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　　摘要：以 EDC 为偶联剂�将胆固醇接枝到壳聚糖主链的氨基上�得到疏水改性的双亲性壳聚糖（CS-Chol）�
利用 FT-IR�1H-NMR对其结构进行表征。CS-Chol 在水相自组装形成自聚集体�通过荧光探针技术研究其自聚
集行为�结果显示制得的自聚集体具有较低的 CAC（10－2mg/mL）。TEM和 DLS 测试显示制得的自聚集体为纳米
级颗粒�粒径随胆固醇取代度的减小（4∙7～1∙1）而增大（180～380nm）。用99mTc 对纳米颗粒进行放射性标记�并
利用 SPECT 对其在头部和腹腔分布进行分析。耳静脉注射后纳米粒子在粘膜富集区域有一定滞留性�主要是
由于壳聚糖具有粘膜特征吸附的性质。
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引言

可生物降解聚合物纳米微粒由于其良好的生物相容性、可生物降解性、特殊的表面活性和组织渗透
性而被广泛应用于药物控制释放研究［1�2］。壳聚糖是天然大分子甲壳素的脱乙酰化产物�在体内无毒并
可被酶解�由其制备的超微粒子是药物和基因的良好载体。一般而言�壳聚糖超微粒的制备方法包括：共
价交联法�离子交联法和去溶剂法［3］。近年来�由疏水性改性双亲性壳聚糖自聚集制备超微粒受到人们
的关注�这些疏水改性剂包括聚乙二醇［4］、棕榈酸［5］、脱氧胆酸［6］等�由这些疏水改性剂和壳聚糖组成的
双亲性大分子可在磷酸缓冲溶剂中自组装形成纳米粒子�其制备方法简便�粒径和结构易于通过结构参
数控制�已被应用于药物［7�8］和基因［6］载体研究。本文以胆固醇3-半琥珀酸酯为疏水改性剂�以水溶性碳
二亚胺为催化剂�制备了胆固醇疏水改性的双亲性壳聚糖�以红外光谱和核磁共振研究了双亲性聚合物
结构�以荧光光谱、透射电子显微镜和光子相关光谱对自聚集纳米微粒结构进行表征�并以单光子发射型
计算机断层显像技术测定了壳聚糖双亲性自聚集纳米微粒在头部与腹腔的相对分布。
1　结果与讨论
1∙1　CS-Chol结构表征

图1为合成 CS-Chol的合成路线�胆固醇在吡啶催化下与琥珀酸酐反应形成胆固醇3-半琥珀酸酯
（Cho-l Su）�Cho-l Su的羧基被 EDC活化后在 DMF 与稀盐酸混合溶液中与壳聚糖氨基反应�形成胆固醇疏
水改性壳聚糖（CS-Chol）�产物结构以红外光谱和核磁共振确定�反应条件对产物取代度的影响如表1。

图2a、b和 c分别是反应原料Cho-l Su、壳聚糖和产物CS-Chol的红外光谱�其中产物CS-Chol的取代度
为4∙7。由图可见胆固醇与琥珀酸酐反应后形成的3-半琥珀酸酯�形成产物同时含有酯基和端羧基�这一
结构在 Cho-l Su的红外光谱中得到了很好的验证。图2a中1735和1711cm－1处的双峰分别对应于酯基和
羧基中羰基基团的对称伸缩振动�说明半琥珀酸酯的形成。壳聚糖的红外光谱中最特征的谱带位于1650
cm－1和1599cm－1�分别对应于酰胺Ⅰ带羰基的伸缩振动和氨基的弯曲振动。研究表明［12］�当氨基的取代
度高于70％时�氨基的弯曲振动才显现出来。图2c产物 CS-Chol 的红外光谱中1599cm－1处氨基的弯曲
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图1　胆固醇疏水改性壳聚糖反应示意图
Figure1　Synthesis of Cholesterol Hydrophobic-modified Chitosan

振动消失�而在1528cm－1出现酰胺Ⅱ带的特征吸收�表明在氨基上发生了酰化反应�且具有较高的取代
度。

图2　胆固醇3-半琥珀酸酯（a）�壳聚糖（b）和
胆固醇疏水改性壳聚糖（c�DS＝4∙7）的红外光谱
Figure2　FT-IR spectrum of cholestero-l3-sem-i
succinic acid ester（a）�chitosan（b） and cholesterol
hydrophobic-modified chitosan（c�DS＝4∙7）

