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!!摘要%设计一种新型的用于传输小干扰核糖核酸!82M+’"聚乙烯亚胺>聚类丙交酯功能聚合物)首先合成

一类含功能基团羧基的丙交酯衍生物$对其进行了#-+(M*H&O*P:O表征$功能基团的密度可以通过与丙交

酯共聚的单体的物质的量来调控$利用羧基与聚乙烯亚胺!&45"分子上的氨基偶合$将小分子量&45通过共价

键连接到可生物降解的高分子主链骨架上$这种方法提供了一条途径来解决分子量与细胞毒性以及转染效率

之间相互矛盾的关系)本文进一步研究了此体系在负载82M+’前后粒径及W;/@电位的变化$颗粒粒径分布在

$"#$""0D之间$J;/@电位在‘.#‘*$Df之间)

!!关键词%聚乙烯亚胺(小干扰核糖核酸(功能基团(W;/@电位(粒径

随着近代生物技术的不断发展$人们已从分子水平上认识某些疾病的根源$为基因治疗提供了理论
基础)在基因治疗的研究中$关键问题是如何将基因载体有效*安全地递送到靶细胞中$基因传输载体是
影响基因治疗效果的重要因素+#,)基因传输载体主要包括两类’病毒载体和非病毒载体)病毒载体的转

染效率比较高$并且正在临床实验的基因治疗载体中有3.b是病毒载体+!$*,)但仍存在以下缺点’!#"尽

管病毒载体已经不能再复制$没有致病性$但仍存在转化为致病病毒或在提纯的时候带入一些具有复制
能力的病毒的可能性(!!"具有免疫原性$有可能引起免疫反应(!*"缺乏靶向性$成本高+%,)非病毒载体

主要是合成的带有正电的阳离子基因载体$合成载体的优点是安全性高*适应性好*制备容易且结构可控
等优势逐渐成为基因传输领域的研究热点+$,)非病毒载体主要包括脂质体*阳离子聚合物载体*复合载

体等+3,)与脂质体相比$阳离子聚合物载体相对稳定$结构可变$可进行适当改性以调整和改善载体的性

能+6#.,$因此$使其越来越受到人们的青昧)在已经报道的众多阳离子聚合物载体中$聚乙烯亚胺!&45"

由于具有独特的.质子海绵效应/而成为研究热点+#",$常用的&45载体分子量约在!_$c#"% 左右$但其

在体内无法降解)有研究表明$将小分子量的&45通过双功能基团偶联剂的连接$可以得到具有大分子

&45水平的转染效率且毒性较小的&45衍生物+##$#!,)M+’干扰!M+’2"技术的发展$出现了基于&45
载体在体外传输82M+’的报道$这些载体可有效负载并保护82M+’免于被核酸酶降解+#*,)因此$选用
生物相容性良好且生物可降解的聚合物对&45进行修饰是十分必要的$常用的聚合物有聚乙二醇
!&4H"+#%,*聚氨基酸+#$,*聚酯类+#3##),等)

本文设计合成一类含苹果酸单元的丙交酯的衍生物和丙交酯共聚$通过脱保护后$得到侧链含有功
能基团羧基的衍生物$且功能基团的密度可以通过与丙交酯共聚的单体的物质的量来调控$利用羧基与

&45分子上的氨基偶合$将小分子量&45通过共价键连接到可生物降解的高分子主链骨架上$借助主链
的降解$得到.生物可降解/的&45衍生物)同时$这种方法也提供了一条解决分子量与细胞毒性以及转
染效率之间相互矛盾关系的途径)此外$本文还进一步研究了该体系在负载82M+’前后粒径和W;/@电
位的变化$以及其在基因转染方面有着良好的应用前景)
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#!实验部分

:>:!试剂与仪器
苯甲醇*无水乙醇*无水乙醚*乙酸乙酯*三乙胺*异丙醇*四氢呋喃!1-\"*二甲基亚砜!P(:I"

吡啶和碳酸氢钠*亚硝酸钠均为’M级试剂$广州化学试剂厂产品(M>天冬氨酸为上海吉奥生化有限
公司产品$溴代乙酰氯***b -E7#O-*OII-和">羟基琥珀酰亚胺!+-:"为 ’97B8I7A@0298公司产
品$三氟乙酸购于:2AD@>’<F729?$辛酸亚锡和十二醇为 ’<=@’;8@7公司产品(无水乙醚用钠丝干燥后
蒸馏$三乙胺用邻苯二甲酸酐回流$然后用O@-! 回流$再蒸馏$"$">二甲基甲酰胺用%q分子筛干燥
后减压蒸馏$"$"3>二环己基碳二亚胺!POO"**>己内酯!*>OR"为 ’<@FF20公司产品$*>OR氢化钙干燥
后减压蒸馏)

