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紫外一可见分光光度法对灯盏乙素的电离常数的研究
孟晓彩，秦身钧，梁丽静

(河北工程大学理学院，河北邯郸056200)

摘要：用紫外一可见分光光度法研究了灯盏乙素的电离常数。配制了一系列pH值的灯盏乙素

溶液并在灯盏乙素的特征波长处分别测定它们的吸光度，以368 nln处的吸收峰作为分析波长，

测出灯盏乙素一级电离常数如l_8．52；以365 nm作为分析波长，测出灯盏乙素的二级电离常

数pKa2=11．20；以326砌作为分析波长，测出灯盏乙素的三级电离常数pKa3=12．56。该方法
简单、易行，操作方便。
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Study on the ionization constant of scutellarin with UV—Visible spectrometry

MENG Xiao-cai，Q玳Shen-jun，LIANG Li-jing

(College of Science，Hebei University of Engineering，Hebei Handan 056038，China)

Abstract：In this paper，UV—Visible spec缸Dn僦ry WSS employed to study the ionization constant of scutel-

latin．The standard solution of series pH value were prepared and the absorbanee wa$measured at suitable

wavelenths．Then the ionization constant is obtained according to the chmge of absorbanee．The first disso-

eiation constant WaS 8．52 when 368 nln was selected舾the analytical wave length；The second dissociation

constant WaS determined to be 1 1．20 using 365 nm as the出1a蛳cal wave length；The third dissociation

constant WaS 12．56 using 326 nln．This way is proved to be simple，applicable and easily operated．
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灯盏花是中医临床常用的一味中药，性味辛、

微苦、温，归心、肝经，具有祛风散寒、活血通络止

痛之功效，主要用于治疗风寒痹痛、中风瘫痪、胸

痹心痛、牙痛、感冒[1】。灯盏花素是从灯盏花中提

取的黄酮类有效成分，主要是灯盏乙素(scutella一

血)和少量甲素的混合物担’3J。灯盏乙素占灯盏花

素的90％以上，是主要药效成分。灯盏乙素又名

黄芩素苷、野黄芩苷，具有改善脑血循环，增加脑

血流量，降低血管阻力和抗血小板凝聚的作用；临

床应用广泛，主要用于心脑血管疾病，如闭塞性脑

血管所致后遗瘫痪，冠心病，心绞痛等H’5J。它的

化学结构如图I所示。从结构中可看出，灯盏花

素含有多个羟基和一个糖苷键，因而呈现酸碱两

性。酸碱性是药物重要的化学性质，因为许多药

物进入细胞和其它膜的过程取决于这些药物的物

理化学性质及其电离常数，所以通过电离常数的

测定可以预测其在体内的最佳吸收部位和吸收分

数，因此，作为制剂处方前研究工作，具有重要的

实际意义。然而目前，未见有关灯盏乙素电离常

数研究的报导。本文采用紫外一可见分光光度检

测法，测定了灯盏乙素的电离常数，为该类药物的

研究及应用提供了方便、准确的分析方法。

H

图1灯盏乙索的分子结构

Fig．1 Molecular structure of scutellarin
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l材料与方法

1．1主要仪器与试剂

UV一2501PC分光光度计(Shimadzu)；828型

pH／ISE测试仪(Orion)。

灯盏乙素(中国药品生物制品检定所)：准确

称取4．40嘴灯盏乙索溶于100 mL乙醇中，制得

灯盏乙素浓度为44．0／zg·mL。1的储备液，用时用

水适当稀释；Bfitton—Robinson缓冲溶液(HAc、

H3POd、H3Bq浓度分别为0．2 mol·L一)；氯化钠溶

液(1．0 mol·L一)；实验用水为二次去离子水；其他

试剂均为分析纯。

1．2实验方法

在一系列10 mL容量瓶里分别加入灯盏乙

素，Bfitton—Robinson，氢氧化钠溶液，氯化钠溶液，

定容至刻度，摇匀，配制一系列pH值的灯盏乙素

溶液，选择合适波长为测定波长，设定测定波长的

原则是：选择随pH值的改变溶液的吸光度变化较

大的波长处测量。在室温下用lem石英比色皿，以

紫外一可见分光光度法测定各个pH值的灯盏乙

素溶液的吸光度值。根据吸光度的变化趋势，计

算灯盏乙素的pK．值。

2结果与讨论

2．1分光光度法测定电离常数的原理[6】

设有一元弱酸HB，存在下述解离平衡：
HB=H++B一 (1)

设liB和B一在某波长下均有吸收，根据吸光度加

和性原理，有

A=A眦+AB=e邶[HB]+eB[B]

一emc眦者南％c哪南 (2)

在pH足够低时，HB完全以分子型HB存在，cm=

[HB]，A哪=￡哪CIm；在pH足够高时，HB完全以

B一的型体存在，c咖=[B]，A。=￡。tiff3；在适当的

pH时，HB与B一共存，溶液吸光度可表示为

A=A。珥i：与手}≥占1+A口高(3)
由此可导出

瞰=pH-培筹 (4)

