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摘要 实验以聚天冬氨酸(PASP)为载体，以甲硝唑为模型药物，用较温和简便的方法制备了新型聚天冬氨酸 - 甲硝唑
(PASP-MTI)纳米前药．采用红外光谱及核磁氢谱分析、透射电镜观察、激光粒度、透析和紫外分光光度测定、MTT比色、
荧光显微镜和流式细胞术等方法，观察到甲硝唑以酯键方式键合于聚天冬氨酸高分子链上．PASP-MTI纳米前药呈球型，平
均粒径 404.8 nm，载药量 30%，体外释药明显延缓；MTT结果显示，PASP-MTI显著提高甲硝唑对滴虫的抑杀作用，经纳
米甲硝唑作用后，部分滴虫胞核出现染色质浓集、核固缩、核碎裂等一系列凋亡改变．流式细胞术检测可见凋亡峰，凋亡率

由对照组的 11.5%上升到纳米前药组的 35.69%．上述实验结果表明：PASP是一种非常有潜力的前药载体，制得的新型
PASP-MTI纳米前药具有载药量高、缓释和杀虫作用强等特点，可能的杀虫机制除与高聚物纳米前药促吞噬作用有关外，还
与诱导滴虫凋亡有关．
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滴虫性阴道炎是一种呈世界性分布的性传播疾

病，全世界每年约有 1.6亿患者，在我国该病的感
染率和发病率也相当高．此病可引发多种并发症，

如不育及死胎、低体重出生儿、子宫颈癌等[1]，还

可增加人群对 HIV病毒的易感性[2]．临床治疗首选

甲硝唑，但该药溶解性差，口服和静脉注射胃肠道

反应重，大量使用还可致畸、致癌、致突变等．阴

道黏膜局部给药虽能减轻上述副作用，但多数制剂

在使用过程中因基质溶化连同药物流失，或因材料

为非生物降解(如聚醚型聚氨酯泡沫塑料)影响疗
效[3]．近年来随着耐药滴虫的出现[4, 5]，临床治疗时

间更加延长，用药剂量更大，患者依从性更差．解

决上述问题的有效方法之一是将小分子药物接入大

分子载体，制成大分子前药，特别是纳米级聚合物

粒子，由于其小尺寸效应和表面、界面效应等，不

仅可提高药效，减轻不良反应，且方便患者使用，

因而倍受国内外学者们的关注．目前对大分子载体

的一般要求和发展主流是生物可降解性[6, 7]．聚氨

基酸由于含有蛋白质样的酰胺键结构，在体内可自

行降解为水和二氧化碳，易被机体吸收和排泄，通

过同种氨基酸均聚或不同氨基酸共聚制得主链，主

链两侧还可键入功能性侧链基，提供多个药物结合

位点，在众多的高分子材料中独树一帜[8, 9]．其中，

聚天冬氨酸因合成线路简单，产物得率高，易于功

能化等，尤其适合作大分子前药载体[10, 11]．本课题

组以往探索了聚天冬氨酸共聚物纳米前药的合

成[12]，但载药量偏低，药效未达最佳．在前期研究

基础上，我们进一步摸索了聚天冬氨酸均聚物的合

成，键合甲硝唑后，对其结构进行了表征，完成了

体外药效实验．结果表明，大分子纳米前药的抗虫

活性明显提高．
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1 材料和方法

1援1 材料

DL- 天冬氨酸(张家港市氨基酸厂 )；甲硝唑
原料药(山西晋新双鹤药业有限公司生产，纯度 >
99%，批号：021025)；N, N-二甲基甲酰胺(DMF)
(国药集团化学试剂有限公司)；1, 3, 5-三甲苯(上
海试剂一厂)；1-乙基 -3-(3-二甲氨基丙基)碳二亚
胺盐酸盐(EDC)(Sigma公司)；噻唑蓝(MTT)购自怡
成生物公司(Amresco分装)；二甲基亚砜(分析纯)
(上海凌峰化学试剂有限公司，批号：030510)；小
牛血清购自杭州四季青生物工程有限公司(批号：
040210)；DAPI购自 Roche公司(Cat No. 236276 )，
其余试剂均为分析纯．

