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pH敏感纳米粒的制备和功能表征 *
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摘要 目的：制备具有 pH响应的甲氧基聚乙二醇甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯聚合物，测试材料 pH功能响应，以及建立聚

合物纳米粒载药方法。方法：通过核磁共振氢谱鉴定 ATRP(Atom Transfer Radical Polymerization)聚合反应所获得的化合物结构。

滴加 -搅拌挥发法制备聚乙二醇甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯纳米粒，酶标仪测定其载药量和包封率。透射电镜下观察其形

态，激光粒度仪分析测定其粒径，包载 DiR红外荧光探针检测纳米粒 pH响应功能。结果：分别成功合成得到 2-溴代异丁酸聚乙

二醇单甲醚和甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯单体。通过 ATRP聚合反应成功合成聚乙二醇甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯

聚合物材料，并通过核磁氢谱对聚合材料进行鉴定。通过滴加搅拌法制备包载有模型药物香豆素 -6的纳米粒，并对纳米粒的形态

表征及载药量进行测定。结论：试验结果表明制备得到的聚合物纳米粒尺寸均匀，具有预期的 pH响应效果，可以装载模型药物。
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Synthesis and Characterization of pH Sensitive Nanoparticles*

Prepare pH sensitive PEG-C7AMA polymer material. Test polymer nanoparticle pH functional property and

establish drug loading method. The 1HNMR is used to detect the polymer materials obtained from ATRP (Atom Transfer Radi-

cal Polymerization) polymerization reaction. Use Drop-stir evaporation method to prepare PEG-C7AMA nanoparticle and microplate

reader to detect nanoparticle drug loading and entrapping efficiency. Use TEM (Transmission Electron Microscope) & DLS (dynamic

light scattering) to observe and analyze nanoparticle shape respectively. Polymer nanoparticle load DiR fluorescence probe is used to de-

tect pH functional property with microplate reader. Success to synthesis PEG macroinitiator and 2-azepane ethyl methacrylate re-

spectively, which have been detected by 1HNMR spectrum. Success to synthesis PEG-C7AMA polymer material through ATRP poly-

merization reaction and 1HNMR to detect polymer materials. Through solvent-evaporation method to prepare nanoparticle which have

been loaded coumarin-6, as a model drug, and to detect drug loading, entrapping efficiency and the shape of the established nanoparticle.

Through experimental results show that the size of nanoparticle is on average. Nanoparticle have anticipated pH functional

effect and can load model drug.
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前言

