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光响应和光交联型多糖基水凝胶的研究

摘 要

近年来，环境敏感性聚合物水凝胶的设计合成与应用研究十分活跃，尤其以

光敏感性聚合物水凝胶的研究最受人们瞩目。由于光源安全、清洁、易于使用和

控制，与其它环境敏感性聚合物水凝胶相比，光敏感性聚合物水凝胶在化学传感

器、记忆元件开关、药物控释、固定化酶、组织工程等领域具有更广阔的应用前

景。

多糖来源广泛，具有优良的生物相容性、生物可降解性和无毒性，被认为是

一种非常理想的生物医药材料。本论文以天然多糖为基本原料，设计合成了光响

应型聚合物水凝胶及光交联型聚合物水凝胶，对所得水凝胶的溶胀性能、力学性

能、光响应行为以及在药物控释等方面的应用进行了探索研究。

本工作的主要创新包括以下几点：(1)以葡聚糖为基本原料，合成了具有pH

及光响应的水凝胶，并将其用作药物控释载体，同时利用紫外光照调控药物释放

速率。(2)合成了偶氮苯改性的两亲性支链淀粉接枝物，利用其在水溶液中的疏

水缔合交联作用得到可对疏水药物进行包埋和光控释放的新型纳米水凝胶。(3)

首次将4．硝基肉桂酸化学偶联到羧甲基壳聚糖大分子链上，在无J'b力n光引发剂的

条件下，利用肉桂酸基团在365 am紫外光照下的光二聚反应，制备光交联型羧

甲基壳聚糖基水凝胶。(4)首次合成了4．硝基肉桂酸改性的支链淀粉衍生物，在

无外加光引发剂条件下，采用光交联方法对蛋白类生物大分子(如溶菌酶)实现了

原位包埋，经原位光包埋后的溶菌酶可有效地保持其二级构象及生物活性。

本论文主要研究内容和结论概括如下：

(1)光及pH响应型葡聚糖基水凝胶的研究

以二甲基亚砜为溶剂、偶氮二异丁腈为引发剂，将甲基丙烯酸缩水甘油酯改

性的葡聚糖与偶氮单体4．(4’．丙烯酰氧基苯基偶氮)苯甲酸自由基共聚交联，合成

了具有光及pH响应性的葡聚糖基水凝胶。红外光谱和核磁共振氢谱证实了合成

单体及水凝胶的结构，并通过元素分析确定了凝胶中偶氮苯含量。通过溶胀实验，

发现所得水凝胶的平衡溶胀度随介质pH值增大以及凝胶中偶氮含量降低而增

大，扫描电镜分析证实偶氮含量高的凝胶具有更致密的网络结构。以维生素B12

为模型药物，研究了载药水凝胶在不同pH及紫外光照下的药物释放行为。通过

体外药物释放实验，发现随凝胶中偶氮含量增加，药物释放速率及累积释放量均
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减小；不同偶氮含量的载药凝胶在pH 7．4缓冲溶液中的药物释放速率均高于在

pH 2．2缓冲溶液中的药物释放速率，说明该类水凝胶材料具有pH响应的药物释

放行为；且在pH 7．4的缓冲溶液中，当用波长为365 nln的紫外光照射时，水凝

胶的释药速率以及最终药物释放量均高于未光照的水凝胶，因此可利用紫外光照

调控药物的释放速率。

(2)光响应型支链淀粉基纳米水凝胶的研究

合成了含偶氮苯疏水侧链的两亲性支链淀粉接枝物(Amy．Azo)，利用

Amy—Azo在水溶液中的疏水缔合交联作用，得到光响应型支链淀粉基纳米水凝

胶。通过激光粒度分析和透射电镜测定紫外光照前后Amy．Azo纳米水凝胶的粒

径，发现经365 nin的紫外光照射后，Amy-Azo纳米水凝胶的粒径增大，且其粒

径随Amy-Azo中偶氮苯基团取代度增大而减小。用芘做荧光探针确定了

Amy．Azo在水溶液中的临界胶束浓度，并利用紫外可见光谱研究了Amy．Azo在

H20／DMSO溶液中的疏水聚集过程，发现偶氮生色团的反顺异构化程度和异构

化速率均随混合溶液中水含量增加而减小。以吲哚美辛为模型药物，研究了所形

成的纳米水凝胶对药物的负载能力，发现偶氮苯取代度大的Amy．Azo所形成的

纳米水凝胶具有较高的药物负载率和负载效率。体外释放实验表明，随Amy-Azo

中偶氮苯基团取代度增大，载药纳米水凝胶的药物释放速率及累积释放量减小；

当用波长为365 nm的紫外光照射时，载药纳米水凝胶的释放速率以及最终药物

释放量均高于未光照的纳米水凝胶，因此可通过紫外光照来调控纳米水凝胶的药

物释放速率。

(3)光交联型壳聚糖基水凝胶的研究

首先合成了水溶性的羧甲基壳聚糖，再通过4．硝基肉桂酸活化酯与羧甲基壳

聚糖上的氨基反应得到可光交联的羧甲基壳聚糖衍生物(CMCS．NC)：利用

CMCS．NC中肉桂酸酯基在365 nin紫外光照下的光二聚反应，制备光交联型羧

甲基壳聚糖基水凝胶。研究了紫外光照时间和CMCS—NC中肉桂酸酯基取代度

对所得水凝胶溶胀性能、力学性能及生物降解性的影响，发现随光照时间

延长和CMCS-NC中肉桂酸酯基取代度增大，所得水凝胶的平衡溶胀度和生

物降解速率减小，而力学强度增加。以抗肿瘤药物盐酸阿霉素为模型药物，在

无外加光引发剂的条件下，研究了该类水凝胶对盐酸阿霉素的原位包埋与体外药

物释放行为，结果发现药物释放速率随肉桂酸酯基取代度增大而下降；当在释放

介质中加入4 mg／mL溶菌酶时，由于溶菌酶对凝胶骨架的降解作用，水凝胶的

释药速率．以及最终累积释药量均明显增加。
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(4)光交联型支链淀粉基水凝胶的研究

基于侧链含4．硝基肉桂酸支链淀粉衍生物(Amy．NC)的合成，在无外加光

引发剂的条件下制备光交联型支链淀粉基水凝胶。通过紫外可见光谱研究了

Amy．NC中硝基肉桂酸酯基的光二聚反应过程，发现紫外光照1800 S后其

交联度为38％。研究了紫外光照时间和Amy．NC溶液浓度对所得水凝胶溶

胀性能、力学性能及生物降解性的影响，发现随光照时间延长和Amy．NC

溶液浓度增大，所得水凝胶的平衡溶胀度和生物降解速率减小，而力学强度

增加。通过流变数据和分形模型，发现该水凝胶体系具有分形特征，凝胶形成

的驱动力是分子间和分子内两种作用力等同贡献，属于过渡型凝胶。以溶菌酶为

蛋白类生物大分子模型药物，在无外加光引发剂的条件下，研究了该类光交联水

凝胶对溶菌酶的原位包埋与控制释放。通过体外药物释放实验，发现该类水凝胶

对溶菌酶均有一定的缓释效果，且随光照时间延长及Amy．NC溶液浓度增大，

溶茵酶的释放速率与最终累积释放量均减小。通过Peppas方程对释放曲线进行

线性拟合，其甩值均在0．45左右，说明溶菌酶的释放机制属于Fickian扩散。通

过圆二色谱法研究了释放液中溶菌酶的二级构象，发现经原位光包埋后的溶菌酶

可有效地保持其二级构象。通过微球菌的溶菌实验测定溶菌酶的生物活性，发现

药物释放48 h后溶液中溶菌酶的相对活性在83％以上，说明经原位光包埋后的

溶菌酶仍具有良好的生物活性。

关键词：多糖，光响应，光交联，水凝胶，药物控释载体
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Studie：on photoresponsive and photocrosslinkeddies0n i ce an ohotocrosslinkedDnotoreSD0nS

hydrogeis based on polysaccharides

Abstract

In recent years，environment-sensitive hydrogels have been widely investigated．

Among them,light as an external stimulus to control structure and volume of the

hydrogels has received increasing attention．Since the堍ht is readily available，

inexpensive，safe，clean and easily manipulated，light—sensitive hydrogels may possess

special advantages over others and have been used in diverse applications，such as

chemical valves，shape memory switches，drug delivery，immobilization of enzymes，

and tissue engineering．

Polysaccharides are an important class of natural polymers with good

biocompatibility,biodegradability and low toxicity．As a result，they are widely used

as functional materials in medical and pharmaceutical applications．In this work,

photoresponsive and photocrosslinked hydrogels based on polysaccharides have been

designed and synthesized．Moreover,their properties such as swelling，mechanical

strength,photoresponse and drug release were investigated．

The innovative points in this work are as follows．(1)Photo—and pH-responsive

hydrogels based on azobenzene-containing dextran derivatives were prepared as a

new carrier for controlled drug release．The release rate of drug could be modulated

by 365 nnl UV irradiation．(2)Azobenzene—modified amphiphilic amylopectin

derivatives were synthesized and could self-aggregate into the nanogels by the

hydrophobic association interactions of incorporated azobenz2ne groups for

controlled drug release．(3)A novel water-soluble chitosan derivative having a

nitrocinnamate moiety Was synthesized and characterized．Different舶m the

photocrosslinkable polysaccharide derivatives reported previously in the literature，

this modified polysaccharide has an unique photogelation ability in the absence of

potentially toxic photoinitiator or catalyst，which makes it to be suitable particularly

for the preparation of photocrosslinked hydrogel biomaterials．(4)It has been firstly

revealed that a novel amylopectin derivative with nitrocinnamate as pendant groups is

suitable for the photoencapsulation and controlled release of lysozyme in the absence

of photoinitiators．The secondaI-y structures of the encapsulated lysozyme could be
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maintained and its biological activities with more than 83％could be kept．

The main Contents and conclusions in this dissertation are嬲follows：

(1)Studies on photo-and pH-responsive hydrogels based on dextran

The photo-and pH·responsive hydrogels were obtained丘om radical

copolyrmerization of methacrylated dextran with

4-[(4"-acryloyloxy)phenylazo)]benzoic acid in dimethyl sulfoxide with

2,2'-azobisisobutyronitrile as an initiator．The Fr-IR and 1H-NMR analyses were used

to characterize the chemical structure of modified dextran,azobenzene monomers and

their hydrogels，and elememal analysis Was used to determine the azobenzene amount

in the hydrogels．T11e obtained hydrogels showed good pH-and photo-responsive

properties due to the ionization of carboxyl groups and the cis-4rans isomerization of

azobenzene，respectively．By changing the azobenzene content，the properties of

hydrogels could be modulated．The swelling degree of the hydrogels increased with

the decrease of azobenzene content and the increase of pH of the medium．A

relatively high azobenzene comem could make the hydrogel have a denser network

structure，as confirmed by the scanning electron microscopy observation．In addition,

the drug release behavior of resultant hydrogels was investigated in pH 2．2 and 7．4

phosphate buffer solution(PBS)before and after 365 nnl UV photoirradiation by

using vitamin B12 as a model drug．The result showed that the release rate of the

encapsulated vitamin B12 increased with the decrease of azobenzene comem and the

increase of pH of the medium．Moreover,the release rate of vitamin B12 had all

increase after 365 nnlUV photoirradiation due to trans to c／s photoisomerization of

azobenzene groups in the hydrogeL

(2)Studies on photoresponsive polymeric nanogels base on amylopeetin

Azobenzene··modified amphiphilic amylopectin derivatives(Amy·-Azo)were

synthesized and could self-aggregate into the nanogels by the hydrophobic association

interactions of incorporated azobenzene groups，as confirmed by fluorescenee

measuremems，particle size analyses and transmission electron microscopy

observation．Meanwhile，the contem of incorporated azobenzene groups and UV

photoirradiation were found to have a great influence on the property of resultant

nanogels．A higher azobenzene content resulted in the decreases of the critical

aggregation concentration and mean size of the n＆anogels．Moreover，the mean size of
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the nanogels had an increase after 365 nln UV photoirradiation due to tram to c／s

photoisomerization of incorporated azobenzene groups．Furthermore，the trans-to—cis

photoisomerization rate and the isomerization degree of Amy—Azo in H20／DMSO

media were investigated by UV—vis spectroscopy．It was found that the

photoisomerization rate and the isomerization degree at the photostationary state

decreased with the increase of the water content in H20／DMSO media．In addition,

the drug release behavior of resultant nanogels Was investigated in PBS solution

before and after 365 nln UV photoirradiation by using indomethacin as a model drug．

Tbce result showed that a relatively high azobcnzene content could iBake the nanogcls

have a slower drug release rate．111e release behavior of encapsulated indomethacin

from these nanogels could be regulated by(trans--cis)photoisomerization of the

azobenzene moiety present in the crosslinker．

(3)Studies on photocrosslinked hydrogels based on chitosan

A novel water-soluble chitOSan derivative having a nitrocinnamate moiety

(CMCS-NC)Was synthesized and characterized．The UV—vis spectra showed that the

gelation phenomenon of aqueous CMCS-NC solution upon exposure to 365 nln

irradiation in the absence of photoinitiator may be caused by the intermolecular

cycloaddition formation of the incorporated nitrocinnamate groups under the

photoirradiation．By changing the photoirradiation time and incorporated

nitrocinnamate content，its photogelation property could be modulated．For the

hydrogels incorporated with various nitrocinnamate contents，their properties such as

swelling，viscoelasticity,in-vitro biodegradation and drug release were investigated．It

Was found that a relatively high nitrocirmamate content could make the

photocrosslinked hydrogel have a greater mechanical strength,a slower swelling

degree，biodegradation and drug release rate．Furthermore，when the drug—loading

CMCS-NC hydrogel Was placed in PBS solution containing 4 mg／mL lysozyme，both

the released rate and amount of the drug were higher than the hydrogel placed in PBS

SOlution without．1ysozyme．

(4)Studies on photocrossfinked hydrogels based on amylopectin

A water-soluble amylopectin derivative(amy—NC)with photoreactivity Was

prepared by the conjugation of amylopectin with 4-nitrocinnamate．Upon 365 nlnUV

irradiation,Amy-NC PBS solution underwent an intermolecular crosslinking by
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means of photodimerization of cinnamoyl groups，resulting in the hydrogel formation．

The UV-vis spectra showed that the crosslinking degree of cinnamoyl groups was

38％after UV irradiation for 1 800 s．By changing the photoirradiation time and

Amy-NC concentration,its photogelation properties such as swelling，viscoelasticity,

in-vitro biodegradation and drug release were investigated．In the cases of a longer

irradiation time and a higher Amy-NC concentration,the photocrosslinked hydrogels

have a denser network structure，a greater mechanical strength,a slower

biodegradation and drug release rate．Based on rheologieal method and the scaling

model,the fi'actal characteristics were confirmed for the hydrogel systems．Moreover,

the in-vitro drug release behavior of the photocrosslinked hydrogels in the absence of

photoinitiator Was investigated in PBS solution by using lysozyme as a model protein

drug．It Was found that there Was a sustained release behavior in all cases，and the

release mechanism was confirmed to follow the Fickian diffusion．Tl圮circular

dichroism spectroscopy showed that the secondary structure of encapsulmed

lysozyme could be maintained．The biological activity of released lysozyme could be

kept t0 he more than 83％after 48 h

Keywords：Polysaccharide；Photoresponsive；Photocrosslinked；Hydrogel；Drug

carrier
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1．1聚合物水凝胶概述

第1章 绪论

聚合物水凝胶是一种能在水中溶胀并保持大量水分而不溶解的聚合物网络。

自从Wichterle和Lim【l】在二十世纪五十年代制备了具有三维网络结构的聚合物

水凝胶以来，水凝胶材料在日用品、工业用品、环境工程及食品工程等方面得到

了广泛应用。例如：基于聚丙烯酸盐及丙烯酸盐与海藻酸钠接枝共聚物的水凝胶

可用于婴儿尿布等卫生用品[21；Yi和Zhangt3】采用腐植酸钠／聚丙烯酰胺水凝胶进

行染料脱色；在缺水干旱地区，用水凝胶作为保水剂具有显著的节水效果州；此

外，基于鸡蛋白蛋白、大豆蛋白和乳清蛋白【5-71等蛋白类水凝胶可稳定或提高食

品的结构和性能，并能增加食品的营养价值【8】。

聚合物水凝胶的物理性质与生物体软组织相似，具有吸水溶胀且保持大量水

分、良好的生物相容性和可生物降解性等优点，其在生物医药领域的应用研究引

起了人们极大的兴趣，可用作烧伤涂敷物、药物载体、生物分子和细胞载体、补

齿材料、组织工程支架材料等。例如：Balakrishnan等i9,10]报道了一种原位形成

的水凝胶敷料，由明胶与氧化海藻酸盐在加入微量的硼酸溶液的条件下交联而形

成的，这种原位形成的水凝胶敷料能黏附在复杂形状的伤口上，具有良好的顺应

性。Lee等【111用铝碳酸镁／聚丙烯酸如聚Ⅳ-异丙基丙烯酰胺杂化水凝胶对带有不

同电荷的药物分子(吲哚美辛、咖啡因、结晶紫和苯酚红)进行负载并研究其体外

释放行为，结果显示与聚合物带电性质相同的药物释放速率较快，而与之相反的

药物则释放速率较慢。Lei等【12】用可被金属蛋白酶降解的端巯基多肽对带有靶向

配体(RGD)的聚7,--醇进行交联，制得可用于负载DNA／聚乙烯亚胺复合物的水

凝胶，经研究发现包埋后的DNA保有65％活性，复合物的包埋不影响凝胶的力

学性能，并通过对间充质干细胞的转染实验证明了该载体的优越性。Kawakami

等【1j】通过将壳聚糖与磷酸三钙交联形成一种可用于口腔齿骨修复的支架材料，

实验发现此支架材料可以促进齿骨的生成。

水凝胶种类繁多，基于不同的标准有不同的分类方法，最常用的分类方法有

如下3种：根据水凝胶网络的交联方式，可分为物理凝胶和化学凝胶；根据其合

成材料的不同，可分为合成高分子水凝胶、天然高分子水凝胶和杂化水凝胶；根

据水凝胶对外界刺激的响应情况，可分为传统水凝胶和环境敏感水凝胶。
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近二十多年来，环境敏感聚合物水凝胶的设计合成与应用研究十分活跃。这

类凝胶对外界刺激能产生响应，其自身的物理性质或化学性质可以随外界环境改

变而发生相应的变化。外界刺激因素包括温度、pH、溶剂、压力、离子、光、

电场、磁场、声波、化学物质等，有些水凝胶可以对两种或两种以上的刺激做出

响应，当这些刺激信号发生变化时，凝胶的自身性质如相态、体积、形状、分子

极性、反应速率或识别性能等随之发生变化。因此，环境敏感聚合物水凝胶在化

学传感器、转换器、记忆元件开关、人造肌肉、药物控释、固定化酶、组织工程

等领域具有良好的应用前景。

近年来，人们对温度敏感性、pH值敏感性、生物分子敏感性等聚合物水凝

胶进行了广泛的研究B4,15】，而光敏感性聚合物水凝胶的研究还处于起步阶段。由

于光源安全、清洁、易于使用和控制，与其它环境敏感性聚合物水凝胶相比，光

敏感性聚合物水凝胶无论是在工业领域还是生物医学领域都具有广阔的应用前

剥16】。下面我们重点介绍光响应型聚合物水凝胶以及光交联型聚合物水凝胶。

1．2光响应型聚合物水凝胶

1．2．1响应机理

光响应型聚合物水凝胶是一类在光(如紫外光、可见光、红外线等)作用下能

迅速发生化学或物理变化而做出响应的刺激响应型材料，且响应过程具有可逆

性，停止光的作用后，凝胶能够恢复到原来的状态。有关光响应型聚合物水凝胶

的响应机理，目前主要有3种。

一种是在温敏性凝胶中引入特殊光敏分子，当光敏分子吸收一定能量的光子

后，将光能转化为热能，使得凝胶内部局部温度升高，当温度升高到凝胶的相转

变温度时，凝胶发生溶胀或收缩，引起体积相转变。Suzuki和Tanaka[r7】在聚(N-

异丙基丙烯酰胺)(PNIPAM)温敏凝胶中引入吸光产热分子叶绿酸，没有光照时，

凝胶体积随温度升高而连续收缩；当温度控制在PN IPAM的相转变温度附近时，

再用光照射，光能被吸收，导致凝胶局部的温度升高，凝胶体积出现不连续变化。

另一种是利用光敏分子见光分解产生的离子化作用来实现响应性，如螺吡

喃、螺嗯嗪、三苯甲基衍生物。此类凝胶经光照后，凝胶内部产生大量离子，使

凝胶内外离子浓度差改变，引起凝胶内部渗透压的突变，溶剂由外向内扩散，促

使凝胶发生体积相转变。Mamada等人【18】将一种紫外光敏感分子

bis(4一(dimethylamino)phenyl)(4-vinylphenyl)methyl leucocyanide与PNIPAM交联

共聚得到光敏凝胶，在无紫外光照射时，随温度升高，凝胶体积连续减小；用紫

2



中山大学博士学位论文

外线照射时，凝胶中光敏分子发生离子化反应(如图1．1)，凝胶内形成大量离子，

对凝胶溶胀性能产生影响，出现不连续的体积变化。Kurihara等[191以相同的光敏

分子与NIPAM及聚乙烯醇接枝共聚交联制得凝胶膜，他们通过膜的溶质传递情

况来评价该凝胶的光响应性。在无紫外光照射时，随温度升高，凝胶体积减小，

凝胶膜的孔径变小，溶质的透过速率降低；用紫外光照时，在凝胶相转变温度附

近，由于光照产生的离子引起溶液中离子浓度改变，溶质的透过速率明显增加。

螺吡喃的光响应过程如图1．2所示。在紫外光照下，螺吡喃通过C．O键的异裂，

由无色闭环的螺环结构变为有色开环的部花青结构；在可见光或热的作用下，部

花青发生闭环反应生成螺环结构。螺噫嗪具有与螺毗喃相似的化学结构及相同的

光响应原理。Sumaru等【20】将乙烯基螺吡喃与NIPAM共聚交联制得光响应凝胶，

将该凝胶在酸性溶液中溶胀，当用蓝光照射时，可观察到凝胶体积迅速缩小，如

图1．3所示。作者进一步研究了该凝胶膜的质子传递性能，实验发现光照时质子

的传递速度提高了2倍。

1H2C—c—h ’斗H2C—cHb

善一N讥．．CH3亍UV嚣N一～．．CH。3善<>K>N℃H。亍嚣N<妞～，

splropyran

Figure l·1 Reversible ionization oftriphenylmethane derivatives

splrooxazme

UV

Vis 0r△

UV

Visor△

R1

R1

Figure 1-2 Photochromic process ofspiropyran and spirooxazine
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一k
Figurel．3 Photoresponsive deformation ofacross．1inkcdspim删hydrogelI”】

更为常见的是通过光敏分子的异构化作用，引起分子构型的变化，促使凝胶

材料内部发生某些物理性质的改变，进而产生响应性。偶氮苯及其衍生物是一类

典型的光致异构分子，存在顺式(c捃)和反式(㈣)两种异构体。在365 nm的紫外
光照射下，偶氨苯分子由棒状的反式构型转变为‘吖”型的顺式构型；在可见光或

热作用下，顺式构型可回复到反式构型。如图1-4所示，当偶氮苯从反式结构转

变为顺式结构时，分子尺寸发生了很大变化口”，位于偶氯苯对位的两个碳原子

问距离从9 OA减小为5．5A，分子偶极距从0D增大到3．0D。陈莉等阻1将丙烯

酰胺基偶氮苯与丙烯酸共聚制备了一种pH和光双重敏感的水凝胶。实验发现，

在紫外光照下．凝胶体积减小，且随着凝胶中偶氮苯含量的增加，凝胶收缩的越

快。这主要是由偶氮苯的光致异构化引起的，偶氮苯生色团由反式构型变为顺式，

分子尺寸减小，宏观上表现为凝胶的体积减小。

UV

Vis01"△

FigureI-4Dimension changes ofisomedzalion oftram-eis azobenzene

1．2．2制各方法

根据聚合物水凝胶制各方法不同可将其分为物理交联型水凝胶和化学交联

型水凝胶。

L2．2．I物理交联型水凝胶

光响应性物理水凝胶主要是通过物理作用如两亲性聚合物疏水缔合、主客体

．|爹强慧匿
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识别作用等方式形成三维网络。物理交联型水凝胶一般是可逆的，这些交联点随

