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具有还原刺激响应的聚氨酯胶束的制备和表征!
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摘&要&以聚 %:己内酯二元醇#*(,$为软段!赖氨酸二异氰酸酯#,S1$和胱胺#M7VJ6ABFK$为硬段!合成了以

胱胺封端的线性聚氨酯预聚体!然后利用 $,甲氧基,#:环氧丙基聚乙二醇#/+:.*/‘$的环氧基与胱胺的胺基

反应!制备了含有二硫键的双亲性聚氨酯5利用 ‘*(测试了聚氨酯的分子量!$W:3.0及 T)10表征了聚氨酯

的结构5利用透析法制备了聚氨酯胶束!荧光探针技术测得其临界胶束浓度为 !P8 r$# f9OQ,!)/.分析表明

胶束形貌为球形!S,2 分析表明胶束的平均粒径为 ;" FA5还原响应实验表明胶束在 $# AA4CQ,的谷胱甘肽的

作用下粒径明显增大!表明胶束具有还原刺激响应特性5最后!以抗肿瘤疏水药物氨甲喋呤#.)@$为模型药

物!研究了载药胶束在谷胱甘肽作用下的药物释放!结果表明谷胱甘肽的存在可刺激药物的释放!该材料可作

为细胞内还原响应的载体材料使用5

关键词&聚氨酯胶束! 还原响应性! 药物载体

&&许多抗肿瘤药物由于具有很大的副作用而在
临床上应用受到限制!而具有如生物相容性好!稳
定性较好!对疏水性药物的增容作用等优点的抗
肿瘤药物载体的双亲性聚合物胶束成为研究的热
点 )$ U%*5亲水性的聚乙二醇#*/‘$与疏水性的聚
乳酸#*,’$及聚己内酯#*(,$所形成的双嵌段或
三嵌 段 聚 合 物! 如 *,’:*/‘)!* ! *(,:*/‘)8* !
*/‘:*,’:*/‘)>* ! */‘:*(,:*/‘);*等!常常用于
制备抗肿瘤药物的载体材料!但这些聚合物存在
包载率低!药物释放慢 )=* !反应活性位置少!难于
进一步功能化等缺点5多嵌段聚合物分子设计灵
活!反应活性位置多!从而可以将多种活性物质或
官能团引入聚合物链!得到结构多样性多功能的
大分子 )$#*5

为了提高药物的疗效和利用率!减少毒副作
用!能够在肿瘤细胞等病变细胞内定点智能和快
速释放药物的载体成为近年来的研究热点5这些
智能药物载体对各种化学及物理刺激!如 IW%光%
温度%还原环境等!具有很强的敏感性 )$$ U"#* !在这
些刺激作用下!载体材料发生降解或自组装形态
的改变!从而将药物快速释放到病变细胞内5谷胱
甘肽是一种还原性物质!在细胞外液中含有微摩
尔量的 ‘2W!而在细胞内液中谷胱甘肽的浓度高

达 $# AA4CQ,左右!为细胞外液的 $## 到 $###
倍 )"$*5另外!一些肿瘤细胞质中的谷胱甘肽含量
是正常细胞的好几倍 )""*5基于谷胱甘肽在肿瘤细
胞和正常细胞之间%以及细胞内外之间的巨大差
异!研究者设计合成了主链或侧链中含有二硫键
的还原响应性聚合物胶束5这种还原响应性胶束
中的二硫键可以在较高浓度的谷胱甘肽#如肿瘤
细胞内部$的作用下发生降解!从而将药物快速
释放出来 )"9* !达到了在肿瘤细胞内部定点快速释
放的目的5

