两亲性胆固醇接枝海藻酸钠衍生物的        溶液聚集行为研究
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摘要   海藻酸钠具有较好的生物相容性和生物可降解性, 胆固醇来源于动物体内, 因而具有非常好的生物亲和性, 并且其刚性环状结构使其分子表现出较强的疏水性.本工作将采用DCC偶联法室温下合成新型两亲性胆固醇接枝海藻酸钠衍生, 用作药物缓释载体材料. 通过FTIR、1H NMR法定性和定量地表征其结构, 荧光光谱法和动态光散射法研究其胶束化行为,并用透射电镜观察胶束的形貌.
关键词    海藻酸钠  胆固醇  两亲性  胶束化行为
近年来,两亲性多糖衍生物的研究(Amphiphilic Polysaccharide Derivatives)不断受到人们的关注,尤其是梳形两亲性多糖衍生物,  其结构通常为亲水性多糖为主链、疏水基团为侧链（图Ⅰ）.
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两亲性多糖衍生物通过分子内和分子间的弱相互作用,  如亲脂-疏水作用、氢键、范德华力等,  能够形成热力学稳定的胶束,  所以,  梳形两亲性多糖衍生物的研究近几年倍受关注,  在医药、生物制剂等行业具有广阔的应用前景. 它们在溶液中的浓度低于临界聚集浓度(Critical Aggregation Concentration.  CAC)时是生物高分子表面活性剂[1];  当浓度高于CAC时,  则自组装形成纳米级胶束,  包埋疏水性药物小分子,  用于体内药物缓时释放及靶向定位;  或与亲水性多肽、蛋白质大分子形成稳定的络合物纳米胶束,  防止蛋白质分子在水中沉淀(图Ⅱ所示)[2]. 
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图Ⅱ 两亲性多糖衍生物的自聚集过程

海藻酸钠具有良好的生物亲和性和生物可降解性,  目前许多工作仅局限研究海藻酸钠(钙)形成的凝胶的结构、物理化学性质及其在生物医药高分子领域的应用[3],  而有关合成两亲性海藻

酸钠衍生物并研究其胶束化行为的报道很少. 本工作将在海藻酸钠中的羧基官能团上接枝胆固醇(cholesterol),  合成新型两亲性胆固醇接枝海藻酸钠衍生(CSAD), 其结构如图Ⅲ所示. 
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图Ⅲ 两亲性含胆固醇基海藻酸钠衍生物的结构示意图
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海藻酸钠(Sodium Alginate)是由α-L-古洛糖醛酸钠(a-L-guluronate,  简称G)和β-D-甘露糖醛酸钠(β-D-mannuronate,  简称M)1、4连接的长链线性多糖[4],  分子式为(C6H7O6Na)n,  海藻酸钠的结构式如图Ⅳ所示. 其化学组成及M和G的序列取决于样品提取的来源. 

G    　　   G           　        M                  M

胆甾醇是从胆石中发现的固体状醇,  故又称胆固醇,  是存在于人体中的天然物质,  是动物细胞的重要组成部分,  其刚性骨架及其疏水性使其具有聚集成三维结构的能力,  可以调节磷脂双层膜的结构及动力学特点[5]. 

胆固醇的结构如图Ⅴ所示,  其结构特点是C-3上有一个β-构型的羟基,  在体内胆甾族C-3上-OH常与脂肪酸结合成胆甾醇脂,  C-5和C-6之间有一个内环双键,  C-17上有一个含8个碳原子的烃基侧链,  具有较强的疏水性, 其生物亲和性非常好. 
[image: image3.emf]
图Ⅴ 胆固醇的结构

