黏膜粘附性缺氧响应型壳聚糖胶束的制备与性能
袁帆，廖曦，陈献煌，彭志平*
（南昌大学 物理与材料学院，江西 南昌 330031）
[bookmark: _Hlk96424262][bookmark: _Hlk96424162][bookmark: _Hlk96271407]摘要：以2-硝基咪唑和6-溴己酸乙酯为原料，合成了缺氧响应型6-(2-硝基咪唑)己酸（NIHA），将其接枝改性壳聚糖合成了取代度分别为3.9%、6.3%和8.9%的两亲性壳聚糖-g-6-(2-硝基咪唑)己酰胺衍生物（CS-NID）。利用1HNMR、UV和FTIR表征了CS-NID的化学结构。CS-NID在水中能自组装形成纳米胶束，并采用DLS、Zeta电位和UV对胶束进行了表征。结果表明，CS-NID胶束的平均粒径为165~190 nm，粒径随NIHA取代度增加而减小。胶束具有优良的储存稳定性、黏膜粘附性、pH响应性和缺氧响应性。阿霉素（DOX）通过疏水相互作用被装载进胶束内，最大载药率（DLC）可达13.3%，最大包封率（DLE）可达44.3%。体外药物释放研究表明，CS-NID胶束具有明显的缺氧响应的药物释放行为，在正常生理环境（常氧，pH 7.4）中24h最大药物释放量仅为42%，而在缺氧的酸性（pH 5.4）条件下，2h内药物释放量高达65%，24h内药物释放量超过92%。
[bookmark: _Hlk96424294]关键词：黏膜粘附；缺氧响应；胶束；壳聚糖；2-硝基咪唑
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[bookmark: _Hlk96424343]Preparation and properties of mucoadhesive and hypoxia-responsive chitosan micelles
YUAN Fan, LIAO Xi, CHEN Xianhuang, PENG Zhiping*
(School of Physics and Materials, Nanchang University, Nanchang, 330031, Jiangxi, China)
[bookmark: _Hlk96424479][bookmark: _Hlk96294123][bookmark: _Hlk96294779][bookmark: _Hlk96294737]Abstract: The hypoxia-responsive 6-(2-nitroimidazole) hexanoic acid (NIHA) was synthesized using 2-nitroazole and 6-bromohexanoic acid ethyl ester. The amphiphilic chitosan-g-6-(2-nitroimidazole) hexanamide derivatives (CS-NID) with substitution degrees of 3.9%, 6.3% and 8.9% were obtained by grafting NIHA onto the chitosan macromolecule. The structure of CS-NID conjugates was confirmed by 1H NMR, UV and FT-IR. The micelles were obtained by the self-assembly of CS-NID in aqueous solution and characterized by DLS, Zeta potential and UV. The average size of CS-NID micelles was about 165-190 nm and decreased with increasing the substitution degrees of NIHA. The CS-NID micelles exhibited excellent storage stability, mucoadhesion and hypoxia responsiveness. Doxorubicin (DOX) was encapsulated in micelles by the hydrophobic interaction, and the maximum drug loading content (DLC) and loading efficiency (DLE) of CS-NID micelles were 13.3% and 44.3% respectively. In vitro drug release showed that DOX was released from CS-NID micelles with a distinctly hypoxia-responsive manner. Only 42% of loaded Dox was released from the CS-NID micelles under normoxic conditions over 24h. Notably, about 65% of loaded DOX was released from the CS-NID micelles under hypoxic conditions in 2h, and over 92% DOX was released within 24 h under hypoxic conditions.  
Key words: mucoadhesive; hypoxia responsive;micelles;chitosan; 2-nitroimidazole
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[bookmark: _Hlk96424654][bookmark: _Hlk96175355]缺氧与癌症、心脏病、类风湿性关节炎和血管疾病等密切相关[1-2]。比如，实体肿瘤部位的氧分压一般低于5~10 mmHg，在肿瘤的核心区域，氧分压甚至可达到0mmHg[1]，远低于正常组织氧分压(30~50 mmHg)[2]。基于实体瘤内部普遍存在的这种缺氧特性，缺氧响应型纳米载体用于递送抗癌药物被认为是一种有效的治疗策略[3]。具有良好的常氧稳定性和低氧还原性的硝基咪唑、硝基苯类和偶氮类化合物被广泛用作缺氧敏感基团构建缺氧响应型纳米载体[4]。这类纳米载体可装载各种抗肿瘤药物，在常氧条件下能稳定存在，而在肿瘤缺氧环境中缺氧敏感基团会被还原，导致纳米载体解体，从而响应肿瘤缺氧微环境特异性快速释放装载的药物，提高肿瘤部位的药物浓度，增强药物的抗肿瘤效果并降低毒副反应。
[bookmark: _Hlk96176040][bookmark: _Hlk96179112][bookmark: _Hlk96328830][bookmark: _Hlk96330072]2-硝基咪唑（NI）被广泛地用于缺氧响应型纳米药物载体的构建。在肿瘤缺氧微环境中，硝基还原酶活性升高且过度表达[5]，疏水性的硝基在硝基还原酶的作用下可迅速还原为亲水性氨基，导致纳米药物载体发生解离并伴随药物的突释[4-6]。THAMBI等[7]将2-硝基咪唑衍生物与羧甲基葡聚糖偶联制备了装载DOX的纳米胶束(CM-Dex NPs)，体内生物分布研究表明，CM-Dex NPs选择性地集聚在缺氧的肿瘤组织中，并证明了其作为纳米药物载体具有缺氧响应快速释药能力。HE等[8]将2-硝基咪唑衍生物接枝支化聚乙烯亚胺（PEI-NI），同时将透明质酸（HA）与光敏剂Ce6结合制备了HA-Ce6，将这两者混合自组装并负载DOX制备了缺氧响应的纳米胶束，用于选择性癌症治疗的光动力疗法。光敏剂Ce6在光照射下创造了缺氧环境，纳米胶束经缺氧触发导致DOX的释放。该纳米胶束可以促进药物在肿瘤部位的积累，肿瘤的重量和体积得到显着抑制，并且在35d内观察到显著延长的生存期。AHMAD等[9]将6-(2-硝基咪唑)己胺（NI-NH2）接枝到甲氧基聚(乙二醇)-b-聚(谷氨酸)聚合物上制备装载DOX的纳米胶束，实现了缺氧响应的药物释放。张蓓等[10]合成了接枝NI-NH2的透明质酸，通过自组装制备了负载DOX的纳米胶束，证实了该载药胶束具有敏感的缺氧响应性。DENG等[11]合成了聚乙二醇-b-聚甲基丙烯酸（PEG-b-PMAA）嵌段共聚物，然后接枝NI-NH2合成了两亲性的嵌段共聚物PEG-b-P(MAA-co-NIMA)，研究表明，装载DOX的PEG-b-P(MAA-co-NIMA)载药胶束可实现缺氧响应的DOX快速释放，与常氧条件相比，在缺氧条件下载药胶束对293T细胞显示出更高的细胞毒性。但是目前缺氧响应型纳米载体的设计都是基于静脉注射给药方式，期望通过增强渗透性和滞留性（EPR）效应被动靶向实现载药纳米粒子在肿瘤部分富集，从而提高药物在肿瘤部分的浓度和疗效。然而，在研究中发现EPR效应的效果仍存疑，载药纳米粒子经系统给药后大约只有0.7%的剂量能达到实体肿瘤[12]。因此，迫切需要开发非注射给药方式的纳米药物[13]。
[bookmark: _Hlk103865656]黏膜给药系统是将载药系统施用于腔体黏膜部位，经黏膜吸收进入体内起到局部治疗或引发全身治疗的一种新型给药方式。其可以对病灶部位定点给药、延长载药纳米粒子在黏膜组织的停留时间，提高药物浓度梯度和生物利用度[14]，尤其适用于口腔、鼻腔、直肠、呼吸道和阴道等部位的黏膜给药。而增强纳米粒子与黏膜的粘附性和有效突破黏液屏障是提高黏膜给药系统效率的关键[14]。壳聚糖（CS）是自然界中唯一的天然碱性多糖，具有优良的生物相容性、生物降解性、抗菌活性、低免疫原性和低毒性，是一种理想的药物载体材料[15]。带正电荷的壳聚糖可以与带负电荷的黏液通过静电吸引、氢键和疏水相互作用形成复合物，从而表现出优异的黏膜粘附性，并且壳聚糖可以打开上皮细胞的紧密连接，从而增强纳米粒子对黏膜的渗透性[16]。因此，壳聚糖被广泛应用于构建黏膜粘附性给药系统[17-19]。
[bookmark: _Hlk96270643]本文选用具有优异黏膜粘附性的壳聚糖作为骨架，利用缺氧响应特性的6-(2-硝基咪唑)己酸接枝改性壳聚糖，合成了两亲性壳聚糖-g-6-(2-硝基咪唑)己酰胺（CS-NID）。将CS-NID在水中进行自组装并负载阿霉素制备了一种黏膜粘附性的缺氧响应型纳米胶束。表征了胶束的尺寸、Zeta电位、形貌、储存稳定性、黏膜粘附性和缺氧响应性。考察了胶束在常氧和缺氧条件下的药物释放性能，以期为黏膜粘附性缺氧响应型纳米药物载体的开发提供新的思路和实验基础。