聚氨酯具有良好的生物相容性和灵活的分子
设计自由度#可进行分子裁剪$等特点!广泛应用
于生物医学工程领域!如组织修复或替代材料等5
近年来!无毒可生物降解的聚氨酯广泛用作组织
工程和药物传释放领域的载体材料 )"% U"8*5合成聚
氨酯的异氰酸酯具有很高的反应活性!含有二硫
键的二元醇或二元胺可以很容易的引入聚氨酯的
主链!得到具有还原响应性的聚合物药物载体5本
文以聚乙二醇单甲醚为亲水链段!聚己内酯二元
醇为疏水链段!赖氨酸二异氰酸酯和胱胺为扩链
剂合成了新型具有还原响应性的聚氨酯5研究发
现所制备的材料能够在水相中自组装成具有疏水
内核!亲水外壳的纳米粒子5药物包覆实验发现该
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纳米粒子的载药量和包封率分别为 $#P=\和
%8P!\5在 $# AA4CQ,的谷胱甘肽的存在下!还原
响应实验表明聚氨酯胶束中的二硫键断裂!从而

快速将药物释放出来5胶束的形成及药物释放释
放如图 $ 所示5

TBO5$&2MNKA6JBMBCCHVJZ6JB4F 4b.)@:C46LKL ABMKCCKV6FL JNKBZLBVV4MB6JB4F 6FL ZKCK6VK4b.)@HI4F ZKLHMBFO6OKFJ‘2W

!"实验部分
!K!"实验药品

环氧氯丙烷!化学纯!北京化工厂"氢化钠
#36W$! ;#\!绍兴兴欣化工有限公司"聚乙二醇
单甲醚#.*/‘! "F _$###$!分析纯!青岛天鑫化
工有限公司"聚乙内酯二元醇#*(,! "F _"###$!
天宇#深圳$化工原料有限公司"乙醚!分析纯!宏
康乙醚有限公司"四氢呋喃#)WT$(分析纯!美国
<B4D67公司"胱胺二盐酸盐!分析纯!湖北盛天恒
创生物科技有限公司"三乙胺!分析纯!济南聚友
化工"赖氨酸二异氰酸酯!实验室自己合成 )">*5
!K#"实验仪器

聚合物的分子量及分子量分布采用 *,:‘*(
#美国 *4C7AKZ,6a4Z6J4Z7公司 $ 凝胶渗透色谱
#‘*($测定!以聚苯乙烯为标样!S.TQ,B<Z为流
动相5核磁共振 #W3.0$采用 e6ZB6F 1FF4k6:%##
核磁共振波谱仪!以氘代氯仿为溶剂!).2 为内
标5胶束的粒径采用动态光散射的方法测定!使用
仪器为 .6VJKZVBKZ"####英国 .6CkKZF 公司$激光粒
度仪!粒度测试范围 #P#" U"### %A!扫描速度
$### 次Q秒!光源为高稳定氦氖激光器!波长为
899 FA5胶束的形貌!分布采用 W:8##1e#日本日
立公司$透射电镜分析5紫外吸收采用 jFBM6A
je!## 紫外可见光分光光度计测试5荧光光度计
采用 (6Z7/MCBIVK荧光光度计#国产$5
!K$ " !*甲 氧 基*"0环 氧 丙 基 聚 乙 二 醇 $2X0
OA2R%的合成

在 "## A,干燥的 )WT中分别加入 $P9> O

36W和 !P9$ O环氧氯丙烷!$# O聚乙二醇单甲
醚!搅拌下 %# h反应 " N!过滤除去杂质!后用乙
醚沉淀!过滤!干燥得 $,甲氧基,#:环氧丙基聚乙
二醇#/+:.*/‘$ )";* !收率为 >!\5
!K%"预聚体 A5Q066的合成

将 8 AA4C聚己内酯二元醇与 = AA4C赖氨酸
二异氰酸酯在 ;# h反应 ! N!降至室温!加入干燥
的 )WT将反应物溶解!加入 $; AA4C胱胺二盐酸
盐!并加入过量三乙胺中和胱胺二盐酸盐中的
W(C!反应 $! N 后升温到 !# h反应 $ N!加入过量
胱胺的目的是将胱胺作为封端剂连接在聚合物两
端#如图 " 所示$!反应完成后将混合溶液倾入蒸
馏水中除去未反应的胱胺及其它小分子杂质5然
后过滤除去水!将固体产物再次用四氢呋喃溶解!
水洗!重复上述溶解水洗操作 9 次!最后将产物在
烘箱中 ># h烘干!收率为 ;#\5
!K&"具有还原响应性的聚氨酯 A5Q0660OA2R
的合成

