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聚乙二醇 -聚乙烯亚胺共聚物的制备及其表征
*

张　璇 , 潘仕荣 , 吕　澍 , 胡海梅 , 张　未
(中山大学附属第一医院 , 广东 广州 510080)

摘　要:用亲水的聚乙二醇对聚乙烯亚胺进行改性 , 制备适用于基因转染的非病毒类载体。以异佛尔酮二异氰
酸酯活化聚乙二醇 , 再与聚乙烯亚胺反应 , 两步法合成了聚乙二醇 -聚乙烯亚胺 (PEG-PE I) 嵌段共聚物 , 分别

用 IR、 1H NM R、 GPC、 DSC对共聚物进行了表征。在 IR谱图上可见 mPEG-NCO中异氰酸基 、 及 PEG-PEI中脲

基的特征峰;根据 1H NM R谱图计算表明 , 此聚合反应为可控反应 , 通过调节 PEG与 PE I的投料比例可控制共

聚物组成及相对分子质量;GPC曲线上共聚物为一单峰 , 与 PEG和 PEI均聚物峰位置不同 , 表明产物是 PEG-

PEI共聚物 , DSC分析也表明共聚物 Tm较均聚物均有不同程度的下降 , 这是 PEG和 PE I两种嵌段相互缠结的结

果。因此证明成功合成了 PEG-PE I共聚物。
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　　随着基因治疗的不断深入 , 非病毒基因载体的

研究近年来取得了很大进展。阳离子聚合物是被广

泛研究的非病毒载体之一 , 通过其分子链上的正电

荷与 DNA链上的负电荷的静电作用缔合并转变成

纳米级复合体
[ 1]
, 保护 DNA 免受核酸酶降解 。

1995年 , Boussif
[ 2 -3]

首次报道了 聚乙烯亚胺

(po lye thy len im ine, PEI)可作为非病毒载体。 PEI

结构单体 ( CH2 CH 2 NH 2 )中每 3个原子

含一个氮原子 , 可质子化生成正电性氨基 , 成为与

基因复合的作用点 , 在体内有较高的转染率 。但

是 , 因为 PEI强的渗透作用 , 破坏细胞的溶酶体

膜 , 显示出细胞毒性
[ 4]
, 为了改善 PE I的生物性

能 , 采用引入 PEG对其进行修饰 , PEG是无毒和

抗免疫原性的水溶性大分子 , 有优良的生物相容

性 , 通过 PEG修饰 PE I形成共聚物即可克服 PE I /

DNA复合物溶解性差 、 细胞毒性大和传送过程中

沉积等不足
[ 4]
。用 PEG修饰 PE I的方法 , 国外报

道多使用特异活性的 PEG修饰剂 , 例如含琥珀酰

亚胺酯端基的 PEG
[ 5 -6]

, 含环氧化物端基的

PEG
[ 7]
, 含醛基端基的 PEG , 它们的制备复杂 , 来

源缺少 , 所得 PEG-PEI共聚物的产率较低。

异佛尔酮二异氰酸酯 (IPD I)属脂环族二异

氰酸酯 , 其相对分子质量大 , 蒸气压低 , 毒性小 ,

并且有良好的耐候性 、 耐热性和耐溶剂性
[ 8]
, 以

IPDI为原料制造的食品 、 医药 、 化妆品包装袋用

黏接剂 , 具有柔软 、耐水 、 耐油 、耐热 、无毒等特

点 , 已获得美国 FDA的认可。 2002年 , Petersen
[ 9]

用己二异氰酸酯 (HMD I)作偶联剂制备了 PEI-b-

PEG。 IPDI同 HMD I相比 2个 NCO 基团的活性

较低 , 反应速度较平稳 , 毒性较低 、稳定性好 、 耐

老化性能优 、 原料易得 、反应简单 , 故用作本研究

的偶联剂 。本研究开辟了一条 PEG-PEI共聚物的

新的制备方法 。

1　实验部分

1.1　实验原料

聚乙烯亚胺 (PE I, M w 25 000, A ldrich-Sigma

公司产品 , 支链型 , 无水 );聚乙二醇单甲醚

(mPEG , Mw 为 2 000和 5 000, F luka公司 );异佛

尔酮二异氰酸酯 (IPD I, 广州市汇采涂料化学品有

限公司 , 进口分装 );二月桂酸二丁基锡 (DBTL,

广东丽宝涂料助剂公司);氯仿 (分析纯 , 广州试

剂二厂 , 用前用无水氯化钙干燥过夜 , 再在 60 ℃

与 IPD I回流 4 h , 以除去微量的水和乙醇);乙醚

(分析纯 , 广州试剂二厂 );石油醚 (30 ～ 60 ℃,

分析纯 , 广州试剂二厂 )。

1.2　异氰酸酯单端基聚乙二醇的制备

将 mPEG先 110 ℃脱水处理 4 h , 再用定量氯

仿溶解。称 10倍摩尔量 IPDI, 溶于氯仿 , 加入

0.6% ～ 0.7%的催化剂 DBTL。将上述两溶液混合 ,
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75 ℃左右回流反应 8 h , 所得产物在石油醚中沉

