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pH敏感聚( 2-乙基-2-噁唑啉) -壳聚糖-阿霉素
共聚物胶束的制备及性质考察

胡海洋，孙 嫣，康爽明，赵秀丽，乔明曦，陈大为*

( 沈阳药科大学 药学院，辽宁 沈阳 110016)

摘要: 目的 合成 pH敏感两亲性接枝共聚物聚( 2-乙基-2-噁唑啉) -壳聚糖-阿霉素( PEOz-g-CS-Hyz-
DOX) ，采用透析法制备阿霉素 pH敏感两亲性共聚物胶束并对其相关的制剂学性质、细胞抑制及
细胞摄取行为进行考察。方法 分别利用透射电镜( TEM) 、动态光散射法( DLS) 和 zeta电位分析仪
对胶束的形态、粒径和表面电位进行表征;采用透析法考察载药聚合物胶束的体外释放行为;采用
MTT法考察聚合物胶束的细胞抑制作用。结果 反应产物使用红外及核磁表征，确定为目标产物;
PEOz-g-CS-Hyz-DOX聚合物胶束载药量为 4. 2%。采用透析法制备的载阿霉素聚 ( 2-乙基-2-噁唑
啉) -壳聚糖丁二酸单甲酯胶束( PEOz-g-CSMS /DOX) 载药量可达 5. 62%，包封率为 59. 35% ; 两种
胶束的粒径均较小且粒径分布很窄，胶束粒子为类球形且分散良好;两种胶束释药行为体现 pH敏
感性; PEOz-g-CS-Hyz-DOX聚合物胶束体外细胞毒作用及细胞摄取均优于 PEOz-g-CSMS /DOX 胶
束和阿霉素溶液。结论 以壳聚糖为载体的化学腙键释药胶束作为抗肿瘤药物的药物传递系统具
有可行性及良好的应用前景。
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阿霉素 ( doxorubicin，DOX) 具有很强的抗肿
瘤活性，由于其水溶性差、半衰期短，对心脏、骨髓
毒性大等缺点限制了其在临床上的应用［1］。采
用两亲性壳聚糖共聚物胶束作为载体，可以增加

阿霉素的溶解度，降低毒性，提高生物利用度并延

长体内滞留时间［2］。壳聚糖具有良好的生物相
容性和可降解性，由于其分子中富含游离的羟基

和氨基，可以将亲水性或亲脂性基团通过酰化和

烃化反应与其连接，从而生成具有不同性能的两

亲性衍生物。通过化学、物理以及静电作用等途
径形成具有核-壳结构的囊腔来包裹药物。其中
化学键合载药方式的优势尤为突出［3］，它主要通

过引入可以在肿瘤组织细胞酸性环境下酸解的连

接臂来实现。肿瘤内部存在不同的酸性环境，包
括细胞间质中的弱酸性环境 ( extracellular pH，
pHE ) 、癌细胞中内涵体和溶酶体中更强的酸性环
境。正常组织的 pH 值一般为 7. 4。肿瘤内部的
缺氧状态使肿瘤细胞无氧糖酵解产生乳酸，而肿

瘤内部血管系统的缺乏使产生的乳酸不能充分排

出，导致肿瘤内呈酸性［4］。用电子及化学探针等
方法测量肿瘤内 pH 值在 5. 7 ～ 7. 8，均值为
7. 06［5］。肿瘤细胞中早期内涵体的 pH 值在 6. 0
左右［6］，有的甚至低于 5. 4［7］，而晚期内涵体的
pH值一般在 5. 0 左右［8］。溶酶体的 pH 值更低
( 4. 0 ～ 5. 0 ) ［9］。肿瘤中的这些酸性环境可以作
为信号，用于触发载药胶束的药物快速释放、细胞
内吞及其细胞器靶向。PEOz 是由 2-乙基-2-噁唑
啉( EOz) 阳离子开环聚合得到的乙烯亚胺类聚合
物。自从上个世纪六十年代被合成出以来，PEOz
已被证明具有良好的亲水性、生物相容性以及分
子链柔性，可作为 PEG的潜在替代品［10］。
作者设计并合成了能够对肿瘤细胞内溶酶体

pH值有响应的腙键结合聚( 2-乙基-2-噁唑啉) -羧
甲基壳聚-阿霉素( PEOz-g-CS-Hyz-DOX) ，使其所
制备的聚合物胶束能够在内溶酶体内释药，降低