外界条件的改变而变化，出现溶胶．凝腔转变。

两亲性聚合物可在水溶液中通过疏水缔合交联作用形成三维网络结构。

Pamaik等口”将含长链烷烃的偶氮苯连接到葡累糖主链上，该葡聚糖衍生物在水

溶液中发生琉水聚集形成具有光响应性的纳米凝胶。Lcc等[241将疏永改性的聚丙

烯酸与偶氮苯表面活性剂溶液混合，当表面活性剂的浓度在临界胶束浓度以上

时．偶氮苯表面活性卉习发生聚集形成胶束．同时诱导聚丙烯酸中的疏水链一起聚

集，形成物理凝胶，如图l一5所示。当用紫外光照射凝胶时，偶氮苯分子由棒状

的反式变为“v”型的顺式结构，其分子形状和偶极距均发生变化，更为亲永的顺

式构型的偶氮苯分子与疏水烷基链问的相互作用变弱。导致胶束结构解离，体系

由凝胶向溶胶转变。

r月
lL』k_．一

Figtm 1．5 Illustrationofilml*opomxlmechanismofrccersiblegeladonlightl2q

利用主客体识别作用也可实现聚合物体系的原位凝胺化。环j飙精和偶氮苯是

一对很好的光控主客体分子，反式构型的偶氯苯能与环糊精相互识别，而顺式的

则不能m圳，因而可通过光照来调节环糊精与偶氮苯问的相互作用，实现溶胶．

凝皎转变。Tomatsu等口1以a一环糊精与偶氮苯主客体作用为基本思路构筑光控溶

胶．凝胶物理凝胶体系。他们将疏水长烷基链修饰的聚丙烯酸，与小环糊精在水

溶液中混合，环糊精与多个疏水烷基链的包结作用起到了物理交联点的作用使得

材科凝胶化；若将偶氮苯化合物加入，由于环糊辅对反式偶氮苯的包结作用大于

其对疏水烷基链的作用，导致烷基链从环糊精空腔脱出，体系发生从凝皎到溶胶

的转变。当用紫外光照射凝胶时．偶氮苯分子由反式变为顺式结构，从环糊精空
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腔脱出，疏水烷基链又与环糊精形成包结作用，体系又呈现凝腔化：而采用可见

光照射上述凝胶，偶氮苯异构化为反式结构，重新与环糊精组装，体系由凝胶向

溶胶转变，这样就构筑了光控凝胶．凝胶可逆转变的智能物理凝胶体系(见图1．6)。

Zhao和Stoddarlml利月j同样的原理在集丙烯酸聚合物链上引入偶氮苯基团，在该

溶液中加入脱氧腰酸改性的B_环糊精，构筑了光控凝胶．溶胶ur逆转变的智能物

理凝胶体系f见图1．71。Zheng等12”。}在羟丙基甲基纤维素中引入偶氮苯基团，在

诙材料体系中加入a一环糊精，也形成了光控凝胶．溶胶可逆转变的智能物理凝胶

体系。

FigⅢel_6PhotoD'aphsfor aternarymixlure underphotoiTradlationwith visible(耐andUVlight

(”1271

爪lI∥ 爪Il≯
上 上

uv 3‘汐

、j
FigureI-7 Supramolecularinclusion complexlformfrom deoxycholatv-弘CDderivatives 2 and

azobcnzene-bramched poly(acrylicacid)copolymer 3【2sl

1．2．2．2化学交联型水凝胶

化学交联型水凝胶足分子链通过化学键交聪形成的具有三维网络结构的聚

合物。自由基共聚交联反虚是制蔷光响应聚合物水凝胶的墩常用方法，通常将烯
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类单体或带有双键的聚合物，在引发剂和交联剂存在下交联共聚形成高分子网

络。

Moniruzzaman等【32】以偶氮二异丁腈为引发剂、从M亚甲基双丙烯酰胺为交

联剂，通过自由基聚合制备了甲基丙烯酸酯基偶氮苯与丙烯酰胺的共聚凝胶。

Kang和Guptat33】以双甲基丙烯酰胺基偶氮苯为交联剂制备了NIPAM温敏凝胶，

该凝胶具有双重响应性，通过紫外光照和温度能调控其溶胀．收缩行为。Gomy

等【34】以抗肿瘤药物甲氨蝶呤为模板分子，以脲基乙基双甲基丙烯酸酯偶氮苯为

功能单体及交联剂，通过自由基聚合反应制得具有光响应性的分子印迹凝胶。

Takeuchi等【35】利用相同的原理，以偶氮苯为功能单体合成具有光响应性的分子印

迹凝胶。Wang掣36】将甲基丙烯酸酯基螺嗯嗪和NIPAM自由基共聚交联形成凝

胶，该凝胶具有良好的光可逆性，可用作光电材料、光控化学阀等。

1．2．3应用

由于光源安全、清洁、易于使用和控制，因此与其它环境响应性聚合物水凝

胶相比，光响应型聚合物水凝胶在工业领域以及生物医药领域都具有广阔的应用

前景。目前，光响应型聚合物水凝胶主要应用在药物控释系统、光控化学膜和化

学阀等方面。

1．2．3．1药物控释系统

光响应型聚合物水凝胶在光刺激下发生不连续的体积变化，其作用类似于开

关，从而控制凝胶中药物的释放。Tomer和F10rence【37J合成了两种偶氮苯与NIPAM

的共聚凝胶用于药物释放，一种是将4一丙烯酰胺基偶氮苯与NIPAM共聚交联形成

含偶氮苯侧链的凝胶，另一种是以4，4’．双丙烯酰胺基偶氮苯为交联剂制得NIPAM

凝胶。将两种载药凝胶在紫外光照下进行药物释放，与在避光条件下的药物释放

行为相比，含偶氮苯侧链凝胶的药物释放量增大，而以偶氮苯为交联链的凝胶的

药物释放量降低。Patnaik等【23l将含长链烷烃的偶氮苯连接到葡聚糖主链上，该

葡聚糖衍生物在水溶液中发生疏水聚集形成具有光响应性的纳米凝胶，他们以阿

司匹林和罗丹明B为模型药物研究了葡聚糖纳米凝胶的光控释放行为。实验发

现，在波长为365 nlTI的紫外光照下进行药物释放时，纳米凝胶的药物释放速率以

及最终释药量均高于未光照时的纳米凝胶。

通过分子印迹技术制备分子印迹智能水凝胶，不仅可以提高水凝胶网络对特

定药物分子的结合能力，而且能够根据外界环境的变化来控制其对特定药物分子

的结合情况，实现自动识别并结合或释放特定药物分子。Gong等[38,39]药物分

7
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子如咖啡因或扑热息痛为模板分子、乙烯基偶氮苯化合物为功能单体，制备了药

物分子印迹的光响应水凝胶。当用紫外光照射该印迹凝胶时，凝胶中偶氮苯分子

异构化为顺式结构，与药物分子的结合位点相互远离，导致药物分子从凝胶中释

放出来；当再用可见光照时，偶氮苯分子回复为反式结构，与药物分子的结合位

点重新建立，如图1．8所示，因而可反复进行光控药物负载和释放。

Figure 1-8 Reversible photoregulated drug release and uptake process with molecularly imprinted

photoresponsive hydrogelsl38】

1．2．3．2光控化学膜和化学阀

由于光响应型聚合物水凝胶具有体积相变特性，可应用于光控化学膜和化学

阀方面。Kodzwa等m】将含有三苯甲烷光敏基团的聚丙烯酰胺凝胶用作离子选择

性膜，在紫外光照下，三苯甲烷光敏基团分解产生离子，导致阴离子的透过速率

增大。Liu等【4ll制备了含有偶氮苯基团的光响应性纳米多孔膜，在紫外光照下，

凝胶膜中偶氮苯分子异构为顺式结构，分子尺寸变小，导致纳米凝胶膜的孔径增

大，经270 S的紫外光照后膜孔径不再变化；再用可见光照射上述凝胶膜，凝胶

膜的孔径随光照时间延长而逐渐减小，可见光照200 s后与光照前凝胶膜的孔径

相同，且该过程具有良好的可重复性。Sugiura等【42J进一步将螺吡喃与NIPAM

的共聚凝胶(PS-NIPAM)用作光控微阀。如图1-9所示，通过光聚合方法在微管

道中原位生成PS．NIPAM凝胶，在凝胶上方管道中充满靛蓝染料溶液，当用蓝

光照射凝胶18 s，可观察到靛蓝染料进入到凝胶下面的管道中，说明此时微阀处

于“开”的状态。PS．-NIPAM凝胶用作微阀能对光刺激作出快速响应，实现微阀“开”

或“关”的快速转化。

8
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blue light

Figurel-9Simultaneous control ofthePS-NIPAM gelmlcrovalvcbymemoflocaltight

irra怕6册【42j

1．3光交联型聚合物水凝胶

光交联型聚合物水凝胶是指含有光敏感基团的化台物，在紫外或可见光的照

射下发生分子内或分子间的交联形成三维网络结构。与其它交联方式相比，光交

联方法制备水凝胶具有如下优点即】：(1)可使聚合物前驱体水溶液原位交联，嗣

而可用于制各可注射水凝胶：(2)在室温或生理温度下快速聚合形成水凝胶；(3)

产物几何形状易于控制：f4)原位聚合过程中产生较低的热量等。这些优点使光

交联型聚合物水凝胶在药物控释以及组织工程等领域获得广泛的应用。

1．3．1光交联机理

目前．常见的可光交联聚合物主要有两类：一类是含有乙烯基功能团的聚合

物，在光引发剂的作用下引发聚合反应形成凝胶：另一类是不需外加光引发剂，

含有可交联基团的聚合物在光的作用下能发生交联反应彩成凝腔，如曙红、叠氮

基团，以及肉桂酸、香豆索、葸等能发生光二聚反应的基团。

1．3．1．1含乙烯基功能团的聚合物

含有乙烯基功能团的聚合物，借助光引发剂，通过波长肛300 ran的紫外光

引发聚合而形成凝腔。光引发剂是聚台体系的重要组成部分，是决定体系光聚合

速率和交联程度的丰要因素之一。光引发剂根据引发机理的不同，可分为裂解型

和夺氢型两类，圈l-10为两类光引发荆在光照条件下引发光聚台的示意图。在

,I>300 nm紫外光照下，裂解型光引发剂在O=C—C、C-Cl、C-O或C·S处发生裂

解，主要是芳香族羰基化合物，如安息香衍生物、苯乙酮衍生物等。在光引发剂

委翼
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引发的光聚合反应中，一部分未反应的光引发剂及光裂解碎片会残留在凝胶体系

中，且容易迁移到凝胶表面，当这种光聚合凝胶应用到生物体内时，残留在凝胶

体系中的引发剂会迁移并浸入到生物机体中而产生毒性。因此，当光交联聚合物

凝胶应用于生物医药领域时，需考虑光引发剂的生物适应性、溶解性、稳定性以

及细胞毒性等。其中，2．羟基．1．[4一(羟基乙氧基)苯基】一2-甲基．1一丙酮

(2一hydroxy·1一[4-(hydroxycthoxy)phcnyl]-2一methyl-1-propanone，lrgacure 2959)和

2，2一二甲氧基一2一苯基苯乙酮(2，2-dimethoxy-2-phenylacetophenone，Irgacure 651)

两种光引发剂的细胞毒性较小mJ，其结构如图1．11所示。

(a)
C—R
0
O

(b)>一。+阴

+R·

>一。H+o．
Figure 1—10 Radical Photopolymerization of photoinitiators by(a)photoeleavage and(b)

hydrogen abstraction

Huo荟H D嚣一
Irgacure 2959 Irgacure 65 1

Figure l-1 1 Structure of photoinitiators of Irgacure 2959 and Irgacure 65 1

1．3．1．2其它可光交联聚合物

在无外加光引发剂的条件下，一些含有光敏感基团的聚合物能在光的作用下

发生交联反应而形成凝胶，如肉桂酸、香豆素、葸等基团，能在365啪紫外光照
下发生光二聚反应；曙红在可见光作用下产生自由基，引发聚合物交联形成凝胶；

叠氮基团在紫外光照下脱去一个N2分子形成活性中间体而引发交联反应。

10
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(1)肉桂酸、香豆素、葸

2 0了。

20扔

>280nm

<260nnl

>280nm

<260nm

>280 nm

<260nln

+

H

H

id

∞O O·％
H．H H．T

H．T H—H

Figure 1：12 Reversible photodimerization ofcinnamic acid,coumarin and 9-substituted

anthracene derivative

肉桂酸(cirmamic acid)，化学名为3．苯基．2．丙烯酸，类似于苯乙烯结构，有

顺式和反式2种异构体，通常以反式形式存在。肉桂酸可发生光二聚反应，名E2>280

nlil的紫外光照下，发生【2+2】加成反应形成环丁烷结构；而在Ut<260 am的紫外光

照下，交联环状结构被打开，重新形成双键，如图1．12所示。肉桂酸的二聚产物

为古柯间二酸(truxillic)和古柯邻二酸(truxinic)两种，由于空间位阻及静电排斥作

用，以古柯间二酸为主【45J。

Shi等【46l合成主链含肉桂酸的共聚物P(3，4DHCA-co．4HCA)，该共聚物在选择

性溶剂中自组装形成纳米粒子；础>280 am的紫外光照下，肉桂酸发生光二聚
反应形成核交联的纳米粒子，导致纳米粒子的粒径减小；当用254 nnl的紫外光照

时，肉桂酸发生光解聚反应，纳米粒子的粒径又增大，其变化示意图如图1．13所

示。同时作者用紫外．可见光谱考察了P(3，4DHCA-co．4HCA)光二聚反应的可逆

性，如图1．14。当用2>280 am的紫外光照射P(3，4DHCA-co．4HCA)溶液时，肉桂

酸基团发生光二聚反应，其最大吸收峰处的吸光度值(A)从2减小至0．2左右；当

用254 nlTl的紫外光照时，交联的肉桂酸基团发生光解聚反应，A值逐渐升高至0．4

左右，但远小于光照前肉桂酸基团的吸光度值，表明光二聚反应具有部分可逆性。
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冒
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4Hc^)N目q蛸fbdB
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Figurel-13 Schematic representation ofsi；'．e change behaviorofP(3．4DHCA-coM．HCA)

nanopartlcle*withuVirradiation：chemical strtmtm'eofIJV-inducedl2+2】cycloaddition

formation(cross．]inking)anddeformation(cleavage)ml

m

i

l

Figurel-14UV-visab蚰t-bance ofthe nanoparticlesinll{F duringUVirradiation at2>280 run

for30rain(a)and subsequentirradiation ate=254 nmfor 30 s(Mp6J

香豆索(coumarin)，又名邻羟基肉桂酸内酪，与肉桂酸结构类似．能发生可

逆的光二聚反应．其光二聚产物有头-头(H-H)和头．尾(H-D两种连接方式，但以

H．H连接的产物为主H”。

Yamamoto等14¨91在浆赖氨酸或聚鸟氩酸侧链引入香豆索基团，用365 nm紫

外光照24 h制得凝胶。该凝胶具有良好的生物降解性，可被胰岛素、吐霉素蛋白

酶及微生物降解。Nagata等t”恰成了侧链含香豆素的PEG衍生物(IcME)。紫外光

照[CME膜5 rain，凝眩转化率可达到80％以上，光照时间和PEG的分子量对凝胶

的溶胀性能有较大影响。通过紫外．可见光谱研究了IcME膜中香豆索光二聚的可

逆性(如图l-15)，结果表明香豆岽的光二聚反应具有良好的可逆性。

造
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(b)

Figure l-1 5 Changes ofthe UV spectra absorbance of lCME thin film during UV irradiation at A>

280 nin for 20 rain(a)and subsequent irradiation at 2=254 nm for 1 30 s(b)【50】

葸(anthracene)是由三个苯环稠合成的，易在9，10位发生加成和取代反应。通

常认为，葸的光二聚反应是通过葸单线态激基缔合物中间体，以[4+4】环加成方

式形成光二聚体。对于9一取代葸来讲，由于其光二聚发生在9，1 0位的位置上，其

二聚体存在头．头(H．H)和头．尾(H—T)两种异构体，如图1．12所示。在溶液中，大

多数蒽衍生物分子间的光二聚反应具有H一结构，因为H-T构型产物的空间位阻

和静电排斥作用均较dd51。531。

Zheng等【54】将9．葸酰氯与八臂PEG反．应，得到可光交联的PEG大单体(见图

1．16)。用紫外．可见光谱研究了该大单体光二聚的可逆性，如图1．17，结果表明

葸的光二聚反应具有部分可逆性和良好的光可逆重复性。

＆
THF,A

Figure 1-16 Symhesis ofPEG．anthracene macromer(PEG．AN)t54】
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Figure l-17 Number ofreversible cycles ofPEG-AN hydrogel monitored by UV-vis

spectroscopy at 366 nm[54]

(2)曙红

曙红(eosin)，是一种酸性染料，通常使用的是其二钠盐，又称曙红Y(eosinⅥ。

在可见光照射下，曙红分子中的电子处于激发态，形成阴离子自由基(Eosin*)，

能夺取助催化剂聚胺邻位C上的活泼氢形成曙红自由基(Eosin·)，被夺取氢质子的

聚胺也形成自由基，两种自由基发生双基终止形成交联聚合物15”7。，图1．18给出

了其可能的交联机理。由其交联机理来看，曙红相当于一种夺氢型光引发剂，而

聚胺相当于大分子交联剂，文献【56,57】报道将曙红和小分子胺作为光引发体系。

Fukayat58】等通过偶联反应将曙红连接到明胶上，在聚胺作用下，用可见光照

该明胶衍生物几十秒即能得到凝胶。改变曙红的取代度和光照时间，可调控凝胶

的力学性质。体外细胞实验表明，曙红取代度较低的明胶衍生物具有低的细胞毒

性；当曙红取代度较高时，明胶衍生物具有细胞毒性。

Eosin』o Eosin·
Eosill—＼ ／

＆豳．+．》卜嚆．乏&如一／N--血R--LEo如
QO--柏 阻佻 舛眦洲跏讯o∞舛弧¨一N嗽
＆ ＆ k k h 蠡

Figure 1-18 A possible photocrosslilnking mechanism ofeosin in the presence ofamine

14
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(3)叠氮

叠氮化合物(azides)的通式为RN3，在紫外光的照射下，叠氮基释放出氮气，

转变为化学反应性很高的氮烯基团【R．N】，如图1．19所示。氮烯是一个极为活泼

仅瞬间存在的活性中间体，比一般的活泼离子或自由基中间体更不稳定，可以发

生许多特征性反应，如加成反应、重排反应，以及与临近物质分子中的e-H、

O—H和N—H键发生夺氢插入反应等【59邡】。

R—N3』L限刈+N2

Figure l一19 The formation ofnitrene intermediates from organic azides upon UV irradiation

Ishihara等【61彤l将乳糖酸和叠氮苯甲酸与壳聚糖分子中的氨基进行缩合反

应，得到一种可光交联的水溶性壳聚糖衍生物(Az．CH．LA)。用365 nm的紫外光

照射Az．CH．LA的水溶液，60 s内可得到不溶的、柔韧的水凝胶。细胞培养实验

表明Az-CH．LA的水溶液及其水凝胶都不具有细胞毒性。该水凝胶对兔体外及体

内的颈动脉和肺部的刺孔实验表明其具有很好的密封和止血效果，疗效甚至超过

价格昂贵的纤维蛋白胶，显示出巨大的医学应用前景。另据文献中的报道，将20

肛1的Az-CH．LA水溶液(浓度为30 mg／mL)涂敷在白鼠的创口上，用低功率(30．聊
的紫外灯照射30 s就可达到止血效果。

1．3．2聚合物水凝胶分类

许多单体在可见或紫外光照下可发生光交联反应，并得到广泛的应用，但大

多数单体由于具有细胞毒性而不能用于生物医药领域。因此，用于生物医药领域

的光交联水凝胶通常由大分子前驱体来得到删，这些大分子前驱体能溶于水，

含有两个或多个反应基团，同时应具有良好的生物相容性。常用于生物医药领域

的光交联水凝胶，依据其主要原料来源可分为合成高分子类光交联水凝胶和天

然高分子类光交联水凝胶。

1．3．2．1合成高分子类光交联水凝胶

广泛使用的具有生物相容性的合成高分子类光交联水凝胶的原料主要有四

类：聚甲基丙烯酸．2．羟基乙酯、聚乙烯基吡咯烷酮、聚乙二醇类、聚乙烯醇类。

其中，聚甲基丙烯酸．2．羟基乙酯和聚乙烯基吡咯烷酮类光交联水凝胶，是通过

一种或多种低分子量烯类单体在光引发剂存在下直接进行光交联共聚反应得到；

而聚乙二醇和聚乙烯醇本身不具有光反应活性，通过化学反应引入可光交联的反

15
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应基团，然后在光的作用下发生光交联反应形成聚合物凝胶，其主要特点是可根

据需要将不同敏感或功能特性基团引人到聚合物水凝胶骨架中，同时可方便地调

控官能团的密度及水凝胶的交联程度。

(1)聚甲基丙烯酸．2一羟基乙酯

聚甲基丙烯酸一2一羟基乙酯(poly(2一hydroxyethyl methacrylate)，PI-mMA)是一

类亲水性聚合物，具有良好的生物相容性，其均聚物或共聚物水凝胶具有类似活

体组织的水含量，在生物体内表现为生物惰性，作为生物材料广泛应用于药物释

放、烧伤涂覆、接触镜制造等生物医学领域【65斯】。

Li等【67】将单体HEMA、交联剂二乙二醇双丙烯酸酯和光引发剂Irgacure 651

混合溶液置于365 nlTl的紫外光下，单体共聚交联形成凝胶，讨论了紫外光强度和

单体浓度对光聚合速率的影响。采用类似的设计与合成策略，Lu等168】将HEMA

单体溶液与药物的混合溶液置于模具中，采用分层光照法原位包埋药物，如图

1．20所示，通过调节凝胶膜的厚度以及每层凝胶中包载的药物含量，使得到的多

层载药凝胶可以零级动力学进行药物释放。

UV-light
uV·Iight

土上1lr L¨

(a) 釉

Figure 1—20 A schematic plot ofthe preparation ofmultiaminated samples．(a)Polymerization of

the first layer；(b)polymerization ofthe second layer[68】

(2)聚乙烯基吡咯烷酮

聚乙烯基吡咯烷酮(polyvinylpyrrolidone，PVP)是一种重要的水溶性聚合物，

由乙烯基吡咯烷酮州．vinylpyyrolidone，NVP)在一定条件下聚合而成。PVP分子结

构具有强极性和能接受氢键的酰胺基团，使它能够结合一些极性分子如含羟基、

羧基、氨基及其他含活性氢的化合物。且PVP具有良好的生物相容性，不参与人

体的新陈代谢，对皮肤、粘膜和器官等没有任何明显的刺激，在生物医药等领域

得到广泛的应用【691。

w址e等【70】以双乙烯基吡咯烷酮为交联剂、Irgacure 65 1为光引发剂，将NVP

单体溶液光照制备凝胶，实验发现该交联剂能增加NVP的聚合速率。Wu等【71】研

究TPVP光交联凝胶膜的渗透性，实验结果表明紫外光强度影响该凝胶的渗透

16
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性，光照时紫外光的强度越高，得到的凝胶膜的渗透性越高。D，Errico等【72】也通