恶性肿瘤是严重威胁人类健康的重大疾病，WHO最新发

布的《世界癌症报告 2014》显示，近年来全球癌症新增病例和

死亡人数出现惊人增长[1]，探索新的抗肿瘤治疗的策略是当今

生命科学研究领域的热点。

众所周知，纳米材料是当今时代兴起的一项热点技术，其

特点是材料尺寸在 1-100 nm之内。而肿瘤药物与使用纳米材

料进行联合使用则是一个非常具有前景的研究热点。肿瘤纳米

药物具有自身独特的材料特性，颗粒直径极小、低毒性以及靶

部位纳米蓄积能力强等特点，之前的研究主要在于纳米粒表面

修饰有细胞特异性配体或靶头来介导细胞内吞的药物递送设

计[2-6]。目前肿瘤纳米给药递送平台则更多是利用肿瘤微环境特

点响应来实现更为有效递送药物目的。肿瘤微环境的特征大致

可以归纳为以下几点：酶响应[7]、酸响应[8,9]、氧化还原响应[10,11]。

研究是通过一种新型酸响应递送载体，在实现纳米药物递

送的同时利用材料自身能够在肿瘤间质中超敏释放药物从而

达到治疗肿瘤的目的。通过 ATRP聚合反应，制备得到具有在

pH 6.8条件下能够实现功能化响应的聚合物纳米粒，分别通过

包载香豆素 -6、DiR荧光探针来实现其模型药物的载药量测定

和酸敏感功能响应的检测。其材料自身还可以结合并被运用于

新的层与层自组装型纳米药物递送载体中[12,13]。

2808· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.15 MAY.2017

1 材料与方法

1.1 实验试剂与药品

无水硫酸钠、三乙胺、中性氧化铝、2,2'-联二吡啶、无水甲

醇、磷钨酸、2-溴代异丁酰溴购自阿拉丁试剂公司，聚乙二醇单

甲醚（Mw：5000）、乙腈、香豆素 -6、溴化亚铜购自美国 Sig-

ma-Aldrich公司，N-(2-羟乙基)六亚甲二胺；DiR 购自 Thermo

Fisher公司，对二苯酚、甲基丙烯酰氯、氘代氯仿购自百灵威化学

试剂公司，甲苯、二氯甲烷、盐酸、氯化钠、四氢呋喃、碱性氧化铝购

自国药化学试剂公司，G-50葡聚糖凝胶购自美国 GE公司。

1.2 实验仪器

IKA-Rtc basic温控加热搅拌器购自德国 IKA公司，R-200

旋转蒸发仪购自瑞士 Buchi公司，RLPHR 2-4 LD冷冻干燥机

购自 Marin Christ公司，XS205型电子天平购自 Mettler Toledo

公司，酶标仪购自 Thermo Fisher公司，Bruker AVANCE III HD

400 MHz核磁共振仪购自美国布鲁克仪器有限公司，Malvern

Zetasizer Nano ZS激光粒度仪购自英国Malvern公司。

1.3 聚合物合成、载药量及 pH功能响应测试方法

1.3.1 溴代聚乙二醇引发剂的合成 与之前文献报道的方法

类似[14]，大致步骤如下：称取 8 g聚乙二醇单甲醚（1.0 e.q）置于

已干燥的圆底烧瓶中，加入无水甲苯，在 40℃的条件下与聚乙

二醇单甲醚混合搅拌至完全溶解。通过减压旋转蒸发的方式移

除甲苯溶剂及聚乙二醇单甲醚中的水分。

称取除水后 5 g的聚乙二醇单甲醚并加入适量无水四氢

呋喃中，40℃温和加热直至澄清溶液，随后向反应瓶中加入

1.4 mL三乙胺（10.0 e.q）。将反应瓶置于冰上，搅拌 15分钟，然

后使用一次性注射器逐滴加入 0.49 mL的 2-溴代异丁酰溴（4

e.q），加入试剂后在混合反应体系里很快有沉淀生成，在氩气

保护条件下室温持续搅拌反应 48小时后停止反应，产物应变

为棕色。减压除去反应溶剂，直至获得棕色油状液体。

将反应物溶于二氯甲烷中并转移至分液漏斗。首先使用

10%盐酸溶液将溶解有产物的二氯甲烷溶液萃洗，收集二氯甲

烷溶液并用 1N氢氧化钠溶液洗涤，最后用盐水洗涤二氯甲烷

溶液。加入适量无水硫酸钠干燥二氯甲烷溶液，随后收集溶液

并转移至烧瓶中减压干燥去除二氯甲烷溶剂。

加入 2.5 mL二氯甲烷将棕色油状物溶解。使用玻璃胶头

滴管，在搅拌条件下将二氯甲烷溶液逐滴加入 1 L冷甲基叔丁

基醚中，立即有沉淀析出。4℃搅拌洗涤沉淀，真空抽滤收集粉

末沉淀，将粉末在真空烘箱内室温干燥过夜，收集干燥完毕的

终产物。

1.3.2 甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯合成 在之前报道