图3　胆固醇疏水改性壳聚糖核磁共振1H谱
（DS＝4∙7�氘代 DMSO溶剂）

Figure3　1H-NMR spectrum of cholesterol
hydrophobic-modified chitosan（DS＝4∙7�DMSO-d6）

　　胆固醇疏水改性壳聚糖的化学结构进一步以核磁共振1H谱（1H NMR）测定�图3中0∙65、0∙83和
0∙85ppm的多重峰对应于胆固醇结构中18和19位角甲基和21、26和27位的甲基的化学位移�是胆固醇
非常特征的核磁共振峰［13］。壳聚糖的主要特征共振峰被氘代DMSO溶剂强烈的共振峰覆盖�因此难以1H
NMR计算产物 CS-Chol的取代度。

以不同相对分子质量壳聚糖与 Cho-l Su 反应�产物 CS-Chol 的取代度以元素分析测定�结果如表1。
在相同溶剂和反应温度条件下�控制壳聚糖糖单元与 Cho-l Su的相同投料比为100/38�产物的取代度（DS）
随壳聚糖相对分子质量的提高而降低�这与壳聚糖在混合溶剂中的溶解性有关�当壳聚糖相对分子质量
达到70KD时�在反应后期会出现沉淀�因此产物难以达到较高的取代度。

表1　胆固醇疏水改性葡聚糖自聚集性质
Table1　Properties of cholesterol hydrophobic-modified chitosan

样品a MnKD 糖单元/Cho-l Su（mol·mol－1） DSb CACc×10－2（mg·mL－1） Mean diameterd（nm） Varianced
CS40-Chol4∙7 40 100/38 4∙7 1∙35 185∙2 0∙153
CS100-Chol4∙1 100 100/38 4∙1 2∙04 233∙6 0∙120
CS200-Chol3∙9 200 100/38 3∙9 5∙82 325∙8 0∙128
CS700-Chol1∙1 700 100/38 1∙1 7∙65 380∙9 0∙215
注：a－样品中 CS 后标号指壳聚糖的相对分子质量�Chol 后标号为产物的取代度；b－取代度（DS）�定义为每100个糖单元所含的 Cho-l Su
的数目；c－临界聚集浓度（CAC）由荧光光谱测定；d－平均粒径与粒径分布由粒径测试仪测定
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1∙2　CS-Chol的自聚集行为
以透射电子显微镜、粒径测试仪和荧光光谱研究 CS-Chol 的自聚集结构与自聚集行为。图4是 CS

100-Chol4∙1和 CS700-Chol1∙1的透射电子显微镜照片及其粒径及粒径分布图�不同相对分子质量壳聚
糖产物的粒径及粒径分布见表1。

由图4可见�CS-Chol在生理盐水中可以形成粒径在50～150nm的球形纳米粒子�且具有明显的单核
或多核结构。粒径分布测试表明纳米粒子呈现明显的双峰分布�平均粒径大于相应的透射电子显微镜测
试结果�这是因为以透射电子显微镜测得的为高真空干态粒子粒径�而粒径测试仪测定介质为溶液�粒子
在其中具有溶胀性�因此测得的粒径较大�但这一粒径更接近于体内环境条件下粒子的真实状况。

以疏水性基团改性多糖形成的双亲性大分子在溶液中会因为分子内和分子间疏水基团的相互作用

形成具有核-壳结构的纳米粒子。在亲水性多糖基体中�疏水性基团通过相互作用形成疏水性的微区�这
些微区的存在是包载疏水性药物的必要条件。同时这些双亲性聚合物在溶液中的自聚集结构和自聚集
行为受到多种因素的影响�包括：多糖链的柔顺性、溶解性�疏水基团的分子结构和尺寸大小以及亲水链
与疏水基团之间联接臂（spacer）的种类、特性与长短等。为验证疏水性微区的存在及研究 CS-Chol 在溶液
中的自聚集形为�以芘为荧光探针�对 CS-Chol进行了荧光光谱研究。

