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犿犘犈犌犆狔狊犃犉犆偶联体的合成、胶束化行为
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摘要：选择Ｌ 半胱氨酸为中心分子，设计合成了两亲性载体犿ＰＥＧＣｙｓＡＦＣ偶联体，其中４ 三氟甲基 ６

氨基香豆素（ＡＦＣ）为模型药物．通过１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＡＳＳ对化合物结构进行了表征．

采用水溶法制备了胶束，利用芘荧光探针法确定了临界胶束浓度（ＣＭＣ）为９２．８ｍｇ／Ｌ，测得胶束的平均粒径

为１４１．１ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为－６．１１ｍＶ．经测定表明，在ＰＧＡ酶作用下载体化合物能迅速控释模型药物分子．
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ＡＦＣ，ａｎｄＡＦＣ （４ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ６ａｍｉｎｏｃｏｕｍａｒｉｎ）ｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｓａｍｏｄｅｌｄｒｕｇ．Ｔｈｅ
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ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＰＧＡｅｎｚｙｍｅ．
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０　引言

药物载体体系（ＤＤＳ）因具有毒性低、药效高、

治疗时间较短、生物相容性好、循环时间长、对难

溶性药物具有较高的溶解性以及对病变的组织和

细胞具有靶向性等优点［１］，成为现代医学研究的

热点之一．研究表明，纳米胶束作为药物载体在难

溶性药物分子和基因治疗给药系统中有着广泛的

应用前景［２６］．

因肿瘤等病变组织血管壁之间的缝隙较大、

组织结构不完整、淋巴系统不能顺畅回流等因素，

导致肿瘤细胞迅速增长，进而增加了细胞的渗透

性［７］，这使得一定粒径范围内的载药体系可进入

组织细胞，释放药物分子［８］．同时，因缺乏淋巴系

统的回流，大量的共聚物载体可长时间聚集在病变

组织周围，即形成高通透性和滞留效应（ＥＰＲ）
［９］．

在两亲性嵌段聚合物中，亲水部分与疏水部分的

比例会影响药物载体的载药性能以及自组装形成
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纳米微粒的大小与形态［１０］，在亲水链长度不变的

