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多柔比星（DOX）是一种广谱抗癌药物，广泛用于临床肿

瘤治疗，然而严重的毒副作用限制了其进一步应用[1]。聚酰胺-

胺（PAMAM）是球形、高度枝化的单分散大分子，内部的疏水

空腔可包裹小分子药物，外围的胺基可用于共价连接各类靶

分子、药物以及一些增溶基团，有助实现包载药物的靶向递

送[2-3]。叶酸（FA）受体在多种肿瘤细胞表面均有过度表达，纳

米载体经FA分子修饰后可促进肿瘤细胞对纳米载体的摄取[4]。

笔者以FA分子为复合物的靶头，以腙键（hyd）作为连接臂，以

DOX为模型药物，通过酰胺、酯的肼解反应合成FA修饰的具

有pH敏感释药特性的PAMAM树状大分子复合物，并对复合

物的结构、形态及体外药物释放特征等进行研究。

1 材料

紫外-可见分光光度计、高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

纳米粒径电位仪（美国Nicomp公司）；冷冻干燥机（德国Martin

Christ公司）；红外光谱（IR）仪（美国Thermo公司）；核磁共振

（NMR）波谱仪（美国Varian公司）；透射电子显微镜（TEM，日

本日立公司）。

DOX（盐酸盐，北京华丰联合技术有限公司，批号：

HF100622，纯度：99.5％）；PAMAM（第 4代，美国 Sigma-Al-

drich 公司，批号：412449）；两端氨基聚乙二醇5000[PEG5000-

（NH2）2，批号：ZZ112P018，纯度：≥95％ ]、甲氧基 -聚乙二醇

5000-N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺（CH3O-PEG5000-NHS，批 号 ：

ZZ109P113，纯度：≥95％）均购自北京键凯科技有限公司；FA

（批号：F20111118，纯度：97％）、对二甲胺基吡啶（DMAP，批

号：T20110629，纯度：99％）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，批号：

41052，纯度：98％）、N，N-二环己基碳二亚胺（DCC，批号：

20110311，纯度：99％）均购于国药集团化学试剂有限公司；双

琥珀酰亚胺辛二酸酯（DSS，美国 Sigma-Aldrich 公司，批号：

SH0719，纯度：99％）；氯甲酸对硝基苯酯（萨恩化学技术有限公

司，批号：S1885，纯度：98％）；其余试剂均为分析纯，水为纯化水。
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摘 要 目的：合成及表征叶酸（FA）修饰的pH敏感聚酰胺-胺（PAMAM）多柔比星（DOX）复合物。方法：FA、聚乙二醇（PEG）及

DOX通过酰胺、酯的肼解反应连接到PAMAM的外周。采用薄层色谱（TLC）、红外光谱（IR）、氢核磁共振（1H-NMR）表征合成产

物，考察复合物的载药量、粒径、Zeta 电位、形态以及 DOX 的体外释放行为。结果：合成的复合物连接了 8个 FA 及 10个 DOX 分

子，TLC、IR、1H-NMR 均证实了复合物为目标化合物。复合物粒径为（75.2±0.25）nm，Zeta 电位为（7.04±0.11）mV，呈类球形。

48 h 内复合物中DOX在pH 4.5、5.5、7.4的释放介质中累积释放百分率分别为40％、29％、13％。结论：成功合成了FA修饰的pH

敏感复合物，该复合物体外释放呈现pH依赖性。

关键词 多柔比星；聚酰胺-胺；pH敏感；叶酸；合成；体外释放

Synthesis and Characterization of FA Modified pH-sensitive PAMAM Doxorubicin Conjugates
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ABSTRACT OBJECTIVE：To synthesize and characterize folic acid（FA）modified pH-sensitive PAMAM doxorubicin conju-

gates. METHODS：FA，PEG and DOX were connected to PAMAM by amidation and hydrazinolysis reaction of ester. The polymer

was characterized by TLC，IR and 1H-NMR，respectively. Drug-loading amount，particle size，Zeta potential，shape and morpholo-

gy of conjugates were investigated，and the dissolution behavior of DOX in vitro was also investigated. RESULTS：8 FA and 10

DOX were bonded on the periphery of PAMAM-DOX. The structure of conjugates was firmed as the target conjugates by TLC，IR

and 1H-NMR successfully. The particle size and Zeta potential for conjugates were（75.2±0.25）nm and（7.04±0.11）mV，respec-

tively. The morphology of the conjugates was regularly spherical shape. 40％ of DOX of conjugates was released at pH 4.5，29％

of DOX was released at pH 5.5 and 13％ of DOX was released at pH 7.4 during 48 h. CONCLUSIONS：FA-modified pH-sensitive

conjugates are successfully synthesized，which release in pH dependent manner in vitro.

