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中药口服液中鞣花酸分子稳定储存的制剂学机制与调控策略
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摘要: 鞣花酸普遍存在于植物中, 被认为是具有开发潜力的抗氧化与抗肿瘤候选药物。但鞣花酸极易沉淀, 如

何提高其生物利用度一直是制药行业关注的问题。本课题组偶然发现, 三勒浆口服液在低温条件下储存稳定性非

常优异, 鞣花酸呈现“低温易溶”的反常现象。为揭示其科学原理, 讨论相应的调控策略, 本文将该口服液分别在高、

中和低 3种温度下储存 3个月, 采用沉淀量、上清液-沉淀HPLC化学轮廓、沉淀形貌和物理相态综合表征等分析方

法系统追踪调查存放过程中口服液成分与相态的变化规律。结果显示, 低温下的沉淀量仅为室温 1/3, 温度升高, 沉

淀量急剧增加。上清液-沉淀物HPLC分析发现鞣花酸沉淀来源于化学降解与物理沉降两条途径。化学降解与诃

黎勒酸、柯里拉京等水解鞣质酸性条件下水解产生鞣花酸有关。物理沉降与升温后多酚胶体缔合度与黏度降低有

关。该研究阐释了中药液体制剂中鞣花酸稳定机制, 为含鞣花酸制剂的高效利用及澄清度改善提供了理论依据。
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Abstract: Ellagic acid is ubiquitous in plants and is considered as a potential candidate for antioxidant and

antineoplastic drugs. However, ellagic acid has poor solubility and precipitates easily even after initial solubiliza‐

tion. Improvement of its bioavailability has been a concern of pharmaceutical industry. It was found that storage in

Sanlejiang oral liquid at low temperature keeps its stability. Ellagic acid is anomalous in a way that is easily soluble

at low temperatures but precipitates at high temperatures. In order to reveal the mechanism of this phenomenon and

develop precipitation prevention and control strategies, ellagic acid in Sanlejiang oral liquid was stored at high,
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medium and low temperatures for three months. The changes of composition and phase state of the whole system

during storage were systematically tracked and studied by means of precipitation amount or morphology, HPLC

chemical profile of supernatant versus precipitates, and comprehensive characterization of physical phase state.

The results show that the amount of precipitation at low temperature is only 1/3 of that at normal room temperature.

As the temperature rises, the sedimentation increases sharply. HPLC analyses of supernatant versus precipitates

revealed that ellagic acid precipitation originated from two ways: chemical degradation and physical deposition. The

chemical sedimentation is related to the hydrolysis of tannins under acidic condition, forming chebulagic acid and

corilagin. Physical sedimentation is related to the decrease of the association degree and viscosity of polyphenol

colloids when temperature rises. This study elucidated the stability mechanism of ellagic acid in liquid preparations

of TCM, and provided the mechanistic basis for efficient utilization and solution prepartion of ellagic acid.
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鞣花酸 (ellagic acid, EA) 是一种天然存在的多酚

化合物, 具有很强的抗氧化[1]和抗癌特性, 大量存在于

各种浆果、干果和中药材中[2]。EA抗肿瘤活性主要归

因于直接的抗增殖和凋亡作用。同时, 可抑制肿瘤细

胞的迁移、细胞外基质的侵袭和血管生成, 还可增加肿

瘤对化疗和放疗的敏感性[3,4]。此外, EA 还具有较强

的抗炎[5]、保肝[6]、抗辐射[7]、降血脂[8]及保护神经系

统[9]、预防糖尿病[10]和心血管疾病[11]等作用。鉴于其

突出的抗癌作用和健康益处, 在欧美国家被作为潜在

的抗肿瘤活性成分及食品、化妆品的补充膳食剂。

EA 在纯水中极为难溶 , 溶解度小于 9.3 μg · mL-1

(pH 7.4)[12], 这与其特殊的平面结构有关 (图 1)[13]。EA

中苯环容易与其他 EA 分子的苯环形成疏水作用, 形

成结晶。虽然分子中羟基有一定水溶性, 但分子间的

氢键作用更倾向形成较为稳定的规则层状晶体结

构[13,14]。因此, 当 EA 以传统的固体制剂形式服用时,

体内吸收差[15]、生物利用度低[16], 被归为BCS IV类药

物[17]。为提高其生物利用度, β-环糊精[17]、纳米囊泡[18]