阿霉素对正常组织的毒性。采用透析法制备
PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚 合 物 胶 束 及 PEOz-g-
CSMS /DOX聚合物胶束并对其制剂学性质、细胞
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毒性和细胞摄取进行初步研究。

1 仪器与材料

，

Bruker vector 22 红外光谱仪(  瑞士 Bruker 公
司)  ，AVANCE-600 核磁共振波谱仪 (  TMS 为内
标，瑞士 Bruker 公司)  ，Waters 1515 凝胶渗透色谱
仪(  美国 Waters 公司)  JEM-1200EX 透射电子
显微镜(  日本电子公司)  : Nicomp380 Z3000纳米

粒径与Zeta电位分析仪（苏州微流纳米生物技术
有限公司） ，UV-9100 紫外可见分光光度计(北
京瑞利分析仪器公司)  ，DFY-5L /
30 低温冷阱( 河南巩义英峪予华仪器有限公司) ，
JY92-2D 超声波细胞粉碎机( 宁波新芝科器研究
所) ，FA1104 电子天平 ( 上海民桥精密仪器科技
有限公司) ，DF-101B 集热式恒温磁力搅拌器( 浙
江乐清乐成电器厂) ，ZＲD6-B 药物溶出仪 ( 上海
黄海药检仪器厂) 。

2-乙基-2-噁唑啉( EOz，北京百灵威科技有限
公司) ，对甲基苯磺酸甲酯 ( MeOTs，美国 Sigma
公司) ，羧甲基壳聚糖( 重均相对分子质量为 0. 50
× 105，95%脱乙酰度，羧基取代度大于 60%，国
药集团化学试剂有限公司) ，盐酸阿霉素( 含量质

量分数 ＞ 98. 0%，北京华奉联博科技有限公司，
批号 HF070312，本研究中使用三乙胺进行脱盐酸
处理) ，EDC ( 吉尔生化上海有限公司) ，透析袋
( 上海绿鸟科技发展有限公司进口分装，批号

081008，截留相对分子质量 3 500 ) ，DMEM 培养
基( GIBCO，Grand Island，NY，USA) ，其他试剂( 分
析纯，市售) 。

2 方法与结果
2. 1 腙键结合聚 ( 2-乙基-2-噁唑啉) -羧甲基壳
聚-阿霉素的合成与表征
2. 1. 1 聚( 2-乙基-2-噁唑啉) 的合成
采用活性阳离子开环聚合法合成聚 ( 2-乙

基-2-噁唑啉) ( PEOz-NH2 ) 。将干燥的三颈圆底烧
瓶、球形冷凝管、三通阀和恒压漏斗组装成反应体
系。油泵抽真空，然后充氮气。向体系中注入 2-
乙基-2-噁唑啉( EOz) 单体 10 mL，再注入适量溶
有引发剂 MeOTs 0. 202 5 g 的无水乙腈溶液，80
℃下反应 24 h，待反应体系冷却到室温后，加入适
量含饱和 NH3 的乙腈溶液，在低温冷阱( 4 ℃ ) 中
反应 24 h 终止聚合反应。旋蒸除尽溶剂，并以适
量氯仿溶解产物，硅胶柱过滤，滤液滴至冰乙醚中

