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酸碱位移结合喷雾干燥法制备染料木素三元包合物体系3 

王明帅，宁  夏，刘华石，王井侠，段亚辉，耿晨阳，王伟明* 

黑龙江省中医药科学院，黑龙江 哈尔滨  150036 

摘  要：目的  优选染料木素三元包合物的制备工艺，并对其体外抗癌活性进行评价。方法  通过相溶解度及分子模拟对染

料木素二元与三元包合物的溶解性和稳定性进行评价，优选染料木素包合物的种类。通过处方和制备工艺研究，确定三元包

合物的处方组成和制备工艺。利用傅里叶变换红外光谱、X 射线粉末衍射、差示扫描量热法和扫描电子显微镜等对染料木素

三元包合物进行表征，采用人乳腺癌 MCF-7 细胞和人非小细胞肺癌 A549 细胞对染料木素三元包合物的抗癌活性进行考察。

结果  染料木素三元包合物与二元包合物相比溶解度更高、稳定性更好。研究表明，以处方染料木素与 HP-β-CD 物质的量

比（1∶1.8），加入染料木素-HP-β-CD 总质量 5%聚乙烯吡咯烷酮（PVP）K30，通过酸碱位移结合喷雾干燥法制备染料木素

三元包合物，染料木素的溶解度可达 8.8 mg/mL，溶出度为 93%；体外抗癌活性实验表明，染料木素三元包合物能明显增强

染料木素对 MCF-7 细胞和 A549 细胞的抑制作用。结论  优选工艺为酸碱位移结合喷雾干燥法制备染料木素三元包合物，

能明显提高染料木素的溶解性，并显著增强染料木素对 MCF-7 细胞和 A549 细胞的抑制作用。 
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Preparation of genistein ternary inclusion complex by acid-base displacement 

combined with spray drying method 
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Abstract: Objective  To optimize the preparation process of genistein ternary inclusion complex, and evaluate its anticancer 

activity in vitro. Methods  The solubility and stability of binary and ternary inclusion complexes of genistein were evaluated by 

phase solubility and molecular simulation, and the type of genistein inclusion complex was preferred. Through the formulation and 

preparation process study, the formulation composition and preparation process of the ternary inclusion complex of genistein were 

determined. Fourier transform infrared spectroscopy, X-ray powder diffraction, differential scanning calorimetry and scanning 

electron microscopy were used to characterize the formation of inclusion complex, and its anticancer activity of genistein ternary 

inclusion complex was investigated in human breast cancer MCF-7 cells and human non-small cell lung cancer A549 cells. Results  

The genistein ternary inclusion complex was more soluble and stable than the binary inclusion complex. The results showed that the 

ternary inclusion complex of genistein was prepared by acid-base displacement combined with spray drying with the prescription of 

genistein and HP-β-CD with molar ratio of 1:1.8, and 5% total amount of polyvinylpyrrolidone (PVP) K30 to genistein-HP-β-CD 

was added. The solubility of genistein was 8.8 mg/mL, and the dissolution was 93%. In vitro anticancer activity experiments showed 

that genistein ternary inclusion complexes could significantly enhance the inhibitory effect of genistein on MCF-7 cells and A549 

cells. Conclusion  The preferred process was acid-base displacement combined with spray drying to prepare ternary inclusion 

complexes, which could significantly improve the solubility of genistein and significantly enhance its inhibitory effect on MCF-7 

cells and A549 cells. 
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染料木素（genistein，Gen）即金雀异黄素，为

