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摘要!以聚唾液酸和壳聚糖为原料%多聚磷酸钠为交联剂%采用离子交联法制备聚唾液酸Z壳聚糖纳米粒& 结果表明!当聚

唾液酸质量浓度为 *i(@ 1BZ1[%壳聚糖质量浓度为 *i)) 1BZ1[%壳聚糖与聚唾液酸质量比为 (y*%多聚磷酸钠质量浓度为

)i*@ 1BZ1[%滴加速度为 * 滴Z7时%所制备的聚唾液酸Z壳聚糖纳米粒粒径最小%平均粒径为 (*Ni( &1%纳米粒粒径分散指数为

)i(!#& 以牛血清白蛋白"F<=#为模型药物%包封率为"""i;@ w*i((#a%载F<=率为"(Mi;) w)iNM#a& 离子交联法制备聚唾

液酸Z壳聚糖纳米粒操作简单快捷%不使用有机溶剂%所得纳米粒粒径较小%有望成为蛋白类药物的载体&

关键词!聚唾液酸'壳聚糖'纳米粒'牛血清白蛋白
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::聚唾液酸"E,59724523432-#是由 1?乙酰神经氨

酸以
!

?(%M 或
!

?(%; 糖苷键连接的同型聚合物&

聚唾液酸具有非免疫原性$优良的生物相容性和生

物可降解性** ?(+

& S.'B,.24-27等*! ?#+提出聚唾液酸

可替代聚乙二醇%提高蛋白或多肽类药物在体内的

稳定性%简称聚唾液酸化"E,59724595482,&#& 一些蛋

白如过氧化氢酶*N+

$天冬酰胺酶*M ?;+

$胰岛素**)+

$

<WP酶***+和73TI抗体**(+被唾液酸化或聚唾液酸

化& 聚唾液酸修饰蛋白可提高蛋白的稳定性%不改

变蛋白的功能%延长蛋白在体内的循环时间%减少抗

原性和免疫原性& 此外%由于
!

?(%M 糖苷键连接的

聚唾液酸与神经黏附分子"R=/+#的聚唾液酸结构

相同%聚唾液酸还被应用于神经细胞组织工程的

研究**! ?*@+

&

壳聚糖是目前已知的自然界中唯一存在的碱性

多糖%具有良好的生物相容性$可降解性$免疫原性

小等特征%且来源广泛$价格便宜%是良好的药物输

送材料**#+

&

目前%关于聚唾液酸的应用研究还比较少& 为

了进一步拓展聚唾液酸的应用%以聚唾液酸$壳聚糖

为原料%多聚磷酸钠"HEE#为交联剂%通过离子交联

法制备聚唾液酸Z壳聚糖"E<=Z/<#纳米粒%并研究

其对模型药物?F<=的包封和负载性能&

;<材料和方法

;>;<主要试剂

壳聚糖"国药集团化学试剂有限公司生产%脱

乙酰度为 M)a ;̀@a%相对分子质量为 @;" ))) P4#'

聚唾液酸 "本实验室发酵制备%纯度 ;)a以上%

!

?(%M 糖苷键连接%相对分子质量为 *)) ))) P4#'

多聚磷酸钠$冰醋酸等试剂除特殊注明外%均为分

析纯&

;>=<A!"P$!微粒的制备

分别配制一定质量浓度的壳聚糖醋酸溶液$聚
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唾液酸多聚磷酸钠水溶液& 在高速搅拌条件下%将

聚唾液酸溶液逐滴滴入到壳聚糖溶液中%滴加完毕

室温"(@b#继续搅拌 !) 12&&

;>?<微粒粒径测定及粒径分布

取适当浓度 E<=Z/< 微粒水分散体系%用纳米

粒度仪 "+45I'.& _'8472̂'.R4&,_< 型%+45I'.& 6&c

78.%1'&87[8-生产#测定其平均粒径及分布&

;>B<A!"P$!微粒的结构表征

将冷冻干燥的 E<=Z/< 微粒于室温下 hF.压

片%利用傅里叶红外光谱仪"R6/W[DHRD>Q< "N)