情况下，疏水部分的分子质量越大，临界胶束浓度

（ＣＭＣ）就越低
［１１］．聚合物胶束由于拥有比小分子

活性剂临界胶束浓度低和稳定性好的特点，被作

为药物载体而研究［６，１２１４］．研究
［１５１６］表明，聚乙二

醇一端或者两端含有羟基，可以利用羟基的官能

团反应合成两嵌段或者三嵌段的结构，经过改性

的聚乙二醇端基可以提高药物与载体的结合能力

或制备功能化的胶束．Ｍｏｇｈｉｍｉ等
［１７］将难溶性抗

癌药物紫杉醇与ＰＥＧ进行了键合，动物实验表

明，该载体的半衰期为４５ｈ，而且大量聚集在癌细

胞周围，并能够持久地保持药效浓度，从而提高治

疗效果［１８］．鉴于上述研究，本文制备了一种两亲

性聚合物药物载体，该药物载体以Ｌ 半胱氨酸作

为中心核，通过酰胺、酚酯、氨基酯等稳定的化学

键分别连接亲水链聚乙二醇（ＰＥＧ）、对酶敏感的

苯乙酰基和荧光分子香豆素（ＡＦＣ），使其不仅具

有两亲性，在水溶液中发生自组装形成胶束，还能

达到智能靶向控释药物分子的目的．

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

实验仪器有：ＡＶ３００型核磁共振仪（瑞士布

鲁克），ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＡＳＳ基质辅助质谱仪（日

本岛津），ＲＦ５３０１ＰＣ荧光分光光度计（日本岛

津），ＤｅｌｓａＮａｎｏＡ５３８７８纳米粒度及电位分析仪

（美国贝克曼库尔特），ＺＤ８型数显气浴恒温振

荡器（金坛市金南仪器制造有限公司）．ＰＧＡ酶购

自浙江顺风海德尔公司，三乙基硅烷（ＴＥＳ）购自

阿尔法埃莎，三光气（ｔｒｉｐｈｏｓｇｅｎｅ）购自上海共价

有限公司，三乙胺（ＴＥＡ）和对二甲氨基吡啶

（ＤＭＡＰ）购自国药集团化学试剂有限公司，三氟

乙酸（ＴＦＡ）等其他试剂均购自天津市科密欧化

学试剂有限公司．

１．２　实验过程

目标化全物犿ＰＥＧＧｙｓＡＦＣ的合成路线如

图１所示．

１．２．１　化合物２的制备　化合物２的制备参考

文献［１９］中的合成方法．

１．２．２　化合物４的制备　将５８ｍｇ（０．２５ｍｍｏｌ）

化合物３和９０ｍｇ（０．３０ｍｍｏｌ）三光气投入到２５

ｍＬ双口瓶中，在氮气保护下加入二氯甲烷（ＤＣＭ），

冰浴０℃条件下滴加三乙胺（７１μＬ）；搅拌２ｈ后，

将溶解在ＤＣＭ（１ｍＬ）中的化合物２用注射器加

入到反应体系，冰浴条件下将反应混合物继续搅

拌１ｈ，然后室温搅拌过夜．反应结束后，将溶剂减

压蒸除，经柱层析（犞ＥＡ∶犞ＰＥ＝１∶１）分离提纯，

得到９１ｍｇ黄绿色固体化合物４，收率为４０％．
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００ＭＨｚ，δ）：７．４０（ｍ，２４Ｈ），

７．０５（ｄ，２Ｈ，犑＝８．３Ｈｚ），６．６７（ｓ，１Ｈ），６．４０（ｄ，

１Ｈ，犑＝７．５Ｈｚ），６．０８（ｓ，１Ｈ），５．２０（ｓ，２Ｈ），４．６１

（ｄ，２Ｈ，犑＝６．０Ｈｚ），３．８４（ｄ，２Ｈ，犑＝５．１Ｈｚ），

３．５９（ｓ，２Ｈ），２．８８（ｄｄ，１Ｈ，犑＝６．２，１２．８Ｈｚ），２．６５

（ｄｄ，１Ｈ，犑＝４．５，１２．６Ｈｚ）．１３ＣＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，７５

ＭＨｚ，δ）：１７１．８７，１７１．３１，１６８．９０，１６８．８６，１５９．４７，

１５５．３８，１５２．８４，１５０．３３，１４４．０６，１４３．０６，１３４．３３，

１３３．６０，１２９．７２，１２９．４５，１２９．４０，１２９．００，１２８．１３，

１２７．４２，１２７．０５，１２５．９３，１２３．３６，１２１．５４，１１５．３３，

１１３．２８，１０８．６１，１０６．１８，６７．２７，６６．６８，６０．４７，

５１．６６，４３．２５，４２．９７，３３．４０．ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＡＳＳ

Ｃ５０Ｈ４０Ｆ３Ｎ３Ｏ８Ｓ［Ｍ＋Ｎａ］
＋９２２．５０（计算值９２２．２５）．

１．２．３　化合物５的制备　将１２４ｍｇ（０．１４ｍｍｏｌ）

化合物４加入到２５ｍＬ圆底烧瓶中，然后沿瓶壁

加 入１０ｍＬＤＣＭ与ＴＦＡ的混合溶液（犞ＤＣＭ ∶

图１　目标化合物的合成路线

８０２
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犞ＴＦＡ＝１∶１）及２μＬＴＥＳ，反应体系由淡黄色变

