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偶联法制备生物降解的聚乳酸-羟基乙酸/聚乙二醇共聚物及其在 

色素上皮衍生因子载体中的应用 

赵俊颖†,a    朱艳吉†,a    王岩岩 b    朱  君*,b    沈  玺*,a 
(a上海交通大学医学院附属瑞金医院  上海 200025) 

(b纳米技术及应用国家工程研究中心  上海 200241) 

摘要  以商业化的端羧基聚乳酸-羟基乙酸共聚物(PLGA-COOH)和氨基聚乙二醇羧基(NH2-PEG-COOH)为原料, 以生

物型分子 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)和 N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)为媒介, 以 4-二甲氨基吡啶

(DMAP)为催化剂, 通过简单、绿色的羧基和胺基的偶联反应, 制备了聚乳酸-羟基乙酸/聚乙二醇(PLGA-PEG)共聚物分

子, 并以该 PLGA-PEG 分子为载体包裹色素上皮衍生因子(PEDF), 得到了 PLGA-PEG/PEDF 乳剂, 并进一步考察了该

乳剂作为抑制血管内皮生长因子(VEGF)的潜能. 采用核磁共振氢谱表征了 PLGA-PEG 分子结构及其接枝率, 并进一步

表征了在不同条件下, PLGA-PEG/PEDF 乳剂对人脐静脉内皮细胞(HUVEC)中 VEGF 水平的抑制作用. 结果表明, 以偶

联法制备的 PLGA-PEG 分子为载体, 得到的 PLGA-PEG/PEDF 乳剂具有良好的生物安全性, 其对 VEGF 具有较高的抑

制作用.  

关键词  PLGA-PEG 分子; 偶联反应; 色素上皮衍生因子; 血管内皮生长因子 

Preparation of Biodegradable Poly(lactic-co-glycolic acid)/Polyethyle-
ne Glycol Copolymer and Its Application as a Carrier for Pigment 

Epithelium-Derived Factor 

Zhao Junying†,a    Zhu, Yanji†,a    Wang, Yanyanb    Zhu, Jun*,b    Shen, Xi*,a 
(a Ruijin Hospital, School of Medicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200025) 

(b National Engineering Research Center for Nanotechnology, Shanghai 200241)  

Abstract  A biodegradable poly(lactic-co-glycolic acid)/polyethylene glycol (PLGA-PEG) copolymer molecule was prepared 
by the simple and green coupling reaction between carboxyl group of poly(lactide-co-glycolide)-carboxylic acid endcap 
(PLGA-COOH) and amino group of poly(ethylene glycol)amine and carboxylic acid endcap (NH2-PEG-COOH) in the 
presence of 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS). The 
molecular structure of PLGA-PEG copolymer was characterized by 1H NMR spectroscopy, and the grafting yield of 
polyethylene glycol (PEG) on poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) was calculated. Furthermore, pigment epithelium-derived 
factor (PEDF) was encapsulated in the PLGA-PEG copolymer to prepare a PLGA-PEG/PEDF emulsion for highly efficient 
inhibition on vascular endothelial growth gene expression (VEGF). The results showed that the obtained PLGA-PEG 
copolymer was bio-safety and the PLGA-PEG/PEDF emulsion was a good agent for effective inhibition VEGF expression 
under different conditions. Thus, the PLGA-PEG copolymer can be used as a bio-carrier and the PLGA-PEG/PEDF emulsion 
can be used as a good angiogenesis inhibitor, which has a potential application for some diseases by anti angiogenesis. 
Keywords  poly(lactic-co-glycolic acid)/polyethylene glycol (PLGA-PEG) molecule; coupling reaction; pigment epithelium-
derived factor (PEDF); vascular endothelial growth factor (VEGF)  
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视网膜新生血管是导致许多眼致盲性疾病(如早产