得到沉淀。静置，倾去上清液，沉淀在真空干燥器
里干燥 48 h，得到产物为白色粉末。PEOz-NH2 的

红外谱图中 ( 溴化钾压片 ) ，3 496 cm －1为—NH
的伸缩振动峰位，1 637 cm －1为单体 EOz 开环聚
合后所产生的叔酰胺上羰基的伸缩振动峰位，1
547 cm －1 为—NH 的 面 内 弯 曲 振 动 峰 位。
1H-NMＲ ( 600 MHz，DMSO-d6 ) 谱中，给出 δ 3. 4
( m，PEOz—NH2主链的—CH2CH2—) 、2. 1 ～ 2. 4
( br s，PEOz—NH2 侧链的—CH2—) 和 1. 1 ( s，
PEOz—NH2中侧链的—CH3 ) 质子信号。凝胶渗
透色谱法( GPC) 测定相对分子质量为5 296，分散
系数为 1. 17。
2. 1. 2 壳聚糖丁二酸单甲酯( CSMS) 的合成
将丁二酸单甲酯( MS) 0. 4 g ( 3 mmol) 、N-羟

基琥珀酰亚胺 0. 3 g ( 4. 5 mmol ) 溶于 30 mL
DMSO中，再加入 1-( 3-二甲氨基丙基) -3-乙基碳
二亚胺盐酸盐( EDC) 0. 86 g ( 4. 5 mmol) ，室温反
应 8 h。抽滤除去反应沉淀。将反应液于搅拌下
缓慢加入到羧甲基壳聚糖( CS) 5 g( 约0. 1 mmol)
的水溶液中，室温反应 48 h，加入过量丙酮沉淀产
物，过滤，50 ℃减压干燥。所得产物的产率为
87. 2%。CSMS 的红外谱图中 ( 溴化钾压片 ) ，
3 427 cm －1为 O—H 的伸缩振动峰，2 876 cm －1为

C—H 伸缩振动峰，1 741 cm －1 为酯羰基峰，

1 659 cm －1 为 酰 胺 羰 基 峰，1 601 cm －1 和

1 323 cm －1为氨基和羟基取代的羧基，1 154 cm －1

为 C—O—C伸缩振动峰，1 079cm －1为 C—O伸缩
振动峰。1H-NMＲ ( 600 MHz，DMSO-d6 ) 谱中，给

出 δ 2. 06( s，丁二酸单甲酯的—COCH3 ) 、3. 22( s，
糖环的 CH) 、3. 40 ( s，CH，糖环氨基上取代的甲
基) 和 4. 05 ～ 4. 55( br s，CH2，糖环羟基上取代的

羧亚甲基) 质子信号。
2. 1. 3 聚( 2-乙基-2-噁唑啉) -壳聚糖丁二酸单甲
酯( PEOz-g-CSMS) 的合成
将羧甲基壳聚糖丁二酸单甲酯 ( CSMS) 5 g

( 约 0. 1 mmol ) 、N-羟基琥珀酰亚胺 0. 26 g
( 3. 74 mmol) 溶于 30 mL 水中，再加入 1-( 3-二甲
氨基丙基) -3-乙基碳二亚胺盐酸盐 0. 72 g ( 3. 74
mmol) ，室温反应 24 h。加入 PEOz-NH2 0. 6 g
( 0. 12 mmol) 室温反应 72 h。反应产物透析后，
冷冻干燥。经计算 PEOz取代度约为 6. 5%。
2. 1. 4 腙键结合聚 ( 2-乙基-2-噁唑啉) -基壳聚-
阿霉素) ( PEOz-g-CS-Hyz-DOX) 的合成
将聚 ( 2-乙基-2-噁唑啉) －壳聚糖丁二酸单
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甲酯( PEOz-g-CSMS) 6. 2 g( 约 0. 1 mmol) 溶于 30
mL水中，加入水合肼 0. 22 g( 4. 5 mmol) ，室温反
应12 h。反应产物透析后，冷冻干燥。称取反应
产物 2. 1 g( 约 30 μmol) 、EDC 0. 29 g( 1. 5 mmol)
溶于 30 mL DMSO 中，加入阿霉素 0. 54 g
( 1 mmol) ，室温反应 24 h。反应产物透析后，冷
冻干燥。最终反应产物通过透析法纯化后，冷冻
干燥并使用 IＲ( 溴化钾压片) 和核磁( DMSO-d6 )