1  实验
1. 1  材料
海藻酸钠,  CP, 上海国药集团化学试剂有限公司,  经乙醇纯化两次;  胆固醇CP,  广州器化医疗设备有限公司；对甲苯磺酸(pTSA), AR,  汕头市光华化学厂,  使用前须在65℃下真空干燥5min除水;  N, N’-二环己烷碳二亚胺(DCC),  Acros;  4-(N, N’-二甲胺基)吡啶 (DMAP), 湖南海利新技术有限公司;  二甲基甲酰胺(DMF)、 甲酰胺(FA) 经减压蒸馏除水,  CHCL3经常压蒸馏除水. 其它试剂均为分析纯.
1. 2  胆固醇接枝海藻酸衍生物的合成
将1. 0g 海藻酸钠分散于18ml DMF和20ml FA混合溶液中,  将反应体系加热至50～60℃,  加入0. 3245g无水pTSA,  搅拌下反应30分钟,  使海藻酸钠部分活化成海藻酸溶液. 停止加热,  将0. 3740g胆固醇室温下溶于2ml三氯甲烷,  搅拌下加入反应液中. 再加入0. 0113g DMAP和0. 2275g DCC,  室温(约30～40℃)反应24小时. 将反应体系加热到40～50℃,  边搅拌边滴加200ml乙醇(3～5倍反应液体积),  热乙醇将未反应的胆固醇溶解,  纯化产品,  同时沉淀出胆固醇/海藻酸衍生物,  过滤收集絮状沉淀,  于40℃真空干燥24h. 

1. 3  胆固醇接枝海藻酸衍生物化成CSAD

将产物胆固醇/海藻酸衍生物搅拌溶胀于蒸馏水(2g/100mL)2小时,  缓慢滴加1. 5%Na2CO3溶液调至pH=7. 搅拌下滴加3～5倍体积的无水乙醇沉淀出CSAD,  40℃真空干燥24h得膜状固体产物CSAD,  产率约20%. 

1. 4  FTIR法

仪器:   Nicolet/Nexus 670红外光谱仪. 

 KBr压片法制样,  扫描次数为32次,  分辨率为4cm-1.
1. 5  1H NMR法
使用Mercury－Plus 300型超导核磁共振仪(美国 VARIAN). 检测器探　头:5mm脉冲场, 分辨率:0. 05 Hz (双通道),  灵敏度:1H 灵敏度≥150:1 (0. 1%EB),  共振频率300MHz. 

以D2O为溶剂溶解海藻酸钠和CSAD 于5mm核磁管中, 在75oC变温下测定.    

以CDCl3为溶剂溶解胆固醇于5mm核磁管中,  常温下测定,  TMS为内标. 

1. 6  荧光光谱法
CAC用荧光分光光度计测定,  型号为RF-5301PC,  日本岛津公司生产. 控制与分析的软件:   RF-530XPC. 

实验条件:   激发光:   波长为330nm,  狭缝宽度(EX)为10nm;  发射光:   波长范围为350-500nm,  狭缝宽度(EM)为3nm. 探针为芘. 

以0. 15M NaCl溶液的芘饱和溶液为溶剂,  配制一系列浓度的海藻酸钠溶液和CSAD溶液,  再以1. 5M NaCl溶液的芘饱和溶液为溶剂,  配制一系列浓度的CSAD溶液. 

用荧光分光光度计测定以上三种溶液的荧光发射光谱,  用I1/I3对浓度C作图,  曲线的拐点即为海藻酸钠和CSAD的临界胶束浓度CAC. 

1. 7  动态光散射法
胶束粒径、粒径分布的测定用动态光散射法（DLS）.美国产Brooken Haven BI-200SM型动/静态激光光散射仪,  测定角度为900,  波长532nm,  温度为25℃. 样品瓶须做除尘处理,  样品溶液须经0. 22µm过滤器过滤除尘,  CSAD浓度为1. 17mg/ml,  溶剂为0. 15M NaCL水溶液. 

1. 8  透射电镜
使用日本电子株式会社JEM-2010HR型透射电镜(TEM),  加速电压为 200Kv. 用2%(w/w)的磷钨酸负染. CSAD样品浓度为1. 17mg/ml,  溶剂为0. 15M NaCl溶液. 

1. 9  激光粒度分析法
作为比较,  本论文使用MasterSizer 2000型激光粒度分析仪对原料海藻酸钠的粒度大小及分布加以研究. 海藻酸钠浓度为4. 0mg/ml. 采用湿法测量在0. 15M NaCl水溶液中海藻酸钠形成的胶束粒度大小及其分布. 