淀 , 沉淀用氯仿溶解 , 再用石油醚沉淀 , 此操作重

复多次直至将过量的异佛尔酮去除干净 , 真空干

燥 , 得白色蜡状至粉末状固体 。

1.3　PEG-PE I嵌段共聚物的合成

将 PEI用 20倍 (质量比)氯仿溶解 , 磁力搅

拌下将异氰酸酯活化的单甲氧基聚乙二醇的氯仿溶

液逐滴加入 PE I溶液中 , 再加入 0.6% ～ 0.7%的

催化剂 DBTL, 置 60℃回流反应 16 h, 蒸去多余氯

仿 , 余下液体用大量乙醚沉淀 , 过滤 , 真空干燥 ,

称量。

1.4　表　征

1.4.1　 IR分析　mPEG、 mPEG-NCO、 PEG-PE I样

品分别采用 KB r压片制备;PEI样品用其 CHC l3液

在 KB r晶片上涂膜制备 , 各样品的 IR谱分析在

Pe rkinE lmer 683型红外光谱仪上进行 。

1.4.2　
1
H NMR测定　以 CDC l3为溶剂 , 温度 26

℃, 在 B rucke rAM 400型核磁共振仪上进行。

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 1.0mL /m in, 温度 40 ℃, 在

W ate rs515 /410凝胶渗透色谱仪上进行。

1.4.4　DSC分析　程序升温速率为 10 ℃ /m in, 在

NETZSCH DSC204差示扫描量热仪上进行 。

2　结果与讨论

2.1　共聚物的合成

共聚物的合成路线如图 1所示。

在预聚反应中 mPEG被活化 , 末端的羟基转变

为异氰酸根的预聚体 , 此预聚体对 PE I中的氨基有

较高的反应活性。 IPDI的 2个异氰酸基连接方式

不同 , 活性也不同 , 脂链上 NCO的活性比脂环上

的 NCO的活性大 8 ～ 10倍 。用作偶联剂与 PEG反

应时 , 脂链上的 NCO在催化剂作用下先与 OH

反应后 , 脂环上的 NCO就难于再与 OH 反应 ,

故生成的预聚体副反应少 。加入过量的 IPDI可使

反应进行的更加完全 。而 Pe tersen
[ 9]
使用的 HMD I

上的两个 NCO为对称结构 , 活性相同 , 有可能同

时和两个 mPEG反应而无法再继续与 PEI反应 , 本

实验采用 IPD I做偶联剂可避免此种情况 。与 PE I

反应前必须将过量的 IPD I除去 , 因为残留的 IPD I

可使 PE I大分子间形成交联而至使溶解性下降。

IPD I可溶于石油醚 , 而活化的 PEG在石油醚中沉

淀
[ 10]
, 用大量的石油醚反复洗涤预聚体可除去

IPD I。活化的 PEG不稳定 , 研究发现预聚体放置 3

d后 NCO的质量百分含量下降了一半以上 , 故

PEG预聚体必须尽快和 PE I进行反应。

将活化的 PEG缓慢逐滴加入 PE I溶液中 , 使

PEG与 PE I充分发生共聚反应 , 避免局部浓度过

高。生成的聚合物在乙醚中立即沉淀 , 而未反应的

PE I不沉淀可除去未反应的 PE I。

2.2　红外光谱分析

在图 2 (a)中 , 3 300 ～ 3 400 cm
- 1
的宽峰代

表 N H 的伸缩振动 , 2 900 cm
-1
峰代表亚甲基

C H 伸缩振动 , 表明聚合物 PE I中存在有

NH 和 CH2 , 证 实 了 PE I 的 ( CH2

CH 2 NH2 )结构。图 2 (b)中 3 300 ～ 3 500

cm
-1
的宽峰代表 O -H的伸缩振动 , 2 888 cm

-1
峰

代表亚甲基 C H 伸缩振动 , 1 108 cm
-1
峰代表

C O 醚 键 的 吸 收 峰 , 说 明 mPEG 中 有

CH2 CH2 O 和 OH 的存在。图 2 (c)