进行结构表征。红外光谱 ( 溴化钾压片) 表明:
3 300 cm －1、2 400 ～ 3 400 cm －1、1 530 cm －1分别

为—NH、—OH的伸缩振动峰位和—NH 的面内
弯曲振动峰位，1 734 cm －1为— C N ( 阿霉素羰
基) 的伸缩振动峰，1 630 和1 640 cm －1为酰胺键

中— C N 吸收峰，1 154 cm －1为 C—O—C 的伸缩
振动峰，1 079 cm －1 为 C—O 的伸缩振动峰。
1H-NMＲ ( 600 MHz，DMSO-d6 ) 谱中，给出 δ 3. 4
( m，PEOz—NH2主链的—CH2CH2—) 、2. 1 ～ 2. 4
( br s，PEOz—NH2 侧链的—CH2—) 、1. 1 ( s，
PEOz—NH2侧链的—CH3 ) 、1. 12 和 2. 65 ( s，DOX
的 C-5'上的—CH3 ) 、3. 22 ( s，糖环的—CH—) 、
3. 97( s，DOX上的 4 － CH3 ) 、4. 05 ～ 5. 0 ( br s，羟
基上取代的羧甲基的—CH—) 、5. 28 ( s，DOX 上
的 H-1') 、7. 63( s，DOX 的 H-2 ) 和 7. 9 ( br s，DOX
上的 H-1，3) 质子信号。经 IＲ 和核磁的检测，证
明最终反应产物为目标产物。反应过程如图 1 所
示。
2. 2 载阿霉素聚合物胶束的制备
分别将一定量 PEOz-g-CS-Hyz-DOX ( 药物化

学键合 ) 、阿霉素与 PEOz-g-CSMS ( 药物物理包
埋) 溶于 2 mL DMSO并装入透析袋中，透析过夜，
0. 45 μm 微孔滤膜过滤，分别制备 PEOz-g-CS-
Hyz-DOX聚合物胶束及 PEOz-g-CSMS /DOX 聚合
物胶束。
2. 3 胶束包封率与载药量的测定
药物物理包埋: 将载药胶束溶液用 0. 45 μm

微孔滤膜过滤，精密量取滤液 3 mL，用 DMSO 破
坏并定容至 10 mL，于波长 480 nm 处测定其吸光
度，带入标准曲线计算胶束溶液中阿霉素的含量。
包封率( entrapment efficiency，EE) 和载药量( load-
ing content，LC) 计算公式如下:包封率 = m1 /m2 ×
100% ;载药量 = m1 / ( m1 + m3 ) × 100%。式中:
m1 为胶束中药物的质量( mg) ，m2 为加入的药物

的质量( mg) ，m3 为聚合物载体的质量( mg)。
药物化学键合: 将载药胶束溶液用 0. 45 μm

微孔滤膜过滤，精密量取滤液 3 mL，使用
0. 1 mol·L －1盐酸溶液定容至 10 mL，37 ℃摇床振
摇 2 h。于波长 480 nm 处测定其吸光度，带入标
准曲线计算胶束溶液中阿霉素的含量。载药量计
算公式如下: 载药量 = m1 /m2 × 100%。式中: m1

为胶束中药物的质量( mg) ，m2 为载药聚合物的

质量( mg) 。
作者选用透析法制备胶束聚合物胶束，结果

见表 1。在聚合物量一定的情况下，随着投药量
逐渐增加至 1 mg，载药量增加，而包封率下降;继
续增加至 2 mg，包封率下降较大。包封率下降较
大的原因可能是过多的难溶性固体药物干扰胶束