1 实验部分
1.1 试剂与仪器
[bookmark: _Hlk96424724][bookmark: _Hlk96023705]2-硝基咪唑（2-NI，质量分数为98%），Ark Pharm试剂；碳酸钾（K2CO3，质量分数>99%）、6-溴己酸乙酯（质量分数>98%）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，质量分数为98%）、盐酸阿霉素（DOX·HCl，质量分数>98%）、三乙胺（TEA，质量分数≥99%）、1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐（EDC·HCl，质量分数≥97%）、芘（质量分数为98%）、连二亚硫酸钠（Na2S2O4，质量分数88%），Adamas试剂；壳聚糖（CS，数均相对分子质量为50000），浙江金壳药业股份有限公司；二甲基亚砜（DMSO），N,N-二甲基甲酰胺（DMF）、乙酸乙酯，化学纯，天津大茂化学试剂有限公司；β-烟碱腺嘌呤二核苷磷酸盐四钠盐还原型（NADPH，质量分数为97%）、D-无水葡萄糖（Gl，质量分数为96%）、葡萄糖氧化酶（GOx，酶活性为100 unit/mg），阿拉丁试剂有限公司；猪胃粘蛋白，BR级，上海源叶生物科技有限公司。
[bookmark: _Hlk95249700]UV-3100型紫外分光光度计，上海美普达仪器有限公司； 400MHz全数字化核磁共振谱仪(NMR)，美国Agilent公司；Omni多角度粒度及高灵敏Zeta电位分析仪，美国Brookhaven Instruments公司；傅里叶变换红外光谱仪（FTIR），美国Perkin Elmer公司；F-4600型荧光分光光度计，日本Hitachi公司； JEM-2100型透射电子显微镜（TEM）, 日本JEOL公司。 
1.2 方法
[bookmark: _Hlk96424751]6-(2-硝基咪唑)己酸（NIHA）根据文献[20-21]方法并进行了一些改进合成，之后将其接枝改性壳聚糖合成了CS-NID。CS-NID合成路线如图1a所示：




