—G—CD的结构信息通过对乙酰化D一葡萄

糖衍生物的质谱图进行分析得到。在电子轰击下，

乙酰化D一葡萄糖衍生物基本按已知原理裂解。分

析结果见表1。样品羟丙基的分布符合以往的报

道。即低碱浓度下，取代主要发生在C一2位点；高

碱浓度下，取代基主要引入C一6位点。另外，从表1

中可以看出，A组样品2，3位羟基端和6位羟基端

的取代度比例接近于1，取代基较平均的分布在分

子两端。这是由于，高碱浓度下，C一2，3，6位羟基都

可被活化，由于C一6位空间位阻最小，取代度稍占

优势，与C一2、3位点的取代度之和接近。B组样品

2，3位羟基端和6位羟基端的取代度比例远大于1，

取代基明显的集中在2位。因为在低碱浓度下，C一

2位羟基活性最强，首先被活化，取代主要发生在此

位点。对照样品的结构与B组样品结构类似。

表1 HP-[FCD的取代基分布和各位点相对取代度

Tab．1 Distribution of substituents and the respective relative DS value of hydroxyl groups in HP。pcDs

DS(3)0．18

DS(2) 1．24

DS(2+3) 1．43

DS(6) 1．78

DS(2+3)／DS(6)0．80

分子取代度 3．21

1．18

2．97

4．15

0．91

4．55

5．06

2．2 IR分析

图1是酚酞及酚酞一HP—D—CD复合物的红外

光谱。可以看出，物理混合物的红外图谱是酚酞和

HP—B—CD简单叠加的结果，3 380 cm-1是HP—p—CD

羟基的伸缩振动峰，形成氢键后键力常数减小，因

此产生宽而强的吸收；1‘737 cm-1处是酯羰基的伸缩

振动峰，1 611和1 513 cm-1是苯环骨架振动峰。在

复合物的红外光谱中，依然有苯环骨架的振动峰，

只是强度比原酚酞的弱，酯羰基的伸缩振动峰也依

然存在，且稍向高波数移动，表明酚酞分子只有部
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分进入HP一口一CD空腔内部，部分苯环和酯羰基并没

有完全被HP—B—CD包埋。

3 500 3 000 2 500 2000 t 500 1 000 500

波数，e攮．1

图1酚酞(a)、HP-IFCb(d)及其混合物(b)和复合物

(c)的红外光谱

Fig．1 Infrared spectra of phenolphthalein{a；，phenol—

phthalein／HP-p-CD mixture I b)，complex{e)

and HP--p-CD(d}

图2是零基红程警基红一HP-pCD复合物的红

外光谱。图中显示，混合物的谱图也是甲基红和H】P_

pCD简单的叠加，l 712 crffl处为甲基红羧羰基伸缩

振动峰，l 601 cm‘是苯臻骨絮振囊峰，1 366 cm-1爨叔

胺基的吸收峰。复合物的红外光谱只盟示HP-pCD

的特征峰，说明甲基红的主体骨架全部进入HP_pwCD

空蕴内部，红羚吸收被HP-pCD空茬屏蔽。

3 500 3000 2 500 2000 1 500 1 000 500

波数，cm4

匿2窜蔷红《a；、HP-争CD{d)疑其潺会耪《b》秘复合物

(cj的红外毙谱

Fig．2 Infrared spectra of methyl red(a)。methyl red／

HP-p-CD mixture{bl。complex《e{and HP_争

CD{d)