2  结果讨论

2. 1  CSAD的合成
-COOH与-OH之间的酯化反应可以通过偶联剂DCC在催化剂DMAP的作用下室温进行. 本工作先将海藻酸钠上的部分-COO-Na+质子化为-COOH,  然后与胆固醇上的-OH发生酯化反应,  合成两亲性CSAD,  其反应过程如图Ⅵ所示. 
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图Ⅵ 胆固醇/海藻钠衍生物的合成路线

CSAD产品外观性状为淡黄色半透明膜状,  较难磨碎,  溶于水,  不溶于乙醇、甲醇等,  水溶液黏度较大，产率约为20%. 

2. 2  FTIR分析
参比海藻酸钠(Ref-海藻酸钠)、胆固醇以及CSAD的红外光谱图如图Ⅶ.
从图中CSAD在1733cm-1处的吸收峰表明CSAD中存在着酯键,  该峰为酯基中的C=O伸缩振动峰,  由此可以推出海藻酸钠上的-COOH与胆固醇上的-OH发生了酯化反应. 


[image: image7.wmf]       [image: image8.emf]a

b

7 6 5 4 3 2 1

7 6 5 4 3 2 1

δ

/ ppm

a

b

7 6 5 4 3 2 1

7 6 5 4 3 2 1

7 6 5 4 3 2 1 7 6 5 4 3 2 1 7 6 5 4 3 2 1

7 6 5 4 3 2 1 7 6 5 4 3 2 1

δ

/ ppm



[image: image9.wmf]3500

3000

2500

2000

1500

1000

Wavenumber (cm

-1

)

       
[image: image10.wmf]7

6

5

4

3

2

1

0



ppm



[image: image11.wmf]3500

3000

2500

2000

1500

1000

Wavenumber / cm

-1

 

图Ⅶ CSAD、胆固醇以及参比海藻酸钠的IR图    图Ⅷ CSAD、参比海藻酸钠和胆固醇的1H NMR图

2. 3  1H NMR波谱分析
参比海藻酸钠、胆固醇和CSAD的1H NMR波谱如图Ⅷ:   

在CSAD的1H NMR谱图中出现了化学位移为1. 0-2. 5ppm的宽峰, 由胆固醇的其中43个质子信号峰出现在化学位移0. 6-2. 4ppm之间可推断,  这两个宽峰分别为胆固醇上43个质子的共振峰. CSAD的1H NMR进一步说明了海藻酸钠上已经接枝了胆固醇. 

CSAD的胆固醇接枝率(DSchol)定义为平均每个葡萄糖单元上胆固醇基的数目:    

DSchol ＝ Nchol / NG(M)                              (1)
                 Nchol-H / NG(M)-H ＝ Ichol-H / I G(M)-H                          (2) 
               由Nchol-H=43Nchol和N G(M)-H＝5 N G(M)                        (3)
                得DSchol ＝(5/43)[Ichol-H / I G(M)-H]                           (4)

本工作中,  计算得CSAD的DSchol=0. 03, 即100个葡萄糖单元上接枝了3个胆固醇. 

2. 4  荧光光度法测定CAC

CAC是两亲性聚合物聚集形成胶束的最小浓度,  它是聚合物胶束一个重要的热力学参数,  通常用其来衡量聚合物胶束的稳定性[6, 7]. 
本工作中我们采用荧光芘探针法研究了CSAD形成胶束的稳定性. 一般地,  临界胶束浓度越低,  表明其稳定性越好. 芘的荧光光谱中存在五个发射光谱峰,  第1个峰λ1 =372nm,  强度在极性环境中呈现较大的增强;  第3个峰λ3 =383nm,  强度在非极性环境中较强,  在不同条件下变化不大. 所以,  第一个峰的发射强度与第三个峰的发射强度的比值(I1/I3)可作为测定环境极性的一个重要标志. 
CSAD在饱和pyrene / Nacl水溶液中形成胶束的CAC由图Ⅸ、Ⅹ所示I1/I3~C关系曲线的切线交点求出. 原料海藻酸钠在饱和pyrene / Nacl水溶液中形成胶束的CAC由图Ⅺ所示I1/I3~C关系曲线的切线交点求出. 比较图Ⅸ、Ⅹ和Ⅺ发现,  海藻酸钠原料的CAC值(3. 1 mg/ml)远远高于胆固醇接枝改性的两亲多糖CSAD的 (在0. 15M NaCl和1. 5M NaCl溶液中分别为0. 35mg/ml和0. 21 mg/ml). 说明CSAD在水溶液中更易形成稳定的胶束. 
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图Ⅸ CSAD在0. 15M          图Ⅹ CSAD在1. 5M         图Ⅺ  海藻酸钠在0. 15M