过紫外光交联得到具有生物相容性的PVP凝胶，通过流变表征了该凝胶的力学性

能，结果表明该凝胶的力学强度与生物组织的强度相似，可应用于组织工程领域。

(3)聚乙二醇

聚乙二醇(poly(ethylene glyc01)，PEG)为非离子亲水性聚合物，既可溶于水，

又可溶于绝大多数有机溶剂，且具有良好的生物相容性、无毒、免疫原性低等特

点，其生物相容性已通过美国食品与药物管理署(FDA)认证，广泛应用于生物医

药领域。此外，PEG的聚醚主链具有一定化学惰性，但其分子链上两端的羟基

具有反应活性，易于进一步化学改性。

在PEG上引入可光交联的基团，常用的方法是在聚乙二醇及其衍生物的端基

引入(甲基)丙烯酯基，然后在光引发剂作用下进行光交联反应形成聚合物凝胶。

Sawhney等【731合成了基于聚乙二醇．聚一a．羟基酸双丙烯酸酯的大分子单体，进一

步通过光聚合制得水凝胶。通过改变共聚物中仅一羟基酸链段的长度和位置可控制

其降解速率，并通过大分子单体的浓度和聚乙二醇链段的长度控制体系的渗透性

和力学性能。Shah等[741报道了丙烯酰基封端的聚乳酸．聚7,--醇．聚乳酸三嵌段共

聚物，在光引发剂Irgacure 2959作用下，紫外光照形成可生物降解的凝胶。实验

发现，介质pH值影响凝胶的降解速率。Hou等175J合成了星形聚二甲基硅氧烷丙烯

酸酯大单体，将其与聚乙二醇大单体及光引发剂lrgacure 651溶液混合，在紫外光

照下形成有机．无机杂化凝胶，实验结果表明该杂化凝胶具有良好的生物相容性

和低的生物毒性，可用于组织工程支架材料。

也可将肉桂酸等光二聚基团引入到PEG上，在没有光引发剂条件下，通过

光二聚反应交联形成凝胶。Andreopoulos等【76】通过酯化反应将亚肉桂基连接到四

臂PEG上，该聚合物溶液用365 am紫外光照时形成凝胶(如图1．21所示)。作者

进一步在八臂PEG上引入对硝基肉桂酸[77,78】，并采用环境扫描电镜观察了该凝

胶以及用254 his光照后凝胶的表面形态。作者比较了这两种可光交联基团的稳

定性，实验发现亚肉桂基的稳定性较差，室温放置2个月后完全失去活性，再用

365 nnl紫外光照不能形成凝胶；而对硝基肉桂酸基团相对稳定，在室温下放置6

个月活性基本保持。
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Figure l一21 Photopolymerization-photoseission ofPEG—cinnamylidene in the presence ofUV

lightl761

(4)聚乙烯醇

聚乙烯醇(poly(vinyl alcoh01)，PVA)是一种价廉、无毒、无刺激性的亲水性聚

合物，具有良好的生物相容性，在软性角膜接触镜、关节软骨、药物载体等生物

医药领域【79,801获得广泛应用。

Mi]hlebach等13l】用(甲基)丙烯酸酯改性PVA制得反应性大单体，在光引发剂

Irgacure 2959存在下，通过紫外光照可得到无色透明的聚合物水凝胶，该水凝胶

具有良好的机械稳定性和透光性，可用作隐形眼镜材料。Schmedlen等【82】通过缩

醛与PVA倾I]链羟基反应引入双键，可通过改变PVA聚合物溶液浓度和紫外光照时

间来调控光聚合凝胶的溶胀度和机械强度，体外细胞实验证实该PVA凝胶无细胞

毒性，可望用于组织工程领域。Bader等【831采用流变手段表征了光交联PVA凝胶

的力学性质，发现该凝胶与人体软组织的性质相似，因此该凝胶材料在组织工程

领域具有广阔的应用前景。

1．3．2．2天然高分子类光交联水凝胶

天然多糖由于具有品种众多、来源广泛以及良好的生物相容性和生物降解性

等优点，已得到了国内外研究人员的广泛关注。在天然多糖上引入具有光反应活

性的基团，在光照作用下可制得天然高分子水凝胶。常用的天然高分子有透明质

酸、壳聚糖、葡聚糖、海藻酸、胶原和明胶。

(1)透明质酸

透明质酸(hyaluroI血acid，姒)是由Ⅳ_乙酰氨基葡萄糖与葡萄糖醛酸两个糖
单元交替组成线性聚合物，大量存在于细胞外基质，关节液等生物基质中。透明

18
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质酸水凝胶可以通过体内的透明质酸酶及一些氧化途径进行降解产生低聚糖和

葡萄糖醛酸。

Park等【84】通过带氨基的甲基丙烯酰胺单体与HA反应得到HA大单体，在光引

发剂Irgacure 2959存在下，进一步通过光聚合制得HA水凝胶，可通过改变HA的

分子量及加入PEG大单体来调控凝胶的力学性能和溶胀度，但细胞不能在该凝胶

上贴附生长：若在HA大单体上再引入RGD多肽，再光聚合得到含有RGD多肽的
凝胶，此时细胞能在凝胶上贴附并增殖。Burdick掣85】通过HA与甲基丙烯酸酐反

应制得具有光聚合活性的HA衍生物，研究了HA分子量和HA大单体浓度对凝胶

性能的影响，体外细胞实验表明低的HA大单体含量具有低的细胞毒性，但随HA

大单体含量增大，细胞的存活率下降。Erickson等186】采用同样的原理合成了HA

大单体，通过光交联原位包埋骨髓问充质干细胞，考察了HA大单体浓度对骨髓

间充质干细胞定向分化为软骨细胞的影响，实验结果表明，增加HA大单体浓度，
能促进骨髓间充质干细胞分化为软骨细胞，但大单体浓度增加，导致凝胶网络结

构变密，有限的结构空间会限制细胞的增殖分化。Weng等【871用紫外光交联制备

了甲基丙烯酸缩水甘油酯(GMA)改性的HA衍生物水凝胶，此凝胶质脆，力学强

度较差；将此凝胶浸泡于N,N---甲基丙烯酰胺及光引发剂溶液中，二次光交联得

到具有双重网络结构的水凝胶，该凝胶的力学强度增大，且具有良好的柔软性、

延展性以及机械稳定性，将该凝胶与纤维原细胞共培养2个月后仍保持良好的力

学强度，体外细胞实验表明该凝胶无细胞毒性，可作为生物活性载体。Miyamoto

等【8sJ在姒上引入肉桂酸基团，通过光二聚反应形成凝胶，天竺鼠的皮内注射实
验表明透明质酸．肉桂酸凝胶具有良好的生物相容性和生物降解性。

(2)壳聚糖

壳聚糖(chitosan)又名肛脱乙酰几丁质，其化学结构同天然的氨基葡糖相似，

是迄今为止自然界中所发现的唯一一种碱性多糖，具有良好的生物相容性和低毒

性，其降解可通过酶解过程如几丁质酶或溶菌酶来完成。由于壳聚糖含有胺基和

比较高的结晶度，较难溶于一般的有机溶剂和中碱性的水介质中，可溶于稀酸性

溶液。为了拓宽其应用范围，可利用壳聚糖分子链上活泼的氨基和羟基基团进行

改性，以改善壳聚糖的水溶性。

Amsdell掣89】将水溶性的7,--醇壳聚糖与GMA反应得到壳聚糖大单体，壳聚

糖大单体的浓度和模具的厚度对光交联壳聚糖凝胶的凝胶化产率及溶胀度有明

显影响，体外细胞实验表明该凝胶具有良好的生物相容性和低的细胞毒性，在溶

菌酶的作用下凝胶可缓慢降解。Nie等00l通过Michael加成反应在壳聚糖上引入乙

二醇甲基丙烯酸酯，得到水溶性的壳聚糖衍生物，实验发现该壳聚糖大单体具有
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很高的反应活性，在光引发剂Irgacure 2959作用下，大单体上的双键几乎全部参

与反应，在形成的凝胶中未检测到残余的双键。进一步研究【91】表明，该凝胶无

细胞毒性，由于壳聚糖大单体良好的光反应活性，可用作可注射生物材料。

(3)葡聚糖

葡聚糖(dextran)是一种细菌多糖，存在于特殊种类的细菌、酵母菌、蘑菇类

等的细胞壁中，主链由D．吡喃葡萄糖以洳1，6键连接，有少量以a．1，2、洳1，3、

a．1，4键连接的支链。葡聚糖具有良好的生物相容性和低毒性，在体内可由葡聚

糖酶降解。

Kim掣92】合成了葡聚糖大单体，在光引发剂Irgacure 651存在下，进一步光聚

合得到葡聚糖水凝胶，研究了葡聚糖上丙烯酸酯基取代度对凝胶溶胀性能的影

响。Pitarresi等1931将葡聚糖大单体与天冬氨酸大单体紫外光聚合制得凝胶，研究

了大单体浓度和光照时间对凝胶产率及溶胀性能的影响，实验发现，纯的葡聚糖

凝胶在葡聚糖酶作用下能完全降解，且降解速率与交联度有关；而含有天冬氨酸

组分的葡聚糖凝胶，在葡聚糖酶作用下部分降解。因此可通过调节凝胶的交联密

度以及引入天冬氨酸组分来实现药物的可控释放。由于人体结肠处含有葡聚糖

酶，因此这种葡聚糖凝胶可用于结肠靶向的药物释放体系【94】。

(4)海藻酸

海藻酸(alginic acid)是从褐藻类中分离出来的一种多聚糖醛酸，由古洛糖

醛酸与其立体异构体甘露糖醛酸两种结构单元构成，类似于细胞外基质中的

糖胺聚糖，具有良好的生物相容性和低的毒性。海藻酸易与一些二价阳离子

如Ca2+、M92+、Ba2+等结合形成凝胶，这种离子交联的海藻酸盐凝胶不太稳

定，在离子介质环境中易溶解，失去凝胶的特性。

Jeon等195J合成了海藻酸甲基丙烯酸酯大单体，进一步光聚合得到海藻酸水

凝胶，可通过改变海藻酸上丙烯酸酯基取代度来调控凝胶的溶胀度、力学性能以

及降解速率，体外细胞实验表明海藻酸大单体以及其光交联凝胶具有低的生物毒

性。Chou等[961进一步研究了紫外光交联海藻酸水凝胶在椎间盘退变治疗中的应

用，采用Ca2+交联的海藻酸凝胶与光交联的海藻酸凝胶原位包埋牛髓核(NP)细

胞，比较了NP细胞在两种凝胶中的细胞增殖及表达情况。实验结果表明，Ca2+

交联的海藻酸凝胶稳定性较差，在体内易降解，不能保持完整的凝胶网络结构，

不利于细胞的分化增殖；将原位包埋NP细胞的光交联海藻酸凝胶植入到体内，

实验发现该凝胶能促进I型和n型胶原的形成，8周后凝胶仍保持完整的网络结

构，且凝胶的模量比未植入体内时增加，这是因为凝胶中生成的髓核功能组织能
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增加凝胶的强度。

(5)胶原和明胶

胶原(collagen)是人体中含量最丰富的一种结构蛋白。胶原蛋白是生物机体结

缔组织的主要成分、骨组织的细胞外基质的主要成分，可促进新骨的形成。胶原

的种类较多，常用作组织工程材料的主要是I型、n型和Ⅲ型胶原。胶原具有热可

逆的溶胶．凝胶转变性能，但其物理凝胶的力学强度较差，可采用化学交联的方

法来提高胶原凝胶的力学性能。明胶(gelatin)是动物胶原蛋白的部分水解产物，

分为A、B两类。A类明胶是胶原经酸处理的水解产物，B类明胶是胶原经碱处理

的水解产物。

Brinkman等【9‘7】将甲基丙烯酰胺改性的I型胶原和平滑肌细胞可见光聚合，

生成原位包埋细胞的胶原凝胶，且细胞的存活率为70％。甲基丙烯酰胺改性后的

胶原大单体以及光交联的胶原均能保持其三维螺旋结构，与天然胶原一样，容易

被细胞受体识别，具有良好的生物相容性。Dong等【98】通过胶原上的羧基与肉桂

酸酯衍生物上的氨基的偶联反应，将肉桂酸酯基连接到I型胶原上。肉桂酸酯改

性的胶原用紫外光照60 min，制得具有良好力学性能的胶原凝胶，该凝胶可用作

药物载体及组织工程材料。Gatts—Asfura等[991通过类似的偶联反应在明胶上引入

对硝基肉桂酸酯基，体外细胞实验显示该光交联凝胶具有良好的生物相容性。

1．3．3在生物医学领域的应用

光聚合提供了一种快速可控形成水凝胶的方法，含有可聚合基团的聚合物在

光的作用下发生交联反应形成聚合物水凝胶。由于光聚合的优点【43】，光交联型

聚合物水凝胶广泛用作药物载体、细胞和生长因子载体、基因载体、可注射型载

体等。

1．3．3．1药物载体

通常，水凝胶负载药物的方法主要有两种，即物理型负载和化学型负载。物

理型负载是常用的药物负载方法，其操作较为简单，可利用药物由外向凝胶内部

的扩散作用达到负载药物的目的，这种负载方式也成为后负载方法；或是采用原

位包埋的方式负载药物。后负载方式中药物的负载效率较低，负载量有限【100,101】；

原位包埋方式中药物负载效率较高，负载量较大[102,103】。化学型负载是将药物分

子接在聚合物分子链上后再形成凝胶，这种方法可有效控制药物的负载量并具有

一定的靶向释放功能。
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由于光聚合的特点，光交联水凝胶通过物理负载方法包埋药物时，通常采用

原位包埋法。Obara等I104I将乳糖酸与叠氮引入到壳聚糖上，在紫外光照下光照

原位包埋抗癌药物紫杉醇，该载药凝胶在缓冲溶液中缓慢持续释放，包埋于凝胶

内的紫杉醇能长时间的保持活性；动物实验表明，载药凝胶能够抑制肿瘤细胞的

生长，且抑制效果比未包埋的紫杉醇好。Han等【105】将壳聚糖甲基丙烯酸酯大单

体与Ⅳ．异丙基丙烯酰胺共聚光交联，制得具有pH和温度双重敏感性的凝胶，以

酸性橙8和5．氟脲嘧啶为模型药物，讨论了凝胶中温敏单体含量及介质pH对药

物释放速率的影响。Kim等【1061也通过共聚光交联得到原位包埋人体生长激素的

温敏性透明质酸凝胶，包埋的人体生长激素在12天内持续缓慢释放，且释放速

率与温度有关，温度越高，释放速率越快。Leach等【107l在加与不加四臂PEG大

单体的条件下，用光聚合方法制备了透明质酸凝胶并将其用作牛血清蛋白(BSA)

的载体，结果发现通过改变透明质酸的浓度及PEG的用量可有效地调控BSA的

释放速率。Liu等1108l以PEG双丙烯酸酯为大单体，在光引发剂的存在下，通过

光交联原位包埋溶菌酶，讨论了光引发剂浓度、光照时间等对溶菌酶二级结构及

其活性的影响，结果发现光引发剂含量较高或光照时间较长时，部分溶菌酶也参

与了链增长反应连接到PEG链上，导致溶菌酶失活。

将药物分子连接到聚合物分子链上，可以改善药物的一些不良因素如水溶性

低、组织或黏膜刺激性等，或者改善药物代谢动力学上一些影响药效发挥的因素

如易降解、半衰期太短或太长、药物透膜能力低以及缺乏理想的靶向性等【l咧。

Andreopoulos等【110】在四臂PEG上连接亚肉桂基和有机磷酸水解酶(OPH)，通过

亚肉桂基的光二聚反应形成凝胶，实现发现化学连接OPH的光稳定性远远高于

天然OPH，化学连接OPH紫外光照60 min能保有80％的活性，而天然OPH紫

外光照10 min，其活性完全丧失；比较化学固定化酶凝胶与物理包埋酶凝胶的酶

释放活性，发现前者释放出的OPH的活性高于后者。Cho掣11l】将抗肿瘤药物阿

霉素连接到低分子量壳聚糖甲基丙烯酸酯大单体上，与丙烯酸酯化的聚乙二醇．

聚丙二醇一聚乙二醇(Pluronic)共聚光交联形成凝胶，同时原位物理包埋阿霉素，

如图1．22所示，发现物理包埋的阿霉素首先通过分子扩散释放出来，然后化学

连接的阿霉素通过化学降解而释放出来，达到可持续释放目的，且释放出的阿霉

素具有明显的抗肿瘤效果。
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Fig唧l·22 SchematicdiagramofGM-COS／PluronichydrogelforaIl6．cancertherapy[1

1．3．3．2细胞及生长因子载体

水凝胶交联网络结构具有多孔结构，其孔径和孔密度可通过聚合交联反应条

件来调控，这种多孔结构有利于细胞活性物质的传递和迁移。通过光聚合技术生

成水凝皎可对细胞进行快速原位包封，不仅可以降低包埋过程中细胞失活率，而

且可以根据所需制各不同形状的材料。

Fedorovich等Il”l用透明质酸水凝胶原位光包埋干细胞，研究了包埋过程中紫

外光照对干细胞活性的影响，实验结果表明，干细胞均匀分散在透明质酸溶液中，

不易与活性自由基接触，因而聚合过程中的紫外光照不影响干细胞的活性。

Bryant等”“1将软骨细胞包埋在硫酸软骨素凝胶中并进行体外培养，8周后没有观

察到软骨细胞外基质的生成；但用硫酸软骨素与PEG的共聚凝胶原位包埋软骨细

胞，2周后观察到有软骨细胞外基质生成，表明PEG能够促进软骨组织的形成。

Dadsetan等”“1研究了PEG光交联凝胶的交联密度对所包埋软骨细胞的贴附、牛长

情况的影响，实验发现，照凝幢变联密度增大，细胞越容易粘附于凝胶；将载有

细胞的凝胶体外培养3周后，观察到有软骨细胞外基质生成。Reza等[“51用羧甲基

纤维素凝胶对牛髓核细胞进行原位光包埋，实验发现细胞能在凝胶中分化增殖，

将载有细胞的凝胶体外培养7天后．发现凝胶的模量增大，这是因为生成的细胞

外基质能增强凝胶的力学强度。

生长因子是细胞分泌的、具有诱导和刺激细胞增殖、维持细胞存活等生物效

应的水溶性蛋白质，对细胞的增殖分化、组织或器官的修复和再生都具有重要的

促进作用。一般来讲，生长因子在室温环境下极易失去活性，因此，采用适宜的
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介质或载体负载生长因子，在指定部位可控持续释放，从而促进细胞的生长和分

化，诱导和加速组织再生。

由于光聚合反应条件温和，在室温下可快速形成凝胶，将光交联水凝胶作为

载体原位包埋生长因子可有效地保持生长因子的活性。0bara等m”将乳糖基和叠

氮基引入到壳聚糖分子链上，得到一种可光交联的水溶性壳聚糖衍生物

(Az．CH．LA)。将Az-CH—LA水溶液涂敷在白鼠背部完全皮肤切13处，用紫外光照

射90 s，结果显示形成的水凝胶能促进伤口愈合：若在Az—CH—LA承溶液中加入

成纤维细胞生长因子．2(FGF一2)，在紫外光照下原位包埋FGF一2．从凝胶释放出的

FGF一2能促进毛细血管和上皮组织的生成。动物皮肤创口实验表明，给药30天后，

部分水凝胶被降解，部分水凝胶被巨噬细胞吞噬，在水凝胶周围可见肉芽组织，

最终伤13完全愈合。AIldfeo口oub站等Ⅲ】用肉桂酸改性的PEG凝胶原位包载碱性

成纤维细胞生长因子(bFGF)，当紫外光交联时间不超过10 rain时，bFGF的活性

能得到有效的保持，且在光包埋过程中加入肝素能提高生长因子的活性，同时可

改变光照时间和PEG大单体浓度来调控凝胶的交联密度，以控制bFGF的释放速

率。Yoon等I”I进一步将肝素大单体与Pluronie大单体共聚交联制得凝胶，并对

bFGF进行原位包埋，由于肝素与bFGF之间存在特定的相互作用(如图1-23)，使

包埋的生长因子以近乎零级的释放方式持续释放一个月，且释放出的bFGF具有

足够的活性促进人脐静脉内皮细胞的增殖：当将载有bFGF的肝素凝胶移植到体

内，可啊密4q轩牛虮苷的形成

-___●

、——--、[kt⋯。n吼⋯-

Figurel-23 Schematicilhtstrationol‘photo-crosslinked Pluroniethepafin composite hymgel
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1．3．3．3基因载体

目前用于基因治疗的载体主要分为病毒载体和非病毒载体两大类。病毒载体

虽然具有较好的转染效率，但因其高风险性、机体免疫反应、不能大规模生产等

自身缺陷，难以广泛应用于临床。因此，近年来用非病毒载体(聚合物)进行基因

传输受到了越来越多的关注111缸121l。

与其它聚合方式形成化学交联水凝胶相比，光聚合方法可最大程度的保持

DNA的活性f1221。Chun等1123】以双键修饰的Pluronic和透明质酸为原料，通过紫

外光聚合将DNA原位包埋于水凝胶基质中，通过改变光照时间及透明质酸的用

量可有效地控制DNA的释放速率；虽然紫外光照会影响DNA的活性，但释放

出的DNA仍保持了一定的基因表达活性。 Wieland[124】等通过光聚合反应，将

DNA／聚乙烯基亚胺复合物包埋于PEG与透明质酸凝胶基质中，通过调节PEG

与透明质酸的比例，可调节DNA的释放速率；但是由于DNA复合物与凝胶基

质存在相互作用，只有约14％的DNA复合物从凝胶中释放出来，DNA的利用

率较低。Quick／125】也报道了相似的光交联PEG体系，在光包埋过程中加入保护

剂维生素C有助于保持质粒DNA的超螺旋构象，释放出的DNA活性很高，可

通过凝胶的降解速率来调控DNA的释放速率。

1．3．3．4可注射型载体

聚合物水凝胶由于具有良好的生物相容性、生物降解性及适当的机械强度，

作为支架材料广泛应用于组织工程领域。可注射型支架由于手术简单(注射)，具有

微创性和费用低等优点而受到广泛关注[126,1271。

光聚合方法的可控性满足了水凝胶支架的可注射要求，便于手术操作。Lee等

u28】通过紫外光聚合，将软骨细胞包埋于透明质酸与Pluronie的接枝物凝胶中，体

外培养发现有软骨细胞基质生成，因此该该凝胶可用作可注射细胞载体。Elisseeff

等【129】进一步利用可注射水凝胶的透皮光聚合技术，实现了软骨的异位形成(如图

1．24所示)，他们将牛关节软骨细胞悬浮于PEG与PEG双丙烯酸酯的水溶液中，

然后将其皮下注射于鼠背上，在体外光源照射下聚合，经4．7周后取出，发现有新

生类软骨结构形成。与紫外光聚合相比，可见光引发的可注射凝胶更具优势，因

为可见光对生物组织的损伤更小。Fukaya等【130l将明胶与曙红的接枝物和聚胺溶液

混合，用可见光照射几十秒即能形成微孔交联状凝胶，他们通过改变明胶的分子

量及接枝物浓度来调控凝胶的力学强度，可得到与牙周组织力学强度相当的凝胶，

如图1．25所示，该可注射水凝胶可用作齿骨修复的支架材料。
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逛擎7
—24 Schematic ofprocedurefor cartilagetissue engineeringby usingⅡamd盯m鲥

photopolymedzation【。29】

簟竭潮
Figurel-25Demonstrationofphotocuringofthephoto-crosslinkablematerial by usiagthe root

cavityofa dental studymodel(A)Fillingthe root cav打yw砷theprecursor solmion，(B)

photoirradiationfor 40 s，4tim船，(c)photo·mredmaterial，and(D)ex廿ani彻ofthcmaterial【1训
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1．4本课题的提出

