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摘要: EP 系列鼠类不育剂的主要成分———左炔诺孕酮和炔雌醚在常温下难溶于水，给研究和应用造成很大不

便。本研究利用 2 － 羟丙基-β-环糊精 ( HPCD) 提高了 EP 不育剂的水溶性，制备包合物; 设置 4 个浓度梯度的

EP-1 包合物水溶液，分别对雌雄布氏田鼠进行灌胃，并在第 2 周和第 4 周测量繁殖器官指标，评价不育效果。
结果表明，在 20%的 HPCD 水溶液中，左炔诺孕酮和炔雌醚的溶解度分别可达约4 mg /mL和0. 5 mg /mL; 在第 2
周，2 mg /kg EP-1 灌胃组雄鼠的繁殖器官受到了明显抑制，但各剂量组雌鼠未表现出明显影响。本研究结果说

明，HPCD 与 EP-1 可通过形成包合物，显著增加其常温下的溶解度; EP-1 包合物对雄性布氏田鼠的繁殖器官有

抑制效果，但是对雌鼠作用不明显。本研究结果表明包合作用未影响 EP 系列不育剂的不育效果。
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Preparation of hydroxypropyl-β-cyclodextrin inclusion with Levonorgestrel
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Abstract: EP series rodent contraception is mainly composed of levonorgestrel and quinestrol． However，neither compo-
nent do not readily dissolves in water，which limits the precision of research and application． In the present study，solubili-
zation was measured in hydroxypropyl-β-cyclodextrin ( HPCD) inclusion complexes of levonorgestrel and quinestrol，re-
spectively． Afterwards，the effects of treatment times ( after 2 and 4 weeks) and doses ( 0，1，2，4 mg /kg) of EP-1 inclu-
sion complexes on reproductive organs were investigated using a gastric gavage method． The results showed that the solubili-
ty of levonorgestrel and quinestrol reached 4 mg /mL and 0. 5 mg /mL in 20% aqueous HPCD solution，respectively． For fe-
males，there were no significant differences after 2 or 4 weeks between the control and treatment groups that received ga-
vage． For males，the average weight of reproductive organs of the group that received gavage for 2 weeks of 2 mg /kg group
was less than that of the control group． Our results indicate that the solubility of EP-1 was significantly enhanced by forming
inclusion complexes with HPCD; the suppressive effects on reproduction in male Brandt’s voles is more obvious than those
in females． Moreover，inclusion did not affect the anti-fertility effect of EP-1．
Key words: Antifertility control; HPCD; Inclusion complex; Lasiopodomys brandtii; Levonorgestrel; Quinestrol
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利用不育技术来控制有害动物的概念提出于上

世纪 30 年 代，最 初 主 要 用 于 有 害 昆 虫 的 治 理。
Knipling ( 1959，1960 ) 和 Davis ( 1961 ) 将 其 引

