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研究简报

聚谷氨酸基双重响应性纳米胶束的制备及药物控释性能

杨期颐#刘!明#奚!林#陶!蕾#谭!骏#石!刚#倪才华"

!江南大学食品胶体与生物技术教育部重点实验室"江南大学化学与材料工程学院"无锡!!#)#!!#

!!摘要%首先制备端氨基聚!*M异丙基丙烯酰胺MKPM聚乙二醇"大分子引发剂’再通过端氨基引发$W谷氨酸W"M
苄酯M*M羧酸酐开环聚合’制备了聚!*M异丙基丙烯酰胺MKPM聚乙二醇"与聚!$M谷氨酸M"M苄酯"的嵌段共聚物’

将其中的"M苄酯基团转化为酰肼基团后与阿霉素!;2W"共价结合’最后在水溶液中自组装成纳米胶束’制备了

温度和@H值双重响应性纳米胶束.胶束外层由亲水性聚!*M异丙基丙烯酰胺MKPM聚乙二醇"组成’具有温敏

性’低临界溶液温度为(%f,胶束内层由聚!$M谷氨酸M"M酰肼M阿霉素"组成.该胶束对于药物的释放具有温度

和@H双重敏感性.

!!关键词%$M谷氨酸,*M异丙基丙烯酰胺,阿霉素,胶束,腙键

引言

传统的化疗药物在正常组织和肿瘤细胞之间缺乏特异性’因而其在临床上的应用受到很大限制/#0.
如何有效减少非靶向器官的药物浓度’增强药物疗效’减小药物的毒害作用已经成为抗癌药物研究的热
点.用高分子材料制备纳米胶束作为新型抗癌药物载体’为实现靶向控制释放带来了希望/!$(0.双重响
应性药物载体具有精确调控药物释放的能力’温度和@H是体内两个重要的环境因素’如何有效利用体
内的环境变化进行靶向控制释放’是药物载体在体内应用需要解决的根本问题/)$$0.

近年来’聚$M谷氨酸由于良好的生物相容性-低免疫原型和易降解性等优点作为药物载体的研究备
受关注/*0.同时$M谷氨酸侧链有悬挂的羧基’容易被功能化修饰’这为共价负载药物提供了可能性.目
前已有文献报道用$M谷氨酸制备的载药胶束/&$#"0’但是均不具备温度和@H双重响应性.聚*M异丙基
丙烯酰胺!/+L/IO"具有优异的温敏性’被广泛用于药物载体的研究/##0.但是/+L/IO的低临界溶液
温度!0-SD"为(!f’在体内温度!(&f"下发生相变’无法作为注射剂型的药物载体通过血管内施药.

本文制备了一种双重响应性聚合物纳米胶束’通过聚$M谷氨酸的侧基共价负载阿霉素’并以此作为
胶束的内层’以/+L/IO与聚乙二醇共聚物作为胶束外壳’调节其0-SD温度到(&f’以克服其低温不
稳定的弊端,研究了胶束的结构及其对药物的控制释放’从而探讨该纳米胶束在体内使用的可行性问题.

#!实验部分

:?:!主要原料与试剂

$W谷氨酸W"M苄酯!U0J"参照文献方法/#!$#(0制备’$W谷氨酸W"W苄酯W*M羧酸酐!U0JM+-I"参照
文献方法/#)0制备’烯丙基聚乙二醇!I/ZJ’江苏海安化工"’巯基乙胺!IZD’国药集团化学试剂有限
公司"’阿霉素!;2W’湖北省随州天丰化工科技有限公司"偶氮二异丁腈!ILU+"在无水乙醇中重结晶两
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#"‘#)"!%#[‘<Â7‘#""(M(&!*‘!"#$‘"%‘""’

次’*M异丙基丙烯酰胺!+L/IO’上海物竞化工有限公司"在甲苯#正己烷中重结晶两次.