阴道毛滴虫：取自 10名南京市妇幼保健院门
诊镜检阴道毛滴虫阳性患者的阴道分泌物，分离培

养得到．

1援2 方法

1援2援1 聚天冬氨酸 -甲硝唑纳米前药(PASP-MTI)的
制备．

参照文献[13]，稍加改进．取 16.0 g DL- 天冬
氨酸，85%浓磷酸 1.3 g，1, 3, 5-三甲苯 16 ml，环
丁砜 6 ml，充分混合，在 160℃通 N2的条件下搅

拌反应 3 h．冷却后，加入 DMF，充分溶解后过
滤．将滤液滴加到 400 ml蒸馏水中，产生大量白
色沉淀．再次过滤后，得白色粉末状固体即为聚丁

二酰亚胺(PSI)，产率 98%．
将上述方法制得的 PSI 8.0 g溶于 100 ml水中，

并将 0.1 mol/L NaOH溶液 600 ml滴加到 PSI水溶
液中，搅拌至 pH 为 8.0，待水中 PSI 全部溶解后
进行蒸馏，至溶液为 50 ml时，用乙醇 150 ml 进
行沉淀至黏糊状固体，真空烘干得聚天冬氨酸盐，

再次溶于 100 ml水中，用盐酸酸化至 pH为 2左右
时，进行渗析浓缩，最后沉淀真空干燥得聚天冬氨

酸(PASP)无色水溶性固体．
称取 PASP 0.57 g 溶于 5 ml 水中，甲硝唑

(MTI) 0.85 g溶于 10 ml水中，同时将 EDC 1.0 g溶
于 10 ml水中，分 2次滴加到上述混合溶液中，滴
加时使用冰浴及磁力搅拌．滴加完后撤去冰浴，常

温下反应 24 h，将溶液渗析后用乙醇进行沉淀，过
滤得黏糊状固体，真空干燥即得聚天冬氨酸 -甲硝
唑(PASP-MTI)纳米前药．
1援2援2 聚天冬氨酸 -甲硝唑纳米前药的表征．采用
KBr压片法，在 Bruker IFS66V红外光谱仪上测定

红外光谱；使用 Bruker DPX300型核磁共振谱仪，
以 D2O为溶剂,室温下测定 PASP-MTI纳米前药的
1H-NMR谱；用 JEM1010 型透射电镜观察纳米前
药的微观形貌；用 Malvern Zetasizer 3000 HSA 激
光粒度分析仪测定纳米前药的粒径分布，测试角度

90毅，测试温度 20℃；用 Shimadzu UV-3100 紫外
分光光度计测定 PASP-MTI中甲硝唑含量，根据公
式计算载药量；采用透析法，通过 pH 5.8磷酸盐
缓冲液测定 PASP-MTI体外释药速率．
1援2援3 稳定性考察．

a．温度试验．分别称取一定量 PASP-MTI纳
米前药置于 10 ml小烧杯中，平铺为臆5 mm厚的
薄层，60℃恒温箱中放置 10天，于第 5、10天分
别取出称重，考察其性状、含量等指标的变化．

b．湿度试验．取室温真空干燥至恒重的
PASP-MTI纳米前药置于 25℃ ,相对湿度为 75%的
密闭容器中放置 10天，于第 5、10天分别取出称
重，考察其性状、含量等指标的变化．

c．光照试验．分别称取一定量 PASP-MTI纳
米前药置于 10 ml小烧杯中，用 4 500 lx的光照度
照射,于第 5、10天分别取出称重，考察其性状、
含量等指标的变化．

1援2援4 MTT法检测聚天冬氨酸 - 甲硝唑纳米前药
的抑虫作用．

将转种 48 h生长旺盛期的滴虫 1 500 r/min离
心 10 min，浓集虫体，加入新鲜肝浸汤培养基并用
血细胞计数板记数，调整虫浓度约为 4伊105个 /ml.
将混匀的虫液置于 96孔培养板，每孔 200 滋l．设
PASP-MTI组、甲硝唑原料药MTI组、聚天冬氨酸
载体 PASP组及不加药物处理的对照组，并以空白
培养液作为调零孔．药物以无菌水稀释成不同浓

