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聚-L-赖氨酸的合成与表征
*

胡海梅 , 潘仕荣 , 温玉婷 , 郭振寰
(中山大学附属第一医院 , 广东 广州 510080)

摘　要:以 L-赖氨酸为原料 , 先制备 Nε-苄氧羰基-L-赖氨酸 , 光气法合成 Nε-苄氧羰基-L-赖氨酸-N-羧酸酐 , 并

以三乙胺为引发剂 , 在氯仿中引发聚合 , 生成聚 (Nε-苄氧羰基赖氨酸), 经无水溴化氢脱苄得到聚-L-赖氨酸。

其聚合度由黏度法测定 , 化学结构由 IR、1H NMR证实 , 聚 (Nε-苄氧羰基赖氨酸) 和聚-L-赖氨酸分子均以 α-螺

旋构型存在。由本法制备的聚-L-赖氨酸可获很好的产率 (>70%), 其相对分子质量由单体 /引发剂摩尔比控制。
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　　聚氨基酸是一类生物降解高分子 , 对生物体无

毒 , 无副作用 , 无免疫源性 , 具有良好的生物相容

性 , 并可通过体内的水解或酶解反应最终降解为小

分子的氨基酸 , 被人体吸收 , 因此 , 广泛应用于医

药学领域如药物控释
[ 1, 2]
、组织工程

[ 3 -5]
、基因治

疗
[ 6, 7]
等方面。聚-L-赖氨酸 (PLL)是亲水性聚氨

基酸 , 常用作药物载体
[ 8]
, 具有许多优点:含有

较多的 ε-氨基 , 载药量大 , 在用药部位较易达到

有效浓度;对某些癌细胞具有亲和性 , 可以通过细

胞内吞作用进入细胞;可生物降解 , 在细胞内易于

被胰蛋白酶降解产生释药作用;长期使用无免疫原

性;并且 PLL可以批量生产 , 偶联物分子大小可

以控制 , 聚合程度也可由人工控制
[ 9, 10]
等。本文以

L-赖氨酸为原料 , 通过 ε-氨基保护 , 光气法合成

N
ε
-苄氧羰基-L-赖氨酸-N-羧酸酐 [ Lys(Z)-NCA ] ,开

环聚合 , 脱保护等步骤合成了不同聚合度的聚-L-

赖氨酸 , 并对其化学结构进行了表征 。

1　实验部分

1.1　试　剂

L-赖氨酸 (上海化学试剂有限公司 , 纯度
99%)、 碱式碳酸铜 (广东汕头市西陇化工厂 ,

AR)、 氯甲酸苄酯 (CBZ , 上海三鑫化工有限公

司 )、固体光气 (浙江上虞市盛泰生物化工有限公
司 ), 以上试剂直接使用 。四氢呋喃 (THF , 广东

汕头光华试剂厂 , AR)、 环氧乙烷 (广州试剂二
厂 , AR), 三乙胺 (TEA , 广州试剂厂 , AR), 氯

仿 (广州试剂二厂 , AR), 红磷 (广州化学试剂

厂 , 特定级 ), 以上试剂按常规方法提纯后使用。

1.2　实验方法

1.2.1　N
ε
-苄氧羰基-L-赖氨酸 (ε-Z-lys)的制备

　称取 10 g (67 mmo l) L-赖氨酸 (Ⅰ )溶于 146

mL热水中 , 加入 11.0 g (45.8 mmo l)碱式碳酸铜

约 , 煮沸约 10m in, 热过滤 。滤液降温至 0 ～ 5 ℃,

搅拌下每 10 m in一次 , 分 4批加入 9.2 g (110

mmo l)NaHCO3和 12.8 g (75 mmo l)氯甲酸苄酯 ,

搅拌 3.5 h。过滤 , 沉淀用水 、 乙醇 、 丙酮和乙醚

洗涤 , 干燥后得 15.6 g N
ε
-苄氧羰基-L-赖氨酸铜盐

络合物 (Ⅱ )。将 Ⅱ悬浮于 190 mL水中 , 加入 6

mol /L盐酸 309mL使其溶解 , 通 H2 S气体 1 ～ 2 h,