异黄酮类化合物[1]。现代药理学实验表明，具有抗

氧化、抗肿瘤、抗骨质疏松、调血脂、清除自由基

等生物活性，且毒性较低，不良反应较小，因此作

为天然抗癌产物而被广泛研究[2-5]。但研究结果表

明，染料木素具有水溶性差、生物利用度较低等缺

陷，限制其在临床上的应用。 

环糊精是一种优良载体，可与疏水性药物分子

形成包合物，通常用于增加药物分子的溶解度和溶

解速率[6-8]，但由于成本、生产能力和毒性等多种原

因，导致药物配方中环糊精使用量有限[9-12]。羟丙

基-β-环糊精（hydroxypropyl-β-cyclodextrin，HP-β- 

CD）是在环糊精羟基上进行化学修饰产生的一种环

糊精衍生物[13]，其水溶性更强，毒性更低[14]，在低

至中等剂量下，被认为是口服和静脉注射无毒，被

广泛用于改善水溶性差药物的溶解度[15]，是美国食

品药品监督管理局（Food and Drug Administration，

FDA）推荐使用的增溶剂，且多种上市药物中都有

HP-β-CD 存在[16]。据报道，染料木素与 HP-β-CD

包合物增强了染料木素的溶解度、稳定性、溶解速

率和生物利用度[17-18]。 

而包合物增溶的另一个方向是与亲水性聚合物

配合，亲水性聚合物具有协同作用，能增加包合物

稳定性[19-23]。本研究为解决染料木素水溶性差的问

题，采用相溶解度实验与分子模拟探究三元与二元

包合物的增溶效果，并对制备工艺、体外抗癌活性

进行系统性研究，对包合物进行表征为开发染料木

素抗癌药物提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

SD-1500 型喷雾干燥机，上海沃迪智能装备股

份有限公司；BP-10 型电子天平，德国赛多利斯公

司；LC-20A 型高效液相色谱，日本岛津公司；

HS-DSC-101 型差示扫描量热仪，上海和晟仪器科

技有限公司；Smartlab9 型 X 射线衍射仪，日本理

学株式会社；Apreo 2 型扫描电子显微镜（SEM），

美国赛默飞世尔科技公司；RC-806 型溶出仪，天津

市天大天发科技有限公司；Spectrum Two 型红外光

谱仪，美国 Perkin Elmer 公司；H97 型磁力搅拌器，

上海尚普仪器设备有限公司。 

1.2  材料 

染料木素对照品，批号 111704-201302，质量

分数 99.1%，中国食品药品检定研究院；羟丙基-β-

环糊精（HP-β-CD）、聚乙烯吡咯烷酮（PVP）K30，

上海阿拉丁试剂公司；非小细胞肺癌 A549 细胞，

上海细胞资源库；人乳腺癌 MCF-7 细胞，武汉普诺

赛生命科技有限公司；细胞计数试剂盒 CCK-8，批

号 G021-1-2，南京建成生物工程研究所；氢氧化钠、

盐酸，西陇科学股份有限公司；其他均为实验室分

析级试剂。 

2  方法与结果 

2.1  染料木素测量方法 

2.1.1  色谱条件  采用配有光电阵列二极管和自动

进样器的岛津 LC-20A 进行分析。采用 Krmasil C18

色谱柱（250 mm×4.6 μm，5 μm）；流动相采用 0.05%

磷酸水溶液-甲醇（3∶7）；柱温 30 ℃；体积流量 1 

mL/min；进样量 10 μL；检测波长为 260 nm。 

2.1.2  对照品溶液的配制   精密称取染料木素

14.27 mg，加甲醇定容至 100 mL 量瓶中，得染料木

素对照品储备液，再取染料木素对照品储备液 4.0 

mL，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻

度，摇匀，得染料木素对照品溶液。 

2.1.3  供试品溶液的制备  精密称取染料木素三元

包合物 75 mg，加甲醇稀释至 50 mL，再取 4 mL 置

于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，即得

供试品溶液。 

2.1.4  辅料空白溶液  取适量的 HP-β-CD 与 PVP 

K30 用甲醇溶解、稀释定容，即得辅料空白溶液。 

2.1.5  专属性  取对照品溶液、供试品溶液及辅料

空白溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，所

得色谱图见图 1，结果表明辅料及溶剂不会干扰目

标成分的测定，表明该分析方法专属性良好。 

2.1.6  线性关系考察  精密称取染料木素对照品

15.65 mg 至 50 mL 量瓶中，加甲醇溶解，稀释至刻

度，即得 313 μg/mL 的对照品储备液。精密量取对 
 

 

图 1  辅料空白溶液 (A)、染料木素对照品溶液 (B) 和供试

品溶液 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of excipient blank solution (A), genistein 

reference substance solution (B) and test solution (C) 
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照品储备液，用甲醇稀释制成染料木素质量浓度分

