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摘要 在较温和的实验条件下 制备粒径约  包载模型药牛血清白蛋白 ≥脂质体 将双波长考马斯亮

蓝 2染料结合法用于测定 ≥脂质体包封率时游离蛋白质含量 ∀ ≥包封率测定运用凝胶柱色谱法 考察不

同型号的葡聚糖凝胶对游离药物和脂质体的分离性能 对于游离 ≥的测定 比较了双波长紫外分光光度法 !考马

斯亮蓝 2染料法 法 !双波长考马斯亮蓝 2染料法 种测定方法 ∀在吸收度和线性均良好的情况

下 双波长考马斯亮蓝 2染料法的检测范围为 1 ∗  Λ# 

与 法的检测范围  ∗ 

Λ# 

相比 检测灵敏度提高了 倍 检测范围更宽 ∀由此可见 双波长考马斯亮蓝 2染料法测定蛋白质

含量时 检测限较低 线性良好 检测线性范围更宽 可作为测定 ≥脂质体包封率时蛋白质含量的测定手段 ∀

关键词  ≥脂质体 凝胶柱色谱法 包封率 双波长考马斯亮蓝 2染料法

中图分类号      文献标识码      文章编号        

收稿日期  22
基金项目 中国博士后科学基金资助项目 
3 通讯作者  ×     

∞2 ∏ 

Τηε εντραππεδ εφφιχιενχψ οφΒΣΑ λιποσοµ ε

 ⁄23   ≤2 ° ±2  ÷2∏

(Σχηοολοφ Πηαρµ αχψ, Χηινα Πηαρµ αχευτιχαλΥνιϖερσιτψ, Νανϕινγ 210009 , Χηινα)

Αβστραχτ: ≥ ¬    ∏

 ¬  2  ∏    

∏∏  ∞∞   ≥  

∏∏∞∞  √≥¬¬  

  ∏ ×    ∏      2 ∂

 2∏  ×2
∏  ∏  √  √   ∏

2 ×2∏ 

√∏≥  ∞∞  

≥ 

Κεψ ωορδσ: ≥    2

∏ 

  脂质体作为蛋白质药物载体 具有诸多优点 ∀

逆相蒸发法是制备生物大分子药物脂质体常用的方

法之一 适用于包裹水溶性药物 !大分子生物活性物

质 如各种抗生素 !胰岛素免疫球蛋白 !碱性磷脂酶 !

核酸等 通常可得到相对较高的包封率 ∀本实验拟

采用牛血清白蛋白 ≥作为蛋白质模型药物 通

过逆相蒸发法制备 ≥脂质体 ≈ ∗  ∀

载药脂质体包封率的测定 涉及到游离药物与

脂质体的分离 ∀目前常用的分离方法主要有透析

法 !离心法和凝胶过滤法等 ∀本实验采用凝胶过滤

法 通过考察和比较不同型号的葡聚糖凝胶对游离

药物和脂质体的分离性能 寻找较好的分离手段 ∀

针对游离蛋白质药物与脂质体分离后浓度很低的情

况 本文通过对不同的蛋白质检测方法进行考

察 ≈ ∗ 
比较了双波长紫外分光光度法 !考马斯亮

蓝 2染料法 法 和双波长考马斯亮蓝
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2染料法 种测定蛋白质含量的方法 以满足

