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　 　 ［摘要］ 　目的 　通过纯化反应原料之一胆甾醇琥珀酸酯（CHS） ，提高疏水改性白及多糖的胆甾醇基取代度 。方法 　利

用重结晶法纯化 CHS ，并采用差示量热扫描法 （DSC）及 X 射线衍射法 （XRD）对 CHS 纯品进行表征 ；用高效液相色谱法

（HPLC）测定纯化前后产品中游离胆甾醇的含量 ；
１ H唱NMR 法测定 CHS 纯化前后改性白及多糖的胆甾醇基取代度 。

结果 　重结晶后的 CHS纯度较高 ，具有晶体性质 ，可明显提高改性白及多糖的胆甾醇基取代度 。结论 　纯化方法简便 、可

行 ，为提高改性白及多糖胆甾醇基取代度提供研究基础 。
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Effect of raw material purity on the degree of substitution of hydrophobically
modified Bletilla striata polysaccharide
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［Abstract］ 　 Objective 　 To improve the degree of substitution of the cholesteryl by purifying cholesteryl succinyl ester
（CHS） ，one of the raw materials ．Methods 　 CHS was purified by recrystallization ，the pure CHS structure was characterizate
by differential scanning calorimetry （DSC） and X ray diffraction （XRD） ，the free cholesterol content of the pure and crude were
determinated by high performance liquid chromatography （HPLC） ，the degree of substitution of the cholesteryl was determina唱
ted before and after the purified by １ H唱NMR ．Result 　 CHS was purer after recrystallization ，with property of crystal ，which
could significantly improve the degree of substitution of the cholesteryl ．Conclusion 　 The method of purification was simple and
feasible ，which was the basis of improving hydrophobically modified Bletilla striata polysaccharide′s degree of substitution of
the cholesteryl ．

　 　 ［Key words］ 　 the purity of raw materials ；cholesteryl succinyl ester ；substitution degree

　 　白及多糖主要由 β唱１ ，４唱甘露糖和 β唱１ ，４唱葡萄糖组

成［１］
，结构中含有丰富的活性羟基 ，具有亲水性 ，引入

疏水性的胆甾醇基 ，使其呈两亲性 ，继而制备纳米粒 ，

可具有载药 、增溶 、缓释等功能 ，是目前国内外的研究

热点［２ ，３］
。疏水改性反应中胆甾醇基取代度对纳米粒

的功能影响甚大 ，而影响取代度的因素较多 ，主要是

反应物即原料的纯度 ，本试验先是纯化 CHS ，并对其

纯品进行表征 ，利用 HPLC法测定纯化前后产品中游
离胆甾醇的含量 ；再利用１ H唱NMR法测定 CHS纯化

前后改性白及多糖的胆甾醇基取代度 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　仪器 　 ７９唱１ 型磁力加热搅拌器（江苏省金坛
市友联仪器研究所） ；ZK唱８２B 型真空干燥器箱（上
海实验仪器总厂） ；SHZ唱D循环水式真空泵（巩义予
华仪器有限公司） ；４００ MHz 液态核磁共振波谱仪
（德国 Bruker 公司） ；９８唱１唱C型数字控温电热套（天
津市泰斯特仪器有限公司） ；LC唱１０AVT 高效液相色
谱仪（日本岛津公司） ；Pyris Diamond TG／DTA 热重／

差热综合热分析仪（美国 PE公司） ；D８唱ADVANCE
广角 X射线衍射仪（德国 BRUKER公司）。

1 ．2 　试剂 　白及多糖（实验室自制） ；胆甾醇（上海

惠世生化制剂有限公司） ；琥珀酸酐（天津市光复精

细化工研究所） ；１唱乙基唱（３唱二甲基氨基丙基）碳酰二
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亚胺盐酸盐（上海源叶生物科技有限公司） ；４唱二甲