核磁共振分析!#-+(M"’f@72@0公司的 (;79K7C>&<K8*""型超导核磁共振仪$$DD样品管$温度

!$a)#-+(M测试的共振频率为*""(-W$样品浓度约为#"DA#DR$扫描#!)次)
凝胶渗透色谱分析法!H&O"法测定聚合物的相对分子质量及其分布$仪器为 N@/;78E7;;8;型凝胶

色谱仪)洗脱剂为四氢呋喃$洗脱速率为#DR#D20$柱温%$a$标样为单分散聚苯乙烯)仪器使用的泵
为’N@/;78#$#$型$检测器为’N@/;78!%#%示差检测器)

热分析!P:O"’1’208/7KD;0/8(P:O!.#"$+! 气氛!%"DR#D20"$测定二次升温曲线)每个样品质
量为*#$DA$升降温速率为#"a#D20$样品扫描温度范围为"##""a或"#!""a)

:>8!@!C"?苄氧甲基?:&3?二噁烷?8&;?二酮单体!*.Q"的合成
参照文献+#.,以M>天冬氨酸为原料$经四步法合成E(P)#-+(M!*""(-W$OPO<*"1*_#)!F$

O-!OI$!-"$$_#"!X$IO-!OI$!-"$$_#)!8$O-!&?"$$_*#!/$IO-$#-"$6_*$!8$O3-$$$-"

图#!E(P单体合成

\2AK7;#!:C0/?;8287BK/;B=E(PDB0BD;7

:>@!聚*!!?丙交酯"?"#?!乙醇酸?H7B?!?天冬氨酸苄酯"+的合成*+!,"?"#?*W?*.Q"+
采用封管本体聚合方式制备共聚物)安瓿瓶经洗液浸泡!加热至3"#6"a"*洗净*烘干$干燥!%?

后备用)将一定摩尔比的经纯化后E(P单体与用乙酸乙酯重结晶的MGM2!)MGM2#)E(Pn.)#!$.$#$$

.!#)"加入到干燥的*"DR聚合管中$用氩气置换*次$加入月桂醇为引发剂并控制聚合物的分子量
!+(,#+5,n6""##"$再加入辛酸亚锡的甲苯溶液!+(,#+O@/,n#"""##"$混合均匀$在室温下抽真空!?
以除去残留的溶剂$封管$置于#""a的油浴中反应%)?)反应结束后聚合管冷却至室温$沿瓶颈切断后$
加入$DR氯仿将反应物完全溶解后$用)##"倍氯仿量的冷甲醇沉淀$重复溶解>沉淀两次$真空干燥
!%?得产物)所得共聚物分别为&!R’.)>60>E(P!"*&!R’.$>60>E(P$"*&!R’.!>60>E(P)")

:>3!聚*!!?丙交酯"?"#?!乙醇酸?H7B?!?天冬氨酸"+的合成*+!,"?"#?*.Q"+
将上述所制得的共聚物!A分别溶于!"DR三氟乙酸中$待其完全溶解后$在氩气保护下滴加**b

-E7#O-*OII-溶液)DR$室温下反应$?$将产物倾入到!""DR乙醚中$过滤$得到的沉淀用无水乙醇
洗涤三次$再用氯仿溶解>冷乙醇沉淀纯化$真空干燥!%?$得到系列含功能基团羧基的共聚物)
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:>;!聚*!!?丙交酯"?"#?!乙醇酸?H7B?!?天冬氨酸"+!+!,"?"#?*.Q""共聚物羧基活化及接枝+%(
以&!R’.)>60>E(P!"为例$"_$A脱保护后的聚合物!内含羧羧基物质的量约为"_!DDB<"溶于#$DR

O-O<*$加入+-:!"_"$A$"_%DDB<"$在冰浴条件下加入POO!"_")A$"_%DDB<"$在此温度下反应!?$
然后室温反应!%?$反应完毕后$用"_%$)D过滤头除去"$">二环乙基脲!POL"$然后用冷乙醇沉淀$得
白色产物)"_")A&45!C0n3""*#)"""溶于$DRP(:I$加入事先溶解有"_*A经+-:活化后的聚合
物1-\!$DR"溶液$在室温下搅拌反应!%?$反应完毕后$用 (NOIn*_$VP的透析袋在去蒸馏水中透
析*F$冻干得淡黄色产物)

