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巯基Ｇ烯点击化学法制备还原响应两亲性聚合物∗

卢彦兵†,谢元彬,夏迎春
(湖南大学 化学化工学院,湖南 长沙,４１００８２)

　　摘　要:以胱胺二盐酸盐、氯甲酸烯丙酯、１,６Ｇ己二硫醇及端巯基聚乙二醇单甲醚等为

原料,通过巯基Ｇ烯点击化学反应,合成了疏水段含二硫键的两亲性三嵌段共聚物 mPEGＧbＧ
P１ＧbＧmPEG．对 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG在水溶液中的自组装行为进行了深入的研究．结果表

明,mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG的临界胶束浓度为０．０３２mg/mL,形成胶束的平均粒径为６１．３
nm．包载模拟药物尼罗红的释放行为研究表明,在 D,LＧ二硫苏糖醇(DTT)存在的条件下,
包裹在胶束中的尼罗红可以被释放出来,显示出快速的还原响应性能,表明合成的两亲性三

嵌段共聚物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG有望作为疏水性药物载体,应用于药物控释领域．
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SynthesisofReductionＧresponsiveAmphiphilicCopolymer
byThioleneClickChemistry

LUYanbing†,XIEYuanbin,XIAYingchun
(CollegeofChemistryandChemicalEngineering,HunanUniversity,Changsha４１００８２,China)

　　Absract:AmphiphilictriblockcopolymermPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG,withdisulfidebondinthemainchain
ofthehydrophobicblock,waspreparedfromcystaminedihydrochloride,allylchloroformate,１,６ＧhexanediＧ
thiolandmonomethoxypoly (ethyleneglycol)withathiolendgroupthroughthioleneclickchemistry
method．SelfＧassemblyoftheobtainedmPEGＧbＧP１ＧbＧmPEGwasfurtherinvestigated．Theresultsshowed
thatthecriticalmicelleconcentrationoftheamphiphilicblockpolymerwas０．０３２mg/mL,andtheaverage
diameterofthemicellewasabout６１．３nm．TheloadedmodeldrugNileRedcouldbereleasedfromthemiＧ
cellesinthepresenceofDTT,indicatingthereductionresponsivenessoftheobtainedamphiphiliccopolyＧ
mer．Therefore,thesefindingssuggestedthepotentialsoftheamphiphiliccopolymersassmartintracellular
drugdeliverysystems．

Keywords:amphiphilicpolymer;thiolＧeneclickchemistry;reductionresponsiveness;micelle;controlled
drugdeeivery

　　作为环境响应聚合物的一种,分子结构内含二

硫键的还原响应聚合物引起了人们的关注．二硫键

具有在体内血液循环过程中可以长期稳定存在,但

是在存在还原剂的条件下会发生断裂．癌细胞与正

常细胞相比含有大量的谷胱甘肽(GSH),作为一种

还原剂,它在癌细胞中的量足可以将二硫键还原．根
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据这一特性,设计研发了大量具有二硫键的还原响

