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·药剂与工艺· 

芫花素与水溶性磷酸盐柱[6]芳烃包合物的制备、表征及分子模拟研究  

陶  欣，杨云汉，杨明坤，张郡童，陈  艳，杨  举，杨玉香，钏永明*，杨丽娟* 

云南民族大学化学与环境学院 云南省高校智能超分子化学重点实验室 生物基材料绿色制备技术国家地方联合工程中

心，云南 昆明  650500 

摘  要：目的  以水溶性磷酸盐柱[6]芳烃（phosphate salt pillar[6]arene，PP6A）作为芫花素的药物载体即主体分子，天然药

芫花素为客体分子，构筑了一种新型的芫花素/PP6A（genkwanin/PP6A，GK/PP6A）超分子主客体包合物，对其进行表征和

性能分析，进一步对包合机制进行研究。方法  采用饱和水溶液法制备芫花素与 PP6A 的超分子包合物；以包合物的包合率

为指标，选用物质的量比、包合温度、包合时间和甲醇与水的体积比 4 个因素，每个因素 3 个水平，以 L9(34)设计正交试验，

对 GK/PP6A 包合物的制备工艺进行优化筛选。采用紫外可见吸收光谱法、傅里叶变换红外光谱、X 射线粉末衍射、扫描电

子显微镜和差示扫描量热等分析方法对芫花素和 PP6A 包合前后的理化性质进行研究分析；通过半经验分子轨道法、分子对

接和核磁共振波谱法揭示了芫花素与 PP6A 最稳定的包合模式。结果  GK/PP6A 包合物的最优制备工艺为 PP6A 与芫花素

的物质的量比为 1∶1，包合温度为 50 ℃，包合时间 8 h，甲醇与超纯水体积比为 1∶8，GK/PP6A 包合物的包合率为 89.93%；

芫花素和 PP6A 以物质的量比 1∶1 形成超分子包合物，其络合常数为 49 488 L/mol；半经验分子轨道法与分子对接揭示的

包合机制与二维核磁共振氢谱推断的主客体可能的包合模式相互吻合；芫花素包合前后的水溶解性和稳定性显著提高，其中

水溶解性由 3.5 μg/mL 提升至 540.5 μg/mL，约提高了 155 倍。结论  PP6A 是芫花素的良好宿主，芫花素与 PP6A 形成包合

物后，芫花素的水溶性和稳定性得到显著提高，疏水作用和氢键作用为包合物形成的主要驱动力。 

关键词：芫花素；水溶性磷酸盐柱[6]芳烃；包合物；分子对接；溶解度 

中图分类号：R283.6      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2024)01 - 0057 - 11 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2024.01.008 

Preparation, characterization and molecular modeling studies of inclusion 

complex of genkwanin with water-soluble phosphate salt pillar[6]arene 
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Abstract: Objective  A novel supramolecular host-guest inclusion complex of genkwanin/phosphate salt pillar[6]arene (GK/PP6A) 

was constructed with water-soluble phosphate salt pillar[6]arene (PP6A) as the drug carrier (as the host) and the natural medicine 

genkwanin (GK) as the guest molecule. The characterization and performance analysis were carried out, and the formation mechanism 

of inclusion complex was studied. Methods  The inclusion complex of GK/PP6A was prepared by saturated solution, the preparation 

process of GK/PP6A inclusion compound was optimized and screened. The orthogonal experiment was designed with L9(34), using 

four factors, including molar ratio, inclusion temperature, inclusion time and volume ratio of methanol to water, with three levels for 
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each factor. The physico-chemical properties of genkwanin and PP6A before and after inclusion were studied by ultraviolet-visible 

spectroscopy, infrared spectroscopy, X-ray powder diffraction, scanning electron microscope and differential scanning calorimeter, and 

the most stable inclusion modes of genkwanin and PP6A were revealed by semi-empirical molecular orbital method, molecular docking 

and nuclear magnetic resonance spectroscopy. Results  The optimal preparation process of GK/PP6A inclusion complex was that the 

molar ratio of PP6A to genkwanin is 1:1, 50 ℃ for the temperature, 8 h for the time, and 1:8 for the volume ratio of ethanol to water, 

the inclusion rate of GK/PP6A inclusion complex was 89.93%. The experimental results showed that genkwanin and PP6A form 

supramolecular inclusion complex with a molar ratio of 1:1, and the inclusion complex constant was calculated to be 49 488 L/mol. 

The inclusion mechanism revealed by semi-empirical molecular orbital method and molecular docking was in agreement with the 

possible inclusion model of host and guest inferred by two-dimensional hydrogen magnetic resonance spectroscopy. The stability and 

water solubility of genkwanin before and after inclusion complex were significantly improved, and the water solubility was increased 

from 3.5 μg/mL to 540.5 μg/mL, about 155 times. Conclusion  PP6A is a good host of genkwanin. The water solubility and stability 

of genkwanin were significantly improved after genkwanin formed inclusion complex with PP6A. Hydrophobicity and hydrogen 

bonding are the main driving forces for inclusion complex formation. 