近年来，环境敏感性聚合物水凝胶的设计合成与应用研究十分活跃，尤其以

光敏感性聚合物水凝胶的研究最受人们瞩目。由于光源安全、清洁、易于使用和

控制，与其它环境敏感性聚合物水凝胶相比，光敏感性聚合物水凝胶在化学传感

器、记忆元件开关、药物控释、固定化酶、组织工程等领域具有更广阔的应用前

景。

多糖来源广泛，具有优良的生物相容性、生物可降解性和无毒性，被认为是

一种非常理想的生物医药材料。本论文以天然多糖为基本原料，设计合成了光响

应型聚合物水凝胶及光交联型聚合物水凝胶，对所得水凝胶的溶胀性能、力学性

能、光响应行为以及在药物控释等方面的应用进行了探索研究。

主要研究内容如下：

(1)利用甲基丙烯酸缩水甘油酯改性的葡聚糖与偶氮单体4．(4’．丙烯酰氧基

苯基偶氮1苯甲酸自由基共聚交联，合成了具有光及pH响应性的葡聚糖基水凝

胶。研究了水凝胶中偶氮含量及介质pH对水凝胶溶胀性能的影响；以维生素

B12为模型药物，考察了该类凝胶材料对药物的负载及在紫外光照下的体外释放

规律。

(2)合成了含偶氮苯疏水侧链的两亲性支链淀粉接枝物(Amy-Azo)，利用

Amy．Azo在水溶液中的疏水缔合交联作用，得到光响应型支链淀粉基纳米水凝

胶。用芘做荧光探针测定了Amy．Azo在水溶液中的临界胶束浓度；通过激光粒

度分析和透射电镜研究了紫外光照前后Amy-Azo纳米水凝胶的粒径大小及分

布；并利用紫外可见光谱研究了Amy—Azo在H20／DMSO溶液中的疏水聚集过程；

以疏水药物吲哚美辛为模型药物，研究了载药纳米水凝胶在紫外光照下的体外药

物释放行为。

(3)通过三步反应合成了以4一硝基肉桂酸为侧基的水溶性壳聚糖衍生物

(CMCS-NC)，在无外加光引发剂的条件下，利用CMCS-NC中肉桂酸酯基在365

ilin紫外光照下的光二聚反应，制备了光交联型羧甲基壳聚糖基水凝胶。研究了

紫外光照时间和肉桂酸酯基的取代度对所得水凝胶溶胀性能、力学性能以及体外

生物降解性的影响；以抗肿瘤药物盐酸阿霉素为模型药物，在无外加光引发剂的

条件下，研究了该类水凝胶对盐酸阿霉素的原位包埋与体外药物释放行为。

(4)基于侧基含4．硝基肉桂酸支链淀粉衍生物(Amy．sc)的合成，在无外加

光引发剂的条件下制备了光交联型支链淀粉基水凝胶。通过紫外可见光谱研究

了Amy．NC中硝基肉桂酸酯基的光二聚反应过程；研究了紫外光照时间和

Amy．NC溶液浓度对所得水凝胶溶胀性能、力学性能以及体外生物降解性的影

27
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响：以溶菌酶为蛋白类生物大分子模型药物，在无外加光引发剂的条件下，研究

了该类光交联水凝胶对溶菌酶的原位包埋与控制释放，并探讨了释放液中溶菌酶

的二级构象及生物活性。
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第2章光及pH响应型葡聚糖基水凝胶的研究

2．1前言

近二十多年来，环境响应性聚合物水凝胶的设计合成与应用研究十分活跃。

这类水凝胶对外界刺激能产生响应，其自身的物理性质或化学性质可随外界环境

改变而发生相应的变化。外界刺激因素包括温度、pH、溶剂、压力、．离子、光、

电场、磁场、声波、化学物质等【l刁】，有些水凝胶可以对两种或两种以上的刺激

做出响应，当这些刺激信号发生变化时，凝胶的自身性质如体积、形状、分子极

性或识别性能等随之发生变化。在这些环境响应性聚合物水凝胶中，温度和pH

响应性水凝胶获得了广泛和深入的研究，但温度响应性水凝胶的响应速度受温度

扩散的影响，pH响应性水凝胶的响应速度受离子扩散控制，而光响应性水凝胶

能对光产生瞬时响应，在光学开关、光控制传感器以及光控制药物释放等方面具

有潜在的应用悸J。

偶氮苯及其衍生物是一类典型的光致异构分子，在光照下发生可逆顺反异构

化反应。将偶氮苯基团引入到聚合物凝胶中，在紫外光照下，偶氮苯由反式构型

转变为顺式构型，导致大分子链间距离发生改变，宏观上凝胶表现出膨胀一收缩

行为【9】。Chen等【lo】将丙烯酰胺基偶氮苯与丙烯酸共聚制备了一种光和pH双重响

应的凝胶。该共聚凝胶在紫外光照下体积减小，且随着共聚凝胶中偶氮苯含量的

增加，凝胶收缩的越快。这种光响应型水凝胶在光刺激下发生溶胀．收缩行为，

其作用类似于开关，可调控凝胶中药物释放速率。Tomer和Florencelll】合成了两

种偶氮苯与Ⅳ-异丙基丙烯酰胺(NIPAM)的共聚凝胶用于药物释放，一种是将4．

丙烯酰胺基偶氮苯与NIPAM共聚交联形成含偶氮苯侧链的凝胶，另一种是以

4，4’．双丙烯酰胺基偶氮苯为交联剂制得NIPAM凝胶；将这两种载药凝胶在紫外

光照下进行药物释放，与在避光条件下的药物释放行为相比，含偶氮苯侧链凝胶

的药物释放量增大，而以偶氮苯为交联链的凝胶的药物释放量减小。

以葡聚糖为骨架的凝胶由于具有良好的生物相容性和生物降解性，常用作药

物控制释放的载体[2,12】。本文将甲基丙烯酸缩水甘油酯改性的葡聚糖和偶氮单体

4．(4’．丙烯酰氧基苯基偶氮)苯甲酸共聚交联，合成了具有光及pH响应性的葡聚

糖基水凝胶。研究了水凝胶中偶氮含量及介质pH对凝胶溶胀性能的影响，并讨

论了在不同介质pH及在紫外光照下的药物释放行为。
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2．2实验部分

2．2．1原料与试剂

葡聚糖(粘均分子量为20000)和对氨基苯甲酸，国药集团化学试剂有限公司；

甲基丙烯酸缩水甘油酯(GMA)和丙烯酰氯，上海晶纯试剂有限公司；4．二甲氨基

吡啶(DMAP)，Alfa Aesar；偶氮二异丁腈(AIBN)，化学纯，天津大茂化学试剂厂，

用甲醇重结晶且在40C保存；三乙胺，天津大茂化学试剂厂，用钠回流6h后蒸

馏使用；四氢呋喃，分析纯，广州化学试剂厂，用钠回流6 h后蒸馏使用；二甲

亚砜(DMSO)，分析纯，广州化学试剂厂，用4 A分子筛浸泡一周后使用；其它

试剂均为市售分析纯，直接使用。

pH 2．2和pH 4．0的缓冲溶液由邻苯二甲酸氢钾和稀盐酸配制，pH 6．0和pH

7．4的缓冲溶液由磷酸二氢钠和磷酸氢二钠配制，pH 9．0的缓冲溶液由三羟甲基

氨基甲烷(Tris)和稀盐酸配制，pH 10．8的缓冲溶液由硼砂和碳酸钠配制，缓冲

溶液的离子强度均由氯化钠调为0．05 mol／L，pH值由pH计测定。

2．2．2单体的合成与表征

2．2．2．1葡聚糖甲基丙烯酸酯大单体的合成

参照文献方法合成113I。在N2氛下，将10 g葡聚糖和2 g的4--"甲氨基吡啶

溶于90 mL二甲亚砜(DMSO)中，然后加入一定量的甲基丙烯酸缩水甘油酯

(GMA)，使GMA的量与葡聚糖中吡喃葡萄糖单元的摩尔比分别为1：3和1：10，

室温搅拌反应48 h。反应完毕后，将反应混合液逐滴滴加到400 mL乙醇中沉淀，

过滤，将固体溶于20 mL二次去离子水中，用盐酸调节溶液pH值为8，在10 oC

下透析72 h(透析袋的截止分子量约为8000)，然后冷冻干燥，所得白色产物即

为葡聚糖甲基丙烯酸酯大单体(Dex-GMA)，产率均在80％以上。FT-IR(KBr，cm"1)：

2935(s)，1710 b C=O)，101 l(m)，810(w C=C)；1H-NMR(300 MHz，D20，ppm)：占

1．80(s，31-1)，3．38—3．84(IIl，61-1)，4．81@lhO，5．05(111，1H)，5．15(IIl，IH，in a一1，3

linkage)，6．05 and 6．56(n1，2I-I)．

2．2．2．2偶氮单体的合成

其合成路线如图2．1所示。
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Figure 2·1 Synthetic route ofthe azobenzene monomers

(1)4．(4 7．羟基苯基偶氮)苯甲酸(HAPB)

参照文献方法合成【141。将6．85 g f0．05m01)对氨基苯甲酸、15 mL浓盐酸和

30 mL去离子水混合，用冰盐浴冷至0 oC，然后滴加30 mL NaN02的冷水溶液

(3．80 g，O．055 m01)，控制滴加速度，使温度始终保持在5 oC以下，搅拌反应至溶

液使淀粉Ⅺ试纸变蓝，时间约30 min，再加少量的尿素使淀粉Ⅺ试纸不变色，

继续反应30 min，得淡黄色透明重氮盐溶液。

将4．5 g(0．048m01)苯酚和5．0 g(0．125m01)NaOH溶于60 mL去离子水中，

用冰盐浴冷至0 oC，将上述重氮盐溶液滴加到苯酚的碱液中，滴加完毕后(约30

min)，继续反应1．5 h，得到亮黄色沉淀。用浓盐酸调pn值为2—3后减压抽滤，

反复水洗至滤液呈中性，所得固体于50 oC真空干燥12 h。在50 oC下，将干燥

固体溶于环己烷．乙酸乙酯(3：1，v／v)混合溶剂中(若不完全溶解可补加少量乙醇)，

过滤除去任何不溶物；滤液用NaOH水溶液萃取，碱水相呈深红色，油相呈淡

黄色，分出水相用浓盐酸调pH值为2—3，立刻出现黄色沉淀，抽滤，水洗至滤

液呈中性，得到的固体50 oC真空干燥24 h。产率81．8％。IR(KBr,cm"1)：3120(m)，

4l



中山大学博士学位论文

2844，2680，2538(m，OH五．om H—bonds between earboxylic groups)，1 680(s，C=o)，

1 592，1 502，1 465(m'Benz ring)，1 285，1 245(s，C．o)；1H-NMR(300MHz,DMSO．,t6，

ppm)：6 6．94(d，2H)，7．850，4H)，8．08(d，2H)．

(2)4-(4’一丙烯酰氧基苯基偶氮)苯甲酸(AOPAB)

参照文献方法合成【15】。将1．2 1 g(5 mm01)4．(47．羟基苯基偶氮)苯甲酸溶于50

mL四氢呋喃(THE)中，再加入2．8 mL(20 mm01)的三乙胺(Et3N)，通N2除氧15 rain

后密封，置于冰水浴中冷却，使反应温度降至0 oC，再缓慢滴加1．6 mL(20 ret001)

丙烯酰氯，体系温度控制在5 oC以下，滴加完毕后室温反应24 h。将反应液倾

入水中，有沉淀生成，过滤，并用去离子水洗至滤液呈中性，室温真空干燥得黄

色粉末状固体。再将固体溶于THF(40 mE)中，用碳酸氢钠的饱和溶液调节体系

的pH值为7—8，室温搅拌24 h。反应液用THF稀释，并调节体系的pH值为8，

过滤除去不溶物，滤液再用稀盐酸水溶液沉淀，过滤，水洗至滤液呈中性，再冷

冻干燥得黄色产物。产率65．2％。元素分析：实测值(理论值)：C：64．75％(64．86呦；

H：4．1 4％(4．05脚；N：9．32％(9．46呦．IR(KBr，em-1)：2990(m)，2844(m)，2655 and

2549(w from H—bonds between carboxylic groups)，1 744(s，酯C=O)，1 680(s，羧酸

C=O)，1601(w，C=C)，1557，1502，1420(驰Benz ring)，1407(m)，1293(s)，1251(s)，

1201(s)，1150(s)；1H-NMR(300Mnz，DMSO—d6，ppm)：艿6．21and 6．58(111'2H)，

6．45(d，ln)，7．46(d,2H)，7．98(dd,4H)，8．15(d，214)，13．21(s，1n)．

2．2．3水凝胶的制备

在N2氛下，将1 g的Dex-GMA溶于8 mE DMSO中，然后加入一定量的
AOPAB及O．02 g的引发剂偶氮二异丁腈，待其完全溶解后，将反应液转移至玻

璃试管中，继续通N2约15 min后密封，60 oC反应24 h。将得到的凝胶切成厚

度约为2 111111的圆片，放入乙醇中浸泡3天，然后在水中浸泡l周，真空干燥后

避光保存备用。

2．2．4结构表征

采用美国Nicolet公司产Nexus 670型傅立叶变换红外光谱仪测定试样的红

外光谱图(KBr压片)；采用美国Varian公司产Mercury-Plus 300 IVIHz核磁共振

仪测定试样的1H-NMR；采用德国Elementar公司产元素分析仪测定试样中N元

素含量；采用Varian Cary 300紫外光谱仪测定试样的紫外一可见光谱，用于紫外
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光照的紫外灯为250 W的飞利浦汞灯，主波长为365 nnl，光强为2．8 mW／cm2，

购自上海亚源照明电器有限公司。采用日本Hitachi公司S-520扫描电子显微镜

观察凝胶表面形态，用于观察的凝胶样品冷冻干燥后用液氮脆断，真空镀金，观

察其断面形态。

2．2．5水凝胶溶胀性能的测定

在25。C，将干燥的水凝胶圆片称重后浸入去离子水或不同pH值的缓冲溶

液中，在预定的时间取出，用湿滤纸吸取水凝胶表面的水分后称重，直至水凝胶

达到溶胀平衡为止。水凝胶的溶胀度(Swelling degree)为：

S=(巩一咧／畅 (2—1)

其中，S为水凝胶的溶胀度，％为溶胀后水凝胶的重量，％为干态水凝胶的重

量。

2．2．6药物负载与控制释放研究

(1)药物负载

以维生素B12(VBl2)为模型药物，’将其溶于去离子水中，配成浓度为O．5

rag／mE的溶液。在4。C下，将圆片状干凝胶置于15 mE Vll2的水溶液中浸泡，

～48 h后取出凝胶，然后用去离子水快速冲洗凝胶表面，载药凝胶冷冻干燥后避光

保存备用。

(2)药物负载量测定

首先绘制VBl2的标准曲线。用定量体积的去离子水溶解确定质量的药物配

成一系列浓度的标准溶液，用紫外光谱仪测定VBl2在375 ILrn处的吸光度，绘制

标准曲线。然后将载药凝胶研磨成粉状，在一定量的去离子水中充分溶胀使药物

释放出来，用O．22“m的针头式过滤器过滤，测试滤液在375 nnl处的吸光度，

根据标准曲线计算凝胶的载药量。

(3)体外药物释放

在避光或紫外光照下，向载有VBl2的干态凝胶加入20 mL pH 2．2或7．4的

缓冲溶液，维持释放温度为37 oC，每隔一定时间后取出2 mL释放液，同时补

充相同体积的新鲜缓冲溶液，以维持释放体系的体积不变。取出的释放液在375

nirn处测定其吸光度，根据标准曲线计算释放液中VBl2的含量，测定结果以累积
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释放率表示。

2．3结果与讨论

2．3．1合成与结构表征

(1)葡聚糖甲基丙烯酸酯大单体的结构表征

通过葡聚糖与GMA的酯化反应将甲基丙烯酸酯基引入到葡聚糖上，得到葡

聚糖甲基丙烯酸酯大单体(Dex-GMA)，如图2．2所示。图2．3给出了葡聚糖和

Dex-GMA的IR光谱。与葡聚糖的IR光谱相比，Dex-GMA的光谱在1710和810

cm"1处的吸收峰清晰可见，它们分别代表甲基丙烯酸酯官能中的羰基(-c--o)和

碳碳双键(一C=C一)的特征吸收峰。1H-NMR分析也证实了Dex-GMA的化学结

构(图2—4)，6 1．80为甲基丙烯酸酯基中甲基的质子峰，6 3．3～3．9为葡聚糖吡喃糖

环上的质子峰，64．81和5．05为葡聚糖异头碳的特征质子峰，86．05和6．56为甲

基丙烯酸酯基中双键的质子峰。进一步通过1H．NMR计算Dex-GMA中甲基丙烯

酸酯基的取代度(飓100个糖环单元上所含的甲基丙烯酸酯基数)，DS由占6．05
和6．56处的双键质子峰面积与6 4．81和5．05处的葡聚糖异头碳质子峰面积的比

值来计算，投料中GMA与葡聚糖糖环单元的摩尔比为1：3和1：10的DS分别为
)

18．7和1．5。

O叫+H斌
DMSO

·—---—---—--—--—-’
DⅣ队P

Figure 2-2 Reaction ofdextran、析th glyeidyl methaerylate(GMA)
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Wavenumber(cm。1)

Figure 2-3 FT-IR sierra of dextran and Dex-GMA(DS=18．7)

H20

一迨a
萝
：

一 ，之．／：c．姓一 L
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Chemical shift(ppm)

Figure 2-4 1H-NMR spectrum ofDex-GMA(D．g=-1 8．7)in 1)20
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(2)偶氮单体的结构表征

在偶氮单体合成中，4．(47．羟基苯基偶氮)苯甲酸(HAPB)与丙烯酰氯反应时，

羟基与酰氯基团反应生成酯，同时羧基也会与酰氯基团反应生成酸酐，为了得到

最终产物4．(4’．丙烯酰氧基苯基偶氮)苯甲酸(AOPAB)，需在弱碱性条件下对酸酐

键进行水解。

图2．5为HPAB和AOPAB的IR谱图。在HPAB的IR图中，1601，1502，1420

cm"1处为苯环的特征吸收峰，1680 cm"1是羧基或酸酐中C=O键的伸缩振动峰。

与HPAB谱图相比，1744 cm"1处出现的吸收峰是酯基中C=O键的伸缩振动峰，

表明丙烯酰氯与HPAB中的羟基反应生成了酯键。图2-6和2．7的1H．NMR图分

别清晰的反映了HPAB和AOPAB单体中各个氢在谱图上的位置，且吸收峰面积

与相应的氢原子数一一对应。

Wavenumber(cm。1)

Figure 2-5 FT-IR spectra of4一(4"-hydroxyphenylazo)benzoic acid(HPAB)and

4_(4"-acryloyloxylphenylazo)lbenzoic acid(AOPAB)
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Chemical shift(ppm)

Figure 2-6 1H．NMR spectrum ofHPAB in DMSO．d6

Chemical shift(ppm)

Figure 2．7 1H．NMR spectrum ofAOPAB in DMSO-d6

(3)水凝胶的合成与表征

以葡聚糖甲基丙烯酸酯为凝胶骨架，偶氮单体AOPAB为交联桥(如图2．8)，

通过自由基聚合交联合成了具有pH响应和光响应的水凝胶，通过元素分析来计
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算凝胶中偶氮单体的含量，如表2．1所示。对于DGA4，由于Dcx-GMA中甲基

丙烯酸酯基的取代度较低，只部分形成凝胶，加入4 wt％的交联剂M肛亚甲基双

丙烯酰胺后可得到凝胶。

图2．9为DGA3凝胶的IR谱图，图中出现了酯基中C=O键的伸缩振动峰

(1725 cm"1)，羧基中C=O键的伸缩振动(1640 crn-‘)，也出现了偶氮中苯环的特征

吸收峰(1560，1502，1420 era"1)。图2．10为DGAl凝胶随光照时间变化的紫外．可

见吸收光谱，在本实验中我们参考Mohan等【16】将凝胶样品用于紫外．可见光谱分

析的方法，将凝胶样品研磨成细粉状，在去离子水中充分溶胀，用O．22 pm的滤

膜过滤，得到的固体再分散于去离子水中，过滤以除去可能溶于水中的葡聚糖衍

生物或偶氮单体，然后将固体超声分散于水中后测其紫外．可见吸收光谱。如图

2．10所示，DGAl凝胶的水分散液具有偶氮苯类化合物典型的紫外．可见吸收光

谱特征，其最大吸收峰出现在335 hid，代表偶氮生色团的驴，电子跃迁。在波

长为365nm紫外灯的光照下，偶氮生色团发生反式至顺式异构化反应，其最大

吸收峰位置蓝移且吸收强度下降。当紫外光照120 min后，DGAl凝胶的水分散

液的最大吸收峰蓝移至327 nln，且在335 nlTl处的吸收强度不再降低，说明DGAl

水分散液中偶氮生色团已达到顺反异构化平衡。偶氮生色团的异构化程度可用下

式表示：

D(％歹=似。一么e)×100／Ao (2．2)

式中，彳。表示紫外光照前335 nln处吸收峰强度，彳。表示紫外光照至顺反异构平

衡后335 nnl处吸收峰强度。与其溶液的顺反异构化程度(胪70％)【l。7】相比，DGAl

凝胶光照顺反异构化程度仅为25％，Kang等人也得到类似的实验结果【l】。

Table 2-1 Conditions and characterization for hydrogel preparation with different AOPAB

contents

4

determined by Elemental Analysis．

b

partial gel．
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Figure 2-8 Illustration for connection ofMA moieties ofDex-GMAwithAOPAB bridging
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Figure 2-9 FT-IR spectrum ofDGA3

Wavelength(nm)

Figure 2-10 UV-vis spectra ofDGAl dispersed in water upon UV irradiation at A=365 nm

2．3．2水凝胶的溶胀动力学

图2．11给出了不同偶氮含量水凝胶的溶胀动力学曲线。由图可见，在溶胀

初期，溶胀度快速增加；随着溶胀时间延长，溶胀度增加趋势变缓，当溶胀时间

超过200 rain后，溶胀度基本不变，即达到溶胀平衡，且水凝胶的平衡溶胀度随

凝胶中偶氮含量增加而下降，这可能是由凝胶的交联密度增加引起的。图2．12

为凝胶的扫描电镜图，从图中可以看出，随着凝胶中偶氮含量增加，凝胶的孔径
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明显减小．凝胶具有更致密的网络结构。

水凝胶的溶胀动力学可用下面二次速率方程来描述㈣：

t／S=1／(k．S。2)+慨 (2．3)

式中，＆为平衡溶胀度，t为溶胀时间，k为溶胀速率常数。将图2-11的数据以

t／S一，作图，结果如图2一13所示。由图可见．水凝胶的溶胀数据用二次速率方程

来处理，具有良好的线性关系，出直线的斜率和截距得到的特征常数k和＆值

列于表2-2中。出表2-2可知，实澍平衡溶胀度(＆)与理论平衡溶胀度(＆)相近，

且随凝胶中偶氮含量增加，＆下降，而溶胀速率常数k增大，表明凝胶到达平衡

溶胀的时同减小，Guilherme等也得到类似的实验结果Il”。

Time(rain)

Figure 2-ll Swelling kinetics壮afl_nctionoftimeforthe时&ogelswithdifferentazobenzene

contentsinwaterat 25℃

(对DGAI (”DGA2 (c)DGA3

Figure2-12SEMimagesofthe hydrogelswithvariousazobcrlze他conternsforDGAI(曲，

DGA2(b)．andDGA3(c)
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Figure 2—13 Experimental data oftime-dependent swelling for the hydrogels plotted according to

eq．2-2(second-order swelling kinetic)

Table 2-2 Swelling rate parameters for the hydrogels with different azobenzene contents