度，MTI组和 PASP-MTI组加相应药液 10 滋l/孔，
使甲硝唑终浓度为 40、20、10、5.0、2.5、1.25、
0.75、0.5 mg/L．聚天冬氨酸载体组加相应的 PASP
溶液 10 滋l/孔，不加药物处理的对照组加无菌水
10 滋l/孔．各孔做 4个平行孔,重复 3次．分别经
37℃培养 6、12、24 h，实验终止前 4 h，每孔加入
1%的MTT 10 滋l，继续培养 4 h后，3 000 r/min离
心 10 min，小心吸去上清 165 滋l/孔，再加入二甲
基亚砜 200 滋l/孔，震荡 10 min后，以空白培养液
调零，用Multiskan Spectrum酶标仪测各孔 A 490值，

并按以下公式计算相对抑制率．

相对抑制率=(对照孔 A 值-加药孔 A 值) /对照
孔 A 值伊100%
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Fig. 3 TEM micrographs of spherical PASP鄄MTI
nanoprodrugs with good dispersibility (伊20 000)

NY6623
* 伊20K

500 nm

同时检测了不同粒径 PASP-MTI纳米前药对滴
虫的抑杀作用．

1援2援5 荧光显微镜观察． 取药物有效浓度为

20 mg/L的 PASP-MTI处理 5 h的滴虫及未处理的
对照组，加终浓度为 0.5 mg/L的 4, 6- 联脒 -2- 苯
基吲哚(DAPI)，避光孵育 20 min，PBS洗涤并悬浮
细胞，取 20 滋l细胞悬液滴在载玻片上，盖上盖玻
片，用 RX250 型荧光显微镜 (激发波长 340～
380 nm，阻隐波长 435～485 nm, EV 340～380 nm,
BF 435～485 nm)观察药物作用后滴虫胞核的形态
变化．

1援2援6 流式细胞仪检测．分别取终浓度为 20 mg/L
的 PASP-MTI和 MTI原料药处理 5 h 的滴虫，及
PASP 载体、无菌水处理的对照组滴虫，离心，
PBS洗 2次，预冷的 70%乙醇固定过夜．上机前
以 PBS清洗细胞，调整细胞密度至 5伊105个 /ml，
碘化丙锭(PI)染色，FACS Vantage SE流式细胞仪
Cellquest软件采集数据，进行 DNA含量分析，结
果用Modfit LT 2.0软件分析数据．
1援3 统计处理

用 SPSS10.0统计软件进行处理．对各组间数
值比较采用单因素方差分析，两两间比较采用

LSD-t法．根据所得的相对抑制率，用 Probit法计
算达 50%相对抑制率时 PASP-MTI和 MTI两药的
甲硝唑浓度．

2 结 果

2援1 红外光谱分析

聚天冬氨酸 - 甲硝唑纳米前药(b)红外谱图见
图 1，与聚天冬氨酸 (a)的谱图相比，谱图 b 在
1 716 cm -1，1 264 cm -1 处出现酯键的特征峰，

3 381 cm -1 左右为 O—H、 N—H 的混合峰，
2 857 cm-1处出现硝基的特征吸收峰，表明甲硝唑

键合到了聚天冬氨酸高分子链上．

2援2 核磁氢谱 (1H鄄NMR) 分析
用 D2O为溶剂对 PASP载体及 PASP-MTI纳米

前药进行 1H-NMR 检测，结果如图 2．在 PASP
(图 2a)中 啄=2.74，2.65，2.60处为亚甲基上的氢质
子峰，啄=4.3，4.6处为次甲基上的氢质子峰．积分
面积显示，茁 体约占 75%，琢 体约占 25%．
PASP-MTI 纳米前药的 1H-NMR 谱峰发生了位移
(图 2b)，啄=2.51为甲基上的氢质子峰，啄=2.9、3.0
为甲硝唑中亚甲基上的氢质子峰．

