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聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸纳米共聚物的合成和生物活性的研究 *
陶阳春 李 飞 范 黎 成 冲 乔友备 李 伟 段 晓 吴 红△

（第四军医大学药学院药物化学与药物分析教研室 陕西 西安 710032）

摘要 目的：制备聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸(PMLA-PEG-FA)纳米共聚物，为构建多功能靶向药物转运系统提供前期工作。方法：

配体叶酸(FA)通过 α- 羟基 -ω- 醛基聚乙二醇(HO-PEG-CHO)以腙键连接在经过水合肼修饰的聚苹果酸的主链上。核磁共振光谱

表征纳米共聚物的结构，动态透析法研究腙键响应不同 pH 值的断键特性，监测不同 pH 值共聚物中叶酸的稳定性。并采用 SM-
CC-7721 人体肝癌细胞测定该纳米共聚物的细胞毒性。结果：1、经核磁共振表征 PMLA-PEG-FA 共聚物合成完成。2、在 pH5.5、
pH6.5 及 pH7.4 的 PBS 缓冲体系中，6h 后配体叶酸累积释放率分别为 88.1 %，85.3 %和 41.6 %。3、MTT 实验证实 PMLA-PEG-FA
无毒性。结论：PMLA-PEG-FA 有望成为智能靶向药物载体。
关键词：聚苹果酸；腙键；纳米共聚物；主动靶向；pH 响应

中图分类号：R944.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）21-4019-04

Folated-decorated Poly (β-malic acid)-poly (ethylene glycol)
Nano-copolymers: Synthesis and Biological Evaluation*
TAO Yang-chun, LI Fei, FAN Li, CHENG Chong, QIAO You-bei, LI Wei, DUAN Xiao, WU Hong△

(Department of Pharmaceutical Chemistry, School of Pharmacy, Fourth Military Medical University, Xi'an 710032, China)
ABSTRACT Objective: To prepare the folated-decorated poly (β-malic acid)-poly (ethylene glycol) nano-copolymers (abbreviated

as PMLA-PEG-FA) which is to provide a new type of drug carrier for anticancer drug delivery system. Methods: The structure of this
copolymer was confirmed by 1H-HMR. Moreover, the FA conjugation efficiency and FA release property were determined. The cytotox-
icity was assessed by using human hepatocarcinoma SMMC-7721 cells as in vitro cell model. Results: 1. The copolymer was prepared
successfully. 2. In vitro FA release from PMLA-PEG-FA conjugate occurred at a faster rate at acidic pH compared with neutral pH(7.4).
After 6h of incubation at pH 5.5, pH 6.5 and pH7.4 the released free FA was about 88.1% , 85.3% and 41.6% . Conclusion: PM-
LA-PEG-FA nanocopolymer is expected to be used as an intelligent active-targeting drug carrier.

Key words: Poly (β-malic acid); Hydrazone bond; Nanocopolymer; Active targeting; pH response
Chinese Library Classification: R944.2 Document code: A
Article ID: 1673-6273(2012)21-4019-04

* 基金项目：国家自然科学基金（30970788）

作者简介：陶阳春（1988-），男，硕士研究生，主要研究方向：聚合物药物载体。Tel:15249203266，E-mail:tyangchun@gmail.com