儿视网膜病变、年龄相关性黄斑变性、糖尿病性视网膜

病变等)的主要因素. 其造成的渗出、出血和增生等病理

改变, 对眼部结构和功能的损害是引起视力障碍的重要

原因[1]. 目前对其发生机制的研究表明: 缺氧是诱导一

些生长因子、整合素、蛋白酶表达上调的初始因素, 进

而促进血管内皮细胞的增殖和迁移. 具体表现为: 视网

膜色素上皮细胞能够表达血管内皮生长因子(VEGF)和

基质细胞衍生因子定向趋化骨髓来源细胞, 并参与眼新

生血管的发生发展[1,2], 而在高糖和缺氧刺激下这种作

用更为明显[3]. 因此, 通过抗血管化作用, 有望实现对

该类疾病的治疗.  

色素上皮衍生因子(PEDF)被证明是眼内一种重要

的新生血管生成抑制因子. PEDF的抗新生血管生成作

用、抗氧化作用及抗血管通透性作用已有很多研究[4,5], 

近年来其用于抑制炎症作用的报道也越来越多[6,7]. 例

如, Gao等[7]证明了PEDF作为血管抑制剂参与了眼后新

生血管形成的调节. 而Stellmach等认为, PEDF可能是通

过促进活化的血管内皮细胞凋亡, 使血管内皮细胞对缺

氧诱发的新生血管的信号不起反应.  

近年来, 聚乳酸-羟基乙酸(PLGA)已成为一种极具

潜力的给药载体, 其药物包封率高、可修饰性强、生物

安全性好, 对药物可起到很好的保护作用. 但PLGA表

面疏水性强, 入血易被网状内皮系统(RES)清除, 很难

有效送达靶部位. 另一方面, 聚乙二醇(PEG)亲水性强、

生物安全性好、抗原性和免疫原性. 通过PLGA和PEG

反应合成PLGA-PEG共聚物, 可以有效地将两者结合起

来, 延缓RES的清除, 延长循环时间, 具有极好的发展

前景[8]. 目前PLGA-PEG共聚物的制备方法主要包括开

环聚合法和缩合共聚法. 这两种方法均以乳酸或丙交酯

为原料, 通过多步反应得到目标产物. 其中需要用到二

氯甲烷、氯仿等有机溶剂, 反应后需要深度的干燥才能

除去有机溶剂. 这难以适用于生物领域的应用.  

首先以商业化的聚乳酸-羟基乙酸共聚物(PLGA- 

COOH)和氨基聚乙二醇羧基(NH2-PEG-COOH)为原料, 

以生物型分子 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐(EDC)和 N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)为媒介, 以 4-二甲

氨基吡啶(DMAP)为催化剂, 通过简单、绿色的羧基和胺

基的偶联反应, 制备了 PLGA-PEG 共聚物, 合成路线如

图 1 所示. 以制备的 PLGA-PEG 共聚物为载体, 进而包

裹 PEDF 得到了 PLGA-PEG/PEDF 乳剂, 并进一步考察

了该乳剂作为抑制 VEGF 的潜能. 研究表明, 所开发的

PLGA-PEG/PEDF 能够作为一种良好的新生血管生成抑

制剂, 对于某些通过抗血管化生成治疗的疾病具有良好

的应用前景. PLGA-PEG/PEDF 乳剂及其与细胞相互作

用如图 2 所示. 

 
图 1  PLGA-PEG 分子的合成示意图  

Figure 2  Preparation of PLGA-PEG molecule 

 
图 2  PLGA-PEG/PEDF 乳剂及其与细胞相互作用示意图  

Figure 2  Schematic illustration of PLGA-PEG/PEDF emulsion preparation and its interaction with HUVEC cell   
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1  结果与讨论 