2．3紫外一可见光谱分析

酚酸、HP一争CD及二者复合物鳃紫扑一可焚光

谱见图3。在碱性溶液中酚酞以粉红色阳离子形式

存在，整个酚酞离子形成一个大的共轭体系，并在

550 nm处有特{蒌吸收。当麓入珏p一爹CD后，部分

酚酞与HP—j3一CD通过范德华力、氢键和疏水作用，

将客体分子动态的包接入CD的空腔里，形成复合

物超分子体系。酚酞被包接后叉恢复成无色的分

子状态，因此导致在550 nm处吸收降低，其他吸收

峰瞧套掰减弱或渍失，这些都表骥疆pS—CD霹羧识

别酚酞并形成复合物。HP一伊CD在整个扫描范围

内都没有吸收。通过测定550 nm处的吸光度，可

敬确定溶液中未形成复合物韵酚酝静浓度，遴两计

算得到复合物的稳定常数。

波长．／nm

曛3酚酞(a}、HP-IbCD(c)及其复食物(b}的紫外一可

凳啜羧毙谱

Fig．3 UV—Vis absorption spectra of phenolphthalein

(a)，HP—p-CD《c}and phenolphthalein—HP—

p-CD inclusion complex f b}

甲基红、HP一／]-CD及两者复合物的紫外一可见

光谱见图4。HP—fl-CD的吸光度依然接近于0。甲

基红在酸性滚滚中泼缎色胡离子形式存在，其紫外

光谱主要在277 nm和520 nlTl处存在两个吸收峰。

520 nm处是整个甲基数阴离子共轭体系的吸收峰。

277 nm处是羧基的n一趸‘跃逢。荦基红龌入到

HP—G—CD溶液里后，导致甲基红的部分吸收峰减弱

并红移，这也证明了HP一8-CD能与甲基红捆互识别

并形成复合物。由予警基红在520 nm处的吸收并

没有因为形成复合物耐改变，因此可以通过测定此

处的吸光度确定HP一13-CD对甲基红的增溶效果，甩

糯溶解度法测定复合物的稳定常数。

波长纽m

图4甲基缀(a)、HP-I肛CD(c)及其复合物(b)的紫外一

可见暇收光谱

Fig．4 UV-Vis absorption spectra of methyl red{a；，

HP-IFCD(C)and methyl red—HP-[FCD inclu-

sion complex(bl
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2．4稳定常数结果分析

由方程3求得CD与酚酞复合物的稳定常数见

图5。A、B两组的稳定常数差别不大，总趋势都是

随取代度的上升而下降。对照样品的稳定常数与

实验室制备样品的接近。相同取代度下，B组样品

对酚酞的分子识别能力略高，但两组HP一8一CD样品

均低于母体B—CD。羟丙基的引入可以从两方面影

响CD对客体的分子识别：一方面羟丙基会造成空

间位阻，妨碍客体进入疏水空腔，降低复合物的稳

定常数；另一方面羟丙基可能延长了CD疏水空腔

的体积，或提供更多与客体形成氢键的机会，使合

适客体与CD形成的复合物的稳定常数增大。酚酞

由于分子较大，只能部分被CD包埋，因此对HP—J3一

CD来说，空间位阻的影响更大，导致复合物的稳定

常数降低，并且取代度越高，稳定常数越低。
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图5酚酞与HP-p-CD复合物的稳定常数

Fig．5 Stability constant of phenoIphthaIein inclusion

complexes formed with HP。pCD

根据相溶解度实验，通过Higuchi—Connors方

程计算得到CD与甲基红复合物的稳定常数见图

6。随取代度的上升，A组样品的稳定常数先上升，

在取代度3．5左右达到最大，然后逐渐下降；B组样

品则一直缓慢上升，在取代度6．8左右超过A组样

品的稳定常数。在测量范围内，HP—G—CD与甲基红

复合物的稳定性均高于母体8_CD与甲基红复合物

的稳定性。原因可能是对于较小的线形分子甲基

红，羟丙基的第二种影响，即使得复合物的稳定常

数增加占了主导地位，高于空间位阻的影响。这种

影响对于A组来说特别明显，A组样品的取代基较

平均的分布在C-2，3，6位之间，这样有效的增加了

空腔的体积又使空间位阻降至最低，随着取代基的

增加这种效果更加明显，到取代度3．5时达到最大，

然后，取代基的增加使得空间位阻的影响逐渐占了

主导，使得稳定常数急剧下降，到取代度8．5左右

甚至低于了母体j3一CD。B组样品的羟丙基过于集

中在C-2位，使得羟丙基很难有效的增加空腔的体

积，因此低取代度下与甲基红复合物的稳定常数远

低于A组，只是略高于B—CD。但随着取代基的增

多，逐渐形成延伸的空腔，使得稳定常数不断增加，

并在取代度6．8左右超过A组样品。对照样品与

甲基红复合物的稳定常数略高于结构类似的B组

样品，但低于同取代度的A组样品。
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图6 甲基红与HP-p-CD复合物的稳定常数

Fig．6 Stability constant of methyl red inclusion comple—

XeS formed with nP-p-CD

综合来看，由于HP一即CD的空腔体积有限，对

于较大的客体识别力较弱，难于形成复合物，复合

物稳定性低于母体|3一CD。对于较小的线形客体

HP—pCD有较好的分子识别能力，特别是取代度

3．5左右，取代基平均分布的HP一|3一CD，非常适合应

用于小分子疏水性客体的分子识别和包埋应用。

3 结 语

通过还原一裂解法和甲基化分析确定了HP—B—

CD样品的取代度和取代基分布，低碱浓度下，取代

主要发生在C-2位点；高碱浓度下，取代基主要引

入C-6位点。选取酚酞和甲基红分别作为大、小客

体模型与HP—pCD反应，用红外和紫外一可见光谱

验证了复合物的形成和复合形式。以复合物稳定

常数为指标对羟丙基一8一环糊精(HP—p—CD)的分子

识别能力进行了研究，用分光光度法分别研究了两

种复合物的稳定性，结果表明，对较大的客体，HP—

B—CD的识别能力低于母体p-CD；对较小的客体，

HP—B—CD有较高的分子识别能力，特别是取代度3．

5左右，取代基分布较平均的HP—B—CD与客体结合

的稳定常数远大于母体0一CD。
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