应性聚合物胶束[１－３]．Tang等[４]合成了一种以聚磷

酸酯作为亲水链段、聚己内酯作为疏水链段,中间

用二硫键连接的两亲性聚合物聚己内酯Ｇ聚磷酸酯

(PCLＧSSＧPEEP)．在体外药物释放的检测中发现包

载有阿霉素(DOX)的这种胶束,在１０mM GSH 存

在下,１００h内 DOX基本全部释放完毕,而在没有

GSH 存在条件下,载药胶束在１００h内只释放出约

４０％的DOX药物．Wei等[５]通过可逆加成断裂链转

移聚合(RAFT)合成了聚乙二醇ＧbＧ聚(NＧ羟丙基甲

基丙烯酰胺)Ｇ硫辛酸(PEGＧbＧPHPMAＧLA)．两亲性

聚合物 PEGＧbＧPHPMAＧLA 可以在催化剂 DTT

(D,LＧ二硫苏糖醇)的作用下,发生核交联,使得形

成的胶束变得更加稳定．在没有 DTT的作用下,经
过２４h后,没有交联的胶束的 DOX 释放量达到

８５％,而交联后的胶束的 DOX释放量只有２０％左

右．当DTT的浓度为１０mM 时,经过２４h后,交联

后的胶束的DOX释放量达到９０％．Liu等[６]以二硫

二吡啶和１,６Ｇ己二硫醇为原料,通过缩聚反应,制
备了端基为二硫吡啶、主链中含二硫键的聚合物,
进而通过选择 性 巯 基Ｇ二 硫 键 交 换 反 应,合 成 了

ABA型两亲型三嵌段聚合物,对其还原响应性能进

行了深入的研究,合成路线见图１．

图１　疏水聚合物P１及两亲性三嵌段聚合物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG的合成路线图

Fig．１　SynthesisofhydrophobicpolymerP１andamphiphilictriblockpolymermPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG

　　本文以胱胺二盐酸盐、氯甲酸烯丙酯、１,６Ｇ己二

硫醇及端巯基聚乙二醇单甲醚等为原料,通过连续

的巯基Ｇ烯点击化学,将二硫键引入聚合物疏水链

段,制备具有还原响应性的两亲性聚合物,对其自

组装行为及聚合物胶束的还原响应性能进行深入

的探索．

１　实验部分

１．１　实验原料

胱胺二盐酸盐 (９７％)、氯甲 酸 烯 丙 酯 (分 析

纯)、安息香二甲醚(分析纯)、D,LＧ二硫苏糖醇(分
析纯)及１,６Ｇ己二硫醇(９８％)购自上海安耐吉试剂

有限公司;端巯基聚乙二醇单甲醚(自制[７],聚乙二

醇单甲醚数均分子量２０００);其它溶剂均为化学纯．
１．２　实验方法

１．２．１　含二硫键的二烯丙基单体 M１的制备

称取４．５０g(０．０２mol)胱胺二盐酸盐溶解于８０

mLH２O/１,４Ｇ二氧六环混合溶剂(体积比为１∶１)
中;加入１３．４４g(０．１６mol)碳酸氢钠,０℃条件下搅

拌至不再有气泡生成．用恒压滴液漏斗逐滴滴加６．
０３g(０．０５mol)氯甲酸烯丙酯,室温下反应２４h之

后停止反应．向溶液中加入１００mL饱和食盐水,用

１００mL二氯甲烷萃取四次;萃取液经无水硫酸钠

干燥后旋蒸得到无色油状物质,柱分离(二氯甲烷

为洗脱剂)后得白色晶体含二硫键的二烯丙基单体

M１,产 率 为 ５４％．１ H NMR (４００ MHz,CDCl３,

TMS):δ (ppm):２．７５ (t,４H),３．４５ (m,４H),４．５
(d,４H),５．１５(d,２H),５．２５(d,４H),５．８６(m,２H)．
１．２．２　端基为烯丙基的疏水聚合物P１的制备

称取合成的含二硫键的二烯丙基单体 M１０．４０
g(１．２５mM)溶解于１mLN,NＧ二甲基酰胺(DMF)
中,加入１５mg(０．０５８mM)安息香二甲醚(DMPA)
及０．１５６g(１．０４mM)１,６ 己二硫醇后,室温下３６５
nm 紫外光照２h,生成白色沉淀,停止反应．白色沉

淀离心后,加入２mL三氯甲烷将其完全溶解,再加

７９
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入冰乙醚,析出白色絮状物,离心后得到棕黄色油

状物质,甲醇洗涤三次后真空干燥得棕黄色的端基

为烯丙基的疏水聚合物P１,产率为７８％．
１．２．３　两亲性三嵌段聚合物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG
的制备

称取合成 的 疏 水 段 聚 合 物 P１０．１g(０．０１８
mM)溶解于１mL 三氯甲烷溶中,加入０．１２g(０．

０５６mM)端巯基聚乙二醇单甲醚 (mPEGＧSH)和

１５mg(０．０５８mM)DMPA,室温下３６５nm 紫外光

照０．５h．将溶液用去离子水透析２４h(选择截止分

子量为３５００Da的透析袋,隔１２h换一次去离子

水)除去三氯甲烷．得到的白色固体真空干燥后得到

两亲 性 三 嵌 段 聚 合 物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG １４８
mg,收率为８３％．

