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!!摘要%采用碳酸钠为催化剂$室温下制备了水溶性的马来酰化壳聚糖$研究了反应物投料比对酰化取代度

以及产物水溶性的影响)红外光谱结果说明马来酸酐成功接枝到壳聚糖分子上(QMP结果说明马来酸酐酰化

破坏了壳聚糖分子内和分子间的氢键作用$使水溶性大大提高)用+@0B>J:."(@<G;70仪器对不同,-值下的

粒子粒径和J;/@电位进行测定$发现存在#个等电点’,-n*_"#)文章首次采用自组装方法分别在醋酸*甲

酸*乳酸溶液中制备得到三种不同的马来酰化壳聚糖纳米粒子并用:4(做了表征(PR:测试表明$当,-值增

大后$三种纳米粒子粒径均由几十纳米溶胀到几百纳米$显示具有,-响应性)

!!关键词%壳聚糖(自组装(纳米粒子(,-响应性(药物释放

引言

自组装是分子自发组装成结构上稳定的非共价键连接的聚集体的过程)分子自组装涉及各种弱相
互作用力$如氢键*静电相互作用*螯合效应*范德华作用力等$正是这种弱的*可逆的非共价键相互作用
驱动自组装过程的发生$从而保持自组装体系结构的完整性和稳定性)该方法在制备过程中不需要添加
如表面活性剂*乳化剂等成份$且工艺简单*成本低$所以通常被用来制备各种纳米粒子药物载体+##%,)

纳米粒子具有许多独特的物理化学性质$如量子尺寸效应*宏观量子隧道效应*表面效应*小尺寸效
应等)纳米粒子凝胶化+$$3,后就同时具备了以上两种特性$又由于它还具有生物粘附*生物相容等特性$
因而被广泛应用于药物释放领域)

壳聚糖是一种资源丰富*价格低廉的天然高分子化合物$由甲壳素">脱乙酰基得到$化学名称为!#$

%">!>氨基>!>脱氧>!GJ>葡萄糖)它具有良好的生物可降解性
+6$),*生物相容性+.,*生物粘附性+#",*成膜

性+##$#!,及抗肿瘤免疫增强作用+#*$#%,等诸多的性质$在生物工程和医药+#$$#3,领域得到了广泛研究和应用)

但是壳聚糖的溶解性较差$应用领域单一$通常需要对其进行物理和化学改性+#6##.,以改善它的溶解性$
从而进一步扩大它的应用范围)

马来酰化壳聚糖!(O:"是通过壳聚糖与马来酸酐酰化反应得到的一种新型的水溶性壳聚糖衍生物)
本文研究了水溶性马来酰化壳聚糖的制备及其溶液溶解性随溶液,-值的变化情况$并首次采用自组装
的方法分别在醋酸*甲酸*乳酸溶液中制备出不同的马来酰化壳聚糖纳米粒子$研究了它们在酸碱条件下
的溶胀行为$为后续药物释放的应用研究奠定了基础)

#!实验部分

:>:!主要试剂和仪器
低分子量壳聚糖!O:$脱乙酰度.#b"C0n!"$"""$青岛海汇生物工程有限公司(顺丁烯二酸酐

!(’"$分析纯$中国上海埃彼化学试剂有限公司(无水碳酸钠$分析纯$中国莱阳市双双化工有限公司(
氢氧化钠$分析纯$天津博迪化工股份有限公司(冰乙酸$分析纯$天津博迪化工股份有限公司(丙酮*盐
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酸$分析纯$烟台三和化学试剂有限公司(乳酸*甲酸$分析纯$天津市富宇精细化工有限公司)高速离心
机!-O>*"#)"$安徽中科中佳科学仪器有限公司(,- 计!,-:>*O"$上海精科雷磁有限公司(J;/@电位
!+@0B>J:.""$(@<G;70J;/@82W;7+@0BJ:."(傅里叶红外光谱仪!14+:IM>!6"$德国EMLh4M(元素分
析!f@72B4R/"$德国4R4(4+1’M元素分析系统公司(QMP!QMP>6""":#R"$日本岛津公司(扫描电
子显微镜!Z:(>6$""\"$日本电子)

