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N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的制备、表征与 pH 敏感性 
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摘要：目的  以 pH 敏感的酰胺键为连接臂，制备两亲性壳聚糖衍生物。方法  通过在壳聚糖 2-NH2 上引入疏水辛基和

pH 敏感的酰胺键，制备两亲性壳聚糖接枝共聚物，用 FTIR、1H-NMR 和 13C-NMR 对其结构进行表征，使用 XRD、DSC

对其物理性质进行分析，采用紫外-可见分光光度计和粒径仪评价其 pH 敏感性。结果  合成了 7 种取代度的 N-辛基-N’-(2-

羧基环己甲酰基)-壳聚糖，在 pH 5.0~6.0 内具有 pH 敏感性。结论  合成的 pH 敏感衍生物有望用于智能型药物释放系统，

在体内特定部位(肿瘤、梗塞)或细胞内(内涵体、细胞质)释放包载的难溶性药物。 
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Synthesis, Characterization and pH Sensitivity of N-octyl-N’-(2-carboxyl–cyclohexamethenyl) Chitosan 
 
LI Hongxia1, DONG Xiaoyan1, CHEN Qing1, ZHANG Yewang1, ZHANG Can2(1.School of Pharmacy, Jiangsu 

University, Zhenjiang 212013, China; 2.College of Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China) 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To synthesize a series of amphiphilic chitosan derivatives using pH-sensitive amide as spacer. 
METHODS  The pH-sensitive chitosan graft copolymers with octyl and carboxylbenzoyl groups as hydrophobic and hydrophilic 
moieties were synthesized. The chemical structure of galactosylated chitosan was characterized by FTIR, 1H-NMR and 13C-NMR. 
The physical properties were measured by XRD and DSC. RESULTS  Seven pH-sensitive N-octyl-N’-(2-carboxyl-cyclohexamethenyl) 
chitosan derivatives were synthesized. The micelles formed by N-octyl-N’-(2-carboxyl-cyclohexamethenyl) chitosan were found to 
be highly sensitive to mildly acidic pH and reasonably stable at physiologic pH by UV-visible spectrophotometer. CONCLUSION  
This pH-sensitive polymeric micelle with controlled pH sensitivity may applied in “smart” drug delivery systems for constructing 
pharmaceutical nanocarriers capable of specific release of their cargo at certain pathological sites in the body (tumors, infarcts) or 
intracellular compartments (endosomes, cytoplasm) demonstrating decreased pH.  
KEY WORDS: chitosan; amide; pH-sensitive; polymeric micelles 

 

