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聚丙烯亚胺 －聚谷氨酸苄酯多臂接
枝聚合物的制备及其结构表征
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摘　要：以第二代聚丙烯亚胺树状大分子 （ＰＰＩ）末端的氨基为引发剂，与 Ｌ－谷氨酸苄酯的 Ｎ－酸酐 （ＢＬＧ
ＮＣＡ）进行开环聚合合成了多臂聚丙烯亚胺－聚谷氨酸苄酯聚合物，分别用ＩＲ、１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和ＧＰＣ对聚合
物结构进行表征。结果表明，ＰＰＩ端氨基能够作为引发剂参与反应引发 ＢＬＧＮＣＡ开环聚合，并证实成功合成了
多臂聚丙烯亚胺－聚谷氨酸苄酯聚合物。该聚合物有望成为新型的非病毒基因载体材料。
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　　随着基因治疗的不断深入，非病毒基因载体的
研究越来越受到人们的重视，阳离子聚合物是近年

发展起来的一种新型非病毒基因载体，由于其表面

存在大量的阳离子电荷，通过与 ｓｉＲＮＡ或 ＤＮＡ链
上负电性的聚电解质 （磷酸根）的静电作用缔合

成复合物，从而保护 ｓｉＲＮＡ或 ＤＮＡ使其免受核酸
酶的降解，在此过程中，含目的基因的质粒体积会

被高度压缩成５０～２００ｎｍ大小的纳米球，大大增
强了对细胞膜的穿透能力［１－２］。聚丙烯亚胺 （Ｐｏｌｙ
（ｐｒｏｐｙｌｅｎｉｍｉｎｅ），ＰＰＩ）树状聚合物１９９３年首次被
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合成出来，它的大小由代数来标明，并随代数增加

而增加［３－４］。与聚酰胺 －胺树状聚合物 （Ｐｏｌｙ
（ａｍｉｄｏａｍｉｎｅ），ＰＡＭＡＭ）一样，ＰＰＩ树状聚合物有
聚胺的典型结构，外部为伯胺基团，内部为叔胺基

团。与ＤＮＡ的结合能力是 ＰＰＩ发挥转染作用的先
决条件，研究发现［５］，随着代数的增加，与 ＤＮＡ
的结合能力增强，但ＰＰＩ的毒性会随代数的增加而
急剧增加，这大概是 ＰＰＩ到目前为止没有像 ＰＡＭ
ＡＭ一样被广泛研究的原因之一。许多学者尝试着
对低代数的ＰＰＩ进行化学修饰以改善其作为基因载
体的性能［６－８］。

具有支化结构的聚合物，尤其是树状大分子，

表现出的性能是传统线性聚合物所不能达到的［９］，

为了减少毒性并且保持较高的转染率，许多学者研

究设计出可生物降解的伪树状大分子材料 （ｐｓｅｕｄ
ｏｄｅｎｄｒｉｍｅｒｓ），Ｒｕｓｓ等［１０］以较小相对分子质量的

ＰＥＩ（ｏｌｉｇｏｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＯＥＩ）为核，通过二丙烯
酸酯将包括 ＯＥＩ在内的低聚胺连接在 ＯＥＩ表面，
以形成可生物降解的，富含氨基的大分子聚合物，

此大分子聚合物不仅表现出很好的 ＤＮＡ结合能力
和转染效率，而且具有明显的肿瘤靶向性。Ｃｈｅｎ
等［１１］以ＯＥＩ为核，合成了多分枝的聚谷氨酸骨架，
再将ＯＥＩ接枝到聚谷氨酸骨架表面，此大分子聚
合物在不同细胞系中都表现出优于 ＰＥＩ２５Ｋ的转染
效率，其转染效率受血清的影响很小。然而，ＯＥＩ
结构的不对称性使以 ＯＥＩ为核的伪树状大分子并
没有典型的树状大分子的对称结构。