KEY WORDS Doxorubicin；PAMAM；pH-sensitive；Folic acid；Synthesis；Release in vitro
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图2 1H-NMR图
a.FA-PEG-NHS；b.PEG-PAMAM；c.FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX

Fig 2 1H-NMR spectras
a.FA-PEG-NHS；b.PEG-PAMAM；c.FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX
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图1 红外光谱图
a.FA-PEG-NHS；b.PEG-PAMAM

Fig 1 IR spectras
a.FA-PEG-NHS；b.PEG-PAMAM
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2 方法与结果
2.1 FA-PEG-NHS的合成及表征

根据参考文献 [5]，取 FA（0.048 mmol）和三乙胺（0.313

mmol）溶解在二甲基亚砜（DMSO）中，加入DCC（0.06 mmol）

和NHS（0.06 mmol），氮气保护，避光室温搅拌过夜。活化后

的FA反应液加入到PEG5000-（NH2）2（0.04 mmol）的DMSO溶

液中，避光室温搅拌反应 24 h后过滤，透析，冷冻干燥得黄色

固体FA-PEG-NH2。在FA-PEG-NH2的DMSO溶液中，加入 10

倍量的DSS，搅拌过夜，干燥得淡黄色固体FA-PEG-NHS，产率

为42.5％。

通过薄层色谱（TLC）、IR、氢核磁共振（1H-NMR）表征合

成产物。TLC展开剂为甲醇/氯仿（1 ∶ 3），产物FA-PEG-NH2紫

外灯下照射，有荧光，说明结构中含FA相应基团；茚三酮显红

色，表明结构中含有胺基，可初步判断此产物的生成。FA-

PEG-NH2与DSS反应得FA-PEG-NHS，茚三酮显色不明显，证

明—NH2已大部分转换为—NHS。

对 FA-PEG-NHS 进行 IR 表征，结果如图 1a，1H-NMR

（DMSO-d6）表征结果如图2a所示。

1 492 cm－1为FA上苯环的特征峰；1 690 cm－1 νC＝O为酰胺

键的特征峰；1 190 cm－1处有 1个中强νCN胺基的吸收峰；1 650

cm－1 νC＝O为羧酸的特征峰；1 100 cm－1为 PEG 所含基团 C—

O—C的吸收峰，表明FA已连接在PEG上。δ8.62（s，C7-H），δ

7.67（d，2′，6′-H），δ6.80（d，3′，5′-H）ppm是FA上相应基团的

化学位移峰，δ3.55～3.78（m，—OCH2CH2）为PEG的质子化学

位移峰，进一步表明成功合成了FA-PEG-NHS。

2.2 PEG-PAMAM及其复合物的合成及表征

2.2.1 PEG-PAMAM的合成及表征。精密称取CH3O-PEG5000-

NHS（5.63 μmol）和 PAMAM（0.35 μmol），溶于磷酸盐缓冲液

（pH 8.2）中，室温避光搅拌 24 h，TLC跟踪反应进程。反应结

束后，超滤，冷冻干燥，得白色固体，产率为 85.9％。IR、1H-

NMR表征合成产物。PEG-PAMAM的 IR特征峰如图1b所示：

PAMAM伯氨基的吸收峰为 3 434 cm－1；2 884 cm－1为PEG和

PAMAM结构中的—CH2特征峰；1 648、1 554 cm－1分别为酰胺

键中νC＝O和νNH+ νCN的特征谱带；1 190 cm－1是PEG结构中C—

O—C 的特征峰，表明 PEG 已成功连接在 PAMAM 的外端。
1H-NMR（D2O）结果如图 2b 所示：PAMAM 的特征质子峰δ

2.68、2.80、3.02 ppm，δ3.60～3.90 ppm 为 PEG（—OCH2CH2）的

质子化学位移峰，进一步证实PEG-PAMAM的合成。采用峰

面积归一化法，代入公式 PEG/PAMAM＝
Sδ（3.60～3.90）/455

Sδ2.68/248
，得

PEG连接个数约为14。

2.2.2 PEG-PAMAM-hyd-DOX的合成。依据参考文献[6]，合成

方法为：取 PEG-PAMAM（0.60 μmol）溶于无水 CH2Cl2后置于

冰浴中，迅速加入氯甲酸对硝基苯酯（14.2 μmol）和催化量的

DMAP，氮气保护，室温搅拌反应24 h。冰乙醚沉淀产物，得中

间产物 1。将产物 1溶于 N，N-二甲基甲酰胺（DMF）中，加入

85％水合肼（28.5 μmol），70 ℃加热回流24 h。透析，冷冻干燥

得中间产物2。进一步将产物2溶于DMF（含4 μl 三乙胺）中，

然后加入DOX（28.5 μmol），氮气保护下 60 ℃避光回流 24 h。

反应结束后透析、冷冻干燥，产物－20 ℃保存。合成路线如图

3所示。

2.2.3 紫外分光光度法定量复合物中 DOX 的分子个数。将

DOX 的水溶液 、PAMAM、PEG-PAMAM-hyd-DOX 分别在

图3 FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX的合成路线图

Fig 3 The synthetic route of FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX
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200～600 nm波长范围内进行紫外扫描，结果见图4。