:>8!马来酰化壳聚糖的制备
称取*_"A壳聚糖加入到盛有*""DR去离子水的单口烧瓶中$室温下磁力搅拌使混合均匀$#"D20后加入

一定量的+@!OI*$*"D20后加入一定量的O%-!I*!马来酸酐"$物料加完后反应3?后停止反应)用#DB<#R的

+@I-溶液调节反应液至,-n#"$离心分离除去不溶的未反应的壳聚糖)取离心后的上清液$用冰乙酸调节
至,-n*得到白色絮状沉淀物$再次离心处理$得到白色产物$干燥后即得到马来酰化壳聚糖)

:>@!马来酰化壳聚糖<)&测定及其溶解性测试
利用元素分析仪!f@72B4R/$德国4R4(4+1’M元素分析系统公司"测定马来酰化壳聚糖的O*

+含量及O#+质量比)
取上述干燥好的马来酰化壳聚糖用研钵研磨成粉末状$取!"DA溶于!"DR去离子水中$加入磁子

充分搅拌$一段时间后观察产物的溶解情况)

:>3!自组装法制备马来酰化壳聚糖纳米粒子
取上述制备得到的马来酰化壳聚糖适量溶于$"DR去离子水中$常温下搅拌使充分溶解)用注射器

分别取溶解好的马来酰化壳聚糖溶液约"_$DR缓慢滴入"_$DR的冰乙酸*乳酸*甲酸溶液中$观察溶液
均逐渐呈现蓝色乳光液即分别得到自组装的马来酰化壳聚糖纳米粒子)

:>;!马来酰化壳聚糖纳米粒子=%.表征
用毛细管移取#滴上述制备得到的纳米粒子溶液滴到铝箔上$红外灯照射蒸干溶剂$然后镀金处理

制得:4(测试样品)采用扫描电子显微镜!Z:(>6$""$日本电子"对样品的尺寸形貌进行分析)

!!结果与讨论

8>:!反应条件对马来酰化壳聚糖酰化取代度及其溶解性能的影响

!_#_#!马来酸酐与壳聚糖的投料摩尔比的影响!从表#可以看出$当投料比小于#_$时$随着马来酸酐加
入量的增加$O#+质量比逐渐增加)但当投料比达到#_$时$壳聚糖上的氨基基本已完全反应$而此时羟基
的反应活性低$再加大马来酸酐的投料量则基本不发生反应$所以O#+质量比没有很大的变化$甚至有所降
低)综合考虑$马来酸酐与壳聚糖的摩尔比为#_!时得到的马来酰化壳聚糖酰化度较高且溶解性较好)

表:!马来酸酐的用量对酰化取代度的影响

)HN7E:!%FFEDB1FBGEHK1RAB1FKH7E6DHAGJL56LE1AHDJ7HBELLEI5EE1FCRNCB6BRB61A

马来酸酐g壳聚糖!摩尔比" Ob +b O#+质量比 溶解性

单纯壳聚糖 *)_*! 3_..3 $_%6. 不溶

"_) *._$" $_#") 6_6** 微溶

#_" *._.! $_!#" 6_33! 微溶

#_! %"_#. $_"*. 6_.6$ 溶解

#_$ %"_$# $_"*" )_"$$ 微溶

#_) %"_$6 $_#!) 6_.## 微溶

!!注’实验中壳聚糖为*_""A$无水碳酸钠为#_""A$反应时间3?)

!_#_!!碳酸钠与马来酸酐的投料摩尔比的影响!由表!可以看出$随着反应投料比的增加$反应产物的
酰化取代度大体呈现先减小后增加再减小的趋势)随碳酸钠加入量增加$促进了酰化反应的进行(但当
碳酸钠加入量太多时$碳酸钠与马来酸酐水解得到的酸发生反应$使得参与反应的马来酸酐量越来越少$
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而壳聚糖只能溶解在稀酸中$当碳酸钠加入量使得溶液体系呈碱性时$壳聚糖大量析出$反应不能进行)
因此$只有当碳酸钠的量适当$才能得到酰化产物)综合考虑$无水碳酸钠与马来酸酐的投料摩尔比为

"_3时为最优配比)

表8!碳酸钠的用量对酰化取代度的影响

)HN7E8!%FFEDB1FBGEHK1RAB1FC1L6RKDH5N1AHBE1AHDJ7HBELLEI5EE1FCRNCB6BRB61A

碳酸钠g马来酸酐!摩尔比" Ob +b O#+质量比 溶解性

单纯壳聚糖 *)_*! 3_..3 $_%6. 不溶

"_!" *6_$6 %_*!$ )_3)3 难溶

"_!$ *)_"* %_)"" 6_.!! 难溶

"_*" *)_#! $_!$) 6_!$ 难溶

"_*$ *)_%. $_"#* 6_36) 难溶

"_%" *)_66 $_".. 6_3"* 微溶

"_3" *3_%$ %_$"! )_".6 溶解

"_)" *6_"# %_3.* 6_))3 微溶

#_"" *$_)" %_*.# )_#$* 难溶

!!注’实验中壳聚糖为*_""A$马来酸酐为!_""A$反应时间3?)