至溶液呈无色为止。滤去黑色 CuS , 用 1 mo l /L盐

酸清洗。滤液和洗液合并 , 通氮气赶去 H2 S , 在冰

冷条件下用浓氨水中和至 pH 6.5, 冰箱中放置 2

h, 过滤 , 结晶用水 、 乙醇和乙醚清洗 , 干燥后得

13.8 g ε-Z-lys (Ⅲ)粗品 (产率为 72%)。用 φ=

50%热乙醇溶解重结晶后 , 干燥后得 12.3 g Ⅲ 纯

品 , 产率为 64.3%, 熔点 250 ～ 255 ℃。

1.2.2　N
ε
-苄氧羰基-L-赖氨酸-N-羧酸酐 [ Lys(Z)-

NCA ]的制备　称取 5 g Ⅲ 悬浮于 40 mL THF中 ,

将 2.5 g固体光气溶于 10mL THF中 , 然后倒入 Ⅲ

悬浮液中 , 50 ～ 60 ℃密闭反应 , 反应物先变成为

凝胶状 , 8 ～ 10m in后溶解成澄清透明或浅黄色透

明液体 , 反应 30 m in后停止 , 排出多余光气 , 反

应液倒入石油醚中 (30 mL /g Ⅳ), 充分振摇至有

结晶析出 , 于 4 ～ 6 ℃静置 48 h, 抽滤 , 室温真空

干燥 , 得 5 g白色针状结晶 Lys(Z)-NCA(Ⅳ),产率
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为 91.5%,熔点 98 ～ 101 ℃。

1.2.3　Lys(Z)-NCA的聚合 　将新制备的 5 g Ⅳ

溶于 50mL氯仿中 , 加入计量的三乙胺-苯液 (3.62

mg /mL), Ⅳ /TEA的摩尔比 (简称 [A ] /[ I] )为 1 /1

～ 100 /1。室温搅拌 72 h, 反应物变成无色黏稠溶

液 。搅拌下倒入大量无水乙醇中 , 沉淀 , 过滤 , 真

空干燥 , 得 3.8 g白色纤维状固体聚 (N
ε
-苄氧羰基

赖氨酸 )[ PLL(Z)] (Ⅴ),产率为 83.0%。

1.2.4　聚-L-赖氨酸的制备　将 3.8 g Ⅴ 溶于 1∶1

(体积比 )氯仿与环氧乙烷混合液中 , 浓度为 2%,

溶液首先通入无水氯化氢 40 m in, 溶液保持澄清 ,

然后通入无水溴化氢 , 10m in后 , 沉淀析出 , 持续

60 m in停止 , 密闭放置 1 d , 过滤 , 利用索氏脂肪

抽提器以丙酮为溶剂抽提 1 d, 以去掉吸附的溴化

氢 , 真空干燥 , 得 1.7 g白色 PLL (Ⅵ ), 产率为

70.75%。合成路线如图 1。

1.3　表　征

1.3.1　聚合度测定　使用乌氏黏度计 , 以双蒸水

为溶剂 , 测定温度为 25 ℃, 测定 1% PLL试样的

增比黏度 ηsp , 并根据下式计算聚合度 DP
[ 11]

log DP =0. 79 log ηsp +2. 46

1.3.2　 IR测定 　样品采用 KB r压片法制样 , 在

N ico let /N exus 670型红外光谱仪上测定。

1.3.3　
1
H NMR测定　以 D2O和 CDC l3为溶剂 ,

内标为 TM S, 室温下使用 INOVA-500型核磁共振

谱仪测定 。
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图 1　聚-L-赖氨酸的合成路线

F ig. 1　Synthesis pro cedu re of po ly-L-lysine
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2　结果与讨论

