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聚苹果酸合成新方法及其聚苹果酸苄基酯用作药物载体的研究 *
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摘要 目的：优化 茁-聚苹果酸（PMLA）的合成路线，制备部分氢化的聚苹果酸苄基酯（PMLABz），为构建载药纳米胶束提供两亲

性聚合物载体。方法：分别以 L-天冬氨酸和 L-苹果酸为原料，合成单体 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯，再通过阴离子开环聚合制备
PMLABz，最终氢化制备 PMLA。X射线衍射仪、差示扫描量热仪等对材料的性质进行表征，L929成纤维细胞测定聚合物的细胞

毒性，透析法制备部分氢化的聚苹果酸苄基酯空白胶束。结果：通过优化反应条件，以 L-苹果酸为原料合成关键中间体 茁-苄氧羰
基 -茁-丙内酯的终产率为 31.5 %，对比文献报道的 L-天冬氨酸合成路线，产率提高近 7倍。X-RD结果表明以 L-苹果酸为原料制

备的 PMLABz有明显的衍射峰，结晶度高，熔点随之升高，MTT实验证实 PMLABz无毒性。部分氢化的 PMLABz可在水中自组

装成一定粒径的胶束，氢化 77 %的 PMLABz可得到粒径均匀、形态良好的纳米胶束。结论：分别以 L-天冬氨酸和 L-苹果酸为原

料合成聚苹果酸，优化合成路线，提高终产率，得到了新晶型 PMLABz，并通过部分氢化 PMLABz制备两亲性聚合物进而得到纳

米胶束，为后期纳米释药体系研究提供优良载体。
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Synthesis of Poly (茁-malic acid) and Study on Poly (茁-malic Acid benzyl
ester) as Drug Carrier*

To optimize the synthesis route of PMLA and prepare the partially hydrogenated poly (茁-malic acid benzyl
ester) which is to provide the amphiphilic polymer carrier for the drug-loaded nanomicelles. Benzyl-茁-malolactonate (MLABz)

was prepared from L-aspartic acid and L-malic acid, respectively. The properties of the polymers were characterized by X-RD and DSC.

The cytotoxicity of PMLABz was assessed by using L929 fibroblasts. The partial hydrogenation of PMLABz was prepared by controlling

the hydrogenation time to obtain an amphiphilic block copolymer. The yield of MLABz from L-malic acid was 31.5 % nearly

seven times as much as the L-aspartic acid by optimizing the reaction conditions. The X-RD patterns revealed that the PM- LABz-2 had

obvious diffraction peaks. The melting temperature was increased due to the high crystallinity. MTT test confirmed that the PMLABz

was nontoxic. The partial hydrogenation of PMLABz could form the certain size of the nanomicelles by self-assembling in water. It was

confirmed that a hydrogenation degree was 77 % of PMLABz which would obtain the well-formed nanomicelles. MLABz

was prepared from L-aspartic acid and L-malic acid, respectively. The synthesis routes of PMLA from L-malic acid had the short route

and high yield. Meanwhile, a novel crystalline PMLABz that polymerized by MLABz starting from L-malic acid was discovered. An am-

phiphilic block polymer was obtained by partial hydrogenolysis of PMLABz which would provide an excellent nanocarrier for drug de-

livery system.
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前言

聚酯是生物医学领域研究最广泛的合成聚合物[1]。聚苹果

酸（PMLA）是一种与生物相容、无毒且非免疫原性的聚酯，相

比于聚丙交酯或聚己内酯具有很好的水溶性[2,3]。PMLA的代谢

产物苹果酸是三羧酸循环的一种中间体，在体内可完全降解，

同时，PMLA是一种功能性聚合物，羧基侧基有利于将生物活

性分子或药物分子固定在其表面，制得具有靶向效果的药物载

体进而在生物医学领域发挥它的作用[4,5]。

聚苹果酸可通过生物发酵法和化学合成法来制备，由于生
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物发酵法合成的分子量低且不可控[6]，我们选择化学合成法来