图!!&!R’>60>E(P"共聚物合成及偶联&45

\2AK7;!!:C0/?;8287BK/;B=&!R’>60>E(P"9B,B<CD;7@0F9BK,<20A[2/?&45

:>Y!+!,"?"#?*.Q"?&S=?$?+%()C6/&"纳米粒子的制备
将#"DA&!R’>60>E(P">+-:>9>&45载体溶于!DR二氯甲烷中)在超声作用下缓慢滴加入!"DR

超纯水!;̂Â"_#)A82M+’"中形成乳浊液$接着将该混合体系强烈涡旋#$8$挥发除去二氯甲烷$所得产
物置于%a下保存备用)

!!结果与讨论

8>:!共聚物的合成及表征
由于辛酸亚锡催化丙交酯类单体开环聚合的高效性$在催化功能单体E(P与MGM2 共聚时$选择辛

酸亚锡作为催化剂)虽然E(P的熔点为#$"a$但当温度为#""a时$MGM2 即可熔解$此时E(P可溶
解在MGM2 中$因此E(P与MGM2 的共聚温度为#""a即可$高的反应温度会促进催化剂与苄基之间的
反应$而且由于竞争反应的存在$反应时间不宜过长$所以反应时间为%)?)

图*为共聚物&!R’>60>E(P"的核磁氢谱图$聚合物各组氢原子都在氢谱中有相应归属)A和?为
MGM2 开环聚合后的特征峰$1#_3,,D!A$*-$O-*"$1$_#,,D!?$#-$IO-")1$_$,,D和1%_$#
%_3,,D处出现聚天冬氨酸苄酯链段亚甲基和次甲基的共振吸收峰$1$_#,,D处侧链苄酯基团亚甲基的
共振吸收峰被MGM2 开环聚合的特征吸收峰所覆盖$16_*,,D处出现侧基苯环的共振吸收)通过#-
+(M谱中有关共振吸收峰的相对积分强度的比值可计算出共聚物中功能单体E(P的含量)具体计算
方法是用MGM2 开环聚合后的特征峰!A"与E(P的苄氧基中苯环质子的共振峰!Y"的积分强度比$即’
!+A#3"#!+Y#$")结果显示共聚物中E(P的含量与投料比基本一致)结合图%为)MGM2#)E(P不同比例
共聚物的H&O曲线$从图中可以看到$&!R’.)>60>E(P!"*&!R’.$>60>E(P$"*&!R’.!>60>E(P)"三种共
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聚物均呈现单峰分布$未见肩峰和双峰$结合核磁谱图可判断辛酸亚锡成功催化MGM2 和E(P开环
聚合)

图*!共聚物&!R’.!>60>E(P)"的核磁氢谱!OPO<*"

\2AK7;*!#-+(M8,;9/7KDB=&!R’.!>60>E(P)"7@0FBD9B,B<CD;78!OPO<*"

图%!共聚物的H&O曲线

@’&!R’.)>60>E(P!"(Y’&!R’.$>60>E(P$"(9’&!R’.!>60>E(P)"

\2AK7;%!H&O/7@9;8B=/?;BY/@20;F&!R’>60>E(P"

@’&!R’.)>60>E(P!"(Y’&!R’.$>60>E(P$"(9’&!R’.!>60>E(P)"

8>8!共聚物的热力学分析
图$为&!R’.)>60>E(P!"*&!R’.$>60>E(P$"*&!R’.!>60>E(P)"三种共聚物的二次升温曲线图)

P:O测试三种预聚物的结晶熔融温度#$"a左右$结晶熔融温度及结晶熔融焓均低于&MR’)表#给出
了聚合物的热性质$相比于MGM2 均聚物$&!R’>60>E(P"共聚物的7A*7D*(-随着功能单体E(P含量
的变化而变化$随着功能单体含量的增加$MGM2 单元数的下降$结晶熔融温度及结晶熔融焓均下降$说
明功能单体E(P的存在破坏了&MR’链段的结晶度$使其结晶性能下降)玻璃化转变温度随着功能单
体E(P含量的增加而下降$虽然刚性基团苄基增加$但是由P:O测试结果可看出$&!R’>60>E(P"共聚
物的结晶度受到严重破坏$&!R’.!>60>E(P)"的结晶熔融焓只有._%Z#A$结晶度非常低$所以相比于刚性
基团增加导致7A升高的趋势$结晶度对7A的影响更为明显)

8>@!+!,"?"#?*.Q"?&S=?+%()C6/&"纳米粒子粒径和WEBH电位

&45的部分胺基会被质子化而带正电$因此可以与82M+’表面所带负电荷通过静电作用复合在一
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!!

