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基因载体 ΠΕΓ化壳聚糖的制备及其表征
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摘要 }目的  用亲水性的聚乙二醇对壳聚糖进行改性 o制备适用于基因转染的非病毒类载体 ∀方法  合成步骤共分三步 ∀首

先通过有机合成 o将甲氧基聚乙二醇k°°∞�l的羟基末端依次活化成为羧基和琥珀酰亚胺端基 o形成 °°∞�2≤ � � � 活化物和

°°∞�2≤ � ��≥∏活化物 ~然后将亲水性的 °°∞�2≤ � ��≥∏活化物接枝到壳聚糖的氨基侧链上 o得到改性了的壳聚糖2聚乙二

醇接枝产物 o应用波谱技术 ƒ ×�� ot �2�� � otv≤2�� � 对中间产物和最终产物进行了表征 ∀结果  在 ƒ ×�� 谱图上基本找到

°°∞�2≤ � � � o°°∞�2≤ � ��≥∏的特征峰 ~t �2�� � 再一次确认 °°∞�2≤ � ��≥∏的合成 ~tv ≤2�� � 确认了壳聚糖2聚乙二醇接

枝产物的存在 ∀结论  °°∞�2≤ � ��≥∏活化物通过接枝反应对壳聚糖进行改性 o得到了 °∞�化壳聚糖 ∀

关键词 }聚乙二醇活化物 ~壳聚糖 ~基因载体 ~制备 ~表征
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  基因治疗作为一个崭新的治疗手段受到人们极大的关

注 ∀而将基因导入体内必须借助于载体 o其中非病毒载体因

其安全性而备受关注≈t  ∀而非病毒类载体中的阳离子聚合

物因其更稳定 o能大规模生产而受到重视 ∀

壳聚糖是唯一天然存在的 !阳离子的 !可生物降解多糖 o

具有无毒 !相容性 !低免疫排斥性 ∀但是 o由于壳聚糖分子间

氢键的存在 o使它不溶于一般的有机溶剂和水≈u  ∀为了改进

其溶解性 o抑制其作为载体时被 � °≥系统的识别 o可通过接

枝的方法将亲水的聚乙二醇链段引入壳聚糖链段中 ∀本实

验报道了基因载体 ) ) ) 壳聚糖2聚乙二醇的合成和表征 ∀

1  试剂和主要仪器

1 q1  试剂

聚乙二醇 xsssk� §̄µ¬¦« ≤«̈ °¬¦¤̄ ≤²°³¤±¼ o�±¦l ~壳聚糖

k̄ ²º °²̄ ¦̈∏̄¤µº ¬̈ª«·o� §̄µ¬¦« ≤«̈ °¬¦¤̄ ≤²°³¤±¼ o�±¦l ~�2羟
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基琥珀酰亚胺k ���≥∏l≈中国医药k集团l上海化学试剂公

司  ~琥珀酸酐k分析纯 江苏巨山市年沙助剂厂l ~Ν , Ν. 2二

环己基碳二亚胺k⁄≤≤lk上海松江茶花胶黏剂厂l ~透析袋

k膜截留分子量 � • ≤ � � vxss otssss o� µ̈°¤±¼l ~吡啶 !苯 !

