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乙二醇壳聚糖二乙烯三胺五乙酸的合成及相对安全性研究
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　　［摘要］　目的　合成乙二醇壳聚糖二乙烯三胺五乙酸（ｇｌｙｃｏｌｃｈｉｔｏｓａｎｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅ
ｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＧＣＤＴＰＡ）并验证其细胞相容性及常规使用剂量范围内全身毒性。方法　通过有机合
成、化学交联方法等将二乙烯三胺五乙酸（ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＤＴＰＡ）接枝到乙二醇壳聚
糖（ＧｌｙｃｏｌＣｈｉｔｏｓａｎ，ＧＣ）上，核磁共振氢谱（ｐｒｏｔｏｎｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，１ＨＮＭＲ）及傅立叶变换红
外光谱（Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄ，ＦＴＩＲ）对 ＧＣＤＴＰＡ进行表征。ＣＣＫ８法检测不同浓度 ＧＣＤＴＰＡ对
ＩＣＥ６细胞增殖的影响。６～８周龄健康ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８０只，雌雄不拘，体质量１８０～２２０ｇ。随机分为
ＧＣＤＴＰＡ６０、９０、１２０ｍｇ／ｋｇ实验组与对照组（给予同等剂量生理盐水），每组２０只。观察各组大鼠体
质量变化及存活率，全自动血液体液分析仪及全自动生化免疫分析仪检测１４ｄ血常规、血生化；ＨＥ染
色系统显微镜观察各器官病理学变化。结果　经ＦＴＩＲ、１ＨＮＭＲ表征，ＤＴＰＡ成功接枝到ＧＣ上。不同
浓度ＧＣＤＴＰＡ组的细胞相对存活率均在９０％以上；给药１４ｄ后各剂量组大鼠血常规、血生化等指标差
异无临床意义，各器官组织病理未见损伤性改变。结论　有机合成、化学交联方法合成的 ＧＣＤＴＰＡ未
见明显细胞毒性；口服给药至１２０ｍｇ／ｋｇ时未见明显全身毒性。
　　［关键词］　 壳聚糖；二乙烯三胺五乙酸；细胞相容性；全身毒性
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　　人类历史上有一些严重的核事故如切尔诺贝利核
电站事故［１］、福岛核电站因海啸发生核废弃物泄漏

等［２］，大量高水平的各种裂变产物被排放到环境中造

成核污染［１－３］。核素可经消化道途径进入血液［４］，引

起严重疾病和死亡［３，５－６］。二乙烯三胺五乙酸

（ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＤＴＰＡ）为美国食
品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）推荐使用的广谱螯合剂，其副作用较多，且尚无
消化道剂型［７］。乙二醇壳聚糖（ｇｌｙｃｏｌｃｈｉｔｏｓａｎ，ＧＣ）是
壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）改性后的衍生物之一，其水溶性
良好，并具有 ＣＳ的生物相容性、可降解性及低毒性等
特点［８－１０］，且对辐射损伤有一定的防护作用［１１－１４］。

　　鉴于此，本研究拟将 ＤＴＰＡ、ＧＣ通过有机合成、化
学交联等方法，合成乙二醇壳聚糖二乙烯三胺五乙酸
（ｇｌｙｃｏｌｃｈｉｔｏｓａｎｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＧＣ
ＤＴＰＡ），并制备口服溶液，以期提高其螯合促排能力、
增加其使用途径、减少其副作用及延伸其治疗时机，从

而拟为消化道核沾染的早期促排提供快速、高效、无毒

的广谱螯合促排剂。

１　材料与方法

１．１　实验动物　
　　６～８周龄健康 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ８０只，雌雄不拘，
体质量１８０～２２０ｇ，由陆军军医大学实验动物中心提
供。饲养环境：室温２０～２５℃，相对湿度４０％～７０％，
大鼠自由活动，自由饮水，喂以普通鼠食。