图4　CS-Chol 的透射电子显微镜照片及粒径测试结果
a．CS100-Chol4∙1b．CS700-Chol1∙1

Figure4　Transmission Electron Micrographs and Particle Size Analysis of CS-Chol
a．CS100-Chol4∙1b．CS700-Chol1∙1

图5　CS-Chol 在生理盐水溶液中的荧光发射光谱
Figure5　Fluorescence probe spectrum of CS-Chol

in physiological brine

图6　CS-Chol 荧光发射光谱 I1/I3与对数浓度关系图
Figure6　Relationship of I1/I3 in fluorescence probe
spectrum via logarithm of concentration of CS-Chol
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　　图5是 CS-Chol在溶液中的发射光谱�由图可以看出随着 CS-Chol 浓度的提高�芘的发射光谱强度增
大。一般认为�双亲性聚合物具有疏水微区�且在组装过程中去除芘的溶剂时�芘会渗透到双亲性聚合物
组成的纳米粒子的疏水性微区中�从而使发射光谱强度大大提高［14］。一个精确测定疏水性微区形成的
方法为发射光谱中第一个峰强度与第三个峰强度的比值�即 I1/I3。随溶剂极性的不同�振动带Ⅰ与Ⅲ的
强度发生变化。在极性溶剂水中 I1/I3为1∙8～1∙9�在乙醇和甲苯中分别为1∙23和1∙11�而在非极性溶
剂环己烷中 I1/I3仅为0∙60。当水溶液中一旦有疏水微区形成时�由于芘对疏水微区的选择性溶解�会不
断从水相转移至其更易溶解的疏水微区内�I1/I3下降�表明芘所处环境极性的降低。因此通过对发射光
谱的分析�能有效的反映芘分子所处的环境。这样�可以从 I1/I3随浓度的变化趋势图中得到微区开始形
成的浓度�也即临界聚集浓度（CAC）。 I1/I3随浓度的变化趋势如图6。

由图6可见在 CS-Chol低浓度时 I1/I3基本稳定于1∙83�表明此时芘处于极性水溶液中�当浓度超过
一临界浓度时�I1/I3急剧下降。对曲线的两段进行线性拟合�水平线与斜线的交点对应的浓度被认为是
疏水微区开始形成的浓度�即临界聚集浓度（CAC）。不同相对分子质量壳聚糖产物的 CAC 值列于表1�
可见 CS-Chol的CAC小于一般小分子表面活性剂两个数量级以上�这种低CAC浓度说明由双亲性大分子
形成的自聚集胶束在生理液态环境中将具有良好的稳定性�对双亲性大分子自聚集体作为药物或基因载
体具有重要的意义。从表1中还可以看出�随着壳聚糖相对分子质量的增大�CS-Chol 的 CAC 值增大�这
主要与取代度减小有关�另一方面也与高相对分子质量壳聚糖溶解性下降有关。
CS-Chol的取代度对 CAC值和自聚集体的粒径大小有很大的影响�当取代度较大时�分子内及分子间

疏水性相互作用增大�在较低的浓度条件下分子即开始发生聚集�且分子卷缩易形成较小的粒子。反之
则形成较大的结构较为松散的粒子。
1∙3　CS-Chol的体内分布

迄今为止有关壳聚糖及其衍生物的生物应用研究很多�但其体内分布的报道较少�且各文献中壳聚
糖及其衍生物由于相对分子质量及结构的不同�其体内分布的差异也非常大［11�15～17］。本文以 SPECT 和
放射性计数法测定了 CS-Chol在兔体内的分布。不同时间99mTc放射性标记 CS40-Chol4∙7的体内分布如
图7。CS-Chol经耳缘静脉注后�迅速通过血液循环系统到达头部、心脏及腹腔脏器�23min后 CS-Chol 在
心脏和腹腔脏器中的放射强度迅速减少�表现出极快的体内清除速率�而在头颈部仍保留了较高的放射
性浓度。各时间在头部和腹腔的分布如表2。可见 CS-Chol 纳米微粒在体内具有较高的血液清除速率�
这与文献报道相一致［15］�而在头部却有一定的滞留性。