取 #P9# AA4C*(,:22 预聚体与 >P! AA4C$,
甲氧基,#:环氧丙基聚乙二醇#/+:.*/‘$于干燥
的四氢呋喃搅拌反应 >" N5反应结束后将反应物
倾入蒸馏水中!使其在水中形成膜状碎片以除去
杂质!过滤!将膜状碎片重复用四氢呋喃溶解!再
倾入蒸馏水中!重复溶解水洗操作 9 次!最后将膜
状碎片于烘箱 ># h烘干!收率为 >#\5具体合成
路线如图 " 所示5
!K,"胶束的制备

取 $# AO*(,:22:.*/‘在 " A,S.T中溶
解!搅拌 $ N!后将上述溶液缓慢滴加到 ! A,去离

=>8
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TBO5"&27FJNKJBMZ4HJK4b*(,:22:.*/‘

子水 中! 搅 拌 $ N! 将 上 述 溶 液 于 透 析 袋
#.c(+;###:$%###$透析 "% N!每隔一段时间换
水5用透射电镜观察胶束的形貌!室温下将样品滴
在表面附着碳膜的铜网上!用吸水纸吸去多余的
溶液后自然干燥!测试前用 " DJ\的磷钨酸进行
染色5用 S,2 分析胶束的粒径及分布5
!K’"临界胶束浓度的测定

混合胶束的临界胶束浓度 #(.($由芘荧光
探针法测定5参考文献 )"=!9#*配置芘的丙酮溶液5
加入相同量的芘溶液到 !# A,容量瓶中!待溶剂
挥发完后!用逐步稀释法配制 #P$;! #P$! #P#!!
#P#$! #P##!! #P##$! ! r$# f%! $ r$# f%! ! r
$# f!! $ r$# f!! ! r$# f8! $ r$# f8OQ,不同浓度
的胶束溶液于含有芘的容量瓶中!室温下振荡过
夜!测定 9## U9!# FA激发波长范围内 9>" FA处
发射光的强度599= FA和 999 FA处激发光强度
的比值#;99=U;999$的转折点即为临界胶束5
!K."胶束的还原刺激响应

胶束在 $# AA4CQ,谷胱甘肽的作用下粒径变
化用 S,2 测得5具体步骤如下!将 $# A,胶束#$
AOQA,$中通入氮气 9# ABF!后加入谷胱甘肽!其

中谷胱甘肽浓度 $# AA4CQ,59> h搅拌!测定不同
时间段胶束的粒径5
!K/"载有 OMW的胶束的制备

取 $# AO*(,:22:.*/‘与 " AO.)@加入
到 " A,S.T搅拌 $ N 后!将混合溶液缓慢滴加到
! A,去 离 子 水 中 搅 拌 $ N 后! 于 透 析 袋
#.c(+;###:$%###$透析 "% N!将透析液冷冻干
燥得到载有药物的胶束粉末5称取一定量的粉末
溶到 S.T中!检测其在 9#9 FA处的紫外吸光度
测载药量和包封率5

载药量 #DJ\$ _负载的药物质量Q聚氨酯
的质量

包封率#\$ _负载的药物质量Q投入药物的
质量
!K!L"药物的还原响应释放

为了研究载药胶束在谷胱甘肽作用下药物的
释放情况!模拟细胞内外环境谷胱甘肽的浓度下
药物的释放5分别以 $# AA4CQ,‘2W与 $# %A4CQ
,‘2W模拟细胞内外环境中的谷胱甘肽浓度来研
究药物的释放5将冷冻干燥后的粉末用水配制成
$ AOQA, 的 溶 液! 取 " A, 装 入 透 析 袋

#;8
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#.c(+!###$!将其浸入在含有 $# AA4CQ,或 $#
%A4CQ,谷胱甘肽的 "# A,*<2#!# AA4CQ,! IW
_>P%$!9> h搅拌!不同时间间隔后取上述 *<2
缓冲液 8 A,!再补充 8 A,含 $# AA4CQ,或 $#
%A4CQ,谷胱甘肽的 *<2#!# AA4CQ,! IW_>P%$
于上述 *<2 缓冲液中5以未含有谷胱甘肽的 *<2
溶液作为对照研究药物的释放5根据紫外分光光
度计测出不同时间间隔取出的 *<2 缓冲液中 9#9
FA处紫外吸光度!计算其药物释放含量5

