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一种核—壳结构的枝化聚乙二醇大分子的合成!
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摘 要：选择以三羟甲基氨基甲 烷（Tris）为 核，以 单 甲 氧 基 聚 乙 二 醇（mPEG）为 外 层 分 子，通 过 官 能 团 反

应，合成出一种核—壳型枝化 PEG 衍生物；利用叔丁氧羰基酸酐（（Boc）2O）对 Tris 上的氨基进行保护，对 mPEG

端羟基依次进行羧基化、酰氯化等活化处理，通过酰氯与羟基的官能团反应合成出目标分子。产物分子保 留

了活性官能团氨基，为其进一步的修饰反应提供了保障。通过红外光谱分析、元素分析及分子量测定，证实了

产物与目标分子的结构相吻合。
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Abstract：A noveI core-sheII type branched macromoIecuIe was synthesized from the tris（hydroxymethyI）aminomethane（Tris）and

the monomethoxypoIy（ethyIene gIycoI）（mPEG）. The first step was to protect the amino group of Tris by using t-butyIoxycarbonyI anhy-

dride（（Boc）2O），then mPEG was activated by changing hydroxide terminaI into acid chIoride and carboxyIation of mPEG was fuIfiIIed

before . The amino group was reserved so that it couId be used as functionaI radicaI to modify the protein Iater . The product was con-

firmed to inoscuIate with FT-IR，EA and M .W . through infrared spectroscopic anaIysis，eIement anaIysis and mensuration of moIecuIar

weight .
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蛋白质及多肽药物的生物利用度很低，很多还会引起严重的免疫反应，通过对药物进行化学修饰可

以有效地改善这些问题。在常用的化学修饰剂中，聚乙二醇（PEG）及其衍生物因其所具有的两亲性、生

物相容性、无免疫原性、无毒副作用等［1 - 2］特点，而成为备受关注的化学修饰剂。人们已经在这方面开

展了很多工作，也取得了一些成果。目前，在利用 PEG 作为修饰剂的研究中，基本都是采用线形结构的

聚乙二醇修饰剂［3 - 4］，例如，mPEG 琥珀酸基琥珀酸酯（mPEG-SS），mPEG 琥珀酸基碳酸酯（mPEG-SC）等。

近来有研究表明：使用枝化 PEG 修饰剂比使用线形 PEG 修饰剂可使酶的活性保持得更好［5］，例如

在对尿酸酶的化学修饰研究中发现，如果用枝化 PEG 作为修饰剂，聚乙二醇化后酶活性为未修饰酶活

性的 32%，而使用线形 PEG，聚乙二醇化后酶活性仅为未修饰酶活性的 2 . 5%。另外，使用枝化的修饰

剂可以大大降低修饰产物的结构分散性，这在干扰素聚乙二醇化过程中得到很好的证明，用线形聚合物

修饰，产生 11 种位置同分异构体，而用枝化聚合物只有一个或两个赖氨酸残基能被聚乙二醇化［6］。

因此，枝化的 PEG 衍生物在药物修饰领域具有重大的应用价值。本文以多官能团的化合物为核，

以活化了的 mPEG 为外层分子，通过官能团反应，合成出一种具有核-壳结构的枝化 PEG 衍生物。由于

合成的枝化 PEG 衍生物在修饰药物时需要有活性位点，本文选择三羟甲基氨基甲烷（Tris）作为核材料，
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并通过氨基保护使产物分子保留了活性官能团，为其进一步的修饰反应提供了保障。产物分子通过红

外光谱分析、元素分析及分子量测定，结果表明产物为目标分子。

1 实验部分

1 .1 仪器与试剂

单甲氧基聚乙二醇（mPEG，Mn = 750），ACROS 公司；三羟甲基氨基甲烷（Tris），ACROS 公司；叔丁氧

羰基酸酐（（Boc）2O），吉尔生化；二氯亚砜、二甲基甲酰胺、二氯甲烷、无水乙醇、甲醇、无水乙醚等均为国

产分析纯试剂，使用前均进行了干燥处理。红外光谱仪，NicoIet Mangna IR-550 型，KBr 压片；元素分析

仪，USA，PE-2400II 型 CHN 元素分析仪；液质联用仪，AgiIent 1100 series LC-MSD；核磁共振仪，VarianINO-
VA-300 ，TMS 为内标，CDCI3 为溶剂。

1 .2 合成方法

1 .2 .1 单甲氧基聚乙二醇酰氯（mPEG-COCI）的制备

称取羧基化单甲氧基聚乙二醇（mPEG-COOH）0 . 5g（自制），加入到装有球形冷凝管的三口烧瓶中。

用滴液漏斗滴加二氯亚砜至过量，用氢氧化钠吸收氯化氢气体，室温搅拌反应 11。水泵减压蒸馏除去

过量的二氯亚砜，得到黄棕色固体，用无水乙醚洗涤 3 次，除去残余的二氯亚砜，置干燥器中干燥以备下

面实验。

1 .2 .2 三羟甲基氨基甲烷的氨基保护

反应式如下：

称取 1 . 2g（0 . 01moI）Tris，加 入 到 250mI 三 口 烧 瓶 中，加 60mI 无 水 甲 醇 搅 拌 溶 解 后，再 加 2 . 2g
（0 .01moI）（Boc）2O。50C下回流、搅拌反应 101，旋转蒸发完溶剂，得到白色固体，在水中重结晶，得到产