元素分析结果如表 1．由于一个甲硝唑分子中
含有 3个氮，因此 PASP-MTI中含氮量提高较大，
这从另一个侧面证明甲硝唑被键合在了聚天冬氨酸

载体上．

2援3 电镜及粒径分析

取适量稀释后的 PASP-MTI 溶液，滴于铜网
上，透射电镜观察结果表明：制得的 PASP-MTI纳
米粒子呈球形，分散性好(图 3)．激光粒度分析仪

Fig援1 IR spectra of PASP鄄MTI nanoprodrug and PASP
a: PASP; b: PASP-MTI.

b

a

1 0002 0003 0004 000 0
姿/cm-1

2 857

3 381 1 716

1 264

Table 1 The result of elemental analysis
C H N

PASP 30.38 4.50 8.33
PASP-MTI 43.08 7.46 15.67

Fig援 2 1H鄄NMR spectrum of PASP鄄MTI
nanoprodrug and PASP in D2O

(a) PASP. (b) PASP-MTI.

啄
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

啄
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

(a) (b)
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2援7 MTT检测结果
MTT结果显示，PASP-MTI和 MTI原药均有

抑杀滴虫的作用，且明显高于对照组(P < 0.05)，而
PASP 载体组与对照组之间 A 值没有显著差异
(P > 0.05)，说明聚天冬氨酸载体本身没有抑杀滴虫
作用．当甲硝唑浓度相同时，PASP-MTI抑杀滴虫
作用较MTI原药强(P < 0.05)，达 IC50(50%抑制率)
时：MTI原药为 2.85 mg/L, PASP-MTI为 1.22 mg/L
(图 5)，随着处理时间延长，同一药物浓度抑杀滴
虫的作用也逐渐增强，表明 PASP-MTI抑杀滴虫的
作用呈现浓度依赖性和时间依赖性．

Fig. 5 The relative inhibitory rate of PASP鄄MTI
and MTI on trichomonas

: MTI; : PASP-MTI.
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Condition
0 day 5 day 10 day

Aspect Weight Drug loading Aspect Weight Drug loading Aspect Weight Drug loading
60℃ White 5.5 mg 31.8% White 5.0 mg 33.5% White 4.8 mg 34.9%

25℃ RH75% White 5.3 mg 32.5% White 5.7 mg 30.7% White 5.9 mg 31.5%
4500 lx White 5.0 mg 33.4% White 4.9 mg 35.6% White 5.3 mg 34.2%

Table 2 Results of PASP鄄MTI nanoprodrug stability

2援6 稳定性实验

稳定性实验结果见表 2．
实验结果表明：PASP-MTI经高温(60℃ )、高

湿(75%RH)、光照(4 500 1x)考察 10天，各项指标
均无明显变化，说明材料在实验环境下基本稳定．

显示：粒径分布为单峰型，平均粒径 404.8 nm．
2援4 载药量分析

通过紫外分光光度法检测， PASP-MTI 的
0.5 mol/L NaOH溶液在 320 nm处有最大吸收，对
照甲硝唑的 NaOH 溶液标准曲线，得 PASP-MTI
中甲硝唑的质量，计算得 PASP-MTI纳米前药的载
药量为 30%，计算公式：载药量=(测得的 PASP-
MTI中甲硝唑质量 /PASP-MTI大分子前药质量)伊
100%．
2援5 体外释放实验

紫外分光光度法测得甲硝唑 pH 5.8磷酸盐缓冲
溶液在 320 nm处具有最大吸收峰，吸光值与甲硝唑
浓度符合标准曲线 A = 0.059C + 0.0219 (A：吸光度