图1接枝6-(2-硝基咪唑)己酸的壳聚糖衍生物（CS-NID）的合成(a), CS-NID胶束的制备与缺氧响应药物释放示意图(b)
Fig. 1 (a) Synthetic 6-(2-nitro-1-imidazolyl) hexanoic acid grafted chitosan derivative (CS-NID), (b) Schematic of fabrication of CS-NID micelles and hypoxia-responsive drug release 

1.2.1 [bookmark: _Hlk96424910]6-（2-硝基咪唑）己酸（NIHA）的合成                                                       
[bookmark: _Hlk95676213][bookmark: _Hlk95676236]将2-硝基咪唑（0.565g，5mmol）、碳酸钾（1.104g，8mmol）置于100mL带支口的烧瓶中，加入30mL DMF，将6-溴己酸乙酯（1.191g，5.25mmol）逐滴滴入烧瓶中，110℃反应3h。反应结束后，旋干溶剂，加入适量超纯水，用40mL乙酸乙酯萃取，收集有机层，依次经饱和食盐水以及超纯水洗涤后，再用无水Na2SO4干燥过夜，过滤，旋干溶剂，室温真空干燥，得到1.02g黄色油状物，产率为80%。向产物中加入1mol/L的NaOH溶液（60 mL），搅拌至有机物全部溶解，在冰浴条件下逐滴滴加质量分数为37%的浓盐酸调节pH至2.0左右，加入40mL乙酸乙酯萃取，收集有机层，用超纯水洗涤3次后，无水Na2SO4干燥，过滤，旋干溶剂，真空干燥，得到0.454g浅黄色固体即为6-（2-硝基咪唑）己酸（NIHA），产率为50%。
1.2.2 [bookmark: _Hlk95675902]接枝6-(2-硝基咪唑)己酸的壳聚糖衍生物（CS-NID）的合成
[bookmark: _Hlk95676269][bookmark: _Hlk103720293]将壳聚糖（403mg，-NH2含量2.5mmol）溶解在质量分数1%的稀盐酸溶液中；另将6-(2-硝基咪唑)己酸（227mg，1mmol）、EDC·HCl （383.4mg，2mmol）和NHS（230mg，2mmol）溶解在20mL的DMF中，室温下活化1h。然后，将上述混合溶液逐滴滴加至壳聚糖溶液中，室温下反应24h，将反应后的溶液转移至透析袋（截留相对分子质量为3500）中，超纯水中透析2d，-55℃冷冻干燥，4℃低温保存。改变壳聚糖与NIHA投料比分别为1:1、1:2和1:3反应得到NID取代度分别为3.9、6.3和8.9的CS-NID，分别记为CS-NID3.9、CS-NID6.3和CS-NID8.9。。
1.2.3 CS-NID胶束的制备
[bookmark: _Hlk103720350]空白胶束的制备：将CS-NID（10mg，2×10-4mmol）溶解在质量分数1%的稀盐酸溶液中，完全溶解后，冰浴、超声条件下（P=100W，工作2s，间歇2s，10min）将5mL的DMSO逐滴滴加至CS-NID溶液中，将溶液转移至截留相对分子质量为3500的透析袋中，透析24h除去DMSO后得到CS-NID胶束。
装载DOX的胶束的制备：将DOX·HCl（30mg，0.052mmol）溶解在30mL的DMSO中，制成1g/L的溶液，然后加入30uL的三乙胺，室温避光搅拌过夜，得到脱除HCl的DOX。将CS-NID（10mg，2×10-4 mmol）溶解在pH=3.0的盐酸水溶液中，冰浴、超声条件下（P=100W，工作2s，间歇2s，10min）将5mLDOX的DMSO溶液（共2mg DOX）逐滴滴加至CS-NID溶液中，将胶束溶液转移至截留相对分子质量为3500的透析袋中，透析24h除去DMSO和未包裹的DOX，制得装载DOX的胶束（DOX@CS-NID）。
1.3  结构表征与性能测试
[bookmark: _Hlk96425012]临界胶束浓度（CMC）的测定：采用芘荧光探针法测定胶束的CMC[10]，配制一系列质量浓度分别为0.25、0.1、0.075、0.05、0.025、0.01、0.0075、0.005、0.0025、0.001g/L的CS-NID胶束溶液（溶液中芘的最终浓度为6×10-7mol/L），室温下避光振荡12h，测定溶液中芘的荧光发射光谱，激发波长336nm，激发狭缝宽度5.0nm，扫描波长范围为360 ~480nm。
[bookmark: _Hlk96003493]胶束的粒径与Zeta电位测定：采用Omni多角度粒度及高灵敏Zeta电位分析仪在25℃下测定胶束（质量浓度0.33g/L）的流体力学直径（波长λ= 640nm, 角度=90o, 测量次数n=3）和Zeta电位值（波长λ= 640nm，扫描次数=30, 平衡时间=300s, 测量次数n=3）。通过测定相同条件下10d内的胶束粒径和Zeta电位的变化评估胶束的稳定性。
胶束的形貌和尺寸通过TEM观察，样品的制备过程参考文献[6]，将胶束溶液滴在带有铜网的透射碳膜上，等水几乎挥发后，滴加适量质量分数为1%的磷钨酸溶液进行染色。