的形成和稳定性，导致胶束聚沉。同时，疏水性药
物游离在胶束外面，增加了药物与疏水内核之间、
疏水内核与疏水内核之间相互接触的机会，易使

胶束发生再聚集，导致溶液中产生较大的粒子，加

剧了胶束的聚沉。根椐以上结果，最后确定实验
的最优处方为以 DMSO 为分散介质，载体材料
20 mg，投药量为 1 mg，在蒸馏水中透析法制备载
药共聚物胶束。对于通过化学键结合载药的聚合
物，测得 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚合物胶束载药量
为 4. 2%。
Table 1 Influence of DOX amount on the encapsulation
of DOX in polymeric micelles
表 1 阿霉素用量对载阿霉素聚合物胶束包封率的影响

m( DOX) /mg EE /% LC /%

0. 5 80. 82 3. 84

1. 0 59. 35 5. 62

2. 0 26. 34 5. 01

2. 4 胶束的形态观察、粒径以及 zeta电位的测定
取少量胶束溶液滴至载玻片上，用体积分数

1%磷钨酸进行负染，再滴至专用铜网上，自然挥
干，使粒子在铜网上浓缩沉积，通过透射电子显微
镜观察胶束的形态并照像。利用 Nicomp380  粒
度测定仪测定胶束的粒径及粒度分布。利用 JEM 
-1200EX 透射电子显微镜观察载药胶束的
形态。

结果显示(图 2) : PEOz-g-CSMS/DOX胶束粒径
主要分布为( 132. 1 ± 6. 9) nm，PEOz-g-CS-Hyz-DOX
胶束粒径主要分布为( 129. 4 ± 3. 4) nm，两种胶束
粒径均较小，且分布范围较窄。利用 PSS-
NICOMP380 ZLS测定 PEOz-g-CSMS /DOX 胶束的
zeta电位平均值为 － 16. 15 mV，与未载药 PEOz-g
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Fig. 1 The synthetic route of PEOz-g-CS-Hyz-DOX
图 1 PEOz-g-CS-Hyz-DOX的合成路线

-CSMS胶束相比，聚合物胶束载药后其 zeta 电位
的绝对值略大，可能是由于未被包裹至 PEOz-g-
CSMS 内腔中的 DOX 的影响。PEOz-g-CS-Hyz-
DOX聚合物胶束 zeta 电位平均值为 － 2. 52 mV。
以透射电镜观察 PEOz-g-CSMS /DOX 胶束和

PEOz-g-CS-Hyz-DOX 胶束样品，结果如图 3。两
种胶束由电镜图片可见，聚合物胶束的粒径在

120 nm 左右，与动态光散射法测定粒径数据相
近。共聚物胶束具有规则的类球形结构，大小均
一。
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Fig. 2 The size and size distribution of PEOz-g-CSMS/DOX micelles ( A) and PEOz-g-CS-Hyz-DOX micelles ( B)
图 2 以万计物理包埋阿霉素 PEOz-g-CSMS 聚合物胶束( A) 和腙键结合阿霉素 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚合物胶束
( B)的粒径及粒径分布图

Fig. 3 TEM photograph of PEOz-g-CSMS/DOX micelles ( A) and PEOz-g-CS-Hyz-DOX micelles
图 3 物理包埋阿霉素 PEOz-g-CSMS 聚合物胶( A) 和腙键结合阿霉素 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚合物胶束的透射电
镜图

