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pH敏感型PASP-g-GG的制备及生物相容性
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摘要： 为提高抗肿瘤药物的生物利用度，减少毒副作用，以结冷胶(GG)为原料、L-天门冬氨酸(L-Asp)为单体，硝酸铈

铵(CAN)为催化剂制备了天门冬氨酸接枝结冷胶(PASP-g-GG)接枝共聚物的新型药物来递送载体。考察单体L-Asp与

GG的配比和催化剂CAN浓度对接枝共聚反应的影响，发现当L-Asp与GG的质量比为5∶1、催化剂CAN浓度为2.5 mmol/

L时，共聚物的接枝率和接枝效率分别为420.41%和84.34%。对PASP-g-GG进行结构表征和热分析，结果显示产生了

与L-Asp接枝后的特征峰，表明L-Asp与GG成功接枝共聚。以多柔比星(DOX)为抗肿瘤模型药物，以不同L-Asp与

GG配比的PASP-g-GG为药物递送载体考察其载药性能，当L-Asp与GG质量比为5∶1时，共聚物的载药量和包封率

分别为28.01%和87.66%。体外释放试验显示酸性环境下的释药速率明显高于正常生理环境，24 h时pH分别为1.2和

5.0 下的 DOX 累积释放率分别为 92.10% 和 86.01%，而 pH 为 7.4 时的 DOX 累积释放率仅为 55.55%，表明 PASP-g-GG

具有pH敏感性。细胞毒性试验显示PASP-g-GG对HeLa细胞没有明显毒性，具有良好的生物相容性。因此，PASP-g-

GG接枝共聚物有望作为抗肿瘤药物的靶向递送载体使用。
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Abstract ： To enhance the bioavailability and reduce the toxic side effects of antitumor drugs，a polyaspartic acid-graft-gellan 

gum (PASP-g-GG) copolymer as a drug delivery carrier was synthesized with gellan gum (GG) as backbone，L-aspartic acid (L-Asp) 

as monomer and cerium ammonium nitrate (CAN) as catalyst. The effects of the mass ratio of L-Asp to GG and the CAN catalyst 

concentration on the graft copolymerization were investigated. When the mass ratio of L-Asp to GG is 5∶1 and the CAN concentra‐

tion is 2.5 mmol/L，the grafting and grafting efficiency reach 420.41% and 84.34%，respectively. The structural characterization and 

thermal analysis of PASP-g-GG show that the characteristic peak after grafting with L-Asp is produced，indicating that L-Asp and 

GG are successfully grafted and copolymerized. Doxorubicin (DOX) was used as a model antitumor drug to evaluate the drug-

loading performance of PASP-g-GG carriers with different L-Asp-to-GG ratios. When the mass ratio of L-Asp to GG is 5∶1，the 

drug loading and encapsulation efficiency are 28.01% and 87.66%，respectively. In vitro drug release studies demonstrate a signifi‐

cantly higher drug release rate under acidic conditions compared to the physiological environment. The cumulative release rates of 

DOX are 92.10% at pH 1.2 and 86.01% at pH 5.0，significantly exceeding the value of 55.55% at pH 7.4，indicating distinct pH-

sensitive release behavior. Cytotoxicity assays reveal that the blank PASP-g-GG carrier shows no significant toxicity to HeLa cells，

confirming its good biocompatibility. These results suggest that PASP-g-GG copolymer is a promising pH-responsive carrier for 

targeted delivery of antitumor drugs.
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癌症已成为全球范围内人类的主要疾病之一，