的文献基础上进行实验[15,16]，步骤大致如下，在三颈瓶中首先将

14.3 g（0.1 e.q）N-(2-羟乙基)六亚甲二胺、10.1 g（0.1 e.q）三乙胺

以及 0.11 g（0.001 e.q）对二苯酚阻聚剂溶解于 100 mL无水四

氢呋喃中。随后在冰浴条件下逐滴加入 10.4 g（0.1 e.q）甲基丙

烯酰氯。反应体系回流 2小时，随后滤除体系中三乙胺盐酸盐，

减压旋蒸除去溶剂四氢呋喃，剩余残留液体即为粗产物。将粗

产物通过减压蒸馏后即可得到高纯度甲基丙烯酸 -2-六亚甲基

亚胺乙酯为无色透明液体。

1.3.3 ATRP聚合反应 通过多篇相关文献参考并结合实际

试验结果[17-19]，大致实验步骤如下，首先称取 0.5 g（0.1 e.q）2-溴

代异丁酸聚乙二醇单甲醚放入 Schlenk瓶中。随后在橡胶塞密

封的条件下向 Schlenk瓶中加入 6 mL无水四氢呋喃，加热搅

拌直至 2-溴代异丁酸聚乙二醇单甲醚在四氢呋喃中溶解。将

反应溶液冷却至室温。向瓶中加入 42.6 mg 2,2'- 联二吡啶

（0.273 e.q）并使用微量移液器加入 1.01 g（5 e.q）甲基丙烯酸

-2-六亚甲基亚胺乙酯单体。将 Schlenk瓶浸入液氮中进行冷冻

脱气，共冷冻 -脱气循环三次，最后在氩气保护条件下快速加

入 14 mg（0.1 e.q）溴化亚铜，反应瓶体系抽真空后移入油浴中，

加热搅拌反应 10小时。

反应结束后先将反应混合体系快速降至室温，加入甲醇 /

四氢呋喃（1/4；v/v）混合溶液，除去反应体系中铜盐活性，如有

必要可以置于水浴中超声以获得澄清溶液。通过中性氧化铝柱

来滤除溶液体系中铜盐，洗脱液为四氢呋喃，收集过柱洗脱溶

液并减压旋蒸，最后得到棕黄色或淡黄色油状液体。将油状聚

合物溶液移入截断分子质量为 10 kDa的透析袋中，放置在超

纯水中透析 3天，一日换水三次。透析结束后，透析袋后的聚合

物溶液使用 0.2 滋m醋酸纤维素膜过滤，冻干收集产物，冻干产
物为白色至淡黄色粉末。

1.3.4 纳米粒构建及表征 本试验通过测定形态、粒径（粒径

分布）、Zeta电位以及包封率和载药量对纳米粒 PEG-C7AMA

进行表征。纳米粒经由磷钨酸复染后通过 TEM观察形态。纳米

粒加水分散并稀释至适当的浓度后使用激光粒度仪测定粒径

（粒径分布）和 Zeta电位。

(1)纳米粒的构建：采用滴加 -搅拌挥发法制备载有香豆

素 -6的纳米粒[20,21]，步骤如下：精密称取 30 mg甲氧基聚乙二

醇甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯和 250 ng香豆素 -6，加入

1 mL四氢呋喃溶解，使用微量移液器在搅拌条件下逐滴加入 3

mL纯水中，搅拌子转速为 1500 rpm。室温条件下，搅拌挥发 3

小时，随后将溶液转移至圆底烧瓶中，旋转蒸发 30分钟除去溶

液中残余的有机溶剂，即可得到载药纳米粒溶液。将纳米粒溶

液通过预先使用 2× PBS (pH 7.4)平衡完毕的 G-50脱盐柱除去

未包载入纳米粒的游离药物，收集所有滤出的纳米粒溶液并超

滤浓缩，即得最终纳米溶液。

(2)纳米粒的表征：通过激光粒度仪检测纳米粒溶液中纳

米粒子粒径大小及 Zeta电位。将前述方法制备得到的纳米粒

溶液稀释后滴加于铜网上，使用磷钨酸复染铜网样品，通过

TEM对 PEG-C7AMA纳米粒进行观察。

1.3.5 包封率和载药量测定 称取 6 mg香豆素 -6溶解于乙

腈溶液中，制备得到香豆素 -6储备液。精密量取一定量的储备

液并稀释至以下浓度：100 ng/mL、200 ng/mL、300 ng/mL、400

ng/mL、500 ng/mL、600 ng/mL、800 ng/mL，制作定量用荧光标

准曲线。

移取适量包载有香豆素 -6的纳米粒溶液冷冻干燥 12小

时，称取适量冻干纳米粒样品，加入 1 mL乙腈溶液破坏纳米

粒，移取 200 滋L乙腈溶液通过酶标仪进行荧光定量分析(Ex:

460 nm; Em: 510 nm)。将得到荧光吸收值带入标曲方程，计算

得到纳米粒中包载有的香豆素 -6含量，通过下列公式计算得

到载药量和包封率。
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包封率（%）=包封于纳米粒中香豆素 -6
总香豆素 -6投料量