通 过 公 式 DOX％（wt.％）＝543.5 × n/（n × Mr（DOX + hyd）+

Mr（PEG-PAMAM））计算产物中每个 PEG-PAMAM 共价结合的 DOX

分子个数（wt.％表示 DOX 的质量分数，n 表示共价结合的

DOX分子个数，Mr表示相对分子质量）。

DOX的最大吸收波长为490 nm，以吸光度（A）对质量浓度

（c，2、10、20、30、40、50 mg/L）作线性回归，得标准曲线方程

A＝0.019 89c+0.006 68（r＝0.999 8），可知 DOX 质量浓度在

2.0～50.0 mg/L范围内与吸光度呈良好的线性关系。计算得

DOX％＝6.11％，共价结合DOX的分子个数为10。

2.3 FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX的合成及表征

2.3.1 FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX 的合成及纯化。合成路线

如图 3所示。取 FA-PEG-NHS（12.32 μmol）和 PEG-PAMAM-

hyd-DOX（0.77 μmol）溶于PBS缓冲液（pH 8.2）中，室温避光搅

拌 24 h。反应结束后，透析，冷冻干燥，得红色固体，产率为

64.5％。 1H-NMR（DMSO-d6）表征合成产物，结果如图 2c 所

示：δ8.65、7.68、6.56 ppm 是 FA 上相应基团的化学位移峰，δ

3.40～3.60 ppm 为 PEG（—OCH2CH2）的质子化学位移峰，δ

6.50～8.51 ppm 是 DOX 相关基团的化学位移峰，表明 FA-

PEG-NHS 连接到 PEG-PAMAM-hyd-DOX。采用峰面积归一

化法，计算得PEG总数约为22个。

2.3.2 粒 径 、Zeta 电 位 测 定 及 形 态 表 征 。 将 FA-PEG-

PAMAM-hyd-DOX 溶于超纯水中，0.45 μm 滤膜过滤，收集续

滤液，粒径仪测定复合物的粒径分布及Zeta电位，每种样品平

行操作 3份。结果，平均粒径为（75.2±0.25）nm；Zeta电位为

（7.04±0.11）mV。另取

少量复合物溶液滴加在

铜网上，待溶液挥干后通

过 TEM 观察其形态，结

果见图5。

如图 5所示，复合物

为类球形，粒径在 60 nm

左右，比粒度仪测定的结

果小，可能原因是样本制

备过程中脱水收缩。

2.4 体外释放试验

2.4.1 色谱条件和系统

适应性试验。色谱柱：

Promosil ODS C18（250 mm ×4.6 mm，5 µm）；流动相：乙腈 -

0.01mol/L磷酸二氢铵（65 ∶ 35），流速 1.0 ml/min；柱温：30 ℃；

检测波长：490 nm；进样量：20 μl。配制100 mg/L的DOX贮备

液，取适量，以双蒸水稀释成 1 L含 DOX 40 mg的标准液，备

用。结果，DOX的保留时间为4.5 min左右，空白流动相、不同

pH的体外释放介质对测定无干扰。

2.4.2 含量测定方法学考察。按规定方法进行试验，得回归

方程为 A＝13 030.4c－1 253.517 4（r＝0.999 5），DOX 检测质

量浓度在1～40 mg/L范围内。高、中、低浓度水平的平均回收

率分别为 100.43％（RSD＝0.20％ ，n＝3）、99.54％（RSD＝

0.50％，n＝3）、100.36％（RSD＝0.70％，n＝3）。日内RSD分别

为 0.20％、0.35％、0.24％（n＝6）；日间 RSD 分别为 0.45％、

0.39％、0.54％（n＝6）。

2.4.3 体外释放试验。采用透析袋法考察DOX的体外释放行

为。精密称取等量的 FA-PEG-PAMAM-hyd-DOX 分别溶于 2

ml 磷酸盐缓冲液（pH 7.4）、醋酸盐缓冲液（pH 5.5和 pH 4.5）

中，然后转移至透析袋（截留分子质量3 500），以25 ml相同pH

的缓冲液作为外液，于37 ℃恒温振荡水浴（100 r/min）孵育，在

1、3、6、12、24、36、48 h分别取样1 ml，并补充1 ml新鲜介质，高

效液相色谱法测定外液中DOX的质量浓度，并计算累积释放

百分率。结果 48 h内，在 3种不同 pH释放介质中，DOX的累

积释放百分率分别为 40％、29％和 13％。上述结果表明药物

从复合物中的释放呈现明显的pH依赖性，详见图6。

3 讨论
本研究中FA修饰的pH敏感PAMAM-DOX复合物的合成

思路是先合成部分 PEG 化的 PAMAM，然后采用 hyd 连接

DOX 和 PEG-PAMAM，最后 FA-PEG-NHS 通过酰胺键连接到

PEG-PAMAM-hyd-DOX上得到最终产物。选用这种连接顺序

的理由是，试验初期发现PAMAM直接与DOX偶联会降低整

个载药系统的水溶性，无法进行下一步操作；而将PAMAM部

分 PEG化后再偶联DOX，所得产物依旧具有很好的水溶性。

另外，hyd偶联DOX的反应条件较剧烈，可能会导致 FA结构

破坏，因此在hyd偶联DOX后再连接FA-PEG-NHS。

由于FA相关基团在 1H-NMR图上的质子化学位移峰信号

比较弱，故选用间接法表征FA连接的数目，即复合物中PEG

总个数与PEG-PAMAM中PEG个数之差即为FA数目，本试验

所得FA靶头数目为 8个（22↑－14↑），与大多数文献中靶头

连接的数目相符。笔者选择 hyd 作为酸敏感连接臂，是由于

hyd的pH敏感性要优于顺乌头酸酐键，并且相对于甘氨酸-丙

氨酸-亮氨酸-甘氨酸（GFLG）蛋白酶敏感间隔段的合成更省时

省力。体外释放试验中，复合物在 pH 4.5的醋酸盐缓冲溶液

中 48 h内累积释放百分率超过 40％，其释药量是 pH 7.4的磷