1.1  PLGA-PEG 共聚物及 PLGA-PEG/PEDF 乳剂的

制备 

PLGA-PEG 由 PLGA-COOH 和 NH2-PEG-COOH 分

子反应合成产物采用核磁共振氢谱表征 PLGA-PEG 的

结构. 如图 3 所示, PLGA-COOH 分子中的 Ha化学位移

δ 5.2, Hb化学位移 δ 4.8, NH2-PEG-COOH 分子中的 Hd

化学位移 δ 3.6 , Hc化学位移 δ 1.6, 谱线中同时出现了 4

个峰, 说明 PLGA-PEG 被成功地合成. 另外, 根据文献

[9]报道, PEG 的接枝率可以通过以下方式计算: PLGA

分子中单体的分子量为 130, 本实验中所用 PLGA 聚合

物分子量为 20000, 所以每个 PLGA 聚合物分子中含有

约 154 个单体, 而每个单体中有两个 Hb 原子. 同样的, 

就可以计算出一个 PEG 分子链由有 77 个单体组成, 而

每个单体中有四个Hd原子. 因此, 单个 PLGA聚合物分

子中 Hb 原子的数量等于单个 PEG 分子中 Hd 原子的数

量. 如果 PLGA 与 PEG 完全反应, 那么在核磁氢谱上

Hb 与 Hd 的峰面积应该是一样的. 但由于存在未反应的

PEG, 且已经通过透析将其除去, 所以Hd的峰面积与Hb

的峰面积比就是 PEG 在 PLGA 上的接枝率, 即 3.52/  

4.18≈84%. 因此, 本实验中反应的接枝率约为84%, 其

与文献[9]报道类似.  
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图 3  PLGA-PEG 的结构式和核磁氢谱    

Figure 3  Chemical formula and 1H NMR of 

PLGA-PEG 

以 PLGA-PEG 为原料制备 PLGA-PEG/PEDF 乳剂

后. 对乳剂进行了粒径、zeta 电位和 TEM 表征. 如图 4

所示, 当乳剂中无 PEDF 时, PLGA-PEG 乳剂的水合平

均粒径为 218 nm, zeta 电位为－30.5 mV. 加载 PEDF 后, 

纳米乳剂的平均粒径为 254 nm, zeta 电位为 －12.3 mV. 

结果表明, PEDF 成功地加入到 PLGA-PEG 聚合物中. 

此外 , 在插入的透射电子显微镜图显示 PLGA-PEG/ 

PEDF 乳剂为球形纳米结构, 外层的黑色为 PLGA-PEG

壳, 内部灰色的为 PEDF 核. 得到纳米乳剂分散性好, 

无明显团聚, 平均粒径大约在250 nm左右. 高速离心法

得到 PEDF 的包封率为 74.6%. 
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图 4  PLGA-PEG 和 PLGA-PEG/PEDF 乳剂的粒径分布图 
Figure 4  Size distribution of PLGA-PEG emulsion and PLGA- 
PEG/PEDF emulsion 

1.2  PLGA-PEG/PEDF 乳剂与细胞的相互作用 

首先, 用CCK-8法检测评价PLGA-PEG/PEDF乳剂

的细胞毒性 . 如图 5 所示 , 研究了不同浓度的

PLGA-PEG/PEDF乳剂(0～25 μg/mL)与人脐静脉内皮细

胞(HUVEC)细胞共培养 12 和 24 h 后的细胞活性. 由图

5a可见, 随着 PLGA-PEG/PEDF 乳剂浓度的增加和培养

时间的延长, HUVEC 细胞活性明显降低. 相比于对照

组, 培养 12和 24 h后, 随着 PLGA-PEG/PEDF乳剂浓度

的递增 , 细胞存活率有显著的差异 . 当 PLGA-PEG/ 

PEDF 乳剂浓度达到 25 μg/mL 的高剂量时, 细胞存活率

分别维持在 67.3%和 65.1%. 这可能是由于其原因

PLGA- PEG/PEDF 乳剂中释放出来的 PEDF 对 HUVEC

细胞中 VEGF 基因表达有抑制作用. 为进一步证明细胞

活性提高的原因, 检测了 PLGA-PEG 乳剂的细胞毒性. 

如图5b所示, 在乳剂浓度提高的过程中, 相比于正常培

养基培养的细胞, 除了在 25 μg/mL 浓度下共孵育 24 h

的实验组有轻微的下降外, 其他组细胞活性无明显变

化. 