入鼠类防治后，不育理论和技术在该领域得到持续

关注和长足发展 ( Marsh，1988; 张知彬，1995 ) 。
鼠类不育控制的主要原理是通过直接造成害鼠群体

中部分个体不育，以及间接利用不育个体对正常个

体的繁殖干扰，起到降低整个种群繁殖率的目的

( 张知彬，1995; 张知彬等，2001 ) 。与传统单纯

灭杀技术相比，不育技术一方面避免急性剧毒化学

灭鼠剂造成的生态安全和动物福利等问题，另一方

面可解决慢性抗凝血灭鼠剂带来的抗药性或耐药性

问题，因此在鼠害防控中具有极大的潜力和发展前

途。EP 系列不育剂是一种新型双性不育剂，主要

成分为左炔诺孕酮和炔雌醚，EP-1 是两种成分以

2∶ 1配比制成的混合物，已证明可对多种鼠类产生

不同 程 度 的 繁 殖 抑 制 效 果 ( 张 知 彬 等，2004，

2005，2006; 宛新荣等，2006; 霍秀芳等，2007) 。
但是，左炔诺孕酮和炔雌醚在常温下几乎不溶于水

( 国家药典委员会，2005) ，只能与水或食用油配制

成悬浊液使用，这给精确定量研究带来了很大困

难。
2-羟 丙 基-β-环 糊 精 ( HPCD ) 是 β-环 糊 精

( β-CD) 的衍生物，由葡萄糖残基形成筒状结构，

具有外亲水内疏水的独特构象，可与难溶化合物形

成复 合 物 超 分 子 体 系，起 到 增 溶 作 用 ( Szetjli，
1998; 代国飞和王明伟，2005 ) 。由于环糊精及其

衍生物无毒副作用，因此在药物制剂中应用广泛

( 王亚南和王洪权，2006; Trapani et al. ，2005 ) 。
本文研究了 HPCD 对左炔诺孕酮和炔雌醚的增溶效

果，建立了 EP-1 主成份的单体及包合物检测方法，

并检测其包合物水溶液对布氏田鼠繁殖器官的影

响。

1 研究方法

1. 1 包合物制备与溶解度测定

1. 1. 1 测试方法确定及标准曲线绘制

利用紫外分光光度法 ( 紫外可见分光光度计，

岛津 UV-2550 ) 对 HPCD ( 纯度 99%，购自日本

Wako 公司) 、左炔诺孕酮和炔雌醚 ( 购自北京紫

竹药业公司) 进行紫外吸收测定，结果表明: 左

炔诺孕酮和炔雌醚对紫外光的吸收值 λmax 240 nm
和 280 nm，HPCD 在这两个波长处均无吸收，确定

为检测波长。

配制浓度为120. 0 μg /mL左炔诺孕酮的无水乙

醇 溶 液 作 为 母 液，分 别 取 0. 25 mL、1. 00 mL、
1. 25 mL、2. 00 mL、3. 00 mL、4. 00 mL、6. 00 mL母液

于25 mL容 量 瓶，以 无 水 乙 醇 定 容，充 分 摇 匀，在

240 nm处测定吸收度，以吸光度( A) 对浓度( C) 进

行线性拟合。配制浓度为149. 0 μg /mL炔雌醚的无

水乙醇溶液作为母液。分别取4. 00 mL、5. 00 mL、
6. 00 mL、7. 00 mL、10. 00 mL、15. 00 mL、18. 75 mL
母液于25 mL容量瓶，以无水乙醇定容，充分摇匀，

在280 nm处测定吸收度，以吸光度( A) 对浓度( C)

进行线性拟合。
1. 1. 2 包合物的制备及检测

室温下，配置两份 HPCD 水溶液，再分别称取

过量的两种药物分别加入，超声分散10 min，磁力

搅拌48 h，使包合作用达到平衡。用0. 45 μm微孔

滤膜过滤除去不溶部分，将溶液冷冻干燥，即得到

两种药物包合物的冻干剂粉末。冷冻保存，备用。
称取少量两种包合物粉末，分别配置成低浓度的水

溶液 ( pH =7. 0) ，进行紫外光谱扫描。
1. 1. 3 溶解度测定

配 制 浓 度 为 0. 02 g /mL、 0. 05 g /mL、
0. 10 g /mL、0. 20 g /mL HPCD 的磷酸盐缓冲液溶

液 ( pH =7. 0) ，量取一定体积的溶液于具塞试管

中，分别加入过量的两种药品，超声分散 10 min。
将具塞试管置于恒温震荡器上，在 20 ℃ 避光的条

件下震 荡 48 h，至 反 应 达 到 平 衡。取 上 清 液 用

0. 45 μm 微孔滤膜过滤，滤液稀释适当倍数后分别

在240 nm和280 nm处测定吸光度，并计算两种药

物的含量。
1. 2 EP-1 对雌雄布氏田鼠繁殖器官的影响

1. 2. 1 实验鼠及分组

实验所用布氏田鼠来自中国农业科学院植物保

护研究所的实验室种群。选择成年 ( 体重 ＞ 25 g)

健康个体单独饲养，饲料和饮水供应充分，光照条

件 14L∶ 10D。实验用雌雄个体共计 96 只，雌雄各

半。雌雄各设置 2 个处理时间组和 4 个给药 组:

0 mg /kg ( 即 对 照 组，C 组，HPCD 水 溶 液 ) 、
1. 0 mg /kg ( Ⅰ 组 ) 、 2. 0 mg /kg ( Ⅱ 组 ) 、
4. 0 mg /kg ( Ⅲ组) ，每组 6 只。
1. 2. 2 EP-1 溶液制备及给药方法

按 2 ∶ 1的比例将左炔诺孕酮和炔雌醚溶解于

20%的 HPCD 水溶液中，配制成 3 个浓度梯度的包

合物溶液，分别为: 1. 0、2. 0、4. 0 mg /mL; 并以

20%的 HPCD 水溶液为对照，设置 4 个给药剂量
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组，并保证各剂量组给予的溶液体积相同。给药过

程分5 d进行，结束后以正常饲料饲养 ( 北京科奥

协力公司全价兔料) ，分别在 2 周和 4 周处死一半

个体。
1. 2. 3 繁殖指标的测定

雄鼠指标为: 睾丸、附睾和储精囊相对重量

( g /100 g 体重) 、睾丸体积 ( 4π × 长 × 宽2 /3cm3 ) ，

雌鼠 指 标 为: 卵 巢 和 子 宫 相 对 重 量、子 宫

长 ( cm) 。
1. 3 统计分析

实验数据通过 SPSS 13. 0 统计分析。采用 One-
Way ANOVA 分析不同剂量的 EP-1 处理对繁殖器官

重量的影响。差异显著水平: P ＜ 0. 05。

2 研究结果

2. 1 两种药物标准曲线及 HPCD 对其溶解度的影

响

2. 1. 1 标准曲线

左炔诺孕酮在浓度为 2. 39 ～ 28. 68 μg /mL时的

吸光度 ( A) 对浓度 ( C) 有良好的线性关系，线

性回 归 方 程 为: A = 0. 0567C + 0. 0288，R2 =
0. 9995; 炔雌醚在浓度为 23. 84 ～ 111. 8 μg /mL时

的吸光度 ( A) 对浓度 ( C) 有良好的线性关系，

线性 回 归 方 程 为: A = 0. 0065C － 0. 0107，R2 =
0. 9999。
2. 1. 2 包合物紫外光谱检测

紫外光谱扫描的结果表明，与药物单体紫外吸

收峰相比，其包合物紫外吸收光谱曲线几乎完全一

致，只是药物包合物的 λmax有所偏移，但是最大吸

收波长发生的变化很小 ( Δλ = 2. 0 nm左右) 。因

此，可以认为环糊精的存在基本不影响光吸收强

度，校正曲线可用于包合物存在下吸光度的测定

( 双少敏等，1998; 杨云裳等，2004) 。
2. 1. 3 溶解度测定

在 pH = 7. 0 的磷酸盐缓冲液中，左炔诺孕酮

和炔雌醚随不同浓度的 HPCD 溶液溶解度的变化如

图 1 所示。可以看出，左炔诺孕酮和炔雌醚都与

HPCD 溶液的浓度呈线性正相关，HPCD 浓度 ( X，

g /mL) 和药物浓度 ( Y，μg /mL) 之间的相溶解

度曲线方程分别为: Y = 3185. 1X + 6. 089，R2 =
0. 9995; Y = 20460X － 269. 15，R2 = 0. 9985 ( 图

1) 。在 20% 的 HPCD 中，左炔诺孕酮的浓度可达

约4 mg /mL，炔雌醚可达约0. 5 mg /mL。

图 1 左炔诺孕酮和炔雌醚在 pH = 7. 0 的 HPCD 溶液中的溶解

度曲线

Fig. 1 The solubility curve of levonorgestrel and quinestrol of HPCD

solution，pH = 7. 0

表 1 不同剂量 EP-1 的 HPCD 包合物灌胃 2 周和 4 周后雄性布氏田鼠的繁殖器官指数 ( 平均值 ± 标准误)

Table 1 The reproductive organs of male Brandt’s voles 2 and 4 weeks after treated by HPCD inclusion with EP-1 ( Mean ± SE)