化疗是癌症主要的治疗手段之一，但常规的治疗手

段往往存在药物的靶向性低、多药耐药性高和副作

用严重等缺陷[1-2]。因此开发药物靶向性高和生物

利用度高的刺激响应型药物递送载体十分必要，可

以帮助提高抗肿瘤药物的靶向性和生物利用度、持

续的药物释放，从而增强抗肿瘤药物的疗效[3]。在

肿瘤组织中，由于供氧不足、代谢特征不同，导致乳

酸水平高，使肿瘤细胞微环境的 pH 值低于正常组

织和血液中的 pH值，而 pH敏感型药物递送载体因

暴露于外界酸性或碱性环境后能够发生结构的变

化或降解，可实现药物在肿瘤部位的蓄积和释

放[4-5]，使 pH敏感型药物递送载体具有极大的临床

应用前景[6]。近年来，pH敏感型药物递送载体的研

究取得显著进展，如Ultav等[7]制备了通过壳聚糖-聚

乙二醇涂层的中空介孔二氧化硅纳米粒子；Long

等[8]制备了基于原酸酯的聚乙二醇-羟基十二烷酸聚

合物；Lin等[9]设计了精氨酰-甘氨酰-天冬氨酸结合

多肽。以上载体均实现了多柔比星(DOX)的 pH敏

感性释放，提高了DOX的生物利用度。然而，许多

pH敏感型药物递送载体仍面临原料或合成路线复

杂，生物相容性仍需进一步优化等问题。因此，开

发一种合成简便、生物相容性优异的新型 pH 敏感

型药物递送载体仍然是一个重要的研究方向。

为应对上述挑战，本研究选取天然高分子多糖

结冷胶(GG)作为基材，其具有良好的生物相容性、

生物降解性和易于功能改性等特性[10]，常作为食品

添加剂或药物递送载体等应用于食品或生物医学

领域。为了赋予GG pH敏感特性，将功能性单体L-

天门冬氨酸(L-Asp)与 GG 接枝共聚，L-Asp 所具有

的羧基常作为 pH 敏感型药物递送载体的响应基

团。L-Asp是天然氨基酸，具有良好的生物相容性

和生物降解性，作为药物递送载体可以提高药物的

生物利用度[11-12]。

为优化GG的性能，提高抗肿瘤药物的生物利

用度，本文以硝酸铈铵(CAN)为催化剂、L-Asp为功

能性单体，将L-Asp接枝于GG骨架上，制备了一种

新型的天门冬氨酸接枝结冷胶(PASP-g-GG)接枝共

聚物。通过调整单体L-Asp与GG的质量比和催化

剂CAN的浓度，考察二者对接枝共聚反应效率的影

响，通过傅里叶变换红外光谱(FTIR)和同步热分析

[热重(TG)-差示扫描量热(DSC)]对PASP-g-GG接枝

共聚物进行表征。以DOX为模型药物，研究PASP-

g-GG接枝共聚物的载药性能、pH敏感性能和生物

相容性。相对于合成复杂的药物递送载体，本研究

提供了一种更简便、高效和绿色环保的制备方法，

为开发新型药物递送载体提供参考。

1 实验部分

1. 1　主要原材料

GG：食品级，新疆阜丰生物科技有限公司；

二甲基亚砜(DMSO)：纯度大于 99.9%，北京兰

杰柯科技有限公司；

三乙胺(纯度99%)、盐酸阿霉素(DOX·HCl) (纯

度 98%)、L-Asp (纯度 99%)和 CAN：上海麦克林生

化科技股份有限公司；

甲醇：分析纯，成都金山化学试剂有限公司；

磷酸二氢钾：纯度 9.5%，重庆江川化工有限

公司；

磷酸氢二钠：纯度 99%，天津市科密欧化学试

剂有限公司；

透析袋：MWCO 3500，上海源叶生物科技有限

公司；

CCK8 试剂盒：江苏凯基生物技术股份有限

公司；

HeLa细胞：上海富衡生物科技有限公司。

1. 2　主要仪器及设备

FTIR 仪 ：iS20，美 国 Thermo scientific Nicol

公司；

紫外-可见分光光度计：UV1200，上海天美科学

仪器有限公司；

酶标仪：SP-Max2300，上海闪谱生物科技有限

公司；

TG-DSC仪：STA449 F3，德国Netzsch公司；

纳米粒度电位分析仪：ZS90，英国 Malvern 

Panalytical公司。

1. 3　PASP-g-GG接枝共聚物的制备

将适量 GG 在 90 ℃下溶于 150 mL 蒸馏水中，

随后按照不同的L-Asp与GG的质量比(分别为3∶1，

5∶1，7∶1，9∶1和 11∶1)和CAN浓度(分别为 1.0，1.5，

2.0，2.5，3.0 mmol/L)进行单因素考察，将所需量的

L-Asp和CAN加入至GG溶液中，继续反应1 h。待

反应体系冷却至室温后，高速离心取上清液加入过

量甲醇进行沉淀，过滤收集沉淀物(粗产物)，将粗产

物高速离心再次进行纯化，得PASP-g-GG接枝共聚
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物，将 PASP-g-GG 接枝共聚物置于 50 ℃烘箱中烘