2.1　聚合反应

2.1.1　L-赖氨酸铜盐络合物的生成　L-赖氨酸是

碱性氨基酸 , 含有 2个氨基和 1个羧基 , ε-氨基较

活泼 , 在成环反应之前必须将 ε-氨基进行保护。本

研究采用先将 α-氨基和羧基与碱式碳酸铜作用形

成赖氨酸铜盐络合物 , 这样可实现只对 ε-氨基的保

护反应 , 之后络合物在温和的酸解条件下脱去 Cu
2+
。

2.1.2　ε-Z-lys的合成　ε-氨基保护的方法有多种 ,

如苄氧羰基 (Z)、4, 4-二甲基-2, 6-二氧代环己叉基

(Dde)、叔丁氧羰基 (Boc)等 ,在这些保护基中 , 苄

氧羰基作为保护基的导入比较容易;与氨基酸形成

N-苄氧羰基氨基酸比较稳定 , 易于结晶;并能用多

种方法选择性的脱去 。 ε-Z-ly s在合成过程中受到

诸多因素的影响 , 如 pH、温度 、 水分 、 纯度等因

素。纯度对反应是很关键的 , 本研究采用 50%的

热乙醇溶液重结晶 , 产率和纯度均较高 , 可直接用

于聚合反应。

2.1.3　Lys(Z)-NCA的制备　采用三光气与 ε-Z-

lys反应合成的 Lys(Z)-NCA ,对水分极其敏感 , 即

便在不外加任何引发剂的情况下 , 它也能吸收空气

中的水分而迅速聚合 , 因此反应须在无水条件下进

行。由于三光气在 50 ～ 60 ℃下定量分解产生三分

子光气 , 在密闭体系下进行 , 可以准确定量 , 减少

对空气的污染 。

2.1.4　Lys(Z)-NCA的聚合反应　Lys(Z)-NCA的

聚合作用在氯仿溶剂中进行 , 以三乙胺为引发剂 ,

引发 NCA开环聚合 , 该反应是阴离子聚合反应 ,

其反应机理如图 2。

图 2　Lys(Z)-NCA聚合反应的机理

F ig. 2　M echanism fo r Ly s(Z)-NCA po lym eriza tion

　　三乙胺是碱性亲核试剂 , 其 N上有未共用的

电子对;NCA是很活泼的单体 , 显示了活性单体

机制 , 碱性基团使 NCA脱质子 , 产生 NCA阴离

子 , 即成为所谓的 “活性单体 ”, 与体系中的另外

NCA分子反应 , 形成新的 NCA阴离子 , 原 NCA开

环实现链的增长。极微量的三乙胺能引发 NCA聚

合生成均聚物 , 而水 、氧等易使阴离子终止反应 ,

因此反应要严格的除水 , 使反应在惰性的环境下进

行 , 阴离子聚合反应的特点是快引发 , 慢增长 , 无

终止 , 增长反应一直到单体消耗完毕 。

2.1.4　PLL(Z)的脱保护基反应　各种溶剂被用于

聚合物脱去保护基 (Z)反应 ,研究发现 , 乙酸-氢溴

酸溶剂更适合较低相对分子质量 PLL(Z)脱保护

基 ,对较高相对分子质量 PLL(Z)的脱保护基反应

并不完全或有肽键断裂发生。以氯仿和环氧乙烷作

溶剂并通入无水氯化氢和溴化氢 , 则可得到较为满

意的结果 。如果不先通入氯化氢 , 溶液成为有色并

且产物可能被降解 。加入氯仿是为防止在脱保护基

完成前 , 聚合物沉淀过早析出。采用丙酮抽提 , 目

的是除去过量的溴化氢 , 使含有溴化氢和溴的聚合

物由桔黄变为白色 , 所得产品纯度和产率较高。

2.2　聚合物的表征

2.2.1　聚合度的测定　由表 1可看出聚合物的黏

度随着 [A ] /[ I] (r(Lys(Z)-NCA)∶r(TEA))的增大

而逐渐增大 ,即聚合物的相对分子质量由 [A ] /[ I]

比所决定 。 [ A ] /[ I]越大 ,引发剂比例越小 , 引发

中心越少 , 每个活性中心增长的单体链节越多相对

分子质量就越大。

2.2.2　IR的测定　ε-Z-lys、PLL(Z)、PLL的 IR曲

线分别见图 3。对于图 3(a)线 ,在 3 345 cm
- 1
处有
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表 1　PLL均聚物的聚合度

Tab.1　Degree of po lym erization (DP) of PLL hom opo lyme r

[ A] ∶[ I] ηsp DP M 1)