[bookmark: _Hlk95992265][bookmark: _Hlk95991922]采用粘蛋白微粒结合法评价胶束的黏膜粘附性[22]：将20mg猪胃粘蛋白分散在4mL醋酸盐缓冲液（2mmol/L，pH=4）中，37℃孵育12h，然后用细胞粉碎机超声30min，4000r/min离心30min，收集上清液，测量粘蛋白的粒径大小。将CS-NID胶束溶液与等体积的粘蛋白分散液混合均匀，37℃培育30min，然后测定混合后的CS-NID胶束和粘蛋白结合物的粒径。
载药率（DLC）和包封率（DLE）的测定：由紫外光谱测定DOX在DMSO中的标准工作曲线为 y=0.02272x-0.00584，R2=0.9994。将载药胶束稀释至CMC以下，冻干后再用DMSO复溶，由紫外光谱根据标准工作曲线测定DOX的质量。DLE和DLC按式（1）和式（2）进行计算：
[bookmark: _Hlk84242257][bookmark: _Hlk96425063]   （1）
[bookmark: _Hlk84242290]    （2）
[bookmark: _Hlk95251069][bookmark: _Hlk96022156]胶束的缺氧响应性：将新鲜制备的0.33g/L的CD-NID胶束经3g/L的Na2S2O4分别处理1、2、3、6、12h，测定不同处理时间紫外光谱变化、胶束的粒径和Zeta电位值的变化。
[bookmark: _Hlk103721134][bookmark: _Hlk95252529][bookmark: _Hlk103863588][bookmark: _Hlk96003442][bookmark: _Hlk96025155][bookmark: _Hlk95252764]缺氧条件下体外药物释放：将3mL装载DOX的CD-NID胶束转移至截留相对分子质量为3500的透析袋中，然后将透析袋浸没在含Gl（20mmol/L）+GOx（酶活性4unit/mL）+NADPH（100mol/L）的PBS（0.01mol/L，pH=7.4）溶液中，密封，间隔一定时间取出3mL溶液，用紫外-可见光谱-标准曲线法测定释放溶液中的DOX含量，同时立即补充3mLGl（20mmol/L）+GOx（酶活性4unit/mL）+NADPH（100mol/L）的PBS溶液。
[bookmark: _Hlk95252344][bookmark: _Hlk96073875]常氧条件下的体外药物释放：将3mL装载DOX的CD-NID胶束转移至截留相对分子质量为3500的透析袋中，然后将透析袋浸没在含有100mol/L NADPH的PBS (0.01mol/L， pH=7.4或pH=5.4)溶液中，间隔一定时间取出3mL溶液，测定溶液中的DOX含量，同时立即补充3mL新鲜的含有100mol/L NADPH的PBS溶液。
2  结果与讨论
[bookmark: _Hlk96425476]2.1 CS-NID的表征
[bookmark: _Hlk96425504][bookmark: _Hlk95676593][bookmark: _Hlk95676682][bookmark: _Hlk95677363][bookmark: _Hlk95678988][bookmark: _Hlk95679104]    采用如图1a所示的路线合成CS-NID。首先，由2-硝基咪唑与6-溴己酸乙酯反应合成6-(2-硝基咪唑)己酸。然后，将6-(2-硝基咪唑)己酸通过酰胺化反应被接枝到壳聚糖分子链上，制得CS-NID。6-(2-硝基咪唑)己酸的1HNMR谱图如图2a所示。图2a中，δ=7.66（标记为m）和δ=7.13（标记为n）处为硝基咪唑环上的质子峰[20]，δ=12（标记为z）处对应于羧基的质子峰。同时ESI-MS的测试结果为m/Z ：226.08[M-H]-，证实成功合成了6-(2-硝基咪唑)己酸。CS-NID的1HNMR谱如图2b 所示。图2b中，δ=2.9~3.1处为C2葡糖胺环相关的质子峰（标记为2）[23]，δ=7.0和7.3处为硝基咪唑环上质子峰（标记为n和m）。取代度（DS）定义为每100个壳聚糖重复结构单元上接枝的NID平均数，可以通过1HNMR图中峰n+m积分面积与峰2积分面积比近似计算。本实验合成了DS分别为3.9%、6.3%和8.9%的CS-NID，分别用CS-NID3.9、CS-NID6.3和CS-NID8.9表示。更高DS的CS-NID在水中的溶解性变差，如DS=11.1%的CS-NID，室温下高速搅拌3d仍不溶解。所以，本文应用取代度较低的CS-NID3.9、CS-NID6.3和CS-NID8.9来制备胶束。
6-(2-硝基咪唑)己酸、CS和CS-NID的紫外光谱如图2c所示。CS在250~400nm波长范围内没有特征吸收峰，6-(2-硝基咪唑)己酸和CS-NID在325nm附近均出现了硝基咪唑上硝基的特征峰。所以，紫外光谱证实了6-(2-硝基咪唑)己酸被接枝到壳聚糖大分子链上。-----。
图2d为CS-NID的红外光谱图。在3357cm-1附近显示出壳聚糖宽的―OH伸缩振动吸收峰，2892和1080cm-1处峰与吡喃环的C―H和C―O伸缩振动有关[23]，1642cm-1处为酰胺Ⅰ带的吸收峰，1536cm-1处为咪唑环上C=N伸缩振动吸收峰，1487和1360cm-1处对应于硝基咪唑中硝基的对称和反对称伸缩振动吸收[9]。所以，红外光谱中硝基咪唑环特征峰的出现证实了CS-NID的成功合成。