2. 5 阿霉素聚合物胶束体外释药行为的研究
精密吸取 2 种载药胶束 3 mL置于透析袋中，

分别置于80 mL pH值7. 4、6. 5、4. 0和1. 2的释放介
质中，37 ℃下恒温搅拌，转数 30 r·min －1，定时取出

释放介质3 mL，同时补充等体积等温相应 pH值的
释放介质。高效液相色谱法测定释放介质中的药
物含量，计算累计释放度并绘制释放曲线，考察释

放介质 pH 值对 2 种聚合物胶束释放的影
响。

PEOz-g-CSMS /DOX 聚合物胶束在不同释放
介质中的释放曲线如图 4 所示。在 pH 值为 7. 4
的释放介质中，胶束释药平稳，96 h 累积释药量
为 58. 3%，表现出一定的缓释效果，但药物存在
一定的突释现象。在 pH 值为 6. 5 时，释药加快，
且有一定的缓释效果，此 pH 值与肿瘤组织的 pH
值较接近，便于部分药物在肿瘤组织释放。在 pH
值 4. 0 时，阿霉素胶束突释明显，释药快速且完
全，96 h 释药近 89%。PEOz-g-CSMS /DOX 聚合

物胶束在体外 pH敏感释药区域内有利于胶束在
肿瘤组织及细胞部位释药，因此可提高靶组织或

靶细胞的药物浓度。

▲—pH 1. 2; ■—pH 4. 0; ×—pH 6. 5; ◆—pH 7. 4
Fig. 4 Ｒelease behaviors of DOX from PEOz-g-CSMS/
DOX polymeric micelles in vitro under different pH con-
ditions

图 4 物理包埋阿霉素 PEOz-g-CSMS 聚合物胶束中阿
霉素在不同 pH值下的释放曲线

338第 11 期 胡海洋等: pH敏感聚( 2-乙基-2-噁唑啉) -壳聚糖-阿霉素共聚物胶束的制备及性质考察



PEOz-g-CS-Hyz-DOX聚合物胶束在不同释放
介质中的释放曲线如图 5 所示。由图 5 可知，载
药胶束在较高 pH 值的释放介质中释药平稳，无
明显的突释现象，说明 PEOz-g-CS 与药物分子通
过化学键结合牢固，胶束对药物的接载效果较好，

基本无泄露情况。累积释放度随释放介质 pH 值
的降低而增大。其中，在 pH 值为 7. 4 的释放介
质中，96 h的累积释放度为 13. 03%，有效减少了
药物在体循环过程中的泄漏。而在 pH 值为 4. 0
的释放介质中，96 h 的累积释放度分别为
64. 39%，明显大于 pH 值为 7. 4 的释放介质中的
累积释放度。PEOz-g-CS-Hyz-DOX聚合物胶束在
体外 pH敏感释药区域内有利于胶束在肿瘤内部
酸性环境中释药，实现更快的杀伤肿瘤细胞的目

的。

■—pH 1. 2; ◆—pH 4. 0; ×—pH 6. 5; ▲—pH 7. 4
Fig. 5 Ｒelease behaviors of DOX from PEOz-g-CS-Hyz-
DOX polymeric micelles in vitro under different pH con-
ditions

图 5 腙键结合阿霉素 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚合物胶
束中阿霉素在不同 pH值下的释放曲线

2. 6 载药聚合物胶束对 MCF-7 细胞的细胞毒作
用

取对数生长期MCF-7细胞，以 50 cells·μL －1的

密度接种于 96 孔培养板，于 37 ℃、体积分数 5%
CO2 条件下培养 24 h，每孔分别给予 PEOz-g-
CSMS /DOX 聚合物胶束、PEOz-g-CS-Hyz-DOX 聚
合物胶束和 DOX 溶液 200 μL，使 DOX 在培养液
中的终质量浓度为: 0. 5、5、50、100 和 200 mg·L －1。
每一质量浓度平行 6 孔，对照组加入 DMEM 培养
基 200 μL，分别于体积分数 5% CO2 培养箱、
37 ℃培养 24 h 后，每孔加 5 g·L －1 MTT 溶液
20 μL，孵箱中培养 4 h 后，去培养液，每孔加
DMSO 150 μL，震荡 10 min，在波长 492 nm 处测
OD值，计算细胞抑制率。24 h 的 MTT 结果见