酸盐缓冲溶液中的近4倍，充分证明本研究合成的复合物具有

200 300 400 500 600

波长，nm

PEG-PAMAM-hyd-DOX

PAMAM

DOX

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

A
bs

图4 紫外光谱图

Fig 4 UV spectra
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摘 要 目的：优选阿魏酸钠片粉末直接压片法处方，解决主药含量下降、片面易变色等湿法制粒工艺常见的问题。方法：采用粉

末直接压片法制备阿魏酸钠片，用正交试验设计方法，以休止角、脆碎度及溶出度为指标筛选处方中乳糖、低取代羟丙基纤维素、

硬脂酸镁的所占比例，并考察所得样品的片重差异、含量均匀度等相关指标及稳定性。结果：最佳制备处方中乳糖、低取代羟丙基

纤维素、硬脂酸镁的所占比例分别为10.0％、3.0％、0.2％。3批样品的休止角分别为38.2°、39.7°、38.4°，脆碎度均为0.2％，溶出度

分别为 96.4％、96.7％、96.1％。所筛选处方粉末流动性好，片重差异、含量均匀度等指标均符合 2010年版《中国药典》的相关规

定。样品经6个月加速试验和室温长期留样考察，外观、含量、有关物质及溶出度均未发生明显变化。结论：优选的处方经济、操

作简便，制备的阿魏酸钠片质量稳定、稳定性良好，适合工业化生产。
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Formulation Optimization of Sodium Ferulate Powder Directly-compressed Tablets by Orthogonal Experiment
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the formulation of sodium ferulate powder directly-compressed tablets，and to deal with

the common problems of wet granulation process，such as declining in the main drug content and the surface color of the tablet

changing easily. METHODS：Sodium ferulate tablets were prepared by direct powder compression method. By orthogonal experi-

mental design method，the proportion of lactose，low-substituted hydroxypropyl cellulose，magnesium stearate were screened with

the angle of repose，friability and dissolution as indicators，and the piece weight variation of sample，content uniformity and other

indicators were investigated. RESULTS：The optimal formulation included proportion of lactose，low-substituted hydroxypropyl cel-

lulose，magnesium stearate were 10.0％，3.0％，0.2％. The angle of repose for 3 batches of samples were 38.2°，39.7°，38.4°；fria-

bility was 0.2％；dissolution were 96.4％，96.7％ and 96.1％，respectively. Screened formulation powder had good fluidity，and

tablet weight differences，content uniformity degree and other indicators were in line with Chinese Pharmacopoeia（2010 edition）.

After 6 months of accelerated test and room temperature retention samples investigation，appearance，content，related substances

and dissolution degrees were not changed significantly. CONCLUSIONS：The preferred formulation is economical and simple in op-

eration，and prepared sodium ferulate tablets are stable in quality with good stability，which are suitable for industrial production.

KEY WORDS Sodium ferulate；Powder directly compression；Orthogonal experiment；Stability；Dissolution

较好的pH敏感释药性能。综上所述，本研究成功合成了FA修

饰pH敏感释药的PAMAM-DOX复合物，为下一步体内外细胞

学评价奠定了基础。
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