１．２　试剂及仪器
　　ＧＣ（Ｇ７７５３，Ｓｉｇｍａ）；ＤＴＰＡ（信裕生物）；９９％Ｎ
（３二甲氨基丙基）Ｎ’乙基碳二亚胺盐酸盐（Ｎ（３
ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）ｎ’ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｎｄｉｉｍｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈ
ｌｏｒｉｄｅ，ＥＤＣ）与 ９８％ Ｎ羟 基 琥 珀 酰 亚 胺 （Ｎ
ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ，ＮＨＳ）购于北京百灵威科技有限公
司；透析袋 （截留分子量为８０００～１４０００，ＢＢＩ）。ＦＴ
ＩＲ８００型红外光谱仪（ＫＢｒ压片）；ＢｒｕｋｅｒＡＶ４００型核

磁共振仪；大鼠ＩＣＥ６细胞（赛百慷）；二甲基亚砜（索
莱宝）；１６４０培养基；０．２５％胰蛋白酶（含ＥＤＴＡ）；胎牛
血清（ＧＩＢＣＯ，美国）；ＣＣＫ８试剂盒（碧云天）。
１．３　ＧＣＤＴＰＡ的制备
　　称取ＧＣ１ｇ（２．８６ｍｍｏｌＮＨ２）于２５０ｍＬ烧瓶中，
加入 ５０ｍＬ去离子水，充分溶解；称取 ＤＴＰＡ１．１２ｇ
（２．８６ｍｍｏｌ）、ＥＤＣ６５０ｍｇ、ＮＨＳ３８０ｍｇ于烧瓶中，
３０℃反应２４ｈ［１５－１６］。将溶液转移至透析袋中去离子
水透析３ｄ，冷冻干燥得２２６ｍｇ淡黄色固体。产物用
傅立叶变换红外光谱（Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄ，ＦＴ
ＩＲ）， 核 磁 共 振 氢 谱 （ｐｒｏｔｏｎ ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，１ＨＮＭＲ）进行表征。
１．４　ＧＣＤＴＰＡ的表征
１．４．１　ＦＴＩＲ测试　　取适量样品与 ＫＢｒ粉末以质量
比１∶２００混合，研细压片后测试；扫描范围４０００ｃｍ－１～
４００ｃｍ－１，取ＧＣ、ＧＣＤＴＰＡ进行测试。
１．４．２　１ＨＮＭＲ分析 　　 运用超导核磁共振仪扫描
核磁氢谱。将ＧＣ、ＧＣＤＴＰＡ溶于重水（Ｄ２Ｏ）溶液中，
扫描条件：频率为４００ＭＨｚ，范围０～１４ｐｐｍ。
１．５　ＧＣＤＴＰＡ的细胞相容性研究
　　取对数生长期大鼠 ＩＣＥ６细胞，以５×１０３／孔均匀
接种于９６孔板，放入３７℃、体积分数５％的ＣＯ２培养
箱中孵育，待细胞贴壁生长，吸弃培养液，使用 ＧＣ
ＤＴＰＡ溶液（浓度分别为０．０１、０．０５、０．１、０．５ｍｇ／ｍＬ）
处理细胞。同时设置对照组，每组设置６个复孔，置于
培养箱孵育 ４８ｈ后弃去培养基，每孔加入 １００μＬ
ＣＣＫ８工作液（ＣＣＫ８∶１６４０＝１∶１０），置于培养箱孵育
１ｈ后，用酶标仪测定 ４５０ｎｍ处吸光度值［Ｄ（４５０）］。
细胞 存 活 率 ＝［Ｄ（４５０）试验孔 －Ｄ（４５０）空白孔 ］／
［Ｄ（４５０）对照孔－Ｄ（４５０）空白孔］×１００％。
１．６　动物实验测试ＧＣＤＴＰＡ的全身毒性反应
　　实验于陆军军医大学复合伤研究所国家重点实验
室完成，全程按陆军军医大学动物伦理委员会批准的

动物保护指南实施。８０只大鼠随机分为４组。实验

８６９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



图１　ＧＣＤＴＰＡ的合成路线图

给药方式均采用灌胃针经口灌胃给药，实验前１２ｈ大
鼠禁食。参考文献［１７－２１］，设置实验组 ＧＣＤＴＰＡ剂
量：６０、９０、１２０ｍｇ／ｋｇ共３组，均溶于１ｍＬ生理盐水
中；对照组给予同等剂量生理盐水，饲养笼中继续饲养