制备聚苹果酸[7]。大量文献报道聚苹果酸的制备都是以 L-天冬

氨酸为原料，总产率较低。本试验分别以 L-天冬氨酸和 L-苹

果酸为原料合成聚苹果酸，优化合成路线，提高终产率，在合成

过程中制备出结晶度高的 PMLABz，对材料的毒性进行检测。

在聚苹果酸的应用上，研究者往往忽略了它的前体聚苹果酸苄

基酯自身优越的性能，我们通过部分氢化 PMLABz改善其亲

水性，为其作为药物载体包载疏水性药物提供工作基础。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

L-天冬氨酸，购自上海楷洋生物技术有限公司；L-苹果

酸，购自 sigma-aldrich公司；三氟乙酸酐，购自济南万兴达化工

有限公司；柱层析硅胶 200-300目、三苯基膦（化学纯）、偶氮二

甲酸二异丙酯（DIAD）、分析纯硫酸、乙醚、苯甲醇、四氢呋喃、

二氯甲烷和二氧六环，购自国药集团化学试剂有限公司；L-929

成纤维细胞由中国科学院细胞库提供；核磁共振波谱仪（美国

Bruker公司，400MHz，1H-NMR）；Hei-VAPI旋转蒸发仪（德国

Heidolph 公司）；RCT 型磁力搅拌器 （德国 IKA 公司）；

FTIR8400S 傅里叶红外光谱仪（日本岛津公司）；D8 AD-

VANCE X射线衍射仪（德国 Bruker）；DSC 214差示扫描量热

仪（德国耐驰公司）；Bio-tek ELx800酶联检测仪（美国宝特）；

Vario EL III Element元素分析仪；Tecnai Spirit (100KV TEM)_

显微镜（FEI公司）。

1.2 试验方法和步骤

1.2.1 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯的合成 分别采用 L-天冬氨酸

和 L-苹果酸为原料制备。方法 1：参考课题组的前期工作并改

进，将 L-天冬氨酸和溴化钠溶解于 2 mol/L硫酸，加入亚硝酸

钠溶液生成溴代丁二酸；将溴代丁二酸溶解于无水四氢呋喃

中，滴加三氟乙酸酐室温反应 3 h生成溴代丁二酸酐；加入苄

醇 45℃油浴中搅拌 12 h，加入 2 mol/L NaOH调至 pH 7.5，加

入二氯甲烷 45℃下冷凝回流 24 h，5 % NaHCO3水溶液洗涤，

无水MgSO4干燥，浓缩滤液后经硅胶柱纯化（V 石油醚：V 二氯甲烷：

V 乙 酸 乙 酯 =20:20:1），浓缩得 茁- 苄氧羰基 -茁- 丙内酯
（MLABz-1），总收率为 4.5 %。方法 2：向 L-苹果酸中加入三氟

乙酸酐，0℃下搅拌 3 h，产物溶于苄醇中，室温下搅拌 4 h，乙酸

乙酯稀释，10 % NaCO3溶液萃取，1 mol/L HCl调至 pH 7.0，用

乙酸乙酯萃取合并水层，1 mol/L HCl调至 pH 2.0，乙酸乙酯萃

取水层，合并有机相，浓缩得苹果酸苄基单酯。将苹果酸苄基单

酯加至充满 N2的三口瓶中，加入三苯基膦和 DIAD的 THF溶

液，0℃密闭搅拌 30 min，20℃反应 12 h，冷乙醚中研磨，浓缩滤

液后经硅胶柱纯化（V 石油醚：V 二氯甲烷：V 乙酸乙酯 =6:6:1），浓缩得

茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯（MLABz-2），总收率为 31.5 %[7,8]。