干至恒重，根据产物质量计算接枝率和接枝效率[13]。

接枝率(G)的计算公式见式(1)。

G =
( )W2 - W0

W0

× 100% (1) 

式中：W0为反应前投入 GG 的质量，单位 g；W2

为纯化后干燥的PASP-g-GG接枝共聚物的质量，单

位g。

接枝效率(GE)的计算公式见式(2)。

GE =
( )W2 - W0

W1

× 100% (2)

式中：W1 为反应中初始投入单体 L-Asp 的质

量，单位g。

1. 4　PASP-g-GG@DOX的制备及载药性能测定

1.4.1　PASP-g-GG@DOX的制备　

精密称取 10 mg DOX·HCl 溶于 10 mL 无水甲

醇，向溶液中添加 100 μL 三乙胺，室温避光、磁力

搅拌 24 h后进行脱盐。选取三组催化剂CAN浓度

均为 2.5 mmol/L，不同 L-Asp 与 GG 质量比(3∶1，5∶

1和 7∶1)所制备的PASP-g-GG接枝共聚物作为药物

载体，以考察不同接枝率的PASP-g-GG载体对载药

性能的影响。分别称取上述三组载体 100 mg溶于

100 mL蒸馏水中得 1 mg/mL空白载体溶液。精密

称取3 mg脱盐DOX溶于3 mL DMSO得DOX溶液

(1 mg/mL)，将 DOX 溶液缓慢滴加于上述三组

PASP-g-GG空白载体溶液中，避光、磁力搅拌2 h后

透析 24 h，高速离心除去游离药物，冷冻干燥，即得

PASP-g-GG@DOX。

1.4.2　载药量及包封率的计算　

配制浓度为 50，75，100，125，150，175，200 μg/

mL 的 DOX 溶液，通过紫外 -可见分光光度计在

485 nm波长处测定吸光度值，绘制DOX标准曲线，

计算载药量与包封率。

载药量(DLC)的计算公式见式(3)。

DLC =
md

mp + md

× 100% (3)

式中：md为PASP-g-GG接枝共聚物中药物的质

量；mp为PASP-g-GG接枝共聚物的质量。

包封率(EE)的计算公式见式(4)。

EE =
md

m
× 100% (4)

式中：m为投入DOX的质量。

1. 5　测试与表征

1.5.1　FTIR分析　

通过 KBr 压片法对 PASP-g-GG 接枝共聚物进

行FTIR表征，扫描波长为600~4 000 cm-1，分辨率和

扫描次数分别为4 cm-1和32次。

1.5.2　TG-DSC测试　

将PASP-g-GG接枝共聚物(接枝率为 348.16%)

置于Al2O3坩埚，在流速为 30 mL/min的N2气氛下，

以 10 ℃/min的升温速率，在温度 30~500 ℃范围内

进行热稳定性分析。

1.5.3　粒径及电位测试　

采用纳米粒度电位分析仪对 PASP-g-GG 接枝

共聚物(接枝率为 348.16%)进行粒径、多分散指数

(PDI)及电位测定，取10 mg PASP-g-GG接枝共聚物

溶于 2 mL蒸馏水中，置于样品池中，在常温条件下

上机测试。

1.5.4　体外释放试验　

采用透析袋法[14]测定DOX的体外释放率。将

上述冷冻干燥后的PASP-g-GG@DOX粉末溶解，取

4 mL PASP-g-GG@DOX 溶液于透析袋 (MWCO 

3500)中，将透析袋置于含有 20 mL，pH分别为 1.2，

5.0和7.4 PBS缓冲液的离心管中，在37 ℃，100 r/min

的摇床中振摇，以模拟正常组织和肿瘤组织内的微环

境，于0.5，1，1.5，2，4，6，8，12，24 h分别取样0.5 mL，同

时补充等温等体积的新鲜释放介质。取样溶液在

485 nm处测定吸光度值，计算累积释放率，绘制体

外释放曲线。

累积释放率Q的计算公式见式(5)。

Q =
Ct × V +∑0

t Ct - 1Vt - 1

m0

× 100% (5)