8>8!$)?(/分析
由图#对比分析可知’*%""9D‘#左右的宽峰是I2-伸缩振动与+2-伸缩振动重叠而成的多重

吸收峰)*$""#!$""9D‘#处的峰与O:相比峰宽而散$一方面说明2OII-的存在$另一方面也说明分
子内的氢键相互作用得到增强)*"*"#***"9D‘#是2+-的伸缩振动峰$在壳聚糖分子中虽有一定的乙
酰基团$但由于分子内和分子间的氢键作用$在该区域没有吸收峰$而发生酰化反应后$在*"6"#
*#""9D‘#处有吸收峰$说明壳聚糖分子中2+-! 发生了酰化反应$出现了2+-OI2的结构$且2I-
基本没发生变化$也几乎没有2OII2的出现)#$6"9D‘#处吸收峰增强$是O O伸缩振动峰与酰胺0
谱带振动叠加的结果$由此证明2OII-存在$说明O:与马来酸酐接枝成功)#"6"9D‘#左右是2I-
的振动吸收峰$反应前后变化较小$#%!"9D‘#左右是2I-的变形振动峰$酰化前后变化不大$说明壳聚
糖的2I-几乎没有发生反应))$*9D‘#处的峰为双键O2-的面外弯曲振动峰$而在壳聚糖谱图中没
有这个峰)

图#!壳聚糖与马来酰化壳聚糖的红外谱图对比

\2AK7;#!OBD,@728B0Y;/[;;0\1>5M8,;9/7@B=9?2/B8@0@0FD@<;BC<9?2/B8@0

8>@!X/Q分析
图!为马来酰化壳聚糖与单纯壳聚糖衍射图的对比$由图可知壳聚糖在!)n##l和!)n!"l处有两个

强衍射峰$这是壳聚糖分子结晶化程度的体现$是壳聚糖的特征衍射峰)马来酸酐与壳聚糖发生酰化反
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应$!)n##l处衍射峰消失$!)n!"l处衍射峰变宽$结晶性降低)当马来酸酐与壳聚糖的摩尔比发生变化
时$在!)n!"l处的衍射峰向右偏移$且衍射峰的宽度变宽$说明酰化产物中形成了新的不同于壳聚糖的
结晶性结构$这种结晶结构的形成很可能与酰化产物的侧链结构2-+OIO- O-OII-的规整排列
有关)马来酸酐与壳聚糖摩尔比为#_"的马来酰化壳聚糖的峰形角度略有移动$无定型特征明显加强(
摩尔比为#_!和#_$的马来酰化壳聚糖的峰形角度没有明显的移动$但强度有所减弱(而摩尔比为#_)
的马来酰化壳聚糖在!)n!"l处的衍射峰强度大大减弱$结晶性能大大降低)

图!!壳聚糖和马来酰化壳聚糖的Q衍射图

\2AK7;!!Q>7@CF2==7@9/2B0,@//;708B=9?2/B8@0@0FD@<;BC<9?2/B8@0

8>3!’EBH电位及粒径分布分析
取一定量的浓盐酸溶于!$"DR去离子水中$并用,-计标定初始,-值$然后加入适量去离子水配

制了以下八个不同,-值的稀盐酸溶液’!_$!*!_..**_$"*%_""*%_$"*$_!)*$_6"*3_!")分别取适量的
马来酰化壳聚糖溶入这八个标定的稀盐酸溶液中$加入小磁子搅拌使加速溶解得到马来酰化壳聚糖溶
液)采用+@0B>J:."(@<G;70仪器测定样品的J;/@电位和粒径大小)