1.2.2 茁-聚苹果酸苄基酯的合成 向三口瓶中加入一定量引

发剂苯甲酸四乙基铵，抽真空至白色固体析出，在充 N2的条件

下加入纯化后的 茁-苄氧羰基 茁-丙内酯，抽真空后封管，聚合 3

天，聚合物溶于丙酮，加入 20倍丙酮体积的乙醇沉淀出固体，

真空干燥即得 茁-聚苹果酸苄基酯。以 L-天冬氨酸为原料制得

的聚合物为 PMLABz-1，以 L-苹果酸为原料制得的聚合物为

PMLABz-2。

1.2.3 茁-聚苹果酸的合成 茁-聚苹果酸苄基酯溶于二氧六环
后，加入 10 %钯碳通氢气脱苄基，反应 24 h后过滤钯碳，浓缩

滤液，用乙醚沉淀出茁-聚苹果酸，真空干燥后得终产物。
1.2.4 聚合物结构与性质表征 采用红外光谱和核磁共振图

谱对化合物结构进行表征；利用 X射线衍射仪和差示扫描量

热仪对材料的性质进行表征。

1.2.5 PMLABz 的降解研究 分别称取 1 g PMLABz-1 和

PMLABz-2样品于透析袋中，以 pH 7.4的缓冲盐为介质，在

37℃、50℃下恒温搅拌，一定时间间隔下称量样品的质量并计

算它的降解率。

1.2.6 PMLABz的细胞毒性研究 将制备好的聚苹果酸苄基

酯材料浸泡于培养液中，放置于 37℃恒温箱，将对数生长期的

L929细胞种到 96孔板中，在恒温箱中培育 12 h后除去培养

基，加入不同浓度(0.2 mg/mL-2 mg/mL)的浸出液至培养板中，

每孔 100 滋L，每孔设三个复孔并设空白对照，继续培养 48 h，

每孔加入 MTT（5 mg/mL）继续培养 4 h，再加入 150 滋L DM-

SO，用酶标仪在 490 nm的波长下测每孔 OD值，存活率（%）=

[实验组 OD值 /对照组 OD值] × 100 %。

1.2.7 部分氢化产物 PMLABe100-xHx的制备 干燥好的 1 g聚

苹果酸苄基酯溶于 20 mL二氧六环，加入 0.4 g 5 %钯碳，消耗

一定体积的氢气后，过滤除去钯碳，浓缩后加乙醚沉淀，干燥得

产物，制备了 PMLABe45H55、PMLABe23H77和 PMLABe17H83三种

聚合物。

1.2.8 部分氢化产物 PMLABe100-xHx 的结构表征 通过 1H

NMR表征 PMLABz的结构和氢化程度。

1.2.9 PMLABe100-xHx 纳米粒的制备与表征 分别称取 PM-

LABe45H55、PMLABe23H77 和 PMLABe17H83 各 1 mg 溶于 1 mL

DMSO中，在冰水浴中，磁力搅拌下滴加等体积的去离子水，然

后将其转移到分子量为 1000的透析袋中，去离子水中透析 24

h，制备空白胶束。动态光散射测定纳米粒的粒径，透射电镜观

察纳米粒的形态。

1.2.10 统计学分析 各组数据以 x± s表示，采用 SPSS 19.0

统计软件进行统计分析，组间比较 t检验。在 PMLABz的降解

研究中，检验水准琢=0.05，P＜0.05，有统计学意义。PMLABz的

细胞毒性研究中，数据无统计学差异，但有生物学意义。

2 结果

2.1 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯与茁-聚苹果酸的制备
本试验通过 L-天冬氨酸和 L-苹果酸两种原料成功合成

关键中间产物 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯，参考课题组前期工作和
文献报道的合成方法加以改进，茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯作为单
体在引发剂苯甲酸四乙基铵的作用下通过阴离子开环聚合反