为了研究所得水凝胶的pH敏感性，测定了不同偶氮含量的水凝胶在不同pH

缓冲溶液中的平衡溶胀度。如图2．14所示，在pH 2．2和7．4缓冲溶液中，DGAl

的平衡溶胀度分别为6．06和6．92，当pH增加至10．8时，其平衡溶胀度增加至

8．22，其在不同pH缓冲溶液中的平衡溶胀度变化不大；而当凝胶中偶氮含量逐

渐增加时，随pH增高，DGA2和DGA3平衡溶胀度明显增加，当介质pH超过

7．4，其平衡溶度急剧增大，并大于DGAl的平衡溶胀度。在含离子基团的凝胶

中，由于离子基团的离解，产生的反离子增加了凝胶内部的渗透压，宏观表现为

凝胶溶胀；而抑制凝胶吸水溶胀的因素是凝胶电解质网络的橡胶弹性，即交联密

度；这两种因素决定凝胶的吸水情况【2】。在本实验中，随介质pH增加，凝胶中

侧链偶氮苯的端羧基逐渐离解，凝胶的平衡溶胀度逐渐增大。在介质pH≤7．4
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时，凝胶网络的橡胶弹性因素起主要作用，故随着凝胶偶氮含量的增加，由于其

交联密度增加，凝胶的平衡溶胀度减小；而当pH为9和10．8时，此时羧基完全

离解，凝胶内外的离子渗透压增大，离子渗透压成为凝胶溶胀的控制因素，导致

偶氮含量较高的凝胶DGA2和DGA3，其平衡溶胀度大于DGAl。

图2．15给出了DGA3在pH 2．2和7．4缓冲溶液中反复溶胀的情况。水凝胶

在pH 2．2和7．4缓冲溶液中反复溶胀三次，其平衡溶胀度变化较小，说明水凝

胶具有良好的pH响应性和反复溶胀性能。

图2．16显示了凝胶DGAl在水．乙醇中的反复溶胀．收缩行为。由图可见，

凝胶在水中溶胀，乙醇中收缩，发生溶剂可逆溶胀．收缩行为，反复三次后，在

水和乙醇中的溶胀度均略微降低。

，o、

D)
、、
o)
、-—，

叮

(，)∞

pH

Figure 2—14 Equilibrium behavior oftbe hydrogels in different pH buffer solutions at 25 oC
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Figure 2·1 5 Equilibrium reswelling behavior of DGA3 transferred from pH 2．2 to pH 7．4 for

several cycles at 250C

Time(rain)

Figure 2—16 Solvent-induced expansion and contraction pattern ofDGAl at 25。C．open circle，in

water；closed circle,in ethanol
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2．3．3水凝胶的药物释放研究

偶氮苯及其衍生物在光照下发生可逆顺一反异构，如图2．17所示。在365 nl／1

的紫外光照射下，偶氮苯分子由棒状的反式构型转变为‘‘v”型的顺式构型，分子

尺寸发生了很大变化，位于偶氮苯对位的两个碳原子间距离从9．0 A减小为5．5

A【91。含偶氮苯生色团的凝胶，在紫外光照下，由于大分子链间的距离发生改变，

导致凝胶表现出膨胀一收缩行为，从而可控制凝胶中药物的释放速率。

本文研究具有pH响应和光响应的水凝胶在不同pH以及紫外光照下的体外

药物释放行为，以累积释药百分数对时间作图得到药物释放曲线，如图2．18所

示。由图可以看出，随着凝胶中偶氮含量的增加，药物释放速率减小，这是由于

凝胶的交联密度增加引起的，与溶胀规律一致。此外，不同偶氮含量的凝胶在

pH 7．4缓冲溶液中的药物释放速率均高于在pH 2．2缓冲溶液中的药物释放速率，

说明该类水凝胶材料具有pH敏感的药物释放行为。且在pH 7．4的缓冲溶液中，

当用波长为365 nnl的紫外光照射时，水凝胶的释药速率以及最终药物释放量均

高于未光照的水凝胶，Tomer等也得到类似的实验结果【111。

为了研究水凝胶药物释放机理，通过Peppas方程【20】对释放曲线进行线性拟

合：．

尬／眠=七f，l (2—4)

式中，蚴为药物在某一时刻的累积释放分数，f为释放时间；k为常数，刀为
扩散指数，与释放机理有关。对于膜或片状制剂而言，当n=0．5时，药物释放机

制为Fickian扩散控制，药物分子主要通过分子扩散释放：当0．5<n<1．0时，药

物释放机制为non-Fickian扩散，药物分子的释放受Fickian扩散和骨架松弛(包

括溶胀或降解)的共同作用；当n=l时，药物分子的释放主要受骨架松弛机制控

制。

通过Peppas方程对药物释放曲线进行线性拟合，计算得到的扩散指数以值

见表2．3。随着凝胶中偶氮含量的增加，刀值减小。在pH 2．2缓冲溶液中，不同

偶氮含量凝胶的，z值均较接近0．5，说明此时药物释放主要是扩散控制过程，符

合Fickian扩散定律。在pH 7．4缓冲溶液中，扩散指数刀值高于在pH 2．2缓冲溶

液中的疗值，均大于0．6，表明此时的药物释放过程受Fickian扩散和骨架松弛的

共同作用。

当在紫外光照下进行药物释放时，扩散指数玎值略低于未光照时的疗值，这

表明在紫外光照下，偶氮苯分子由棒状的反式构型转变为‘‘V”型的顺式构型，分

子尺寸减小，引起凝胶体积发生收缩，从而促进药物分子从凝胶中扩散出来。
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Figure 2-17 Dimension changes ofisomerization oftrans-cis azobenzene
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Time(rain)

Figure 2—1 8 Effects ofpH and UV irradiation on drug release for the hydrogels at 37。C

(cis，under 365 nm UV irradiation；trans，in dark condition)．

Table 2-3 Diffusion exponent∽for release ofVBl2 from the hydrogels

2．4结论

(1)以二甲基亚砜为溶剂，偶氮二异丁腈为引发剂，将甲基丙烯酸缩水甘油

酯改性的葡聚糖与偶氮单体4一(4’．丙烯酰氧基苯基偶氮)苯甲酸自由基共聚交联，

合成了具有光及pH响应性的葡聚糖基水凝胶。FT-IR和1H-NMR证实了合成单

体及水凝胶的结构，并通过元素分析确定了凝胶中偶氮苯含量。

(2)溶胀实验表明所得水凝胶的平衡溶胀度随介质pH值增大以及凝胶中偶

氮含量降低而增大，扫描电镜分析证实偶氮含量高的凝胶具有更致密的网络结

构。

(3)以维生素B12为模型药物，研究了载药水凝胶在不同pH及紫外光照下
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的药物释放行为。体外药物释放实验表明，药物释放速率及累积释放量均随凝胶

中偶氮含量增加而减小；不同偶氮含量的载药凝胶在pH 7．4缓冲溶液中的药物

释放速率均高于在pI-I 2．2缓冲溶液中的药物释放速率，说明该类水凝胶材料具

有pH响应的药物释放行为；且在pH 7．4的缓冲溶液中，当用波长为365 nl／l的

紫外光照射时，水凝胶的释药速率以及最终药物释放量均高于未光照的水凝胶，

因此可利用紫外光照调控药物的释放速率。
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第3章光响应型支链淀粉基纳米水凝胶的研究

3．1前言

近年来，环境响应性聚合物胶束(亦称为纳米凝胶)作为药物控释载体得到广

泛的研究和应用【¨】。其疏水内核对难溶性药物具有增溶作用，且聚合物胶束的

结构在外界刺激的作用下能可逆地发生变化，因而可实现对负载物的可控包藏和

释放。与传统的外界刺激相比，光作为刺激手段具有独特的优势。因为光源安全、

清洁、易于使用和控制，可方便地实现对响应性聚合物胶束的可控刺激，在生物

医药领域更具广阔的应用前景M】。

偶氮苯及其衍生物是一类典型的光致异构分子，在光照下发生可逆顺反异构

化反应。利用偶氮苯分子的光敏特性，制备具有光响应性的聚合物胶束或纳米凝

胶受到人们的关注。其中，侧链含偶氮的合成高分子类两亲性聚合物，其自聚集

及光致异构化行为已被广泛报道。王晓工等【7-9】利用侧基偶联反应将偶氮单体连

接到聚丙烯酸主链上，得到的两亲性聚合物通过自组装形成光响应性聚合物胶

束。Zhao等【lo。12】通过原子转移自由基活性聚合得到含偶氮基团的两亲性嵌段共聚

物，在选择性溶剂中通过憎水相互作用自组装形成纳米胶束或囊泡。在365 am

紫外光和可见光的照射下，聚合物胶束发生可逆的胶束聚集和解聚行为，这种可

逆的转变是通过光致偶氮苯顺反异构产生的分子偶极距的改变，导致偶氮分子在

水和二氧六环的混合溶剂中的溶解性发生变化而表现出的光致可逆性。江明等㈣

最近也把具有光敏性的偶氮分子引入到非共价键结合胶束中，利用无取代基的偶

氮苯分子的顺式和反式构型在甲苯中的溶解性变化，研究了含偶氮的非共价键结

合胶束在紫外和可见光的照射下的响应性行为。

然而到目前为止，对于以天然高分子为主链，偶氮为疏水侧链的两亲性多糖

接枝物的自聚集及光响应行为研究鲜见报道【14】。在本工作中，我们以具有良好

生物降解性和生物相容性的支链淀粉为原料，合成含偶氮苯疏水侧链的两亲性支

链淀粉接枝物(Amy-Azo)，利用Amy-Azo在水溶液中的疏水缔合交联作用，得

到光响应型支链淀粉基纳米水凝胶。通过激光粒度分析和透射电镜测定紫外光照

前后Amy．Azo纳米水凝胶的粒径大小及分布，利用紫外．可见光谱研究Amy．Azo

在H20／DMSO溶液中的疏水聚集过程，并探讨纳米水凝胶对疏水性药物吲哚美

辛的包埋与光控释放行为。
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3．2实验部分

3．2．1原料与试剂

支链淀粉，东京化成工业株式会社；芘，Sigma公司，用乙醇重结晶；吲哚

美辛，Fluka公司； 1,6．二溴己烷和4．羟基偶氮苯，砧fa Aesar公司；二甲亚砜

(DMSO)-分析纯，广州化学试剂厂，用4 A分子筛浸泡一周后使用；其余试剂，

均为市售分析纯。

3．2．2合成与表征

(1)4_静溴己氧基偶氮苯的合成

在N2氛下，将25 mL(39．8 g，O．163 moo 1,6一二溴己烷，12．1 g(0．0875 m01)

K2C03和0．5 g的Ⅺ加入到125 mL丙酮中，搅拌均匀后升温至65。C，将4．95 g

(0．025 moo的4．羟基偶氮苯溶于65 mL丙酮中，在1 h内逐滴滴加到上述混合溶

液中，滴加完毕后加热回流20 h，然后趁热过滤除去无机盐，并用丙酮洗涤，滤

液浓缩后逐滴滴JJn蛩J冰冷的乙醇中沉淀，过滤，固体再用乙醇重结晶，得黄色片

状固体，产率72．6％。1H—NMR(CDCh，PPm)：J 1．52-1．60(nl，4H，CH2(CH2)2CH2Br)，

1．81-1．97(驰4H，CH2(CH2)2CH20Ar)，3．45化2H，CH2CH2Br)，4．06心2H，

CH2CH20Ar)，6．98-7．01(d，2H，aromatic)，7．4-7．53(In，3H，aromatic)，7．84-7．94(dd，

4H，aromatic)．

(2)侧链含偶氮苯两亲性支链淀粉接枝物(Amy-Azo)的合成

在70 oC下，将1 g支链淀粉溶于25 mL干燥的DMSO中，然后降至室温，

通N2 30min后加入250此20 wt％的氢氧化钠水溶液，在N2氛下继续搅拌1 h，

再升温至60 oC，称取一定量的4．溴己氧基偶氮苯，用5 mL的DMSO溶解，逐

滴滴加到支链淀粉的溶液中。在60 oC反应5 h后，加入稀盐酸中和，再滴加到

乙醇中沉淀，离心，沉淀用乙醇反复洗涤，滤液用紫外分光光光度计检测直至不

再出现偶氮苯的吸收峰。得到的接枝物在40 oC真空干燥48 h。1H-NMR

(DMSO-d6，ppm)：6 1．21—1．83(In，8H，CH2(CH2)4CH2)，3．03(CH2CH20一Amy)，4．02

(驰2H，CH2CH20Ar)，3．40—5．71(H—glucopyranose unit)，6．94—7．95(9H'Ar-两．

FT-IR(KBr，crn-1)：3400(broad)，2928(m)，1595，1502，1248(IIl，Benz ring)，1011

(s)．
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(3)结构表征

采用美国Nicolet公司产Nexus 670型傅立叶变换红外光谱仪测定试样的红

外光谱图(KBr压片)；采用美国Varian公司产Mercury．Plus 300 1VIHz核磁共振

仪测定试样的1H．NMR；采用德国Elementar公司产元素分析仪测定试样中N元

素含量；采用Varian Cary 300紫外光谱仪测定试样的紫外．可见光谱，用于紫外

光照的紫外灯为125 W的飞利浦汞灯，主波长为365 nln，光强为0．9 mW／cm2，

购自上海亚源照明电器有限公司。

3．2．3纳米水凝胶的制备

根据文献【l5】的方法，采用透析方法制备纳米水凝胶。将100 mg的Amy-Azo

溶于10 mL的DMSO中，溶液用0．22 lam针式过滤器过滤除尘，再转移至透析

袋中用1 L二次蒸馏水透析24 h(MWCO 14000)，每5 h更换新鲜蒸馏水，然后

将得到的纳米凝胶水分散液用0．22$tm针式过滤器过滤。准确量取一定体积的纳

米凝胶水分散液进行冷冻干燥，以计算纳米凝胶水分散液的浓度，剩余的纳米凝

胶水分散液置于4 oC冰箱中保存备用。

3．2．4纳米水凝胶粒径的测定

取一滴Amy-Azo纳米凝胶水分散液于200目碳膜覆盖的铜网上，自然干燥

5 min，以滤纸轻轻吸干铜网上的液珠，然后把铜网浸在2 wt％的磷钨酸溶液中

染色l min，常温下自然干燥，采用日本厄M．2010HR型透射电子显微镜观察，

加速电压为100 kV。纳米水凝胶粒径及其分布采用Brookhaven公司产Mastersizer

2000激光粒度分析仪测定，所有纳米凝胶水分散液均采用0．22 lxm针式过滤器过

滤除尘。

3．2．5临界胶束浓度的测定

以芘作为荧光探针，配成0．1 mg／mL的乙醇溶液，取1．2x10-5 L芘的乙醇溶

液于10 IIll容量瓶中，用氮气吹扫除去乙醇，再加入一定体积的Amy．Azo水分

散液，定容后芘的最终浓度为6x10’7 moFL。配制好的样品溶液在室温超声30

min，再于水浴振荡器中振摇1 h，然后避光静置24 h后测试。采用Shimadzu

RF-5301荧光分光光度计测定样品荧光发射光谱，激发波长拧335 nln，扫描波
长范围妒350～450 nnl，激发光和发射光的检测狭缝均设定为3．0 nln，温度由控

温系统控制在25 oC。



中山大学博士学位论文

3．2．6药物负载与控制释放研究

(1)药物负载

采用与制备纳米水凝胶相同的方法制备载药纳米水凝胶。将100 mg的

Amy—Azo溶于10 mL DMSO中，然后再加入60 mg的吲哚美辛，溶液用O．22肛m

针式过滤器过滤除尘，再转移至透析袋中用1 L二次蒸馏水透析24 h(MWCO

14000)，每5 h换一次水，将载药纳米凝胶水分散液用0．45 pm针式过滤器过滤

以除去未负载的药物。将一部分准确称量的载药纳米凝胶水分散液冷冻干燥来计

算载药纳米凝胶水分散液的浓度，剩余的载药纳米凝胶水分散液置于4 oC冰箱

中保存备用。

(2)药物负载量的测定

首先绘制吲哚美辛的标准曲线，准确称取一定质量的吲哚美辛，用乙醇溶解，

再用去离子水稀释配成一系列浓度的标准溶液，用紫外光谱仪测定吲哚美辛在

320 nln处的吸光度，绘制标准曲线。然后准确称取一定量冷冻干燥后的载药纳

米水凝胶，加入丙酮使药物溶出，得到的混合液室温超声10 rnin，然后磁力搅拌

8 h，用0．22岬针式过滤器过滤，滤液用紫外分光光度计测定320 nlil波长处的

吸光度，根据标准曲线计算负载的药物含量。载药纳米水凝胶的负载率(Loading

capacity,Lc)和负载效率(Loading efficiency,LE)根据以下公式计算：

三C(％)=ME x100／M0 (3-1)

LE(％)=M2×100／MI (3-2)

其中，Mo为Amy-Azo的质量，M为加入的吲哚美辛的质量，M2为负载的药物

质量。

(3)体外药物释放

取l mL载药纳米凝胶水分散液，装入到截留分子量为14000的透析袋中，

然后置于10 mL PBS(pH 7．4)溶液中，在25 oc的恒温振荡水槽中进行药物释放。

每间隔一段时间取出1 mL释放液，同时补充相同体积的新鲜缓冲溶液，以维持

释放体系的体积不变。通过紫外分光光度法测定释放液中吲哚美辛的含量，以不

含药物的纳米凝胶水分散液做空白释放，计算药物累积释放率，所有实验平行三

次取平均值。
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3．3结果与讨论

3．3．1两亲性接枝物的结构表征

图3．1为侧链含偶氮苯两亲性支链淀粉衍生物(Amy．Azo)的合成路线图。在

氢氧化钠的作用下【161，将4。溴己氧基偶氮苯接枝到支链淀粉主链上，通过元素

分析计算Amy．Azo中偶氮苯的取代度，结果见表3．1。

图3．2为支链淀粉原料与Amy-Azo的1H-NMR谱，图中占1．21一1．83为己氧

基偶氮苯单元中亚甲基上的质子峰，6 3：和5．7为支链淀粉糖环上的质子峰，J

6．94—7．95为偶氮苯苯环上的质子峰。图3．3为支链淀粉原料与Amy-Azo的FT-IR

谱图，图中出现了支链淀粉上糖苷键的C．O．C的伸缩振动峰(101 1 em"1)，也出现

了偶氮单元苯环的特征吸收峰(1595，1502，1248 crn"1)。1H-NMR和FT-IR分析均

表明偶氮苯单体已接枝到支链淀粉主链上。

D‰o一 ¨硎：(cH2)4CH2研{器●

Figfi?e 3·1 The synthetic scheme ofAmy—Azo
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Table 3-1 Synthesis ofAmy-Azo with various DS ofthe azobenzene moiety

8

Azobenzene groups per 1 00 anhydroglucose units of amylopectin determined by elemental

analysis

Chemical shift(ppm)

Figure 3-2 1H-NMR spectra of native amylopectin and Amy—Azo-1 0 in DMSO．d6

65
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Wavenumber(cm‘1)

Figure 3-3 FT-IR spectra of native amylopectin and Amy-Azo-1 0

3．3．2纳米水凝胶的制备与表征

利用Amy．Azo在水溶液中的疏水缔合交联作用(如图3．4)，可得到光响应型

纳米支链淀粉基水凝胶。首先我们采用芘做荧光探针来确定两亲性支链淀粉衍生

物在水溶液中的临界胶束浓度。在芘的荧光发射光谱中，其第--(372 rim)、第三

(383 nm)振动峰强度的比值亿72／／3s3)随环境极性的改变而变化；当芘进入到聚合

物胶束的疏水核中时，／372／／383将减小，利用这个性质可确定聚合物的临界胶束

浓度【17’l引。图3．5给出了激发波长㈨为335 Rill时不同浓度Amy-Azo．10溶液的
荧光发射光谱，图3．6进一步给出了／372／1383随Amy．Azo—10溶液浓度变化的结果。

由如图3-6可见，在较低浓度下／372／／383基本保持不变，某一浓度后1372／／383

开始减小，标志着胶束开始形成，这一浓度即为临界胶束浓度；由此得出

Amy．Azo．4、Amy-Azo一10的临界胶束浓度分别为36．7、12．1 mg／L，即偶氮苯取

代度大的Amy．Azo．10具有较小的临界胶束浓度。
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amylopectin

esterification

4-(6-bromohexyloxy)
aZObenzene

self-aggregation

Figure 3-4 The hydrophobical aggregation ofAmy—Azo amphiphilic grafts in aqueous solution

X
．．J
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C
q)
．．J
C

Wavelength(nm)

Figure 3-5 Emission spectra ofpyrene at kx-335 am in aqueous Amy—Azo-1 0 solutoim with

different concentrations
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Concentration(mg，mL)

Figure 3-6 Changes ofthe intensity ratio(1372／13s3)from excitation of pyrene with various

concentrations ofAmy—Azo-4·and Amy-Azo-10

进一步通过激光粒度分析测定了紫外光照前后Amy．Azo纳米水凝胶的粒径

大小及分布。图3．7给出了Amy-Azo．4和Amy．Azo．10纳米水凝胶在光照前后粒

径大小及分布情况，且粒径的具体数值列于表3．2中。所有纳米水凝胶的粒径均

呈现两种尺寸分布，一种粒径尺寸较d'(dz)，另一种粒径尺寸较大(d2)。较小的粒

径可能是Amy．Azo在水溶液中形成单分子链胶束，而较大的粒径为胶束进一步

聚集形成更大的聚集体[19’20】。由图3．7和表3．2可以看出，Amy．Azo．4纳米水凝

胶的粒径大于Amy．Azo．10纳米水凝胶，即随Amy．Azo中偶氮苯基团取代度增

大，纳米水凝胶的粒径减小。这可能是因为Amy—Azo中疏水基团越多，疏水作

用力越强，更易形成紧密的疏水核，导致纳米水凝胶的粒径减小。而Amy-Azo

纳米水凝胶经365 Elm的紫外光照射后，由于稳定的反式偶氮苯变为不稳定的、

更为亲水的顺式结构，因此疏水作用力减弱，疏水核变得松散，导致粒径增大【14】。

． 图3．8为Amy-Azo．4和Amy-Azo．10纳米水凝胶的透射电镜图。由图可以看

出，纳米粒子形状呈规整的圆形，粒径也呈现两种尺寸分布，较小尺寸的粒径均

在25衄左右，Amy-Azo．4纳米水凝胶的较大粒径在75—90 RIll，而Amy．Azo．10
样品的较大粒径在45—65 nIn，略低于激光粒度仪所测得的数据(对应为1 19．4 am

和88．2 rim)。产生这种现象是因为纳米粒度仪测量结果是纳米粒子在水溶液中的

粒径，而透射电镜测试的是干态下的聚集体粒径【l51。
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Figure 3-7 Size distributions ofAmy-Azo-4 and Amy-Azo-1 0 nanogels before and after 365 nln

UVlight

Table 3-2 Properties ofAmy-Azo self-aggregated mnoparticles

b
Critical aggregation concentration(cac)determined from，37拼k3 data

。Mean diameter(d'nm)determined by laser particle size distribution analysis
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(劬 (邯

Figure 3-8TEMimages ofAmy-Azo nanogelsforAm卜Azp4(曲andAmy-Azo-10(”