从图*可以看出$存在一个等电点,-n*_"#)当,-(*_"#时$酸性较强$此时马来酰化壳聚糖是
溶解的$因此粒径较小(当,-值达到*_"#时$溶液中的正负电荷达到平衡$静电作用消失$马来酰化壳
聚糖开始析出且当,-值为*_"#时粒子聚集程度最大)当,-值继续增大时$马来酰化壳聚糖侧基羧基
去离子化为OII‘带负电$且开始程度较快$后来较为缓慢$粒径随着,-值的变化先减小后又增大再减
小)以上结果表明马来酰化壳聚糖粒径具有随,-变化而变化的特性)

8>;!=%.分析
图%有@*Y*9三幅扫描电镜图!各图左上角为相应的放大倍数"$为最优配比下得到的溶解性较好的

马来酰化壳聚糖分别在冰醋酸溶液*甲酸溶液和乳酸溶液中自组装形成的纳米粒子:4(图$样品制备条
件均相同$三幅图中纳米粒子均为球形粒子)由@图可以看到纳米粒子分布均一无团聚$且由于马来酰
化壳聚糖分子链侧链上含有乙烯基碳碳双键的">"相互作用结合分子间的氢键相互作用使得纳米粒子
又进行了二次自组装$形成如图所示的正六边形结构$这为某些特殊分子结构的药物负载提供了空间和
可能)由Y图可以看到纳米粒子粒径大小均一$有些地方分布均匀且密集$有些地方分布稀疏且形成一
条直线)由9图可以看到纳米粒子颗粒界限明显$有些粒子形成一条直线)

8>Y!Q,=分析
图$分别为在醋酸*甲酸和乳酸三种酸性溶液中自组装得到的马来酰化壳聚糖纳米粒子的统计直方

图$前者是原样的酸性条件下的纳米粒子粒径测试$后者是在原样的基础上分别加入适量"_$DB<#R
+@I-溶液使溶液体系,-值增大为6#)后纳米粒子的粒径测试)
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图*!马来酰化壳聚糖的平均粒度与J;/@电位随溶液的,-值的变化

\2AK7;*!O?@0A;8B=@G;7@A;,@7/29<;82W;@0FJ;/@,B/;0/2@<B=D@<;BC<9?2/B8@0[2/?,-G@<K;B=8B<K/2B0

图%!马来酰化壳聚糖纳米粒子的扫描电镜图

\2AK7;%!:9@0020A;<;9/7B0D297BA7@,?8B=D@<;BC<9?2/B8@00@0B,@7/29<;8
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图$!马来酰化壳聚糖纳米粒子在不同酸性溶液中的粒径分布图

\2AK7;$!1?;PR:,?B/BA7@,?8B=D@<;BC<9?2/B8@00@0B,@7/29<;820F2==;7;0/@92F298B<K/2B0

!!由@图可见纳米粒子平均粒径为!60D$加碱后纳米粒子粒径有所增大$其中平均粒径为!!"0D和

*3"0D的粒子分别占了约#$b$而平均粒径为!6"0D和*#"0D的粒子分别占了约*$b)由Y图可知纳
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米粒子平均粒径为%"0D$加碱后纳米粒子的粒径有所增大$其中有平均粒径为#""#!""0D之间的小粒
子$还有平均粒径为!$"#6""0D之间的大粒子)由9图可见纳米粒子平均粒径为*!#%!0D$加碱后纳
米粒子的粒径有所增大且平均粒径为!%"0D)综上所述$三种酸性溶液中制备得到的纳米粒子在加碱后
粒径均有所增大$即在酸性条件下是收缩的$而在碱性条件下是溶胀的$表明该纳米粒子具有,- 响应
性$可用于智能型药物缓释载体的制备)

*!结论

实验成功合成了马来酰化壳聚糖$红外光谱分析表明酰化反应发生在氨基上(当马来酸酐与壳聚糖
的摩尔比为#_!且碳酸钠与马来酸酐的摩尔比为"_3时$酰化产物的O#+质量比较大$即在壳聚糖上接
枝的马来酸酐量较多)壳聚糖的酰化反应破坏了壳聚糖分子内和分子间的氢键作用$结晶性明显减弱$
水溶性大大增强(J;/@电位分析发现存在一个等电点,-n*_"#)首次采用自组装的方法分别在醋酸*
甲酸*乳酸溶液中制备得到大小均一的纳米球形粒子$PR:测试显示三种酸性溶液中制备得到的纳米粒
子在酸性条件下是收缩的$而在碱性条件下是溶胀的$表明该纳米粒子具有,-响应性$可以广泛应用于
智能型药物载体的制备$为生物医学领域的药物释放奠定了基础)
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