别为 0.500 8、2.504、12.520、156.500、313.000 μg/mL

的对照品溶液。按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，

以染料木素峰面积（Y）与质量浓度（X）作图，绘

制标准曲线，得回归方程为 Y＝74 393 X＋40 262，

R2＝0.999 8，结果表明染料木素在 0.500 8～313.000 

μg/mL 与峰面积呈良好的线性关系。 

2.1.7  精密度试验  取“2.1.3”项下染料木素三元

包合物供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件，连

续进样 6 次，计算进样精密度，结果显示染料木素

峰面积的 RSD 为 0.79%。 

2.1.8  稳定性试验  取染料木素三元包合物供试品

溶液，分别于制备后 0、2、4、6、8、10、12、24 h

取样测定，测得染料木素峰面积的 RSD 为 0.91%，

表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.1.9  重复性试验  按照“2.1.3”项下方法制备染

料木素三元包合物供试品溶液 6 份，按“2.1.1”项

下色谱条件进样测定三元包合物中染料木素含量，

结果其RSD为1.45%，结果表明该方法重复性良好。 

2.1.10  加样回收率试验  取染料木素三元包合物

9 份，精密称定，分别按样品中染料木素含量添加

对照品（添加标准 80%、100%、120%各 3 份），测

得染料木素的平均加样回收率为 99.66%，RSD 为

1.77%，结果表明该方法加样回收率良好。 

2.2  相溶解度实验 

精密称取 10 mg 染料木素（过量）加入分别含

有 0～14 mmol/L 的 10 mL HP-β-CD 水溶液中混合

均匀，另制备含有 5%的 PVPK30 的三元混合溶液。

样品在恒温摇床中以（37.0±0.5）℃、150 r/min 的

条件下放置 72 h 后取出，5 000 r/min 将样品离心 15 

min，收集上清液，通过微米过滤器（0.45 µm）滤

过，并稀释。以溶解度为纵坐标，HP-β-CD 浓度为

横坐标绘制溶解度相图。在物质的量比 1∶1 的假设

下，计算络合效率和稳定性常数（Ks）[24-26]。 

络合效率＝m/(1－m) 

Ks＝m/S0(1－m) 

S0 为不存在 HP-β-CD 时的固有溶解度，m 代表溶解相图上

的线性斜率 

根据染料木素的溶解度相图可知，染料木素可

与 HP-β-CD 形成可溶性包合物，且溶解度随 HP-β- 

CD 浓度的增加呈线性增长（图 2）。根据 Higuchi

方程可知，染料木素与 HP-β-CD 的相关性可归类为

线性图（AL）类型，而染料木素的斜率为 0.035，远 

 

图 2  二元 (Gen-HP-β-CD) 和三元 (Gen-HP-β-CD-PVP 

K30) 溶解度相图 

Fig. 2  Binary (Gen-HP-β-CD) and ternary (Gen-HP-β-CD- 

PVP K30) solubility phase diagrams 

小于1，由此可知，1分子染料木素与1分子HP-β-CD

形成包合物，或者说两者的化学计量数之比为 1∶

1。在二元包合物中加入三元物质 PVP K30 溶解度

进一步增加，并且与染料木素的浓度呈线性相关。

HP-β-CD 二元体系增加了 7.2 倍，HP-β-CD 与 PVP 

K30 形成的三元体系溶解度增加了 10.8 倍。二元体

系与三元体系的 Ks 和络合效率值分别为 397.3 

mol−1、3.63%及 635.76 mol−1、5.98%。在二元包合

物中加入 PVP K30 导致 Ks 和络合效率显著提高。

PVP K30 作为三元物质的存在通过外部黏附到环糊

精表面来增强稳定性，并有助于形成可能导致更高

Ks 值的共包合物。Ks 值小于 100 mol−1 会产生不稳

定的药物/环糊精包合物，而大于 1 000 mol−1 的 Ks

值可能会有阻碍影响药物吸收。 

2.3  分子对接研究 

β-CD 晶体结构的 X 射线晶体学结构从蛋白质

晶体数据库（PDB）检索，PDB：1BFN。利用 PyMol

获得 β-CD 的坐标文件[27-29]。在 β-环糊精的伯羟基

上添加了 4 个 2-羟丙基，采用 AutoDock 1.5.6 版用

于添加缺失的氢，计算 Gasteiger 电荷并生成 pdbqt

文件。在 Chem Draw Ultra6.0 软件中绘制配体 PVP 

K30[30-32]，分配了适当的 2D 取向。通过 PM3 方法

最小化，并将其保存为 pdbqt 格式。通过 AutoDock 

1.5.6 使用拉马克遗传算法进行筛选，并使用对接日

志选择最佳结合构象。使用 PyMol 视化工具 4.0 进

行交互[33-36]。 

为了在分子水平上证明 PVP K30 有利于增加

染料木素包合物的溶解度，利用 AutuDock 进行分
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子对接。分子对接技术，可以准确地推测 2 个分子

