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摘　要：　通过酯化反应将脱氧胆酸偶联于普鲁兰多
糖骨架形成具有两亲性的普鲁兰多糖衍生物（ＤＰ），采
用纳米沉淀法制备纳米粒子（ＤＰＮｓ），考察制备条件对
纳米粒子性质影响，为进一步将其作为药物载体的研
究提供基础。衍生物ＤＰ结构通过ＦＴ－ＩＲ和１　Ｈ　ＮＭＲ
表征，ＤＰＮｓ经透射电镜、动态光散射仪和ｚｅｔａ电位仪
表征检测。获得不同取代度脱氧胆酸改性普鲁兰多糖
衍生物，制备得到的纳米粒子呈球形，表面光滑规整，
平均粒径１００～３００ｎｍ，ｚｅｔａ电位在－２０ｍＶ左右。脱
氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物通过纳米沉淀法能制备

出纳米粒子，颗粒性质受制备条件影响。
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１　引　言

普鲁兰多糖是由α－１，４糖苷键连接的麦芽三糖重
复单位经α－１，６－糖苷键聚合而成的一种天然高分子多
糖，合成示意图如图１所示。易溶于水，具有良好的生
物相容性，已广泛应用于医药行业［１，２］。近年来，其作
为药物载体的研究越来越受到重视。通过疏水改性的
普鲁兰多糖具有两亲性，能够自组装为可负载药物的
纳米粒子，成为纳米药物载体研发的热点［３－７］。
脱氧胆酸是人体内存在的一种游离胆汁酸，分子

结构中具有亲水基团羟基、羧基和疏水基团甾环，所以
具有乳化作用，在体内发挥促进脂类物质消化吸收的
生理作用。脱氧胆酸中的羧基可与多糖骨架上的羟基
形成酯键，使其偶联于多糖，使疏水基团甾环游离从而
达到对多糖疏水改性的目的［８］。
本文选用生物相容性好的普鲁兰多糖和脱氧胆酸

为原料，通过酯化反应，合成脱氧胆酸改性的普鲁兰多
糖衍生物，使其能在水中通过分子间作用力自聚集成
纳米粒子。通过对衍生物及其制备的纳米粒子理化性
能进行表征，为进一步将其作为肿瘤靶向药物载体的
研究提供依据。

２　材料与仪器

普鲁兰多糖（Ｐｕｌｌｕｌａｎ，Ｍｗ ２０００００ Ｈａｙａｓｈｉｂａｒａ

Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）；脱氧胆酸（Ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ　Ｓｉｇｍａ
Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｉｕｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）１－乙基－（３－二甲基氨基丙
基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ，上海共价化学品公
司）；４－二甲基氨基吡啶 （ＤＭＡＰ，Ｓｉｇｍａ　Ｃｏ．，Ｓｔ．
Ｌｏｉｕｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），二氯甲烷
（天津大学科威公司）；其它试剂均为分析纯。

ＩＮＯＶＡ　５００ 液体核磁共振波谱仪；ＢＩＯ－ＲＡＤ
Ｍｅｒｌｉｎ红外光谱仪；ＷＣＪ８０３型自动控温式加热磁力
搅拌器；ＰＨＩＬＩＰＳ　ＴＥＣＮＡＩ－２０场发射投射电子显微
镜；ＢＩ－９０Ｐｌｕｓ激光粒度仪；Ｌａｂｃｏｃｏｎ冷冻干燥机；

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　３８４Ｐｌｕｓ酶标仪；透析袋：截留分子量
８０００～１４０００；Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　ＹＭ－１００超滤管：截留分子量
１０００００。

３　实验方法

３．１　ＤＰ的合成与表征
在１００ｍＬ锥形瓶中加入１６ｍＬ无水ＤＭＳＯ、脱氧

胆酸（１６９９．２ｍｇ）、ＥＤＣ·ＨＣｌ（３３１．３ｍｇ）和ＤＭＡＰ少
许，室温反应０．５ｈ，然后加入不同量的普鲁兰多糖，在
室温下反应数天。将反应液放入透析袋（截留分子量
８０００～１４０００）中在３Ｌ去离子水中透析６ｄ，每０．５ｈ换
透析液一次。透析结束后，将透析袋中白色沉淀进行
抽滤，在滤纸上得到白色固体，分别用大量二氯甲烷和
去离子水洗涤，干燥后得到白色粉末产物。
用红外光谱仪（ＫＢｒ片）、１　Ｈ　ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６）

和１３Ｃ　ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６）进行表征。取代度ＤＳ＝每
１００个糖基上的脱氧胆酸残基个数。