聚合物胶束是两亲性接枝或嵌段聚合物在水

环境中自组装形成的独特的核-壳结构，能够增溶

难溶性药物，提高药物的生物利用度，并且其纳

米级粒径可避免被巨噬细胞识别和吞噬，通过肿

瘤组织 EPR 效应而增强被动靶向性，减少药物不

良反应[1-4]，被认为是最有前景的抗癌药物传递系

统之一[5]。然而胶束在体循环中提前释药，使靶组

织达不到有效治疗浓度，限制了其在临床中的使

用。为了增加化疗药物在肿瘤组织中的浓度，提

高药物的治疗指数，智能型胶束传递系统已经成

为化疗药物制剂的研究热点[6-8]。pH 敏感型聚合物

胶束作为一种智能型胶束，在正常生理环境中(pH 

7.4)稳定，而在体内响应某个特定的酸碱环境使载

体的性能发生改变，释药增加。利用这一特性可

以实现体内对病灶组织和亚细胞器的靶向给

药  

[9-11]。 

本实验基于肿瘤细胞内涵体和溶酶体的

pH(pH 5~6)要明显低于细胞外 pH，选择 pH 敏感

的酰胺键作为连接臂，设计与合成两亲性的 N-辛

基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖，在水中自组装

形成聚合物胶束，在体循环中稳定，到达肿瘤细

胞的内涵体或溶酶体时响应其酸性环境，载体材

料中酰胺键连接的亲水外层水解，胶束破坏从而

达到细胞内靶向释药，实现肿瘤治疗的有效性和

安全性。本实验合成的目标化合物通过 FTIR、
1H-NMR、13C-NMR 对其结构进行表征，用 XRD、

DSC 分析其物理性质，采用紫外-可见分光光度法

评价其 pH 敏感性。 
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1  试剂与仪器 

壳聚糖(CS，南通双林生物制品有限公司，脱

乙酰度>90%，粘均分子量 70，29 和 5 kDa)；辛醛

(化学纯，国药集团化学试剂有限公司)，六氢苯酐

(分析纯，阿拉丁)。 

FTIR 410 型红外光谱仪(美国 Nicolet 公司)，

KBr压片；AV-300，AV-500核磁共振仪(瑞士 Bruker

公司)；XD-3AX-Ray diffraction meter 粉末 X 射线

衍射仪 (日本岛津公司)，扫描角度为 5°~40°；

DSC204 差热扫描分析仪(德国 NETZSCH 公司)，

升温速率为 20 ℃·min-1；752N 紫外-可见分光光度

计(上海精密科学仪器有限公司)。 

2  方法 

2.1  N-辛基壳聚糖(OC)的制备[11] 

CS(70 kDa，4.0 g，24 mmol)溶于无水甲醇(120 

mL)中，30 ℃水浴中机械搅拌，缓慢滴加辛醛(11.3 

mL，72 mmol)，保温反应8 h，分批加入KBH4(3 g，

56 mmol)，室温还原反应24 h，用1 mol·L1 NaOH

调反应液pH至7，抽滤，用水洗涤(10 mL×2)，甲

醇洗(8 mL4)，烘干，得淡黄色粉末OC 33.8 g。 

根据反应时间不同可制得不同取代度的 OC：

OC-1，OC-2，OC-4 和 OC-5。 

同法分别使用分子量 29，5 kDa 的壳聚糖制备

OC：OC-6 (淡黄色粉末)和 OC-7 (白色粉末)。 

2.2  N-辛基 -N’-(2-羧基环己甲酰基 )-壳聚糖

(OCCC-3)的制备[12] 

OC(OC-3，0.5 g，0.68 mmol)溶于 DMSO 中(25 

mL)，溶胀 2 h。室温搅拌下，向三颈瓶中加入六

氢苯酐(0.6 g，2 mmol)。升温至 80 ℃反应 24 h。

反应液倒入 55 mL 水中，然后冰水浴中用 20% 

NaOH 调反应液 pH 至 10，抽滤，滤液用半透膜(截

流分子量为 10 000)透析 5 d，冻干得到白色絮状固

体 OCCC 30.45 g。 

以不同取代度的 OC 作原料制备得到一系列

N- 辛 基 -N’-(2- 羧 基 环 己 甲 酰 基 )- 壳 聚 糖 ：

OCCC-1(淡黄色絮状固体)；OCCC-2(白色絮状固

体)；OCCC-4(白色絮状固体)；OCCC-5(淡黄色絮

状固体)；OCCC-6(黄色固体)和 OCCC-7(白色絮状

固体)。 

2.3  pH敏感性实验 

配制浓度为 10 mg·mL1 的 N-辛基-N’-(2-羧基

环己甲酰基)-壳聚糖衍生物溶液，取 1 mL 分别滴

加入 8 mL pH=7.4，7.0，6.5，6.0，5.5，5.0，4.5

的磷酸盐缓冲溶液中，用紫外-可见分光光度计测

定 500 nm 处的透光率，用 Zetasizer 3 000 HSA 粒

径电位仪测定空白胶束的粒径。 

3  结果与讨论 

3.1  OC 的制备 

利用 Vario EL III 元素分析仪测定 CS 和 OC 的

C、N、H 元素质量百分数。通过比较 CS 和 OC 的

C、N 摩尔比(C/N)，可以确定辛基的取代度，具体

计算公式为：辛基的取代度=(C/NOCC/NCS)/8。 

表 1  OC 的元素分析和取代度数据 

Tab 1  Elemental analysis and the DS of N-octyl chitosan  

化合物
反应 

时间/h
N/% C/% H/% C/N

辛基取

代度/%

7.15 39.31 8.00 CS 
(70 KDa)