表１　疏水性聚合物P１和两亲性三嵌段聚合物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG的合成

Tab．１　SynthesisofhydrophobicpolymerP１andamphiphilictriblockcopolymermPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG

Entry M１∶M２ratio Yield/％ Mw/Mn
a Mn,GPC

a/(kDa) Mn,NMR
b/(kDa)

P１a １．２∶１ ７８ １．７４ ４．８ ４．１
P１b １．１５∶１ ７３ １．７１ ６．５ ７．７
P１c １．１∶１ ７５ ２．４５ ８．０ ９．７

mPEGＧbＧP１aＧbＧmPEG — ８３ ２．０９ ５．８ ８．４
mPEGＧbＧP１bＧbＧmPEG — ８５ ２．２ ７．７ １１．７
mPEGＧbＧP１cＧbＧmPEG — ８１ ２．４４ １１．１ １４．０

a聚合物的数均分子量(Mn,GPC)和分散性系数(Mw/Mn)由 GPC测定．b数均分量(Mn,NMR)由１H NMR测定．

１．２．４　聚合物胶束的制备

称取５mgmPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG 溶解于１mL
DMF中,快速搅拌下缓慢滴加１０mL去离子水,继
续搅拌２h．将溶液用去离子水透析２４h(选择截止

分子量为３５００Da的透析袋,隔１２h换一次去离子

水)除去DMF溶剂．用去离子水将聚合物溶液定容

至２５mL,得到浓度为０．２mg/mL的聚合物胶束．
１．２．５　聚合物临界胶束浓度的测定

以疏水性尼罗红为探针,采用荧光光谱法测定

聚合物临界胶束浓度．取３０μL浓度为０．１mg/mL
的尼罗红四氢呋喃溶液,用微量注射器注入小玻璃

瓶．在蒸干四氢呋喃后,加入４mL的胶束溶液,胶
束溶液的浓度从０．２到２×１０－４mg/mL不等．然后

继续搅拌溶液１２h进行荧光测试．测试激发波长为

５５０nm,发射光谱扫描范围为５６０nm 到７５０nm．
１．２．６　聚合物胶束还原响应性能测试

在尼罗红浓度为１．５×１０－３ mg/mL的条件下,
分别测试在含和不含１０mM DTT时 mPEGＧbＧP１Ｇ
bＧmPEG胶束(０．２mg/mL)的荧光发射光谱的变化

