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摘要：以聚乙二醇6000与α-溴代异丁酰溴进行酯化反应得到大分子引发剂PEG6000-Br，使用原子转移自由基聚合法合成了对称三嵌段且聚合度相等的聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯-聚乙二醇-聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯(PDM165-PEG165-PDM165)。利用FT IR和1H NMR对其结构进行了表征。以pH、电导率证明了聚合物溶液性质的CO2/N2循环可逆性，聚合物溶液中通入CO2后，5min内，pH值即从7.74下降至5.47，溶液电导率从0.176 mS/cm迅速上升至0.405 mS/cm；继而向溶液中通入N2，经过30 min后，pH值恢复至初始的7.74，电导率下降至初始值0.177 mS/cm。冷冻透射电镜观察得知聚合物在水中可自组装形成单层囊泡；通入CO2后，叔胺被质子化，囊泡解离形成网状结构，导致溶液黏度从3 mPa(s上升至12 mPa(s；叔胺质子化由1H NMR证明，N原子附近的氢的位移从2.3，2.7，4.1 ppm向低场分别移动至2.8，3.2，4.3 ppm。
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CO2/N2 Switchable Unilamellar Vesicle-Network Structure Transition

Abstract: A macroinitiator PEG6000-Br, was synthesized by esterification reaction of PEG6000 and α-Bromoisobutyryl bromide. By using ATRP method, a symmetrical triblock polymer with the same degree of polymerization, poly(2-(Dimethylamino)ethyl methacrylate)-PEG-poly(2-(Dimethylamino)ethyl methacrylate) (PDM165-PEG165-PDM165), was synthesized. The structures were characterized by FT IR and 1H NMR. The CO2/N2 switchability was proved by pH and conductivity, after 5 min of bubbling CO2, pH decreased from 7.74 to 5.47 and the conductivity increased from 0.176 mS/cm to 0.405 mS/cm rapidly. Then, after 30 min of bubbling N2, the pH recovered to the initial 7.74 and the conductivity decreased to the initial value of 0.177 mS/cm smoothly. The self-assembled unilamellar vesicles-network transition was observed by cryo-TEM, thus result in enhancement of viscosity increase from 3 mPa(s to 12 mPa(s. The key mechanism of these changes is protonation of tertiary amine groups in PDM blocks and was proved by 1H NMR, the chemical shifts of H near N atom downfield from 2.3, 2.7, 4.1 ppm to 2.8, 3.2, 4.3 ppm, respectively.
Keywords: ATRP, block polymer, unilamellar vesicle, protonation

自从原子转移自由基聚合(ATRP)技术发现以来，嵌段聚合物的合成变得简单可行[1-3]。 近年来，各种嵌段聚合物的自组装形态，如囊泡、球形、棒状、蠕虫状胶束甚至Janus胶束已被大量报道[4-6]。特别是两亲嵌段聚合物，由于其具有优良的可设计性，耐用性，以及自组装成囊泡时不需要使用有机溶剂等优点，引起了研究者的注意[7, 8]。 近年来，刺激响应型材料得到了人们的广泛关注，常见的刺激种类有pH、光、温度、电压、氧化/还原剂[9-13]。但这些刺激仍有一定的不足之处，如酸/碱具有一定的毒性，且向溶液中加入酸/碱后，会使得原本体系中增加外来物质且难以除去[14]。由于CO2的天然低毒、便宜易得、容易引入和排出等优点，引起了人们的注意。
基于以上理念，CO2刺激响应型囊泡成为了近年的研究热点。Yuan课题组合成了一种含脒基的CO2响应型的嵌段聚合物PEG-b-PAD，在其水溶液中通入CO2，PEG-b-PAD形成的囊泡体积发生膨胀，囊泡壁变薄，可以使不同尺寸的模拟药物(芘和罗丹明B)选择性透过及分离[15]；该课题组继而合成了含有叔胺基团的PDEAEMA-b-PNIPAM，以CO2和温度作为刺激物，聚合物的自组装结构可在囊泡和胶束之间转变[16]。Zhao等人合成了两种含有叔胺基团的嵌段聚合物，在水溶液中，PDMA- b-PDEAEMA囊泡可在通入CO2后解离；PEO-b-P(DEAEMA-co-CMA)形成的囊泡可由CO2诱发“呼吸”变化，通入和排出CO2时，囊泡体积发生明显的膨胀和收缩[17]。
相较于传统的自由基聚合，ATRP法是一种极为先进的聚合技术，在合成具有明确拓扑结构和聚合度的聚合物方面具有不可比拟的优势[18, 19]。目前常见的文献中都是以两嵌段聚合物作为研究对象，对称三嵌段聚合物的研究较少。本文以聚乙二醇为原料，使用ATRP法合成带有叔胺基团的对称型三嵌段且各嵌段聚合度相等的聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯-聚乙二醇-聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯(PDM165-PEG165-PDM165)，以红外和核磁表征产物结构，使用电导率、pH和黏度变化验证了嵌段聚合物溶液性能的循环可逆性，以冷冻透射电镜观察聚合物自组装形态在通入CO2前后的变化，其变化的机理由核磁氢谱证明。
总反应方程式如下所示，其中m，n值将通过核磁积分面积来计算：
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1 实验部分