Key words: genkwanin; water-soluble phosphate salt pillar[6]arene; inclusion complex; molecule docking; solubility 
 

芫花素又称为 5,4′-二羟基-7-甲氧基黄酮，是一

种从瑞香科瑞香属植物芫花，唇形科植物刺糙苏、

迷迭香和月桂叶、黑桤木、沉香树等众多植物中分

离出来的典型的非糖基化类黄酮类化合物[1-3]，具有

较高的生物活性和低毒性等特点[4]。芫花素具有抗

菌[5]、抗炎[6]、抗氧化[7]、抗肿瘤[8-9]、抗疟原虫[10]、

自由基清除[11]、免疫调节[4]和抗神经退行性疾病[12]

等多种生物药理学作用，近年来被广泛应用于临床

上新型药物制剂的研究。但因其性状不稳定，易吸

水潮解霉变，需在低温条件下密封干燥保存，溶解

性较差[13]。因此亟需找到一种高效低毒的药物载体

以改善芫花素在药物制剂研发中受到的限制。 

大环化学发展了冠醚[14]、环糊精[15]、杯芳烃[16]、

葫芦脲[17]和柱芳烃[18]等 5 类经典的大环主体化合

物，推动了超分子化学的快速发展。其中柱芳烃作

为第 5 代大环分子，具有独特的刚性富电子空腔、

易于修饰、主客体亲和力强和优异的生物兼容性等

特点，使其成为构筑功能有机超分子体系的有利载

体[19]。与其他几类经典的大环主体化合物相比，柱

芳烃因具有优异的生物兼容性和水溶性[20]，被广泛

应用于生物医药[21]、功能材料[22]、高效催化剂[23]和

环境污染物治理[24]等领域，且成为继环糊精之后一

种新型且高效低毒的天然药物载体，能有效改善药

物分子的理化性质[25]。 

本研究选用水溶性磷酸盐柱[6]芳烃（phosphate 

salt pillar[6]arene，PP6A）作为药物载体，芫花素为

客体分子，采用饱和水溶液法制备芫花素和 PP6A

的超分子包合物（GK/PP6A），通过紫外-可见吸收

光谱法（UV-Vis）、半经验分子轨道法、分子对接、

核磁共振波谱（1H-NMR、2D-NMR）、傅里叶变换

红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，

FT-IR）、X 射线粉末衍射（X-ray powder diffraction，

XRD ）、 扫 描 电 子 显 微 镜 （ scanning electron 

microscope，SEM）和差示扫描量热（differential 

scanning calorimetry，DSC）等分析方法对芫花素包

合前后的理化性质进行研究分析，并推测了主客体

可能的包合模式。进一步以包合物的包合率为指标，

对 GK/PP6A 包合物的制备工艺进行了优化筛选。 

1  仪器与试剂 

Nova Nanosem-450 型扫描电子显微镜，美国

FEI 公司；Bruker D8 Advance A25X 型 X 射线粉末

衍射仪、Bruker Avance 400 型核磁共振仪，瑞士

Bruker 公司；UV-2600i 型紫外分光光度计，日本岛

津仪器有限公司；Nicolet IS10 型傅里叶红外光谱

仪，美国 Thermo Fisher Scientific 公司；STA 449F3

型差示扫描量热仪，德国 Netzsch 公司；S22-2 型恒

温磁力搅拌器，上海司乐仪器有限公司；N-1100D-

WD 型旋转蒸发仪，云南科仪化玻有限公司；SHZ-

（D）III 型循环水式真空泵，巩义市英峪予华仪器厂；

FA1004 型电子分析天平，上海天平仪器厂；DZF 型

真空干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司。 

三苯基膦（质量分数 99.0%，批号 P1475928）、

三甲基溴硅烷（质量分数 98.0%，批号 P1348856）、

亚磷酸三乙酯（质量分数 98.0%，批号 P1656460）

购于阿拉丁试剂有限公司；四溴化碳（质量分数

97.0%，批号 P1412529）、1,4-二(2-羟基乙氧基)（质

量分数 95.0%，批号 F1220202）、多聚甲醛（质量分

数 96.0%，批号 P1322770）、KBr（质量分数 99.99%，

批号 20200401）购于泰坦科技有限公司；三氟化硼

乙醚（质量分数 46.5%，批号 9LWDR4VQ）购于安
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耐吉化学有限公司；氨水（体积分数 25.0%，批号