并观察。分别于２、７、１４ｄ称量并记录大鼠体质量，观
察大鼠是否出现体质量改变和死亡情况等。１４ｄ各
组随机选取５只大鼠剪尾取静脉血，行常规血液学检
测：白细胞计数（ＷＢＣ）、红细胞计数（ＲＢＣ）、血红蛋白
含量（ＨＧＢ）、血小板计数（ＰＬＴ）。血液生化检查：钾
离子（Ｋ＋）、钙离子（Ｃａ２＋）、无机磷（Ｐ）、尿素氮
（ＢＵＮ）、肌酐（ＣＲＥＡ）、丙氨酸转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨
酸转氨酶（ＡＳＴ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、谷氨酰转移酶
（ＧＧＴ）。取血后处死大鼠，取心、肝、脾、肺、肾、卵巢
及回盲部相同位置１ｃｍ组织，用冰ＰＢＳ冲洗干净，４％
多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，ＨＥ染色后显微镜下观
察。其余大鼠继续饲养观察６个月。
１．７　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行数据处理。正态分
布计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分
析，两两比较采用Ｔｕｋｅｙｔ检验。重复测量数据采用重
复测量方差分析，当交互作用有统计学意义时进一步采

用简单效应分析。以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＣＤＴＰＡ的合成
　　ＧＣＤＴＰＡ的合成路线见图１。在 ＮＨＳ和 ＥＤＣ的
催化作用下，ＧＣ与 ＤＴＰＡ通过 Ｎ酰化反应制备。制
备的产物为淡黄色固体，易溶于水溶液中，可完全溶

解，呈淡黄色澄清液体。

２．２　ＧＣＤＴＰＡ的表征
　　ＧＣ、ＧＣＤＴＰＡ的 ＦＴＩＲ如图 ２所示。图 ２ａ处
１６０２．７４ｃｍ－１位置为 ＧＣ上的－ＮＨ２基团，图 ２ｂＧＣ

ＤＴＰＡ上伯胺峰消失；图２ｂ１６３９．３８ｃｍ－１为ＧＣＤＴＰＡ
上的－ＣＯＯＨ基团，图 ２ｂ１４００ｃｍ－１～１２００ｃｍ－１ＧＣ
ＤＴＰＡ上出现仲酰胺键特征峰增强。说明 ＤＴＰＡ已经
接枝在了ＧＣ上。

绿色（ａ）：ＧＣ；灰色（ｂ）：ＧＣＤＴＰＡ

图２　ＧＣ、ＧＣＤＴＰＡ的ＦＴＩＲ

　　ＧＣＤＴＰＡ、ＧＣ及ＤＴＰＡ的１ＨＮＭＲ见图３。３ＧＣ
ＤＴＰＡδ３．１８４～３．６０９ｐｐｍ为 ＧＣ上的质子峰；
δ３．３８４ｐｐｍ为 ＤＴＰＡ侧链叔胺与羧基之间亚甲基上
的质子峰；δ３．３１３ｐｐｍ为 ＤＴＰＡ侧链 ＮＣＨ２ＣＨ２Ｎ
单元亚甲基上的质子峰；ＧＣＤＴＰＡ上 ＧＣ的氨基峰
（δ＝２．５１７）消失，表明 ＧＣ的氨基完全与 ＤＴＰＡ的羧
基发生酰胺化反应，证明 ＤＴＰＡ成功接枝到了 ＧＣ上。
文献［２２］报道壳聚糖的酯化反应大都发生于氨基和
Ｃ６的羟基上，以接枝前后 ＧＣ单元 Ｃ６的羟基（δ＝
１．８５２）的质子比峰面积（Ａ１为 ＧＣ上 Ｃ６的羟基峰积
分面积，Ａ２为ＧＣＤＴＰＡ中Ｃ６的羟基峰积分面积）计
算反应比例，结果显示 ＧＣ上 Ｃ６羟基的反应率为
９６．３％，计算公式为：