为无色透明．反应结束后，将溶剂减压蒸除，经硅

胶柱层析（犞ＥＡ∶犞ＰＥ＝２∶１）分离提纯，得到７４

ｍｇ化合物５，收率为８０％．
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００

ＭＨｚ，δ）：８．６１（ｄ，犑＝７．０Ｈｚ，１Ｈ），８．３７（ｓ，１Ｈ），

７．６６（ｄ，犑＝８．１Ｈｚ，１Ｈ），７．５０（ｔ，犑＝８．２Ｈｚ，２Ｈ），

７．２７（ｄ，犑＝１．６Ｈｚ，３Ｈ），７．１６（ｄ，犑＝６．８Ｈｚ，１Ｈ），

６．８８（ｓ，１Ｈ），５．２１（ｓ，１Ｈ），４．７０（ｄ，犑＝６．４Ｈｚ，

１Ｈ），３．８２（ｓ，１Ｈ），３．４９（ｓ，１Ｈ），２．９７（ｓ，１Ｈ），

２．７５～２．６６（ｍ，１Ｈ）．

１．２．４　化合物８的制备　在５０ｍＬ圆底烧瓶中

依次加入２７７ｍｇ（０．３０ｍｍｏｌ）化合物６，１３５ｍｇ

（０．６１ｍｍｏｌ）化合物７，１３０ｍｇ（１．０６ｍｍｏｌ）ＤＭＡＰ，

１０ｍＬＤＣＭ，室温搅拌过夜．反应结束后，将溶剂

减压蒸除，经柱层析（犞ＤＣＭ∶犞ＥＡ＝２∶１，犞ＭＣ∶

犞ＥＡ∶犞ＭｅＯＨ＝８∶４∶１）分离提纯，得到１９９ｍｇ黄

色黏稠状化合物８，收率为８６％．１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，

３００ＭＨｚ，δ）：８．５１（ｄ，犑＝４．４Ｈｚ，１Ｈ），７．６０（ｔ，

犑＝５．８Ｈｚ，１Ｈ），７．５２（ｄ，犑＝８．０Ｈｚ，１Ｈ），７．２８

（ｓ，１Ｈ），７．１１（ｔ，犑＝６．０Ｈｚ，１Ｈ），４．２６（ｔ，犑＝４．５

Ｈｚ，２Ｈ），４．２０（ｔ，犑＝４．５Ｈｚ，２Ｈ），３．８６（ｔ，犑＝４．５

Ｈｚ，１Ｈ），３．７０（ｓ，１Ｈ），３．６８～３．５４（ｍ，５８Ｈ），

３．５３（ｄ，犑＝６．０Ｈｚ，２Ｈ），３．３６（ｓ，５Ｈ），２．９２（ｔ，

犑＝６．１Ｈｚ，１Ｈ），２．３８（ｓ，１Ｈ）．

１．２．５　犿ＰＥＧＣｙｓＡＦＣ的制备　在２５ｍＬ圆底

烧瓶中加入５３ｍｇ（０．０７９ｍｍｏｌ）化合物５与７２

ｍｇ（０．０９５ｍｍｏｌ）化合物８，在氮气保护下注入

４ｍＬ去氧甲醇，室温下反应过夜．反应结束后，减

压蒸除溶剂，用少许甲醇将粗产品溶解后加入适

量乙醚，过滤除去固体杂质，滤液减压蒸馏，用乙

醚洗涤后经柱层析（犞ＤＣＭ∶犞ＭｅＯＨ＝１５∶１）分离

提纯得到５８ｍｇ犿ＰＥＧＣｙｓＡＦＣ，收率为４８％．
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，３００ＭＨｚ，δ）：７．６９（ｓ，１Ｈ），７．６０