2 周 Two weeks
C Ⅰ Ⅱ Ⅲ

睾丸 Testis( g) 1. 654 ± 0. 066a 1. 551 ± 0. 273a 1. 075 ± 0. 214a 1. 664 ± 0. 152a

附睾 Epididymides( g) 0. 425 ± 0. 032a 0. 395 ± 0. 049a，b 0. 279 ± 0. 045b 0. 393 ± 0. 036a，b

储精囊 Seminal vesicle( g) 0. 949 ± 0. 100a 0. 389 ± 0. 154b 0. 335 ± 0. 151b 0. 610 ± 0. 175a ，b

睾丸体积 Volume of testicle( cm3 ) 2. 581 ± 0. 117a 1. 903 ± 0. 417a，b 1. 471 ± 0. 385b 2. 069 ± 0. 332a，b

4 周 Four weeks
C Ⅰ Ⅱ Ⅲ

睾丸 Testis( g) 1. 730 ± 0. 325a 1. 704 ± 0. 231a 1. 686 ± 0. 171a 1. 765 ± 0. 147a

附睾 Epididymides( g) 0. 381 ± 0. 093a 0. 320 ± 0. 047a 0. 395 ± 0. 034a 0. 349 ± 0. 046a

储精囊 Seminal vesicle( g) 0. 600 ± 0. 296a，b 0. 333 ± 0. 127a 1. 035 ± 0. 207b 0. 620 ± 0. 271a，b

睾丸体积 Volume of testicle( cm3 ) 2. 282 ± 0. 599a 2. 039 ± 0. 405a 2. 682 ± 0. 210a 2. 501 ± 0. 366a

同行中不同字母表示组间差异显著( P ＜ 0. 05) ; C: 对照组; Ⅰ: 1. 0 mg /kg; Ⅱ: 2. 0 mg /kg; Ⅲ: 4. 0 mg /kg

Different superscripts in each row indicate significant differences ( P ＜ 0. 05) ; C: Control; Ⅰ: 1. 0 mg /kg; Ⅱ: 2. 0 mg /kg; Ⅲ: 4. 0 mg /kg

18



兽 类 学 报 31 卷

2. 2 EP-1 的 HPCD 包合物对雌雄布氏田鼠繁殖器

官的影响

2. 2. 1 雄鼠

与对照组相比，2 周处理组中，1. 0 mg /kg组

仅储精囊相对重量显著降低，2. 0 mg /kg组附睾、
储精囊相对重量均显著降低 ( 附睾 P = 0. 026，储

精囊 P = 0. 012 ) ， 睾 丸 体 积 显 著 减 小 ( P =
0. 041) ，4. 0 mg /kg组未出现显著差异; 4 周处理

组中，各指数均未表现出显著差异。结果说明，

EP-1 不育剂的 HPCD 包合物对雄性布氏田鼠具有

一定的繁殖抑制作用。
2. 2. 2 雌鼠

与对照组相比，2 周和 4 周的不同剂量处理组

雌鼠繁殖器官均未表现出显著差异，说明 EP － 1
不育剂的 HPCD 包合物对雌性布氏田鼠繁殖器官无

明显的抑制作用。

表 2 不同剂量 EP-1 的 HPCD 包合物灌胃 2 周和 4 周后雌性布氏田鼠的繁殖器官指数 ( 平均值 ± 标准误)

Table 1 The reproductive organs of female Brandt’s voles 2 and 4 weeks after treated by HPCD inclusion with EP-1 ( Mean ± SE)

2 周 Two weeks
C Ⅰ Ⅱ Ⅲ

卵巢 Ovaries( mg) 22. 3 ± 1. 4a 19. 6 ± 2. 0a 19. 5 ± 1. 9a 21. 5 ± 1. 6a

子宫 Uterus( g) 0. 159 ± 0. 0418a 0. 2051 ± 0. 0664a 0. 1513 ± 0. 0280a 0. 1580 ± 0. 0321a

子宫长 Length of Uterus( cm) 5. 97 ± 0. 22a 5. 90 ± 0. 38a 5. 78 ± 0. 40a 5. 72 ± 0. 18a