#"结果与讨论
#K!"A5Q0660OA2R的 RA5分析

图 9 为 *(,:22:.*/‘的 ‘*(图!其中倒峰
为溶剂峰!由 ‘*(测得 *(,:22:.*/‘的数均分
子量 "F为 9$%##!分子量分布#"DQ"F $为 $P8>!
‘*(结果表明 *j不含小分子杂质!并且证明形
成了聚合物5

TBO59&‘*(IZ4bBCK4b*(,:22:.*/‘

TBO5%&$W:3.0VIKMJZ64b/+:.*/‘#’$ ! ,S1#<$ 6FL *(,:22 6FL *(,:22:.*/‘BF (S(C9 #($

#K#"A5Q066及 A5Q0660OA2R的!U04O1分
析

图 %#’$为赖氨酸二异氰酸酯 #,S1$的核磁

共振谱图!图 %#<$为 $:甲氧基:#:环氧丙基聚乙
二醇 #/+:.*/‘$的核磁共振谱图!图 % #($为
*(,:22 和 *(,:22:.*/‘的核磁共振谱图5图 %
#’$中!’_$P"= 为甲基 (W9 的峰!’_$P%> 基团
#(W"(W"(W$ 亚 甲 基 的 峰! ’_$P8$ 为 基 团
#(W"(W"(W"(W$亚甲基的峰!’_$P>9 为基团
# (W"(W $ 亚 甲 基 的 峰! ’ _ 9P9# 为
#(W"(W"(W"(W"(W$亚甲基的峰!’_9P== 为次
甲基 (W的峰!’_%P"9 为基团#(W"(++$亚甲基
的峰!证实了赖氨酸二异氰酸酯的结构5图 %#<$
中!#’_"P89!"P;#$为环氧键中亚甲基 (W" 的
峰! ’_9P$8 为环氧键中次甲基 (W的峰! #’_
9P!8! 9P;#$为基团 #(W"(W"+$ -+(W" 亚甲基
的峰!’_9P8% 为 */‘中重复的单元 +(W"(W" 的
峰 !’_9P9= 为 +(W9 的峰!证实 /+:.*/‘的结
构" 图 % #($中 *(,:22 的核磁共振谱图中!’_
%P9$! %P$=! 9P$!! $P!$ 分别为 ,S1中+(W!
+(W"+(+!+ (+3W+(W" 以 及 与+(W+
(W"+的峰!’_$P"! 为 ,S1中+(W"(W"(W+与
(W9的峰!’_ %P#8! 9P;;! "P9$! $P8! 分别为
*(,中 +(W"(W"(W"+!+(W"(W"+! +(W"(++!
+(W"(W"(W"(W" 的 峰! ’_$P9; 为 *(,中
+(W"(W"(W"+及 ,S1中 + (+3W+(W"(W"
的峰!’_9P!" 为胱胺中+(W"(W"2 的峰!’_
"P=# 为+(W"2 的峰!证实了 *(,:22 的结构5图 %
#($中 *(,:22:.*/‘的核磁共振谱图中!除了
,S1!*(,!胱胺的峰外!还出现的了 ’_9P8! 和 ’
_9P9; 处 (W"(W"+及 +(W9的特征峰位置!证实
了 /+:.*/‘与 *(,:22 上的胱胺的胺基发生反
应!生成了两亲性聚合物 *(,:22:.*/‘5

$;8
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#K$"A5Q0660OA2R的 3M[1表征
图 ! 为 ,S1! *(,:22 与 *(,:22:.*/‘的红

外谱图!2+2! 2+(W" 表现不出明显的特征峰!