９６９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）



　　ＪＤＴＰＡ＝（１－
Ａ２δ１．８５
Ａ１δ１．８５

）×１００％

　　综上可知，ＤＴＰＡ接枝ＧＣ的接枝率为１９６．３％。

３ＧＣＤＴＰＡ（蓝色）；２ＧＣ（绿色）；１ＤＴＰＡ（红色）

图３　ＧＣ、ＧＣＤＴＰＡ的１ＨＮＭＲ

２．３　ＧＣＤＴＰＡ细胞相容性研究
　　与对照组相比，随着 ＧＣＤＴＰＡ浓度的增加对
ＩＣＥ６细胞的增殖无明显影响（Ｐ＞０．０５），且其浓度达
到０．５ｍｇ／ｍＬ时，细胞存活率均＞９０％（图４）。
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图４　不同浓度ＧＣＤＴＰＡ对ＩＣＥ６细胞活性的
影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＧＣＤＴＰＡ的全身毒性反应
２．４．１　体质量变化　　各组大鼠体质量在给药后第
２天均稍有下降，后逐步恢复并稳步增长，且各组体质

量于０、２、７、１４ｄ的变化趋势无统计学差异（Ｐ＞０．０５，
图５）。２ｄ体质量较前稍有减轻，可能与灌胃操作对
大鼠食欲的影响有关。
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图５　各组大鼠各时间点体质量变化（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

２．４．２　常规血液学检查　　各组大鼠给药１４ｄ血常
规检查结果中ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＨＧＢ、ＰＬＴ等指标均无统计
学差异（Ｐ＞０．０５，表１）。
２．４．３　血液生化检查 　　 各组大鼠给药１４ｄ血液
生化检查结果显示（表 ２），对照组 ＢＵＮ水平低于 ６０
（Ｐ＜０．０５）、１２０ｍｇ／ｋｇ组（Ｐ＜０．００１）；实验组 ＣＲＥＡ
水平均高于对照组（Ｐ＜０．００１），ＡＬＰ水平均低于对照
组（Ｐ＜０．０１）；ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｐ水平与对照
组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
２．４．４　大鼠各脏器组织病理学变化 　　　 给药１４ｄ
各组大鼠脏器组织病理学结果显示（图６）：心脏内膜、
外膜及心肌结构完整，心肌细胞未见肿胀及变性，间质

未见炎症细胞浸润。肝小叶排列整齐，无肝细胞水肿

及其他改变，汇管区结构正常，无纤维化及炎细胞浸

润。脾脏结构完整，白髓、红髓未见异常。肾单位数

量、形态、分布正常，未见明显损伤性改变。肺泡上皮

完整，未见出血、水肿以及炎细胞浸润。小肠绒毛排列

整齐，未见黏膜损伤及炎细胞浸润。卵巢组织结构清

晰，各级卵泡清晰可见，间质血管较丰富，未见炎性细

胞浸润。各组剩余大鼠继续饲养，连续观察６个月，未
出现大鼠死亡情况。

表１　各组大鼠ＧＣＤＴＰＡ给药１４ｄ常规血液学结果（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 ＷＢＣ／×１０９·Ｌ－１ ＲＢＣ／×１０１２·Ｌ－１ ＨＧＢ／ｇ·Ｌ－１ ＰＬＴ／×１０９·Ｌ－１

对照组 ８．１４±２．３０ ７．８３±１．３５ １７１．４４±２５．３２ １０１８．３８±８５．４５

ＧＣＤＴＰＡ给药组

　６０ｍｇ／ｋｇ组 ５．８２±０．４０ ９．２２±２．４５ １８３．００±４４．０９ １０１９．２０±５１．１３

　９０ｍｇ／ｋｇ组 ５．８７±０．７５ ８．１１±１．０８ １６３．２０±２０．０８ ９５９．２０±８８．７９

　１２０ｍｇ／ｋｇ组 ７．５１±２．９０ ９．１１±１．１６ １８１．２０±２１．２８ ９７５．００±６５．４３

０７９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表２　各组大鼠ＧＣＤＴＰＡ给药１４ｄ血液生化结果（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｋ＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｃａ２＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｐ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣＲＥＡ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＬＴ／Ｕ·Ｌ－１ ＡＳＴ／Ｕ·Ｌ－１ ＡＬＰ／Ｕ·Ｌ－１ ＧＧＴ／Ｕ·Ｌ－１