4 周 Four weeks
C Ⅰ Ⅱ Ⅲ

卵巢 Ovaries ( mg) 22. 3 ± 1. 0a 22. 6 ± 2. 1a 23. 4 ± 3. 2a 21. 8 ± 1. 3a

子宫 Uterus ( g) 0. 0876 ± 0. 0203a 0. 1497 ± 0. 0431a 0. 0816 ± 0. 0227a 0. 0834 ± 0. 0119a

子宫长 Length of Uterus( cm) 4. 798 ± 0. 157a 4. 549 ± 0. 367a 4. 744 ± 0. 241a 4. 725 ± 0. 084a

同行中不同字母表示组间差异显著( P ＜ 0. 05) ; C: 对照组; Ⅰ: 1. 0 mg /kg; Ⅱ: 2. 0 mg /kg; Ⅲ: 4. 0 mg /kg

Different superscripts in each row indicate significant differences( P ＜ 0. 05) ; C: Control; Ⅰ: 1. 0 mg /kg; Ⅱ: 2. 0 mg /kg; Ⅲ: 4. 0 mg /kg

3 讨论

2-羟丙基-β-环糊精对左炔诺孕酮和炔雌醚的

包合作用可大幅提高其水溶性，且其浓度随着环糊

精浓度增加呈线性增加。包合物溶液的紫外扫描图

谱与单体吸收图谱几乎一致，说明此增溶过程不是

通过药物间的化学变化，而是通过物理作用完成

的。HPCD 通过其疏水空腔，在范德华力、氢键和

疏水力的作用下，将客体分子动态地包入，形成复

合物超分子体系，并借助其外表面亲水性来提高有

机分子的水溶性 ( Szetjli，1998) 。
本研究结果表明，当 EP-1 的 HPCD 包合物给

药剂量为2 mg /kg时，雄性布氏田鼠表现出繁殖器

官萎缩的现象，但是各剂量组的雌鼠与对照组相比

繁殖器官未出现明显差异。这说明，EP-1 的 HPCD
包合物对雄性布氏田鼠的繁殖器官有一定的抑制作

用，但是对雌鼠的作用不明显，这与以前利用药物

单体的研究报道类似 ( Zhao et al. ，2007 ) 。同时，

这也说明 EP-1 的主成份在与 HPCD 形成包合物的

同时，仍然保留了药物本身的不育效果。EP-1 不

育剂的主要作用通路是通过下丘脑 － 垂体 － 性腺轴

起作用。对雌鼠可抑制卵泡发育及正常排卵过程，

并使子宫内膜变薄，影响正常激素分泌，从而抑制

胚胎着床; 而对雄鼠可引起性腺萎缩、繁殖力降低

和抑制精子发生 ( 张知彬等，2005，2006; 霍秀芳

等，2007) 。左炔诺孕酮首先起作用，而炔雌醚可

以储存在脂肪中，缓慢释放，可将不育过程持续到

数月 ( 张知彬等，2005) 。另外，EP-1 的不育效果

存在 种 间 和 性 别 差 异。例 如，EP-1 对 灰 仓 鼠

( Cricetulus migratorius) 、子午沙鼠 ( Meriones merid-
ianus) 、雄性大仓鼠 ( Tscheskia triton) 、长爪沙鼠

( Meriones unguiculatus) 和雌性黑线毛足鼠 ( Pho-
dopus campbelli) 的繁殖抑制效果较为明显 ( 张知

彬等，2004，2005，2006; 宛新荣等，2006 ) ，而

雄性黑线毛足鼠则不表现出明显的反应 ( 宛新荣

等，2006) 。这可能是由于左炔诺孕酮和炔雌醚在

不同鼠种和性别间的作用有所不同所致，Zhao 等

( 2007) 报道，雌雄布氏田鼠对单独使用炔雌醚处

理的响应效果最好，而对 EP-1 和单独左炔诺孕酮

处理则无明显响应。

致谢: 张进华和高丽梅协助饲养和繁育布氏田鼠室
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