2022041326）购于天津市致远化学试剂有限公司；

芫花素（质量分数 98.0%，批号 HR1168W9）购于

陕西辰光生物科技有限公司；氯仿（体积分数

99.0%，批号 20220301）、丙酮（体积分数 99.5%，

批号 20220301）购于重庆川东化工有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  PP6A 的合成及其溶解度研究 

2.1.1  PP6A 的合成  参照文献方法[26]合成 PP6A，

合成路线如图 1 所示，产率 98.20%。谱图数据与文

献报道一致，1H-NMR (400 MHz，D2O) δ: 6.95 (12H, 

s), 4.09 (24H, s), 3.84 (12H, s), 2.13 (24H, s)；13C-NMR 

(100 MHz, D2O) δ: 150.1, 128.8, 116.8, 65.4, 29.3, 

28.3。 

2.1.2  PP6A 的溶解度研究  用超纯水配制系列质

量浓度梯度的 PP6A 溶液，并在最大吸收波长（λ＝

340 nm）处测定其紫外吸收光谱，以 PP6A 吸光度

（A）对其质量浓度（C）作图，得线性回归方程 A＝

18.511 43 C－0.000 641，r＝0.999 5，结果表明 PP6A

在 5.991 3～60.137 9 mg/L 线性关系良好。 
 

 

图 1  PP6A 的合成路线图 

Fig. 1  Synthesis route of PP6A 

通过饱和溶液法探究了不同温度下 PP6A 的溶

解度，分别在 25、30、40、50 ℃的温度下制备 PP6A

的饱和水溶液，并通过 PP6A 的紫外吸收标准曲线

计算出 PP6A 在不同温度下的溶解度，如表 1 所示。

由实验结果可知，随着温度的升高，PP6A 的溶解度

逐渐增大。 

表 1  PP6A 在不同温度下的溶解度 

Table 1  Solubility of PP6A at different temperatures 

温度/℃ 溶解度/(mg∙mL−1) 温度/℃ 溶解度/(mg∙mL−1) 

25 360 40 368 

30 363 50 376 

2.2  GK/PP6A 包合物的制备处方工艺筛选与优化 

2.2.1  GK/PP6A 包合物的制备  以 PP6A 作为芫花

素的药物载体即主体分子，芫花素为客体分子，采

用饱和水溶液法制备 GK/PP6A 包合物。按照不同

物质的量比（PP6A∶芫花素）准确称取定量的 PP6A

与芫花素；用不同比例的无水甲醇与水作为溶剂，

将芫花素溶解于甲醇中超声 30 min 使其充分溶解，

同时将 PP6A 放入圆底烧瓶中加入适量的超纯水将

其溶解，并于不同温度下搅拌使其充分溶解，然后

将提前准备好的芫花素溶液缓慢加入搅拌一段时

间，反应结束后，处理滤液得 GK/PP6A 包合物。 

2.2.2  芫花素线性关系考察  使用UV-2600i型紫外

1,4-二(2-羟基乙氧基)苯 1,4-二(2-溴乙氧基)苯                全溴代柱[6]芳烃                               全磷酸酯化柱[6]芳烃 

全磷酸酸化柱[6]芳烃                   全磷酸铵盐柱[6]芳烃（PP6A） 
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分光光度计进行紫外-可见光谱测试，研究芫花素的