NaCl水溶液中的CAC          Nacl水溶液中的CAC         Nacl水溶液中的CAC

通过图Ⅸ和图Ⅹ不同盐浓度下CSAD的CAC大小的比较,  我们可以得出: 随着盐浓度的增加,  CSAD的CAC有较明显的下降,  说明CSAD胶束在较高盐浓度中稳定性更好,  这是因为CSAD为两亲聚电解质,  在盐溶液中有聚电解质效应. 

2. 5  CSAD形成胶束的粒径大小及其分布
用动态光散射法测定了在CSAD在0. 15M NaCl溶液中胶束的粒径和粒径分布,  如图Ⅻ,  粒径大小用流体力学直径(DH)或流体力学半径(RH)表示. 由DLS测得CSAD自聚体在0. 15M NaCl水溶液中的流体力学直径(DH)为135. 8nm,  多分散系数为0. 329. 作为对比,  本工作还在0. 15M NaCl水溶液中研究海藻酸钠原料的粒度大小及分布. 图XIII为海藻酸钠自聚体在0. 15M NaCl中的粒度大小分布. 
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图Ⅻ CSAD自聚体的流体力学直径(DH)分布  图XIII 海藻酸钠自聚体的粒度大小分布

由激光粒度分析法测得海藻酸钠自聚体的粒径为31µm,  比CSAD自聚体的粒径135. 8nm大得多. 可见,  CSAD比原料海藻酸钠在水溶液中更易形成稳定纳米级的自聚体. CSAD的稳定性来源于接枝胆固醇之间的分子内以及分子间的疏水相互作用,  取决于电解质溶液的类型. 

2. 6  CSAD胶束形貌观察
图XIV为CSAD在0. 15M NaCl水溶液中形成胶束后观察到的透射电镜照片,  形象又直观地说明CSAD在0. 15M NaCl溶液中确实自组装形成了粒径大小不一的椭球型胶束. 
[image: image17.emf]
图6 CSAD的TEM图

3 结论
室温下合成两亲性胆固醇接枝海藻酸钠衍生物, 通过红外光谱和核磁共振氢谱表征已证实其结构,  计算得胆固醇基的接枝率为0. 03;  荧光光度法测定CSAD的临界胶束浓度,  说明CSAD在水溶液中能形成纳米胶束,  且随盐浓度增加,  CAC减小,  形成的胶束更稳定;  通过动态光散射测得CSAD在0. 15MNaCl水溶液中形成的胶束粒径为: 135. 8nm,  海藻酸钠则为31µm ;  透射电镜观察到CSAD胶束为椭球状,  大小在100-200nm之间. 
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Characterization of Self-Assembly Behavior of Amphiphilic Cholesteryl-Grafted Alginate Sodium in Aqueous Solution
Zhang Bifang , Yang Liqun*
(School of Chemistry and Chemical Engineering, Sun Yat-sen University, Guangzhou, 510275)

Abstract  In this work,the amphiphilic cholesterol grafted alginate sodium derivative (CSAD) was first synthesized at room temperature with DCC as a coupling agent and DMAP as a catalyst. The esterification between alginate sodium and cholesteral was proved by FTIR and degree of substitution was calculated by 1H NMR spectroscopy. The micelle behavior in NaCl aqueous solution was characterized by fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering (DLS) and TEM.

Keywords   Alginate sodium  Cholesterol   amphiphilic  CSAD  Micelle behavior
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图Ⅰ 梳形两亲性多糖衍生物的结构示意图





图Ⅳ海藻酸钠的结构
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