氨基吡啶（上海展云化工有限公司） ；其他试剂均为

分析纯 。

2 　方法和结果

2 ．1 　白及多糖疏水改性的过程［４］

2 ．1 ．1 　胆甾醇琥珀酸酯的合成 　取胆甾醇和琥珀

酸酐各 １０ g 溶解于 １４０ ml除水吡啶中 ，室温反应

７２ h后终止反应 ，反应液滴入冰盐酸溶液（盐酸唱冰唱

水 ＝ １２ ∶ ４０ ∶ ５０）中 ，析出白色絮状沉淀 。 冷藏过

夜 ，抽滤 ，收集沉淀 。沉淀用蒸馏水洗至 pH ＞ ５ ，于

乙酸乙酯唱乙醇（３ ∶ １）中重结晶 ，真空干燥 ，得白色

针状胆甾醇琥珀酸酯（CHS）纯品 。反应式见图 １ 。

2 ．1 ．2 　胆甾醇琥珀酰基唱白及多糖的合成 　取白及

多糖样品 ０ ．５ g 溶解于 ５０ ml二甲基亚砜（DMSO）

中 ，备用 ；取一定量的胆甾醇琥珀酸酯（CHS） 、１唱乙
基唱（３唱二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸盐 （EDC）
［EDC／CHS ＝ １ ．２（mol／mol ，催化剂）］ 、４唱二甲氨基

吡啶 （DMAP ） ［DMAP／CHS ＝ １ （mol／mol ，催化
剂）］ ，溶解于 ２０ ml的 DMSO （溶媒）中 ，室温搅拌 ，

反应活化 ２ h ；将活化反应液滴入白及多糖溶液中 ，

反应 ４８ h ，停止反应 。将反应液滴入 ５００ ml无水乙
醇中 ，析出白色沉淀 ，抽滤 ，分别用适量的乙醇 、四氢

呋喃和乙醚洗涤产物 ，８０ ℃ 下真空干燥 ，即得胆甾

醇琥珀酰基唱白及多糖 （CHSB ） 。 改变 CHS 的用
量 ，可制备不同取代度的 CHSB 。反应式见图 ２ 。

图 1 　胆甾醇琥珀酸酯（CHS）的合成路线

图 2 　琥珀酰胆甾醇基白及多糖（CHSB）的合成路线（R＝ CHS）

2 ．2 　 CHSB胆甾醇基取代度的测定 　根据文献 ，胆

甾醇基取代度常用的测定方法有硫酸铁铵比色

法［５］
、HPLC法［６］及１ H唱NMR法［５ ，６］

，但考虑到硫酸
铁铵比色法 、HPLC 法在前处理过程中不能保证全
部的胆甾醇从白及多糖主链上脱离下来 ，测定的是

脱离下来的游离胆甾醇 ，测定结果存在一定误差 ，而
１ H唱NMR法是对胆甾醇琥珀酰基唱白及多糖进行全
分子扫描 ，测定结果准确度较高 ，故本研究所列的取

代度均为１ H唱NMR法测定获得的数值 。

　 　 称取 ５ ～ １０ mg CHSB 样品用氘代氯仿
（CDCl３ ）溶解后加入核磁管中 ，采用 ４００ MHz 液态
核磁共振波谱仪测定样品核磁共振氢谱 。由于白及

多糖特征峰 （δ／１０
－ ６
） ：δ５ ．３６ ［ H （１ ，６） ］和 δ４ ．６２

［H （１ ，４） ］容 易 分 辨 ，如 图 ３ ；CHSB 图 谱 中
δ２ ．６１ （ － OCH２CH２O － ）容易分辨 ，如图 ４ ，故可用

峰面积（A ）比值来计算胆甾醇在白及多糖上的取代

度 ，通过公式（１）
［７］计算样品胆甾醇基取代度（DS） 。

DS％ ＝ ［ （ Aδ２ ．６１ ／４ ）／（Aδ５ ．３６ ＋ Aδ４ ．６２ ）］ × １００％ （１）
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　 　 Aδ２ ．６１ ，CHSB核磁共振图谱中 δ２ ．６１ 处的峰面