式中：m0为PASP-g-GG中药物的质量；Ct和Ct-1

分别为 t和 t-1时刻透析介质中药物的浓度；V是释

放介质总体积；Vt-1是 t-1时刻取出的样品体积。

1.5.5　细胞毒性试验　

采用 CCK-8 法[15]考察 PASP-g-GG 接枝共聚物

及负载DOX后对HeLa细胞的毒性。以3×104个/孔

的密度接种HeLa细胞于 96孔板中，培养过夜。向

其加入不同浓度的空白PASP-g-GG (200，400，600，

800，1 000 μg/mL)，在 37 ℃和 5% CO2条件下孵育

48 h。孵育结束后，向其加入10 μL CCK-8溶液，避

光孵育2 h。使用酶标仪测定450 nm处光密度(OD)

值，计算细胞存活率。
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2 结果与讨论

2. 1　PASP-g-GG接枝共聚物的反应机理

图 1 为 PASP-g-GG 的合成路线。CAN 是一个

单电子的强氧化剂，可催化GG主链上的羧基与L-

Asp上的氨基发生缩合，以生成酰胺键的形式不断

将L-Asp接枝于GG主链上[16]。传统的酰胺合成需

活化羧酸，而添加的试剂若不能有效清除，可能会

造成一定的生物毒性。本合成方法反应物简单、反

应效率高、绿色环保。

2. 2　PASP-g-GG接枝共聚物的表征

2.2.1　FTIR分析　

图 2 为 L-Asp，GG 和 PASP-g-GG 的 FTIR 图。

由图 2 可知，对于 L-Asp，在 3 089 cm-1附近对应—

OH的伸缩振动峰、1 693 cm-1处对应—C=O的伸缩

振动峰、1 611 cm-1和1 502 cm-1处对应—NH的弯曲

振动峰，以上为L-Asp的特征吸收峰[17]。对于GG，在

3 439 cm-1附近对应—OH的伸缩振动峰，1 734 cm-1附

近对应—C=O的伸缩振动峰，2 932~3 244 cm-1对应

—CH的伸缩振动峰，1 423 cm-1附近对应甲基—CH

的弯曲振动峰，812 cm-1附近对应烷基醚的—C—O

—C伸缩振动峰，以上吸收峰为GG的特征吸收峰[18]。

对于PASP-g-GG，在保留GG骨架特征峰的同时，新

增了1 642 cm-1 (酰胺键 I带峰)和1 591 cm-1 (酰胺键

II带峰)，由此证明L-Asp已和GG成功接枝。

2.2.2　DTG分析　

图 3为GG和PASP-g-GG的DTG分析。GG主

要有两个阶段的失重，第一个失重阶段(53~154 ℃)

的产生是由于GG物理吸附水的失重，第二个失重

阶段(230~280 ℃)的产生是GG主链断裂的失重导

致。对于PASP-g-GG接枝共聚物，第一个失重阶段

的峰明显减弱；第二个失重阶段 (220~289 ℃)在

260 ℃有最大失重速率。相较于GG，PASP-g-GG接

枝共聚物最大失重速率的温度升高，该阶段的失重

为GG的主链和接枝共聚物的部分共价键断裂；第

三个失重阶段(330~405 ℃)在 371 ℃有最大失重速

率，该阶段的失重为接枝共聚物剩余的共价键断

裂。因此，PASP-g-GG接枝共聚物热稳定性的提高

可说明L-Asp已成功接枝于GG骨架上。

2.2.3　DSC分析　

图 4为GG和PASP-g-GG的DSC曲线。由图 4

可知，GG在 78 ℃和 258 ℃处中观察到两个热分解

峰，与DTG结果对应，在78 ℃处观察到的热分解峰
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图1　PASP-g-GG的合成路线

Fig. 1　Synthesis route of PASP-g-GG
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图3　GG和PASP-g-GG的DTG曲线

Fig. 3　DTG curves of GG and PASP-g-GG
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Fig. 2　FTIR spectra of L-Asp，GG and PASP-g-GG
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Fig. 4　DSC curves of GG and PASP-g-GG
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由 GG 主链中物理吸附的水分损失而产生，在