:?8!端氨基聚!!S异丙基丙烯酰胺S"#S聚乙二醇"的合成
在三口烧瓶中加入I/ZJ"‘#*B和+L/IO)‘""B’添加"‘#*$BILU+和"‘##$BIZD’无水乙醇为

溶剂’在氮气保护下*"f反应#!E’减压蒸馏除去大部分溶剂并缓慢滴入到大量无 水乙醚中得到白色沉
淀’过滤后在($f下真空干燥得粗产物.将粗产物溶于二次蒸馏水中’升温后出现沉析’用热水多次洗
涤’室温下真空干燥得白色产物’为端氨基聚!*M异丙基丙烯酰胺MKPM聚乙二醇"’产率为&*g’简写+

/+ZM+H!.

:?>!聚!!S异丙基丙烯酰胺S"#S聚乙二醇"S聚$%谷氨酸%!S苄酯嵌段共聚物的合成
在预先用氮气置换过的三口烧瓶中依次加入不同投料比!见表#"的/+ZM+H! 和U0JM+-I’以

)"O0-H!-.! 为溶剂’氮气保护下室温反应&!E’反应液滴加到无水乙醚中沉淀’有白色固体析出’过滤
后真空干燥产物’得到聚!*W异丙基丙烯酰胺WKPW聚乙二醇"W聚$W谷氨酸W"M苄酯嵌段共聚物’简写
为/++.

:?@!空白胶束及载药胶束的制备及其载药量和包封率的测定
采用共溶剂挥发法制备胶束.将$OB共聚物/++加入到#O0的DHR中磁力搅拌$O7A使其完全

溶解’缓慢滴加#!O0蒸馏水继续搅拌!)E使胶束稳定’胶束溶液转移到透析袋!4P-2i($"""中室温
!!$f"下透析!)E.

在三口烧瓶中依次放入#‘$B共聚物/++M!-%‘"B水合肼和无水乙醇’)"f冷凝回流$E后得白色浑
浊液体’用无水乙醇洗涤-过滤-真空干燥)%E得米白色产物.称取一定量该产物溶于!O0DHR中’加
入已除盐酸的阿霉素溶液’缓慢滴加蒸馏水直到溶液有淡红色且有明显丁达尔效应为止’避光磁力搅拌

#!E使载药胶束稳定’将载药胶束溶液转移到截留分子量为($""的透析袋内’室温!!$f"下避光透析

!)E后于容量瓶中定容避光保存’载药胶束简写为/++M;2W’合成路线见图#.

图#!载药胶束合成路线

R7BK>1#!SFA=E1?7?9:=E1Q>KB.9,Q1QO7<1..1?
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精确量取上述制备好的载药胶束$O0’采用"‘"#O9.#0的 H-.溶液调节其@H为*‘"左右’*""">1

O7Aa#超速离心!"O7A后取上层清液’利用紫外分光光度计测定该上清液在)%(AO处的吸光度’平行该
实验三次’根据标准曲线计算得到载药率为#$‘(g’包封率为&’‘%g.

:?;!共聚物性能测试及表征
分别采用红外光谱仪!RD0I!"""M#")型’加拿大IUU公司"-核磁共振波谱仪!IbI+-Z ;7B7=,.)""4X

型’美国bI5LI+ 公司"对共聚物结构进行测定,采用J/-!J/-#$#$#!)#)型’美国 P,=1>?公司"和纳米粒
度仪!;UM$!$型’美国U>99̂E,61A公司"分别对共聚物的分子量分布及其胶束粒径分布进行表征.

:?X!药物释放的测定
温度控制释放+取$O0载药胶束溶液于透析袋内’置于@Hi)‘"的缓冲溶液中’在不同温度下进行

释放’定时取)O0袋外缓冲溶液’利用紫外分光光度计检测药物浓度’计算累积释放率’每次取样后补充
同体积缓冲溶液.@H值控制释放时操作步骤同上’但温度恒定为(&f.