[bookmark: _Hlk96425840]





[bookmark: _Hlk95918634][bookmark: _Hlk96079634][bookmark: _Hlk96079651]图2 6-(2-硝基咪唑)己酸在氘代二甲基亚砜(CD3)2SO）中(a)和CS-NID在D2O中(b)的核磁谱图； 6-(2-硝基咪唑)己酸、CS和CS-NID的紫外光谱(c)； CS-NID的红外光谱图(d)
Fig.2 1H NMR spectra of (a) 6-(2-Nitroimidazole) hexanoic acid in (CD3)2SO and (b) CS-NID in D2O, (c) UV-Vis spectra of 6-(2-Nitroimidazole) hexanoic acid, CS and CS-NID, (d) FT-IR spectrum of CS-NID

[bookmark: _Hlk95980296][bookmark: _Hlk96425684]2.2 CS-NID胶束的表征
[bookmark: _Hlk96001741][bookmark: _Hlk95936893][bookmark: _Hlk95921149][bookmark: _Hlk95919112][bookmark: _Hlk95922034][bookmark: _Hlk95922728][bookmark: _Hlk95923040][bookmark: _Hlk100926693][bookmark: _Hlk100926011][bookmark: _Hlk103848990]   CS-NID在水中自组装形成胶束的示意图见图1b，由于接枝的6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团的疏水性，CS-NID表现出两亲性，在较低取代度条件下可在水中自组装形成胶束。本实验通过超声法分别采用CS-NID3.9、CS-NID6.3、CS-NID8.9制备了一系列CS-NID胶束和装载DOX的胶束（DOX@CS-NID）。临界胶束浓度（CMC）常用于评估胶束的热力学稳定性， CMC越小，越容易形成稳定的胶束。芘的单体态荧光具有五重峰的精细结构，第一发射峰（[0，0]跃迁）与第三发射峰（[0，2]跃迁）的荧光强度之比（I1/I3）随溶剂极性的增大而增大，其对聚合物质量浓度的依赖性能敏感真实地反映出聚合物在水中的聚集状态，常被用于测定两亲性聚合物的CMC[24]。图3a为芘在不同质量浓度的CS-NID8.9溶液中的荧光发射光谱。可知，芘在CS-NID8.9溶液中的第一发射峰和第三发射峰分别位于377和387nm。图3b为I377/I387比值随CS-NID8.9质量浓度变化的曲线。由图3b可知，CS-NID8.9质量浓度从0.001g/L增加至0.25g/L时，I377/I387从1.9左右减小至约1.5，说明芘从极性的水溶液中被增溶到了极性较低的强疏水的胶束内。从图3b曲线两切线的交点可求得CS-NID8.9的CMC为0.027g/L，类似地可求得CS-NID3.9和CS-NID6.3胶束的CMC分别为0.059和0.04g/L。说明随着疏水基团NIHA取代度增加，CS-NID聚合物的疏水作用力增强，从而可在更低浓度形成稳定的胶束。CS-NID的CMC与文献报道的可稳定胶束化的十六烷酸（PA）或十八烷酸（SA）接枝的壳聚糖（CS-g-PA，DS=5.4%，CMC=0.057g/L；CS-g-SA，DS=5.6%，CMC=0.039g/L）[25]和视黄酸（RA）接枝的壳聚糖（CS-g-RA，DS=2.3%~19.6%，CMC=0.08~0.026g/L）[26]一致，说明CS-NID具有优异的胶束化和抗稀释能力。如图3b所示，CS-NID8.9经Na2S2O4缺氧处理后的I377/I387在CS-NID质量浓度低于0.25g/L时保持在1.8~1.9之间，即使是CS-NID的质量浓度高达1.0g/L时，CS-NID8.9的I377/I387仍高于1.65，表明芘一直处于亲水环境中，体系内没有形成强疏水的聚集区，说明在经Na2S2O4缺氧处理后CS-NID中疏水的6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团被还原成亲水的6-(2-胺基咪唑)己酰胺基团，聚合物丧失了两亲性。