型%H0'.1,T270'.<32'&82C23生产#测其红外光谱%同

样制备壳聚糖$聚唾液酸样品进行对比&

;>E<载M!"纳米粒的制备

将一定量的 F<=溶于聚唾液酸多聚磷酸钠水

溶液中%其中聚唾液酸质量浓度为 *i(@ 1BZ1[%

HEE质量浓度为 )i*@ 1BZ1[& 室温磁力搅拌下以

* 滴Z7的速度滴加入质量浓度为 *i)) 1BZ1[的壳

聚糖醋酸溶液中%持续搅拌 !) 12&&

;>F<纳米粒载M!"能力的测定

在 "b下%将载 F<=纳米粒分散体系高速离心

"*" ))) .Z12&#!) 12&%考马斯亮蓝法检测上清液中

F<=含量**N+

& 将白色沉淀在 ?M)b的条件下冻干

"M 0后称重& 纳米粒载F<=率和包封率分别为!

载F<=率 e*"加入F<=质量 ?上清液中F<=质量#Z

纳米粒质量+ n*))a "*#

包封率 e*"加入F<=质量 ?上清液中F<=质量#Z

加入F<=质量+ n*))a "(#

=<结果与讨论

=>;<影响A!"P$!微粒粒径大小的因素

(i*i*:聚唾液酸%壳聚糖质量浓度对微粒粒径的

影响

聚唾液酸与壳聚糖的反应主要是聚唾液酸带负

:::::::

表 ;<不同质量浓度的聚唾液酸'壳聚糖溶液对

液体性状的影响

聚唾液酸质量浓

度Z"1B-1[

?*

#

壳聚糖质量浓度Z"1B-1[

?*

#

)i() )i@) *i)) *i@) (i)) (i@)

)i*)

- . . . . .

)i*#

- / / / / /

)i!*

- / / / / /

)i#(

- / / / / /

*i(@

- - / / / /

(i@)

- - - 0 0 0

::注!

.

,澄清溶液'

/

,纳米悬浮液'

-

,大颗粒聚集物'

0

,

乳浊液&

电的羧基和壳聚糖带正电的氨基间的静电相互作

用& 二者的质量浓度不同%即反应体系中两基团的

比例不同%会对形成的微粒粒径有较大的影响& 所

以%首先考察了不同质量浓度下壳聚糖与聚唾液酸

反应生成微粒平均粒径的差异%结果见表 *& 由表 *

可以看出%在不同的质量浓度范围内聚唾液酸与壳

聚糖混合后分别可得澄清溶液$纳米悬浮液$大颗粒

聚集物和乳浊液%因此要控制好壳聚糖与聚唾液酸

的适当质量浓度&

不同质量浓度的聚唾液酸溶液$壳聚糖溶液反

应后%对其平均粒径进行测定%所得到的结果如表 (

所示& 对比表 * 的液体性状研究结果%只有当两者

质量浓度在一定范围时才能生成纳米粒悬浮液& 在

其他条件不变的情况下%微粒的平均粒径受聚唾液

酸和壳聚糖的质量浓度的影响呈现出不太规则的变

化%这说明E<=Z/<微粒的粒径除与聚唾液酸$壳聚

糖的质量浓度有关外%还与反应中的聚唾液酸与壳

聚糖质量比$交联剂的质量浓度$滴加速度等有关&

综合考虑减小粒径$由适当质量浓度的壳聚糖和聚

唾液酸形成较多的纳米粒%以利于对药物的包封%因

此选择聚唾液酸的质量浓度为 *i(@ 1BZ1[$壳聚糖

的质量浓度为 *i)) 1BZ1[进行下一步研究&

表 =<聚唾液酸'壳聚糖质量浓度对微粒粒径的影响
&1

聚唾液酸质量浓

度Z"1B-1[

?*

#

壳聚糖质量浓度Z"1B-1[

?*

#

)i@) *i)) *i@) (i)) (i@)

)i*# *M(i" (N#i* "**i! @*"iN N#)i)

)i!* *N;i) !;@i@ @!Mi! NN;i) *!(*i)

)i#( !N)i) "M#i# N(Mi@ ;;*i@ *!"@i)