:?Z!空白胶束及载药胶束的细胞毒性测试
采用 4DD法对聚谷氨酸基纳米胶束!/++M!"进行细胞毒性评估测试’选取处于对数生长期的(D(

细胞为模型’用含有#"g胎牛血清的5/4LM#*)"培养基!即5/4LM#*)"完全培养基"将其稀释成浓度为

*h#")#O0的细胞悬液’将该悬液接种至’*孔培养板’每孔接种#""&0’放置环境温度为(&f-$g-2!
培养箱中培养’!)E后去培养基.每孔均注入#""&0完全培养基-含质量浓度为"‘*)g苯酚的完全培养
基-含质量浓度梯度为"‘#-"‘!$-"‘$-"‘&$-#‘"OB#O0的/++M!完全培养基’每组平行设置(个复孔’
三组分别设定为阴性对照组-阳性对照组和实验组.继续放置上述培养箱中培养’采用 4DD法计算)%E
后细胞相对增值率5J5.

选择 H10,细胞为模型考察/++M!载药胶束的细胞毒性’同上操作每孔分别加入#""&0含阿霉素
浓度为"‘#-"‘$-#‘"-$‘"-#"-!"-("-)"&B#O0载药胶束的完全培养基!/++M;2W"-含对应浓度的自由
阿霉素的完全培养基!R>11;2W"以及含/++M!聚合物胶束的完全培养基!U.,Â "’每组设定(个复孔.
将孔板放入培养箱中培养)%E后取出’采用 4DD法计算细胞存活率!g".

!!结果与讨论

8?:!红外和核磁分析
与图!中!,"曲线相比’!T"曲线在((("<Oa#处吸收峰加强’这是/+ZM+H! 与U0JM+-I开环聚合

后生成$+H$吸收峰所致,位于#&$"<Oa#处有新的吸收峰’这是 U0J 上的$- 2$吸收峰’

#*&$<Oa#和#$$(<Oa#处吸收峰明显加强’且&&"<Oa#和*’$<Oa#处有两个新的吸收峰’这是U0J上苯
环的单取代特征峰.与图!!T"相比’图!!<"位于#&$"<Oa#-&&"<Oa#和*’$<Oa#的吸收峰消失’说明

/++中M"M苄酯基团经酰肼化反应已转化为M"M酰肼基团’与图!中!T"曲线的#*%"<Oa#吸收峰相比’其向
低波数移动至曲线!!<"处#**$<Oa#’这是共聚物/++中U0J链段经酰肼化后结合;2W产生@M"共轭
作用的结果’说明;2W经腙键与共聚物结合.

图(显示样品/++M!的#H+45核磁谱图’0i(‘$(@@O对应I/ZJ上乙氧基质子峰!-H!-H!2’

)H",0i#$!@@O对应亚甲基-H! 和次甲基-H质子峰,0i#‘"#@@O对应/+L/IO异丙基上的!个甲
基质子峰!$-H(’*H",+i&‘!@@O对应/U0J上苄基的苯环质子峰!$-*H$’$H",0i%$%‘)@@O对
应/U0J两端的氨基+H质子峰,0i$‘"@@O为/U0J苄基上的亚甲基-H! 和/+L/IO上酰胺键的氨
基+H重叠峰.综合L5和#H+45的分析’推断产物为/++共聚物.根据/+L/IO异丙基上的甲基
质子峰与/U0J苄基上的苯环质子吸收峰积分面积’可以确定共聚物的组成.

8?8!共聚物相对分子量的测定
将样品溶于DHR中’以/ZJ为标样’测定共聚物的分子量!TA"及分布!/;L".从表#可以看出’随
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图!!聚合物的红外谱图

,_/+ZM+H!,T_/++M!,<_/++M;2W

R7BK>1!!RDL5?@1<=>,9:<9@9.FO1>?

,_/+ZM+H!,T_/++M!,<_/++M;2W

图(!聚合物/++M!核磁谱图

R7BK>1(!#HM+45?@1<=>,9:=E1/++M!<9@9.FO1>?