3．3．3两亲性接枝物在H20／I)MSO中的聚集行为

通过透析方法，我们将Amy-Azo的DMSO溶液在去离子水中透析，利用

Amy．Azo中偶氮苯疏水侧链在溶液中的疏水缔台交联作用来制备光响应型纳米

水凝胶，因此我们通过紫外-可见光谱研究了#may-Azo在H20／DMSO溶液中的

疏水聚集过程。

偶氮苯的光异构化行为与偶氨苯单元所处的环境有关，例如在不同的溶剂

中。偶氨苯在紫外光照下达到光稳态的异构化速率和异构化程度是不同的。图

3-9给出了在不同光照时间下，Amy_Azo一10的DMSO溶液及其纳米凝胶水分散

液的紫外．可见吸收光谱。Amy-Azo在良溶剂DMSO中呈现出偶氮苯分子的两个

特征吸收峰：352mn(tram丌．矿transition)和440 nrn(cis rt-7E’transition)；当用365

nm紫外光照时，反式构型ⅡI兀+跃迁的吸收峰(352 nm)处强度逐渐降低，而对应

于顺式构型n-n*跃迁的吸收峰(440 nm)处强度逐渐增大，这说明偶氮分子在

DMSO溶液中发生了反式到顺式的光致异构化。当Amy—Azo在水中发生疏水聚

集形成纳米水凝胶后，其紫外．可见吸收光谱图形状与在DMSO溶液中相似，但

在光照前其最大吸收峰f㈦明显蓝移，位移值达15 nm，表明Amy-Azo中偶氮
苯生色团在疏水聚集过程中形成H-聚集体12“。

H．聚集对偶氮生色团光谱的影响可用Kasha等f222．3I的双激子模型解释。当偶

氮生色团聚集时，激发态偶极矩间相互作用加强，激子藕合产生能级裂分。当偶

氮生色团排列成H-聚集体时，激子分裂能为正值，基态跃迁到激发态时的能隙

增大，因而吸收峰位置蓝移。^腽。蓝移是偶氮生色团发生H一聚集的典型光谱特征。

我们对Amy．Azo中偶氮苯生色团从反式到顺式异构化动力学进行了研究。
以352 nm处吸光度对光照时间作图，结果可以用一级指数衰减函数拟合，取自

然对数后转换成下式：
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lIl【似r彳c)／似。一。)】=一舸 (3-3)

其中，Ao、A。和A。分别表示紫外光照前、时间t和紫外光照至顺反异构平衡后

352眦处的吸光度，k为异构化速率常数。图3．10给出了Amy．Azo的DMSO
溶液及其纳米凝胶水分散液的光致反顺异构化一阶动力学曲线，通过直线斜率得

出Amy．Azo在DMSO溶液中的速率常数幻MSo=0．095 s-1，其纳米凝胶水分散液

的速率常数kmo=0．090 s-1，略低于在DMSO溶液中的速率常数，表明Amy．Azo
中偶氮生色团在纳米凝胶中的光响应速率比DMSO中慢。

8
C
∞

宅
2
D
《

Wavelength(nm)

(c)

Figure 3-9 UV-Vis spectra ofAmy-Azo-10 upon UV irradiation in DMSO solution(0．1 mg／mL)

(a)；dispersed in water(0．12 mg／n：lL)(b)；before UV i11radiation in DMSO solution and dispersed

inwater(c)
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Figure 3-10 The dependence of ln[(．4rAc)／(A0-．4e)]on irradiation time ofAmy—Azo dissolved in

DMSO solution(_)and the nanogels in water(o)

偶氮生色团在选择性溶剂中发生H一聚集对Amy．Azo的光响应性有显著的影

响，我们研究了Amy．Azo一10在不同配比DMSO／水溶液中的光响应行为。首先，

我们制备不同配比DMSO／水的Amy—Azo．10溶液。将Amy-Azo溶于DMSO中，
在手动搅拌条件下，以大概5刖s的速度向接枝物的DMSO溶液中缓慢滴加去
离子水，到达一定溶剂配比后停止，在室温下避光放置至少24 h后使用。

然后用365 nln紫外光照射上述不同配比DMSO／水的Amy．Azo．10溶液，使
其逐渐达到反顺异构化平衡，用不同光照时间的吸光度口t)与光照前吸光度似o)

的比值似以o)对光照时间，作图，如图3．11所示。随着光照时间延长，彳朋。逐渐

减小，30 s后不再下降。偶氮生色团的异构化程度可用下式表示：

D(％)=(A0一彳e)×100朋o (3-4)

表3．3列出了不同配比DMSO／水的Amy．Azo．10溶液，在紫外光照前的2max

变化以及光照异构化平衡时偶氮生色团的反顺异构化程度。由表3．3可见，混合

溶液中水含量越高，2max和偶氮生色团的反顺异构化程度均减小，这是由偶氮

生色团的H．聚集引起的。偶氮生色团发生H-聚集后，冗电子激发跃迁需要更多

的能量，从而引起2max蓝移；而发生H．聚集后的偶氮生色团在进行反式至顺式

光异构化反应时，需克服更大的位阻效应，导致偶氮生色团的反顺异构化程度减

小。
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Irradiation time(S)

Figure 3—11 Plot ofthe relative absorbance口以o)ofAmy-Azo-10 in various media VS the

irradiation time

Table 3-3 k“and the isomerization degree(￡I％)at photostationary state of Amy-Azo-1 0 as a

function of water content

3．3．4药物负载与控制释放研究

通过透析方法，Amy-Azo在发生疏水缔合作用形成纳米水凝胶的同时负载

疏水药物吲哚美辛，图3．12给出了不同偶氮取代度的Amy．Azo纳米水凝胶对吲

哚美辛的负载率和负载效率。由图可以看出，Amy．Azo．10纳米水凝胶对药物的

负载率和负载效率均相对较高。这是因为随Amy．Azo中偶氮苯取代度增大，组

成纳米凝胶内核的疏水基团增加，与疏水性药物分子的相互作用也相对增加，增

溶到纳米凝胶内核的药物分子增多，导致纳米凝胶的药物负载率增大。在加入相

同初始质量药物的条件下，纳米水凝胶对药物的负载量越大，其负载效率也越高。

图3．13为Amy-Azo载药纳米水凝胶在缓冲溶液(PBS，pH=7．4)中的释放曲

线。由图可以看出，Amy-Azo中偶氮基团取代度越大，其载药纳米水凝胶的药

物释放速率及累积释放量均减小，这可能是因为随着组成纳米凝胶内核的疏水基
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团数量增加，与疏水药物的亲和能力增强，药物分子扩散至纳米凝胶内核外的阻

力增大，导致药物释放速率减小，因而药物的突释减少，缓释作用增强。此外，

在pH 7．4的缓冲溶液中，当用波长为365nm的紫外光照射时，载药纳米水凝胶

的释放速率以及最终药物释放量均高于未光照的纳米水凝胶。在紫外光照下，偶

氮苯生色团由稳定的反式结构转变为不稳定、更为亲水的顺式结构，纳米凝胶的

疏水内核遭到破坏，药物分子更容易从疏水内核中扩散出来，导致药物释放速率

增大，Patnaik等人【14】也得到类似的实验结果。

Amy-Azo micelles

Figure 3—12 Indomethacin loading capacity and loading efficiency ofAmy-Azo nanogels
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Figure 3·13 Indomethaein嘲ease profiles ofAmy-Azo nanogels in PBS(pH 7．4)at 25 oC
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3．4结论

(1)合成了含偶氮苯疏水侧链的两亲性支链淀粉接枝物(Amy-Azo)，利用

Amy-Azo在水溶液中的疏水缔合交联作用，得到光响应型支链淀粉基纳米水凝

胶。

(2)激光粒度分析和透射电镜显示Amy．Azo纳米水凝胶的粒径随Amy-Azo

中偶氮苯基团取代度增大而减小，且Amy-Azo纳米水凝胶经365 nm的紫外光照

射后，其粒径增大。

(3)用芘做荧光探针确定了Amy-Azo在水溶液中的临界胶柬浓度，并利用

紫外可见光谱研究了Amy．Azo在H20／DMSO溶液中的疏水聚集过程，结果显示

偶氮生色团的反顺异构化程度和异构化速率均随混合溶液中水含量增加而减小。

(4)以吲哚美辛为模型药物，研究了所形成的纳米水凝胶对药物的负载能

力，发现偶氮苯取代度大的Amy．Azo所形成的纳米水凝胶具有较高的药物负载
率和负载效率。体外释放实验表明，随Amy．Azo中偶氮苯基团取代度增大，载
药纳米水凝胶的药物释放速率及累积释放量减小；当用波长为365 nln的紫外光

照射时，载药纳米水凝胶的释放速率以及最终药物释放量均高于未光照的纳米水

凝胶，因此可通过紫外光照来调控纳米水凝胶的药物释放速率。
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第4章光交联型壳聚糖基水凝胶的研究

4．1前言

以天然多糖为基质的水凝胶由于具有良好的生物相容性和生物降解性，作为

生物材料在药物控释、固定化酶、组织工程等领域获得了广泛的应用【l-71。与其

它交联方式相比，光交联方法制备水凝胶具有如下优剧8】：(1)可使聚合物前驱

体水溶液原位交联，因而可用于制备可注射水凝胶；(2)在室温或生理温度下快

速聚合形成水凝胶；(3)产物几何形状易于控制；(4)原位聚合过程中产生较低

的热量等。这种温和的凝胶方式特别适合于制备生物凝胶材料，因此，光交联聚

合物水凝胶广泛用作药物载体[9,10】、细胞和生长因子载体[1l,12】、基因载体【131等。

为得到可光交联的多糖衍生物，通常是将甲基丙烯酸缩水甘油酯、马来酸酐、

(甲基)丙烯酸酯类单体与多糖反应引入双键【l¨7】，然后在光引发剂的作用下引发

聚合反应形成凝胶，但残留在凝胶体系中的光引发剂及光裂解碎片具有一定的细

胞毒性。肉桂酸可发生光二聚反应，在波-长．．2>280 nm的紫外光照下，发生【2+2】

加成反应形成环丁烷结构【l引。肉桂酸通过光二聚反应形成凝胶的性质，广泛应

用于光刻胶及半导体工业领域Il引，而将肉桂酸连接到多糖上形成凝胶的报道还

较少。已见报道的有将肉桂酸衍生物连接到明胶【20】或透明质酸【2l】上，但他们只

考察了所得凝胶的溶胀性能及细胞毒性，对凝胶的力学性能、在生物医药领域的

应用未做进一步的研究。在本实验中，我们首先合成了水溶性的羧甲基壳聚糖，

再通过4．硝基肉桂酸活化酯与羧甲基壳聚糖上的氨基反应得到可光交联的羧甲

基壳聚糖衍生物(CMCS．NC)。在无外加光引发剂的条件下，利用CMCS．NC中肉

桂酸酯基在365 nm紫外光照下的光二聚反应，制备适合用作生物材料的光交联型

羧甲基壳聚糖基水凝胶。讨论了紫外光照时间和CMCS-NC中肉桂酸酯基取代度

对所得水凝胶溶胀性能、粘弹性、生物降解性以及体外药物释放的影响。

4．2实验部分

4．2．1原料与试剂

壳聚糖，脱乙酰度为75—85％，低分子量(粘度20-200 cp)，美国Aldrich公

司；4一硝基肉桂酸(NC)，上海晶纯试剂有限公司；ⅣⅣ二环己基碳二亚胺(DCC)，
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美国Aldrich公司；N一羟基丁二酰亚胺(NHS)，国药集团化学试剂有限公司；盐

酸阿霉素，USP级，加拿大BioBasie公司；溶菌酶，分子量14300，酶活力≥20000

U／mg，美国Aldrich公司；其它试剂均为市售分析纯，直接使用。

4．2．2硝基肉桂酰基羧甲基壳聚糖衍生物的合成

(1)水溶性D-羧甲基壳聚糖(CMCS)的合成

参考文献【22矧合成。向10 g粉末状壳聚糖中加入50 mL 50％的NaoH溶液，

在．18 oC下碱化过夜，解冻后用100 mL异丙醇稀释，在快速机械搅拌下滴加100

mL含25 g氯乙酸的异丙醇溶液，滴加过程中用水浴维持体系的温度在250C，1

h内滴加完毕，然后在25 oC下继续反应6 h。反应结束后，用盐酸中和，抽滤，

固体用乙醇多次洗涤得到白色粉末状沉淀，真空干燥。然后将干燥后的沉淀溶于

水中，在去离子水中透析48 h(截留分子量为14000)，然后离心，将清液冷冻干

燥得到完全水溶的D羧甲基壳聚糖(CMCS)，产率31．8％。产物的羧甲基取代度

(卿用电位滴定法124J测得：准确称取0．5 g羧甲基壳聚糖，溶于50 mL 0．1 mol／L
的盐酸标准溶液中，用0．1 mol／L氢氧化钠标准溶液滴定，分别记下pH 2．1和pH

4．2时所消耗的氢氧化钠体积n、圪，根据下式计算取代度：

DS=0．203A／(1—0．058彳)， 么=仍一巧)Ⅳ／形 (4—1)

其中，Ⅳ是氢氧化钠标准溶液的物质的量浓度(mol／L)，W是羧甲基壳聚糖的质

量(g)。按上述方法测得羧甲基取代度为0．72。

(2)^L琥珀酰亚胺对硝基肉桂酸酯(NC-NHS)的合成

在40 oC下，将1．93 g(10 mm01)4．硝基肉桂酸溶于35 mL的M N'---甲基

甲酰胺(DMF)中，再加入NHS(1．2岛10 mm01)和DCC(2．1 g，10 mm00，在40 oC

避光反应24 h。反应完毕后，过滤除去生成的副产物二环己基脲，滤液倾入水中

沉淀，得到的固体真空干燥后用DIVIF／乙醇重结晶，产率75．2％。1H-NMR

(DMSO一(16，ppm)：2．85(s，4H)，7．18(d，1H)，7．23(d，1H)，8．12(d，2H)，8．26(d，2H)．

(3)4．硝基肉桂酸接枝羧甲基壳聚糖(CMCS-NC)的合成

将0．4 g CMCS溶于50 mL pH 8．3的NaHC03溶液中，在室温下滴加40 mL

DMF，将一定量的NC-NHS溶于10 mL DMF，缓慢滴加到上述CMCS溶液中，

混合溶液在室温避光反应72 h。反应完毕后，将混合溶液逐滴滴加到1 50 mL的

四氢呋喃(THE)中沉淀，过滤，固体用THF洗涤后真空干燥。将干燥后的固体溶

于去离子水中，THF沉淀，得到的固体用·-THF反复洗涤至用紫外可见分光光谱
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仪检测不到肉桂酸的吸收峰，然后40 oC真空干燥48 h。

4．2．3光交联凝胶的制备

取等量的CMCS-NC水溶液于聚四氟乙烯模具中，置于365 nln的紫外灯下

光照不同时间。光照后形成的凝胶室温干燥48 h，称重后在去离子水中浸泡24 h，

以除去未交联的CMCS—NC，再室温干燥48 h后称重，得到的干凝胶再置于去离

子水中浸泡24 h以达到溶胀平衡。CMCS-NC紫外光照的凝胶产率和溶胀度分别

用Gelation efficiency和Swelling degree来表示，计算公式如下：

Gelation efficiency(％)=(M2×1 00)／M1 (4-2)

Swelling degree=(M3一Me)／ME (4-3)

其中，M为光照后干凝胶的重量，M2为用去离子水浸泡除去未交联的CMCS-NC

后干凝胶的重量，M3为在去离子水中浸泡达到溶胀平衡后凝胶的重量。

4．2．4结构表征

采用美国Nicolet公司产Nexus 670型傅立叶变换红外光谱仪测定试样的红

外光谱图(KBr压片)；采用美国Varian公司产Mercury-Plus 300 Maz核磁共振

仪测定试样的1H-NMR；采用北京普析TU．1901紫外．可见分光光度计测定试样

的紫外一可见光谱，用于紫外光照的紫外灯为200 W的飞利浦汞灯，主波长为365

hill，光强为0．9 mW／cm2，购自上海亚源照明电器有限公司。采用日本Hitachi

公司$4800扫描电子显微镜观察凝胶表面形态，用于观察的凝胶样品冷冻干燥后

用液氮脆断，真空镀金，观察其断面形态；样品的流变测试采用TA ARES／RFS

高级扩展流变系统，采用25 real平行板夹具，实验温度固定在25 oC。为保证样

品的动态测试在线性范围内，首先对凝胶样品进行动态应变扫描，固定频率为1

Hz，扫描范围O．05‰300％；样品的动态频率扫描，在线性范围内固定应变为
0．5％，扫描范围0．1～100 rad／s。

4．2．5光交联凝胶的生物降解性

将CMCS-NC水溶液在365 nln的紫外灯下光照45 min，得到的凝胶在去离

子水中浸泡24 h，以除去未交联的CMCS．NC，再室温干燥48 h后称重。将干

凝胶置于10 mL 4 rag／mE溶菌酶PBS溶液qb(pH 7．4，溶液中含有0．1％NaN3)，

在37 oC的恒温振荡水槽中进行降解。每隔lO天取出凝胶，用去离子水冲洗凝

胶，室温干燥48 h后称重，再将凝胶置于新鲜的溶菌酶PBS溶液中进行降解。
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比较凝胶样品降解前后的质量变化，质量损失率(Mass loss)用下式计算：

Mass loss=(Wo—Wt)x100／％(4．4)

其中，％是凝胶样品的初始质量，暇是t时刻干燥凝胶样品的质量。

4．2．6药物的原位光包埋与控制释放研究

将一定浓度的CMCS．NC水溶液与盐酸阿霉素的水溶液混合均匀，使体系中

阿霉素的含量为20 mg／g，混合溶液在365衄的紫外灯下光照45 min，得到原位
包埋阿霉素的载药凝胶。

(1)阿霉素标准曲线的绘制：准确配制一系列浓度的阿霉素溶液(1，2，4，8，16，32

pg／mL)，用紫外一可见分光光谱仪测定481 nnl处的吸光度，同一样品做三次取平

均值，以浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线，拟合公式为A=0．02439

×C+0．00524(A为吸光度，C为阿霉素的浓度，R=0．99998)。

(2)载药凝胶的体外药物释放行为

向载药凝胶中加入10 mL PBS缓冲溶液(pH 7．4，0．01 tool／L)，在37 oC的恒温

振荡水槽中进行药物释放。每隔一定时间取出1 mL释放液，同时补充相同体积

的新鲜缓冲溶液，以维持释放体系的体积不变。取出的释放液在481 nm处测定其

吸光度，根据标准曲线计算不同时间阿霉素从凝胶中释放出的含量，测定结果以

累积释放率表示。

4．3结果与讨论

4．3．1硝基肉桂酰基羧甲基壳聚糖衍生物的合成与表征

如图4—1所示，通过三步反应合成以4．硝基肉桂酸为侧基的水溶性壳聚糖衍

生物。首先对壳聚糖进行羧甲基化改性，将壳聚糖在一18 oC下碱化过夜，并在较

低的温度下(25 oC)进行羧甲基化反应，以保证羧甲基化在D位进行122琊J。产物

通过离心分离，可得到完全水溶的D．羧甲基壳聚糖(CMCS)。然后利用NHS对

4．硝基肉桂酸中的羧基进行活化；通过偶联反应引入到羧甲基壳聚糖的骨架上。

通过改变肉桂酸活化酯的投料量，得到不同肉桂酸含量的羧甲基壳聚糖衍生物，

采用紫外可见光谱仪来测定肉桂酸的取代度(100个糖环单元上所含的肉桂酸基

团数)。具体操作如下：准确配制备一系列4一硝基肉桂酸的DMF溶液(1，2．5，5，刁．5，

8l
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10，15 pg／mL)，用紫外可见分光光谱仪测定3 1 1 nln处的吸光度，得到4．硝基肉

桂酸的摩尔消光系数为1．93×104 L·mol"1·cm"1，与文献报划20l相符，由此计算

羧甲基壳聚糖衍生物中肉桂酸基团的取代度(见表4．1)。由于样品CMCS．NC．0．6

中肉桂酸基团的含量太低，在紫外光照下，只能得到粘稠溶液。

图4．2为CMCS和CMCS-NC．1l的FT—IR谱图。从图中可以看出，CMCS中

1662 cm"1处为酰胺I的特征吸收峰，1602和1415 cm-1为羧基的伸缩振动吸收峰，

1325为C-N伸缩振动吸收峰，1070 cm"1为c-o伸缩振动吸收峰。与CMCS谱图相

比，CMCS-NC．11的IR谱图中1662 cm"1处的吸收峰增强，1500和1400 cm"1处出现

的弱吸收峰为苯环的特征吸收峰，这表明羧甲基壳聚糖中的胺基与4．硝基肉桂酸

中的羧基反应生成了酰胺键。

图4．3为CMCS和CMCS．NC．1l的。H-NMR谱图。由图中可见，CMCS中6 1．95

为羧甲基壳聚糖乙酰胺基中甲基的质子峰，62．60为与伯胺基相连的C2的质子峰

[25】，63．1~4．0为糖环中C3，C4，C5和C6的质子峰，64．35为羧甲基中亚甲基的质子

峰；CMCS-NC谱图中出现了肉桂酸基团的质子峰，艿6．72和7．53为双键上的质子

峰，67．71和8．14为苯环上的质子峰，表明肉桂酸基团连接到羧甲基壳聚糖主链

匕。

Table 4-1 Synthesis ofCMCS—NC with different DS ofthe cinnamate moiety

4cinnamate groups per 100 sugar residues ofCMCS determined by UV-vis spectroscopy
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(1)Preparation of carboxymethyIated chitosan(CMCS)

O=q
I
CH3

Chitosan

ClCHzCOOH

·-----——-—-———--————-—-——I●·

NaOH

O=Q

、：H。

(2)Preparation of NHS-activated nitrocinnamate(NHS-NC)

·OH十

NHS

HOOC

DCC

2—————，
DMF

(3)Conjugation of CMCS with NHS—NC

O=q
l
CH3

CMCS

+

NaHC03

CMCS

心慨

DMF

NHS-NC

Figure 4-1A three-step reaction strategy for the preparation ofwater-soluble chitosan derivative

(CMCS—NC)containing nitrocinnamate moiety
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Wavenumber(cm一)

Figure 4-2 FT-IR spectra ofCMCS and its conjugate(CMCS-NC一11)sample(KBr pellets)
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Figure 4-3 1H．NMR．ofCMCS and its conjugate(CMCS-NC．11)(D20，25。C)
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4．3．2光交联凝胶的制备与表征

肉桂酸酯类基元在365 nmg臣#b光照下可发生[2+21光二聚反应形成环丁烷结

构。因此，利用CMCS．NC中肉桂酸酯基的光二聚反应，可制备光交联型羧甲基

壳聚糖基水凝胶(如图4．4)。我们用紫外．可见光谱考察了CMCS-NC中肉桂酸酯基

的光二聚交联过程，如图4．5所示。由图可见，在紫外光照前，CMCS-NC中肉桂

酸酯基在314 nm处出现最大吸收值；当用365 nnl的紫外光照CMCS．NC溶液时，

随着光二聚反应的发生，肉桂酸酯基的吸光度下降且最大吸收峰位置发生蓝移。

光照20 s时，其吸光度值下降了近16％，最大吸收峰从314彻盛移至309 11111，文

献【26，27】也报道了类似的规律。

(a)Intermolecular cycloaddition formation

(b)Network structure formation

Crossllnklng poInt

Figure 4-4 A possible mechanism for the photogelation of aqueous CMCS-NC solution
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Figure 4-5 UV-vis absorbance of aqueous CMCS-NC-1 1 solution with a concentration of O．24

mg／mL during UV irradiation at 2=365 nm(irradiation time，0—1 200 S)

4．3．3光交联凝胶的溶胀性能

一定浓度的CMCS-NC水溶液在365 hill的紫外光照下发生光二聚反应，得

到的凝胶在去离子水中浸泡除去未交联的CMCS-NC，提纯后的干凝胶质量与光

照前CMCS-NC质量之比称为凝胶产率，如图4．6所示。随光照时间的延长，凝

胶产率增加，当光照时间超过45 rain后，凝胶产率增加幅度变缓。这是因为随

光照时间增加，更多的肉桂酸基团发生光二聚反应，导致凝胶产率增加；当光照

时间达到45 rain时，CMCS．NC中大多数肉桂酸基团发生了光二聚反应，继续延

长光照时间，凝胶产率只略微增加。从图4．6还可以看出，随着CMCS．NC中肉

桂酸基团取代度由2增大到11时，凝胶产率显著增加；而保持肉桂酸基团取代

度不变，CMCS．NC．11浓度由5％增大到7％时，凝胶产率变化不大。

图4．7给出了光交联凝胶在去离子水中达到平衡溶胀时的情况。由图可见，

随着光照时间延长、CMCS-NC中肉桂酸基团取代度增大以及CMCS．NC-11浓度

增加，所得水凝胶的溶胀度下降，这可能是由凝胶的交联密度增加引起的。图

4．8为凝胶的扫描电镜图，从图中可以看出，在相同浓度下(5％)，肉桂酸基团取

代度高的CMCS-NC．11凝胶的孔径明显减小；而保持肉桂酸基团取代度不变，

CMCS-NC．11浓度由5％增大到7％时，凝胶的网络结构也变得更加致密。
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Irradiation time(min)