△通讯作者：吴红，电话：029-84777743，E-mail:hongwuxa@hotmail.com

（收稿日期：2012-02-23 接受日期：2012-03-18）

前言

1979 至 1981 年间，Vert 和 Lenz 首次提出聚苹果酸[poly
(β-malic acid)；PMLA] 有望用于药物转运和小分子前药的设

计，并进行了聚苹果酸的合成[1]。聚苹果酸可通过生物发酵和化

学合成的方法制得。由于化学合成较生物发酵具有分子量大，

成本低，可控性好等特点，本课题选用化学合成的方法制得聚

苹果酸。
聚苹果酸具有活性基团羧基，可与药物分子连接形成前

药；引入靶向分子可制得具有靶向效果的药物载体。近年来已

有大量文献报导聚苹果酸可作为抗肿瘤药物载体[2]。
尽管很多药物运载系统表现出了相当好的肿瘤靶向性，通

过抗原 - 抗体、受体 - 配体之间特异性结合将药物主动靶向至

肿瘤细胞表面[3-5]，但由于载体与靶细胞结合后入胞能力较弱，

并不能提供足够高的胞内药物浓度[6,7]，而细胞毒性药物必须进

入细胞才能发挥作用，因而无法有效抑制肿瘤细胞的生长[8,9]；

且载体在胞外释放的药物扩散后有可能重新分布到正常组织，

降低靶向药物的特异性。
因此我们构想选用聚苹果酸为基材，可赋予前药良好的生

物相容性和体内降解性[10-12]。并引入一些能够协助载体进行高

效入胞的生物分子[13-15]。可在聚苹果酸主链上分别键合不同长

度的 PEG 链和抗肿瘤药物。利用不同长度的 PEG 链同时运载

配体、生物素、单克隆抗体或靶向分子，使它们互不干扰。本研

究将叶酸通过长链 PEG 以酸敏连接臂连接在聚苹果酸上，预

想在肿瘤部位酸性环境中叶酸迅速脱离载体，露出功能分子达

到快速入胞的效果。大量文献中报导靶向分子通过酰胺键或者

酯键与药物载体键合, 其在生理 pH 和肿瘤细胞外弱酸环境中

的稳定性较好[16,17]，本课题组在前期工作中用酯键键合叶酸制

备得到叶酸介导的普鲁兰多糖 - 阿霉素聚合物前药，在体外叶

酸稳定性研究中，叶酸在 pH5.0 的环境中 10 h 内的累积释放

率为 11%，稳定性较好。因此，本研究选用在弱酸环境中更易断

裂的腙键作为酸敏部位[18]，将聚苹果酸通过酸性敏感基团腙键
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键合带有靶向分子的醛基 PEG 链（长链 PEG），以达到在肿瘤

部位酸性环境长链 PEG 解离的效果。
本研究作为这个构想的一部分，采用经过水合肼修饰后带

有酰肼键的聚苹果酸为纳米共聚物的主链，通过腙键键合醛基

- 聚乙二醇 - 叶酸（CHO-PEG-FA）（图 1），探讨该纳米共聚物的

靶向分子叶酸在不同 pH 环境中的稳定性，为上述构想提供工

作基础。

1 材料与方法

1.1 实验试剂和仪器

L- 天冬氨酸、叶酸、1- 乙基 -3-（3- 二甲基氨基丙基）碳酰

二亚胺盐酸盐 （EDC·HCl）、N- 羟基琥珀酰亚胺（NHS）、N，N-
二甲氨基吡啶（DMAP）均购自 Sigma 和 Acros；三氟乙酸酐由

济南万兴达化工有限公司提供；α- 羟基 -ω- 醛基聚乙二醇

（HO-PEG-CHO）由太原市荣元科技有限公司提供；透析袋由科

昊生物工程有限责任公司提供；其他试剂均由西安试剂厂提

供；紫外分光光度计（Mapada 仪器有限公司 UV-1100）；冻干机

（Vir-Tis SP TechCare）；油电二用恒温培养箱；恒温水浴锅；DF-
Ⅱ型集热式磁力搅拌器 （江苏金坛）；核磁共振仪（Avance
DMX500，Bruke 公司）。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 聚苹果酸的合成[19,20] (1) 溴代丁二酸的合成 称取 10 g L-
天冬氨酸，42.6 g 溴化钠，溶于 160 ml 2 M 硫酸水溶液于冰水

浴中反应，1h 后，将 6.12 g 亚硝酸钠溶于 20 ml 蒸馏水中，逐滴

加入硫酸水溶液中，30 min 内滴完。滴加完毕后继续反应 30
min。停止反应后，将溶液用乙酸乙酯萃取三次，合并萃液并用

无水硫酸镁干燥。抽滤除去无水硫酸镁，旋转蒸发除去溶剂乙

酸乙酯，得黄色固体。将其溶于乙腈 80℃下重结晶，完全溶解

后冷却析出固体，得到溴代丁二酸。(2) 溴代丁二酸酐的合成 称

取 10 g 溴代丁二酸溶于 20 ml 四氢呋喃中，完全溶解后，加入

10 ml 三氟乙酸酐，反应 90 min。停止反应后，旋转蒸发除去部

分溶剂，室温冷却析出晶体，抽滤后得到溴代丁二酸酐。 (3) β-
苄氧羰基 β- 丙内酯的合成 称取 10 g 溴代丁二酸酐溶于 20 ml
四氢呋喃中，45℃下搅拌至溶解，将 6.0 g 苯甲醇逐滴加入四氢