１．３　表征与测试

单体及聚合物的１H NMR核磁共振谱由INOＧ
VAＧ４００核磁共振仪测得,以 TMS为内标．嵌段共

聚物的凝胶渗透色谱由 Waters１５１５凝胶渗透色谱

仪在 THF溶液中测得,使用标准聚苯乙烯为参照．
荧光光谱由 HITACHIFＧ４６００荧光分光光度计在

激发和发射狭缝宽度均为５．０nm 的条件下测得．透
视电镜图由 TecnaiG２F２０SＧtwin透射电子显微镜

在８０kV 的条件下测得．动态光散射测试使用了

NanoＧZS９电动电位和粒子分析仪．

２　结果与讨论

２．１　两亲性三嵌段聚合物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG的

合成与表征

以胱胺二盐酸盐、氯甲酸烯丙酯为原料,合成

了分子结构中含二硫键的二烯丙基单体 M１,进而

与１,６Ｇ己二硫醇在３６５nm 紫外光照下,利用巯基Ｇ
烯点击化学反应,制备端基为烯丙基结构的疏水性

聚合物,结果见表１．当两种单体物质的量比为１．２
∶１时,通过核磁共振谱图积分面积计算得到的聚

合物分子量为４．１kDa,GPC测试结果表明聚合物

的分子量呈单峰状．同样,利用巯基Ｇ烯点击化学反

应,合成的端基为烯丙基的疏水聚合物 P１与端巯

基聚乙二醇单甲醚进行反应,制备疏水段含二硫键

的两亲性三嵌段聚合物,其核磁共振谱图见图２．由
mPEGＧbＧP１aＧbＧmPEG的１H NMR可以看出,单体

M１及疏水聚合物P１在５~６ppm 之间的对应于双

键的质子峰消失,且在３~３．５ppm 附近出现 mPEG
的吸收峰,表明嵌段聚合物已经成功制备．
２．２　两亲性聚合物的自组装

两亲性聚合物可以在选择性溶剂中自组装形

成聚合物胶束或者囊泡等组装体．通过溶剂交换法

制备了 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG 聚合物胶束,并对其

自组装进行了深入的研究．
从图３中可以看出,当聚合物浓度低于一定值

时,尼罗红的荧光强度基本保持不变,这说明此时

的聚合物浓度低于聚合物的临界胶束浓度,没有形

成聚合物胶束,但是当胶束浓度超过时,荧光强度

８９
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图２　单体及聚合物的１H NMR谱图

Fig．２　１H NMRspectraofthemonomerandpolymers

则快速增加,这表明聚合物溶液浓度达到了聚合物

的临界胶束浓度,尼罗红被包裹在了胶束的疏水区

域内．图３(b)中,交点所对应的胶束浓度就是两亲

性三嵌段共聚物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG 的临界胶束

浓度,为０．０３２mg/mL．

　　 采用 TEM 和 DLS 对两亲性三嵌段共聚物

mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG胶束的形貌以及平均粒径进

行了测试．TEM 测试结果显示,聚合物胶束为球型,
平均粒径为５０nm 左右．而DLS测试聚合物胶束的

平均粒径是在６１．３nm,胶束粒径分布较窄,PDI为

０．２１６．两种测试中胶束平均粒径的差异主要是由于

TEM 测试制样过程中,胶束外壳PEG 在干燥时失

水收缩,导致胶束的平均粒径小于在其水溶液中的

平均粒径[８~１０]．
２．３　聚合物胶束的还原响应性研究

由于疏水链段主链结构中含可被还原而断裂

的二 硫 键,利 用 DLS 对 两 亲 性 mPEGＧbＧP１aＧbＧ
mPEG胶束在加入还原剂 DTT后的粒径变化进行

了测试,结果见图３(d)．由图３(d)可以看出,在加入

DTT后,聚合物胶束的粒径迅速变小,２h和５h时

聚合物胶束的平均粒径分别减小为３１．１nm 和２１．５
nm．这主要是由于 DTT存在时,聚合物主链的二

硫键被还原而发生断裂,使得聚合物胶束结构被

破坏．

图３　两亲性三嵌段聚合物 mPEGＧbＧP１aＧbＧmPEG聚合物胶束的表征

Fig．３　CharacterizationoftheamphiphilictriblockpolymermPEGＧbＧP１aＧbＧmPEGmicelles

９９
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　　为进一步考察 mPEGＧbＧP１aＧbＧmPEG 聚合物

胶束的还原响应性能及其在药物控释领域的应用

可能性,对包载模拟药物尼罗红分子的聚合物胶束

在DTT 存在下的释放行为进行了研究．如图４所

示,无DTT存在时,尼罗红的荧光强度缓慢下降．而

DTT存在时,由于疏水链段主链中的二硫键断裂,
聚合物胶束被破坏,尼罗红分子被释放进入水溶液

中,荧光强度迅速下降,１２h时荧光强度减小４０％
左右,４８h时荧光强度保持在２０％左右．结果表明,
所合 成 的 两 亲 性 三 嵌 段 共 聚 物 mPEGＧbＧP１aＧbＧ
mPEG胶束具有良好的还原响应性能,可在还原剂

存在时快速释放所包载的疏水性药物．

图４　DTT存在或不存在时尼罗红的还原响应释放行为

Fig．４　ReductionＧtriggeredNileRedreleaseprofilesin
aqueoussolutionwithandwithoutDTT．

３　结　论

利用巯基Ｇ烯点击化学反应制备了具有还原响

应的两亲性三嵌段共聚物 mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG,对
其结构、自组装行为以及还原响应性能进行了深入

的研究．结果表明,mPEGＧbＧP１ＧbＧmPEG 具有较低

的临界胶束浓度,在水中自组装形成的球形胶束的

平均粒径为６１．３nm．在 DTT 存在的条件下,包载

在胶束中的尼罗红可以被快速释放,４８h时释放率

可达８０％．这类具有还原响应的聚合物胶束有望用

作聚合物药物载体,有效地运输和释放疏水性药物．
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