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含荧光基团透明质酸衍生物的合成及其荧光性能
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摘要:以透明质酸钠和７􀆼羟基􀆼４􀆼甲基香豆素为原料,合成了具有荧光性能的透明质酸衍生物.通过模拟人体的生理环境,研究

了浓度、pH 和温度变化对透明质酸衍生物荧光性能的影响.结果表明,透明质酸衍生物荧光强度随浓度的增大而增强,随pH
变化其荧光强度变化趋势不明显,较为稳定,随温度的变化其荧光强度基本保持稳定.为以后探索具有药物载体透明质酸在机

体内的作用机理及其靶向作用提供良好的实验基础.
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SynthesisandFluorescencePropertiesofHyaluronicAcidDerivatives
ContainingFluorescentGroups
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Abstract:ThehyaluronicacidderivativeswithfluorescenceperformanceweresynthesizedfromsodiumhyＧ
aluronateand７􀆼hydroxy􀆼４􀆼methylcoumarin．Thentheinfluencesoftheconcentration,pHandtemperaＧ
tureonfluorescenceintensityofhyaluronicacidderivativeswerestudiedunderthehumanbodyphysiologiＧ
calenvironment．Theresultsshowedthatfluorescencestrengthofthehyaluronicacidderivativesenhanced
withintensityincreased,keptstableandhadanunobviouschangeaspHchanged．Alsothefluorescence
strengthperformedabasicalstabilitywhiletemperaturevaried．Theseprovidedgoodexperimentalbases
forthemechanismofactionofhyaluronicacidasadrugcarrierinhumanbodyaswellasitstargetingeffect
inthefuture．
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　　１９３４年,Meyer和 Palmer[１]从牛眼玻璃体中

第１次成功分离提取得到透明质酸 (HA).透明

质酸及其衍生物作为药物载体,主要利用其良好的

生物相容性、可降解性、高粘弹性以及与细胞表面

特异受体专一性结合的能力,以达到药物增稠、药

物缓释、促进药物透皮能力及靶向性的目的[２].目

前,透明质酸及其衍生物已被用作类固醇类药物、
多肽和蛋白类药物[３􀆼５]及各种抗癌药物的运送载

体[６􀆼１１].为了研究透明质酸运载药物的机理,在

HA中引入荧光基团,利用荧光光谱等分析手段研

究其在人体中的药物运载作用机制,从而为靶向药

物的合成和作用机制提供便利条件.
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香豆素类化合物具备优良的生理活性、光稳定

性好、荧光量子产率高、Stocks位移大等特性,
是很好的荧光增白剂、荧光探针[１２􀆼１３]和药物等精

细化工产品的原料和中间体,近年来在荧光探针方

面的研究备受关注.
本文合成了７􀆼羟基􀆼４􀆼甲基香豆素,将其与环

氧氯丙烷反应合成７􀆼甲氧基􀆼４􀆼甲基香豆素􀆼１,２􀆼环

氧丙烷,最后与透明质酸钠通过醚化反应[１４􀆼１５],
合成了具有荧光性能的透明质酸衍生物.利用荧光

光谱研究了透明质酸衍生物的荧光性能以及不同浓

度、pH、温度对其荧光强度的影响.合成路线见

图１.

图１　合成路线

Fig􀆰１　Syntheticrouteofcompounds

１　实验部分

１􀆰１　仪器与试剂

数显集热式磁力搅拌器 (金坛杰瑞尔有限责任

公司,DF􀆼Ⅱ);酸度计 (PHS􀆼Ⅱ型);显微熔

点测定仪 (上海申光仪器仪表有限公司,XT４􀆼
１００X);核磁共振仪 (NMR,德国 BRUKER 公

司,ARX􀆼５００MHz);紫外 􀆼 可见吸收光谱仪

(日本岛津,UV􀆼１７００);荧光光谱仪 (美国瓦里

安,Cary６０００iOptics).
透明质酸钠 (山东正大福瑞达制药有限公司,

２􀆰８×１０６),其余均为市售分析纯.

１􀆰２　透明质酸香豆素衍生物的合成

１􀆰２􀆰１　化合物１的合成

在１００mL三口烧瓶中,依次加入２０mL浓硫

酸、５􀆰５１g (５０mmol) 间 苯 二 酚 和 ９􀆰５６mL
(７５mmol)乙酰乙酸乙酯,保持反应体系的温度低

于１０℃,TLC跟踪反应.反应液经冰析、过滤后

得淡黄色固体,将滤饼转入１０％NaOH 溶液中,
并将溶液调至中性,即不再有沉淀析出,再次过滤

后得粗产品.无水乙醇重结晶得白色晶体６􀆰９０g,
产率７８􀆰４％,m􀆰p􀆰１８９􀆰２~１８９􀆰６℃与文献[１６]值
相符.