1.1药品及仪器

聚乙二醇6000(PEG6000)，α-溴代异丁酰溴(BIBB)，N,N,N',N'',N''-五甲基二乙烯三胺(PMDETA)，甲基丙烯酸二甲胺乙酯(DM)，三乙胺(TEA)，二甲基亚砜(DMSO)，碳酸氢钠(NaHCO3)，不经处理直接使用。无水二氯甲烷(DCM)在氢化钙的存在下重蒸得到，溴化亚铜(CuBr)使用乙酸和乙醇反复洗涤，蒸干得到白色粉末。以上试剂均购自阿拉丁试剂(上海)有限公司，AR级。

WQF-520型红外光谱仪(北京瑞利分析仪器有限公司)，Bruker 400 MHz 核磁共振波谱仪(瑞士，Bruker公司)，JEM-2010高分辨透射电子显微镜(日本电子株式会社)，Brookfield DV-Ⅲ 黏度计(美国，Brookfield公司)，DDS-11A 电导率仪(上海精密仪器仪表有限公司)，pHS-3C 型pH计(上海仪电科学仪器股份有限公司)。

1.2实验步骤

(1)大分子引发剂的合成：将12 g的PEG6000(0.002 mol)溶于30 mL DCM中，倒入干燥的烧瓶后置于冰水浴中，缓慢滴加1.3 g BIBB (0.0056 mol)的DCM溶液，搅拌30 min后，再缓慢滴加含有0.6 g 三乙胺(0.006 mol)的DCM溶液，撤去冰水浴，常温下搅拌12 h后，滤掉沉淀，将滤液倒入分液漏斗中，依次使用饱和NaHCO3和10 g/L稀盐酸洗涤三次后，分离有机层并蒸干，得到白色固体PEG6000-Br，产率约40%，以红外和核磁对其进行结构表征。

(2)三嵌段聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯-聚乙二醇-聚甲基丙烯酸二甲胺乙酯(PDM165-PEG165-PDM165)的合成：在schlenk瓶中加入DM 2.7 g (0.017 mol), PEG6000-Br 0.3 g (5×10-5 mol)，PMDETA 0.043g (2.5×10-4 mol)，纯水50 g，DMSO 2 g，持续向瓶内通N2鼓泡排氧，搅拌30 min后，加入CuBr 0.028 g (2×10-4 mol)，溶液逐渐变成淡蓝色。搅拌12 h后，打开烧瓶，通入空气结束反应，将产物溶液装入透析袋中进行透析并频繁换水。透析3d后，取出少量透析液烘干，得到分析用产品，并计算透析液的质量分数，产率约为48%。
1.3 实验方法

1.3.1 FT-IR测试

采用WQF-520型傅里叶红外光谱仪对样品的分子结构进行定性分析。KBr压片，测试范围4000~400 cm-1。
1.3.2 1H NMR测试
采用核磁共振波谱仪，对样品的分子结构进行表征，并通过聚合物结构在1H NMR谱图中特征峰面积的大小，计算出聚合物的聚合度。
1.3.3 电导率、pH和黏度测试
使用电导率仪测量溶液的电导率，使用pH计测量溶液的pH值，使用黏度计测试聚合物溶液的黏度，剪切速率为7.34 s-1。
1.3.4 冷冻透射电镜(cryo-TEM)
用微量注射器吸约5μL样品溶液至微栅上，再迅速用滤纸将多余的溶液吸去以使样品呈薄膜状；然后将样品快速置入由液氮冷却的液态乙烷(-165℃)中，以便于溶液中的物质保持原状态被冷冻住。使用JEOL JEM-1400 TEM (120 kV)测试样品，使用Gatan multiscan CCD采集测试结果。
2 实验结果与分析