标准曲线时，采用 DMSO 与水的混合溶剂（1∶1），

并在最大吸收波长（λ＝340 nm）处测定紫外吸收光

谱。配制质量浓度为 10 mmol/L 的芫花素溶液，然

后依次取 2、4、6、8、10、12、14、16、18 μL 的

芫花素溶液，分别稀释到 3 000 μL 的溶液（DMSO-

水 1∶1）中，并在最大吸收波长处（λ＝340 nm）测

定紫外吸收光谱，以 A 值对质量浓度（C）作图，

得线性回归方程为 A＝16.572 62 C－0.001 35，r＝

0.999 6，结果表明芫花素在 1.904 5～17.169 3 mg/L

线性关系良好。 

2.2.3  单因素实验考察 GK/PP6A 包合物的制备处

方工艺 

（1）PP6A 与芫花素物质的量比：固定包合温度

为 30 ℃，包合时间为 8 h，甲醇与水的体积比为 1∶

8，分别在 PP6A 与芫花素的物质的量比为 1∶1、

1∶2、1∶3、1∶4 的条件下制备包合物，通过包合

率考察不同物质的量比对包合工艺的影响。结果包

合率分别为 30.13%、46.37%、44.26%、37.62%，结

果表明，当PP6A与芫花素的物质的量比为 1∶2时，

包合率最大，故选择 PP6A 与芫花素物质的量比的

研究范围为 1∶1～1∶3。 

（2）包合温度：固定 PP6A 与芫花素的物质的

量比为 1∶2，包合时间为 8 h，甲醇与水的体积比

为 1∶8，分别在包合温度为 20、30、40、50 ℃的

条件下进行包合物的制备，通过包合率考察不同物

质的量比对包合工艺的影响。结果包合率分别为

38.17%、45.63%、45.11%、41.98%，结果表明，当

包合温度为 30 ℃时，包合率最大，故选择包合温

度的研究范围为 30～50 ℃。 

（3）包合时间：固定 PP6A 与芫花素的物质的

量比为 1∶2，包合温度为 30 ℃，甲醇与水的体积

比为 1∶8，分别在包合时间为 6、8、10、12 h 的条

件下制备包合物，通过包合率考察不同物质的量比

对包合工艺的影响。结果包合率分别为 32.07%、

46.48%、45.01%、43.21%，结果表明，当包合时间

为 8 h 时，包合率最大，故选择包合时间的研究范

围为 6～10 h。 

（4）甲醇与水的体积比：固定 PP6A 与芫花素

的物质的量为 1∶2，包合温度为 30 ℃，包合时间

为 8 h，分别在甲醇与水的体积比为 1∶4、1∶6、

1∶8、1∶10 的条件下制备包合物，通过包合率考

察不同物质的量比对包合工艺的影响。结果包封率

分别为 29.76%、37.35%、48.59%、43.78%，结果表

明，当包合溶剂体积比为 1∶8 时，包合率最大，故

选择甲醇与水体积比的研究范围为 1∶6～1∶10。 

2.2.4  正交试验优化 GK/PP6A 包合物的制备处方

工艺  通过单因素试验得出的各试验因素水平，以

包合率[27]为评价指标设计正交试验，以 PP6A 与芫

花素的物质的量比（A）、包合温度（B）、包合时间

（C）和甲醇与水的体积比（D）为因素，每个因素 3

个水平，选用 L9(34) 设计正交试验，试验设计与结

果见表 2。通过正交试验直观分析结果表明，4 种因

素对包合率的影响顺序为 D＞A＞C＞B，即甲醇与

水的体积比＞PP6A 与芫花素的物质的量比＞包合

时间＞包合温度。由测试结果可知，最优制备工艺

为 A1B3C2D3，当 PP6A 与芫花素的物质的量比为

1∶1，包合温度为 50 ℃，包合时间 8 h，甲醇与超

纯水体积比为 1∶8 时包合率最高，为 89.93%。 

从表 3 可知，因素 A 和 D 在不同水平间存在差

异（P＜0.05），为 GK/PP6A 包合物的制备工艺中较

为重要的影响因素，B 和 C 因素在不同水平间不存 

表 2  L9(34)正交试验设计与结果 

Table 2  Design and results of L9(34) orthogonal test 

序号 A B/ ℃ C/h D 包合率/% 

1 1∶1 (1) 30 (1) 6 (1) 1∶4 (1) 34.13 

2 1∶1 (1) 40 (2) 8 (2) 1∶6 (2) 57.00 

3 1∶1 (1) 50 (3) 10 (3) 1∶8 (3) 89.93 

4 1∶2 (2) 30 (1) 8 (2) 1∶8 (3) 59.46 

5 1∶2 (2) 40 (2) 10 (3) 1∶4 (1) 22.36 

6 1∶2 (2) 50 (3) 6 (1) 1∶6 (2) 13.65 

7 1∶3 (3) 30 (1) 10 (3) 1∶6 (2) 13.11 

8 1∶3 (3) 40 (2) 6 (1) 1∶8 (3) 38.29 

9 1∶3 (3) 50 (3) 8 (2) 1∶4 (1) 19.08 

K1 181.06 106.70 86.07 75.57  

K2 95.47 117.65 135.54 83.76  

K3 70.48 122.66 125.40 187.68  

R 110.58 15.96 49.47 112.11  

表 3  方差分析 

Table 3  Analysis of variance 

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F 值 显著性 

A 2 242.009 4 2 1 121.004 7 50.480 0 P＜0.05 

B 44.413 8 2 22.206 9 1.000 0  

C 455.216 6 2 227.608 3 10.249 4  

D 2 603.899 4 2 1 301.949 7 58.628 2 P＜0.05 

F0.05(2, 2)＝19.00  F0.01(2, 2)＝99.00 
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在显著性差异，为次要影响因素。 