积 ；Aδ５ ．３６ ，白及多糖核磁共振图谱中 δ５ ．３６ 处的峰

面积 ；Aδ４ ．６２ ，白及多糖核磁共振图谱中 δ４ ．６２ 处的

峰面积 。

图 3 　白及多糖核磁共振图谱

图 4 　 CHSB核磁共振图谱

2 ．3 　反应物（原料）的纯化

2 ．3 ．1 　白及多糖的纯化 　 白及多糖在提取过程中

经过了脱脂 、醇沉 、脱蛋白等纯化处理 ，纯度较高 ，且

通过试验证明重复上述纯化步骤并没有对样品取代

度有显著影响 ，故对白及多糖的纯化方法在此不做

讨论 。

2 ．3 ．2 　 CHS 的纯化方法 　本试验采用重结晶法对

CHS 粗品进行纯化 ：称取一定量 CHS 粗品 ，加入适

量的乙酸乙酯唱乙醇（３ ∶ １ ，V ／V ） ，冷凝回流加热至

沸腾 ，趁热过滤 。冷却滤液 ，析出晶体 。抽滤 ，滤饼

真空干燥 ，即得白色针状 CHS纯品 。

2 ．3 ．3 　 CHS的纯化结果
2 ．3 ．3 ．1 　结晶产率（Y ） 　 结晶产率通过公式 ２ 进

行计算 。结晶产率为 ４５ ．２３％ 。

　 　 Y ＝ m２ ／m１ × １００％ （２）

　 　 m１ ，重结晶前 CHS 的质量（g ） ；m２ ，重结晶后

CHS 的质量（g） 。

2 ．3 ．3 ．2 　纯化前 、后 CHS 状态 　图 ５ 、图 ６为纯化

前 、后 CHS 照片 。可见 ，纯化前 CHS 肉眼观察为
白色固体（图 ５） ，而重结晶后 CHS 镜下观察为白色
针状晶体（图 ６） 。

图 5 　纯化前 CHS状态

图 6 　纯化后 CHS状态（EM ，× 100）

2 ．3 ．3 ．3 　 CHS 的 DSC 分析［８］
　 重结晶后的 CHS

具有晶体性质 ，采用差示量热扫描法进行样品分析 ，

仪器使用前用铟校正 ，在氮气保护下测定样品 。每

次取样 ４ ～ ６ mg ，以 １０ ℃ ／min 升温 ，加热样品至

２００ ℃ ，记录样品 DSC曲线 。见图 ７ 。

图 7 　样品 DSC曲线

　 　由图 ７可以看出 ，CHS 为小分子结晶物质 ，在

１２０ ℃左右出现尖锐的熔点吸热峰 ，说明重结晶后

CHS纯度较高 。

３２２
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2 ．3 ．3 ．4 　 CHS 的 X 射线衍射（XRD）表征 　 称取