图$!共聚物&!R’>60>E(P"的P:O曲线

@’&!R’.)>60>E(P!"(Y’&!R’.$>60>E(P$"(9’&!R’.!>60>E(P)"

\2AK7;$!P:O/?;7DBA7@D8B=/?;BY/@20;F&!R’>60>E(P"

@’&!R’.)>60>E(P!"(Y’&!R’.$>60>E(P$"(9’&!R’.!>60>E(P)"

表:!*.Q与!%!& 共聚!十二醇为引发剂&辛酸亚锡为催化剂"

)HN7E:!+17JKE56WHB61A1F*.QHAL!%!&6A6B6HBELNJL1LEDHA17HALDHBH7JWELP6BGCBHAA1RC1DBHA1HBEH

MGM2/?;B#E(P MGM2!"CH#E(P C0!/?;B"#!A-DB<‘#" C09#!A-DB<‘#" C[#C09 7AF#a 7DF#a (-DF#!Z-A‘#"

#""#" #""#" ‘ ‘ ‘ 3"_) #66_! .*_3

.)#! .)_"#!_" #_"c#"$ #_3c#"$ #_"* $$_. #3!_% $$_3

.$#$ .$_%#%_3 #_"c#"$ #_#c#"$ #_#! $*_6 #$%_! $%_)

.!#) .*_3#3_% #_"c#"$ #_"c#"$ #_#. $*_% #%6_% ._%

!!@̂MGM2 与E(P在#""a聚合%)?(Ŷ 核磁氢谱!#-+(M"检测(9̂凝胶渗透色谱分析法!H&O"测定聚合物的相对分子质量及其分布

!洗脱剂为四氢呋喃$标样为单分散聚苯乙烯"(F̂ +!气氛$测定二次升温曲线$升降温速率为#"a#D20)

起)分别制备+#&比为$*#"和#$的&!R’>60>E(P">+-:>&45#82M+’纳米粒子(用纳米粒度及W;/@
电位分析仪对其进行表征$结果如图3所示$+#&比对聚合物复合82M+’的能力起着至关重要的作用)
其粒径范围在$"#$""0D之间$粒径随着+#&的增加而降低$随着功能单体含量的增加$纳米粒子的粒
径是先降低后增大$这可能是由于随着功能单体即&45含量的增加$对82M+’压缩能力增强$但是$随着
偶联&45含量的进一步增加$会产生聚集$导致粒径尺寸增大)以+#&n$复合82M+’后$其表面电位
急剧下降$这很明显是由于负电的82M+’所带来的电位中和作用造成的)随着 +#&从$继续增加到

#$$复合物的表面电位也随之持续增加)相同+#&值复合物的W;/@电位$随着&45修饰度的增加而减小)

图3!&!R’>60>E(P">+-:>&45#82M+’粒径和W;/@电位

\2AK7;3!&@7/29<;82W;@0FJ;/@,B/;0/2@<B=&!R’>60>E(P">+-:>&45#82M+’
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*!结论

聚乙烯亚胺!&B<C;/?C<;02D20;$&45"是目前较受关注的非病毒载体$其介导的细胞转染效率同其细
胞毒性存在相关性$分子量大的&45转染效率高$但其细胞毒性较大+!",)本研究在疏水性&MR’链段引
入功能单体E(P$利用其侧链上的羧基偶联&45$利用功能单体含量的不同来控制偶联&45密度的不
同$达到&45.低分子量*高密度聚集/$期待在提高转染效率的同时$降低其细胞毒性)本论文合成的这
种可以结合并输送82M+’的新型载体$具有良好的应用前景)
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189?B,;O$&B<<;7N Ẑ(B<(;F$!"")$)3’.)6#..6_
+%,!R;;($h2D:N &̂?@7DM;8$!""$$!!’###"_
+$,!H<BG;7PZ$R2,,8-Z$Z@08P’ +̂@/M;GH;0;/$!""$$3’!..#*#"_
+3,!(@/8K2h$:@8@V2U$hBD@/8K1$(KV@2($h2VK9?2Z$’BC@D@U Ê2BB7A(;FO?;DR;//$!""6$#6’*.*$#*.*)_
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