因此容易被其他的峰覆盖难以辨认 )9$*5由 ,S1的
红外谱图可以看出!""8! MAf$为 3 ( +的伸
缩振动" "=!%!";8= MAf$分别为(W9!(W" 的伸缩

振动" $>%#!$8># MAf$的红外吸收为羰基 #(
+$的伸缩振动"$"%!!$$#9 MAf$为 + (++的
对称和非对称伸缩振动5由*(,:22 红外谱图可以
看出!"""# MAf$3 ( +的伸缩振动消失说明
,S1反应完全"9%## MAf$处为3+W的伸缩振动"
"=%!!";!8 MAf$分别为 (W9!(W" 的伸缩振动"

$>9%!$8%% MAf$的红外吸收对应于羰基#( +$
的伸缩振动"$"8#!$#;# MAf$为 + (++的对
称和非对称伸缩振动5由 *(,:22:.*/‘红外谱图
可以看出!9%##!"=%!!";!# MAf$为 3+W!(W9!

(W" 的伸缩振动!$>9%!$8%> MAf$对应于羰基#(

+$的伸缩振动!$"!! MAf$为 + (++的对称
伸缩振动!$#=9 MAf$为 .*/‘中 (+++(的伸
缩振动和 + (++非对称伸缩振动5

TBO5!&T)10VIKMJZ64b,S1! *(,:22 6FL *(,:22:.*/‘

#K%"临界胶束浓度
共聚物临界胶束浓度#(.($ 根据胶束中芘

的含量变化作图确定5由于芘在水中最大激发波
长为 999 FA!随着共聚物浓度增加!最大激发波
长渐渐红移至 99= FA)9"* !因此吸光度比值#;99= Q
;999$ 随浓度的拐点即为临界胶束浓度5图 8 所示
为 *(,:22:.*/‘胶束的临界胶束浓度图!作图得
到其临界胶束浓度为 !P8 r$# f9OQ,5
#K&"胶束及载药胶束的透射电镜图

图 >#6$!> # a$分别为胶束与载有药物的胶
束的 )/.图5图 >#6$可以看出胶束的形貌为球
形!直径为 ;# FA到 $## FA左右!图 >#a$可以看

TBO58&)NKMZBJBM6CABMKCCKM4FMKFJZ6JB4F 4b*(,:22:.*/‘

出!载有药物的胶束的形貌为球形!粒径为 ;# FA
到 $"# FA左右!由透射电镜分析可知!载药胶束
与空白胶束的粒径相差不大5

TBO5>&)/.BA6OKV4bABMKCCKV#6$ 6FL ABMKCCKVDBJN

LZHO# a$

#K,"空白胶束与载药胶束的 TQ6分析以及
R6U对胶束的还原刺激响应

图 ; 为空白胶束与载药胶束的 S,2 图!S,2
测试得到空白胶束与载药胶束的平均粒径分别为
;" FA和 ;% FA!载药胶束与空白胶束粒径相差不
大!与透射电镜分析一致5为了研究胶束在还原剂
‘2W存在下的响应及粒径变化情况!我们研究了
胶束在 $# AA4CQ,‘2W作用下!不同时间段胶束
的 S,2 粒径分析测试!并以 # AA4CQ,‘2W作用
为对照5图 =#<$为 9> h$# AA4CQ,‘2W作用下
不同时间段胶束的 S,2 粒径图与 # AA4CQ,‘2W

";8



! 期 邢喜红等(具有还原刺激响应的聚氨酯胶束的制备和表征

下胶束的 S,2 粒径图!从图中可以看出!随着
‘2W作用时间的增长!胶束的粒径明显增大!$#
AA4CQ,作用下!胶束的平均粒径从 ;" FA变化至
8"; FA!并且分布变宽!原因是 ‘2W的加入使
*(,:22:.*/‘胶束中二硫键断裂!使亲水性的
.*/‘壳与疏水核分离!导致疏水链段之间聚集
产生大的粒子#降解过程如图 $ 所示$ )99 U9!* "图 =
#’$为 9> h下 # AA4CQ,‘2W与 $# AA4CQ,‘2W
作用 %; N 后胶束的外观变化!放置 %; N 后!#
AA4CQ,‘2W作用下胶束仍然为淡蓝色透明的液
体!$# AA4CQ,‘2W作用下胶束变浑浊!进一步证
明了 ‘2W使聚氨酯胶束中二硫键断裂!使亲水性
的 .*/‘壳与疏水核分离!导致疏水链段之间聚
集产生大的粒子!其他具有还原响应性的胶束的
研究也表现出了相似的结果 )99 U9!*5