物 1 .8g，产率为 81 .8 。

1 .2 .3 核 - 壳型枝化大分子的合成

反应式如下：

CH3-O-（CH2CH2O）!-CH2CH2COCI + Boc-Tris!Boc-Tris-（mPEG）" ， " = 1 ~ 3

将 mPEG-COCI 溶于 30mI 二甲基甲酰胺中，加入 Boc-Tris（mPEG-COCI 与 Boc-Tris 的摩尔比为 3 1 1），

用氢氧化钠吸收反应产生的氯化氢尾气，在 50C下反应 51，减压蒸馏溶剂，至溶液体积约 10mI 左右停

止加热，冷却至室温，用无水乙醚沉淀，色谱柱分离得到淡黄色固体 0 .3g，产率为 55 。

2 结果与讨论

2 .1 三羟甲基氨基甲烷的氨基保护（Boc-tris）
2 .1 .1 Boc-Tris 的红外表征

Boc-Tris 的红外光谱如图 1 所示，在 2500 ~ 3560cm - 1处，原料 Tris 的氨基、羟基的宽强吸收峰消失，

同时 Tris 的伯胺基的面内弯曲振动峰 1588cm - 1消失，说明原料参与了反应，出现了氨基甲酸酯的组合

特征峰：3421cm - 1为 N-H 伸缩振动峰，1715cm - 1为 C = O 伸缩振动峰，1650cm - 1为 N-H 面内弯曲振动峰，

1250cm - 1为 N-CO-O 反对称伸缩振动峰。

2 .1 .2 Boc-Tris 的核磁共振表征

BocTris 的1HNMR 分析结果如图 2 所示，!= 1 .44（9H，Boc），3 .70（6H，-O（CH2OH）3），5 .32（3H，OH），

7 .92（-CONH）。

2 .1 .3 Boc-Tris 的 LC-MSD 的表征

Boc-Tris 的液质联用谱如图 3 所示，白色晶体经液相色谱分离后，在 # = 2 . 201min 处出现单峰，说明
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该晶体为纯净物，m / z = 221 处为分子离子峰而没有其他杂质峰，质谱仪采用常压化学电离（APCI）法，得

到的就是分子离子峰，几乎没有碎片离子峰。

通过红外、液质联用及核磁共振分析，表明得到的产物是目标产物。

图 1 Boc-tris 的红外谱图

Fig .1 Ft-IR spectra of Boc-tris
图 2 Boc-tris 的1HNMR 谱图

Fig .2 1HNMR spectra of Boc-tris

图 3 Boc-tris 的液质联用谱图

Fig .3 LC-MSD spectra of Boc-tris

2 .2 核—壳型枝化大分子（CSBM）的合成

2 .2 .1 CSBM 的纯化

由于 CSBM 的分子量是聚乙二醇的 3 倍多，它的分子体积较大，极性基团也较多，因而硅胶对它的

吸附作用强于对聚乙二醇的吸附，薄层色谱结果显示，聚乙二醇的 Rf = 0 . 80，CSBM 的 Rf = 0 . 5。比移

值的差别表明，产物中未反应的 mPEG 可以通过色谱柱分离法除去。

实验以 80 ~ 100 目的硅胶为填充剂，无水乙醚—无水甲醇（30 1 50）为展开剂，进行色谱柱分离。合

并含产物的淋下液，旋转蒸发，至少量溶液时，加无水乙醚沉淀，得到白色固体，干燥贮藏。

2 .2 .2 CSBM 的红外表征

图 4 CSBM 的红外谱图

Fig .4 Ft-IR spectra of CSBM

CSBD 的红外光谱如图 4 所示，1745cm - 1处出现较强的

酯键特征吸收峰，1110cm - 1为聚乙二醇 链 段 醚 键 伸 缩 振 动

吸收峰，说 明 mPEG 通 过 生 成 的 酯 键 接 上 了。1360cm - 1为

叔丁基面内弯曲震动峰，2888cm - 1为链骨架 C-H 伸缩振动

吸收峰。

表 1 CSBM 的元素分析结果

tab .1 the resuit of eiement anaiysis about CSBM

C H N 0
理论 54.2 8 .8 0 .6 36 .4
实测 51.5 8 .4 1 .0 39 .1

（下转第 70 页）
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201 - 214 .

［16］ Vaiiant L G . The Compiexity of Enumeration and Reiiabiiity Probiems［J］. SIAM Journai of Computing，1979（8）：410 - 421 .

（上接第 39 页）

2 .2 .3 CSBM 的元素分析

产物的元素分析结果如表 1 所示。由于采用 CHN 元 素 分 析 仪，所 以，表 中 氧 的 数 据 为 计 算 所 得。

实测值与理论值稍有偏差，可能是由于产物不是纯净物，核上连接的 mPEG 链不完全是三条，而是几种

链数的混合物。

2 .2 .4 CSBM 的分子量测定

本文应用凝固点降低法测定 CSBM 的分子量。以水作溶剂，!!" 值为 0 . 017C，计算出平均分子量

为 2188。

理论计算 CSBM 含三条链的分子量为 2591，含两条链的分子量为 1801，含一条链的分子量为 1011，

实测值为 2188，可以推断所得产物是含三条链和两条链的混合物，可能还含有少量一条链的。

! 结 论

以 Tris 为核，以酰氯化的 mPEG 为外层分子，通过官能团反应，合成出一种具有核—壳结构的枝化

PEG 衍生物，并通过 Boc 保护 Tris 的氨基，使产物分子保留了活性官能团，为其进一步的修饰反应提供

了保障。产物分子通过红外光谱分析、元素分析及分子量测定，结果表明产物为目标分子。
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