着U0JM+-I投料的增多’所得聚合物/++的分子量增大’分子量分布较窄’表明共聚物/++的分子
量可以通过引发剂/+ZM+H! 与单体U0JM+-I的投料比调控.

表:!聚合物的分子量

)POGA:!.1GAH4GPIDAC5M761EH1J1GNUAI

共聚物 投料比, /U0J聚合度T 分子量 < 分布系数

/++M# #t!‘" #* $#’* #‘#&

/++M! #t!‘$ !! *(*& #‘!$

/++M( #t(‘" !& &!!) #‘()

/++M) #t(‘$ (" &%(% #‘(!

!!,/+ZM+H!和U0JM+-I质量投料比,T由核磁测得,<由J/-测得.

8?>!载药前后粒径的变化
配制浓度为#‘"OB#O0的空白胶束和载药胶束溶液’调节@Hi&‘"’在!$f条件下测定该胶束溶液

1!&1 !!!!!!!高!!分!!子!!通!!报 !"#$年%月!
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载药前后粒径的分散情况.从图)中可以明显看出胶束载药后平均粒径增大约*%AO’因为;2W与

/++M!经腙键共价结合形成疏水链段位于胶束内核’由于疏水链段的缔合作用导致胶束粒径增大.图
右上角为空白胶束纳米粒子的SZ4照片’图中看出粒子呈球形’粒子表面光滑’粒径分布均匀.由于纳
米粒子干燥后脱水’因此SZ4显示的粒径小于纳米粒度仪测出的粒径.

图)!/++M!纳米粒子粒径及空白纳米粒子扫描电镜图
!,"空白粒径,!T"载药粒径

R7BK>1)!/++M!/,>=7<.1?7X19:@,>=7<.1?,AQSZ47O,B1?9:=E1U.,Â O7<1..1?
!,"U.,Â A,A9@,>=7<.1?,!T";9\9>KT7<7AA,A9@,>=7<.1?

8?@!温度对载药胶束粒径的影响
从图$中可以看出’在!$$($f范围内’随着温度的升高’载药胶束的粒径有所减小,当温度继续升

高时’胶束的粒径急剧增大’当温度到)"f左右时’粒径增大至*#*AO后趋于不变.作粒径对温度的一
阶微商!Q;#QD"分析’曲线变化率最大值温度为(%f’定义为该载药胶束的0-SD!低临界溶液温度"值.
温度升高时’胶束外壳/+L/IO链段的疏水性增加’壳层部分出现塌陷’同时升高温度使分子热运动加
剧’部分壳层水分子被排出’胶束粒径有所减小’当温度升高到共聚物的0-SD值!(%f"时’/+L/IO链
段蜷缩并且吸附在胶束内核的表面’单个粒子之间因疏水作用倾向于团聚’粒径急剧增大’最后趋于不
变.然而在升温过程中’具有良好亲水性的/ZJ位于胶束的外壳’仍然维持胶束体系的稳定性.

图$!温度对载药粒子粒径的影响

R7BK>1$!DE11::1<=9:=1O@1>,=K>19A=E1Q>KBM.9,Q1QO7<1..1??7X1

8?;!不同温度和JV值下的药物释放
图*显示载药胶束在不同温度下药物的累计释放率’可以看出+随着温度的升高’药物的累计释放率
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增大’释放速率加快’具有明显的温度响应性.当温度低于壳层的0-SD时’载药胶束结构稳定’疏水性
的药物;2W通过物理包埋和共价结合两种方式负载在胶束内.当温度升高时’位于壳层的/+L/IO链
段发生相转变’链段从自由伸展的状态蜷缩成一团’胶束内部的水分子和部分被包埋的药物也会随着

/+L/I4链段的蜷缩被排出’温度越高’分子热运动越快’药物的释放速率也快.

图*!温度对载药胶束药物释放的影响

R7BK>1*!DE11::1<=9:=1O@1>,=K>19A=E1>1.1,?19:Q9\9>KT7<7A:>9O;>KB.9,Q1QMO7<1..1?