进一步地 ,  观察了 PLGA-PEG/PEDF 乳剂对

HUVEC 细胞体外生长的抑制情况. 如图 6 所示, 随着

PLGA-PEG/PEDF 乳剂浓度和纯 PEDF 浓度的增加, 

HUVEC细胞的活性均降低, PLGA-PEG/PEDF乳剂实验

组的细胞活性降低的更为明显. 此结果表明, PLGA- 

PEG/PEDF乳剂具有比纯 PEDF具有更显著的抑制效率. 

此外, 由图 6 可以得出, 在 PLGA-PEG/PEDF 乳剂实验

组中, IC50值是 16.9 µg/mL; 纯 PEDF 实验组中, IC50值  
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图 5  (a) PLGA-PEG/PEDF 乳剂和(b) PLGA-PEG 乳剂对 HU- 

VEC 细胞的细胞毒性  
Figure 5  In vitro HUVEC cell cytotoxicity of (a) PLGA- 
PEG/PEDF emulsion and (b) PLGA-PEG emulsion (concen- 
tration was calculated by PLGA-PEG) 

是 18.3 µg/mL. 此结果也显示, PLGA-PEG/ PEDF 乳剂

增加了对 HUVEC 细胞的体外生长的抑制作用. 
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图 6  PLGA-PEG/PEDF 乳剂和 PEDF 对 HUVEC 细胞的抑制

效果  
Figure 6  Inhibitory effects of PLGA-PEG/PEDF emulsion and 
free PEDF on HUVEC cells as examined by CCK-8 assay 

1.3  PLGA-PEG/PEDF 乳剂对 VEGF 的抑制 

为了说明 PLGA-PEG/PEDF 乳剂处理过程中 , 

HUVEC 细胞活性降低的原因, 进行 ELISA 分析检测细

胞 VEGF 的水平. 如图 7 所示, 评估了在不同培养时间

和 PLGA-PEG/PEDF 乳剂浓度的条件下 VEGF 的水平. 

无 PLGA-PEG/PEDF 乳剂时 , VEGF 含量约为 220 

pg/mL, 这是以往的报道一致[10]. 但如图 7a 所示, 随

PLGA-PEG/PEDF 乳剂浓度的增加 , HUVEC 细胞的

VEGF 水平逐渐下降. 25 µg/mL PLGA-PEG/PEDF 培养

24 h 后, 其 VEGF 含量为 174 pg/mL. 结果表明, PLGA- 

PEG/PEDF乳剂中释放的 PEDF可以抑制VEGF的表达, 

减少细胞增殖. 此外, 我们检查了不同培养时间下的

VEGF 水平. 如图 7b 所示, 随着培养时间的增加, HUV- 

EC 细胞中 VEGF 水平也逐渐减小. 在 25 µg/mL PLGA- 

PEG/PEDF 乳剂条件下培养 48 h, 其 VEGF 的含量约为

153 pg/mL. 这些结果表明, 获得的 PLGA-PEG/PEDF乳

剂可以抑制 VEGF, 从而控制血管化.  
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图 7  ELISA法检测不同条件下HUVEC细胞中VEGF的表达

情况 
Figure 7  The VEGF levels in the HUVEC cell culture medium 
by ELISA with the different condition 
(a) Concentration of PLGA/PEDF emulsion at 24 h culture and (b) culture 
time at 25 μg/mL PLGA/PEDF emulsion 

在以前的报道中, 缺氧是一种应激因素, 不仅影响

肿瘤相关因子的转录表达, 而且为新血管的生成提供了 
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图 8  ELISA法检测不同条件下HUVEC细胞中VEGF的表达

情况 
Figure 8  The VEGF levels in the HUVEC cell culture medium 
at the concentration of 25 µg/mL PLGA-PEG/PEDF by ELISA  
(a) Different oxygen concentration at 8 h hypoxia treatment time and (b) 
hypoxia treatment time at 1% oxygen concentration 