≥脂质体中游离蛋白测定的要求 ∀

材料与方法

材料与仪器  大豆磷脂 注射级 上海太伟药业

有限公司 胆固醇 分析纯 中国惠兴生化试剂有限

公司  ×   ×2药用级 牛血清白蛋白

≥∴  南京生兴科技有限公司 考马斯亮

蓝 2 公司  ≥¬ 2 2

22凝胶 °公司 ∀其他试剂均为

分析纯 ∀

紫外扫描仪 美国 紫外 2可见

分光光度计 上海精密科学仪器有限公司 马

尔文粒径测定仪 ≥英国  √公

司 ∀

ΒΣΑ脂质体的制备  采用逆相蒸发法制备

≥脂质体 ∀具体工艺是 称取处方量磷脂 

!胆固醇  和 ×2少量 放入  茄形

瓶中 再加入有机溶剂 乙醚 2正己烷 Β充分溶

解摇匀 在水浴超声过程中用注射器缓慢注入溶有

≥的水溶液作为内水相 继续水浴超声  形

成 • 型乳状液 ∀在一定温度的水浴中减压蒸发

除去有机溶剂 达到胶态后在减压下继续蒸发 待

完全转相成水性液体后停止减压蒸发 滴加外水

相 继续旋转  充分水合即得 ≥脂质体 ∀

ΒΣΑ脂质体粒径和 ζετα电位的测定  取上述

制备的 ≥脂质体溶液  稀释 倍 在马尔文

粒径测定仪上测定粒径和 电位 ∀

ΒΣΑ脂质体包封率的测定  取制备的 ≥脂

质体 载药量为 1 # 

  Λ在柱长为

 的 2凝胶柱上样 对脂质体和未包封的

游离 ≥进行分离 ∀用双波长考马斯亮蓝 2染

料法测定游离 ≥的浓度 然后计算 ≥脂质体的

包封率 ∀

双波长紫外分光光度法测定 ΒΣΑ浓度  配置

不同浓度 ≥溶液 测定  和  吸收度

Α根据公式 Α  1 ≅ Α  1 ≅ Α计算双波长

紫外分光光度法测得的吸收度值的范围及与蛋白质

浓度的线性关系 得出该法对蛋白质的检测范围 ∀

不同型号凝胶填料对脂质体和 ΒΣΑ的分离

配制  # 


≥溶液 并取  Λ空白脂

质体  Λ分别在柱长为  的 22

22凝胶柱上样 以水为洗脱液 流出液每

 为 份 再稀释到  ∀在紫外 2可见分光光

度计上分别于  浊度法测定脂质体的洗脱 !

 和  处测量溶液的吸收度 绘制洗脱

曲线图 ∀

低浓度蛋白质含量测定方法的研究  蛋白质脂

质体的载药浓度一般每毫升仅几毫克 甚至更低 经

凝胶柱分离后 蛋白质又被稀释十倍以上 因此有必

要进行低浓度蛋白质含量测定方法的研究 寻找合

适的蛋白质测定方法 ∀

考马斯亮蓝 Γ 2250染料法 (Βραδφορδ法 )  考

马斯亮蓝能与蛋白质的疏水微区相结合 并产生变

色反应 最大吸收波长从  改变为  ∀

在一定范围内  处的吸收度与蛋白质的含量

成线性关系 可测定蛋白质的浓度 ∀

配置不同浓度 ≥溶液 考察 法测得

的吸收值范围及与蛋白质浓度的线性关系 得出考

马斯亮蓝 2染料法的检测线性范围 ∀

双波长考马斯亮蓝 Γ 2250染料法  配制不同

浓度 ≥溶液 测定  和  处的吸收度

Α以两波长处吸收度的比值作纵坐标 考察双波长

考马斯亮蓝 2染料法测得的吸收值范围及与蛋

白质浓度的线性关系 得出双波长考马斯亮蓝 2

染料法的检测范围 ∀

结果

1  ΒΣΑ脂质体的制备

以逆相蒸发法制备的 ≥脂质体外观良好 有

蓝色乳光 其透射电镜照片见图 ∀

Φιγυρε 1  ××∞  ≥ 

2  ΒΣΑ脂质体粒径和 ζετα电位的测定

将 ≥脂质体稀释后在马尔文粒径测定仪上

测定粒径和 电位 结果如图 和 由粒度测定

结果可知  ≥脂质体的平均粒径为 1 多

分散系数 1电位为 1 ∂ ∀
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Φιγυρε 2  ×≥ 