*i(@ !i(Dj)" "@Mi( NM#iN *)#Mi) *#*Ni)

(i@) *i*Dj)" @i(Dj)" @M"iN *"!!i) ((#@i)

(i*i(:聚唾液酸%壳聚糖的质量比对微粒粒径的

影响

由于聚唾液酸是带负电的聚合物%而壳聚糖是

带正电的大分子%两者的质量比会影响正负电荷的

反应%结果如图 * 所示& 由图 * 可见%当 J"壳聚

糖#yJ"聚唾液酸#

1

*y*时%形成了大颗粒聚集体&

这是由于当壳聚糖含量低时%壳聚糖分子上的正电

荷被聚唾液酸分子中和%形成强烈反应%生成结构松

散的聚集体& 当 J"壳聚糖#yJ"聚唾液酸# e(y*

时%纳米粒平均粒径最小& 之后随着壳聚糖比例的

增加%纳米颗粒平均粒径逐渐增大& 这是因为当壳

聚糖含量增加时%增大了反应体系中粒子的碰撞机

会%多个壳聚糖大分子通过聚唾液酸连接在一起而

形成较大的微粒&
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::注!J"壳聚糖#yJ"聚唾液酸#为 )i@y*和 *y*时形成了大颗

粒聚集物&

图 *:聚唾液酸"壳聚糖的质量比

对微粒粒径的影响

(i*i!:HEE质量浓度对微粒平均粒径的影响

在聚唾液酸质量浓度为 *i(@ 1BZ1[%壳聚糖质

量浓度为 *i)) 1BZ1[%J"壳聚糖# yJ"聚唾液

酸# e(y*条件下%考察HEE质量浓度对微粒粒径的

影响%结果如图 ( 所示&

图 (:HEE质量浓度对微粒粒径的影响

由图 ( 可见%随着 HEE质量浓度的增加%微粒

的粒径呈现先减小后增大的趋势%在 HEE质量浓度

为 )i*@ 1BZ1[时微粒粒径最小& 原因是交联剂的

增加使E<=Z/< 微粒结合更紧密%微粒粒径随之减

小'当交联剂继续增加时%微粒与微粒间的作用力增

大%粒径较小的微粒会互相聚集或吸附在粒径较大

的微粒表面& 因此选择HEE质量浓度为 )i*@ 1BZ1[

进行下一步研究&

(i*i":聚唾液酸溶液滴加速度对微粒粒径的影响

当聚唾液酸质量浓度为 *i(@ 1BZ1[%壳聚糖质

量浓度为 *i)) 1BZ1[%J"壳聚糖# yJ"聚唾液

酸# e(y*%HEE质量浓度为 )i*@ 1BZ1[时%聚唾液

酸溶液滴加速度对纳米粒粒径的影响如图 ! 所示&

由图 ! 可以看出%聚唾液酸溶液的滴加速度越快%纳

米粒的粒径就越大%当聚唾液酸溶液的滴加速度在

)i( *̀ 滴Z7时%滴入溶液中的聚唾液酸和HEE在高

速搅拌下能够很快地分散开%因此可以得到较小粒

径的微粒%滴加速度对纳米粒的粒径影响不大& 随

着滴加速度的增大%滴加的聚唾液酸溶液不能快速

的分散开%局部质量浓度过大%形成较大粒径的微

粒'当滴加速度p@ 滴Z7时%溶液中出现大颗粒聚集

体& 考虑到操作的难易%选择适宜的滴加速度为

* 滴Z7&

图 !:滴加速度对微粒粒径的影响

=>=<A!"P$!纳米粒的粒径分布

当壳聚糖质量浓度为 *i)) 1BZ1[%聚唾液酸质

量浓度为*i(@ 1BZ1[%HEE质量浓度为)i*@ 1BZ1[%

壳聚糖与聚唾液酸的质量比为 (y*%滴加速度为

* 滴Z7时%通过离子交联法制备的 E<=Z/< 纳米颗

粒分散性好%主要集中在 *M) !̀") &1%平均粒径为