图 6。结果表明，在 pH 值 7. 4 条件下，PEOz-g-
CSMS /DOX 胶束组与 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 胶束
组均表现出明显的细胞毒作用，且强于 DOX溶液
组，但 3 组都呈明显的质量浓度依赖关系。PEOz-
g-CSMS /DOX 胶束组的细胞毒作用小于 PEOz-g-
CS-Hyz-DOX胶束组。

Fig. 6 The cell cytotoxicity of PEOz-g-CSMS/DOX and
PEOz-g-CS-Hyz-DOX against MCF-7 cells，the cells were
incubated for 24 h
图 6 阿霉素、PEOz-g-CSMS/DOX 与 PEOz-g-CS-Hyz-
DOX对MCF －7 细胞 24 h的细胞毒作用

2. 7 细胞摄取动力学研究
取对数生长期的 MCF-7 细胞，以每孔 1 ×

106 个细胞接种于 12孔板，分别给予含阿霉素质量
浓度为 10 mg·L －1 PEOz-g-CSMS /DOX 聚合物胶
束、PEOz-g-CS-Hyz-DOX聚合物胶束和阿霉素溶液
( DMEM培养液稀释) ，置于 37 ℃的培养箱中分别
孵育 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、3. 0 和 4. 0 h。将培养板内
的培养液倒出，4 ℃预冷 PBS( pH值为 7. 2) 并清洗
细胞 3次，每个孔加入消化液 100 μL 进行消化 2、
3 min，消化完毕后，加入适量 PBS，将每孔内的细
胞转移至离心管内，冰浴下探头超声( 工作 25 s，间
歇 35 s，100 W超声5 min) ，15 000 r·min －1离心 10
min，取上清液，在激发波长为 497 nm、发射波长
为 555 nm条件下，利用荧光分光亮度计测定阿霉
素的浓度。如图 7 所示，随着时间的延长，3 个实
验组的细胞内药物浓度均增加。在 0. 5 h 时，
PEOz-g-CS-Hyz-DOX胶束组胞内浓度最高。游离
阿霉素溶液组的胞内浓度在整个实验时间段内低

于其他 2 个制剂组，但是浓度随时间变化明显，没
有出现平台期。PEOz-g-CSMS /DOX 胶束组与
PEOz-g-CS-Hyz-DOX胶束中胞内药物浓度的增加
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速率都较游离阿霉素组快，并且也没有出现平台

期，说明这些组的药物进入细胞的速率在 4 h 内
要高于药物外排速率，胞内浓度没有达到相对平

衡。在实验时间内 PEOz-g-CS-Hyz-DOX 胶束组
的摄取快于 PEOz-g-CSMS /DOX 胶束组，分析原
因是由于 PEOz-g-CSMS /DOX 胶束存在突释作
用，使得通过胶束摄取的药物量减少。

▲—PEOz-g-CS-Hyz-DOX; ■—PEOz-g-CSMS /DOX; ◆—
DOX
Fig. 7 Cellular uptake efficiency of DOX mediate by
PEOz-g-CSMS/DOX and PEOz-g-CS-Hyz-DOX and free
DOX ( n =6)
图 7 阿霉素、PEOz-g-CSMS/DOX 与 PEOz-g-CS-Hyz-
DOX在MCF －7 细胞中的摄取( n =6)