的优势构型。 

为保证结构的合理性，采用拉马克遗传算法

（Lamarckian genetic algorithm，LGA）进行分子对

接。当 2 个分子形成稳定包合物时，所产生的优势

构象主要取决于，结合位点的残基的数量。分子对

接结果如图 3 所示。对接结果表明，染料木素位于

HP-β-CD 疏水腔的宽开口处，一部分位于腔中，另

一部分为于腔外。染料木素的酚羟基和环糊精的羟

丙基生成氢键，而色原酮上的羰基和 7-位酚羟基分

别与 HP-β-CD 的吡喃葡萄糖苷氧原子形成了氢键，

产生大量的范德华力，这些范德华力证明了包合物

的形成。 

采用染料木素二元包合物进一步与 PVP K30

进行分子对接，结果表明，染料木素和羰基基团与

三元包合物中的吡喃葡萄糖苷氧原子产生了相互作

用证明三元包合物比二元包合物更加稳定，分子模

拟结果仍需其他具体表征结果进行验证。 
 

 

 

图 3  二元和三元分子对接图 

Fig. 3  Binary and ternary molecular docking diagram 

2.4  包合物的制备 

2.4.1  酸碱位移结合喷雾干燥法制备包合物  取

25 mL 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液，加入 270 mg 的染

料木素与 2.7 g 的 HP-β-CD 超声 40 min 促进包合，

在 40 ℃，900 r/min 条件下将相同物质的量的盐酸

PVP K30 溶液加入染料木素溶液中，继续搅拌 30 

min，采用相对分子质量 100 的透析袋除盐，得到

包合物溶液。采用喷雾干燥法得到干燥包合物（喷

雾参数为进风温度 200 ℃，出风温度 85 ℃，风速

60 Hz，撞针间隔 3 s）。 

2.4.2  喷雾干燥法制备包合物  将处方量染料木

素溶于无水乙醇，加入 HP-β-CD 与 PVP K30，超声

40 min 促进包合，在 40 ℃、900 r/min 条件下继续

搅拌 30 min，将所得溶液喷雾干燥（喷雾参数为进

风温度 120 ℃，出风温度 60 ℃，风速 60 Hz，撞

针间隔 3 s）得到包合物。 

2.4.3  球磨法制备包合物  取处方量的染料木素与

HP-β-CD 及 PVP K30，置于球磨罐中在 500 r/min

下干磨 3 h，加入 50 倍量的纯化水继续研磨 2 h，将

得到的混悬液，利用喷雾干燥法干燥（喷雾参数为

进风温度 200 ℃，出风温度 85 ℃，风速 60 Hz，

撞针间隔 3 s）。 

2.5  溶解度研究 

取染料木素及包合物与物理混合物在 37 ℃，

将过量的样品加入含有 10 mL 蒸馏水的西林瓶中，

振摇 3 h。将样品溶液以角速度 10 000 r/min 离心（离

心半径 100 mm），取上清液，过 0.45 µm 微孔滤膜，

稀释。使用定量 HPLC 分析染料木素含量，平行 3

份。结果如表 1 所示，染料木素在物理混合物和包

合物中的溶解度显著提高，在只有染料木素存在时

饱和溶解度为 2 μg/mL，与文献报道相同[37]，在物

理混合物和三元包合物中，物理混合物水溶性比纯

染料木素增加 10 倍［（20.23±3.23）µg/mL］，而酸

碱位移法制备的三元包合物的溶解度达到了 8.8 

mg/mL。染料木素在三元包合物中的显著高溶解度 

表 1  染料木素及包合物的溶解度 

Table 1  Solubility of genistein and inclusion complexes 

样品 溶解度/(mg∙mL−1) 

染料木素 0.002 

三元包合物1（酸碱位移） 8.860 

三元包合物2（球磨法） 0.350 

三元包合物3（单纯喷雾干燥） 0.600 

三元物理混合物 0.020 

HP-β-CD 

染料木素 

PVP K30 

染料木素 

HP-β-CD 
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是由于和 HP-β-CD 及 PVP K30 形成了三元包合物。