Figure 4-6 The gelation efficiency as a function ofirradiation time，concentration and DS of

cinnamate for aqueous solutions of CMCS—NC samples upon exposure to 365 nnl irradiation

in the absence ofphotoinitiator
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Figure 4-7 The swelling degree as a function of irradiation time,concentration and DS of

cinnamate for the hydrogels formed from aqueous solutions ofCMCS-NC samples upon

exposure to 365 nln irradiation in the absenee of photoinitiator
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Figtms4-g SEMin“gesofthreeCMCSoNC hydrogels obtainedupon 45minUVimdiafion{研

CMCS-NC-2，5％(曲，CMCS-NColl，5％(吣，andCMCS-NC-1I，7％(0

4．3．4光交联凝胶的流变性能

将CMCS-NC水溶液在365 nm紫外灯下光照45 rnin，通过流变仪对所得水

凝胶的力学强度进行表征。图4-9为CMCS-NC．11水溶液与其光交联水凝胶的

动态频率扫描曲线及其数码照片图。对于CMCS-NC水溶液，其粘性模量太于弹

性模量，表现溶液性质。而光交联水凝胶在线性粘弹区间内(固定应变为0 5％)，

如图4-10所示，随着CMCS-NC中肉桂酸基团取代度增大，水凝胶的弹性模量

明显增加；而当CMCS-NC—11浓度由5％增加到7％时，所得水凝胶的弹性模量

略有增加；且三种水凝胶均没有明显的频率依赖性，呈现出凝胶行为。
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Figure 4—1 0 Storage modulus as a function of．frequency for three CMCS-NC hydrogels

4．3．5光交联凝胶的生物降解性

Tomihata等人【28】报道壳聚糖能被溶菌酶降解，且随着壳聚糖脱乙酰度的降

低以及壳聚糖衍生物水溶性的增加，壳聚糖的降解速率增加。在本实验中，我们

考察了不同交联密度的光交联羧甲基壳聚糖水凝胶在溶菌酶溶液中的降解情况，

如图4．11所示，随着CMCS-NC中肉桂酸基团取代度增大，以及CMCS．NC．11

浓度增加，所得水凝胶的交联密度增加，溶菌酶越难进入到凝胶内部，导致降解

速率下降。从图中我们可以看出，光交联羧甲基壳聚糖水凝胶的降解速率较慢，

在溶菌酶溶液中降解60天，质量损失率仅30％一50％，且比Amsden等人【29J报道

的乙二醇壳聚糖在溶菌酶溶液中的降解速率略大。

一仍正～∞3—3刁oE①a亿．Io_∞
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Figure 4—1 1 In vitro biodegradation ofthree CMCS-NC hydrogels in 4 mg／mL lysozyme solution

ofpH 7．4 at370C

4．3．6光交联凝胶的药物释放研究

阿霉素(DOX)是一种治疗恶性肿瘤的有效药物，但具有抑制骨髓造血功能、

心脏毒性等副作用130]。将阿霉素通过共价键连接到聚合物上【3l】，或者包埋到聚

合物胶束【321、凝胶【33’34】等载体中，通过对药物的控制释放，可降低阿霉素对人体

的毒副作用。在本工作中，我们将阿霉素溶液与CMCS．NC溶液混合，在紫外光

照下，阿霉素原位包埋到CMCS-NC凝胶中。图4．12给出了包埋阿霉素光交联

水凝胶在37℃下的体外控制释放行为。从图中可以看出，在药物释放初期(0一1．5

h)，突释现象明显，四个载药水凝胶的药物释放率均在20％左右。在这个阶段，

一方面，凝胶表面的DOX较快的扩散到释放介质中；另一方面，一部分DOX

随未反应的CMCS-NC从凝胶中溶出到释放介质中。当释放时间超过1．5 h后，

药物释放进入缓释阶段，且随着CMCS-NC中肉桂酸基团取代度增大，以及

CMCS．NC．11浓度增加，凝胶内部变得越来越致密，孔径越来越小(见图4．8)，

阿霉素越不容易扩散到凝胶外部，导致水凝胶的释药速率与最终累积释药量均减

小；当在浓度为5％的CMCS-NC．11光交联凝胶的释放介质中加入4 mg／mL的溶

菌酶时，由于溶菌酶对凝胶骨架的降解作用，该水凝胶的释药速率与最终累积释

药量均明显增加。为了研究阿霉素的释放机理，通过Peppas方程【35l对药物释放

9l
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曲线进行线性拟合，计算得到的扩散指数刀见表4—2。三种载药水凝胶在PBS缓

冲溶液中释放时，其刀值均在O．5左右，阿霉素的释放机制属于Fickian扩散，

药物分子的释放是通过分子扩散实现的；当在浓度为5％的CMCS-NC．1 1载药凝

胶的释放介质中加入4 rng／mL的溶菌酶时，由于溶菌酶对凝胶骨架的降解作用，

使疗值增大至O．72，此时药物分子的释放主要受凝胶骨架松弛机制控制。

60

40

20

O
0 1 O 20 30 40 50

Time(h)

Figure 4-12 In-vitro release profiles ofDOX from the photocrosslinked CMCS-NC hydrogels in a

pH 7．4 phosphate-buffered saline at 37 oC

Table 4-2 Release characteristics of DOX from the the CMCS—NC hydrogels(pH 7．4，37。C)

4．4结论

(1)通过三步反应合成了以4_硝基肉桂酸为侧基的水溶性壳聚糖衍生物

(CMCS-NC)，FT-IR和1H-NMR证实硝基肉桂酸连接到羧甲基壳聚糖大分子链

一零～o∞∞①一m∑o>罩∞一jI-亡30
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上。利用CMCS-NC中肉桂酸酯基在365 nm紫外光照下的光二聚反应，制备了

光交联型羧甲基壳聚糖基水凝胶。

(2)研究了紫外光照时间和CMCS-NC中肉桂酸酯基取代度对所得水凝

胶溶胀性能、力学性能及生物降解性的影响，结果显示随光照时间延长和

CMCS-NC中肉桂酸酯基取代度增大，所得水凝胶的平衡溶胀度和生物降解速

率减小，而力学强度增加。

(3)以抗肿瘤药物盐酸阿霉素为模型药物，在无外加光引发剂的条件下，

研究了该类水凝胶对盐酸阿霉素的原位包埋与体外药物释放行为，结果发现药物

释放速率随肉桂酸酯基取代度增大而下降；当在释放介质中加入4 mg／mL溶菌

酶时，由于溶菌酶对凝胶骨架的降解作用，水凝胶的释药速率以及最终累积释药

量均明显增加。
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第5章光交联型支链淀粉基水凝胶的研究

5．1前言

随着生物技术的发展，蛋白类生物大分子药物不断涌现。但这些药物在胃肠

道内稳定性差，易被水解酶降解并失活，口服利用度低。目前，这些药物大多以

注射用溶液或冻干粉针剂应用于临床，但其生物半衰期较短，需频繁给药，患者

的顺应性较差，治疗费用较高【I羽。因此，如何保持蛋白类药物的生物活性并延

长其半衰期，成为蛋白类药物研究领域的一项重要研究课题。

将蛋白类大分子药物包埋于聚合物凝胶中，使其在通过胃肠道时免受酶以及

pH的影响，并能够达到缓释的效果，可一定程度地保持其生物活性并延长其半

衰期【4】。光聚合由于具有反应速率快、反应条件温和、反应放热低等优点，可最

大程度的保持生物分子的活性，适合于制备原位包埋生物活性分子的水凝胶15】。

用于蛋白类生物大分子药物控释载体的光交联型水凝胶，依据其主要原料来

源可分为合成高分子类光交联水凝胶和天然高分子类光交联水凝胶。在光交联水

凝胶的制备过程中，通常利用的光活性基团为大分子单体末端丙烯酸酯中的双

键。常用的化学合成前驱体有聚乙二醇(甲基)丙烯酸酯衍生物、聚乙二醇聚丙交

酯嵌段共聚物(甲基)丙烯酸酯衍生物等。Dadsetan等16]以聚乙二醇双丙烯酸酯为

大单体，在光引发剂的存在下，通过光交联原位包埋软骨细胞。考察了聚乙二醇

光交联凝胶的交联密度对包埋软骨细胞的贴附、生长情况的影响。实验发现，随

凝胶交联密度增大，细胞越容易粘附于凝胶；将载有细胞的凝胶体外培养3周后，

观察到有软骨细胞外基质生成。Liut7】等也报道了相似的光交联聚乙二醇凝胶用

于原位包埋溶菌酶。但是这类化学合成前驱体不具备良好的生物降解性，其应用

受到一定的限制。

与合成高分子类水凝胶相比，天然高分子类光交联水凝胶具有无毒易降解等

优点，作为蛋白类生物大分子药物载体更具发展潜力。LeachIs]等将透明质酸与

甲基丙烯酸缩水甘油酯反应引入双键，再与牛血清蛋白溶液混合，在光引发剂

Irgacure 2959的作用下发生光交联反应，原位包埋牛血清蛋白。Jeon等【9】以

Irgacure 2959为光引发剂，将甲基丙烯酸酯海藻酸盐与牛软骨细胞混合，在365

nln的紫外光照下聚合，原位包埋牛软骨细胞。通过对活／死细胞的染色和MTT

实验发现，原位包埋于光交联海藻酸盐凝胶中的牛软骨细胞具有一定生物活性。

但是，有关合成时均使用了有一定细胞毒性的光引发剂，且在光聚合过程中，光
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引发剂可能诱导蛋白类生物大分子发生自由基聚合而导致蛋白类生物大分子失

去活性[7,101。因此，如何在不加光引发剂条件下利用光交联技术制备适用的天然

高分子类水凝胶，便成为生物医学工程材料领域的一项重要课题。

在本实验中，我们以具有良好生物降解和生物相容性的支链淀粉为基本原

料，合成了侧链含4．硝基肉桂酸的支链淀粉衍生物(Amy．NC)，在无外加光引发

剂的条件下制备光交联型支链淀粉基水凝胶。研究了Amy．NC溶液浓度和紫外

光照时间对所得水凝胶溶胀性能、力学性能以及体外生物降解性的影响；并以溶

菌酶为蛋白类生物大分子模型药物，在无外加光引发剂的条件下，研究了该类光

交联水凝胶对溶菌酶的原位包埋与控制释放，探讨了经原位光包埋后溶菌酶的二

级构象及生物活性。

5．2实验部分

5．2．1原料与试剂

支链淀粉，东京化成工业株式会社；4一硝基肉桂酸，上海晶纯试剂有限公司；

MⅣ一二环己基碳二亚胺(DCC)、4一二甲氨基吡啶(DMAP)、微球菌、溶菌酶(分子

量为14300，酶活力≥20000 U／mg)，美国Sigma公司；0t,-淀粉酶，酶活力>50

U／mg，Fluka公司；二甲基亚砜(DMSO)，分析纯，广州化学试剂厂，用4 A分

子筛浸泡一周后使用；其它试剂均为市售分析纯，直接使用。

5．2．2支链淀粉．对硝基肉桂酸接枝物的合成

在90 oC下，将2．50 g支链淀粉溶于50 mL干燥DMSO，然后降温至40 oC，

加入DCC(O．62 g，3 mm01)和DMAP(0．18 g，1．50 mm01)，搅拌溶解后，将4．硝基

肉桂酸(0．58 g，3 mm01)溶于25 mL DMSO，滴加到上述支链淀粉溶液中，混合

溶液在40 oC避光反应24 h。反应完毕后，过滤除去沉淀物，将滤液逐滴滴加到

6倍体积的乙醇中，过滤得到的沉淀用乙醇反复洗涤至用紫外可见分光光谱仪检

测不到肉桂酸的吸收峰，然后40 oC真空干燥48 h，产率65％。用紫外光谱法测

得该支链淀粉一对硝基肉桂酸接枝物中，每100个糖环上含有对硝基肉桂酸酯基

数目为1．6。
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5．2．3光交联凝胶的制备

取等量Amy-NC的磷酸盐缓冲溶液(PBS，0．01 mol／L，pH 7．4)于聚四氟乙烯

模具中，置于365 am的紫外灯下光照不同时间。光照后形成的凝胶在去离子水

中浸泡24 h，以除去未交联的Amy-NC，再室温干燥48 h后称重，得到的干凝

胶再置于PBS缓冲溶液中浸泡24 h以达到溶胀平衡。Amy-NC凝胶的平衡溶胀

度用Swelling degree表示，计算公式为：

Swelling degree=(‰一觋曲／‰ (5—1)

其中，‰为用去离子水浸泡除去未交联的Amy-NC后干凝胶的重量，‰。为在
缓冲溶液中浸泡达到溶胀平衡后凝胶的重量。

5．2．4结构表征

采用美国Nicolet公司产Nexus 670型傅立叶变换红外光谱仪测定试样的红

外光谱图(KBr压片)；采用美国Varian公司产Mercury-Plus 300 MHz核磁共振仪

测定试样的1H．NMR；采用北京普析TU一1901紫外．可见分光光度计测定试样的

紫外．可见光谱，用于紫外光照的紫外灯为ZF．6型三用台式紫外分析仪，波长为

365 llnl，光强为0．6 mW／cm2。采用日本Hitachi公司$4800扫描电子显微镜观察

凝胶表面形态，用于观察的凝胶样品冷冻干燥后用液氮脆断，真空镀金，观察其

断面形态；样品的流变测试采用TA剐[砸S／I江S高级扩展流变系统，采用25 mill

平行板夹具，实验温度固定在25 oC。为保证样品的动态测试在线性范围内，首

先对凝胶样品进行动态应变扫描，固定频率为1．0 Hz，扫描范围0．05％一350％；

样品的动态频率扫描，在线性范围内固定应变为1％，扫描范围0．1—100 Hz。

5．2．5微结构分析

Shih等人【11l于1990年建立了标度理论，该理论认为胶体凝胶是由具有弹性

特征的形状不规则絮团所形成的。凝胶形成的驱动力分为絮团内部或絮团之间两

种作用力。根据这两种作用的贡献程度不同，可将凝胶的链接类型可分为强链接

和弱链接两种。当絮团之间的作用是形成凝胶的主要驱动力时，体系属于强链接

型凝胶；当絮团内部的作用为主要驱动力时，体系则属于弱链接型凝胶。强链接

类型的凝胶在远离凝胶点时的弹性模量(G3和线性极限应变值()，力与粒子体积分

数(9)存在以下关系：

G，～驴(d+x)／(d-DO (5．2)
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Yo～々0-‘1+x)1(d-Do (5．3)

其中，d是欧氏几何维数(三维体系中赤3)：Df是絮团的分形维数；x是絮团的骨

架分形维数，z的取值范围是1．0到1．3之间。弱链接类型的凝胶则满足以下关

系：

G’～9删 (5．4)

yo～伊1，(删 (5—5)

判断凝胶类型的标准如下：当体系的砌随着物质浓度的增加而增加时则认

为此凝胶属于弱链接类型；而即随着物质浓度的增加而降低时则属于强链接类

型。

然而，Sl血模型只考虑了两种极端的情况，在两种作用同时存在时并不能给

出很好的解释。于是在此基础上，W．u和Morbidellitl21于2001年将该理论进一步

发展，他们用微观弹性常数(伍∈【0，l】)分析体系分子间和分子内链接的弹性贡献。

该理论指出了这两种贡献的相对重要性并对凝胶体系具有普适性。完全强链接体

系(分子间作用力为主导)的微观弹性常数等于O；而完全弱链接体系(分子内作用

力为主导)的微观弹性常数等于l；若处于过渡态，该数值在O和l之间。Wu和

Morbidelli模型的数学表达式如下：

G，叩删堋 (5—6)

y0叩(够1)／(a-D0 (5．7)

∥=(d-2)+(2+功(1一叻 (5·8)

其中，d为欧氏几何维数(--维体系中存3)；Df是分形维数；指数卢与a和x相

关；反是微观弹性常数(O S a茎1)；X是絮状物骨架的分形维数(1 Sx茎DO。Df和

∥可以通过G，和)，D对妒作图后算出。利用参数∥和对骨架分形维数的假设O∈

[1，1．3】)可以算出对应a的数值，用以分析凝胶体系的弹性贡献模式。

5．2．6光交联凝胶的生物降解性

将Amy。NC的PBS溶液在365 nlil的紫外灯下光照，得到的凝胶在去离子水

中浸泡24 h，以除去未交联的Amy。NC，再室温干燥48 h后称重。将干凝胶置

于5 mL 2肛∥mL 6-淀粉酶PBS溶液中(pH 7．4)，在37 oC的恒温水槽中进行降解。

隔一定时间取出凝胶，用去离子水冲洗凝胶，室温干燥48 h后称重，再将凝胶

置于新鲜的Ot．淀粉酶PBS溶液中进行降解。比较凝胶样品降解前后的重量变化，

重量损失率(Weight loss)用下式计算：

Weight loss(％)=(Wo—wt)×100／Wo (5—9)

其中，％是凝胶样品的初始质量，．．矾是t时刻干燥凝胶样品的质量。
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5．2．7溶菌酶的原位光包埋与控制释放研究

将一定浓度Amy-NC的PBS溶液与溶菌酶的PBS溶液混合均匀，使体系中溶

菌酶的浓度为2 mg／mL，混合溶液在365 nnl的紫外灯下光照形成凝胶。向载有溶

菌酶的光交联水凝胶中加入20 mL PBS缓冲溶液，在37 oC的恒温振荡水槽中进行

药物释放，每隔一定时间取出4 mL释放液，同时补充相同体积的新鲜缓冲溶液，

以维持释放体系的体积不变。通过考马斯亮蓝法【13钡0定释放液中溶菌酶的含量，

测定结果以累积释放率表示。

(1)溶菌酶标准曲线的绘制

1)蛋白试剂考马斯亮蓝G．250的配N-将100 mg考马斯亮蓝G．250溶于50 mL

95％的乙醇中，加入100 mL 85％(w／v)的磷酸，再用蒸馏水定容至1000 mL。

2)准确配制一系列浓度的溶菌酶PBS溶液：10，20，40，60，80，100 I_tg／mL。

3)向10 mL带塞试管中加入5 mL的考马斯亮蓝溶液和l mL的溶菌酶溶液，

将试管中溶液纵向倒转混合均匀，静置5 min后用紫外．可见分光光谱仪测

定595 nlTl处的吸光度，同一样品平行做三次取平均值，以浓度为横坐标，

吸光度为纵坐标绘制标准曲线，拟合公式为A=6．4811 X C+0．04748似为

吸光度，C为溶菌酶的浓度，R=0．9989)。

(2)圆二色谱法

采用圆二色谱法(J-810圆二色光谱仪，日本JASCO公司)测定溶菌酶二级结

构的变化。室温条件下记录260～200 hill范围内的扫描信号，扫描速率50 nm／min，

光谱带宽1 n／n，5次循环取平均值。PBS缓冲溶液按照同样条件扫描，作为背景

曲线。

(3)溶菌酶结构的荧光分析

溶菌酶的荧光发射光谱采用Shimadzu RF一5301荧光分光光度计测定，激发

波长k=295 am，扫描波长范围A=300-450 nna，激发光和发射光的检测狭缝均

设定为5．0 nln，温度由控温系统控制在25 oC。

(4)溶菌酶活性测定

以微球菌为底物，用磷酸盐缓冲溶液(pH 6．24，0．1 mol／L)配置微球菌溶液，

使其在450 nln波长处的吸光度值在1．3左右。然后取2．5 mL微球菌溶液，加入

到1 em的石英比色皿中，调温至25 oC，再加入O．5 mL浓度适宜的溶菌酶释放

loo
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液，将这两种溶液快速混合均匀，用UV-vis分光光度计测定反应液在450 nm下

吸光度值随时间的变化。以吸光度对时间作图，直线部分的斜率代表溶菌酶的活

性【14】。以新配制的已知浓度的溶菌酶PBS溶液为标准，记为100％生物活性，释

放液中溶菌酶的活性用相对活性来表示，相对活性为释放液的酶活性与新配制溶

菌酶活性的比值。释放液中溶菌酶的浓度由考马斯亮蓝法测定。

5．3结果与讨论

5．3．1支链淀粉．对硝基肉桂酸接枝物的合成与表征

支链淀粉一对硝基肉桂酸接枝物(Amy-NC)的合成路线如图5．1所示，以

DMSO为溶剂，利用DCC／DMAP活化对硝基肉桂酸中的羧基，将肉桂酸基团引

入到支链淀粉大分子链上。通过紫外光谱法测得所得Amy-NC中，每100个糖

环上含有对硝基肉桂酸酯基数目为1．6。

图5．2为支链淀粉和Amy-NC的IR谱图。Amy-NC谱图上不仅出现了酯基的特

征吸收峰(1710 cm"1)，而且出现了肉桂酸基团中苯环的特征吸收峰(1520 cml)，

表明对硝基肉桂酸接枝到支链淀粉大分子链上。Amy-NC的1H—NMR谱图中出现

了肉桂酸酯基的质子峰(如图5．3)，其中66．68和7．96为双键上的质子峰，67．73和

8．18为苯环上的质子峰，1H-NMR分析进一步证实TAmy-NC的化学结构。

101
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HOOC

Amylopectin

N02

Figure 5-1 Synthetic scheme of water-soluble amylopeetin derivative(Amy·NC)containing
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Wavenumber(cm。1)

Figure 5-2 FT-IR spectra of native amylopectin and its conjugate samples(KBr叫lets)

Chemical shift(ppm)

Figure 5-3 1H．NMR of native amylopectin and its conjugate(DMSO．d6，25。C)
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5．3．2光交联凝胶的制备与表征

基于侧基含4．硝基肉桂酸支链淀粉衍生物的合成，在无外加光引发剂的条

件下制备光交联型支链淀粉基水凝胶。通过紫外．可见光谱研究了Amy—NC中

硝基肉桂酸酯基的光二聚反应过程，如图5．4所示。由图可见，在紫外光照前，

Amy-NCqb肉桂酸酯基在310 nm处出现最大吸收值；当用365衄的紫外光照
CMCS．NC溶液时，随着光二聚反应的发生，肉桂酸酯基的吸光度下降且最大吸

收峰位置发生蓝移。光照1800 s时，其吸光度值下降了近36％，最大吸收峰从310

IlIll蓝移至296 nm。 。

Amy-NC中肉桂酸酯基在最大吸收波长处的吸光度变化(A310)可反映其交联

的程度【151，其交联度的计算公式如下：

D(％)=[(A310)o一(A310)t]×100／(21310)0 (5一lO)

其中，D表示肉桂酸酯基的交联度，(A3l小和(A310)t分别表示光照前后肉桂酸酯基

在310 am处的吸光度。图5．5显示了Amy-NC PBS溶液在310 am处的吸光度及交

联度随光照时间的变化，由图可见，光照时间超过600 s后，Amy-NC PBS溶液在

3 10 am处的吸光度变化不大，表明肉桂酸酯基的光二聚速度变慢；且光照1800 S

后的交联度为38％，这说明肉桂酸酯基的光二聚反应程度较低，原因可能是有一

部分肉桂酸酯基发生顺反光异构化而未参与光二聚反应【l 61。

①
o
C
CB
．Q
L
o
们
D
<

Wavelength(nm)

Figure 5-4 UV-vis absorbanee of Amy-NC PBS solution witll a concentration of 1 mg／n_lL during

LFV irradiation at A=365 rim(irradiation time,0-1 800 s)
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Time(s)