１􀆰２􀆰２　化合物２的合成[１７]

在１００mL三口烧瓶中,依次加入５０mL无水

乙 醇、１􀆰７５g (２０mmol) 化 合 物 １ 和 ０􀆰７０g
(１２􀆰５mmol)KOH,常温搅拌３０min后,缓慢滴

加１０mL (１２５mmol)环氧氯丙烷,将体系升温到

５５~６０℃,TLC跟踪反应.反应结束后,向反应

混合液中滴加蒸馏水,直至不再析出白色沉淀.过

滤收集滤饼,无水乙醇重结晶得白色固体１􀆰３８g,
产 率 ５９􀆰５％,m􀆰p􀆰 １２４􀆰０~１２５０℃.１H NMR
(DMSO－d６),δ:７􀆰７１ (d,J＝８􀆰８Hz,１H,Ar
􀆼H),７􀆰０２ (s,１H,Ar􀆼H),７􀆰０１ (d,J＝
８􀆰８Hz,１H,Ar􀆼 H),６􀆰２２ (s,１H,CH),

４􀆰４８ (dd,J ＝１０􀆰０,２􀆰５Hz,１H,ArOCH２),

３􀆰９６ (dd,J ＝１０􀆰０,５􀆰０Hz,１H,ArOCH２),

３􀆰３７ (s,１H,OCH),２􀆰８６~２􀆰８８ (m,１H,

OCH２),２􀆰７３~２􀆰７４ (m,１H,OCH２),２􀆰４０
(s,３H,CH３).

１􀆰２􀆰３　４０℃时透明质酸香豆素衍生物３的合成

在５０mL 圆底烧瓶中加人 ０􀆰２g (１􀆰０mmol)
透明质酸钠,加入８mL水,强磁力搅拌使透明质

酸钠完全溶胀,滴加１mol/LNaOH 溶液,使混合

体 系 的 pH 为 １２ 左 右, 缓 慢 滴 加 含 ０􀆰６９g
(３mmol)７􀆼甲氧基􀆼４􀆼甲基香豆素􀆼１,２􀆼环氧丙烷溶

于１０mLDMSO溶液,４０℃反应３６h.将反应液在

无水乙醇中沉析多次,离心沉降,装入透析袋内用
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水和无水乙醇透析各２４h,重复交替透析操作３
次.最后将其真空冷冻干燥得白色固粉末０􀆰１１g.

１􀆰３　荧光性能测定

以水为溶剂,对化合物３进行荧光性能研究,
荧光测试条件均为:测试温度为２９３K,激发波长

为３２１nm,电压为６００V,激发狭缝为５nm,发射

狭缝为５nm.
配制浓度为３×１０－５mol/L的化合物２和化合

物３的水溶液;配制０􀆰０４~０􀆰３２mg/mL透明质酸

香豆素衍生物３的水溶液,分别测其荧光强度.
配制浓度均为３􀆰０×１０－５mol/L化合物３的水

溶液,调节pH 在０􀆰８~１３􀆰２范围内,研究pH 变

化对化合物３荧光强度的影响.
配制浓度为３􀆰０×１０－５mol/L的化合物３的水

溶液,调节其pH 为７􀆰３,然后将其分别放置在２０
~４０℃的恒温槽中放置４８h,研究温度变化对化合

物３荧光强度的影响.

２　结果与讨论

２􀆰１　化合物３的结构确定

采用１H NMR 表征并计算化合物 ３ 的取代

度[１４􀆼１５],通过比较１􀆰９０×１０－６ (３H,HA 分子中

N􀆼乙酰氨基上的􀆼CH３)和２􀆰４５×１０－６ (３H,所引

入的香豆素基团的􀆼CH３)的信号可计算出透明质

酸衍生物的取代度达到１４􀆰７％.

２􀆰２　化合物３的荧光性能研究

２􀆰２􀆰１　浓度的影响

同一浓度化合物２和化合物３的荧光强度见图

２;不同质量浓度化合物３的荧光强度见图３.

图２　化合物２和３的荧光光谱图

Fig􀆰２　Fluorescencespectraofcompounds２and３

图３　化合物３质量浓度对荧光强度的影响

Fig􀆰３　InfluencetowardsfluorescenceintensitycausedbyconcentraＧ

tionvariationofcompound３

　　 化 合 物 ２ 和 ３ 在 水 溶 液 中 的 激 发 波 长 为

３２１nm,发射波长为３７８nm.由于受透明质酸分子

结构影响,化合物３的分子刚性增大,受光激发时

化合物３分子的骨架振动减弱,导致吸收的光子能

量以非辐射形式损耗较少,从而使香豆素取代的透

明质酸衍生物分子荧光量子产率比化合物２自身的

要高,所以图２表明化合物３比化合物２的荧光强

度强.图３表明,在一定范围内,荧光强度随化合

物３的浓度的增大而增强.

２􀆰２􀆰２　pH 和温度的影响

不同pH 对化合物３的荧光强度影响见图４;
不同温度对化合物３的荧光强度影响见图５.

图４　pH变化对化合物３的荧光强度的影响

Fig􀆰４　Influencetowardsfluorescenceintensityofcompound３caused

bypHvariation

　　由图４表明,在pH＝０􀆰８时,这种条件下对

荧光基团电荷状态影响较大,从而使荧光强度变化

较大,随着pH 的增大,化合物３的荧光强度变化

趋势不明显,荧光强度较为稳定.图５是在模拟人

体的弱碱性环境 (pH＝７􀆰３),相同浓度下,在温

度２０~４０℃的范围内,化合物３荧光强度基本保

持稳定.
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图５　温度变化对化合物３荧光强度的影响

Fig􀆰５　Influencetowardsfluorescenceintensityofcompound３caused

bytemperaturevariation

３　结　论

本文合成了具有荧光功能透明质酸衍生物,利

用荧光光谱研究其荧光性能,探究不同浓度、pH
和温度对透明质酸衍生物荧光性能的影响.从而为

以后研究透明质酸在人体内的作用机理以及具有运

载药物功能透明质酸的作用机制提供了可行性.
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