 
7.27 39.32 8.03 

6.36  

6.90 43.42 6.91 
OC-1 2 

6.81 43.87 7.09 
7.43 13.4 

6.39 47.80 8.63 
OC-2 5 

6.44 47.59 8.62 
8.66 28.8 

6.10 48.71 8.57 
OC-3 8 

6.11 48.31 8.82 
9.27 36.4 

6.17 51.40 9.58 
OC-4 36 

6.06 51.42 9.62 
9.80 43.0 

5.90 52.56 9.97 
OC-5 60 

5.70 52.69 10.26 
10.59 52.9 

6.94 38.37 8.14 CS 
(29 KDa)

 
6.88 38.31 8.31 

6.53  

5.13 43.61 9.53 
OC-6 8 

5.08 43.51 9.48 
9.81 41.0 

6.20 34.66 7.42 CS 
(5 KDa)

 
6.22 34.24 7.04 

6.47  

5.27 45.21 8.35 
OC-7 8 

5.38 44.85 8.63 
9.86 42.3 

 

各相关化合物的元素分析数据及根据公式计

算得到 7 个 OC 的辛基取代度见表 1。可看出随着

时间的延长，辛基的取代度随之增大。由于辛基

取代度的大小决定了 pH 敏感亲水基的取代度，影

响材料的水溶性与 pH 敏感性，因此，制备不同辛

基取代度的 OC，以便制备不同亲水基和疏水基比

例的材料，从而选出水溶性与 pH 敏感性最适合的

亲水基和疏水基比例。 

3.2  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖衍生

物的制备与表征 

合成路线如图 1。目的物通过 IR、1H-NMR 和
13C-NMR 进行表征。 
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图 1  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的合成路线 

Fig 1  Synthesis route of the N-octyl-N’-(2-carboxyl-cyclo- 
hexamethenyl) chitosan derivatives 

在OCCC的红外图谱中，1 648 cm1为仲酰胺

的C=O伸缩振动，1 305 cm1为仲酰胺的C-N伸缩

振动峰，3 300~3 400 cm1宽峰为羧酸的OH伸缩振

动峰，2 932和2 860 cm1分别为-CH2-和-CH-的伸

缩振动峰，且吸收度增加。不同分子量的OCCC红

外图谱相似。结果见图2。 

 

 
图 2  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的红外图谱 
aOCCC-8；bOCCC-3；cOCCC-7 

Fig 2  IR spectra of OCCC 
aOCCC-8；bOCCC-3；cOCCC-7 

其 1H-NMR 中 δ 1.4~1.9 出现了新的信号峰，

归属于环己烷上的氢，随着辛基取代度的增加

(OCCC-1 辛基取代度 13.4%，OCCC-3 辛基取代度

36.4%，OCCC-4 辛基取代度 43.0%)，环己烷上氢

的信号强度减弱。3 种分子量的 OCCC 氢谱中，

只是壳聚糖的骨架峰稍有区别。结果见图 3。 

目标物 OCCC-1 的 13C-NMR，δ 57(C2), 62(C6), 

72(C3), 77(C5), 79(C4)和 99(C1)是壳聚糖的碳信

号，新出现的 δ 180 和 163 归属于羰基碳信号，

δ 44，28 和 25 出现的强信号峰归属于环己烷和长

链烷烃的碳。结果见图 4。 

 
图 3  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的核磁共振

氢谱 
aOCCC-8；bOCCC-3；cOCCC-7 

Fig 3  1H-NMR (D2O) spectra of OCCC 
aOCCC-3；bOCCC-7；cOCCC-8 

aOCCC-8；bOCCC-3；cOCCC-7 

 
图 4  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的核磁共振

碳谱 

Fig 4  13C-NMR (D2O) spectra of OCCC-1 

3.3  物理性质研究 

3.3.1  溶解性  通过测定各目的物在水中的溶解

度可知，酰胺化壳聚糖衍生物具有一定的水溶性，

从分子结构来看，辛基和亲水基的引入在一定程

度上破坏了壳聚糖分子内和分子间的氢键作用

力，减弱了结晶度，而且亲水基中的羧基也增强

了其在水中的溶解性。但随着辛基取代度的增加，

亲水基取代度相应减少，影响了壳聚糖衍生物的

水溶性。结果见表 2。所以选择水溶性最好的

OCCC-3 材料作进一步的研究。 

表 2  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖衍生物在水

中的溶解度 

Tab 2  Water-solubility of N-octyl-N-(2-carboxyl-cyclohexame- 
thenyl) chitosan derivatives 