正己烷 !氢氧化钠 !乙醚等其他化学试剂均为分析纯 ∀

1 q2  主要仪器

红外分光光度计k≥«¬°¤§½∏��2wys o�¤³¤±l ~核磁共振仪

k� ∂ ��≤∞ ⁄� ÷xssl ∀

2  方法

2 q1  °°∞�2≤ � � � 的合成

  称取 tssªous°°²̄r� °°∞�xk分子量为 xsssl o放入圆

底烧瓶中 o用 xss°�吡啶溶解 o再加入琥珀酸酐 kwªo

ws°°²̄r�l o反应后 o蒸去大部分吡啶 o所得固体用双蒸水透

析提纯 o去除 °°∞�及其未反应完全的反应物 ∀然后将透析

所得物质冷冻干燥即得产物 °°∞�2≤ � � � kvz quvªovy q

x h l ∀

2 q2  °°∞�2≤ � ��≥∏的合成

  称取 °°∞�2≤ � � �kxªot°°²̄l置于磨口锥形瓶内 o加入

乙腈 tss°�o溶解后加入 �2羟基琥珀酰亚胺 o室温搅拌过

夜 o得到乳白色混浊液 o过滤除去沉淀物 o滤液所得残渣用乙

醚洗涤 o干燥 ∀

2 q3  壳聚糖2聚乙二醇的合成

将称取的壳聚糖用适量醋酸溶液溶解后 o加入 °°∞�2

≤ � ��≥∏o使 °°∞�2≤ � ��≥∏的摩尔数是壳聚糖上氨基摩尔

数的 ws h ∀反应后 o将所得产物倒入透析袋 k � • ≤ � �

tssssl内透析 o冷冻干燥 ∀干燥器内保存 ∀

2 q4  产物的表征

产物的红外谱图在 �� ��∞� ∂ ∞≤ × � � uu 上以 ��µ压

片法或溶液涂膜法测得 ∀产物的核磁共振谱图根据溶解性

的不同采用 ≤⁄≤ v̄ o氘代 ⁄� ≥� 作为溶剂在 � ∂ ��≤∞

⁄� ÷xss上测得 ∀

°∞�化壳聚糖的接枝率测定 }在 u qv步骤中 o壳聚糖的

投料量为 • s o其中2��u2的摩尔数为 �s o反应后得到的 °∞�

化壳聚糖为 • χ ok • χ2 • sl为接枝上去的 °∞�部分 o�t为这

部分接枝上去的 °∞�的摩尔数 o接枝率为 �tr �s ∀

3  结果与讨论

3 q1  °°∞�2≤ � � � 的表征

得到的 °°∞�2≤ � � � 以 ��µ压片进行红外分析 o从谱

可知 o除了具有 °°∞� 的特征峰 kvwss¦°p t o宽峰 o羟基 ~

u|ss ¦°p t饱和碳 ≤2� ~ tyxs ¦°p t o钝峰 o羰基 ottts ¦°p t

k≤ �u �≤ �ul ∀l外 o还有如下特征峰 }tzv{ ¦°p tk≤ � � o尖峰 o

羰基l ∀反映出 °°∞�2≤ � � � 的结构特征 o说明 °°∞�的另

一端已接上琥珀酸酐并末端羧酸化 ∀

3 q2  °°∞�2≤ � ��≥∏的表征

得到的 °°∞�2≤ � ��≥∏红外谱表明了 o产物 °°∞�2

≤ � ��≥∏除了具有 °°∞�2≤ � � � 的特征峰外 o还可见以下特

征峰 }tzws ¦°p tk≤ � � o羰基l otz{s ¦°p t ot{tu ¦°p tk琥珀

酰亚胺l o可以初步说明接上了活化基团琥珀酰亚胺 ∀而以

≤⁄≤ v̄为溶剂对 °°∞�2≤ � ��≥∏所做的核磁共振谱图ktv≤2

�� � l表明 o∆uy qwz ∗ ux qszk2��≥∏环上的2≤ �u≤ �u2l ovv q||

k接上去的酸酐部分的2≤ �u≤ �u2lw| qv|k °°∞� 头上的甲

基l ~zu qtu ∗ y| qtsk °°∞�中的重复单元2≤ �u≤ �u �2l ~tyz q

{vk2��≥∏环上的羰基l ~ty| qsw !tyz q{vk接上去的酸酐部分

的羰基l ∀从中大致可以找到产物各个基团的对应峰 o说明

接上了活化基团琥珀酰亚胺 ∀

3 q3  壳聚糖2聚乙二醇共聚物的表征

得到的 °°∞�2≤ �2k��2≤«¬·²¶¤±l以 ��µ压片进行红外

分析 ∀为了比较 o将 � °̈∞�2≤ � ��≥∏和 ≤«¬·²¶¤±按 tsΒt !uΒ

t !tΒts 的比例混合 o也进行红外分析 ∀通过比较可知 o在

°°∞�2≤ � ��2≤«¬·²¶¤±的红外谱图中 tz{s ¦°p t ot{tu ¦°p t

k琥珀酰亚胺l的峰消失 ∀由于接上去酸酐部分的羰基部分

所占的比例减少 otzws ¦°p tk≤ � � o羰基l峰较小 o而在 tyxs

∗ tzss 处出现了壳聚糖的酰胺基特征峰 tyyu¦°p t !

tx{y¦°p t ∀此产物既有壳聚糖的特征峰 o又有聚乙二醇的特

征峰 ∀而且是经过透析的壳聚糖2聚乙二醇的接枝产物 o而

非混合物 ∀

以 ⁄� ≥� 为溶剂的 °°∞�2≤ � ��2≤«¬·²¶¤±核磁共振谱

图表明 } t �2�� � ∆v quwk °°∞� 头上的甲基l ~v quw ∗ v qy{

k°°∞�中的重复单元2≤ �u≤ �u �l ~x qxxk壳聚糖环上氧旁 Α

位碳上的氢l ~{ qvk壳聚糖环上的酰胺基的 �l ∀

按照 u qw中测定 °∞�化壳聚糖接枝率方法 o测得 °∞�

化壳聚糖的接枝率为 ty qzt h k°²̄r°²̄l o也就是说壳聚糖主

链上的氨基中 o有 ty qzt h接枝上了 °∞� ∀
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从以上的图谱分析表明 o°°∞�已被接枝到 ≤«¬·²¶¤±的

氨基上 ∀
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