３．２　ＤＰＮｓ的制备及纯化
取不同取代度ＤＰ溶解于ＤＭＳＯ中，将ＤＭＳＯ溶

液持续缓慢加入到低速搅拌的去离子水中，随着ＤＭ－
ＳＯ的加入，去离子水由无色透明逐渐变成具有蓝色乳
光的均一纳米悬液。将纳米悬液放入透析袋中，使用
去离子水进行透析６ｈ，每隔３０ｍｉｎ更换一次去离子
水。透析结束后，将透析液放入超滤管，在转速１５００ｒ／

ｍｉｎ下，离心１５ｍｉｎ进行超滤浓缩。超滤液冷冻干燥
后得到的白色粉末为最终固体纳米粒子。

３．３　ＤＰＮｓ的表征
ＤＰＮｓ形态以透射电子显微镜观察，粒径大小、粒

径分布用Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ　ＢＩ－９０Ｐｌｕｓ粒径测定仪测定。
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ｚｅｔａ电位仪测定表面电位。

４　结果与讨论

４．１　ＤＰ合成和表征
该衍生物的化学合成过程是一个酯化反应（见图

１）。以ＥＤＣ·ＨＣｌ作脱水剂和偶合剂，ＤＭＡＰ作催化
剂，将脱氧胆酸连接于普鲁兰多糖生成脱氧胆酸改性
普鲁兰多糖衍生物。
以普鲁兰多糖为对照，脱氧胆酸改性普鲁兰多糖

衍生物的红外光谱如图２所示。

图１　脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物合成示意图
Ｆｉｇ　１Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｐｕｌｌｕｌａｎ

图２　普鲁兰多糖及脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物
ＦＩ－ＩＲ图谱
Ｆｉｇ　２ＦＩ－ＩＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｐｕｌｌｕｌａｎ　ａｎｄ　ＤＰ

３４００～３２００ｃｍ－１处宽而强的吸收峰是νＯ—Ｈ，１２００
～１０３０ｃｍ－１处宽大峰是νＣ—Ｏ，这些宽大的钝峰是糖类
特征峰。随着羟基的酰化，νＯ—Ｈ处的宽峰有所减小。

３０００～２８５０ｃｍ－１处出现很强的吸收峰，这是甾环Ｃ—

Ｈ伸缩振动的特点；更具特征的是在１７００ｃｍ－１处出现
一强峰，为羰基伸缩振动峰，说明有酯键形成，即脱氧
胆酸与普鲁兰多糖已发生酯化反应［９］。为进一步确定
衍生物结构，如图３所示，１　Ｈ　ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６）图谱，
普 鲁 兰 多 糖：１　Ｈ　ＮＭＲ δ：２．６０～４．２０（６Ｈ，
Ｈ２，３，４，５，６，６’），４．５４５（１　Ｈ，Ｈ１ａ１，６），５．０４８（１　Ｈ，Ｈ１ａ１，４），

４．２０～５．８（１２Ｈ，ＯＨ）；ＤＰ的１　Ｈ　ＮＭＲδ：３．０～３．９０
（６Ｈ，Ｈ２，３，４，５，６，６’），在０．５～２．１处出现多重峰是脱氧
胆酸残基中甾环特征峰，１．０（Ｃ１０和Ｃ１３上角甲基）［１０］。
研究结果表明脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物已合

成。

４．２　ＤＰＮｓ制备与表征
图４（ａ）粒径分布图显示本文制备的纳米粒子呈

单相分布，粒径在１００～３００ｎｍ左右，随取代度增加粒

径减少。脱氧胆酸取代度的增加，使聚合物上游离的
脱氧胆酸疏水链段增多。聚合物在水相中形成纳米粒
子时，疏水链段相互的疏水作用增强，形成的纳米粒子
粒径就较小。ｚｅｔａ电位测定显示ＤＰＮｓ在去离子水中
的ｚｅｔａ电位为－２０ｍＶ左右（图４（ｂ）），制备过程中加
入聚乙烯醇（ＰＶＡ）则 ＤＰＮｓ的ｚｅｔａ电位增加为－
７ｍＶ。分析原因可能为ＰＶＡ吸附在颗粒表面，使表
面电位趋向中性。

图３　普鲁兰多糖及脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生
物１　Ｈ　ＮＭＲ谱
Ｆｉｇ　３　１　Ｈ　ＮＭＲ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｐｕｌｌｕｌａｎ　ａｎｄ　ＤＰ
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图４　脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物纳米粒子粒径
分布及ｚｅｔａ电位

Ｆｉｇ　４Ｔｙｐｉｃａｌ　ｓｉｚｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｚｅｔａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
图５透射电镜照片显示纳米粒子为圆形，表面光

滑规整，分布均一，粒径小于粒径分析仪测定的结果。
原因在于透射电镜是干态的情况，而粒径分析仪进行
粒径分析的介质是溶液，反映为水合粒径。纳米粒子
在液体环境中会有一定溶胀现象，颗粒外周和其周围
水分子形成一个水合层，粒径较大。