本研究拟对第二代树状大分子ＰＰＩ表面进行修
饰，使其表面接枝上聚谷氨酸苄酯，合成结构对称

的多臂聚谷氨酸苄酯材料，通过对树状大分子的结

构进行可控设计，从而大大增加载体的生物相容性

及生物可降解性，降低其毒性，使其有望成为新型

的非病毒基因载体材料。

１　实验部分
１１　实验原料

第二代聚丙烯亚胺树状大分子 （Ｇ２０ＰＰＩ）由
中国科学院深圳先进技术研究院提供 （１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，５００ＭＨｚ）δ：１３３（ｍ，４Ｈ，ＮＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），
１５５（ｍ，２４Ｈ，ＮＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），２３４（ｍ，２０Ｈ，
ＮＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），２３９（ｍ，１６Ｈ，ＮＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２），
２６７（ｔ，１６Ｈ，ＣＨ２ＮＨ２）。Ｌ－谷氨酸 （生化试剂，

上海生化试剂二厂）；苯甲醇、硫酸、四氢呋喃、

石油醚 （３０～６０℃）、氯仿、乙醚 （均为分析纯 ，

广州化学试剂厂）；双 （三氯甲基）碳酸酯 （化

学纯，上海化工专科学校实验化工厂）。

１２　Ｌ－谷氨酸苄酯的 Ｎ－酸酐 （ＢＬＧＮＣＡ）的
制备

参考文献 ［１２］，于三颈瓶中加入Ｌ－谷氨酸、
苯甲醇、机械搅拌下滴加一定量的硫酸，加热至

７０℃左右，真空脱水６ｈ，产物倒入含碳酸氢钠的
冰水中，至冰箱中过夜，抽滤，重结晶，干燥得 Ｌ
－谷氨酸苄酯 （ＢＬＧ）。再在反应瓶中加入新制得
的ＢＬＧ、四氢呋喃以及双 （三氯甲基）碳酸酯，

在５０℃加热１０ｍｉｎ，再继续升温至６０℃左右，待
反应液转透明后继续搅拌３０ｍｉｎ。加入低沸点的石
油醚沉淀、冷藏放置１２ｈ后，抽滤，再用石油醚
洗涤数次，真空干燥得白色结晶状ＢＬＧＮＣＡ。
１３　聚丙烯亚胺 －聚谷氨酸苄酯多臂接枝聚合物

（ＭｕｌｔｉａｒｍｅｄＰＢＬＧ，ＭＰ）的合成
将ＢＬＧＮＣＡ加入到无水氯仿中，剧烈搅拌使

其溶解，同时将 Ｇ２０ＰＰＩ的无水氯仿溶液置三颈
烧瓶中，室温下搅拌片刻后，往烧瓶中滴加一定量

的ＢＬＧＮＣＡ的氯仿溶液，引发剂Ｇ２０ＰＰＩ与ＢＬＧ
ＮＣＡ的摩尔比例为 １∶１００。混合液在室温下搅拌
７２ｈ反应，反应完全后旋转蒸发除去绝大部分溶
剂，加入冰乙醚沉淀，抽滤，室温下真空干燥２４
ｈ，得白色ＭＰ固体。
１４　表征
１４１　红外光谱的测定　采用 ＫＢｒ压片制备，
Ｇ２０ＰＰＩ样品用其 ＣＨＣｌ３液在 ＫＢｒ晶片上涂膜制
备，各样品的ＩＲ谱分析在 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ６８３型红外
光谱仪上进行。

１４２　核磁共振测定　在 Ｂｒｕｃｋｅｒ公司的 ＡＶ－
６００型核磁共振仪进行１ＨＮＭＲ和１３ＣＮＭＲ的测定，
均以ＣＦ３ＣＯＯＤ为溶剂，温度为２５℃。
１４３　ＧＰＣ测定　以聚苯乙烯作为标准物，四氢
呋喃为流动相，流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测温度为
３０℃，在 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＳｅｒｉｅｓ２００凝胶渗透色谱仪
上进行。