258 ℃处观察到的热分解峰由GG骨架的断裂而产

生。而PASP-g-GG接枝共聚物相对于GG，在78 ℃

处的吸热峰明显减弱，在 260 ℃和 373 ℃显示出两

个吸热峰，260 ℃处的吸热峰由 GG 骨架和部分接

枝共聚键的断裂产生，而 373 ℃处的吸热峰由剩余

的接枝共聚键断裂产生。PASP-g-GG 接枝共聚物

与GG相比，热分解发生了显著改变，表明与未接枝

的GG相比，PASP-g-GG接枝共聚物吸水性降低，热

稳定性得到提高。与 DTG 结果一致，共同说明 L-

Asp已成功接枝于GG骨架上。

2.2.4　粒径及电位分析　

图5为PASP-g-GG的动态光散射图。由图5可

见，PASP-g-GG接枝共聚物的平均粒径为146.6 nm，

PDI为0.129，电位为-1.36 mV。说明PASP-g-GG接

枝共聚物粒径较小且分散较为均匀，且电位为负电

位，较小的粒径和负电位有利于肿瘤细胞的摄取，

提高了肿瘤细胞的摄取率，可进一步提高药物的生

物利用度。

2. 3　PASP-g-GG接枝共聚反应的单因素优化

2.3.1　单体L-Asp与GG的质量比　

图 6 为当固定催化剂 CAN 浓度为 2.5 mmol/L

时，单体 L-Asp 与 GG 配比对接枝反应的影响。由

图 6可知，随着单体L-Asp与GG质量比的增加，接

枝共聚反应的效率呈现先升后降的趋势，当单体L-

Asp与GG的质量比增加至 5∶1时接枝效率达到峰

值，为69.94%；当单体L-Asp与GG的质量比增加至

7∶1时接枝率达到峰值，为433.18%。接枝共聚反应

的效率呈现先升后降的趋势，这是因为随着单体L-

Asp的增加，单体L-Asp与CAN可充分接触，使接枝

共聚反应效率增加；继续增加单体L-Asp，GG上的

接枝链不断增长，空间位阻增加，使多余的单体无

法与GG的反应活性中心充分接触，从而导致接枝

共聚反应效率下降[18]。

2.3.2　催化剂CAN的浓度　

图 7为当固定单体L-Asp与GG配比为 5∶1时，

催化剂CAN浓度对接枝反应的影响。由图7可知，

与单体 L-Asp 和 GG 配比对接枝反应的影响相同，

初始阶段接枝共聚反应的效率随着催化剂CAN浓

度的增加而显著升高，在催化剂 CAN 浓度为 2.5 

mmol/L时，接枝率和接枝效率均达到峰值，分别为

420.41%和84.34%；随后随着催化剂CAN浓度的继

续增加而下降。这是因为随着 CAN 浓度的增加，

GG主链上产生足够多的活性位点促进单体L-Asp

与 GG 接枝共聚，接枝反应的效率不断提高；而当

CAN浓度继续增加，接枝共聚反应的效率下降，这

可能是因为较高的催化剂浓度提高了接枝链生长

的终止速率。

2. 4　PASP-g-GG@DOX载药量与包封率的测定

通过 Excel 内置函数计算标准曲线方程为 y=

0.005 4x+0.017 5 (R2=0.999 1)，即 DOX 浓度在 50~
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图5　PASP-g-GG的动态光散射图

Fig. 5　Dynamic light scattering of PASP-g-GG
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图6　单体L-Asp与GG质量比[m(ASP)∶m(GG)]对接枝反应的影响

Fig. 6　Effects of mass ratio of L-Asp to GG [m(ASP)∶m(GG)] on grafting 
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图7　催化剂CAN浓度对接枝反应的影响

Fig. 7　Effects of CAN concentration on grafting reaction
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200 μg/mL 范围内，呈现出良好的线性关系。表 1