3 讨论
a．聚合反应时易发生氧化反应，一方面使引

发剂、催化剂氧化变质，降低其效能，另一方面生
成带颜色杂质，增加目标产物分离纯化的难度。
本文作者参考国外文献，选择乙腈作为开环聚合

反应的溶媒，同时调整温度，使反应体系保持微沸

状态。实验结果表明，反应在乙腈沸点温度
( 80 ℃ ) 下进行，转化率较高，可达到 81. 5%，同
时能够有效地控制氧化变色现象的发生，获得白

色较为纯净的产物。
b．关于聚合物胶束的制备，目前文献报道比

较常用的方法是透析法和薄膜分散法。溶解法虽
然制备胶束较快且便捷，但由于阿霉素脱盐酸盐

过程中过量的三乙胺以及生成的盐很难被除去，

影响胶束的稳定性且胶束粒径分布不均。薄膜分
散法难以找到既能较好溶解聚合物又具有较好挥

发性的良溶剂，因此这些方法都不适合。而透析
法效果较好，粒径分布较均匀且稳定性好，且因类

似聚合物多采用透析法制备载药胶束，故本研究

中物理包埋法选用透析法。以化学键合载药方式
与阿霉素进行偶合主要有两种方式: 酰胺键和酰

腙键。根据国外文献报道［11 － 13］，酰腙键对环境

pH值变化敏感，可以精确响应及定位肿瘤或者病
变组织的异常酸度性征。

c．两种载药聚合物胶束体外释放实验表明，
与对照组原料药相比两种共聚物胶束具有明显的

缓释效果，且伴随 pH值的降低，胶束的释药量增
加，释药速度加快。其中: PEOz-g-CS-Hyz-DOX 在
pH值 7. 4 条件下释放量非常低，而在 pH 值 4. 0
时释放量显著增加，表明胶束的释药行为具有明

显的 pH值敏感性，并能减少药物在体循环过程
中的泄露，实现细胞内释药。

d．大分子的纳米粒如脂质体、聚合物胶束进
入细胞是通过内吞的方式［14 － 15］。胶束进入细胞
后倾向于聚集在酸性细胞器中，然后在溶酶体等

细胞器中被降解后释放药物［16］。PEOz-g-CS-
Hyz-DOX制剂组通过内吞进入细胞后，由于胞内
酸性环境( 溶酶体) ，制剂中 pH 值敏感化学键连
接的阿霉素会很快从胶束中释放，从而进入细胞

核中，有利于减少药物在体循环过程中的泄漏，降

低药物对正常组织器官的损害。
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Preparation and characteristics of poly( 2-ethyl-2-ox-
azoline) -chitosan-doxorubicin polymeric micelles

HU Hai-yang，SUN Yan，KANG Shuang-ming，ZHAO Xiu-li，QIAO Ming-xi，CHEN Da-wei*

( School of Pharmacy，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 110016，China)

Abstract: Objective To synthesize poly ( 2-ethyl-2-oxazoline ) -chitosan-doxorubicin ( PEOz-g-CS-Hyz-
DOX) and study the characteristics，the inhibition effects and cellular uptake of the pH sensitive amphiphilic
copolymer micelles．Methods The morphology，diameter and surface potential of the micelles were character-
ized by transmission electron microscopy ( TEM ) ，dynamic light scattering ( DLS ) and zeta potential analy-
zer，respectively． The in vitro release behavior of DOX from polymeric micelles was investigated using dialy-
sis method． The cellular uptake of polymeric micelles were inveatigated． Ｒesults The synthesized polymers
were characterized by FT-IＲ，1H-NMＲ． The results indicated that drug-loaded amount and entrapment effi-
ciency of the PEOz-g-CSMS /DOX micelles was 5. 62% and 59. 35%，respectively． The drug-loaded amount
and grafting rate of PEOz-g-CS-Hyz-DOX were 4% and 61. 5%，respectively． The micelle was globular-
shaped and had small diameter with a narrow size distribution． The pH-sensitive drug release behavior of the
micelles was pH dependent． The cytotoxic against MCF-7 cells in vitro and cellular uptake of PEOz-g-CS-
Hyz-DOX were stronger than the PEOz-g-CSMS /DOX micelles and DOX solution． Conclusions It can be
concluded that the copolymer micelles using chitosan carrier by chemical acylhydrazone releasing drug may
be applied as promising drug delivery system for anti-tumor drugs．
Key words: doxorubicin; pH sensitive; poly( 2-ethyl-2-oxazoline) ( PEOz) ; chitosan; amphiphilic copolymer
micelles; cellular uptake
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