并且使用的酸碱位移结合喷雾干燥法相比于其他方

法溶解度更高，推测一部分染料木素可能以盐的形

式存在。相比二元包合物，三元包合物由于表面活

性剂的添加，有助于降低染料木素和水之间的界面

张力提高染料木素的溶解度。Zafar 等[18]使用染料

木素、HP-β-CD、TPGS 制了三元包合物，其溶解

度比纯染料木素高 48 倍。 

2.6  三元包合物的表征 

2.6.1  差示扫描量热法（ differential scanning 

calorimetry，DSC）分析  使用差示扫描量热仪测

定 HP-β-CD、PVPK30、染料木素、染料木素三元包

合物、三元物理混合物的热特性。将样品放入铝坩

埚中，以空白铝坩埚为基准，在氮气吹扫的条件下，

10 ℃/min 升温，扫描 0～400 ℃，研究样品热性能。

结果如图 4 所示，染料木素、HP-β-CD、PVPK30、

物理混合物、三元包合物的 DSC 谱图，可以观察到，

由于水分子的蒸发会在 70～130 ℃产生较宽吸收

峰，染料木素在 298.8 ℃处有明显的的特征吸收峰，

而 PVP K30 与 HP-β-CD 的为无定型物质不存在明

显吸收峰。物理混合物由于染料木素的含量较少会

在 298.8 ℃出现较弱的吸收峰，三元包合物中染料

木素被包被在疏水腔内因此特征吸收峰消失。因此

染料木素的 DSC 图谱可以为包合物的形成提供很

好的证据。 

 

图 4  染料木素、PVP K30、HP-β-CD、物理混合物、三元

包合物的 DSC 图谱 

Fig. 4  DSC spectra of genistein, PVP K30, HP-β-CD, 

physical mixture and ternary inclusion complex 

2.6.2  傅里叶变换红外光谱（Fourier transform 

infrared spectroscopy，FTIR）分析  使用 FTIR 光谱

仪分析前，将各个样品与 KBr 在红外灯下置于玛瑙

研钵中充分研磨，在 4 000～400 cm−1 的波数范围内

扫描，扫描分辨率为 2 cm−1。通过 FTIR 对染料木

素、PVP K30、HP-β-CD、物理混合物、三元包合

物进行分析，结果如图 5 所示。HP-β-CD 的光谱有 

 