少量 CHS置于样品板 ，采用 X 射线衍射仪测定样
品的 X射线晶体衍射图谱 。检测条件 ：Cu靶 ；检测

波长 ：０ ．１５４ nm 。见图 ８ 。

图 8 　 CHS的 X射线晶体衍射图谱

　 　由图 ８可见 ，CHS 为小分子结晶物质 ，具有良

好的晶型 ，故其 X射线晶体衍射图谱出现较多的晶
体衍射峰 ，分别在 ２θ 为 ６ ．３８° 、１畅５２° 、１４ ．４０° 、

１５畅４３° 、１６ ．８３° 、１９ ．１０° 、２０ ．９８° 、２３ ．３２°出现 ８ 个特

征峰 ，在 ２５° ～ ４５°间还分布许多小晶体峰 。与 DSC
分析结果相互验证 ，说明重结晶后的 CHS 具有晶
体性质 。

2 ．3 ．3 ．5 　 CHS 纯化前 、后产品中游离胆甾醇含量

测定 　采用高效液相色谱法测定 ：色谱条件为 Dia唱
monsil C１８色谱柱（４畅６ mm × １５０ mm ，５ μm） ；柱温

为３０ ℃ ；流动相为色谱纯甲醇 ；流速为 １ ml／min ；

检测波长为 ２０２ nm 。

　 　精密称取胆甾醇对照品适量 ，甲醇溶解 ，配制成

１ mg／ml的对照品储备液 。精密量取一定量的储备

液 ，用甲醇稀释成质量浓度分别为 ０畅０１ 、０畅０５ 、０畅１ 、

０畅２ 、０畅４ 、０畅６ 、０畅８ 、１畅０ mg／ml 的胆甾醇对照品溶
液 ，分别取 ２０ μl用高效液相色谱仪进行测定 ，以胆

甾醇峰面积（A）为纵坐标 ，胆甾醇质量浓度（C）为横
坐标 ，绘制标准曲线 。 得回归方程为 A ＝ ４畅０ ×

１０
６ C＋ ４９ ４１４ （r ＝ ０畅９９９ ６） 。结果表明 ，线性范围

为 ０畅１ ～ １畅０ mg／ml 。
　 　精密称取纯化前 、后的 CHS 产品各 １０ mg ，加

入 ２ ml色谱纯甲醇 ，超声振荡溶解 ，离心 ，取上清液

２０ μl进样 ，按上述色谱条件进行测定 ，记录峰面积 。

代入标准曲线 ，计算产品中游离胆甾醇含量 。结果

见表 １ 。

表 1 　 CHS纯化前 、后产品中游离胆甾醇含量（mg ／１０ mg）
序号 纯化前 纯化后

１ L１  ．３９ ０  ．５６

２ L１  ．３７ ０  ．５２

３ L１  ．３４ ０  ．５５

平均值 １  ．３７ ０  ．５４

　 　从表 １中可以看出 ，纯化后产品中游离胆甾醇

含量明显降低 ，表明产品纯度提高 ，符合下一步合成

CHSB的需要 。

2 ．3 ．4 　 CHS 纯化前 、后改性白及多糖的胆甾醇基

取代度对比 　 分别用纯化前 、后的 CHS 合成
CHSB ，并改变白及多糖与 CHS 的投料比 ，制备不

同取代度的 CHSB ，标记为 CHSB１ 、CHSB２ 、

CHSB３ 。采用１ H唱NMR法测定其取代度 ，结果见表

２及图 ９ ～图 １１ 。

表 2 　 CHS纯化前 、后 CHSB样品的
胆甾醇基取代度对比（％ ）

纯化前 纯化后

１ L４  ．２６ ５  ．０８

２ L５  ．０９ ６  ．５５

３ L７  ．３０ ８  ．９１

图 9 　 CHS纯化前（A） 、纯化后（B）同一投料比（10 ∶ 4 ，mol／mol）合成的 CHSB1核磁共振图谱

４２２
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图 10 　 CHS纯化前（A） 、纯化后（B）同一投料比（10 ∶ 6 ，mol／mol）合成的 CHSB2核磁共振图谱

图 11 　 CHS纯化前（A） 、纯化后（B）同一投料比（10 ∶ 8 ，mol／mol）合成的 CHSB3核磁共振图谱

3 　讨论

3 ．1 　重结晶 CHS ，可提高样品胆甾醇基取代度 ，是
因为增大了反应物的浓度 。在一定温度下 ，对于某

一反应 ，反应物中活化分子的百分数是一定的 。增

加反应物浓度时 ，单位体积内活化分子总数增多 ，因

此能使单位时间内反应物分子发生有效碰撞机会增

多 ，从而使反应速率加快 。 这就是著名的质量作用

定律所表述的 ：化学反应速率与反应物的物质的量
浓度成正比［９］

。

3 ．2 　反应物间的相互接触 、碰撞是发生反应的先决

条件［９］
，重结晶后的 CHS 与粗品相比 ，纯度提高 ，与

白及多糖分子的接触机会增多 ，使反应更加充分 ，样

品取代度有所提高 。

3 ．3 　胆甾醇基取代度的大小直接影响改性白及多
糖的载药和进一步应用 ，所以对其取代度的研究具

有重要意义 。本试验采取的原料纯化方法既简便可

行 ，又能提高样品的取代度 ，为今后的试验奠定了良

好的基础 。
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