× 100%

载药量（%）= 包封于纳米粒中香豆素 -6
载香豆素 -6纳米粒的总质量

× 100%

1.3.6 pH 功能响应测试 采用滴加 -搅拌挥发法制备载有

DiR荧光探针的纳米粒，步骤如下：精密称取 30 mg甲氧基聚

乙二醇甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯和 200 ng DiR荧光

探针，加入 1 mL四氢呋喃溶解，使用微量移液器在搅拌条件下

逐滴加入 3 mL纯水中，搅拌子转速为 1500 rpm。室温条件下，

搅拌挥发 3小时，随后将溶液转移至圆底烧瓶中，旋转蒸发 30

分钟除去溶液中残余的有机溶剂，即可得到载药纳米粒溶液。

将纳米粒溶液通过预先使用 2× PBS (pH 7.4)平衡完毕的 G-50

脱盐柱除去未包载入纳米粒的游离药物，收集所有滤出的纳米

粒溶液并超滤浓缩，即得最终纳米溶液。

分别精密移取 5份 20 滋L纳米粒溶液至 96孔板中，随后

加入 180 滋L 的 pH 值分别为 7.4、7.0、6.8、6.7、6.4、6.0 的 PBS

溶液，通过酶标仪及荧光检测仪检测不同 pH条件下的纳米粒

荧光信号。

1.4 数据分析方法

将所有的原始数据输入 GraphPad Prism 6软件中，以浓度

或溶液酸碱度值为横坐标，测量值为纵坐标通过软件自动拟合

的方式得到相关载药量标准曲线和纳米粒 pH敏感功能响应

曲线图。

2 结果

2.1 溴代聚乙二醇引发剂

核磁共振氢谱检测产物，产物纯度为 98%，预计产率 70%

-90%。

化合物中各氢原子的化学位移值：1H NMR 400MHz (TMS,

CDCl3, ppm): 4.30(m,4H,O-CH2-CH2-O-C=O)，3.40-3.83(m,452H,

-CH2- )，3.38 (s,3H,-O-CH3)，1.92(s,6H,-C-CH3)。

2.2 甲基丙烯酸 -2-六亚甲基二胺乙酯

核磁共振氢谱检测产物，产物纯度 98%，预计产率 40%

-50%。

化合物中各氢原子的化学位移值：1H NMR 400MHz (TMS,

CDCl3, ppm): 6.09 (brs, 1H, CHH=C (CH3)-), 5.55 (brs, 1H,

CHH=C(CH3)-), 4.24 (t, J = 6.5 Hz, 2H, -OCH2CH2N-), 2.84 (t, J

= 6.5 Hz, 2H, -OCH2CH2N-), 2.72 (m,4H, -N (CH2CH2CH2)2-),

1.94 (s, 3H, CH2=C(CH3)), 1.63 (m, 4H,-N(CH2CH2CH2)2-), 1.58

(m, 4H, -N(CH2CH2CH2)2-)。

2.3 ATRP聚合反应产物

核磁氢谱检测聚合物材料产物，预计产率 60%。

化合物中各氢原子的化学位移值：1H NMR 400MHz

(TMS, CDCl3, ppm): 4.30 ((m,4H,O-CH2-CH2-O-C=O) (2H,

-OCH2CH2N-)), 3.40-3.83 (m,676H,-CH2- ), 3.38 (s,3H,-O-CH3),

2.84 (t, 2H, -OCH2CH2N-), 2.72 (m,4H, -N(CH2CH2CH2)2-), 1.80

(s,6H,-C-CH3), 1.65 (s,2H,-C-CH2-C-）1.63-1.58 (m, 8H,-N

(CH2CH2CH2)2-), 0.8-1.20 (m, 3H, CH2-C(CH3))。

2.4 纳米粒的构建及表征

通过前述方法制备得到的纳米粒溶液的粒径大小、Zeta电

位及透射电镜图分别如下表和图所示。

图 1 2-溴代异丁酸聚乙二醇单甲醚酯核磁氢谱图

Fig.1 1H NMR spectrum of PEG macroinitiator

图 2 甲基丙烯酸 -2-六亚甲基亚胺乙酯核磁氢谱图

Fig.2 1H NMR spectrum of 2-azepane ethyl methacrylate

图 3 CH3O-PEG-C7AMA核磁氢谱图

Fig.3 1H NMR spectrum of CH3O-PEG-C7AMA

表 1 纳米粒 DLS检测的粒径及 Zeta电位数据

Table 1 The DLS size and Zeta potential data of nanoparticles

Particle size（d. nm）

纳米粒粒径

Zeta potential（mV）

表面电位

纳米粒样品（Nanoparticles） 24.1± 0.3 -0.7± 1.1

2.5 载药量及包封率

精密称取冻干后包载有香豆素 -6的纳米粒 0.49 mg，溶解

于 1 mL乙腈溶液中并涡旋混匀，移取 200 滋L样品溶液置于
96孔板中，通过 Ex: 460 nm波长激发，Em: 510 nm波长收集吸
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图 4 左图为 pH7.4条件下纳米粒磷钨酸复染透射电镜图，右图为纳米粒激光粒度仪的粒径分布图