2.2.5  GK/PP6A包合物的制备处方工艺确定  采用

“2.2.3”项中的优化方法制备 GK/PP6A 包合物，准

确称取 PP6A（14.2 mg，M＝2 243.980 g/mol，6.30 

μmol），芫花素（1.8 mg，M＝284.268 g/mol，6.30 

μmol），将芫花素溶解于 1.5 mL 的甲醇中超声 30 

min 充分溶解，同时将 PP6A 放入 25 mL 圆底烧瓶

中，加入 12 mL 的超纯水使其充分溶解，然后将提

前准备好的芫花素溶液缓慢加入烧瓶中，50 ℃搅拌

8 h。反应结束后旋转蒸发除去溶剂，并向圆底烧瓶

中加入适量超纯水超声溶解，用 0.45 μm 的醋酸纤

维滤头滤除滤液中未进入柱芳烃空腔的，沉淀于溶

液中的芫花素,再次旋转蒸发除去溶剂，真空干燥，

得 GK/PP6A 包合物。 

2.3  GK/PP6A 包合物的表征 

2.3.1  FT-IR 分析  通过Nicolet IS10 傅里叶变换红

外光谱仪测试芫花素、PP6A 和 GK/PP6A 的红外光

谱信息。采用压片法将样品与溴化钾（样品-KBr 1∶

100）研磨制成薄片测定红外吸收光谱。PP6A、芫花

素和 GK/PP6A 包合物的 FT-IR 如图 2 所示，从主

体分子 PP6A 的红外吸收光谱图中可以看出 1 217、

1 144 cm−1处为 PP6A 分子上 P＝O 的伸缩振动吸收

峰，797、702、546 cm−1 处为 PP6A 苯环上 C-H 的

弯曲振动吸收峰。芫花素的红外吸收光谱显示了其

在 3 269 cm−1 处具有羟基-OH 的伸缩振动峰，2 935 

cm−1处为芫花素21号原子处的-CH3的伸缩振动峰，

1 669 cm−1 处为羰基的伸缩振动，1 499 cm−1 处为苯

环上的 C＝C 骨架伸缩振动，1 119 cm−1 处为 C-O-

C 的弯曲振动。当芫花素与 PP6A 形成包合物后，

芫花素在 3 269 cm−1 处的-OH 伸缩振动峰消失，    

2 935、1 669、1 499、1 119 cm−1 处的红外吸收特征 
 

 

图 2  PP6A、芫花素、GK/PP6A 包合物的 FT-IR 吸收光谱图 

Fig. 2  FT-IR absorption spectra of PP6A, genkwanin, and 

GK/PP6A inclusion complex 

峰均明显减弱，而 1 217、1 144、797 cm−1 处的 PP6A

的特征峰的吸收强度基本不变，据包合前后主客体

特征峰波数与吸收强度的变化，可推断出成功制备

了 GK/PP6A 包合物。 

2.3.2  XRD 分析  使用 X 粉末射线衍射仪对样品

进行 XRD 测试，测试条件为 Cu Kα（λ＝0.154 06 

nm），2θ 扫描区间从 10°～90°，管电压 40 kV，管

电流 40 mA，扫描速率 10°/min。PP6A、芫花素和

GK/PP6A 包合物的 XRD 如图 3 所示，PP6A 在 2θ

值为 13.13°和 15.16°处有 2 个弱的衍射峰，在

19.24°～21.31°有 1 个弱的宽衍射峰，呈现出明显的

无定形结构。芫花素呈现出良好的晶型结构，在 2θ

值为 10.79°、14.16°和 18.66°处有较强且尖锐的衍射

峰，且在 12.21°、16.25°、21.33°、24.55°、26.90°、

28.75°和 44.19°处也均有明显尖锐的衍射峰，当芫花

素与 PP6A 形成包合物后，显示出了不同于主体或

客体的衍射模式，包合后 PP6A 与芫花素的特征衍

射峰基本消失，此外，GK/PP6A 包合物在 21.95°和

31.23°处出现了较强且尖锐的衍射峰。实验结果表

明，主客体包合前后其晶型结构、衍射峰位置和强

度均有变化，说明包合物成功制备。 

2.3.3  SEM 分析  采用 NOVA NANOSEM-450 型

扫描电子显微镜对样品的表面形态进行扫描，将样

品均匀的分散在金属样品台上，并在真空中喷金处

理。在 30 kV 的激发电压下拍摄得到 SEM 图像。

SEM 是物质表面结构定性分析最常用的方法之一，

PP6A、芫花素和 GK/PP6A 的 SEM 图如图 4 所示，

由 SEM 测试结果可知，PP6A 的表面形态平整光滑

且均匀分布着细碎的小斑点，形状为规则的片状；

芫花素的表面形态呈现为细长的针状，形似一簇堆

叠的松针；GK/PP6A 的表面形态呈现出表面略粗糙 
 

 

图 3  PP6A、芫花素、GK/PP6A 包合物的 XRD 图 

Fig. 3  XRD patterns of absorption spectra of PP6A, 

genkwanin and GK/PP6A inclusion complex 
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图 4  PP6A、芫花素、GK/PP6A 包合物的 SEM 图像 (SEM 图经 Photoshop 染色) 

Fig. 4  SEM images of PP6A, genkwanin and GK/PP6A inclusion complex (SEM image stained by Photoshop) 