2.1 大分子引发剂和三嵌段聚合物的表征
图1为BIBB, PEG6000和PEG6000-Br的红外谱图。
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图1 BIBB, PEG6000和PEG6000-Br的红外谱图

Figure 1 FTIR spectra of BIBB, PEG6000 and PEG6000-Br
由图1看出，BIBB中1807和1762 cm-1归属于酰溴中羰基的吸收，因酰溴中的羰基与C—Br伸缩振动倍频峰存在费米共振而形成双峰[20]，而相较于PEG6000，PEG6000—Br在1730cm-1出现了归属于酯羰基的吸收峰；而其余部分的吸收峰无明显差别，初步证明BIBB已经与PEG6000发生了酯化反应。

图2为PEG6000—Br和PDM-PEG-PDM的核磁谱图，位移和积分面积标注于图上。
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图2 PEG6000-Br（A）和PDM-PEG-PDM（B）核磁氢谱图

Figure 2 1H NMR spectrum of PEG6000-Br and PDM-PEG-PDM,
由图2 可知，PEG6000-Br的1H NMR (400 MHz, D2O), δ：4.332~4.284 (4 H)归属于引发剂中酯基相连亚甲基H的位移(-O-CH2-CH2-O-CO), 3.382~3.802(4 H) 归属于引发剂中酯基和醚氧键之间亚甲基H的位移(-O-CH2-CH2-O-CO), 3.779~ 3.441 (660 H) 归属于引发剂中醚氧键之间亚甲基H的位移(-O-CH2-CH2-O), 1.950~ 1.821 (12 H) 归属于引发剂中端基β甲基H的位移(-CH3)。证明PEG6000-Br成功合成，且由核磁积分面积(对比图2A中的峰 b和峰d)可以得出PEG6000-Br中的重复单元-CH2-CH2-O-数量为165。PDM-PEG-PDM的1H NMR (Bruker 400 MHz, D2O) δ: 4.349~3.883(667 H)归属于PEG6000-Br和PDM中酯基相连亚甲基H的位移(-CH2-CH2-O-CO-), 3.693~3.589(664H) 归属于PEG6000-Br中重复单元中亚甲基H的位移(-O-CH2-CH2-O)，2.843~2.587(640H)归属于PDM中氮原子相连亚甲基H的位移(-O-CH2-CH2-N-(CH3)2), 2.445~ 2.207(2035H)归属于PDM中氮原子相连甲基H的位移(-O-CH2-CH2-N-(CH3)2), 2.137~ 0.633(1735H)归属于聚合物主链中的亚甲基和主链相连甲基H的位移(C-(CH3)2-CH2-, -C-CH3 和C-(CH3)2)。由PEG6000-Br 和PDMm-PEGn-PDMm的核磁氢谱积分面积(对比图2B中的peak c, g和peak h, i)，可得最终产物的结构式为PDM165-PEG165-PDM165。
2.2 CO2/N2循环可逆性
图3为向质量分数5 g/L的PDM165-PEG165-PDM165溶液在通入CO2和N2过程中的电导率和pH随时间变化的关系。
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图3 PDM165-PEG165-PDM165溶液在通入CO2和N2后的电导率和pH变化

Figure 3 The conductivity and pH of the PDM165-PEG165-PDM165 aqueous solution plotted versus time upon alternating CO2 and N2
由图3可知，聚合物溶液中通入CO2后，pH值迅速下降，在5min内即从7.74下降至5.47；随后，在20min时向溶液中通入N2，pH值缓慢上升，经过30 min后，pH值恢复至初始的7.74，该过程是可以重复进行的。与此同时，溶液的电导率也发生相应的变化；通入CO2后，溶液电导率从0.176 mS/cm在5 min内迅速上升至0.405 mS/cm；随后，在20 min时向溶液中通入N2，电导率缓慢下降，在30min内下降至初始值0.177 mS/cm。该过程同样是可逆的。

2.3 通入CO2前后聚合物在水中的自组装形态
图4为PDM165-PEG165-PDM165溶液在通CO2前(a)后(b)自组装形态的Cryo-TEM图。
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图4 PDM165-PEG165-PDM165在通CO2前(a)、后(b)自组装形态的Cryo-TEM图