和固体分散体[19]被用于 EA 的增溶, 使其溶解度达到

了 39 μg · mL-1以上。但有趣的是 , 一些果汁、保健饮

品[20]和中药口服液中EA的含量远高于该数值[21]。本

课题组发现中药三勒浆口服液中 EA的含量高达 500

μg·mL-1[22], 溶解度是纯水的 50倍以上。这说明当EA

以分子态存在于液体制剂时, 更能确保其药效的发挥。

然而, 液体制剂普遍存在稳定性差的共性问题。EA分

子在存放过程中逐渐析出, 转移形成沉淀, 导致药效的

降低。这表明液体制剂中EA的增溶体系并不十分稳

定。因此, 探寻中药口服液中 EA 分子态稳定储存的

制剂学原理和调控策略非常必要。三勒浆口服液

(Sanlejiang oral liquid, SOL) 处方源于印度阿育吠陀医

学及藏医名方三果汤 (哲布松散), 由余甘子、诃子和毛

诃子等比例组成。现代药理学研究表明, 该处方具有

显著的抗氧化[23]、抗肿瘤[24]、抗牙龈炎[25]和降血脂[26]等

药理作用, 成为风靡欧美的补充膳食剂。SOL在存放

过程中不断形成沉淀物, 1～2个月后会在瓶底产生明

显的片状沉淀, 其主要成分就是EA, 严重影响了产品

的外观、活性及患者心理。基于上述特征, SOL被选择

作为EA稳定性的研究对象。

一般地, 化学物质的溶解度随温度的升高而增加。

但本课题组在研究中偶然发现, SOL存在低温下沉淀

量明显少于室温的反常现象, 储存 3个月仅有极少量

的肉眼可见沉淀。因此, 本文以该反常现象为切入点,

在 3 个月储存期内探寻沉淀物的形成过程与证据。

SOL 分别在低温 (4 ℃)、室温 (25 ℃) 与高温 (40 ℃)

条件下储存 3个月, 采用沉淀物重量、上清液-沉淀物

高效液相色谱 (high performance liquid chromatogra‐

phy, HPLC) 轮廓变化分析、沉淀物形态观察、稳定性

指数、重均分子量、表面张力和黏度等表征方法, 从物

理和化学两个角度分析EA分子稳定存在的制剂学原

理, 以期阐明EA影响中药口服液澄清度的微观机制,

为EA的高效利用提供新的理论基础与调控策略。

材料与方法

仪器 Shimadzu LC-20AT 液相色谱仪 (日本岛

津公司); Milli-Q 超纯水仪 (美国 Millipore 公司); 马

尔文粒径仪 Zetasizer Nano S90 (英国马尔文公司);

Turbiscan Lab Expert 多重光稳定性分析仪 ( 法国

Formulation 公司); DCAT-21 表面张力分析仪 (德国

Dataphysics 公司); DM - 2500 显微镜 ( 德国莱卡公

司); LVDV-1T 型黏度计 (上海方瑞仪器有限公司);

KQ-500DE 型数控超声仪 (昆山市超声仪器有限公Figure 1 Structure of ellagic acid (EA)
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司); HGC-12A型氮吹仪 (天津恒奥科技有限公司)。

药品和试剂 三勒浆口服液 (四川华美药业有限

公司, 批号: 1804001)。色谱级甲醇 (美国Fisher公司);

色谱级甲酸、分析级甲醇、甲苯、盐酸、氢氧化钠、二甲

基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO) (成都科隆化学品

公司); 对照品没食子酸 (批号: 4051109, 纯度≥98%)、

没食子儿茶素没食子酸酯 (批号 : PRF7072601, 纯度

≥98%)、没食子儿茶素 (批号 : 14092403, 纯度≥98%)、

儿茶素 (批号 : 14051602, 纯度≥98%)、表儿茶素没食

子酸酯 (批号 : PRF805242, 纯度≥98%)、表没食子儿

茶素没食子酸酯 (批号 : PRF15121022, 纯度≥98%)、

柯里拉京 (批号 : PRF7102406, 纯度≥98%)、鞣花酸

(批号 : PRF7101305, 纯度 ≥98%)、诃子次酸 (批号 :

AP8070902, 纯度≥98%) (成都普瑞法科技开发有限公

司); 诃黎勒酸 (批号: CHB171222, 纯度≥98%)、诃子酸

(批号: CHB171226, 纯度≥98%)、没食子酸乙酯 (批号:

CHB171109, 纯度≥98%) (成都克洛玛生物科技有限

公司)。

对照品溶液制备 精密称取各对照品适量 , 加

50%甲醇制成含没食子酸 25 μg · mL-1、没食子儿茶素

没食子酸酯 62 μg·mL-1、没食子儿茶素 36 μg·mL-1、儿

茶素 20 μg·mL-1、表儿茶素没食子酸酯 56 μg·mL-1、表

没食子儿茶素没食子酸酯 92 μg · mL-1、柯里拉京 132

μg · mL-1、鞣花酸 116 μg · mL-1、诃子次酸 104 μg · mL-1、

诃黎勒酸 42 μg · mL-1、诃子酸 52 μg · mL-1和没食子酸

乙酯32 μg·mL-1对照品溶液。

供试品溶液制备 取SOL (30 mL), 倒入离心管中,

在 5 500 r·min-1条件下离心 10 min。精密吸取 1 mL上

清液, 以 50%甲醇稀释 5倍, 作为上清液供试品。倾去

多余上清液, 加入适量超纯水润洗沉淀物, 再次离心。

如此重复两次, 倾去上清液, 沉淀以氮吹仪干燥, 称重后

加入DMSO 20 mL超声溶解作为沉淀物供试品溶液。

储存过程上清液与沉淀物指纹图谱变化 实验以

15天为间隔, 分别跟踪调查了 90天内 3种温度条件下

(5、25和 40 ℃) SOL的上清液和沉淀的指纹图谱。并

对所采集的上清液和沉淀的 EA 峰面积进行提取分

析。指纹图谱条件 : 色谱柱 : Welchrom C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: 0.2% 磷酸水-甲醇,

采用梯度洗脱 , 洗脱程序 : 0～6 min, 5% 甲醇 ; 6～15

min, 5%～7%甲醇; 15～20 min, 7%～15% 甲醇; 20～

25 min, 15%～21% 甲醇 ; 25～31 min, 21%～22% 甲

醇; 31～41 min, 22% 甲醇; 41～47 min, 22%～28% 甲

醇 ; 47～51 min, 28%～32% 甲醇 ; 51～57 min, 32%～

38% 甲醇 ; 57～70 min, 38%～45% 甲醇 ; 70～80 min,

45%～65%甲醇; 检测波长为 270 nm; 体积流量为 1.0

mL·min-1; 柱温: 25 ℃; 进样量: 10 μL[22]。

储存前后上清液与沉淀物指纹图谱化学轮廓的

变化 为研究 SOL在室温及升温条件下的化学变化,

两种温度下储存 90 天前后的上清液 HPLC 数据分

别使用偏最小二乘法判别分析 (partial least squares

discriminant analysis, PLS-DA) 和 S-plot多元统计方法

进行分析差异标志物。按供试品制备方法项下制备上

清液供试品。所有样品HPLC数据使用LC-solution软

件版本 1.22sp1 (日本岛津公司) 处理。并将LC数据文

件导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统 (版本 2012

130723, 中国药典委员会) 对齐并过滤数据。创建化合

物峰表, 包括成分保留时间、分组和峰面积等信息。将

每个样品的数据标准化并导入软件SIMCA-P 13.0 (瑞

典 Umetrics 公司), 使用多元统计进行分析 (S-plot、

PLS-DA) 并计算。S-plot图中每个点代表保留时间, X

轴代表变量, 离原点越远的数据点的相对贡献度越大,

S-plot图两端的点代表组间可信度最高的成分[27]。

水解鞣质模型溶液的制备 精密称取柯里拉京和

诃黎勒酸对照品适量, 分别加入纯水配制为各含柯里

拉京 52.5 μg·mL-1、诃黎勒酸 54.5 μg·mL-1的溶液。将

溶液 pH值调为 3, 过 0.22微孔滤膜即得模型溶液。首

先使用HPLC指纹图谱方法获得两种溶液的初始色谱

图, 并将各模型溶液分为 3份, 称定重量, 置于 5、25和

40 ℃恒温环境下, 1周后取出并补足重量, 以同样方法

获得HPLC指纹图谱。

多重光稳定性分析仪方法 多重光稳定性分析仪

可实时获得样品透射光强度 (transmission, T)、背散射

光强度 (backscattering, BS)、稳定性指数 (turbiscan sta‐

bility index, TSI) 和粒径等重要的物理参数。TSI是反

映样品稳定性的重要参数, TSI上升表示稳定性变差。

样品中发生任何不稳定现象都会对T和BS信号强度

产生细微影响。这种影响将被记录分析, 表征各种不

稳定现象, 包括絮凝、分层及沉淀等。TSI将所有测量

数据纳入其中进行计算, 可在短期内对样品稳定性进

行预测和评估。

实验中样品在 880 nm近红外光源下每 5 min连续

扫描 24 h。扫描高度为 50 mm, 平衡时间为 20 min, 测

试温度设定分别为 5、25和 40 ℃。光学参数设定如下:

连续相光透射强度 (T0) 为 99.99% (水), 分散相折射率

(np) 为 1.36, 连续相折射率 (nf) 为 1.33。数据使用Tur‐

biscan Easy Sof软件 (版本 2.2.0.82, 法国 Formulaction

公司) 处理, 计算公式如下[28]:

TSI =
∑
i = 1

i

( xi - xT)2

n - 1
(1)
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其中, xi为单次测量的平均透射率, xT为 xi平均值,

xT = (x1 + x2 + … xi + 1 … + xn)/ n, n为扫描次数。

粒径计算基于朗伯-比尔定律。透射光强度 (T)

与颗粒体积分数 (φ) 和平均粒径 (d) 之间的具体数学

关系如下:

T ( l,r i) = T 0 e
-

2ri

l , l ( d,ϕ ) =
2d

3ϕQs
(2)

其中, ri为电池的内径, T0为连续相的透射光强度,

l为光子平均自由步长。

SOL不同温度下物理参数测定方法

显微观察及制片方法 吸取少量 SOL, 直接滴于

载玻片上, 盖好盖玻片, 采用DP73型CCD图像采集和

计算机图像分析系统完成普通显微观察及图像采集。

表面张力测定方法 将仪器设置为 5、25和 40 ℃

温度下 , 加入 SOL 30 mL, 温度平衡后使用 Wilhelmy

吊片法分别测定表面张力。

黏度测定方法 将仪器分别设置为 5、25和 40 ℃

温度下, 选择 1号转子, 加入 SOL 20 mL, 转速设为 12

r·min-1, 分别测定黏度。

Zeta电位测定方法 将仪器温度分别设置为5、25

和40 ℃温度下, 置于马尔文Nano S90毛细管样品池中,

设定分散剂为水 , 样品折光率为 1.36, 并测定其 zeta

电位。

分子量测定方法 将仪器设置为 5、25和 40 ℃温

度下, 置于马尔文 Nano S90样品池中, 样品折光率为

1.36, 标准物质为甲苯, 设置第 1个样本为纯水, 其余分

别稀释 2～10 倍 , 依次测量含 SOL 0、0.1、0.2、0.3、0.4

和 0.5的样品散射光强度, 将其与标准物 (甲苯) 产生

的散射进行比较, 计算分子量。

统计学方法 统计数据处理使用的软件为 SPSS

V12.0版本, 统计方法为ANOVA单因素方差分析, P<

0.05具有统计学差异。

结果

1 化学稳定性测试

1.1 不同温度下 SOL沉淀物的重量变化及分型 通

过离心沉淀量统计发现, 3种温度条件下低温的沉淀

量明显低于室温和高温的沉淀量 (图 2A), 表明低温有

利于 SOL的稳定性。室温下的上清液和沉淀指纹图

谱 (图 2B, C) 可发现, EA 在上清液中不断减少, 说明

EA直接进入沉淀。通过换算比对发现, 上清液中损失

的 EA和沉淀中增加的 EA并不一致, 沉淀中 EA远多

于上清液中损失的EA。因此, 推测EA来源可能有两

种途径: 一部分来自SOL中EA自身沉淀, 即上清液损

失的EA量, 定义为物理沉淀; 另一部分可能来自于化

学转化形成的沉淀, 因此沉淀中 EA 减去上清液中损

失的EA定义为化学沉淀。计算公式如下:

SP = 5 (p0 - pn)

其中, SP为 EA 物理沉淀量, p0为第 0天时上清液

色谱图中 EA的峰面积, pn为第 n天时上清液中 EA的

Figure 2 The results of centrifugation and chromatographic data analysis under different temperature storage conditions within three

months. A: Centrifugal sedimentation results; B: Supernatant chromatographic results at 25 ℃; C: Sedimentation chromatographic results at