图 5  染料木素、PVP K30、HP-β-CD、物理混合物、三元

包合物的 FTIR 图 

Fig. 5  FTIR spectra of genistein, PVP K30, HP-β-CD, 

physical mixture and ternary inclusion complexes 

3 402.43 cm−1 O-H 处的伸缩震动吸收带，1 647 cm−1

处的弯曲振动，1 026.72 cm−1 处的 C-O-C 伸缩振动

峰。而 PVP K30 在 2 954.01 cm−1 处有 C-H 伸缩振

动，1 664.10 cm−1 处的 C-O 伸缩振动，1 286.51 cm−1

处存在 C-N 伸缩振动。染料木素在 3 413.68 cm−1

的-OH 伸缩振动峰，1 650.03 cm−1 处存在 C＝O 伸

缩振动，在 1 617.02、1 518.69 cm−1 处呈现苯环的

骨架振动峰。三元物理混合物的 FTIR 光谱中显示

出，染料木素、HP-β-CD 和 PVP K30 的特征波段在

2 928.21 cm−1 显示出 PVP K30 的 C-H 振动，以及

HP-β-CD 的 3 042.43 cm−1 处的 O-H 伸缩振动。染料

木素三元包合物的红外谱峰均属于 HP-β-CD 与

PVP K30，而染料木素在 1 650.03 cm−1 处羰基峰和

1 430～1 600 cm−1 处苯环峰消失，推测染料木素的

羰基和芳香环可能被包裹在 HP-β-CD 的疏水腔内，

在1 652.38 cm−1处的O-H氢键吸收峰可能为包合过

程中产生的。 

2.6.3  X 射线粉末衍射（X-ray powder diffraction，

XRPD）分析  使用 X 射线衍射仪测定染料木素、三

元包合物、三元物理混合物的 XRPD 衍射图，XRPD

测试参数：在电压40 kV，电流40 mA，测试范围5°～

90°，步距 0.02，靶材是 Cu 靶。结果如图 6 所示，

采用 XRPD 分析染料木素、物理混合物、染料木素

三元包合物的晶体结构，纯染料木素在 7.8°、13°、

14.6°、18.2°、22.8°、25.0°、26.6°、36.4°、40.4°显

示出多个尖锐的晶体衍射峰证明染料木素的晶体结

构，而物理混合物在 7.6°、17.9°、22.4°、26.4°存在

染料木素的峰值说明物理混合物只是单个成分的叠

加，而包合物中染料木素的特征峰值消失，只剩下

类似HP-β-CD的吸收峰推测三元包合物形成了非晶 

HP-β-CD 

PVP K30 

染料木素 

物理混合物 

三元包合物 

0           100          200          300          400 

T/℃ 
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PVP K30 
 
 

染料木素 
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三元包合物 
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图 6  染料木素、物理混合物、三元包合物的 XRPD 图谱 

Fig. 6  XRPD pattern of genistein, physical mixture and 

ternary inclusion complex 

型无定型化合物。 

2.6.4  SEM 分析  使用 Apreo 2 型扫描电子显微镜

测定染料木素、三元包合物、三元物理混合物的形

态，使用溅射涂覆机单元用薄金钯层涂覆样品，并

在加速电压下分析表面形貌。结果如图 7 所示，从

染料木素 SEM 图中可以看出，染料木素为规则的

棒状晶体，物理混合物为各种物质的简单堆积，各

物质结构清晰可见，染料木素仍为棒状结晶。而染

料木素三元包合物中，染料木素的结构消失且粒径

明显减小，比单独的染料木素、HP-β-CD 和 PVP K30

的粒径要小得多，粒径的减小导致颗粒表面积的增 
 

   

图 7  染料木素、物理混合物、三元包合物的 SEM 图谱 

Fig. 7  Scanning electron microphotographs of genistein, physical mixture and ternary inclusion complex 

加，从而增加了三元包合物的水溶性和溶解速率。

SEM 观察结果与 XRD 分析结果一致，表明染料木

素与 HP-β-CD 和 PVP K30 形成的三元包合物处于

无定型状态，并证实了染料木素和 HP-β-CD 的包合

作用。 

2.7  溶出度研究 

使用溶出仪评估三元包合物的释放度，该研究

在溶出装置中进行，使用 pH 6.8 的磷酸盐缓冲液

（PBS）作为溶出介质。准确称量样品，并将其置于

含有 900 mL 容器中，温度保持在（37.0±0.5）℃，

研究过程中将桨设置在 75 r/min。在固定的时间间

隔（5、15、30、60、90、120 min）取出 5 mL 试样，

并补加等量缓冲液。样品过 0.45 μm 的微孔滤膜，

稀释，并使用定量 HPLC 分析测定染料木素含量，

以建立染料木素、不同制备方式三元包合物的释放

曲线。 

如图 8 所示，从图中可以看出三元包合物的累

积溶出度效果高于物理混合物。在 30 min 时的溶出

度酸碱位移法为 93.02%，喷雾干燥法 88.92%，球

磨法 70.05%，最终的溶出度也表明酸碱位移结合喷

雾干燥的制备方式更好，酸碱位移结合喷雾干燥法 

 

图 8  不同制备方式三元包合物的溶出度 

Fig. 8  Dissolution of different preparation methods of 

ternary inclusion complex 

制备的包合物表现出更好的溶出特性，推测部分染

料木素以盐的形式存在，因此，比其他制备方式溶

出度更高，染料木素的三元包合物比物理混合物溶

出度更高，可能因染料木素被包被在环糊精疏水腔

内，形成了氢键；增加了药物的湿润性等原因。 

2.8  包封率 

考察包合物处方对三元包合物包封率的影响，
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固定染料木素-HP-β-CD 的物质的量比为 1∶1.8，考