(*Ni( &1& 该法制备纳米颗粒的操作简单%反应条

件温和%不使用有机溶剂%得到的纳米颗粒粒径较

小%分散性较好&

=>?<A!"P$!纳米粒的红外光谱分析

将制备得到的 E<=Z/< 纳米粒冷冻干燥后%利

用傅里叶红外光谱仪进行红外光谱分析%结果如

图 " 所示&

*,壳聚糖'(,E<=Z/<微粒'!,聚唾液酸

图 ":壳聚糖"E<=Z/<微粒"聚唾液酸的

红外光谱图

壳聚糖在 ! "@) 31

?*的峰是W,\的伸缩振动

吸收峰与R,\的伸缩振动吸收峰重叠而成的 * 个

宽峰%分别对应于壳聚糖上的羟基和氨基& 这个宽

峰说明羟基和氨基之间存在着强弱不同的分子内或

分子间氢键%峰宽的差异反映了氢键的强弱&

( ;() 31

?*处的峰是壳聚糖上的甲基以及次甲基的

/,\伸缩振动峰的特征吸收峰& * @M@ *̀ #@) 31

?*

区域是由壳聚糖的酰胺 *"

((

/ W#$酰胺 ("R,\#

以及氨基"* #)) 31

?*

#变形振动峰所构成的一个较

-;;-
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宽的混合吸收谱带%从这个区域的吸收峰的变化%可

以推断壳聚糖上氨基的状态&

聚唾液酸在 ! "@) 31

?*处有强的吸收峰"W,\

的伸缩振动吸收峰与R,\的伸缩振动吸收峰#'在

* #M" 31

?* 处 有 中 强 吸 收 峰 ",/WW,和

,R\/W/\

!

中的
((

/ W键的伸缩振动和非对称伸

缩振动%以及 R,\键的弯曲振动#'在 * ")( 31

?*

处有中等吸收峰",/WW,中的 /,W键伸缩振动

和
((

/ W的对称伸缩振动#&

E<=Z/<纳米粒在 ! "@) 31

?*处有强而宽的吸

收峰%此处峰变宽说明聚唾液酸与壳聚糖结合后%增

强了羟基和氨基之间的氢键%使吸收加强& 在

* @M* 31

?*和 * "(N 31

?*处出现较强的吸收峰%而

壳聚糖上 * @M@ *̀ #@) 31

?*较宽的混合吸收峰变

窄%聚唾液酸上 * #M" 31

?* 强吸收峰消失%

* ")( 31

?*吸收峰发生迁移%说明聚唾液酸的羧基

与壳聚糖的氨基以静电相互作用结合在一起& 纳米

粒在 M;N 31

?*处出现了较强的吸收峰%此处是
"

?吡

喃糖苷键的特征峰%这是因为聚唾液酸的引入使壳聚

糖的空间结构发生改变%使糖链能更好得伸展开来&

=>B<载M!"纳米粒的制备

以F<=为模型药物来研究用E<=Z/<纳米粒作

为蛋白药物载体的可行性& 制备条件如下!壳聚糖

质量浓度为 *i)) 1BZ1[%聚唾液酸质量浓度为

*i(@ 1BZ1[%HEE质量浓度为 )i*@ 1BZ1[%壳聚糖

与聚唾液酸的质量比在 (y*%滴加速度为 * 滴Z7%

F<=的添加量分别是聚唾液酸与壳聚糖总质量的

@a$*)a$()a$!)a$")a& 纳米粒包封率和载

F<=率的结果如图 @ 所示& 纳米粒的包封率与载

F<=率与F<=的添加量有关%随着F<=添加量的增

加%包封率先增加后减少%最高达到 M!i;@a'而载

F<=率随 F<=添加量先增加后减少%最高达到

(Mi;)a& 这是因为纳米粒对于 F<=的负载能力是

:::::::