25 ℃. Comparison of total ellagic acid precipitation, chemical precipitation and physical precipitation at 5 ℃ (D), 25 ℃ (E), 40 ℃ (F). GA:

Gallic acid; CA: Chebulic acid; GC: Gallocatechin; C: Catechin; CL: Corilagin; GCG: Gallocatechin gallate; CLA: Chebulagic acid; EA:

Ellagic acid
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峰面积。

Sc= 2Pn/3 - SP

其中, Sc为 EA 化学沉淀量, pn为第 n 天时沉淀物

色谱图中EA的峰面积。

EA物理沉淀量与化学沉淀量在低温 (5 ℃)、室温

(25 ℃) 和高温 (40 ℃) 条件下的计算结果如图2D～F。

在低温下, 沉淀物指纹图谱中显示的EA含量 (总

量) 在 45天内与物理沉淀量并不匹配, 计算出的化学

沉淀为负值。这可能与 EA 形成的胶粒有关, 在这段

时间内, EA胶粒有所聚集但并未形成沉淀, 因而在离

心过程中 EA 并未完全进入沉淀, 但由于自身较大的

粒径在制样过程中被滤膜拦截。45天后, 沉淀物总量

和物理沉淀量基本相当, 几乎无化学沉淀, 沉淀物的产

生只与自身物理不稳定性有关。

在室温与高温下, 沉淀物中既有 EA 的物理沉淀

物, 也有化学沉淀物。随着储存时间的延长, 沉淀物中

EA的含量不断增加。不同的是, 室温条件下, EA的物

理沉淀量稍高于化学沉淀量; 而高温条件下, 物理沉淀

量几乎没有上升, 说明物理沉淀量快速到达了溶解—

沉淀平衡, 但EA的化学沉淀量持续上升, 且远高于物

理沉淀量。上述结果表明, EA沉淀形成与温度密切相

关, 低温显著抑制了其化学沉淀的形成, 同时也延缓了

物理沉淀的产生。

1.2 多元统计分析研究储存前后上清液的差异化合

物 PLS-DA分析结果见图 3A。室温下, R2X = 0.910,

R2Y = 0.993, Q2 = 0.981说明模型质量良好。为防止过

度拟合 , 进行内部验证测试。设定排列为 100, 室温

下 , R2 = (0.0, 0.326), Q2 = (0.0, -0.211) 结果见图 3B。

进一步采用 S-plot寻找差异化学标志物。图 3C显示

储存前后化学成分发生了显著变化。

在室温下, 鉴定出 6个显著变量, 分别为没食子酸

(RT = 13.993)、鞣花酸 (RT = 75.932)、没食子儿茶素

(RT = 28.653)、柯里拉京 (RT = 53.158)、诃黎勒酸 (RT =

62.710) 和儿茶素 (RT = 39.984)。柯里拉京和没食子酸

在储存后有所增加, 其余呈增加趋势的化合物未被鉴

定出, 可能是水解或氧化反应产生的新化合物。

在高温下, 图 3D中R2X = 0.948, R2Y = 0.991, Q2 =

0.961, 模型质量良好。内部验证测试R2 = (0.0, 0.206),

Q2 = (0.0, -0.232), 结果见图 3E。图 3F鉴定出 7个显著

变量 , 分别为没食子酸 (RT = 13.949)、诃子次酸 (RT =

11.239)、鞣花酸 (RT = 75.907)、儿茶素 (RT = 39.945)、没

食子儿茶素 (RT = 28.632)、柯里拉京 (RT = 52.739)、诃

黎勒酸 (RT = 62.812)。结果表明, 高温下 SOL化学变

化表现更为复杂, EA和没食子酸的变化也更明显。从

室温和高温结果分析可知, 诃黎勒酸和柯里拉京均具

有较为明显的差异。这是由于 SOL 的 pH 值较低, 在

2.5～3.5之间, 该条件下一些大分子水解鞣质由于具有

不稳定的酯键, 可发生水解反应。其中, 诃黎勒酸首先

水解生成柯里拉京和诃子次酸等物质[29], 而柯里拉京

可继续水解, 产生了大量的EA和没食子酸[30]。这解释

了实验中没食子酸和 EA 含量增加的现象, 水解生成

的EA则由于物理不稳定性而产生了更多的沉淀物。

从图 3C中可以发现, 这种作用在室温条件下依然

存在, 但由于温度降低抑制了反应, 故差异较高温更

小。实验发现, 一些儿茶素类物质在温度上升的样品

中显著降低。可能是类物质易在高温下聚合成缩合鞣

Figure 3 The results of sanlejiang oral liquid (SOL) supernatant before and after storage at 25 ℃ and 40 ℃ by multivariate statistical

analysis (PLS-DA, S-plot); A, D: PLS-DA results; B, E: Model validation results; C, F: S-plot results
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质所导致。