呋喃中，1 h 内滴完。反应过夜。停止反应后，将反应溶液用 20
ml 乙醚洗涤一次，用20 ml 蒸馏水洗涤三次，洗涤完毕后，使用

无水硫酸镁干燥。抽滤除去无水硫酸镁，将滤液旋转蒸发除去，

得到黄色油状液体。用 2 M 氢氧化钠溶液将其调节至 pH7.5。
加入 20 ml 二氯甲烷，45℃回流搅拌 4 h，保持 pH7.5。停止反应

后，将溶液倒入分液漏斗中，收集有机相。并将水相用二氯甲烷

萃取一次，合并有机相。用 5 %将有机相洗涤，然后用蒸馏水洗

至中性，最后使用无水硫酸镁进行干燥。抽滤除去无水硫酸镁，

旋转蒸发除去溶剂二氯甲烷，得黄色油状液体。湿法装硅胶柱，

洗脱剂为二氯甲烷：石油醚（5:1），将含有样品的洗脱液进行旋

转蒸发，得到 β- 苄氧羰基 β- 丙内酯，采用红外光谱进行表征。
(4) 聚苹果酸的合成 称取 0.36 g β- 苄氧羰基 β- 丙内酯加入三

颈瓶中，抽真空约 1 h。加入 15 μl 苯甲酸四乙基铵溶液，抽真空

后封管。37℃恒温油浴约 4 天。所得产物溶于 4 ml 丙酮，加入

乙醇 20 ml (乙醇：丙酮 =5:1)，沉淀得固体，真空干燥，得 0.29 g
白色粉末 β- 聚苹果酸苄基酯。称取 β- 聚苹果酸苄基酯 0.25 g
溶于 10 ml 二氧六环，加入钯黑(钯 - 碳)0.1 g，导入氢气，常温

搅拌进行氢解。然后抽滤滤除钯黑，浓缩得到聚合物在乙醚中

沉淀，真空干燥得产物 0.12 g。
1.2.2 聚苹果酸的结构表征 采用红外光谱和核磁共振图谱表

征 PMLA。
1.2.3 醛基聚乙二醇 - 叶酸（CHO-PEG-FA）的制备 称取 198
mg 叶酸和 600 mg α- 羟基 -ω- 醛基聚乙二醇溶于 40 ml 无水

DMSO 中，将 261 mg EDC·HCl，36.6 mg DMAP 加入 DMSO，

室温下反应 24 h。反应后的溶液用无水 DMSO 透析一天，蒸馏

水透析两天，将透析袋内的溶液冷冻干燥。
1.2.4 带有酰肼键的聚苹果酸(PMLA-NH2)的制备 称取 80 mg
PMLA，88 mg NHS 溶于 20 ml DMF 中，室温下搅拌 5 min。加

入 192 mg EDC·HCl，冰浴中反应 2 h。2 h 后，在一小时内逐滴

加入 1 ml 5 %水合肼溶液，室温下反应过夜。反应后的溶液用

蒸馏水透析两天，将透析袋内的溶液冷冻干燥。
1.2.5 聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸（PMLA-PEG-FA）的制备 称

取 6 mg PMLA-NH2 和 126 mg CHO-PEG-FA 溶于 20 ml DMF
中，然后加入 17 mg EDC·HCl，室温下反应 24 h。反应后的溶液

用蒸馏水透析两天，最后将透析后的溶液冷冻干燥，得淡黄色

固体。
1.2.6 聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸（PMLA-PEG-FA）的结构表征

采 用 红 外 光 谱 分 析 PMLA 与 水 合 肼 的 偶 联 情 况。通 过

1H-NMR 表征 PMLA、CHO-PEG-FA、PMLA-PEG-FA 的结构。
1.2.7 PMLA-PEG-FA 中的叶酸稳定性研究 称取三份 20 mg
PMLA-PEG-FA 溶于透析袋内，分别以 pH 为 5.5，6.5，7.4 的

100 ml 缓冲液为释放介质，恒温箱温度 37℃中搅拌。一定的时

间间隔内取出 3ml，同时补入相同体积的缓冲液。释放出的叶

酸浓度通过紫外分光光度计在波长 280 nm 处测定。
1.2.8 PMLA-PEG-FA 的细胞毒性研究 收集对数期的 SM-
CC-7721 肝癌细胞，调节细胞悬液浓度为 1×105/ml，在 96 孔

板上每孔接种 100 μl，加入不同浓度 （1 mg/ml-20 mg/ml）的

PMLA-PEG-FA，每种浓度设 3 个复孔并设空白对照组。培养

48h，然后每孔加 MTT（5 mg/ml），继续培养 4h，随后加入 150
μl DMSO，振荡 10min 后用酶标仪在 490 nm 处测每孔 OD 值。
抑制率（%）=[(空白对照组 OD 值 - 实验组 OD 值)/ 空白对照组

OD 值]×100%。
1.2.9 统计学分析 数据以均数±标准差 (x±s) 表示，应用

SPSS13.0 软件进行统计分析，组间比较 t 检验。PMLA-PEG-FA
的体外腙键断裂研究中，检验水准 α=0.05,P<0.05，有统计学意

义。PMLA-PEG-FA 的细胞毒性研究中，数据无统计学差异，但

有生物学意义。

2 结果

图 1 聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸纳米共聚物模型

Fig.1 The model of PMLA-PEG-FA
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2.1 聚苹果酸 (PMLA) 与聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸（PMLA-
PEG-FA）的制备