样品 溶解性 

OCCC-1 难溶(≤0.01 g) 

OCCC-2 难溶 

OCCC-3 微溶(0.01~1 g) 

OCCC-4 难溶 

OCCC-5 难溶 

OCCC-6 微溶 

OCCC-7 微溶 
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3.3.2  XRD 和 DSC  从 OC-3 和 OCCC-3 的粉末

X 衍射图中看出，OC 在 2θ 为 12°和 20°处各出现

一个较尖锐的衍射峰，分别属于Ⅰ和Ⅱ结晶带。

改性后的目标物 OCCC-3 位于 2θ=12°的结晶衍射

峰消失，位于 2θ=22°处的衍射峰也明显变弱，变

为较宽的峰。说明引入亲水性取代基后形成氢键

的能力下降，一部分结晶型转变成了无定形。结

果见图 5。 

 
图 5  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的粉末 X 衍

射图 
aOC-3；bOCCC-3 

Fig 5  XRD patterns of OC 
aOC-3；bOCCC-3 

OC 及其衍生物 OCCC 的 DSC 图见图 6。OC

在 85 ℃出现了一个吸热峰，归属于 OC 中含有的

水峰。306 ℃出现的放热峰，属于 OC 的降解峰。

目标物 OCCC 在 80 ℃出现了宽的吸热峰，是由于

失去水和聚多糖结构中的一些小的残基。301 ℃处

的放热峰归属于热降解峰。说明壳聚糖由于氨基上

引入取代基后，结晶能力下降使从有序变得无序。 

 
图 6  N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚糖的差热扫描

分析 
aOC-3；bOCCC-3 

Fig 6  DSC thermograms of OC 
aOC-3；bOCCC-3 

3.3.3  pH 敏感性  本实验期望 OCCC-3 形成的胶

束在体循环中稳定，到达肿瘤细胞的内涵体或溶

酶体时酰胺键连接的亲水外层响应酸性环境

(pH 5.0)水解而断裂，从而快速释放包载的药物。

但是肿瘤组织的 pH(pH 6.3~6.8)也比正常组织

(pH 7.5)低[13]，有可能使酰胺键发生断裂，因此本

研究考察了比较宽范围的 pH 环境(pH 4.5，5.0，

5.5，6.0，6.5，7.0 和 7.4 )。 

不同 pH 缓冲液条件下，OCCC-3 在 pH 5.5 缓

冲溶液中透光率就开始急剧下降，溶液的粒径随

着 pH 的降低而逐渐增大，到 5.5 时明显增加，与

透光率法测定结果一致。结果见图 7。由此实验可

知，OCCC-3 材料具有 pH 敏感性，pH 敏感值为

5.5。不同 pH 环境中 OCCC-3 溶液的外观变化见

图 8。 

 
图 7  pH 环境中 OCCC-3 溶液的透光率与粒径变化(n=3)  

Fig 7  Changes of the transmittance, particle size of 
OCCC-3 blank micelle as a function of pH (n=3) 

 
图 8  pH 环境中 OCCC-3 溶液的外观 

Fig 8  Blank micelle of OCCC-3 at different pHs 

通过醋酸调节 OCCC-3 溶液的 pH 至 4，分离

得到水解小分子，通过核磁确证为环己二甲酸[1H 

NMR (d6-DMSO): δ 12.10 (s, 2H, COOH), 2.66 (m, 
2H), 1.89-1.83 (m, 2H), 1.68-1.64 (m, 2H), 1.35 (m, 

4H)]。 

4  结论 

本实验成功合成了两亲性 pH 敏感的壳聚糖

接枝共聚物 N-辛基-N’-(2-羧基环己甲酰基)-壳聚
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糖，并通过 IR、1H-NMR、13C-NMR 对其结构进

行了表征，使用 XRD、DSC 对其物理性质进行了

分析，采用浊度法评价了其 pH 敏感性。合成的目

的物有望作为新型的 pH 敏感性聚合物胶束材料

增溶难溶性药物。 
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