1.3 模型溶液验证 实验结果如图 4所示。不同温度

下 (图 4A～C) 两种对照品模型溶液均有不同程度的

下降。诃黎勒酸溶液 (图 4D～F) 中发现有新生成的

没食子酸和 EA, 并呈上升趋势, 而柯里拉京溶液 (图

4G～I) 也是如此。实验还发现, 不同温度下降解速率

与温度呈正相关, 这与上述结果一致。该实验进一步

说明 SOL中水解鞣质化学稳定性与温度有关, 并验证

了诃黎勒酸和柯里拉京的化学不稳定性导致 EA 的

产生。

2 物理稳定性及相关参数测试

上述实验证明 SOL 物理和化学的稳定性与温度

密切相关。低温抑制了化学降解, 因而化学稳定性提

高, 但降温过程对提高物理稳定性机制尚未明确, 因此

进一步考察了不同温度下 SOL物性变化, 试图阐明其

稳定机制。

2.1 多重光稳定性分析仪分析不同温度下稳定性

Turbiscan Lab 结果如图 5 所示 , SOL 的温度越低 , 稳

定性越高。低温降低了透光率 (图 5A)、稳定性较高

(图5B)。虽然初始粒径较大, 但该温度下粒径在186～

190 nm之间波动, 较为稳定 (图 5C); 室温下透光率有

一定增加, TSI和粒径呈直线上升的趋势, 稳定性较低

温下降低 (图 5D～F)。高温下 SOL的情况 (图 5G～I)

与室温相似, 但稳定性更差。因此, 根据 SOL不同温

度下物理参数来看, 升温在一定程度上破坏了多酚分

子缔合胶体结构, 使得部分 EA 分子失去多酚分子保

护而沉淀; 降低温度使得 SOL 获得较大的初始粒径 ,

增大了多酚形成的缔合胶体缔合度[31], 保护了 EA 分

子, 有利于其稳定性。

2.2 SOL显微镜观察 显微镜观察发现 (图 6), 不同

温度下沉淀形态及沉淀量均有明显差异。5 ℃下观察

到 SOL中有一定的细小的沙粒样聚集物 (图 6A～C),

这可能是多酚和EA形成的缔合胶体聚集产生的部分

不溶物质, 随时间延长有一定的增多。而25 ℃ (图6D～

F) 和 40 ℃ (图 6G～I) 下 SOL 沉淀增长速度非常快。

从结果中可见, 沉淀首先形成较小的半透明状晶体颗

粒, 约 1～5 μm。随着这种颗粒的增加, 有明显的聚集

趋势, 颗粒与颗粒之间由于较大的表面能而首先产生

Figure 4 Chromatogram of the corilagin and chebulagic acid model solution at 5 ℃ (A), 25 ℃ (B), 40 ℃ (C). Statistical results of chemical

composition peak area in the chromatogram of the chebulagic acid model solution at 5 ℃ (D), 25 ℃ (E), 40 ℃ (F) and corilagin model

solution at 5 ℃ (G), 25 ℃ (H), 40 ℃ (I)
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小范围的聚集 , 最后在 90 天内形成大面积的片状沉