Figure 5-5 Plots ofthe absorbanee(,4310)at 3 1 0 am and cross-linking degree(D％)ofAmy-NC

against the irradiation time during photodimerization

5．3．3光交联凝胶的溶胀性能

图5．6和图5．7分别给出了随光照时间及Amy．NC溶液浓度变化，光交联水

凝胶在PBS溶液中达到平衡溶胀时的情况。由图可见，随着光照时间延长，以

及Amy-NC溶液浓度增大，所得凝胶的平衡溶胀度下降，这可能是由水凝胶的

交联密度增加引起的。图5．8为凝胶的扫描电镜图，由图可见，随着光照时间延

长(图如b，c)，以及Amy-NC溶液浓度的增大(图d，如e)，Amy-NC凝胶的孔洞明

显变小，凝胶具有更致密的网络结构。
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①
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UV irradiation time(min)

Figure 5-6 The swelling degree as a function of irradiation time for the hydrogels formed from

1 0％w／v PBS solutions ofAmy-NC samples upon exposure to 365 nm irradiation in the absence

of photoinitiator

①
①
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西
①
刁
功
C

①
≥
09

Concentration(w／v％)

Figure 5-7 The swelling degree as a function ofAmy-NC concentrations for the hydrogels formed

from PBS solutions ofAmy-NC samples upon exposure to 365啪irradiation for 20 min in the

absence of photoinitiator
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圈一豳

豳豳
Figure 5-8 SEM photos ofAmy-NC by,troutsobtained uponUVirradiationfor 5rain(a)，20mln

(砷，50min(0withlow／v％eoneentraiiaa,andtlpoll 20minUVirradiationata concentrationof

5m％(d)，15w／v％(0

将Amy-NC PBS溶液在365 nm的紫外灯下光照不同时『Il】得到光交联水凝

胶，通过流变仪对所得水凝胶的力学性能进行表征。图5-9为Amy-NC水溶液

与光交联永凝胶的动态频率扫描曲线及其数码照片图。对于Arcty-NCPBS溶液，

其粘性模量(G'大于弹性模量(G'，表现溶液性质；而光交联水凝胶在线性粘弹

区间内(固定应变为1％】，其弹性模量大于粘性模量，且无明显的频率依赖性，

呈现出凝胶行为。

图5．10显示了光照时间对Amy-NC凝胶粘弹性的影响，随光照时间增加，

所得水凝胶的储能模量增加。图5-11给出了频率为10 Hz时，凝胶的储能模量
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与损耗模量随光照时间的变化情况，从图中可以看出，光照时间从5 lain增加至

50 rain，所有凝胶的储能模量均大于损耗模量，说明凝胶主要表现为弹性响应行

为，并且G，和G 7均有增大趋势，特别是光照时间超过10 rain后，储能模量与损

耗模量的差距变大，表明随光照时间延长，凝胶强度增大；当光照时间超过20 mill

后，凝胶强度增加幅度变缓。

Amy．NC溶液浓度对凝胶储能模量与损耗模量的影响如图5．12和图5．13所

示。从图中可以看出，Amy-NC溶液浓度从5 w／voA上升到20 w／v％时，所有凝

胶的G均大于G”，说明凝胶主要表现为弹性响应行为，并且随着Amy-NC溶液

浓度的增大，G与G"的差距变大(图5．13)。与光照时间对水凝胶强度的影响相比，

Amy．NC溶液浓度对凝胶强度的影响更大，这是由于随着Amy-NC溶液浓度增

加，相同体积内肉桂酸基团含量增加，即交联点增多，导致凝胶的强度和刚性随

之增加。

为了进一步定量地得到凝胶网络的微结构信息，对Amy-NC水凝胶进行了动

态应变测试。图5．14为Amy-NC凝胶的弹性模量．应变曲线，随着应变的增加，在

一系列聚合物浓度下制得凝胶的弹性模量均出现先恒定后下降的趋势，将图中弹

性模量平台值降低5％处所对应的应变值定义为最大线性粘弹区域应变值【111。然

后用得到的弹性模量平台值和最大线性粘弹区域应变值分别对Amy-NC浓度进

行双对数作图，结果如图5．15所示。从图中可以看到，随着Amy-NC浓度的增加，

弹性模量平台逐渐增加，而最大线性粘弹区域应变值逐渐降低。将图中数据进行

线性拟合后用w．u和Morbidelli模型12】进行处理，用公式(5．6)和(5．7)进行计算得出

Dfglfl分别为1．86和2．3l。然后用公式(5．8)计算得到微观弹性常数眈，当x=l时

a=O．56；当x=1．3时a=0．60。因此可以判断凝胶形成的驱动力是分子间和分子内两

种作用力等同贡献的，属于过渡型凝胶。
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Figure 5—10 The frequency dependence ofG’for the photo crosslinking hydrogels wim different

irradiation time．Hydrogels were prepared from 10 w／v％Amy-NC PBS solutions(1％strain)
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Figure 5—1 1 Effects of UV irradiation time on the G’and G”for the photo crosslinking hydrogels

prepared from 10 w／v％Amy—NC PBS solutions(10 Hz,1％strain)
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Figure 5-12 The frequency dependence ofG’for the photo crosslinking hydrogels with different

Amy-NC concentrations．Hydrogels were prepared from Amy-NC PBS solutions upon UV

irradiation for 20 min(1％strain)
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Figure 5-13 Effects ofAmy-NC concentration Oil the G’and G”for the photo erosslinking

hydrogels prepared from Amy-NC PBS solutions upon UV irradiation for 20 min(10 Hz，1％

strain)
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Figure 5-14 The strain dependence ofelastic modulus(GI)for the photo crosslinking hydrogels

with different Amy-NC concentration．Hydrogels wcre prepared from Amy—NC PBS solutions

upon UV irradiation for 20 min(1．0 Hz)
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10
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Figure 5—1 5 Double-logarithmic plots ofthe maximum elastic modul吣(GD’and the critical strain

()，o)versus Amy-NC concentration for the photo crosslinking hydrogels

5．3．5光交联凝胶的生物降解性

支链淀粉可被僻淀粉酶降解，支链淀粉的骆1，4．糖苷键被切断，分解为麦芽

糖、葡萄糖‘171。图5．16和图5．17给出了光交联支链淀粉基水凝胶在仿淀粉酶PBS

溶液中的降解情况。由图可见，光交联支链淀粉基水凝胶在∞淀粉酶的作用下，

凝胶结构迅速被破坏，12 h后凝胶基本降解完全。且Amy-NC水凝胶的降解规

律与溶胀规律类似，随着光照时间延长，以及Amy-NC浓度的增大，光交联水
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凝胶的降解速率下降，这主要是由凝胶的交联密度增加引起的。光交联凝胶的交

联密度增加，诉淀粉酶越难进入到凝胶内部，导致降解速率下降。

Time(h)

Figure 5-16／n-vitro biodegradation as a function ofirradiation time for the hydrogds formed from

1 0 w／v％PBS solutions ofAmy-NC samples upon exposure to 365 nnl irradiation in 2 I-tg／mL

a-amylase PBS solution of pH 7．4 at 37。C

§
i
墨

丢
兰

Time(h)

Figure 5—1 7／n—vitro biodegradation as a function of Amy-NC concentrations for the hydrogels

formed from PBS solutions ofAmy-NC samples upon exposure to 365 nln irradiation for 20 min

in 2舭a-amylase PBS solution ofpH 7．4 at 37 oC
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5．3．6光交联凝胶的药物释放研究

以溶菌酶为蛋白类生物大分子模型药物，在无外加光引发剂的条件下，研究

Amy-NC光交联水凝胶对溶菌酶的原位包埋与控制释放。紫外光照对蛋白质的结

构和活性可能有一定的影响，因此我们首先通过荧光光谱和圆二色谱考察了低能

量的紫外光照对溶菌酶结构的影响。溶菌酶在340nm左右的内源荧光峰来自于色

氨酸((唧))残基，蛋白质的Trp荧光对微环境的变化很敏感，可用来分析蛋白质
内部结构的微小变化。将2 megn：lL的溶菌酶PBS溶液在紫外光照5—50 min后，再

稀释至O．1 mg／mL进行荧光测试，如图5．18所示。由图可见，当紫外光照50 min

后，溶菌酶的荧光光谱没有明显的变化，说明低能量的紫外光照对溶茵酶的结构

没有明显的影响。图5．19为溶菌酶PBS溶液在紫外光照5—50 min后的圆二色谱图

(CD图)，由图可见，当紫外光照50 rain后，溶菌酶的CD谱没有明显的变化，亦

说明低能量的紫外光照对溶菌酶的结构没有明显的影响。

Wavwlength(nm)

Figure 5—1 8 Fluorescence spectra of lysozyme PBS solutions subjected to low energy UV

irradiation(intensity 0．6 mW／cm2 at 365 rim)for up to 50 min
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．1．5x

Wavelength(nm)

Figure 5-19 Circular dichroism spectra of lysozyme PBS solutions subjected to low energy UV

irradiation(intensity 0．6 mW／cm2-at 365 rim)for up to 50 rain

图5．20和5．2l给出了Amy-NC凝胶体系在37 oC条件下溶菌酶的体外释放

曲线。由图可以看出，不同光照时间和不同浓度的Amy-NC水凝胶对溶菌酶均

有一定的缓释效果，在48h内持续释放，且无明显的初期暴释现象。随着光照时

间的延长(图5-20)以及Amy．NC浓度的增大(图5-21)，凝胶内部的交联网络结构

变得越来越致密(见图5．8)，溶菌酶越不容易扩散到凝胶外部，导致溶菌酶的释

放速率与最终累积释放量均减小。为了研究溶菌酶的释放机理，通过Peppas方

程【19】对释放曲线进行线性拟合，计算得到的扩散指数n见表5一l。载有溶菌酶的

Amy．NC水凝胶在PBS缓冲溶液中释放时，其疗值均在0．45左右，说明溶茵酶
的释放机制属于Fickian扩散，药物分子的释放是通过分子扩散实现的。
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Time(h)

Figure 5—20 Effects of UV irradiation time on lysozyme release flora 10 w／v％Amy-NC hydrogels

(PBS，pH7．4，37 oO

Time(h)

Figure 5-21 Effects ofAmy-NC concentration on lysozyme release from Amy·NC hydrogels

obtained fiom 20 rain UV exposure(PBS，pn 7．4，37 oC)
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Table 5．1 Release characteristics oflysozyme from the the Amy-NC hydrogels(pn 7．4，37 oC)

蛋白类大分子药物包埋与释放的关键是保持蛋白质大分子的生物活性，由于

环境刺激而导致蛋白质二级结构发生变化是蛋白质失活的重要原因。图5-22给

出了不同Amy-NC凝胶释放液中溶菌酶的圆二色谱图。对于不同光照时间以及

不同浓度的Amy．NC凝胶，其24 h释放液中溶菌酶的CD谱图在207 nln和222

nm附近存在明显的负的谱带，曲线形状跟新配置的溶菌酶PBS溶液没有明显区

别，说明24 h释放液中的溶菌酶仍很好地保持了其二级构象；从同一凝胶

(Amy-NC．3)在不同时间释放出的溶菌酶的CD曲线来看(如图5-23)，其二级构象
与新配置溶菌酶的CD谱图相比没有明显的变化，说明经原位光包埋后的溶菌酶

在释放时间内可有效地保持其二级构象。

溶菌酶的生物活性可以通过其对微球菌的溶菌实验得到。将新配置的细菌悬

浮液在450 n／n处的吸光度值调至1．3左右，然后加入含有溶菌酶的释放液，迅

速混合均匀，同时开始测量吸光度随时间的变化，曲线的斜率大小反映溶菌酶的

活性。图5．24给出了不同条件下Amy-NC载药凝胶释放出溶菌酶的相对活性，

图中的样品编号与表5．1中的一致。由图可见，随着紫外光照时间的延长以及

Amy-NC浓度的增加，释放l h后溶液中溶茵酶的生物活性略有降低，但无显著
变化，其相对活性均在90％以上；随着释放时间的延长，释放出的溶菌酶的生物

活性有所降低，释放48 h后溶液中溶菌酶的相对活性亦在83％以上，说明经原

位光包埋后的溶菌酶仍具有良好的生物活性。

“7
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Figure 5-22Cimul盯dichroism spectraof[ysozyme releasedfromAmy-NC hydrogelswith

ditftrcntfabrication coadifiorE(24h released samples)

Figure 5-23CirculardiclⅥ-oism spectraoflysozyme releasedfromtheAmy-NC-3 hydro利
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Figure 5-24The relative hioactivity oflys昵yme releasedfromAmy-NC hydtogelswithdifferent

fabrication conditions

5．4结论

(1)基于侧链含4_硝基肉桂酸支链淀粉衍生物(Amy-NC)的合成，在无外加

光引发剂的条件下制各了光交联型支链淀粉基水凝胶。通过紫外可见光谱研究

了Amy-NC中硝基肉桂酸酯基的光二聚反应过程，发现紫外光照1800 s后

其交联度为38％。

(2)研究了紫外光照时间和Amy．NC溶液浓度对所得水凝胶溶胀性能、

力学性能及生物降解性的影响，结果显示随光照时间延长和Amy—NC溶液

浓度增大，所得水凝胶的平衡溶胀度和生物降解速率减小，而力学强度增加。

流变数据和分形模型分析揭示该水凝胶体系具有分形特征，凝胶形成的驱动力是

分子间和分子内两种作用力等同贡献，属于过渡型凝胶。

f31以溶菌酶为虽白类生物大分子模型药物，在无外加光引发剂的条件下，

研究了该类光交联水凝胶对溶苗酶的原位包埋与控制释放。体外药物释放实验表

明，该类水凝胶对溶苗酶均有一定的缓释效果．且随光照时间的延长及Amy-NC

溶液浓度的增大，溶茁酶的释放速率与最终累积释放量均减小。通过Pcppas方

程对释放曲线进行线性拟合，其n值均在0．45左右，说明溶菌酶的释放机制属

于Fickian扩散。圆=色谱研究证实经原位光包埋后的溶菌酶可有效地保持其二
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级构象：通过微球菌的溶菌实验测定溶菌酶的生物活性，结果显示药物释放48 h

后溶液中溶菌酶的相对活性在83％以上，说明经原位光包埋后的溶菌酶仍具有良

好的生物活性。

参考文献

【1】Carino GP,Mathiowitz E．Oral insulin delivery．Advanced Drug Delivery Reviews，1999，35：

249-257

【2】I)eI[gTman AS，Wilson Jl-I，Kipper MJ，Wannemuehler MJ，Narasimhan B．Protein stability in

the presence of polymer degradation products：consequences for controlled release

formulations．Biomaterials，2006，27：33 12-3320

【3】Lee KY Yuk SH．Polymeric protein delivery systems．Progress in Polymer Science，2007，32：

669．697

[4】Lee F，Chung JE，Kurisawa M．An injectable hyaluronic acid-tyramine hydrogel system for

protein delivery，Joumal ofControlled Release，2009，134：186—193

【5】Quick DJ，Macdonald KK，Anseth KS．Delivering DNA from photoerosslinked,surface

eroding polyanhydrides．Journal of Controlled Release，2004，97：333—343

【6】Dadsetan M，Szatkowski JP'Yaszemski MJ，Lu LC．Characterization of photo-cross—linked

oligo[poly(ethylene glyc01)fumarate]hydrogels for cartilage tissue Engineering．

Biomacromolecules，2007，8：1 702-1 709

【7】Liu CC，Sawicki SM，Melters AT．Free-radical-mediated protein inactivation and recovery

during protein photoencapsulation．Biomacromolecules，2008，9：75—83

[8】Leach JB，Schmidt CE．Characterization of protein release from photoerosslinkable

hyaluronic acid-polyethylene glycol hydrogel tissue engineering scaffolds．Biomaterials，

2005，26：125—135

【9】Jeon O，Bouhadir HK，Mansour JIM，Alsberg E．Photocrosslinked alginate hydrogels with

tunable biodegradation rates and mechanical properties．Biomaterials，2009，30：2724—2734

【1 0】Gu F，Neufeld R Amsden B．Maintena．nce of vascular endothelial growth factor and

potentially other therapeutic proteins bioaetivity during a photo-initiated骶e radical

cross-linking reaction forming biodegradable elastomers．European Journal of Pharmaceutics

and Biopharmaceutics，2007，66：2 1-27

【ll】Shih W H，Shih W Y Kim S I，Liu J’Aksay I A．Scaling behavior ofthe elastic properties of

colloidal gels．Physical Review A，1 990，42：4772-4779

120



中山大学博士学位论文

【12】Wu H，Morbidelli M．A model relating structure of colloidal gels to their elastic properties．

Langmuir,2001，17：1030-1036

【13】Bezemer J M，Radersma R G川pma D W：Dijkstra PJ，Feijen J，Blitterswijk C A．Zero-order

release of lysozyme from poly(ethylene glyc01)l poly(butylene terephthalate)matrices．

Journal ofControlled Release，2000，64：179-192

[14】Shi Lianjun,Khondee Supang Linz Thomas H．，and Berkland Cory．Poly(N-vinylformamide)

nanogels capable of pH—sensitive protein Release．Maoromolecules，2008，4 1：6546-6554

【1 5】Ren Biye，Zhao Dongli，Liu Shanshart,Liu Xingxing。and T0ng Zhen．Symhesh and

characterization of poly(ferroeenylsilanes)with coumarin side groups·and their

photochemical reactivity and electrochemical behavior．Macromolecules，2007，40：

4501．4508

[16】Miyamoto K，Sasaki M，Minamisawa Y，Kurahashi Y'Kano H，Ishikawa S．Evaluation of仂

vivo biocompatibility and biodegradation of photoerosslinked hyalWonate hydrogels

(HADgels)．Journal ofBiomedical Materials Research Part A，2004，70：550-559

[17】Russo M．A．L，Truss心Halley P．J．The enzymatic hydrolysis of starch-based PVOH and

polyol plasticised blends．Carbohydrate Polymers，2009，77：442—448

【1 8】Ritger Philip L，Peppas Nikolaos A．A simple equation for description of solute release．II．

Fickian and anomalous release from swellable devices．Journal of Controlled Release，1 987，

5：37-42

【1 9】Ritger Philip L，Peppas Nikolaos A．A simple equation for description of solute release．1I．

Fickian and anomalous release from swellable devices．Jourozl of Controlled Release，1987，

5：37—42

121



中山大学博士学位论文

附录：攻读博士学位期间发表的论文

[1】—Hu R—ow,，Chen Yu-Yun,Zhang Li-Ming．Synthesis and characterization of in-situ
photogelable polysaccharide derivative for drug delivery．International Journal

ofPharmaceutics，2010，393：96-103．属于论文第4章．

[2】廛蓥，张黎明．利用支链淀粉一对硝基肉桂酸接枝物原位包埋蛋白类生物大分

子的方法．中国发明专利，申请号：200910213940．8．属于论文第5章．

[3】丛望BQ塾舀Zhang Li—Ming A novel polysaccharide derivative capable of

photogelation in the absence of photoinitiator and its hydrogel properties．

Proceedings of lOth International Hydrocolloids Conference，2010．属于论文

第4章．

【4】丛望壁Q塾舀Zhang Li-Mil唱Azobenzene—modified amylopectin and its

photoresponsive nanogels．Proceedings of lOth International Hydrocolloids

Conference,2010．属于论文第3章．

122



中山大学博士学位论文

致 谢

本论文是在导师张黎明教授的精心指导和亲切关怀下完成的。从论文的选

题、实验方案的拟定到论文的撰写与修改，无不倾注了导师大量的心血。张老师

严谨求实的治学态度、锐意创新的学术作风、谦逊平易的学者风范和忘我的拼搏

精神给我留下了深刻的印象并使我终身受益。深深感谢张老师在我遇到困难和挫

折时给予的包容、支持和鼓励。恩师之情，终身难忘!愿在今后的工作和学习中

能有幸继续得到张老师的启迪与点拨。

很庆幸能够生活在这样一个温暖和睦的集体里，能够认识这么多老师和同学

让我倍感幸运。感谢他们在平时的学习和生活中给予的帮助与鼓励，他们是：李

玮老师、杨立群老师、易菊珍老师、王冠海博士、陈继平博士、时焕英博士、梁

媛媛博士、李本刚博士、卢红伟博士、宋飞博士；博士研究生邹小武、王红飞、

马栋、邓俊杰、杨惠康、林坚涛、李楠楠；硕士研究生唐春燕、邓敏敏等同学；

本科生陈宇云、王倩仪等；在此一并表示感谢!

最后，感谢我的家人对我的关爱和支持，你们的期望是我前进的最大动力。

特别感谢我的爱人程德喜一直以来对我的默默支持和鼓励，你是我能顺利完成学

业的坚强后盾。

向所有关心我的亲人和朋友表示衷心的感谢!祝你们一生幸福!

扈 蓉

2010年4月于康乐园


	封面
	文摘
	英文文摘
	声明
	第1章 绪论
	1.1聚合物水凝胶概述
	1.2光响应型聚合物水凝胶
	1.2.1响应机理
	1.2.2制备方法
	1.2.3应用

	1.3光交联型聚合物水凝胶
	1.3.1光交联机理
	1.3.2聚合物水凝胶分类
	1.3.3在生物医学领域的应用

	1.4本课题的提出
	参考文献

	第2章 光及pH响应型葡聚糖基水凝胶的研究
	2.1前言
	2.2实验部分
	2.2.1原料与试剂
	2.2.2单体的合成与表征
	2.2.3水凝胶的制备
	2.2.4结构表征
	2.2.5水凝胶溶胀性能的测定
	2.2.6药物负载与控制释放研究

	2.3结果与讨论
	2.3.1合成与结构表征
	2.3.2水凝胶的溶胀动力学
	2.3.3水凝胶的药物释放研究

	2.4结论
	参考文献

	第3章 光响应型支链淀粉基纳米水凝胶的研究
	3.1前言
	3.2实验部分
	3.2.1原料与试剂
	3.2.2合成与表征
	3.2.3纳米水凝胶的制备
	3.2.4纳米水凝胶粒径的测定
	3.2.5临界胶束浓度的测定
	3.2.6药物负载与控制释放研究

	3.3结果与讨论
	3.3.1两亲性接枝物的结构表征
	3.3.2纳米水凝胶的制备与表征
	3.3.3两亲性接枝物在H2O/DMSO中的聚集行为
	3.3.4药物负载与控制释放研究

	3.4结论
	参考文献

	第4章 光交联型壳聚糖基水凝胶的研究
	4.1前言
	4.2实验部分
	4.2.1原料与试剂
	4.2.2硝基肉桂酰基羧甲基壳聚糖衍生物的合成
	4.2.3光交联凝胶的制备
	4.2.4结构表征
	4.2.5光交联凝胶的生物降解性
	4.2.6药物的原位光包埋与控制释放研究

	4.3结果与讨论
	4.3.1硝基肉桂酰基羧甲基壳聚糖衍生物的合成与表征
	4.3.2光交联凝胶的制备与表征
	4.3.3光交联凝胶的溶胀性能
	4.3.4光交联凝胶的流变性能
	4.3.5光交联凝胶的生物降解性
	4.3.6光交联凝胶的药物释放研究

	4.4结论
	参考文献

	第5章 光交联型支链淀粉基水凝胶的研究
	5.1前言
	5.2实验部分
	5.2.1原料与试剂
	5.2.2支链淀粉-对硝基肉桂酸接枝物的合成
	5.2.3光交联凝胶的制备
	5.2.4结构表征
	5.2.5微结构分析
	5.2.6光交联凝胶的生物降解性
	5.2.7溶菌酶的原位光包埋与控制释放研究

	5.3结果与讨论
	5.3.1支链淀粉-对硝基肉桂酸接枝物的合成与表征
	5.3.2光交联凝胶的制备与表征
	5.3.3光交联凝胶的溶胀性能
	5.3.4光交联凝胶的流变性能
	5.3.5光交联凝胶的生物降解性
	5.3.6光交联凝胶的药物释放研究

	5.4结论
	参考文献

	附录：攻读博士学位期间发表的论文
	致  谢