２　结果与讨论
２１　聚丙烯亚胺 －聚谷氨酸苄酯多臂接枝聚合物

（ＭＰ）的合成
共聚物的合成路线如图１所示。以Ｇ２０ＰＰＩ末

端的伯胺为引发剂，用开环聚合的方法在室温下引

发ＢＬＧＮＣＡ的聚合，即得到多臂接枝聚合物ＭＰ。

４８
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图１　ＭＰ的合成路线
Ｆｉｇ１　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｓｃｈｅｍｅｏｆＭＰ

２２　ＩＲ光谱分析
由图 ２可见，Ｇ２０ＰＰＩ的 ＩＲ图谱中 ３３４６

ｃｍ－１为伯胺 ＮＨ的伸缩振动，２９４１、２８６１和
２８０５ｃｍ１为ＣＨ的伸缩振动，１５６４ｃｍ－１为伯胺
Ｎ—Ｈ的弯曲振动，１４７０、１３８２和１３１２ｃｍ－１为
Ｃ—Ｈ的弯曲振动。ＭＰ的 ＩＲ图谱中１７３５ｃｍ－１峰
代表生成的酯基中 Ｃ Ｏ的伸缩振动，而 ７３７和
６９７ｃｍ－１为苯环上Ｃ—Ｈ的弯曲振动，由此图谱可
初步确定生成了聚谷氨酸苄酯的结构。

图２　Ｇ２０ＰＰＩ和ＭＰ的ＩＲ谱图
Ｆｉｇ２　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＧ２０ＰＰＩａｎｄＭＰ

２３　１ＨＮＭＲ的测定

图３为以 ＣＦ３ＣＯＯＤ为溶剂的 Ｇ２０ＰＰＩ、ＢＬＧ

ＮＣＡ和ＭＰ的１ＨＮＭＲ谱图，Ｇ２０ＰＰＩ在 δ３２８和
３４１（峰ｃ和ｄ）分别为ＰＰＩ上与叔胺及伯胺相连
碳上的氢，从ＢＬＧＮＣＡ的氢谱可见，δ７２（峰ｉ）

为苯环上的氢的信号，δ５１（峰ｈ）为ＰＢＬＧ链段
上苄基 （—ＣＨ２Ｐｈ）上的氢，δ４３（峰 ｇ）为
（—ＣＨ—）上的氢，δ２３～１８以及 ２７～２５
（峰ｅ、ｆ）分别属于链接苄基和主链的两组氢的信
号。在ＭＰ的氢谱中 ｇ峰消失，而在 δ４７（峰 ｊ）
的位置上出现 ＰＢＬＧ骨架上 （—ＣＨ—）峰，说明
开环聚合成功。ＭＰ的氢谱中，既有 Ｇ２０ＰＰＩ的峰
ｃ和ｄ，又有ＰＢＬＧ侧链上的峰 ｅ、ｆ、ｈ和 ｉ。由图
谱可确定聚合物 ＭＰ的生成。根据 ＭＰ中苯环上的
氢 （δ７２）和 ＰＰＩ上与叔胺及伯胺相连碳上的氢
（δ３２～３６）的积分面积之比计算出聚合物 ＭＰ
中两组分的质量比及相对分子质量，分别为１∶１０２
及２３１１１，可见聚合物的实际组成与反应的投料比
接近，说明反应是一种可控反应，因此可通过调节

ＢＬＧＮＣＡ单体和作为引发剂的 ＰＰＩ之间的摩尔比
来调节聚合物的组成。

图３　Ｇ２０ＰＰＩ、ＢＬＧＮＣＡ和ＭＰ的１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ３　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＧ２０ＰＰＩ、ＢＬＧＮＣＡａｎｄＭＰ