根据上式，只要测得A眦、A。和适当pH时的A

值，就可以计算出疋值。

2．2灯盏乙素一级电离常数的测定

固定灯盏乙素的浓度，改变溶液的酸度，分别

测定了灯盏乙素在近中性条件下的紫外吸收光

谱，如图2所示。

图2近中性条件下灯盏乙素的紫外吸收光谱

Fig．2 absorpti∞spectra of scutellarin in neutral

solutions，C日蛐．d。=4．4峙·mL-1，气一20．1mol·L．I

由图2可见，随着pH值的升高，332 nnl处的

吸收峰逐渐降低，368 Ilia处出现新的吸收峰，344

nln处形成明显的等色点。等色点的形成说明物

质的形体发生了变化，灯盏乙素溶液随着pH值的

变化对应着质子的解离，即羟基质子的解离。碱

性条件下368 nln处吸光度比较大且相对稳定，酸

性条件下吸光度较小，近中性条件下吸光度变化

很大。

表1灯盏乙素一级解离常数恐。的计算

Tab．1 Calculation of dlssodaflon constant蜀l of scutelLlreill

(A砷=0．063 7，AB=0．202 9，A=368硼，25℃)

由于该条件下灯盏乙素在368nm处吸收最

强，所以本实验选择368nm处的吸收峰作为分析

波长，通过测量相同浓度不同pH值下的一系列灯

盏乙素的吸光度可得，随着pH值的增大，368nm
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处吸光度逐渐增大，当pH为9．47以上时，吸光度

达到一个比较恒定的水平，说明灯盏乙素的第一

个质子在pH为9．47左右时时解离完成，A。=

0．202 9。在pH值为7．36以下达到完全质子化，

Arm=0．063 7。根据公式(4)，测出灯盏乙素一级

解离常数心l-8．52，见表l。

2．3灯盏乙素二级电离常数的测定

图3碱性条件下灯盏乙素的紫外吸收光谱

Fig．3 Absorption spectra of scutellarin in neutral

solutions，‰=4．4嵋·rnL-I,Cb-C120．Imol·LIl
固定灯盏乙素溶液的浓度，改变溶液的酸度，

测量了灯盏乙素在碱性条件下的吸收光谱，见图

3。随着pH值的升高，365 nm处的吸收峰逐渐降

低，325 nm处出现新的吸收峰，341 am处形成明显

的等色点。

表2灯盏乙素二级解离常数K2的计算

Tab．2 Calculation of dissociation constant＆of scutellarein

(Am=0．213 4，AB=0．078 0，A=365 nm，25℃)

出A—A蕞2B)]p如平均值

由于在该条件下灯盏乙素在365 nm处吸收最

强，所以本实验选择365 nm作为分析波长，通过测

量相同浓度不同pH值的一系列灯盏乙素的吸光

度，可知随pH值的升高，390nm处吸光度逐渐减

弱，当pH>11．7时，吸光度达到一恒定的值，说明

灯盏乙素在pH=11．7左右时解离完成，A。=

0．078 0；当pH<10．63时，第二个质子以完全质子化

的形式存在，A隅=0．213 4。根据上述原理即可求得

灯盏乙素的二级电离常数p磊乞=11．20，见表2。

2．4灯盏乙素三级电离常数的测定

图4强碱性条件下灯盏乙素的紫外吸收光谱

Fig．4 Absorption spectra of scutellarin in neutral

solutions，‰-2．2呜·mL-’，‰20．Imol·L．1
固定灯盏乙素溶液的浓度，改变溶液的酸度，

测量了灯盏乙素在强碱性条件下的吸收光谱，见

图4。随着pH值的升高，326nm处的吸收峰逐渐

降低，271rim、381rim处出现新的吸收峰，295nm、

354nm处形成明显的等色点。

由图4可知当pH到了12．9以上时，吸光度

达到一恒定的值，说明灯盏乙素在pH=12．9左右

时第三个羟基解离完成，AB=0．100 7；当pH在

12．61以下时，第三个质子以完全质子化的形式存

在，Am=0．139 0。根据公式(4)，以326nm作为分

析波长，测出灯盏乙素的三级电离常数p903=

12．56．见表3。

表3灯盏乙素三级解离常数K，的计算

Tab．3 Calculation 0f dissociatlon crab-'rant冠3 of scutellarein

(A皿=0．139 0，AB=0．100 7，jl=326咖，25℃)

pH A—A孩2B)]p如平均值
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2．5灯盏乙素电离常数的讨论

图5灯盏乙素的电离过程

Fig．5 Ionization process of scutellarin

灯盏乙素母体上有三个羟基，但是三者羟基

电离强弱不同。羰基的存在，虽然使得苯环A上

4，4’位的电子云密度降低，导致4，4’一OH上的0

与苯环P一丌共轭加强，易电离出H质子，但是4一

OH与邻位的羰基相邻，会形成路易斯酸碱而变成

分子内氢键闭合的结构，4一OH因为受到了束缚，

此时比一般酚羟基的酸性还弱，所以，对于灯盏乙

素来说，如图5，4’一OH在pH=8．56左右先发生

了质子离解，生成的4’一0一本身又影响了第二个

酚羟基的离解，5一OH的电离常数为II．20，生成

的4’一0一、5—0一本身又影响了第三个酚羟基的

离解，4一OH的电离常数为12．56。

3结论

本文以紫外一可见分光光度法研究了灯盏乙

素的电离常数，测得灯盏乙素三级电离常数分别

为的p疋为8．56，11．20，12．56。该方法简单，方

便，准确性高，为药物在体内的吸收、分布、代谢和

发生效用等的研究提供了一个有效的药物动力学

研究方法。
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