本实验成功合成 PMLA 与 PMLA-PEG-FA 纳米共聚物。
配体叶酸通过醛基聚乙二醇(CHO-PEG)以腙键与水合肼修饰

后的聚苹果酸主链键合。紫外分光光度计测定叶酸的含量为

9.31 %。合成路线如图 2。

2.2 结构表征

聚苹果酸（PMLA）1H-NMR 图谱（图 3A）证明聚苹果酸合

成成功。图 3C 与图 3B 对比，图 3C 中在 1612 cm-1 出现了新的

强吸收峰，为酰胺键中羰基的特征吸收峰，表明形成了酰胺键，

PMLA-NH2 合成成功。图 D 与图 E 中的 6.7-9.0ppm 处均出现

了叶酸的特征峰，证实了目标产物的生成。

图 2 PMLA 和 PMLA-PEG-FA 的合成路线

Fig.2 Synthesis scheme of PMLA and PMLA-PEG-FA

图 3 PMLA(A),CHO-PEG-FA(D),PMLA-PEG-FA(E)的核磁图谱和

PMLA(B), PMLA-NH2(C)的红外光谱

Fig. 3 1H-NMR spectra of PMLA(A),CHO-PEG-FA(D),PMLA-PEG-FA

(E) and infrared spectra of PMLA(B),PMLA-NH2(C)

2.3 PMLA-PEG-FA 中的叶酸稳定性研究

PMLA-PEG-FA 在不同 pH、温度为 37℃的叶酸释放曲线

如图 4 所示。在 pH5.5、pH6.5 及 pH7.4 的 PBS 缓冲体系中，6h
时叶酸累积释放率分别为 88.1 %，85.3 %和 41.6 %。表明该共

聚物具有良好的响应 pH 值功能。在弱酸环境中，腙键迅速断

裂；而在 pH7.4(生理 pH)时，叶酸稳定性较好，表明该共聚物可

用于功能分子的高效利用。

2.4 PMLA-PEG-FA 的细胞毒性研究

实验中对 PMLA-PEG-FA 的细胞毒性进行了 MTT 实验，

结果表明该共聚物没有明显的细胞毒性（如图 5）。因此证实用

PMLA-PEG-FA 作为抗肿瘤药物载体具有良好的利用价值。

3 讨论

近年来，生物可降解和具有良好生物相容性的高分子聚合
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物作为药物载体的研究不断涌现，很多此类聚合物已得到不同

程度的应用。例如天然高分子多糖（葡聚糖、壳聚糖等），大量文

献报导其可作为优良的抗肿瘤药物载体[21]；聚合物前药中应用

较多的聚乳酸、聚乙醇酸、聚谷氨酸等。它们无毒性，具有良好

的生物相容性和可降解性，以及无免疫原性。这些具有生物相

容性和生物可降解性的高分子材料作为小分子药物的载体可

在病灶部位选择性地释放药物，能极大地提高了药物的生物利

用率；将靶向分子引入聚合物，还可将药物主动靶向至病变部

位。很多研究已证实聚苹果酸具有上述作为药物载体的高分子

材料的特点，其在生理条件下的相对高溶解性、高自发降解速

率和免疫惰性使它成为优于多糖和多肽类生物高分子的新型

药物控释载体材料。此外，聚苹果酸在侧链上具有悬挂羧基，容

易与其它官能团反应而制得 PMLA 衍生物，或着引入功能基

团或小分子化合物。

很多抗肿瘤药物运转体系中引入了靶向分子，具有很好的

肿瘤靶向性，但是仍然有相当部分的药物在细胞外释放，导致

药物扩散后可能分布到正常组织，降低靶向药物的特异性，导

致正常细胞的死亡。因此，药物载体的高效入胞非常关键，在构

建高效低毒的肿瘤靶向给药系统中，我们可以引入一些具有高

效入胞的生物学功能分子。
因此本研究中采用聚苹果酸为载体，叶酸通过醛基 - 聚乙

二醇以腙键连接在经过水合肼修饰的聚苹果酸的主链上，腙键

因具有很好的 pH 响应特性而作为酸敏部位。我们成功合成的

聚苹果酸 - 聚乙二醇 - 叶酸纳米共聚物具有肿瘤组织靶向性，

可降低药物对正常组织的毒副作用。通过体外酸敏部位解离的

试验（纳米共聚物中盐酸的稳定性研究），我们发现此共聚物的

腙键作为酸敏连接臂具有很好的 pH 响应特性，在生理 pH 时

较少地断裂，稳定性较好，而在酸性环境中断裂得很快。细胞毒

性实验的结果表明此共聚物没有明显的毒性，可充分预见其对

正常组织无毒副作用以及降解后无蓄积毒性。综上所述，本研究

为构建高效低毒的肿瘤靶向给药系统提供了重要的工作基础。
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