且带有条状纹理的块状结构，包合前表面细碎的小

斑点基本消失，呈现出与前两者不同的表面形态。

包合前后表面形貌的变化，初步揭示了 GK/PP6A 包

合物的形成。 

2.3.4  DSC 分析  采用 Netzsch STA 449F3 型差示

扫描量热仪，设置升温速率为 10 ℃/min，温度范围

35～150 ℃，氩气体积流量为240 mL/min，对PP6A、

芫花素和 GK/PP6A 包合物进行差示扫描量热测定，

得到 DSC 曲线。如图 5 所示，PP6A 在 76.76 ℃和

212.09 ℃分别有 1 个吸热峰，在 560.89 ℃有 1 个

放热峰。芫花素在 285.10 ℃和 408.29 ℃分别有 1

个吸热峰，在 600.92 ℃有 1 个放热峰。当芫花素与

PP6A 形成包合物以后，芫花素与 PP6A 的特征峰均

有减弱或消失，且在 464.27 ℃和 484.67 ℃出现了

新的放热峰，515.21 ℃出现了新的吸热峰。DSC 曲

线分析结果表明，芫花素与 PP6A 已形成包合物。 

 

图 5  PP6A、芫花素、GK/PP6A 包合物的 DSC 图 

Fig. 5  DSC curves of PP6A, genkwanin and GK/PP6A 

inclusion complex 

2.4  NMR 分析 

采用 BrukerAvance DRX 400 MHz 核磁共振波

谱仪测试了芫花素、PP6A 和 GK/PP6A 的 1H-NMR、
13C-NMR 和 2D NMR 谱图。其中，芫花素采用

DMSO-d6 作为溶剂，PP6A 和 GK/PP6A 均以 D2O

作为溶剂，氘代溶剂均以四甲基硅烷（TMS）作为

内标。 

2.4.1  1H-NMR 分析  核磁共振波谱是研究主客包

合物的有效方法[28]。芫花素与 PP6A 进行主客体络

合时，化学位移会随着主客体的相互屏蔽作用发生

变化，因此可通过主体在包合前后质子的化学位移

变化来推断客体分子是否顺利进入主体空腔中。

PP6A和GK/PP6A的 1H-NMR如图6所示，GK/PP6A

包合物的 1H-NMR同时包含了主客体分子的特征质

子峰，且包合前后 PP6A 的特征质子峰 H1、H2、H3、

H4 的质子信号分别均向低场移动了 δ 0.05、0.05、

0.04、0.11，结果如表 4 所示，核磁共振波谱测试结

果表明成功制备了包合物。 

2.4.2  2D-NMR 分析  主客体络合时空间邻近的 2

个质子产生的核奥弗豪泽效应（nuclear Overhauser 
 

 

 

图 6  PP6A 与 GK/PP6A 的 1H-NMR 谱图 

Fig. 6  1H-NMR spectra of PP6A and GK/PP6A 
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表 4  PP6A 包合前后的化学位移值 (ΔδH) 对照 

Table 4  Comparison of chemical shift (ΔδH) values before 

and after PP6A inclusion 

质子 PP6A GK/PP6A ΔδH 

H-1 6.95 (12H, s) 7.00 (12H, s) 0.05 

H-2 4.09 (24H, m) 4.14 (24H, m) 0.05 

H-3 3.84 (12H, s) 3.88 (12H, s) 0.04 

H-4 2.13 (24H, m) 2.24 (24H, m) 0.11 

effect，NOE）能有效证明主客体之间是否发生络合，

采用二维核磁共振波谱对样品进行分析，结果如图

7 所示，测试结果表明 PP6A 的 H-1 与芫花素的 H-

2、H-9 存在 NOE 相关，PP6A 的 H-2 与芫花素的

H2 存在 NOE 相关，说明芫花素成功进入 PP6A 的

空腔内形成包合物。 

2.5  光谱测定 

2.5.1  Job 曲线测定  采用等物质的量连续变化法 
 

       

图 7  GK/PP6A 包合物的 2D NOESY 谱 (A) 及其可能的包合模式和关键的 NOE 相关 (B) 

Fig. 7  Two-dimensional nuclear Overhauser effect spectroscopy (2D-NOESY) spectrum (A) and proposed inclusion modes 

associated with key nuclear Overhauser effects (NOEs) (B) of GK/PP6A inclusion complex 