*,包封率'(,载F<=率

图 @:F<=添加量对于微粒包封率和

载F<=率的影响

有一定限度的%即呈现饱和性& 综合考虑包封率与

载F<=率%F<=的添加量为聚唾液酸与壳聚糖总质

量的 !)a较为适宜%此时包封率为 " ""i;@ w

*i((#a%载F<=率为"(Mi;) w)iNM#a&

?<结论

以壳聚糖$聚唾液酸为基本材料%HEE为交联

剂%利用壳聚糖在酸性环境中质子化的氨基与聚唾

液酸在中性环境中去质子化的羧基间的静电吸引作

用%通过离子交联法成功制备了 E<=Z/< 纳米粒&

在聚唾液酸质量浓度为 *i(@ 1BZ1[%壳聚糖质量浓

度为 *i)) 1BZ1[%壳聚糖与聚唾液酸质量比为

(y*%HEE质量浓度为 )i*@ 1BZ1[%滴加速度为

* 滴Z7的条件下%所制备的 E<=Z/< 纳米粒粒径最

小%平均粒径为 (*Ni( &1%纳米粒粒径分散指数为

)i(!#& 以F<=为模型药物%F<=添加量为聚唾液

酸与壳聚糖总质量的 !)a时%包封率为"""i;@ w

*i((#a%载F<=率为"(Mi;) w)iNM#a%为E<=Z/<

纳米粒成为蛋白类药物载体奠定基础&
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烘箱温度分别为 *))b和 *")b%然后取出水热釜自

然冷却至室温'通过离心分离收集白色沉淀物%用去

离子水洗涤后于 *()b烘箱中干燥%干燥后的 _&W

前驱体分别标记为E*)) 和E*")'经 @))b焙烧后的

_&W载体分别标记为_*)) 和_*")&

;>=<催化剂的制备

焙烧后的_&W作为载体%采用硝酸钴"/,"RW

!

#

(

-

#\

(

W%分析纯%国药集团化学试剂有限公司生产#水

溶液等体积浸渍法制备催化剂%室温浸渍 (" 0 后%

于 *()b干燥 (" 0%再在 @))b焙烧 # 0%得到

/,Z_&W催化剂%钴负载量为 @a催化剂分别表示为

/_*))?@ 和 /_*")?@%钴负载量为 *)a的催化剂分

别表示为/_*))?*) 和/_*")?*)&

;>?<催化剂表征

_&W形貌由日本 \284302<?"N))

!

型扫描电子

显微镜观察'晶相结构由日本 ]2B4V% 公司的 Q58214

.

型>?射线衍射仪分析'_&W载体的比表面积以及

孔结构由美国麦克仪器 =<=E()() 型低温 R

(

?物理

吸附仪测定&

;>B<催化剂活性评价

在固定床反应器"天津鹏翔科技有限公司生产#中

评价催化剂费托合成反应性能%先采用\

(

在 (@)b还

原 # 0%降至室温后切换为 )"\

(

#y)"/W#y)"R

(

# e

#y!y*的混合气升压至 (i) +E4进行反应%温度和混

合气空速分别为 (()b和 ! #)) 1[Z" 0-B?348L#&

产物分析方法参见文献**!+&

=<结果与讨论

=>;< /̂C载体的形貌

不同水热温度下合成的 _&W前驱体和焙烧后

_&W载体的 <D+图如图 * 所示& E*)) 由片状结构

紧密堆积而成%呈块状形态%焙烧后形成 @) `

*)) &1片状聚集体'E*") 由尺寸不等的片状结构

松散组成%于 @))b焙烧后仍保持片状形貌%但产生

了大量的孔洞& A4&B等**;+也观察到片状沉淀在

"))b焙烧后出现 @ (̀) &1大小的孔洞&

"4#E*)) "K#_*))

"3#E*") "-#_*")

图 *:水热合成温度对_&W形貌的影响

=>=< /̂C载体的晶相结构

不同水热温度合成的 _&W晶相结构如图 ( 所

示& 不同水热温度下合成的 _&W前驱体结构有很

大差别%E*)) 的主要衍射峰归属为_&W晶体"EPT!

!#?*"@*#%有少量_&

@

"/W

!

#

(

"W\#

#

晶体"EPT!*;?

*"@M#共存'而E*") 中的晶体包括_&

@

"/W

!

#

(

"W\#

#

和_&/W

!

"EPT!)M?)"";#( 类%所含的 /和 \( 种

元素在焙烧过程中会以/W

(

和\

(

W的形成逸出%这

是_*") 中出现孔洞的原因%参见图 *"-#&

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

对于焙
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