２４　１３ＣＮＭＲ的测定

从图 ４中 ＭＰ的碳谱可见，δ１７３８和 ５３５
（峰 ７和 ８）分别属于 ＰＢＬＧ骨架上的两种碳
（—ＮＨＣＯ—和—ＣＨＮＨＣＯ—）。δ６９１（峰１２）为
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ＰＢＬＧ链段上苄基上的碳，而δ１３５０和１２８７（峰
１３和１４）为 ＰＢＬＧ链段苯环上的碳信号。δ２７１
和２９７（峰９和１０）分别属于链接苄基和主链的
两组碳的信号。从Ｇ２０ＰＰＩ的碳谱可见，δ４０６是
大分子引发剂 Ｇ２０ＰＰＩ中 （ＮＨ２ＣＨ２—）碳上的峰
（峰４），在反应后向高场移动到δ２３５位置，而峰
１、２、３、５和６未见明显移动，说明 Ｇ２０ＰＰＩ上
所有的端氨基都作为引发剂参与了反应，并同时引

发了ＢＬＧＮＣＡ的开环聚合。

图４　Ｇ２０ＰＰＩ和ＭＰ的１３ＣＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ４　１３ＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＧ２０ＰＰＩａｎｄＭＰ

２５　ＧＰＣ的测定
图５为ＭＰ的ＧＰＣ图谱，曲线上的聚合物是单

一峰，ＧＰＣ计算所得的Ｍｎ为 ２３３４８，相对分子质
量分布为１３８５，与１ＨＮＭＲ计算得到的相对分子
质量２３１１１相比，ＧＰＣ测得的聚合物的相对分子
质量稍微偏大，这是由于生成的多臂聚合物材料有

着与 ＧＰＣ标样聚苯乙烯不同的流体力学行为所致。

３　结　论
本研究采用开环聚合的方法，合成了 ＰＰＩ

ＰＢＬＧ多臂接枝聚合物，用 ＩＲ、１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ
及ＧＰＣ对共聚物进行了表征。结果证实了生成了
多臂聚谷氨酸苄酯聚合物的可行性，产物中无残留

图５　ＭＰ的ＧＰＣ谱图
Ｆｉｇ５　ＧＰＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＭＰ

反应物。此聚合物具有树状大分子的对称结构，将

为进行下一步聚合物作为非病毒基因载体转染细胞

的研究奠定实验基础。
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ｂｏｎｂｙｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄａｎｄｚｉｎｃｃｈｌｏｒｉｄｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＣｈｅｍＥｎｇＪ，２０１０，１５８（２）：１２９－１４２．

［２３］　ＪＡＧＴＯＹＥＮＭ，ＤＥＲＢＹＳＨＩＲＥＦ．Ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｓ
ｆｒｏｍｙｅｌｌｏｗｐｏｐｌａｒａｎｄｗｈｉｔｅｏａｋｂｙＨ３ＰＯ４ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｃａｒｂｏｎ，１９９８，３６（７／８）：
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［９］　ＴＯＭＡＬＩＡＤＡ．Ｂｉｒｔｈｏｆａｎｅｗｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒａｒｃｈｉｔｅｃ
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Ｓｃｉ，２００５，３０（３／４）：２９４－３２４．

［１０］　ＲＵＳＳＶ，ＥＬＦＢＥＲＧＨ，ＴＨＯＭＡＣ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｄｅ
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ｏｄｅｎｄｒｉｍｅｒｓｆｏｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．
ＧｅｎｅＴｈｅｒ，２００８，１５（１）：１８－２９．

［１１］　ＣＨＥＮＬ，ＴＩＡＮＨ，ＣＨＥＮＪ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉａｒｍｅｄｐｏｌｙ
（Ｌｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ）ｇｒａｆｔｏｌｉｇｏｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅｃｏｐｏｌｙｍｅｒｓａｓ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｎｏｎｖｉｒａｌｇｅｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙｖｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＧｅｎｅＭｅｄ，
２０１０，１２（１）：６４－７６．

［１２］　张静夏，周永言，黄爱东．双（三氯甲基）碳酸酯法合
成Ｌ－聚谷氨酸苄酯［Ｊ］．化学试剂，２００４，２６（２）：
１０５－１０６．
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