测定 GK/PP6A 的包合计量比[29]，维持体系总浓度

为 10.0 μmol/L，保持芫花素与 PP6A 的物质的量比

为 0∶10、1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、

7∶3、8∶2、9∶1、10∶0，并配制系列浓度梯度的

混合溶液测定紫外吸收光谱，以芫花素的摩尔分数

为横坐标，A 值之差与芫花素的摩尔分数乘积为纵

坐标，绘制得 Job 曲线。如图 8-a 所示，当芫花素

的摩尔分数为 0.5 时，溶液的 A 值之差与芫花素的

摩尔分数乘积达到最大。由此可以得出 GK/PP6A 的

包合物质的量比为 1∶1。 

2.5.2  紫外-可见光谱滴定实验分析  通过紫外-可

见吸收光谱（UV-Vis）法探究了芫花素与 PP6A 间

的主客体络合行为，如图 8-b 所示，保持芫花素的

浓度为 10.0 μmol/L，按照等浓度梯度依次加入 0～

20.0 μmol/L 的 PP6A 溶液，测定紫外吸收光谱。由

测试结果可知，随着 PP6A 溶液的加入混合溶液的

A 值逐渐增强，说明芫花素与 PP6A 之间存在着较

强的主客相互作用。根据滴定过程中 A 值的变化，

采用 Benesi Hildebrand 曲线法[30]求解得芫花素与

PP6A 的络合常数为 49 488 L/mol。 

2.6  芫花素与 PP6A 的主客体包合模拟计算分析 

采用 Gaussian 03 程序[31]完成量化计算，PP6A

的初始结构由 Gaussian View 对全甲氧基柱[6]芳烃

（取自剑桥晶体数据库）进一步修饰得到，并用 PM6-

D3H4 方法对 PP6A 的初始结构进行优化至结构达

到几何平衡，同时采用 Gaussian View 构建芫花素

的初始结构至结构达到几何平衡。 

采用 MOPAC2016 软件包进行半经验计算，选

用坐标放置法构建芫花素与 PP6A 的包合过程：以

芫花素分子上 13 号位置的氧原子作为定位点 m，

以 PP6A 上连接的亚甲基上的碳所构成圆的几何中

心作为坐标原点 O，并将 m 与 O 之间的距离定义

为 Dm-o，使芫花素分子从距离坐标原点的 10 nm 移

动到−10 nm，每步移动 1 nm，且均用 PM6-D3H4 方

法对包合物结构进行全优化。 

采用 AutoDock 4.2 程序[32]对芫花素与 PP6A 的 
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图 8  PP6A 与芫花素的 Job 曲线 (a) 和 PP6A 与芫花素的

荧光滴定曲线 (b) 

Fig. 8  Job curve between PP6A and genkwanin (a) and 

ultraviolet titration curves of PP6A and genkwanin (b) 

包合模式进行深入探究并完成分子对接。将芫花素

和 PP6A 分别作为配体分子和刚性受体分子进行分

子对接模拟，设置最大评估数为 2.5×106，执行 100

次构像搜索，将芫花素对接到 PP6A 的空腔中，并

将构像搜索过程中均方根偏差（root mean square 

deviation，RMSD）小于 0.2 nm 的构像归为一簇，

进行聚类分析。芫花素以每步 1 nm 的步长靠近并

深入 PP6A 的空腔中，整个过程的结合能变化曲线

如图 9 所示，由计算结果可知，随着 Dm-o 减小，当

芫花素移动到 3 nm 时，结合能为−105.184 4 kJ/mol，

此时结合能力达到最强，此位置对应的 GK/PP6A 络

合体系的结合模式如图 10-A 所示。 

当芫花素移动到 3 nm 时，客体芫花素置于

PP6A 的空腔中，二者空间匹配度良好紧密结合，与

二维核磁共振氢谱推断的主客体可能的包合模式相

互吻合。随着芫花素继续移动至 4～−6 nm 间时，

由于 PP6A 支链和芫花素分子的扭转，芫花素分子

未能较好的置于 PP6A 的空腔中，自−7 nm 后，随 

 

图 9  芫花素与 PP6A 的结合能变化曲线图 

Fig. 9  Diagram of binding energy variation between 

genkwanin and PP6A 

 

 

图 10  经 PM6-D3H4 优化后的最优 GK/PP6A 包合物模式 

(A) 和 GK/PP6A 包合物分子对接最优构像 (B) 

Fig. 10  Complexation patterns of optimal GK/PP6A 

inclusion complex after PM6-D3H4 optimization (A) and 

optimal molecular docking conformation of GK/PP6A 

inclusion complex (B) 

着芫花素继续移动且即将脱离 PP6A 的空腔时，因

为空间斥力的减弱，结合能力呈现出逐渐减弱的趋

势。值得注意的是，采用 AutoDock 4.2 程序对芫花

素与 PP6A 的包合模式进行深入探究并完成分子对

接后，得到 GK/PP6A 包合物分子的对接最优构像

如图 10-B 所示，并发现芫花素分子 7 号位上的羟

基暴露于 PP6A 的空腔外，并与 PP6A 中苯环对位

的醚氧原子形成了 1 条氢键，长度为 0.186 6 nm，

主客体间紧密结合并形成氢键，进一步增强了主客
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体间的结合能力。分子对接完成后，将 RMSD 小于