1∶1 0. 4759 160 23360

12. 5∶1 0. 4841 163 23798

25∶1 0. 828 248 36208

50∶1 0. 8491 253 36938

75∶1 1. 6247 423 61758

100∶1 1. 9168 482 70372

1)M =146(PLL单体的相对分子质量)×DP

强的 NH /OH 吸收峰 , 3 064 cm
-1
处为苯环的

C H 伸缩振动吸收峰 , 1 691 cm
-1
处出现了苄氧

羰基中的 C O 处为苯环的 C H 面外变形振动

吸收峰 , 1 271 cm
-1
处为苯环的 C H 面内弯曲

振动吸收峰 , 说明赖氨酸的侧链上已接上 Z保护

基 。 (b)线与 (a)线相比 , 3 345, 3 064, 1 698,

747, 697 cm
- 1
均存在 , 只是峰强度与峰宽增加 ,

同时出现了明显的 1 651 cm
- 1
和 1 540 cm

- 1
的肽键

酰胺Ⅰ峰和酰胺 Ⅱ峰 , 表明聚合反应发生和 PLL

(Z)的生成 。 (c)线与 (b)线相比 , 1 651和 1 538

cm
- 1
处的酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ峰仍然存在 , 1 698 cm

-1

处苄氧羰基中的 C O 吸收蜂消失 , 747, 697,

1 271 cm
-1
的处苯环的变形振动吸收峰也消失 ,

3 429 cm
-1
处出现强而宽的 OH /NH吸收峰 , 说明

PLL(Z)经脱苄生成了 PLL,并且脱苄完全 。在 (b)

线和(c)线中 , 1 651和1 540 cm
-1
的酰胺 Ⅰ和酰胺

Ⅱ峰均为单峰 , 这是 α-螺旋形聚氨基酸的一个重

要标志
[ 12]
。可以证明所合成的 PLL(Z)和 PLL均

具有 α-螺旋结构 。

2.2.3　
1
H-NMR的测定　ε-Z-lys, pLL(z), pLL的

1
H

NMR测定结果见图 4。各峰的归属如下:图 4(a)

(D2O溶剂中 ), δ7. 45(m;C6H5CH2;5H), 5. 10(s;

C6H5CH2;2H ), 4. 07( t;α-CH ), 3. 13( t;ε-CH2),

1. 95(m;β-CH 2), 1. 56 ～ 1. 39(m;γ-CH 2 和 δ-

CH 2)。说明 L-赖氨酸的 ε-氨基已被 Z保护;图 4

(b)(CDC l3溶剂), δ1. 24 ～ 1. 98(m; (CH 2)3

CH2 NH Z), 3. 10(m;ε-CH 2), 3. 8(s;α-CH),

5. 43(s; CO CH NH ), 7. 23(m;C6H5CH2;

5H), 5. 05(s;C6H 5CH 2;2H), 8. 20(s;- NH-Z),

5. 43出现了酰胺峰 ,表明聚合反应发生和 PLL(Z)

的生成 。图 4(c)(D2O溶剂 ), δ4. 35( t;α-CH),

3. 05( t;ε-CH2), 1. 83 ～ 1. 68(m;β-CH2和 δ-CH2),

1. 49(m;γ-CH 2), (c)图中未见苯环上 H的吸收峰 ,

因此可推断 , PLL(Z)中的苄氧羰基基本上被脱除并

生成了 PLL。

图 3　ε-Z-lys(a)、PLL(Z)(b)、PLL(c)的 IR曲线

F ig. 3　 IR spec tra of(a)ε-Z-lys,
(b) poly-L-ly sine(Z)[ PLL(Z)] and(c) po ly-L-lysine(PLL)

图 4　ε-Z-lys(a), PLL(Z)(b)和 PLL(c)的 1H NMR谱图

F ig.4　1H NMR spectra o f(a)ε-Z-ly s,

(b) po ly-L-lysine(Z)[ PLL(Z)] and (c) poly-L-lysine(PLL)
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3　结　论

采用 ε-氨基的苄氧羰基保护 , 光气法制备 Lys

(Z)-NCA、TEA引发聚合 , HB r脱保护基的方法可

制备 PLL均聚物。 PLL聚合度可由粘度法测定 , IR

和
1
H NMR证实 PLL(Z)与 PLL均以 α-螺旋结构存

在 。上述方法制备的 PLL可获得好的产率 (70%以

上 ),其相对分子质量可由单体 /引发剂摩尔比控

制 。

参考文献:

[ 1] 　 COUFFIN-HOARAU A C , BOUSTTA M , VERT M.

Enlarging the libra ry o f poly-(L-lysine c itram ide)

po lye lectro ly tic drug carriers[ J] . J P o ly Sci:Pa rt A:

Poly Chem , 2001, 39:3475 - 3484.

[ 2] 　 DI S G, BUSI C , MATTIOLO A, et a.l Se lec tive

Delive ry to the liver o f an tivira l nuc leoside ana log s

coupled to a high m o le cularm ass lactosam ina ted po ly-L-

ly sine and adm in iste red to m ice by intram uscular route

[ J] . B io l Phar, 1995, 49(12):1769 - 1775.