Figure 4. The cryo-TEM images of PDM165-PEG165-PDM165 aqueous solution (a), and CO2 stimulated (b)
从图4的冷冻透射电镜图中看出，在溶液的初始状态下(图4a)，观察到大量单层囊泡聚集体；而通入CO2后(图4b)，囊泡消失，出现了明显的线条状的物质，这是由于聚合物分子形成的网状结构造成的。这是由于在通入CO2之前，溶液呈碱性，PDM不带电荷，表现出疏水性[21]；而聚氧乙烯链为恒亲水的；由于这种亲-疏水的两亲性质，PDM165-PEG165-PDM165可在水中自组装形成囊泡。结合pH和电导率的结果可知，通入CO2后，囊泡可在较短时间内迅速解离形成网状结构，可能会导致溶液黏度的变化。
图5为通入CO2前后聚合物溶液黏度的变化。
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图5 通入CO2和N2后的PDM165-PEG165-PDM165溶液在剪切速率7.34s-1下的黏度变化
Figure 5 The state transition for PDM165-PEG165-PDM165 aqueous solution between low and high viscosity at a shear rate 7.34 s-1 induced by alternating CO2 and N2
当聚集体为囊泡结构时，溶液黏度极低，为3 mPa(s；通入CO2后，由于聚合物分子形成的网状结构导致溶液黏度上升，但黏度值不高，仅为12 mPa(s，这是由于聚合物分子量不高的原因。同样的，通入N2后，溶液黏度下降至初始值，且该过程也是可逆的。
2.4 质子化的机理的验证

引起前述实验中pH、电导率、黏度和自组装形态变化的原因是聚合物分子结构在通入CO2后发生了变化。图6所示为聚合物在通入CO2前后分子式结构变化。
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图6 PDMm-PEGn-PDMm在通入CO2前后分子式结构变化

Figure 6. The CO2-switchable molecular structure transition of PDMm-PEGn-PDMm in H2O.
如图6所示，在聚合物溶液的初始状态下，聚合物分子不带电，而通入CO2后，由于水与CO2生成碳酸，PDM中的叔胺N原子捕获碳酸的一个H离子形成季铵盐，同时电离出碳酸氢根，这直接导致了溶液pH的下降和电导率的上升；该种变化由1H NMR证明。相反地，向该溶液中通入N2排出CO2，碳酸氢盐分解，恢复为叔胺结构，从而使得电导率、pH和复原。
图7为聚合物在通入CO2前后的核磁氢谱图。
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图7 PDM165-PEG165-PDM165溶液通入CO2前(A)后(B)的核磁氢谱
Figure 7 The 1H NMR spectra of PDM165-PEG165-PDM165 before(A) and after(B) bubbling of CO2
由图7得出，在PDM165-PEG165-PDM165的重水溶液中通入CO2后，叔胺附近的甲基和亚甲基氢的位移从2.3，2.7，4.1 ppm(图7A中分别记为a, b, c)向低场移动至2.8，3.2，4.3 ppm(图7B中分别记为a’, b’, c’)；其余的位置保持不变，表明仅有叔胺基团参与了反应。

2.5 单层囊泡-网状结构转变示意图

图8为单层囊泡-网状结构转变示意图。
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图8 单层囊泡-网状结构转变示意图（实线：PEG；虚线：PDM）
Figure 8 Schematic illustration of unilamellar vesicles-network structure transition（solid line：PEG；dotted line：PDM）
如图8所示，在水溶液中，由于PDM165-PEG165-PDM165的两亲性质，疏水链PDM倾向于聚集，而亲水的PEG则形成“日冕”型外壳，从而形成单层囊泡结构。通入CO2后，PDM中的叔胺被质子化，形成带正电的季铵盐，囊泡解离，聚合物分子相互交错形成无规的网状结构，这直接导致了溶液黏度的上升。结合前文中的实验，若是在囊泡内包裹药物，则可在靶向位置快速释放，这有助于研发靶向药物输送的载体。

3 结论

(1)合成了亲水性的大分子引发剂PEG6000-Br，并合成了结构和聚合度均明确的三嵌段聚合物PDM165-PEG165-PDM165，利用红外和核磁对其结构进行了表征；

(2)三嵌段聚合物水溶液具有CO2循环可逆性，在通入和排出CO2后，其pH、电导率、黏度循环可逆；

(3)在溶液中，由于嵌段聚合物的亲-疏水结构，可自组装形成单层囊泡，通入CO2后，囊泡解离形成网状结构，其本质是由于PDM中叔胺的质子化，该自组装结构的变化有望用于药物靶向输送中。
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