淀。该结果直观显示了 EA 的微观动态形成过程, 并

反映了不同温度下的沉淀形成差异, 进一步说明降低

SOL体系的温度有助于EA的稳定性。

2.3 不同温度下 SOL物理参数 随着温度上升 SOL

的平均分子量降低 (图 7A), 这与粒径的结果相一致,

说明温度降低缔合度增大。随着温度升高SOL的 zeta

电位绝对值下降 (图 7B), 说明温度越高 SOL 越不稳

定。在考察不同温度 SOL表面张力时, 设置纯水作为

对照, 结果发现 SOL的表面张力显著低于水的表面张

力 (图 7C), 并且随着温度升高而有所降低。表面张力

降低虽然有助于 EA 溶解, 但是这种作用力和缔合作

用对 EA 的稳定增溶作用相对弱, 不足以抵抗升温产

生的化学变化和其自身物理稳定性破坏。因此, 升温

对 EA 稳定性依然不利。同样地, 黏度测试结果显示

SOL明显高于水的黏度 (图 7D), 温度越低黏度越高。

黏度的升高抑制了分子间的碰撞几率, 使得 EA 分子

或晶体之间的聚合沉淀速率降低, 进而抑制了物理沉

降行为。从上述的平均分子量和 zeta电位的结果可以

看出, 升温会破坏胶体结构从而导致EA沉淀, 但低温

Figure 6 Micrograph of SOL sediments at three temperatures at

different time periods. A, B, C: SOL sedimentations in 15, 60, 90

days at 5 ℃; D, E, F: SOL sedimentations in 15, 60, 90 days at

25 ℃; G, H, I: SOL sedimentations in 15, 60, 90 days at 40 ℃

Figure 5 Turbiscan Lab results of different temperature experiments. A, B, C: Change results of transmittance, turbiscan stability index

(TSI) and particle size at 5 ℃; D, E, F: Change results of transmittance, TSI and particle size at 25 ℃; G, H, I: Change results of transmit‐

tance, TSI and particle size at 40 ℃
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条件下 SOL分子缔合度增大, 黏度增大, 这增强了EA

稳定性。

讨论

一般而言, 中药的液体制剂在低温下更易形成沉

淀, 其原因主要有两点: 首先是悬浮颗粒的热运动减

弱, 趋于沉降, 醇沉过程的冷藏处理便是如此; 其次是

化学物质的溶解度降低, 成分析出, 如小檗碱、咖啡因

等。EA极难溶于水, 但SOL中EA却呈现“低温易溶”

的反常现象, 故本文对此展开研究。

以本文研究为基础, 从物理角度分析, 其主要作用

可能有 3种: ① 多酚分子自身具有一定的表面活性作

用[32]; ② 缔合胶体对EA的增溶作用; ③ 溶液黏度的

作用。从化学角度分析, 主要是低温抑制了鞣质的水

解。多酚产生的表面活性作用已在实验中得到验证,

而这种作用是在较高温度下EA依然能够部分存在于

上清液中的主要原因。缔合胶体增溶作用则是通过多

酚分子间聚集而使得胶束变大 , 加上 SOL 黏度的增

加, 共同抑制了溶液中EA分子之间的碰撞和聚集, 减

少了沉淀量。多酚形成的缔合胶体是一类特殊的胶

体, 在一定条件下可以从真溶液到胶体溶液之间进行

转换, 其影响因素主要有多酚浓度、pH值及温度。pH

值越低、温度越低、多酚浓度越高, 则缔合度越高[31]。

因此, 如何增强多酚胶体的缔合度及抑制水解作用是

稳定性调控的关键所在。实验中SOL的 zeta电位绝对

值较低, 说明胶体并不稳定, 是否是溶液中的金属离子

所致还需进一步研究。而 pH值对 SOL稳定性可能具

有较大影响, 调节 pH值不仅可以改变胶体缔合度, 还

能控制水解, 但过高对胶体缔合度不利, 而过低则影响

化学稳定性, 因此需从这两个角度出发找到合适的平

衡点[28]。在此基础上, 适当增加溶液黏度也具有抑制

沉淀的效果。综上, 保护缔合胶体、抑制水解作用是提

高确保EA分子态稳定储存的关键。

实验发现低温下 EA 化学沉淀为负值, 为此本文

研究了滤膜截留部分 EA 含量。取低温保存的 SOL,

以上清液供试品制备方法进行操作, 取下滤头推注超

出水反复清洗残液, 最后用甲醇溶解滤膜上的截留物

并测定。结果发现, 滤膜 EA 含量约 23.8 μg · mL-1, 证

实滤膜对EA的截留导致了化学沉淀负值现象。

本文首次观察到 EA 在 SOL 低温下的稳定表现 ,

阐释了其微观稳定机制并提出相应对策, 对 EA 的稳

定机制及调控策略进行了补充。研究阐明了EA储存

过程中的稳定性由 SOL的化学稳定性和物理稳定性

的综合作用。该研究不仅为EA的高效利用提供了理

论基础, 也对中药液体制剂的生产与品质优化具有重

要的理论价值与实践意义。
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