（ｄ，犑＝７．３Ｈｚ，１Ｈ），７．４９（ｄ，犑＝７．３Ｈｚ，１Ｈ），

７．４０（ｔ，犑＝６．４Ｈｚ，２Ｈ），７．３１～７．２６（ｍ，７Ｈ），

７．１０（ｍ，１Ｈ），５．７７（ｓ，１Ｈ），５．１９（ｓ，２Ｈ），５．１３（ｓ，

１Ｈ），４．２６（ｔ，犑＝４．５Ｈｚ，１Ｈ），４．１７（ｓ，１Ｈ），３．９９

（ｄ，犑＝５．０Ｈｚ，２Ｈ），３．７８（ｓ，２Ｈ），３．７６～３．６３（ｍ，

５８Ｈ），３．５４（ｄ，犑＝４．７Ｈｚ，２Ｈ），３．３６（ｓ，５Ｈ），

３．２５（ｄ，犑＝５．０Ｈｚ，２Ｈ），２．７８（ｄｄ，犑＝６．８，１４．６

Ｈｚ，２Ｈ）．ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＡＳＳＣ６９Ｈ１０３Ｆ３Ｎ４Ｏ２６Ｓ２

［Ｍ＋Ｎａ］＋１５６１．８．犿ＰＥＧＣｙｓＡＦＣ的结构如图

２所示．

图２　目标化合物犿犘犈犌犆狔狊犃犉犆的结构

１．３　临界胶束浓度、载体粒径及犣犲狋犪电位的测试

选用芘荧光探针法对载体化合物进行ＣＭＣ

测定，使用动态激光光散射仪（ＤＬＳ）对粒径及

Ｚｅｔａ电位进行测试．

１．４　米氏常数（犓犿）的测定

为判断该药物载体与ＰＧＡ酶的亲和能力与

匹配程度，用载体化合物作为底物，对ＰＧＡ酶的

犓犿值进行测定．配制浓度分别为４．３３×１０－６、

６．５×１０－６、１．０８×１０－５、３．２４×１０－５、５．４０×１０－５、

７．５６×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ的载体化合物ＰＢＳ缓冲溶液

（ｐＨ＝７．４），然后各取３ｍＬ加入１１３μＬ的ＰＧＡ

酶，并测定加酶５ｍｉｎ时ＡＦＣ的荧光强度（λｅｍ＝

４９４ｎｍ处）．

１．５　体外酶促控释

将载体化合物配制成７．３６×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ的

ＰＢＳ缓冲溶液（ｐＨ＝７．４），放置在恒温气浴振荡

仪内，设置温度３７℃，然后将１０倍和３０倍酶用

量（相对于目标化合物）分别加入到所配溶液中，

每隔１０ｍｉｎ进行一次荧光强度测试，同时对没有

加入ＰＧＡ酶的溶液进行对比测试．

２　结果与讨论

２．１　自组装形成胶束

利用１ＨＮＭＲ对载体化合物犿ＰＥＧＣｙｓＡＦＣ

的结构进行了表征，结果发现在不同的氘代溶剂

中，其谱图有明显的变化（见图３）．在ＣＤＣｌ３中能

够观测到所有的氢吸收峰，其原因是目标化合物

以单分子形式存在；而在Ｄ２Ｏ溶液中只能观测到

亲水链ＰＥＧ中的氢吸收峰，其原因是载体化合物

在水中自组装形成了疏水内核和亲水外壳的纳米

胶束．

９０２



延边大学学报（自然科学版） 第４２卷　

图３　犿犘犈犌犆狔狊犃犉犆在犆犇犆犾３和犇２犗中的
１犎犖犕犚图

２．２　临界胶束浓度、载体粒径及犣犲狋犪电位的测定

芘在水溶液中的激发波长为３３４ｎｍ，吸收峰

分别在３７３，３７９，３８４，３９４ｎｍ及４８０ｎｍ处．其中

３８４ｎｍ与３７３ｎｍ 处的荧光强度之比（犐３／犐１）随

芘所在溶液环境极性的不同有很明显的变化，根

据其变化规律可以计算出ＣＭＣ值．如图４所示，

当载体化合物浓度较低时（ＣＭＣ以下），其以单分

子形式存在，对芘的溶解度基本没有影响，所以

犐３／犐１ 基本保持稳定；随着浓度的增加，犐３／犐１ 值迅

速上升，说明胶束开始形成，因芘被包裹在胶束内