察 PVP K30 的加入量对包封率的影响。分别加入染

料木素-HP-β-CD 总质量 1%、3%、5%、7%的 PVP 

K30，考察三元包合物的包封率。在 PVP K30 的加

入量在 1%、3%时，包合物溶液会出现明显的浑浊，

离心后，透析袋除盐，测定包合物中染料木素的包

封率为 55%、65%，在 5%、7%的加入量时，包合

物溶液澄清，离心，除盐，测定包合物中染料木素

的包封率分别为 94%、96%，相差不大。所以最终

选择 5%的 PVPK30 加入量。 

2.9  体外抗癌实验 

2.9.1  细胞培养  取 A549、MCF-7 细胞，使用各

自完全培养基，在 5% CO2、（37.0±0.5）℃的 CO2

培养箱中进行传代培养。 

2.9.2  CCK-8 法测定细胞活性  使用 CCK-8 法测

定染料木素原料药与三元包合物的抗癌活性，将癌

细胞接种到 96 孔板中，细胞密度保持在 5×103 个/

孔、每孔 100 μL，在 37 ℃、5% CO2 下培养 24 h

使细胞贴壁。点入 100 μL 不同浓度的药物，相同条

件培养 48 h，加入 100 μL 10%的 CCK-8 试剂，继

续培养 2 h，利用酶标仪在 450 nm 下测定吸光度（A）

值，通过公式计算抑制率。 

抑制率＝(A 对照－A 实验)/(A 对照－A 空白) 

采用 CCK-8 法测定染料木素与其三元包合物

对 MCF-7 细胞株和 A549 细胞株的细胞毒性。结果

如表 2 所示，染料木素及其三元包合物对 MCF-7

和 A549 细胞均有抑制作用，且均具有浓度相关性。

与染料木素单独处理组相比，染料木素三元包合物

对细胞活力的抑制作用明显增强。染料木素的 IC50

为 135.5 μmol/L（A549 细胞）和 209.9 μmol/L（MCF

细胞），而染料木素三元包合物的 IC50 为 201.9 

μmol/L（MCF 细胞）和 91.89 μmol/L（A549 细胞），

实验结果表明，所形成的染料木素三元包合物增强

了染料木素对癌细胞的抑制作用。 

表 2  染料木素原料药及其三元包合物对 MCF-9、A549 细胞存活率的影响 ( x s , n = 4) 

Table 2  Effects of genistein raw materials and their ternary inclusion complexes on survival rate of MCF-9 and A549 cells 

( x s , n = 4) 

组别 
MCF-7 细胞存活率/% 

10 μmol∙L−1 100 μmol∙L−1 250 μmol∙L−1 500 μmol∙L−1 1 000 μmol∙L−1 

染料木素原料药 94.47±0.56 58.44±0.67 34.84±0.05 18.45±1.00 10.43±0.41 

染料木素三元包合物 89.05±1.00* 48.36±0.85*** 27.44±0.86** 8.63±1.06*** 4.76±0.77** 

组别 
A549 细胞存活率/% 

10 μmol∙L−1 100 μmol∙L−1 250 μmol∙L−1 500 μmol∙L−1 1 000 μmol∙L−1 

染料木素原料药 96.81±2.65 90.36±6.61 50.56±8.74 18.03±5.90 9.72±2.31 

染料木素三元包合物 95.80±2.88 81.74±6.80* 41.62±8.47** 14.37±3.07 2.31±0.09* 

与原料药组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs compared with raw material group. 

3  讨论 

水溶性差是限制药物开发与应用的主要原因之

一[38]。大量的抗癌药物为不溶性或脂溶性物质，给

药物开发带来很大不便。HP-β-CD 是的 β-CD 衍生

物，与 β-CD 相比具有更高的溶解度和更低的肠外

毒性。有一定亲脂性的染料木素分子能被捕获到

HP-β-CD 的疏水腔中，本研究，通过相溶解度实验

及分子模拟证明三元包合物增溶效果及稳定性高于

二元包合物。对三种包合效果较好的制备工艺进行

考察，酸碱位移结合喷雾干燥法制备的三元包合物

溶解度更高（8.8 mg/mL）。体外抗癌研究中，三元

包合物具有更高的抗癌活性，与之前报道一致，含

有 HP-β-CD 的包合物增加了染料木素抑制细胞生

长的能力。可能由于包合物形成增加了染料木素的

溶解度及细胞膜的透过性。另一种原因可能是

HP-β-CD 的存在也可增强染料木素抗癌活性，最近

的一项研究报道，HP-β-CD 可以通过诱导细胞凋亡

和细胞周期阻滞来破坏胆固醇稳态和抑制慢性粒细

胞白血病（chronic myelogenous leukemia，CML）

细胞增殖。综上所述酸碱位移结合喷雾干燥制备三

元包合物为染料木素的开发提供了新思路。 
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