
胰岛素与脂质体的相互作用

张  齐宪荣 张  强 3

北京大学药学院药剂教研室 北京 

摘要 目的  研究胰岛素与脂质体的相互作用 ∀方法  用荧光扫描 !荧光淬灭 !°≤ 测定及微量量热方法 对

胰岛素脂质体相互作用样品和超速离心 !凝胶柱分离样品进行研究 ∀结果  胰岛素与脂质体相互作用后 胰岛素的

荧光发射峰未发生蓝移 仅强度有所增加 荧光淬灭实验结果与胰岛素溶液基本相同 Κ√之比分别为 1及 1 微

量量热实验表明为非共价键结合 ∀分离后的样品经 °≤测定 胰岛素与脂质体的结合率只有 1  说明胰岛素与

脂质体作用属弱吸附方式 未发生插膜镶嵌 结合量小且强度低 ∀结论  胰岛素与脂质体相互作用的数量及程度

均较弱 属于弱吸附的范畴 ∀
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  作为蛋白多肽脂质体给药系统的研究 人们把

重点放在给药的可行性 !有效性及安全性上 ∀而对

蛋白 !多肽药物与脂质体的相互作用进行研究 可为

蛋白多肽药物脂质体的制备提供重要的理论依据 ∀

蛋白 !多肽药物与脂质体的相互作用主要表现为 

种方式 吸附 !镶嵌和穿膜 ∀ ≠ 吸附方式 如果是弱

吸附 则应采取必要的措施以提高其包封率 如果是

强吸附 则应注意药物在脂质体外表面的吸附 因为

这种吸附可能会导致药物的突释以及由于未被包裹

而易被破坏  镶嵌方式 说明药物与脂质体的膜

有特异性结合 此时应注意药物的释放情况以及对

药效的影响 ≈ 穿膜方式 应深入研究其发生的条

件以及所发生的外力 以此作为制备脂质体的方法

如 梯度法 同时也应重视由此可能会引起药

物泄露的条件 ∀

  胰岛素是疗效确切的降血糖药物 也是常见的

蛋白 !多肽模型药物 ∀以往对胰岛素脂质体给药系

统的研究集中于对胰岛素或脂质体结构进行修饰 

以改善其吸收 !稳定性和靶向性≈ ∗ 或延长其体内

停留时间≈  ∀本文用荧光扫描和荧光淬灭技术及

通过微量量热方法研究胰岛素与空白脂质体的相互

作用方式 对超速离心 !凝胶柱分离后的胰岛素脂质
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体相互作用样品进行荧光扫描 !°≤ 测定 研究胰

岛素与脂质体相互作用的结合量 ∀

材 料 与 方 法

  仪器与试剂  荧光分光光度计 ƒ2岛津 

超声仪2 通化市超声设备厂 标准型 ≤√微

量热量计≤√× ≥ 

ƒ °≤≥ ° ≥× 公司 ∀胰岛

素徐州生化厂  ∏#
 卵磷脂 !胆固醇和丙烯

酰胺 均 为 ≥ 公 司 产 品 ≥¬ 2 为

°公司产品 磷酸盐缓冲液  ≤ 

#
≤ 1 #

 ° #   1

#
° 1 #

 1 其余试剂

均为分析纯 ∀

  脂质体的制备  取卵磷脂  及胆固醇  

溶解于一定量的氯仿2甲醇Β中 旋转蒸发仪上

抽干 得均匀的膜 干燥过夜 ∀加入一定量的磷酸盐

缓冲液超声  得脂质体 ∀

  荧光光谱及解离常数(δισσοχιατιον χονσταντ Κδ )