  [image: ]
[bookmark: _Hlk95894240][bookmark: _Hlk95896571]图3不同浓度的CS-NID8.9胶束溶液中芘的荧光发射光谱(a)； CS-NID8.9在常氧和缺氧条件下的I377/I387与质量浓度关系曲线(b)； CS-NID8.9胶束在常氧和缺氧条件下的粒径分布曲线(c)； CS-NID8.9胶束的TEM图(d)
[bookmark: _Hlk95907780][bookmark: _Hlk100935816][bookmark: _Hlk96081910]Fig.3 (a) Emission spectra of pyrene in different concentrations of CS-NID8.9 micelles, (b) Plots of the fluorescence intensity ratios I377/I387 intensity from emission spectra of pyrene as a function of of CS-NID8.9 micelles under normoxia and hypoxia condition, (c) Size distribution of CS-NID8.9 micelles under normoxia and hypoxia condition, (d) TEM image of CS-NID8.9 micelles


表1 不同取代度的CS-NID 和DOX@CS-NID 胶束的性能对比
Table1 Performance comparison of CS-NID and DOX@CS-NID micelles with different degrees of substitution
	样品
	粒径/nm
	多分散性
	Zeta电位/mV
	稳定性
	载药率/%
	包封率/%

	CS-NID3.9
	190±0.31
	0.21±0.01
	29.07±4.89
	Good
	-
	-

	CS-NID6.3
	182±3.31
	0.262±0.01
	27.55±2.53
	Good
	-
	-

	CS-NID8.9
	165±0.94
	0.174±0.001
	37.04±2.25
	Good
	-
	-

	DOX@CS-NID3.9
	92±0.49
	0.248±0.008
	34.73±2.43
	Good
	11.7
	39.1

	DOX@CS-NID6.3
	97±0.83
	0.250±0.007
	32.35±3.74
	Good
	13.3
	44.3

	DOX@CS-NID8.9
	114±1.67
	0.249±0.006
	31.06±3.37
	Good
	11.9
	39.6



[bookmark: _Hlk95937611][bookmark: _Hlk103866003][bookmark: _Hlk100934661][bookmark: _Hlk95938843][bookmark: _Hlk96426403][bookmark: _Hlk95939059]CS-NID胶束的粒径分布和Zeta电位测试结果如图3c和表1所示。CS-NID3.9、CS-NID6.3和CS-NID8.9在水中形成的胶束平均粒径分别约为190、182和165nm，平均粒径随疏水的6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团取代度增大而减小。这是因为随壳聚糖取代度增加，CS-NID聚合物疏水性增大，会自组装形成更致密的胶束。因此可以通过调节取代度来调控胶束的粒径。同时测定了CS-NID8.9胶束在常氧pH5.4的PBS溶液中的粒径分布，发现平均粒径会增大至237nm，同时粒径多分散指数增大至0.273，但仍保持单峰分布，表明CS-NID胶束具有一定的pH敏感性，在酸性条件下胶束会因壳聚糖大分子链上胺基的质子化而溶胀但不会发生解体。如表1所示，CS-NID3.9、CS-NID6.3和CS-NID8.9三种胶束的Zeta电位分别为29.07、27.55和37.04mV，均带正电荷。这是由于壳聚糖大分子链上的氨基使得CS-NID胶束带大量正电荷，较高的正Zeta电位值有利于胶束稳定存在。图3d为CS-NID8.9胶束的TEM图。干胶束粒径为130~200nm，粒径分布较宽，呈现明显的球形结构。为进一步评估胶束的稳定性，测定了CS-NID8.9胶束在10d内的粒径和Zeta电位的变化，结果见图4。如图4所示，10d内胶束的流体力学直径在162nm附近有较小范围波动，Zeta电位值在（30±5）mV范围内波动，说明CS-NID8.9胶束有良好的储存稳定性，具备作为纳米药物载体的潜力。
[bookmark: _Hlk103865777]CS-NID胶束的黏膜粘附性通过测量胶束与市售的猪胃粘蛋白相互作用前后的粒径变化来评估[22]，结果见图5。如图5所示，充分超声分散后的粘蛋白（5g/L）的粒径呈多峰分布，由平均粒径10nm左右的单聚体、100nm左右的粘蛋白胶体粒子和490nm左右的聚集体组成。将CS-NID胶束与等体积的粘蛋白分散液混合均匀，37℃培育30min后，体系中只有平均粒径约400nm的窄分布单峰，这与文献中壳聚糖与粘蛋白黏附形成的胶体粒子的尺寸一致[22]。说明CS-NID胶束与粘蛋白间具有很强的黏附力，能破坏粘蛋白本身的大尺寸聚集体，与粘蛋白形成尺寸均一的复合物。如表1所示，CS-NID纳米胶束的Zeta电位约为30mV，胶束中的壳聚糖大分子链带有大量的正电荷，而粘蛋白本身带负电荷[16]，两者之间强烈的静电相互作用赋予CS-NID胶束优良的黏膜粘附性能。


图4 10d内CS-NID8.9胶束粒径和Zeta电位变化
Fig.4 Variation of particle size and Zeta potential of CS-NID8.9 micelles within 10 days