途径 [11]. 此外, PEDF 可以更好地在缺氧条件下调节

VEGF 的表达[12]. 因此, 我们进一步观察了在 25 µg/mL 

PLGA-PEG/PEDF 乳剂在不同氧气浓度下调节 VEGF 水

平的能力. 如图 8a 所示, 当氧气浓度降低时, 对照组的

VEGF 水平不断升高, 氧气浓度从正常氧浓度降低到

1%氧浓度时, VEGF 浓度从 220 pg/mL 提高到 385 pg/ 

mL. 此结果表明 , 缺氧可以激活 HUVEC 细胞中的

VEGF水平. 但是, 当PLGA-PEG/PEDF加入后, 降低了

VEGF表达. 抑制率从正常氧浓度的 26.4%提高到 1%氧

浓度的 30.1%. 此外, 随着缺氧时间的增加,HUVEC 细

胞中 VEGF 的表达和被抑制也逐渐增大(图 8b). 这些结

果表明, 获得的 PLGA-PEG/PEDF 乳剂在缺氧条件下可

以更加有效抑制 VEGF 的表达. 

2  结论 

以 PEG 和聚乳酸-羟基乙酸共聚物(PLGA)成功制

备了 PLGA-PEG 材料, 其反应的接枝率约为 84%. 以该

PLGA-PEG 材料为载体通过包裹 PEDF, 得到了

PLGA-PEG/PEDF 乳剂, 其粒径约为 218 nm, 对 PEDF

的包封率为 74.6%. 通过 PLGA-PEG/PEDF 乳剂与

HUVEC 共培养发现, 该乳剂能明显降低细胞存活率, 

其原因在于 PLGA-PEG/PEDF 乳剂中释放的 PEDF 能有

效抑制细胞中 VEGF 的生成, 从而降低细胞活性. 考察

了不同氧浓度下, 乳剂对 VEGF 的抑制作用. 结果发现, 

乳剂在缺氧条件下可以更加有效抑制 VEGF 的表达. 体

内分布实验表明, PLGA-PEG/PEDF 乳剂能有效到达眼

部等部位. 因此, PLGA-PEG/PEDF 能够作为一种良好

的新生血管生成抑制剂, 对于某些通过抗血管化生成治

疗的眼部疾病具有良好的应用前景.  

3  实验部分 

3.1  PLGA-PEG 的合成 

PLGA-PEG 的 合 成 方 法 简 述 如 下 [13]: 利 用

PLGA-COOH 的羧基与 NH2-PEG-COOH 的氨基进行反

应合成 PLGA-PEG. 将 200 mg PLGA-COOH、1.8 mg 

NHS、2.9 mg EDC、1 mg DMAP 加入 10 mL 二氯甲烷

(CH2Cl2)中室温反应 24  h 时 . 然后加入 34 mg 

NH2-PEG-COOH和8.6 L三乙胺继续反应8 h. 待反应结

束后, 用旋转蒸发仪减压除掉 CH2Cl2后, 加 5 mL 二甲

基甲酰胺(DMF)溶解. 把溶液用截留分子量为 14000 的

透析袋透析除掉小分子杂质和未反应掉的 PEG, 冷冻干

燥得到目标产物备用.  

3.2  PLGA-FITC 的合成与提纯 

把 300 mg PLGA-COOH、1.8 mg NHS、2.9 mg EDC、

1 mg DMAP 加入 10 mL CH2Cl2中室温反应 24 h. 然后

加入 1.8 mg 乙二胺和 8.6 L三乙胺继续反应 3 h. 待反应

结束后, 再往溶液中加入 35 mg 异硫氰酸荧光素(FITC)

继续反应 8 h. 用旋转蒸发仪减压除掉 CH2Cl2, 加 5 mL 

DMF溶解. 把溶液用截留分子量14000的透析袋透析除

掉小分子杂质, 冷冻干燥得到目标产物.  