和图 2 (b)相比 , 多了 2 267和 1 719 cm
- 1
两个

图 1　 PEG-PE I共聚物的合成路线

F ig. 1　Synthe tic schem e of PEG-PEI copo lyme r
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峰 , 位于 2 267 cm
-1
峰代表未参加反应的脂环链上

的 NCO的伸缩振动 , 1 719 cm
-1
峰代表生成的氨基

甲酸酯中 C O (酰胺 Ⅰ )的伸缩振动 , 表明

mPEG发生预聚反应 , OH转化为 NCO。图 2

(d)中 3 410 cm
- 1
峰应为 O H及 N H 两峰的

叠加 , 此峰同样显得很宽 。和 2 (c)相比 , 2 267

cm
- 1
处的 O C N 吸收峰消失 , 表明活化的

mPEG中的 NCO与 PE I反应完全 , 而 1 700 cm
- 1
的

C O 氨基甲酸酯基峰仍存在并增加了脲基在

1 570 cm
-1
的伸缩振动 , 由此可初步确定共聚物

PEG-PE I的生成。

图 2　均聚物与共聚物的的 IR谱图

F ig.2　 IR spec tra o f homopo lym ers and copo lym ers

(a) PE I, (b) mPEG, (c) mPEG-NCO, (d) PEG-PE I

2.3　
1
H NMR的测定

图 3 - 1中 , a(δ2.772)和 b(δ2.656)处的吸

收峰应归属分别与仲胺和叔胺相连的亚甲基质子

( CH2)的化学位移 。图 3 - 2中 d(δ3.667), e

(δ3.831)和 f(δ3.717)的峰均为 mPEG中亚甲基

质子 ( CH2)的化学位移 , c(δ3.387)处的吸收

峰为 CH 3O 中甲基的 CH3 质子的化学位移。

图 3 - 3同图 3 - 2相比 , 主要在低场出现了一系列

峰 , g(δ3.025)处的吸收峰为与氨基甲酸酯基相连

的亚甲基质子 ( CH 2)的化学位移 , h(δ2.964)

处的峰应为 NCO 相连的次甲基 ( CH)质子

的化学位移 , i、 j、 k、 l(δ1.700、 1.061、 1.200、

0.925)的几处峰均为环己烷上的亚甲基及与之相

连的甲基上质子的化学位移 。图 3 - 4同图 3 - 1和

图 3 -3相比 , 既有 PEG上质子的特征吸收峰 c″、

d″、 e″、 f″(δ3.399、3.658、3.776、4.112),又有 PE I

上质子的特征吸收峰 a′、b′(δ2.783、2.659),低场

i′、 j′、 k′、 l′(δ1.701、1.063、1.232、0.880)处还可

见环己烷上的亚甲基及与之相连的甲基上质子的吸

收峰 , 由此图谱可进一步确定聚合物为 PEG与 PE I

的共聚物 。

同时可根据共聚物中乙烯亚胺单元 (δ2.5 ～

3.0)和乙二醇单元 δ3.6中相关氢的积分面积之

比计算出共聚物中两组分的质量比及相对分子质

量 , 见表 1。

　　从表 1中可以看出 , 由
1
H NMR所计算的不同

投料比所得的共聚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 , 因此可通过改变反

应物的投料比来调节生成共聚物的组成 。

图 3　均聚物与共聚物的 1H NMR谱图

F ig.3　1H NMR spectra of hom opo lym ers and copo lyme rs

1、 PE I 2, mPEG 3, mPEG-NCO and 4 PEG-PEI
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表 1　PEG-PE I共聚物的组成及相对分子质量

Tab. 1　 Com positions and m o lecular we igh ts of PEG-PEI copo lyme r

名称

反应物

Mn(PEG) Mn(PE I)
r(PEG)
r(PE I)

w(PEG)
w(PE I)

产物

修饰 /%
r(PEG)
r(PE I)