[bookmark: _Hlk95995348]图5猪胃粘蛋白与CS-NID胶束结合前后的粒径分布曲线
Fig.5 Size distribution diagrams of pig gastric mucin both before and after interaction with CS-NID micelles
[bookmark: _Hlk96005468]2.3 CS-NID胶束的载药性能
[bookmark: _Hlk96001414][bookmark: _Hlk96001853][bookmark: _Hlk96001921][bookmark: _Hlk96011828][bookmark: _Hlk96004521][bookmark: _Hlk96001982][bookmark: _Hlk96097759][bookmark: _Hlk96002048][bookmark: _Hlk103866040]    将脱HCl后的DOX与CS-NID溶液共混通过自组装制备了原位装载DOX的胶束DOX@CS-NID。不同取代度的DOX@CS-NID粒径和Zeta电位如表1所示。由表1可知，DOX@CS-NID3.9、DOX@CS-NID6.3和DOX@CS- NID8.9的平均粒径分别约为92、97和114nm，相较于未载药胶束粒径明显减小。这是由于6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团与DOX的疏水相互作用将DOX装载进胶束内，使得载药胶束结构更加紧密导致粒径减小[10]。其中，与DOX@CS-NID6.3和DOX@CS- NID8.9相比，取代度较低的DOX@CS-NID3.9粒径减小量相对最大，这是由于CS-NID3.9大分子链中疏水的6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团含量最低，自组装形成胶束的驱动力较弱，导致形成的CS-NID3.9胶束本身结构比较疏松，装载DOX后的疏水相互作用导致胶束结构紧密，尺寸大幅收缩。载药胶束较小的粒径（<200nm）有利于胶束在黏膜上的粘附与渗透[29]。
[bookmark: _Hlk96293308]    不同取代度的CS-NID胶束的载药率（DLC）和包封率（DLE）如表1所示。三种取代度的胶束的最大DLC可达13.3%，最大DLE为44.3%，表明CS-NID胶束能高效地装载DOX。取代度较低的DOX@CS-NID3.9的DLC和DLE相对较低，这是由于CS-NID3.9胶束的疏水性相对较弱，与DOX的疏水相互作用相对较小，从而导致负载更少的DOX。
[bookmark: _Hlk96022799][bookmark: _Hlk103865926]2.4 CS-NID胶束的缺氧响应特性
   硝基咪唑基团上的硝基（―NO2）在缺氧条件下先通过两电子转移还原成中间体亚硝基咪唑，再通过两电子转移进一步还原为羟胺咪唑，最后通过两电子转移过程还原为亲水的胺基（―NH2）[4]。如图1b所示，CS-NID胶束中疏水的6-(2-硝基咪唑)己酰胺基团在缺氧条件下还原成亲水性6-(2-胺基咪唑)己酰胺基团，从而使得CS-NID丧失两亲性，导致胶束解体，表现出缺氧响应性。
[bookmark: _Hlk103863358][bookmark: _Hlk96011861][bookmark: _Hlk96021494][bookmark: _Hlk96010824][bookmark: _Hlk96025502][bookmark: _Hlk96021380]为验证CS-NID胶束的缺氧响应性，采用连二亚硫酸钠（Na2S2O4）构建缺氧环境。研究表明，在加入Na2S2O4 1h后水中的溶解氧降低至0.5mg/L, 体系内氧分压低于9mmHg，并且可以维持缺氧环境5h以上[10]，同时Na2S2O4可以为硝基咪唑的还原提供电子。经Na2S2O4处理的胶束用紫外-可见光谱实时监测其吸收峰的变化，结果见图7a。如图7a所示，经Na2S2O4处理1h后，2-硝基咪唑上的―NO2在325nm处的特征吸收峰强度减弱了一半，在2h时—NO2的吸收峰完全消失，证实―NO2在缺氧环境中被还原。如图3c所示，CS-NID8.9胶束经3g/L 的Na2S2O4 溶液处理1h后在800nm附近出现了明显的大尺寸粒子，表明胶束开始溶胀解体。
[bookmark: _Hlk103850159]Na2S2O4处理不同时间后CS-NID8.9胶束的粒径和Zeta电位变化如图7b和c所示。随着处理时间的增加，胶束的流体力学直径快速增大，粒径分布变宽，在12h后，粒径由处理前的162 nm增大至1334.13nm，同时，胶束的多分散系数（PDI）由处理前的0.134变为0.312。CS-NID8.9胶束的Zeta电位值从处理前的+27.55mV降至+7.96mV（处理1h后），之后维持在+10mV左右（处理1~12h），说明胶束从高度稳定的状态转变为不稳定状态。这些结果共同证明了在缺氧条件下，硝基被还原，CS-NID胶束开始溶胀解体，表现出明显的缺氧响应性。