值，C：甲硝唑浓度(mg/L)，r=0.9994，n=3)．根据
标准曲线计算出各时间点的甲硝唑累计释放百分比.
根据目标药物甲硝唑的使用环境，选取 37℃、

pH 5.8作为测试甲硝唑在聚天冬氨酸高分子聚合物
中的控(缓)释条件．测得释放情况见图 4．从图 4a
中可以看出，开始 7天曲线上升较快，10天以后
药物释放变缓，持续释放达 30天以上．释放 24 h
时，PASP-MTI 体外累计释放百分率为 38.01%，
30天为 86.64%，而作为对照的MTI原料药，释放
1 h为 57.30%，6 h 为 95.15%，24 h已接近 100%
(图 4b)．表明键合有甲硝唑的 PASP-MTI明显延缓
了药物在体外的释放速率．
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Fig. 4 The cumulative release curve of PASP鄄MTI and MTI in phosphate buffer pH 5.8
(a) PASP-MTI release in 30 d. (b) PASP-MTI and MTI release in 24 h. : MTI; : PASP-MTI.▲ ▲● ●
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3 讨 论

随着现代医药学的发展，大分子前药

(macromolecular prodrugs)的研究和应用日益受到人
们的重视[14]．特别是生物可降解高分子纳米粒因其

释放速率的可控性和良好的生物相容性，得到越来

越多的关注．开发新的聚合物纳米载药系统，制成

新的纳米前药，也就成为克服小分子药物诸多弊

端，更好地应用于临床治疗的有力手段之一[15]．

目前，对大分子前药载体的基本要求是生物可

降解性．因此我们选取毒性低，生物相容性好，易

于功能化、产业化、环境好的聚天冬氨酸为载体，

以甲硝唑为模型药物，制备了聚天冬氨酸甲硝唑纳

米前药．由于高分子化学反应本身固有的困难，使

小分子药物借助氨基、羧基等基团与高分子主链相

联时，接枝率一般较低( < 30%)，载药量不高．以

Fig. 7 Effect of diffirent groups on apoptosis of trichomonas by flow cytometry
(a) Untreated control. (b) Treated with PASP carrier. (c) Treated with PASP-MTI. (d) Treated with MTI.
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Fig. 6 Nuclear fluorescence of trichomonas stained
with 0.5 mg/L DAPI

(a) Trichomonas untreated control, displaying its oval nuclei and slightly
weaker fluorescence. (b) Trichomonas treated with PASP-MTI for 5 h,
A rounded nucleus, stronger fluorescence, peripheral masses of nuclear
chromatin and nuclear fragmentation are seen (伊400).

Table 3 Influence of PASP鄄MTI particle size
on the Trichomonacidal activity by MTT

Size/nm Drug loading A 490

184.8 依 58.6 29.8 依 2.7 1.38 依 0.18

434.2 依 106.7 33.2 依 3.3 1.55 依 0.23

735.6 依 256.3 32.5 依 1.8 1.43 依 0.25

x 依 s.

(a) (b)粒径大小对滴虫抑杀作用的影响见表 3．从
表 3可见，不同粒径 PASP-MTI对滴虫抑杀没有统
计学意义．

2援8 荧光显微镜观察结果

DAPI染色后，细胞核发淡蓝色荧光．正常滴
虫胞核椭圆形，染色质弥散均匀、荧光较弱．

PASP-MTI 处理后，滴虫胞核出现一系列凋亡样
变，胞核肿胀变圆，核中出现折光率极强的颗粒，

染色质浓缩，部分胞核边移呈小结节状、新月状或

戒指状，典型的可见核碎裂，核物质扩散到胞质中

(图 6)．

2援9 流式细胞检测结果

4组滴虫标本均见有亚 G1期细胞形成的凋亡
峰．根据凋亡峰的面积计算凋亡细胞在整个细胞群

中的比例，结果无菌水对照组滴虫凋亡率为

11.5%，PASP载体组滴虫凋亡率为 13.03%，MTI
原药组滴虫凋亡率为 19.27%，PASP-MTI组滴虫凋
亡率则高达 35.69% (图 7)．
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往国内外众多学者研究报道的聚天冬氨酸大分子前