[ 3] 　MASTSUZAWA M , KAZUTOSH IK , SUGIOKA K, e t a.l

Ab iocompatib le interface fo r the geom etrica l guidance o f

cen tra l neurons in vitro[ J] . J Co lloid and Inte rface Sc i,

1998, 202:213 - 221.

[ 4] 　KRAUSE A, COWLES E A, GRONOW ICZ G. In teg rin-

m e-diated signa ling in osteoblasts on titanium imp lant

m a te rials[ J] . J B iom edicalM a teria ls Resea rch, 2000,

52(4):738 - 747.

[ 5] 　刘彦春 ,王伟 ,曹谊林 , 等. 包埋后的聚羟基乙酸与软

骨细胞体外培养实验研究 [ J] . 中华显微外科杂志 ,

1998, 21:36 - 38.

[ 6] 　 LEE H S, JEONG J H , PARK T G. PEG g ra fted

poly ly sine w ith fusogen ic peptide for gene delive ry:high

transfection efficiency w ith low cy to tox icity [ J] . J

C on tro lled Re lease, 2002, 79:283 - 291.

[ 7] 　DEM ING T J. M e thodo log ie s for preparation o f syn thetic

b lock copo lypep tides:m a terials w ith futu re prom ise in

drug de livery [ J] . Adv D rug De ly Rev, 2002, 54:

1145 -1156.

[ 8] 　DI S G, BUS IC, DERENZ IN IM , e t a.l Conjuga tion of 5-

fluo ro-2-deoxyu ridine w ith lac to sam inated po ly-L-ly sine

to reduce ex trahepa tic tox ic ity in the trea tm en t of

hepa tocar-cinom as[ J] . Ital J Gastroente ro l H epa to l,

1998, 30(2):173 -177.

[ 9] 　WENDELMOED N E , van D IJK W , Leon van deW ate r,

e t a .l Syn thesis and cha racte rization of po ly-L-ly sine

w ith contro lled low mo lecu la r w eight[ J] . M acrom o l

Chem Phys, 1997, 198:3893 - 3906.

[ 10] 　FASMAN G D, IDELS IN M , BLOUT E R. The synthesis

and conform a tion o f high m o lecular we igh po ly-ε-

ca rbobenzy loxy-L-ly sine and po ly-L-ly sine HC l[ J] . J

Am Chem Soc, 1975, 74:38 -41.

[ 11] 　HATANO M , YONEYAMA M. Side-chain effec t on the

he lix stability of po ly-α-am ino acids[ J] . J Am e Chem

Soc, 1970, M arch Ⅱ:1392 - 1395.

[ 12] 　彭师奇. 多肽药物化学 [ M ] . 北京:科学出版社 ,

1997:127 - 140.

Synthesis and Characterization of Poly(L-Lysine)

HU Hai-mei, PAN Shi-rong , WEN Yu-ting , GUO Zhen-huan

(F irstA ffilia tedHospital, Sun Yat-sen Unive rsity, Guangzhou 510080 , Ch ina)

Abstract:ε-Z-ly s w as prepared by a reaction o f L-Lysine w ith carbobenzoy loxy chloride, Lys(Z)-NCA was

synthesized by a reaction ofε-Z-lys w ith triphosgene in THF. Poly-L-lysine(Z)[ PLL(Z)] was po lymerized by

in itia tion of e thy lam ine (TEA) in chlorofo rm. Po ly-L-lysine (PLL)was ob tained by a deprotecting reaction w ith

anhydrous hydrogen brom ide. The po lymeriza tion deg ree w asmeasured by viscosime try. The chem ical struc ture o f

PLL w as characterized by IR and
1
H NMR. The resu lts demonstra ted tha t PLL can be p repared by this procedure

w ith good y ied (more than 70%) and its mo lecular we ight can be con trolled by adjusting the mo la r ra tio o f

monomer to in itia to r. Itw as show ed tha t PLL (Z) and PLL mo lecu les ex isted inα-he lix polypeptide in film s.

Key words:L-lysine;N
ε
-carbobenzoy loxy-L-ly sine; po ly (N

ε
-ca rbobenzy loxy-L-lysine);poly (L-lysine);

triethy lam ine
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