w(PE I) /% M n(PEG-PEI) y /%

PEI 25 000 - - - - 100 25 000 -

PEG-PE I(2-25-1) 2 000 25 000 4. 17 1 /3 0.5 2.9 81.13 31 000 79. 55

PEG-PE I(2-25-2) 2 000 25 000 12.5 1 /1 1.8 10.5 54.41 46 000 75. 0

PEG-PE I(2-25-3) 2 000 25 000 37.5 3 /1 4.5 26.0 32.51 77 000 75. 0

PEG-PE I(5-25-1) 5 000 25 000 1. 67 1 /3 0.3 1.8 73.53 34 000 73. 86

PEG-PE I(5-25-2) 5 000 25 000 5 1 /1 1. 24 7.2 41.06 61 000 75. 29

PEG-PE I(5-25-3) 5 000 25 000 15 3 /1 3. 54 20.6 19.55 128 000 87. 34

2.4　GPC的测定

图 4a、 b、 c、 d分别为 PE I、 PEG、 PEG-PEI

(2-25-2)、PEG-PE I(5-25-2)的 GPC图 ,曲线上共聚

物为一单峰 , 与 PEI和 PEG均聚物峰位置不同 ,

表明产物是 PEG-PE I共聚物 , 没有 PEG和 PE I均

聚物的存在 。GPC计算所得聚合物 PEG-PE I(2-25-

2)和 PEG-PE I(5-25-2)的 M n 分别为 44 740和

53 990 , 相对分子质量分布值分别为 1.24和 1.16。

与
1
H NMR计算得到的相对分子质量相比 , GPC测

得的聚合物的相对分子质量偏小 , 这是由于嵌段共

聚物有着与 GPC标样聚苯乙烯不同的流体力学行

为所致 。本文研究的共聚物的相对分子质量以
1
H

NMR的测定结果为准。

2.5　共聚物的 DSC分析

图 5中 a线的峰为 mPEG结晶熔融的吸热峰 ,

Tm为 66 ℃。 b、 c、 d线共聚物的 Tm分别为 52.7、

50.2、 49.3℃, 较均聚物 Tm 有不同程度的下降 ,

这是 PEG和 PE I两种嵌段的相互缠结的结果使结

晶度下降
[ 11]
, PE I质量含量越高 , Tm下降就越大 。

随着共聚物中 PE I含量的增加 , 共聚物在低温一侧

的峰面积逐渐减少 , 表明 mPEG的结晶性被破坏 。

同时高温一侧 127 ～ 128 ℃出现的吸热峰强度随

PEI含量的增加而增大。由此表明共聚物存在微相

分离 , 具有嵌段共聚物的特征 。

3　结　论

将单甲氧基聚乙二醇用异佛尔酮二异氰酸酯活

化生成预聚体 , 再与聚乙烯亚胺聚合制备嵌段共聚

物 , 用 IR、
1
H NMR、 GPC、 DSC对共聚物进行了

表征。结果表明 , 生成了 PEG-PE I共聚物 , 产物

中无残留反应物 , 该聚合反应为可控反应 , 通过调

节 PEG与 PE I的投料比例可控制共聚物组成及相

对分子质量 。 PEG-PE I嵌段共聚物有望成为新型非

病毒基因载体材料。

图 4　均聚物与共聚物的 GPC谱图

F ig.4　 GPC trace o f homopolym e rs and copo lym e rs

(a)PE I, (b)m PEG, (c)PEG-PEI(2-25-2)

and (d)PEG-PEI(5-25-2)
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图 5　mPEG及共聚物的 DSC曲线

F ig. 5　 DSC curve s of mPEG and copo lyme rs
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Synthesis and Characterization of

Poly (ethylene G lycol) -Po lyethlenmi ine Copolym er

ZHANG Xuan , PAN Sh i-rong , LÜShu, HU Hai-mei, ZHANG Wei

(The No. 1 A ffiliatedHosp ital, SUN Ya t-sen University, G uang zhou 510080, Ch ina)

Abstract:PE Iw asmodified w ith PEG in order to improve its physica lp ropertie s for nonviral gene de live ry. mPEG

was mod ified w ith IPD I, which w as reacted w ith PE I to synthesize the block copolymer o fPEG-PE I. The copo lymer

w as characterized by IR,
1
H NMR, GPC , DSC ana ly sis. IR spectrum show ed the abso rp tion of the isocyanate o f

mPEG-NCO and abso rption of the urea bond o fPEG-PE I. The resu lts o f
1
H NMR ana lysis indica ted the po lymeriza-

tion w as a contro lled reation, in which the composition andmo lecu larw eigh t o f the copo lyme r cou ld be controlled

th rou th adjusting ratio rates. TheGPC of the copolyme r exh ib ited only one peak differen t from that of PEG and PE I

homopolymers, i llustra ting the produc t only contained PEG-PE I copo lymer. DSC measu remen ts o f copo lymer

show ed a shift ofTm to low er values in comparison to theTm of PEG homopo lyme r, imp ly ing the entang lement o f the

tw o b locked chains. The results indicated the PEG-PE I b lock copolyers w ere syn thesized successfu lly.

Key words:polyethy lenim ine;monome thoxy (po lye thy lene g lyco l);copo lymer;isoporon d iisocyanate

57