药，大多利用其衍生物———聚天冬酰胺侧链上的羟

基与药物的羧基结合[16～20]，而与带羟基药物的结合

较少见．为此我们采用较温和的热缩聚方法，先将

单体 DL-天冬氨酸通过浓磷酸催化聚合生成聚琥珀
酰亚胺，再在强碱溶液作用下，端基发生开环羧基

化，产生带羧酸侧链的聚天冬氨酸，最后经过水溶

性缩合剂 EDC缩合，将甲硝唑通过羟基与聚天冬
氨酸链上的羧基发生酯化反应，促使甲硝唑键合至

聚天冬氨酸高分子载体上．经红外光谱、核磁氢谱

和元素分析证明：甲硝唑确以酯键方式键合到了聚

合物高分子链上．整个反应过程简便，低毒，产物

转化率高，合成的大分子前药载药量可达 30%，
基本达到设计要求．

前药是一种可逆性衍生物，进入体内后需转化

为原药才能发挥治疗作用，因此前药的释药速率是

评价其性能的重要指标之一．我们通过模拟人体环

境的 pH 5.8、(37 依 1)℃的磷酸盐缓冲液，利用动
态透析系统和紫外分光光度法观察了聚天冬氨酸甲

硝唑纳米前药的释药情况．结果显示，开始 7天曲
线上升较快，10天以后药物释放变缓，持续释放
30天以上，累计释放百分率达 86.64%．说明合成
的大分子前药在水性环境中，依靠酯键的断裂和高

分子链本身的降解重新释放甲硝唑[21, 22]，表现出明

显的缓释效果．但释药初期仍可观察到一定的“速

释现象”，其原因可能是：大分子前药制备过程中，

会包裹一些小分子药物，或因载体本身的性质所

致[23]．从分子结构看，聚天冬氨酸是一种水溶性大

分子多肽链，在水中易水解释出甲硝唑，所以释药

初期表现为一定的“速释”现象．有文献报道，一

个理想的抗菌长效制剂应包括两个部分：一是快速

释药的速释部分，使药物尽快达到有效血药浓度而

发挥治疗作用；另一个是恒速释药的缓释部分，以

维持平稳、均匀的有效血药浓度，起到长效作

用[24]．我们合成的大分子纳米前药基本符合抗菌长

效制剂的要求．此外，合成的纳米前药在实验室环

境下性能稳定，表明其进入体内后能够按照预定的

模式释放药物并发挥作用，从而保证了用药的安

全性．

药效评价是药物研究的关键所在．体外 MTT
实验结果显示：制备的纳米前药抑杀滴虫的作用优

于甲硝唑原药，二者相比差异显著(P < 0.05)，而纳
米载体 PASP 组与空白对照组比较，差异不显著
(P > 0.05)，说明载体本身没有抑杀滴虫的作用．