图7　99mTc放射性标记 CS-Chol
纳米微粒在兔体内分布的 SPECT 图象
（为显像清楚�加入小剂量新鲜淋洗的

99mTc化合物以显标体征轮廓）
Figure7　SPECT Image of CS-Chol
nanoparticles radio-labeled by 99mTc

（For the aim of imaging clear�a dose of 99mTc compound poured
newly was added to display figure of the rabbit）

表2　耳缘静脉注射后不同时间 CS-Chol 纳米微粒
在兔头部和腹腔的的相对放射活性（％）

Table2　Relatively radiate activity of CS-Chol
nanoparticles in rabbit’s cephalosome and abodominal
cavity at different time after parotid injection

at Vein

时间/min 相对放射活性/％
头部 腹腔

1 38∙3±3∙4 61∙7±6∙5
14 66∙1±5∙8 33∙9±5∙2
23 70∙2±6∙3 29∙8±8∙1
30 68∙5±4∙5 31∙5±7∙3
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　　为了了解在头部的具体分布�在30min时对头颈部进行了 SPECT 图象的专门采集（如图7左下图）�CS-
Chol在头颈部的分布明显集中于如鼻咽等富粘膜器官�在颅内则明显缺乏放射活性�说明 CS-Chol 难以通过
血脑屏障进入脑内。虽然血脑屏障表面为负电性�具有阳离子介导的跨膜传质特征�本实验制备的 CS-Chol
纳米微粒ξ电位可达52mV�但并不能通过静电吸附介导作用使壳聚糖微粒通过血脑屏障进入颅内。CS-
Chol在头部的高滞留性来源于其在鼻咽等富粘膜器官的聚集�这与壳聚糖的粘膜粘附特性有关［3］。
2　实验部分
2∙1　实验原料

医用级壳聚糖由浙江玉环澳星甲壳素公司提供�相对分子质量分别为40、100、200和700KD�脱乙酰
化度86％�使用前经溶解-沉淀后冷冻干燥提纯。胆固醇和丁二酸酐均为分析纯�天津化学试剂有限公司
产品。1-乙基-3-（3-二甲基氨丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC·HCl）�吉尔生化（上海）有限公司�分析纯。芘�
Acros公司产品�分析纯。其它试剂均为分析纯。新西兰兔从军事医学科学院动物实验中心购买�体重2
～2∙5kg。
2∙2　胆固醇3-半琥珀酸酯（Cho-l Su）合成［9］

胆固醇和琥珀酸酐（重量比1∶1）溶解于吡啶中�70°C 加热搅拌3h 后减压蒸馏除去大部分吡啶�残留
物加入水/乙醇（v/v＝1/10）混合溶剂中产生白色沉淀。过滤�所得沉淀溶于乙醇中�再于水/甲醇（v/v＝1∶
10）混合溶剂中沉淀�将沉淀过滤后于无水乙醇中重结晶�真空烘箱中50℃干燥备用。
2∙3　胆固醇疏水改性壳聚糖（CS-Chol）的合成

Cho-l Su的 N�N-二甲基甲酰胺（DMF）溶液加入到1％壳聚糖的盐酸溶液（0∙1mo/l L）中�Cho-l Su与壳
聚糖糖单元摩尔比1/5�DMF 与盐酸溶液体积比为10/1。称取 EDC·HCl 使其与 Cho-l Su摩尔比为1/2�配
成水溶液逐滴加入到反应体系中�室温反应24h。将反应混合物加入到过量甲醇/氨水（v/v＝7/3）混合溶
液中�充分搅拌后静置使沉淀蓄集�过滤�沉淀反复以水和甲醇充分洗涤后得黄色凝胶。将凝胶冷冻干燥
得产物。

产物结构以付立叶变换红外光谱（FT-IR�BIO-Rad FTS135型）和核磁共振氢谱（1H NMR�Varian Unity
Plus400）测定。分别以四种不同相对分子质量壳聚糖与Cho-l Su反应�反应物取代度定义为每100个壳聚
糖结构单元所含 Cho-l Su结构的数目�由元素分析法测定。
2∙4　胆固醇疏水改性壳聚糖自聚体的制备