0.2 nm 的构像归为一簇，进行聚类分析，芫花素和

PP6A 的构像聚类分析如表 5 所示，分析结果表明

对接结果收敛度较高，只有五簇形成。 

表 5  芫花素与 PP6A 分子对接后的成簇分析 

(RSDGK/PP6A＜0.2 nm) 

Table 5  Clustering analysis diagram of genkwanin and 

PP6A molecules after docking (RSDGK/PP6A < 0.2 nm) 

簇 结合能/(kJ∙moL−1) 构像数 簇 结合能/(kJ∙moL−1) 构像数 

1 −7.85 50 4 −7.67 1 

2 −7.77 20 5 −7.64 14 

3 −7.74 15    

 

2.7  包合物的性能研究 

2.7.1  包合物的溶解度测定实验  通过饱和溶液的

方法测定芫花素和 GK/PP6A 包合物在水中的溶解

度，分别制备芫花素和 GK/PP6A 包合物的饱和水

溶液，并通过芫花素的紫外吸收标准曲线分别计算

出芫花素包合前后的溶解度。实验结果表明，芫花

素包合前的溶解度为 3.5 μg/mL，包合后的溶解度为

540.5 μg/mL，约提高了 155 倍，由此可知 PP6A 能

有效的改善芫花素的溶解度。 

2.7.2  包合物的稳定性实验  胃和肠道是人体吸收

口服药物的主要场所，因此模拟生物体环境对芫花

素和 GK/PP6A 的稳定性进行探究[33]。设置 2 组实

验，每组各取 2 个 25 mL 量瓶，分别向瓶中依次加

入 0.01 mmol/L 的芫花素溶液和 4 mmol/L 的 PP6A

溶液，用 pH 1.5（模拟人体胃液）和 pH 7.6（模拟

人体肠液）的缓冲溶液与甲醇的混合液（4∶1）分

别稀释至刻度，37 ℃恒温孵育 1 h，于最大吸收波

长处测定其 A 值，然后避光保存，每隔 12 h 测定其

A 值，连续测定 72 h，每组实验平行测定 3 次。芫

花素和 GK/PP6A 的稳定性如图 11 所示，在模拟人

体的胃液环境中，芫花素在 0～36 h 的相对 A 值呈

现出明显的下降趋势，至 36 h 下降了 85.45%，在

模拟人体的肠液环境中，芫花素在 0～24 h 的相对

吸光度（A/A0，A 为每 12 h 内所测吸光度，A0 为初

始吸光度）呈现出明显的下降趋势，至 24 h 下降了

96.51%，而 GK/PP6A 包合物的相对 A 值在模拟的

胃液与肠液的环境中均表现为下降趋势平缓。实验

结果表明芫花素在形成包合物后稳定性显著提高。 

3  讨论 

选取 PP6A 作为药物载体，芫花素为客体分子， 

 

 

图 11  芫花素和 GK/PP6A 包合物在 pH 1.5 和 pH 7.6 的

条件下的 A/A0随时间变化图 

Fig. 11  Plot of relative absorbance A/A0 of genkwanin and 

GK/PP6A inclusion complex with time at pH 1.5 and pH 7.6 

构筑了一种新型的 GK/PP6A 超分子包合物。以包

合物的包合率为指标设计正交试验，得 GK/PP6A 包

合物的最优制备工艺为 PP6A 与芫花素的物质的量

比为 1∶1，包合温度为 50 ℃，包合时间 8 h，甲醇

与超纯水体积比为 1∶8，包合率为 89.93%。并探究

了 4 个因素在不同水平间的显著性差异，包合时间

在不同水平间存在显著性差异，是包合物的制备工

艺的重要影响因素。 

采用核磁共振波谱、FT-IR、XRD、SEM 和 DSC

等分析测试方法对包合物进行了表征，主客体在包

合前后其理化性质发生了明显变化。通过半经验分

子轨道法和分子对接揭示了芫花素与 PP6A 最稳定

的包合模式，疏水作用和氢键作用为包合物形成的

主要驱动力。进一步通过紫外可见吸收光谱探究了

芫花素和 PP6A 的物质的量比及络合常数，试验结

果表明，芫花素和 PP6A 以物质的量比 1∶1 形成超

分子包合物，其络合常数为 49 488 L/mol，芫花素

与 PP6A 之间存在着较强的主客相互作用。包合物

的性能研究实验结果表明，芫花素与 PP6A 形成超

分子包合物后，水溶解性和稳定性显著提高，其中

水溶解性由 3.5 μg/mL 提升至 540.5 μg/mL，约提高

了 155 倍，PP6A 是芫花素的优良药物载体。 
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综上所述，该研究为天然药物分子芫花素在临

床上药物制剂的研究和制备奠定了一定的基础。 
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