图7 CS-NID8.9胶束（0.33g/L）在Na2S2O4 （3g/L）溶液中1、2、3、6和12h后的紫外光谱(a)，粒径和多分散性(b)和Zeta电位(c)
Fig.7 (a) UV-Vis spectra, (b)particle size and PDI, (c) Zeta potential of CS-NID8.9 micelles (0.33mg/mL) in Na2S2O4 (3mg/mL) solution for 1, 2, 3, 6 and 12h. (SD=3)
2.5 CS-NID胶束的药物释放性能
[bookmark: _Hlk96024204][bookmark: _Hlk96025318]   为探究CS-NID胶束作为缺氧响应药物载体的应用，测定了DOX@CS-NID8.9在常氧和缺氧条件下的DOX释放曲线。由于Na2S2O4会猝灭DOX的荧光[6]，无法用紫外光谱测试DOX的释放浓度，所以体外药物释放实验的缺氧环境根据文献报道采用葡萄糖氧化酶（GOx）+葡萄糖（Gl）+β-烟碱腺嘌呤二核苷磷酸盐四钠盐还原型（NADPH ）构建[27-28]，耗氧的过程可由以下反应式表示：
    （3）
[bookmark: _Hlk103863437][bookmark: _Hlk96025460]NADPH的作用是为硝基咪唑还原成氨基咪唑提供电子。研究表明在pH7.4的水溶液中溶解氧的饱和浓度约为200mol/L，在敞开体系持续搅拌条件下，约2mmol/L的Gl就可以耗尽96%以上的溶解氧并且在很长的时间内维持缺氧环境[27]。本实验采用Gl（20mmol/L）+GOx（酶活性4unit/mL）+NADPH（100mol/L）的PBS溶液（pH7.4）构建缺氧环境，经测定，体系pH在30min内由7.4很快下降至5.4左右，证实耗氧反应发生，此条件下体系中残留的氧分压低于4mmHg。
[bookmark: _Hlk96025605][bookmark: _Hlk96025518][bookmark: _Hlk96025582][bookmark: _Hlk96025561][bookmark: _Hlk96088280][bookmark: _Hlk96081808]图8a为CS-NID8.9胶束在常氧和缺氧条件下的紫外光谱。可见在Gl+GOx+NADPH构建的缺氧环境中，―NO2在325nm的紫外特征吸收峰消失，在280nm附近出现了―NH2的特征峰且峰的强度与原―NO2强度相近，证实―NO2被还原成―NH2，表明Gl+GOx+NADPH体系可以模拟缺氧环境促使硝基咪唑发生还原。
[bookmark: _Hlk96081779][bookmark: _Hlk96081684][bookmark: _Hlk99889309][bookmark: _Hlk96035072][bookmark: _Hlk96035099][bookmark: _Hlk100920550][bookmark: _Hlk96293583][bookmark: _Hlk100936726]图8b为DOX@CS-NID8.9在常氧（pH7.4和pH5.4）和缺氧条件下的DOX释放曲线。在常氧pH7.4条件下，前3h内DOX释放量为39%，这是由于吸附在胶束表面和壳层的DOX自由扩散而产生释放。之后随时间推移药物释放量缓慢增加，6h达到释放平衡，约有42%的DOX被释放，说明常氧下约有58%的DOX被稳定地装载于胶束内不会被释放。在常氧pH5.4条件下，DOX的释放速率明显加速，前3h内DOX释放量为48%，24h内约有63%的DOX被释放。这是由于在酸性条件下壳聚糖大分子链上的自由胺基被质子化，导致CS-NID胶束亲水性增强，胶束溶胀表现出pH敏感的释放行为。而在缺氧条件下，前2h内约有65%的DOX快速释放，之后随时间推移药物释放量继续增加，24h内DOX释放量超过92%。如图1b所示，在缺氧环境下由于―NO2被还原成―NH2，同时由于壳聚糖大分子链上自由胺基的质子化，导致CS-NID胶束迅速解体，包埋在胶束内的DOX快速且接近完全地释放。这表明在正常生理环境（常氧，pH7.4）中，CS-NID胶束能高效地装载与输送DOX，防止其提前释放，而在缺氧的酸性（pH5.4）环境中可实现DOX快速完全地释放，可望应用于肿瘤缺氧响应的药物输送。


 
[bookmark: _Hlk96081855]图8 CS-NID8.9在常氧和缺氧条件下紫外光谱图(a)；DOX@CS-NID8.9在常氧（pH7.4和pH5.4）和缺氧条件下的DOX释放曲线(b)
[bookmark: _Hlk99890887]Fig.8 (a) UV-Vis spectra of CS-NID8.9 micelles under normoxic and hypoxic conditions, (b) the drug release profiles from DOX@ CS-NID8.9 micelles under normoxic (pH7.4 and pH5.4) and hypoxic conditions

3 结论
[bookmark: _Hlk96119504]通过将6-(2-硝基咪唑)己酸接枝改性壳聚糖合成了两亲性的CS-NID，并制备了缺氧响应性的CS-NID纳米胶束。CS-NID胶束具有小的粒径（< 200nm）、高的Zeta电位（> 30mV）、优异的储存稳定性、黏膜粘附性和缺氧响应性，可实现对DOX的高效装载。载药的DOX@CS-NID胶束在正常生理条件下，DOX最大释放量仅为42%，能有效地装载和输送DOX并防止突释。而在缺氧酸性条件下由于硝基咪唑基团还原成胺基咪唑和壳聚糖大分子上自由胺基质子化使得胶束解体，装载的DOX会快速释放，2h内释放量高达65%，24h内释放量超过92%。CS-NID胶束可望作为一种缺氧微环境响应的纳米载体应用于黏膜粘附的定点给药，输送疏水药物治疗缺氧相关疾病。
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