精确称取 CS-Chol 溶解于 DMF/0∙1mo/l L 盐酸溶液�加入截留分子量为14000g/mol 的透析袋中以生
理盐水透析72h�透析后溶液于10mL容量瓶中定容�然后于25mL烧杯中以针式超声仪40W超声3min
得到光学透明悬浮液。
CS-Chol自聚集的形貌以透射电子显微镜（TEM�JEM-2000FX Ⅱ型�日本）测定�自聚集体粒径大小、

粒径分布及ξ-电位以 Brookhaven90Plus/BI-MAS 型粒径测定仪测定。
2∙5　胆固醇-壳聚糖自聚集体的荧光光谱测定［10］

一定量芘于12mL安培瓶中溶于丙酮�静置挥发大部分丙酮后�加入不同浓度的上述 CS-Chol 光学透
明悬浮液�电磁搅拌下65℃加热3h使芘与 CS-Chol平衡�室温过夜自然冷却�芘的最终浓度为6∙0×10－7
mo/l L。以970CRT 荧光分光光度计测定不同浓度条件下芘的激发光谱与发射光谱。激发波长为336nm�
激发和发射狭缝分别为2和10nm。
2∙6　胆固醇-壳聚糖自聚集体的放射性标记和体内分布

CS-Chol的99mTc放射性标记参照文献［11］进行�标记后的 CS-Chol 配成生理盐水溶液。取5只新西兰
兔行耳缘静脉注射�以单光子发射型计算机断层显像仪（SPECT�美国通用电器（中国）有限公司医疗系统
集团VG5型）分别于1、14、23、30min对兔进行断层显像�并进行图像采集。将采集的信息输入高性能计
算机�由 SPECT 专业图像软件进行自动处理并输出图像�并画出头部和腹腔区域�测定这些区域的相对放
射性强度。
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3　结论
壳聚糖相对分子质量及 CS-Chol的取代度对 CAC值和自聚集体的粒径大小有很大的影响�壳聚糖相

对分子质量较大�CAC值较高�而当取代度较大时�则易形成 CAC 较低、粒径较小的自聚集体；体内分布
研究显示 CS-Chol纳米微粒在体内具有较高的血液清除速率�而在头部却有一定的滞留性�但并不能通过
静电吸附介导作用使壳聚糖微粒通过血脑屏障进入颅内�而仅局限于在鼻咽等富粘膜器官的聚集。
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Paration of Self-aggregate Nanoparticles Composed of Cholesterol Hydrophobic-
modefied Chitosan and their Destribution in Cephalosome and Abodominal Cavity

YUAN Xu-bo1�3�GU Ming-qi1�YUAN Yan-bo2�LI Hong3�WAN La-i hao2�SHENG Jing1
（1∙ School of materials science and engineering�Tianjin University�Tianjin300072�China；
2∙ The Affiliated Hospital of Changzhi Medical College�Changzhi046000�China；

3∙ State Key of Laboratory of Adsorption and Separation Functional Polymer�Nankai University�Tianjin300071�China）

Abstract：Cholesterol hydrophobic-modified chitosan （CS-Chol） were synthesized by coupling cholesterol to the
amino groups of chitosan with EDC as catalyzer．The structure of CS-Chol was characterized by FTIR and 1H NMR．
CS-Chol formed self-aggregates in water�and the self-aggregate behavior were studied by fluorescence probe
technique�the results suggested that the self-aggregates had low critical aggregate concentration about10－2mg/mL�
which was critical to the stability in vivo．The measurements of transmission electron microscope（TEM） and dynamic
light scattering（DLS） indicated that the self-aggregates were nanoparticles�and the diameters increased from180to
380nm with the decrease of substitute degree from4∙7to1∙1∙The nanoparticles were radio-labeled with99mTc�and
their distribution in cephalosome and abdominal cavity was analysized by SPECT．CS-Chol nanoparticles were
eliminated from blood and abdominal cavity quickly．Some nanoparticles�however�retained in the mucous membrane
rich area after otic vein injection�due to the feature adhesion of chitosan to the mucous membrane．

Key words：Chitosan；Cholesterol；Self-aggregate；Nanoparticles；Radio-label；Biodistribution
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