应制备 茁-聚苹果酸苄基酯。茁-聚苹果酸苄基酯在钯碳作为催
化剂的条件下氢化脱苄基制备茁-聚苹果酸。合成路线如图 1。

2.2 结构表征

茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯的红外及核磁图谱表明单体的成
功合成，红外图谱中 1840 cm-1为内酯 C=O的伸缩振动峰，见

图 2A。核磁氢谱中 3.55-3.80 ppm m为内酯环中亚甲基质子

峰，4.85-4.9 ppm m为内酯环中次甲基质子峰，5.28 ppm s为
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图 1 茁-聚苹果酸的合成路线
Fig.1 Synthesis routes of PMLA

苄基的亚甲基质子峰，7.47 ppm m为苯环的质子峰，见图 2B。

图 2C中对比 PMLABz和 PMLA的红外图谱，均在 1743 cm-1

处出现羰基的特征峰，PMLA的红外图谱中位于 600-800 cm-1

间苯环上的特征吸收消失，3451 cm-1附近的羧基的振动峰明显

增强，说明目标物成功合成。图 2D 中 2.8-3.1 ppm m 处为

PMLA主链上亚甲基质子峰，5.2-5.4 ppm m为主链上次甲基

质子峰。单体旋光度的测定：MLABz-1 琢 25 D=+0.024 (c=1g·

100 cm-3，二氧六环)；MLABz-2 琢 25 D=+5.8 (c=1 g·100 cm-3，

二氧六环)。

2.3 PMLABz的性质表征

X射线衍射结果如图 3A所示，PMLABz-1内部原子或分

子的排列无周期性，是一个无定形体，PMLABz-2有明显的衍

射峰，内部分子排列更加规整，外观为坚硬固体。差示扫描量热

结果如图 3B所示，PMLABz-1与 PMLABz-2的熔点分别为 74

℃和 190℃，热分解温度均在 300℃左右。利用元素分析仪分

析试样中 C、H、O三种元素所占的比重，结果如表 1所示。

图 2化合物结构表征（A. 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯红外图谱 B. 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯核磁共振氢谱 C. PMLA和 PMLABz红外图谱 D. PMLA核

磁共振氢谱）

Fig. 2 Structural characterization for compounds（A. FTIR spectrum of MLABz, B. 1H NMR spectrum of MLABz, C. FTIR spectrum of PMLA and

PMLABz, D. 1H NMR spectrum of PMLA）

图 3 PMLABz的 X-RD图谱(A)和 DSC曲线(B)

Fig. 3 A. X-Ray Diffraction spectrum of PMABz, B. DSC spectrum of PMLABz
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2.4 PMLABz的降解研究