图５　脱氧胆酸改性普鲁兰多糖衍生物纳米粒子粒径
透射电子显微镜照片

Ｆｉｇ　５ＴＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ＤＰＮｓ
４．３　制备条件对纳米粒子形成的影响
本文选用纳米沉淀法制备纳米粒子，由于借助的

是有机相－水相体系内部相变时转换的能量来克服界
面能，所以无需强烈的机械作用［１１］。
选择不同取代度的聚合物（ＤＰ１、ＤＰ２、ＤＰ３取代

度分别为７５．８１、８６、９１．８８）浓度分别是１０、２０、３０和
５０ｍｇ／ｍＬ，有机相为ＤＭＳＯ，水相为去离子水，Ｖ（有机
相）：Ｖ（水相）＝１∶５、１∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５等条
件进行纳米粒子制备。能够制备形成纳米粒子条件及
粒径大小如表１所示，其它条件下则在制备或透析时
出现不同程度絮状沉淀。

表１　制备纳米粒子条件及粒径（ｎｍ）

Ｔａｂｌｅ　１Ｔｈｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｎａｎｏ－
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ｎｍ）

ＤＰ
聚合物浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｖ（有机相）∶Ｖ（水相） 平均粒径

（ｎｍ）

ＤＰ１　 ２０　 １∶２０　 ２６９．７
ＤＰ１　 ２０　 １∶２５　 ２６３．０
ＤＰ２　 １０　 １∶５　 ２７５．１
ＤＰ２　 １０　 １∶１０　 ３５１．１
ＤＰ２　 １０　 １∶１５　 ２６４．１
ＤＰ２　 １０　 １∶２０　 ２９４．０
ＤＰ２　 １０　 １∶２５　 ２９２．０
ＤＰ３　 ２０　 １∶５　 １１９．５
ＤＰ３　 ２０　 １∶１０　 １５５．４
ＤＰ３　 ２０　 １∶１５　 １２２．３
ＤＰ３　 ２０　 １∶２０　 １２６．６
ＤＰ３　 ２０　 １∶２５　 １２０．５
ＤＰ３　 ３０　 １∶１０　 １４０．３
ＤＰ３　 ３０　 １∶１５　 １３０．０
ＤＰ３　 ３０　 １∶２０　 １２８．８
ＤＰ３　 ３０　 １∶２５　 １３８．６

　　本文中，脱氧胆酸改性的普鲁兰多糖衍生物在采
用纳米沉淀法制备纳米粒子过程的重要影响因素是取

代度，高取代度衍生物制备的纳米粒子粒径在１００～
１５０ｎｍ之间。这一结果与我们以前生物素改性普鲁兰
多糖衍生物实验结果一致，取代度增加会使纳米粒子
粒径降低。而研究表明，直径＜２００ｎｍ的运载系统可
避免机体单核细胞和网状内皮系统的非特异性清除

（ＲＥＳ）。
对于ＤＰ３来说，聚合物浓度太大（５０ｍｇ／ｍＬ）时在

ＤＭＳＯ加入水中时就会立即出现沉淀形成，分析原因
为：（１）浓度增加，聚合物在扩散过程中相互作用机会
增大，形成颗粒粒径较大；（２）浓度增加导致有机相黏
度增加，扩散速度降低，增加了聚合物之间作用时间，
形成的颗粒粒径较大［１２］。
而聚合物浓度太小（１０ｍｇ／ｍＬ）时，则在透析时容

易出现沉淀。分析可能原因，进入水相的聚合物浓度
过低，导致形成的纳米粒子粒径会很小，聚集的趋势就
很大，透析时，分散体系改变，由于颗粒的表面效应而
相互聚集，沉淀。
实验结果还表明表面活性剂ＰＶＡ对本文中纳米

粒子的稳定作用不明显，甚至增加纳米粒子粒径，可能
原因是ＰＶＡ吸附于颗粒表面使ｚｅｔａ电位由－２０ｍＶ
变为－７ｍＶ，颗粒之间的电荷排斥作用降低。

５　结　论

通过酯化反应脱氧胆酸与普鲁兰多糖生成脱氧胆

酸改性普鲁兰多糖衍生物，采用简单的纳米沉淀法能
够制备出纳米粒子。平均粒径在１００～３００ｎｍ左右，
其中取代度衍生物制备出纳米粒子多在１００～１５０ｎｍ。
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表面光滑规整，Ｚｅｔａ电位为－２０ｍＶ左右，使用ＰＶＡ
引起表面电荷趋向中性。制备过程中的聚合物浓度、
水相组成等因素对粒径有影响。通过选择制备条件，
可以对ＤＰＮｓ粒径达到控制。
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