Fig.4 Left one is transmission electron micrographs of nanoparticles which have been stained by phosphotungstic acid solution at pH 7.4. Right one is the

graph about nanoparticle size which is distributed in solution

收值。测得样品荧光吸收值为 8908.77，带入已经测得的香豆素

-6染料标准曲线 y = 26.13x + 3614.9，R2= 0.9719中，计算得到

此质量的纳米粒载有香豆素 -6的含量为 202.6 ng，载药量为

0.042%，包封率为 81.04%。

2.6 纳米粒 pH功能响应测试

装载近红外荧光探针 DiR的纳米粒分散在不同 pH（7.4、

7.0、6.8、6.7、6.4、6.0）环境的 PBS溶液中，各取 200 滋L置于 96

孔板中，观察其在 700 nm处的荧光图像。由于 DiR染料不溶于

水，纳米粒在 pH 6.8环境下崩解后，荧光信号消失，并且使用

酶标仪对不同 pH溶液中的纳米粒荧光信号进行半定量分析。

将得到的原始光强度值信号数据输入 GraphPad Prism 6软件

中，以溶液酸碱度值为横坐标荧光信号强度为纵坐标，通过软

件自动拟合的方式来绘制出不同 pH条件下纳米粒荧光信号

变化曲线，以此来量化表示材料的酸敏感特征响应功能。

图 5 不同 pH条件下纳米粒溶液 DiR荧光信号的半定量分析

Fig.5 DiR fluorescence quantitative analysis for nanoparticle in different

pH PBS solution

图 6 纳米粒溶液在 700 nm处 DiR荧光信号图像

Fig.6 DiR fluorescence image for nanoparticle in different pH PBS solution

3 讨论

肿瘤微环境一直作为肿瘤纳米药物递送的一个热点研究

方向，目前大多数 pH敏感纳米药物载体一般是设计为细胞内

溶酶体酸响应型[22,23]，但是能够实现在肿瘤间质弱酸性环境中

快速响应释放药物的材料则非常的少。因此本载体设计的纳米

药物具有较大的开创性，能够为一些体内细胞外给药作用提供

有效载体。本试验以较为简便的方式成功合成了溴代聚乙二醇

单甲醚大分子引发剂、甲基丙烯酸 -2-六亚甲基二胺乙酯单体，

并在此基础上选用合成工艺成熟的 ATRP反应来制备聚合物，

此反应能够制备得到较复杂聚合物以及 PDI(Polymer dispersity

index，聚合物分散性指数)值分布较小的聚合物[24,25]。最终成功

合成了具有 pH响应功能的 PEG-C7AMA聚合物材料。期间通

过核磁共振氢谱的检测手段来鉴定化合物的结构。

在成功制备得到相关聚合物材料后，将得到聚合材料溶解

于四氢呋喃溶液中并选用能够得到粒径分布较好的搅拌滴加

法来制备纳米粒溶液，最终通过动态光散射仪以及透射电镜的

手段证明在溶液体系中分布均匀的纳米粒自身也呈现均一球
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型形态，同时也确证了我们制备纳米粒的方式是正确且可靠的。

通过测量纳米粒装载疏水荧光探针信号的试验成功检测

了聚合材料所具有的 pH功能响应特性。从结果可知纳米粒的

酸敏感响应值为 pH6.8，即当纳米粒的外部环境酸度值达到

pH6.8后便可以使得纳米粒崩解并释放出里面包载的药物。通

过现象观察可知在包载有荧光探针的纳米粒溶液中加入酸溶

液可以迅速的猝灭荧光信号，这表明此纳米材料除酸度值响应

外还具有崩解迅速的特点。随后还将疏水性的香豆素 -6作为

模型药物装载入纳米粒中，通过包封率和载药量的测定，试验

结果中较高的包封率确证了此纳米粒可以有效装载疏水药物。

综上所述，本文成功合成了 pH敏感材料且制备出了响应纳米

粒，通过滴加 -搅拌挥发方法制备的纳米粒具有明显的核壳结

构，大小均匀，形态圆整，并建立了纳米粒的质量控制方法。进

一步测试其功能响应并将模型药物装载入纳米粒中，为进一步

研究纳米粒运用于肿瘤微环境的药物递送提供了实验基础。因

为其非常灵敏的酸敏感变化，目前已经了解到此材料被运用于

动物体内肿瘤成像实验[26]，其作为 pH荧光探针的高灵敏程度

已经得到相关实验的确证，但是其载药实验还未能够被完全运

用，其自身的材料特点可以使其被用于装载某些需要短时间内

在局部组织内大量蓄积才能起效的药物。综上所述，此纳米材

料还可以拓展运用至其它需要酸敏感检测的实验研究中，其材

料自身具有广泛的应用前景。
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