部，因此其荧光强度受到影响．利用切线法计算得

该载体化合物的ＣＭＣ为９２．８ｍｇ／Ｌ．通过电位分

析仪测得该载体化合物（浓度为１ｇ／Ｌ水溶液）的

Ｚｅｔａ电位为－６．１１ｍＶ
［２０］．通过ＤＬＳ测得载体化

合物浓度在１ｇ／Ｌ时的粒径为１４１．１ｎｍ，多分散指

数为０．１７５（图５）．

图４　临界胶束浓度测定

图５　载体化合物的粒径分布

２．３　米氏常数的测定

通过双倒数法对米氏常数进行测定．图６中所

得直线与横轴截距的倒数即为犓犿值，为３．６６×

１０－５ｍｏＬ，文献［２１］中测得相同厂家的ＰＧＡ酶对

青霉素的犓犿值为２．９２×１０－５ ｍｏＬ，这表明ＰＧＡ

酶对该载体化合物的亲和能力较好．

图６　双倒数法计算犓犿值

２．４　体外酶促控释

释药机理图如图７所示．
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图７　目标化合物药物释放机理示意图

经荧光测定，当激发波长为３５０ｎｍ时，载体

化合物与ＡＦＣ在ＰＢＳ缓冲溶液（ｐＨ＝７．４）中的

发射波长分别为４４４ｎｍ和４９４ｎｍ（图８ａ）．加入

ＰＧＡ酶后，ＡＦＣ的荧光强度逐渐增加，而载体化

合物的荧光强度逐渐降低（图８ｃ、ｄ）．这表明，该

载体化合物在此条件下，通过酶促作用能够释放

出模型药物分子．在没有酶存在的溶液中，载体化

合物的荧光强度基本没有发生变化，说明该药物

载体化合物在ＰＢＳ缓冲溶液中基本处于稳定状

态（图８ｂ）．

图８　目标化合物（４４４狀犿）与香豆素（４９４狀犿）的荧光

发射比（犪）以及荧光发射强度随时间的变化曲线

（犫为未加酶；犮为加酶１０倍；犱为加酶３０倍）

　　将荧光强度对时间作图，结果如图９ａ所示．

图９ａ显示，荧光分子在加酶初期释放速度比较

快，而且酶的用量直接影响释药速率，但最终的药

物释放率基本相近，均达到４８％．配制不同浓度

ＡＦＣ的ＰＢＳ缓冲溶液，通过测定其荧光强度，绘制

ＡＦＣ荧光强度随浓度变化的标准曲线（图９ｂ）．由

标准曲线知，在５ｈ时，释放率达到４８％．

图９　释药过程中４９４狀犿处犃犉犆荧光强度随时间变化

示意图（犪）以及犃犉犆荧光强度随浓度变化的标准

曲线（犫）

３　结论

本文合成的载体化合物具有较低的临界胶束

浓度，在水溶液中可以自组装形成具有合理尺寸

的纳米胶束，并且可以通过酶促控释药物分子，但

是否具有长循环特性需进一步证实．
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弯刚度逐渐减小；折叠角在１０°～４０°范围内变化

时，波纹钢腹板的抗弯刚度变化最为明显．２）随着

波纹钢腹板水平面板宽度犫的增加，箱梁的抗弯

刚度逐渐增大；但当水平面板宽度犫取值太大时，

箱梁的整体受力性能会受到影响，因此设计时应

根据波纹钢腹板的整体受力性能来选择最优的板

宽．３）增加波纹板的厚度能显著提高箱梁的抗剪

性能，并在一定程度上能够提高箱梁的抗弯刚度，

但板厚增加到２０ｍｍ时，其对提高箱梁的抗剪性

能和抗弯性能的贡献会逐渐趋小．４）支座截面处

的腹板剪应力随着倾斜角的增大逐渐减小，且倾

斜角小于２５°时腹板剪应力减小得最为明显，而

跨中截面处的弯曲应力只是略有增加，因此波纹

钢腹板的倾斜角宜小于２５°．
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