以往实验表明，甲硝唑抑杀滴虫的机制主要与其硝

基氧化还原产生氧自由基致使的细胞毒作用有

关[25]．前述 PASP-MTI合成过程中，甲硝唑以自身
羟基与聚天冬氨酸链上的羧基反应形成酯键，保留

了硝基，因而不影响药物的药理活性．而 PASP载
体本身没有抑杀滴虫的作用，说明纳米前药中甲硝

唑被有效释放出来，对滴虫产生了抑杀作用．另有

研究提示，大分子前药进入机体后，主要经内吞作

用进入细胞，再经溶酶体酶水解释放出活性药物成

分[26]．由于异养型原生动物滴虫具有很强的吞噬能

力，故而我们推测甲硝唑与聚天冬氨酸键合后，分

子质量明显增大，可促进滴虫对前药的吞噬，使甲

硝唑被动靶向至滴虫增多，或因高分子聚合物纳米

粒具有一定的附着力，可粘附于滴虫微丝上，使其

运动及变形能力降低，最终导致细胞骨架整体结构

破坏[27]，因而纳米前药杀虫作用明显优于甲硝唑原

药．确切的机制我们正在研究中．如前所述，前药

本身不显示药理活性，只有其中的原药才具疗效，

所以前药的载药量是一项非常重要的指标．课题组

前期通过混合溶剂法合成的聚天冬氨酸 -谷氨酸共
聚物纳米前药载药量仅 12%[12]，缓释后药量不足以

抑杀滴虫，因而 MTT及 3H-TdR 结果均显示共聚
物纳米前药 IC50仅为甲硝唑原药的一半左右，所以

我们认为载药量是影响抗菌长效制剂有效药物浓度

的重要因素之一．

细胞凋亡可在形态学和生物学等方面表现出特

征性改变．本实验发现：PASP-MTI纳米前药作用
后，荧光显微镜下可见滴虫胞核出现染色质凝聚、

边集，最终核裂解的特征性改变；流式细胞术检测

DNA含量显示，在 G1期前出现亚二倍体的凋亡
峰，且纳米甲硝唑组的凋亡峰明显高于甲硝唑原药

组．这与 Chose等[28]用诱导凋亡药物引起滴虫发生

凋亡样的形态学改变一致．因此，不含线粒体的原

核生物阴道毛滴虫同样存在凋亡改变 [29]，PASP-
MTI纳米前药抑杀滴虫的机制可能还与诱导滴虫凋
亡有关．

本实验结果表明，PASP作为大分子纳米前药
的载体具有良好的应用潜能，合成的纳米前药性能

稳定，载药量较高，体外具有缓释作用，抗滴虫效

果优于甲硝唑原药．下一步我们将对 PASP-MTI的
体内抗虫效果进行深入研究．
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Preparation, Characterization and Preliminary Trichomonacidal Effect
of Poly Aspartic Acid鄄metronidazole Nanoprodrug*

QI Xiao-Hong1, 2), CHEN Xi-Min1), FENG Zhen-Qing1,2), GUAN Xiao-Hong1)**,
WU Jun3), CHEN Qiang3), KAN Yan-Jing4), TONG Hua4)

(1)The Key Laboratory Antibody Technology of State Ministry of Health, Nanjing Medical University, Nanjing 210029, China;
2)Department of Pathology and Pathophysiology, Nanjing Medical University, Nanjing 210029, China;

3)Center of Research on Surface and Interface Chemical Engineering and Technology, Nanjing University, Nanjing 210093, China;
4)Nanjing Maternal and Child Health Hospital, Nanjing 210004, China)

Abstract Poly aspartic acid or its salts is a kind of newly innocuous, environmental friendly biodegradable
polymer, recognized as green material, and widely applied in such areas as agriculture, medicine, commodity,
water treatment. In order to prepare new poly aspartic acid-metronidazole (PASP-MTI) nanoprodrug, observe its
trichomonacidal effect in vitro, and explore its probable mechanism, the nanoprodrug PASP-MTI was synthesized
by DL-aspartic acid and metronidazole in a relatively mild condition. Its structural characteristics were attested by
means of infrared spectrum (IR), 1H nuclear magnetic resonance (1H-NMR), transmission electron microscope
(TEM) etc measurements. The release behavior of metronidazole in PASP-MTI nanoprodrug was investigated by
the dialysis method. The MTT assay was employed to test PASP-MTI’s trichomonacidal effect in vitro and the
apoptotic-like processes of trichomonas were detected by fluorescence microscope and flow cytometer (FCM). The
IR and 1H-NMR showed that the metronidazole was conjugated to poly aspartic acid high molecular chains by ester
bonds. Synthesized PASP-MTI nanoprodrug was globular and had a mean diameter 404.8 nm with favorable
dispersity. The drug loading was about 30% and the cumulative release profile was delayed (about 38.01% of MTI
loading in the PASP-MTI nanoprodrug was released within the first 24 h and 86.64% in 30 d, while the release of
free metronidazole was almost complete by 24 h). The trichomonacidal activity of PASP-MTI nanoprodrug
increased remarkably{IC50 of PASP-MTI and free metronidazole was 1.22 mg/L and 2.85 mg/L, respectively}.
Observed by fluorescence microscope, the nuclei of trichomonas presented a series of changes similar to apoptosis
such as chromatin agglutination, nuclear fragmentation, etc. The FCM study indicated that the apoptotic rate in the
PASP-MTI group was the highest of all groups, up to 35.69%. It is concluded that PASP can be effectively used in
drug delivery systems, the synthetic novel poly aspartic acid-metronidazole nanoprodrug has higher drug loading,
better the role of prolonged-release and higher trichomonacidal effect in vitro. Its mechanism may be related with
enhancing the polymer prodrug’s internalization and inducing the apoptosis of trichomonas.
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