为 L-Asp 与 GG 配比对载药性能的影响，如表 1 所

示，当催化剂CAN浓度为 2.5 mmol/L，L-Asp与GG

质量比为5∶1时，载药量和包封率达到最大值，分别

为 28.01% 和 87.66%。这是因为 L-Asp 与 GG 配比

为 5∶1 时所对应的接枝效率最高，在此配比下的

PASP-g-GG 接枝共聚物具有合适的接枝率，使 L-

Asp上带负电的位点分布均匀且具有合适的空间结

构，为DOX提供了可结合的位点和空间，帮助DOX

通过静电作用和物理扩散至载体内部，从而提高载

药量和包封率。较高的接枝率可能导致支链过度

缠绕，具有较大的空间位阻使DOX难以扩散至载体

内部。较低的接枝率可能导致支链较少，无法为

DOX提供足够的有效结合位点。

2. 5　体外释放试验

图 8 为 PASP-g-GG@DOX 的体外释放曲线。

由图 8可见，体外释放初始阶段，pH值为 7.4，5.0和

1.2的释放速率均较快，这是因为载体表面吸附或游

离的DOX分子首先被释放到缓冲介质中。24 h时

pH=1.2和pH=5.0释放介质中的DOX累积释放率分

别为 92.10%和 86.01%，明显高于 pH=7.4释放介质

中的DOX累积释放率(55.55%)，这主要是由PASP-

g-GG具有酸敏感键(羧基)，在酸性环境下可发生质

子化而导致载体结构发生改变引起；其次DOX在酸

性环境下溶解性更好，二者促使PASP-g-GG载体在

酸性环境下大量释放药物。通过体外释放试验表

明 PASP-g-GG 载体具有 pH 敏感性，能够在生理

pH=7.4的条件下保持一定的稳定性，减少药物在血

液循环中的提前泄漏；而当其达到肿瘤组织中，并

被细胞摄取进入酸性的内涵体/溶酶体(pH=4.5~5.0)

后可实现药物的缓控释放。

2. 6　细胞毒性试验

图 9为 PASP-g-GG对HeLa细胞的体外细胞毒

性以及 PASP-g-GG@DOX 和 DOX 对 HeLa 细胞的

体外细胞毒性。HeLa细胞在PASP-g-GG空白载体

中孵育 48 h 后，当 PASP-g-GG 空白载体浓度低于

800 μg/mL时，细胞存活率在99%以上，即使PASP-

g-GG空白载体浓度高达 1 000 μg/mL，仍有 93%的

细胞存活率。PASP-g-GG@DOX 和游离 DOX 对

HeLa 细胞的细胞毒性呈现浓度依赖性，PASP-g-

GG@DOX 的半数抑制浓度(IC50)为 87.48 μg/mL，

游离 DOX 的 IC50 为 34.30 μg/mL，低于 PASP-g-

GG@DOX 的 IC50。由此证明 GG 通过与 L-Asp 接

枝共聚修饰后，不具有明显的细胞毒性，表明PASP-

g-GG载体具有良好的生物相容性，有望作为 pH敏

感性药物递送载体使用。

表1　L-Asp与GG质量比对载药性能的影响

Tab. 1　Effects of mass ratio of L-Asp to GG on drug loading

m(ASP)∶m(GG)

3∶1

5∶1

7∶1

Drug loading/%

20.46

28.01

12.58

Encapsulation efficiency/%

65.68

87.66

38.80
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图8　PASP-g-GG@DOX的体外释放曲线

Fig. 8　In vitro drug release curves of PASP-g-GG@DOX
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3 结论

(1)以CAN为催化剂成功制备了PASP-g-GG接

枝共聚物，当单体 L-Asp 与 GG 质量比增加至 7∶1

时，共聚物的接枝率达到峰值，为 433.18%；当催化

剂CAN浓度为2.5 mmol/L时，共聚物的接枝效率达

到峰值，为84.34%。

(2) PASP-g-GG接枝共聚物具有 pH敏感性，在

酸性环境中(pH为 1.2和 5.0)可大量释放药物，累积

释放率分别为 92.10% 和 86.01%，高于中性环境中

的累积释放率，因此避免药物在到达肿瘤部位前过

早释放，减小药物的毒副作用。

(3) PASP-g-GG接枝共聚物没有明显的细胞毒

性，具有良好的生物相容性，因此有望作为抗肿瘤

药物的递送载体使用。
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