产物采用凝胶柱进行提纯[14], 在凝胶柱中加入一

定量的 PLGA-FITC 乳剂, 待乳剂全部进入凝胶后, 缓

慢向柱中加满纯水, 以纯水进行洗脱, 收集最先下来的

浊液.  

3.3  PLGA-PEG/PEDF 乳剂的制备 

PLGA-PEG/PEDF 乳剂的制备方法[15]简述如下: 分

别将 10 mg PLGA-PEG 溶解在 200 µL 二氯甲烷, 100 µg 

PEDF 溶解在 200 µL 司盘 80@二氯甲烷(司盘 80 溶解在

二氯甲烷中, 司盘 80 的质量分数为 15%)中. 经过充分

混合, 用匀浆机在冰浴条件下超声 1 min. 然后在冰浴

条件下超声 3 min(工作 3 s、停止 10 s). 进一步地, 在冰
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浴条件下搅拌 10 min(工作 1 min, 停止 1 min), 最后敞

口搅拌 2～3 h 除去二氯甲烷.  

3.4  材料表征 

采用氢核磁表征PLGA-PEG, 以氘代氯仿(CDCl3)

为溶剂在仪器Bruker AM-400中检PLGA-PEG的氢核磁

图谱. 采用纳米激光粒度仪表征乳剂尺寸, 将合成的

PLGA-PEG乳剂及PLGA-PEG/PEDF乳剂稀释5倍后, 分

别置于Malvern Zetasizer Nano ZS仪器中检测其粒度及

zeta电位. 采用透射电子显微镜观察乳剂大小与形貌, 

将合成的PLGA-PEG/PEDF乳剂稀释5倍后滴至铜网上, 

在远红外灯下烘干, 置于JEOL-2100F透射电子显微镜

中观察.  

3.5  包封率测定 

用高速离心法测定 PEDF 的包封率. 具体如下: 取

PLGA-PEG/PEDF 乳剂 1 mL, 高速离心 (HITACHI- 

CP100WX, 16000 r/min), 20 min 后取上清液测定 m 游.  

包封率的计算公式: EE(%)＝(m 总－m 游)/m 总×100% 

式中, EE、m总、m游分别代表包封率、系统中的包封与未

包封的总药量、未包封的药量. 其中, m游通过测定上清

液中的药量获得, m总通过加乙腈溶解乳剂后测定获得.  

3.6  细胞毒性 

用 CCK-8 法测定 PLGA-PEG/PEDF 乳剂的毒性作

用. 将 HUVEC 细胞接种密度为在 96 孔板中, 每孔分别

有 5000 个细胞. 48 h 后, 用 100 μL 含不同浓度的

PLGA-PEG/PEDF 乳剂代替培养基 (对照组细胞用

DMEM 培养基单独培养). 培养一定时间后(12 和 24 h), 

弃上清液, 加入 10 μL CCK-8 溶液, 然后在 37 ℃下孵

育细胞 . 培养 4 h 后 , 用酶标仪测定吸光度 (IMark 

Bio-Rad, 美国), 以 450 nm 为测定波长.  

3.7  低氧下的细胞培养 

将HUVEC细胞接种密度为在 96孔板中, 每孔分别

有 5000 个细胞. 48 h 后, 用 100 μL 含不同浓度的

PLGA-PEG/PEDF 乳剂代替培养基 (对照组细胞用

DMEM 培养基单独培养). 在 1%或 10% O2浓度的三气

培养箱中缺氧条件下, 培养一定时间后(0～48 h), 弃上

清液, 加入 10 μL CCK-8 溶液, 然后在 37 ℃下孵育细

胞. 培养 4 h 后, 用酶标仪测定吸光度(IMark Bio-Rad, 

美国), 以 450 nm 为测定波长.  

 

辅助材料(Supporting Information)  PLGA-PEG 分子

的 1H NMR 谱图. 这些材料可以免费从本刊网站(http:// 

sioc-journal.cn/)上下载. 
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