对照组 ５．０６±０．７３ ２．６２±０．０５ ２．６１±０．７０ ６．５４±０．８６ ２４．２０±３．４９ ４１．９７±７．８９ １４９．３０±２４．６６ １７５．００±３４．４６ ０．７６±０．２７
ＧＣＤＴＰＡ给药组
　６０ｍｇ／ｋｇ组 ５．２３±０．３３ ２．７３±０．０６ ２．３３±０．２０ ７．８５±０．８８ａ ３７．４０±２．６１ｃ ３２．９０±４．１２ １４４．２６±１９．０４ ９３．００±４７．６８ｂ ０．８８±０．４１
　９０ｍｇ／ｋｇ组 ５．２４±０．３６ ２．７４±０．０８ ２．０７±０．２１ ６．７８±０．９３ ３５．６０±２．９７ｃ ３９．２０±６．７６ １３２．２６±２６．９９ １０２．２０±３０．８８ｂ ０．５４±０．３７
　１２０ｍｇ／ｋｇ组 ４．９２±０．１２ ２．６９±０．１６ ２．１２±０．３２ ８．５１±０．６８ｃ ３８．２０±３．４２ｃ ３７．１２±３．４２ １２８．４２±１６．４７ ９４．８０±１０．８０ｂ ０．５２±０．４６

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与对照组比较
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图６　各组大鼠给药１４ｄ各器官组织病理学观察结果

１７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（９）



３　讨论

　　核爆炸或核泄漏具有杀伤力大且致伤因素复杂特
点，一旦发生核战争或核泄露事件，会给人类带来毁灭

性打击，因此研究核暴露后的损伤和防护具有重要的

军事和社会意义［４，６，２３－２４］。目前，壳聚糖及其改性后

的衍生物在生物医药领域得到广泛应用。乙二醇改性

后的壳聚糖具有壳聚糖的生物活性、生物相容性及辐

射防护作用［１３－１４，２５］，且具无生物毒性、无免疫原性等

特点 ［１１－１２，２６］，还改善了其不溶于水、碱及一般有机溶

剂的特性。本研究采用有机合成及化学交联的方法，

成功将 ＤＴＰＡ接枝在乙二醇改性后的壳聚糖上，合成
产物ＧＣＤＴＰＡ为亲水化合物，不能通过细胞膜的磷
脂双分子层，其结构中含有大量的－ＣＯＯＨ与－ＯＨ，
－ＣＯＯＨ与－ＯＨ分别均可与重金属螯合［２７－２８］，且已有

研究证实－ＣＯＯＨ、－ＯＨ在体外均有较强的结合核素的
能力［２１，２９－３０］。大量－ＯＨ能在消化道让粪便保持大量
的水分，产生容积性和湿润性导泻［３１－３２］。故其预期能

使摄入消化道的放射性核素快速经胃肠道途径排出体

外，有效减少放射性核素经肠道吸收入血，为后续治疗

赢得时间。

　　本研究结果显示，新合成的 ＧＣＤＴＰＡ与大鼠
ＩＣＥ６细胞共培养，细胞在１～２ｄ快速生长，细胞相对
增殖率均在 ９０％以上，表明其具有良好的细胞相容
性。不同剂量ＧＣＤＴＰＡ对大鼠体质量及常规血液学
检查结果无明显影响，连续观察６个月，各组大鼠生存
情况良好。实验组尿素氮及肌酐结果稍高于对照组，

但均处于正常值参考范围内［３３－３５］，无临床意义。实验

组与对照组大鼠各脏器均未见损伤性病理改变。故上

述细胞及动物实验结果验证了新合成的 ＧＣＤＴＰＡ聚
合物在常规使用剂量范围安全性良好。

　　综上研究结果表明，化学合成、交联方法可合成
ＧＣＤＴＰＡ，并未见其明显细胞毒性，且在口服给药至
１２０ｍｇ／ｋｇ时未见明显全身毒性反应，值得进一步研
究其消化道核沾染的螯合促排效果。
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