图&为载药胶束在不同@H值的/US溶液中的释放规律’由此看出+随着@H降低’释放速度和累计
释放量增大.在中性或弱碱性条件下!@Hi&‘"和&‘)"释放量仅为#"g$#$g’释放初期有少量突释’
这部分源自于药物的物理包埋,而在@Hi)‘"和$‘"时’释放明显加快’累计释放率迅速增加’这是因为

;2W通过腙键与/++共价结合’在酸性介质中’Hz渗透到胶束内核’刺激腙键断裂’促使;2W从胶束
内核中释放出来,从图中可以看出药物在中后期几乎是匀速释放’接近理想的药物释放过程,图中还可以
观察到在本实验所考察的条件下’载药胶束最终的累积释放量均没有达到#""g’此原因在于部分药物
被负载于载体的内核’该药物的释放还有赖于载体的降解.由此可见该药物载体负载阿霉素可以大大降
低药物的毒副作用’增强疗效.

图&!介质@H对载药胶束释放的影响Ji(&f

R7BK>1&!DE11::1<=9:@H9A=E1>1.1,?19:Q9\9>KT7<7A:>9O;>KB.9,Q1QMO7<1..1?Ji(&f

8?X!细胞毒性分析
采用(D(细胞考察聚谷氨酸基纳米胶束!/++M!"的细胞毒性’实验测得各浓度梯度的5J5均大于

#""g’参照表面样品的细胞毒性反应等级为"级’表明所制备的纳米胶束无毒.图%为含质量浓度为

"‘#OB#O0的/++M!完全培养基中(D(细胞的形貌’对比阳性对照组U’实验组I中细胞生长良好’表
明所制备的纳米胶束具有良好的生物相容性.
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表8!细胞相对增值率与其活性等级关系

)POGA8!)MAIAGP7C1K6MCJOA7DAAK/!/PKRHN7171YCHC7N

毒性等级 "级 #级 !级 (级 )级 $级

5J5 4#"" &$$’’ $"$&) !$$)’ #$!) "

图%!在不同介质中培养的(D(细胞显微镜照片

I为实验组,U为阳性对照组

R7BK>1%!DE17O,B19:(D(<1..7AQ7::1>1A=O1Q7KO

I1\@1>7O1A=,.B>9K@,U@9?7=761<9A=>9.B>9K@

!!采用 4DD法测定各浓度梯度下的载药胶束!/++M;2W"所对应的 H10,细胞存活率!g"如图’.
图中显示载药胶束的L-$"i#(‘*&B#O0’其要小于自由阿霉素的药效.值得注意的是’高浓度的自由阿
霉素不可能长时间与肿瘤细胞发生作用’如图’在)%E内阿霉素浓度均为#"&B#O0时’载药胶束的细胞
存活率约为$$g而自由阿霉素的细胞存活率不到!"g.上述结果表明’在/++M!聚合物中引入酸敏感
的腙键共价负载阿霉素能促进药物在细胞内释放’提高载药胶束的抗肿瘤效果’达到药物缓释的目的.

图’!/++M!载药胶束和/++M!聚合物胶束在 H10,细胞中孵育)%E后得细胞毒性

R7BK>1’!DE1<1..=9\7<7=F9:/++M!Q>KB.9,Q1QO7<1..1?,AQ/++M!<9@9.FO1>,:=1>7A<KT,=79A)%E

(!结论

制备了大分子引发剂’并由此引发$W谷氨酸W"W苄酯W*W羧酸酐开环聚合’制备了聚!*W异丙基丙烯酰
胺WKPW聚乙二醇"W聚$W谷氨酸W"M苄酯嵌段共聚物.该共聚物可以共价负载阿霉素’在水溶液中自组装形
成温度和@H双重响应性的载药纳米胶束’对药物释放具有温度和@H响应性.该纳米胶束有望作为注
射剂型药物载体用于肿瘤治疗.
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