PMLABz的降解在 37℃和 50℃的 PBS 缓冲体系中分别

进行，降解曲线如图 4所示，降解 100天后，37℃下 PMLABz-1

和 PMLABz-2的降解速率分别为 40.4 %和 8.3 %，50℃下 PM-

LABz-1和 PMLABz-2的降解速率分别为 71.9 %和 15.3 %，结

果表明由于结晶度的提高，PMLABz-2在生理环境下的降解明

显慢于 PMLABz-1，降解速率随温度的升高而加快（P＜0.05）。

表 1 聚苹果酸苄基酯元素组成分析

Table 1 The composition of C, H and O in PMLABz

样品 质量（mg） C（%） H（%） O（%）

PMLABz-1 3.12 62.74 4.90 32.36

PMLABz-2 2.22 63.76 4.97 31.27

图 4 37℃和 50℃缓冲液中 PMLABz的降解曲线（A. PMLABz-1 B. PMLABz-2）

Fig.4 Degradation of PMLABz at different temperature（A. PMLABz-1 B. PMLABz-2）

2.5 PMLABz的细胞毒性研究

MTT实验检测 PMLABz的细胞毒性（如图 5），结果表明

该聚合物没有明显的细胞毒性（P＞0.05），表明其可作为抗肿

瘤药物载体。

2.6 PMLABe100-xHx纳米胶束性质

通过核磁图谱上苄基的亚甲基氢与主链亚甲基氢的比值

来确定氢化程度，用氢化程度分别为 55 %、77 %和 83 %的三

种不同聚合物通过透析法制备纳米胶束，其形貌与粒径分布如

图 6所示。结果表明部分氢化的 PMLABz具有两亲性，可在水

中自组装成一定粒径的纳米胶束，采用动态光散射测得三组纳

米胶束粒径分别为 177.6 nm、111.6 nm和 127.3 nm，透射电镜

结果表明 PMLABz氢化程度为 77 %左右时，形成的纳米粒形

态良好，分布较均匀，为包载疏水性药物提供可能。

3 讨论

近年来，应用于生物医学领域的生物可降解高分子聚合物

不断涌现[9]，聚乳酸、聚谷氨酸、聚乙二醇等已被大量文献报道

可作为药物载体来提高药物的生物利用度[10-13]，但在实际使用

中上述载体材料出现了水溶性差、可修饰基团少等缺点，限制

了它们在药物载体领域的应用。聚苹果酸是水溶性脂肪族聚

酯，具有良好的生物相容性和生物降解性[2]，其在生理条件下的

相对高自发降解速率和免疫惰性使它成为优于上述高分子材
图 5 PMLABz的细胞毒性实验

Fig. 5 Cell viability after exposure to PMLABz at various concentrations

图 6 PMLABe100-xHx纳米粒的表征(标尺为 100 nm)

注：A. PMLABe45H55, B. PMLABe23H77, C. PMLABe17H83。

Fig. 6 DLS and TEM results of partial hydrogenolysis for PMLABz (the scale bar is 100 nm)

Note: A. PMLABe455H55, B. PMLABe23H77, C. PMLABe17H83.
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料的新型药物载体[14-17]，此外，聚苹果酸侧链上具有悬挂羧基，

可同时携带多种生物活性分子[18-21]。同时，合成聚苹果酸的中间

体 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯可与不同的单体共聚得到改性共聚
物[22,23]，如与己内酯共聚可制得功能化可曝光成像的材料[24]，与

丙交酯共聚可制得可生物降解的组织工程材料等[3]。

尽管聚苹果酸具有很多优越的性能，但其合成研究的很

少，大量文献报道的都是以 L-天冬氨酸为原料制备聚苹果酸，

路线长、产率低，限制了它的应用。本研究以 L-苹果酸为原料

合成关键中间体 茁-苄氧羰基 -茁-丙内酯的终产率为 31.5 %，

对比 L-天冬氨酸的合成路线，产率提高近 7倍，单体进一步通

过阴离子开环聚合反应制备 PMLABz，结果发现通过两种不同

方法合成的单体聚合后的 PMLABz有明显的性质差异，X-RD

结果表明以 L-苹果酸为原料得到的 PMLABz-2有明显的衍射

峰，DSC图谱表明随着结晶度的提高，聚合物的熔点也提高，

MTT实验结果表明该聚合物没有明显的毒性。在制备 PMLA

时，由于 PMLABz-2的溶解性差，氢化时需升高温度反应。聚苹

果酸的降解、载药性能等已被文献报道，对于它的中间体聚苹

果酸苄基酯的研究却很少，所以本试验对聚苹果酸苄基酯的纳

米载药性能进行了评价。通过部分氢化 PMLABz制备两亲性

聚合物，结果表明该聚合物可在水中自组装成一定粒径的胶

束，氢化 77 %的 PMLABz可得到粒径均匀、形态良好的纳米胶

束，为包封疏水性药物提供可能，且保留的苯环还可与携带苯

环的药物分子进行 π -π 堆积作用，提高药物的生物利用度。

综上所述，本研究以 L-苹果酸为原料制备聚苹果酸步骤短，产

率高，更快速经济，部分氢化的聚苹果酸苄基酯的研究为其在

纳米药物载体上的应用提供了重要的工作基础。
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