Φιγυρε 3  ×≥ 

3不同型号葡聚糖凝胶对脂质体和 ΒΣΑ溶液的分

离情况

3 . 1  双波长紫外分光光度法测定 ΒΣΑ浓度  测量

浊度时需要测定乳状液中的粒子对光反射和散射所

引起光的损失 因此在测量时应尽可能降低溶液对

光的吸收 ∀在吸收度 Α吸收最低点 颜色对浊度的

测量干扰最小 可选择该吸收度对应的波长作为测

量浊度的波长 ∀该波长一般在  ∗  ∀本文

中的脂质体乳状液虽然本身没有颜色 但在紫外扫

描  ∗  时 图 没有发现明显拐点 确定

浊度测定的波长为  空白脂质体可用浊度法

在  测量 而 ≥在  处有最大吸收峰

图 由于蛋白质样品中可能含有核酸类物质 

在  处有干扰吸收 ∀核酸的最大吸收峰在

 处 可通过双波长紫外分光光度法 Α 1 ≅

Α  1 ≅ Α消除其对蛋白质测定的影响 ∀

在吸收度和线性均良好的情况下 得到的吸收

值 2蛋白质浓度标准曲线为 Α  1 Χ  1 

ρ1 双波长紫外分光光度法检测范围为

1 ∗ 1 # 
 ∀

Φιγυρε 4  × ∂    ≥

∏

3. 2  不同型号凝胶填料对脂质体和 ΒΣΑ的分离

选用不同型号的凝胶填料 222和

2装柱 固定柱长为  分别上样空白脂质

体和游离 ≥溶液 以浊度法测定脂质体 Α Α

检测 ≥绘制的洗脱曲线如图 所示 ∀

2凝胶柱对空白脂质体和 ≥的分离情况

较好 基本分开 可作为测定 ≥脂质体包封率的

分离手段 ∀

4  低浓度蛋白质含量测定方法的研究

4. 1  考马斯亮蓝 Γ 2250染料法 (Βραδφορδ法 )  在

吸收度和线性均良好的情况下 得到的吸收值 2蛋白

质浓度标准曲线为 Α  1 Χ  1 ρ 

1 检测范围为  ∗  Λ# 
 ∀

4. 2  双波长考马斯亮蓝 Γ 2250染料法  考马斯亮

蓝 22蛋白质复合物具有高敏感性 受外界干扰

因素影响较大 ∀从考马斯亮蓝 2溶液和考马斯

亮蓝 22蛋白质复合物溶液的紫外扫描图谱 图

可以看出 游离的考马斯亮蓝 2在  

和  处均有吸收 考马斯亮蓝 22蛋白质复

合物仅在  有吸收峰 用双波长法建立 Α 

Α 2蛋白质浓度曲线可消除游离考马斯亮蓝 2

的干扰 提高蛋白质的检测灵敏度 ∀
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Φιγυρε 5  ×∏ ∏√ 

  ≥  ∏ 2    2

 2 ≤ 2 ⁄ ∏

在吸收度和线性均良好的情况下 双波长考马

斯亮蓝 2染料法得到的标准曲线 图 为 Α 

1 Χ 1ρ1 检测范围为 1 ∗

 Λ# 
 ∀

Φιγυρε 6  × ∂     

∏2

Φιγυρε 7  ×∂  

∏2 

Φιγυρε 8  × 2

5  ΒΣΑ脂质体包封率的测定

将载 ≥的脂质体上样于 ≥¬ 2凝

胶填料装柱的  色谱柱上 以双波长考马法测

定游离 ≥含量 得到所制备 ≥脂质体 载药量

为 1 # 

的包封率为 1 ? 1 ∀
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讨论

由 种葡聚糖凝胶填料 2 2 2

2对空白脂质体和游离 ≥上柱分离效果可

知  2凝胶柱对两者的分离情况较好 能基本

分开 因此选择 2凝胶柱作为测定 ≥脂质体

包封率的分离手段 ∀

由于双波长紫外分光光度法检测范围为 1 ∗

1 # 

只能在较高浓度范围内对蛋白质进

行测定 ∀本文所制备 ≥脂质体的载药浓度低 经

凝胶柱分离后 蛋白质又被稀释十倍以上 该法检测

限过高 无法满足测定需要 因此有必要寻求有效的

低浓度蛋白质含量测定方法 ∀而考马法是最常用亦

简单经济的测定蛋白质含量的方法 ∀

文中以双波长法建立 Α Α 2蛋白质浓度曲

线可消除游离考马斯亮蓝 2的干扰 提高蛋白

质的检测灵敏度 ∀在吸收度和线性均良好的情况

下 双波长考马斯亮蓝 2染料法得到的检测范

围为 1 ∗  Λ# 
 ∀与单独考马斯亮蓝 2

染料法 法 的检测范围  ∗  Λ#


相比 检测灵敏度提高了 倍 检测线性范围

更宽 ∀

双波长测定法比单波长测定法灵敏度高 主要

是由于双波长法不但反映了考马斯亮蓝 蛋白质结

合物的吸收度 而且也反映了游离染料的吸收度 ∀

在测定过程中随着蛋白质浓度的增加 游离考马斯

亮蓝染料逐渐减少 因此在蛋白质浓度发生改变时 

不但染料 蛋白质结合物在  的吸收度发生

改变 而且游离考马斯亮蓝染料在  的吸收度

也发生变化 所以单采用  波长吸收度不能确

切反映染料 蛋白质浓度的变化 ∀在  波长

时 其吸收度 Α在一定范围内随蛋白质浓度呈负相

关 主要是因为随着蛋白质浓度的增加 游离染料逐

渐减少 所以 Α Α随蛋白质浓度变化的灵敏性

比 Α更明显 ∀实验结果表明 双波长考马斯亮蓝

2染料法测定蛋白质的含量时 检测限较低 线

性良好 且稳定性较好 可作为测定 ≥脂质体包

封率时微量游离蛋白质的测定手段 ∀
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