TBO5;&S,2 MHZkKV4bABMKCCKV6FL ABMKCCKVDBJN LZHOV

#K’"药物的包载及谷胱甘肽作用下药物的释放
氨甲喋呤!作为治疗骨肉瘤!肺癌!乳腺癌的

一种抗肿瘤药物 )98* !用作模型疏水性药物来研究
药物的包载及释放!通过将 .)@Q*(,:22:.*/‘
的混合 S.T溶液在水中透析得到载有氨甲喋呤
的胶束!根据紫外测得载药量为 $#P=\!包封率
为 %8P!\5为了研究载药胶束在谷胱甘肽作用下
药物的释放情况!用紫外分光光度计测试了载药
胶束在 $# AA4CQ,与 $# %A4CQ,‘2W作用下的药
物释放量!并且以未加谷胱甘肽下载药胶束的释
放作比较!结果如图 $# 所示5由图 $# 可以看出!
$# %A4CQ,‘2W与无 ‘2W作用下!药物的释放曲
线基本重合!说明其释放速率相差不大!$" N 后
释放药物量约为 ";P!\!而 $# AA4CQ,‘2W作用
下!$" N 后 8"P=\的药物释放!明显高于 $#
%A4CQ,‘2W与无谷胱甘肽作用下药物的释放
量!原因是 $# AA4CQ,‘2W的加入使得胶束中二

TBO5= & SBOBJ6CIN4J4OZ6INV4bABMKCCKVBF ZKVI4FVKJ4#

AA4CQ,‘2W6FL $# AA4CQ,‘2W #’$ 6FL VBYKMN6FOK4b

ABMKCCKVBF ZKVI4FVKJ4$# AA4CQ,‘2W #<$

硫键断裂!亲水段 .*/‘与疏水段断裂!胶束结
构破坏!使得包裹的药物释放出来 #如图 $ 所
示$!而当 ‘2W的量太少或没有 ‘2W作用时不足
以或不能使胶束中的二硫键断裂!药物不能很快
释放出来5胶束的药物释放实验表明!聚氨酯胶束
的二硫键在高浓度的谷胱甘肽#细胞内$的作用
下可以还原断裂!使得胶束结构破坏!从而加速药

TBO5$#&;- $#!54ZKCK6VK4b.)@bZ4AABMKCCKVBF *<2 #!#

AA4CQ,! IW_>P%$ 6J9> h DBJN $# AA4CQ,! $# %A4CQ,

6FL # AA4CQ,JZK6JAKFJ4b‘2W

物的释放 )99 U9!* !而在低浓度的谷胱甘肽 #细胞
外$下对药物释放的促进作用并不明显!这种具
有还原刺激响应的快速释放药物的特性!克服了
传统胶束在肿瘤细胞中药物释放慢!释放量少的

9;8
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问题 )9>*5

$"结论

本文基于聚乙二醇单甲醚!聚己内酯二元醇!
赖氨酸二异氰酸酯!胱胺合成了新型含有二硫键
的具有还原响应性聚氨酯!研究结果表明!该聚氨

酯在水中能形成球状的胶束!且胶束能够在谷胱
甘肽的作用下将二硫键还原断裂!并且谷胱甘肽
能够将载药胶束中药物快速释放出来!因此该聚
氨酯胶束有望应用于药物传输领域解决抗癌药物
在肿瘤细胞中释放量少和副作用的问题5
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a6VBV4b6AINBINBCBMI4C7HZKJN6FK#*(,:22:.*/‘$ DBJN LBVHCbBLKCBFX6OKVaKJDKKF JNKN7LZ4IN4aBM6FL
N7LZ4INBCBMA4BKJBKV5)NKLBVHCbBLKM4FJ6BFKL 6AINBINBCBMI4C7HZKJN6FKD6VV7FJNKVBYKL 6Vb4CC4DV( bBZVJ!
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