的测定  利用胰岛素内源性酪氨酸残基具有荧光的

特点 测定胰岛素磷酸盐缓冲液的荧光光谱 激发波

长为   扫描范围为  ∗  ∀将一定量的

脂质体加入胰岛素磷酸盐缓冲液中 室温平衡  

后 测定发射峰位移动及强度的变化 以加入脂质体

的量对相应的荧光强度作饱和曲线图 同时作双倒

数图≈
求胰岛素与脂质体相互作用的解离常数
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Κ ∀

  碘化钠及丙烯酰胺对酪氨酸残基荧光的淬灭  

分别将  #水溶性淬灭剂 含  #

的 ≥  防止碘离子被氧化形成过碘离子及 

#丙烯酰胺加入胰岛素磷酸盐缓冲液中 室温

平衡  测定相应的荧光强度 ∀根据 ≥2∂

公式对荧光淬灭数据进行分析 

ΦΠΦ   Κ√≈ Θ

Φ为胰岛素磷酸盐缓冲液的荧光强度 Φ为加入淬

灭剂后的荧光强度 Κ√为碰撞淬灭过程的 ≥2

∂常数 ≈ Θ为淬灭剂浓度 ∀以≈ ΦΠΦ  对

≈ Θ作图求 Κ√ ∀

  微量热量法测定胰岛素与脂质体相互作用的热

效应  分别精密吸取胰岛素溶液 #
 1

脂质体 #
  Λ加入微量热量计

 ε  ∏√档 灵敏度  ∏√ 分辨率 档的测试管

中 预热  ∗  直至恒温 ∀操作微量热量计 使胰

岛素溶液和脂质体相混合 记录热效应数据 ∀

  超速离心 !凝胶柱分离样品  将脂质体与胰岛

素磷酸盐缓冲液按  Β 比例 胰岛素浓度 

#
相混合 超声  配制成胰岛素脂质体

相互作用样品 ∀将此样品进行超速离心分离 转速

  #
 控制温度为  ε ∀弃去上清

液 加入一定量的磷酸盐缓冲液同上法继续超速离

心 弃去上清夜 取磷酸盐缓冲液  与沉淀物混

合 制备成超速离心分离样品 ∀用 ≥¬ 2对

胰岛素脂质体相互作用样品进行凝胶柱分离 收集

混浊的脂质体溶液  为凝胶柱分离样品 ∀

  分离样品的荧光扫描及 ΗΠΛΧ测定  将超速

离心分离样品 !凝胶柱分离样品进行荧光扫描 激发

波长   发射扫描范围  ∗  ∀取超速

离心分离样品 !凝胶柱分离样品进行 °≤ 测定 ∀

色谱柱  ⁄≥  Λ 流动相为乙腈2磷酸盐缓

冲液   Β 含 1 #
° 及 1

#
≥  流速  #

检测波长 

 进样体积  Λ∀

结 果

1  荧光光谱扫描及解离常数的测定

胰岛素含有 个氨基酸 其中 和 的酪

氨酸可产生荧光 经扫描得发射峰位为  图

 ∀加入一定量的脂质体后 发射峰位未发生蓝

移 仅荧光强度有所增加图  说明胰岛素与脂

质体有一定的相互作用 但未发生插膜镶嵌作用 ∀

因为 若发射荧光的基团由极性较大的水相移至极

性较小或非极性的疏水相 则发射峰位会产生蓝移 ∀

ƒ∏   ƒ∏   

∏      



  胰岛素与脂质体的结合饱和曲线 随脂质体加

入量的增加 荧光强度增加 但很快趋于饱和 ∀根据

饱和曲线计算出肽脂摩尔比为 1 ∀求得解离常

数 Κ为 1 #
解离常数较大 说明胰岛素

与脂质体结合弱 !易解离 ∀

2  碘化钠及丙烯酰胺对酪氨酸残基的淬灭

水溶性淬灭剂碘化钠对胰岛素荧光淬灭表明 

淬灭强度随碘离子浓度的增加而增加 ∀加入脂质体

后 碘离子对其淬灭作用略有减弱 图 为碘化钠

对胰岛素酪氨酸残基荧光淬灭的 ≥2∂曲线 

经线性回归分别为 

胰岛素     ≈ ΦΠΦ   1≈ Θ  1 

Χ 1 Κ√  1

胰岛素脂质体  ≈ ΦΠΦ   1≈ Θ  1 

Χ 1 Κ√  1

  Κ√之比为 1 ∀

  图 为丙烯酰胺对胰岛素荧光的淬灭 随丙烯

酰胺浓度的增加 淬灭强度增加 当加入脂质体后 

丙烯酰胺对其淬灭作用有所减小 荧光淬灭的 ≥2

∂曲线 经线性回归得 

胰岛素     ≈ ΦΠΦ   1≈ Θ  1 

Χ 1 Κ√  1
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胰岛素脂质体  ≈ ΦΠΦ   1≈ Θ  1 

Χ 1 Κ√  1

  Κ√之比为 1 ∀

  作为水溶性淬灭剂 碘化钠可淬灭位于分子表

面的酪氨酸残基 丙烯酰胺可淬灭除深埋之外的大

部分酪氨酸残基 淬灭实验表明 碘化钠及丙烯酰胺

对胰岛素磷酸盐缓冲液与胰岛素脂质体相互作用样

品荧光淬灭的作用相似 Κ√之比分别为 1 和

1 ∀说明酪氨酸残基未受到脂双层的屏蔽保护 

即未发生插膜作用 ∀

ƒ∏   ≥2∂   ∏ ∏

∏        π ) π

∏ ο ) ο 

×≥2∂∏ ΦΠΦ   Κ√ ≈ ±  Φ 

  ∏ ∏ ∏

 ¬∏  Φ     

∏∏ ∏  ¬∏ 

∏   Κ√  ≥2∂

≈ Θ    ∏ × 

≈ ΦΠΦ   ≈ Θ ∏ Κ√  × ÷2
¬≠2¬√  ΦΠΦ   

    ∏     

√

3  胰岛素溶液与脂质体相互作用的热效应

胰岛素溶液与脂质体混合后 有一定的热效应 

通过计算为 1 #
属于非共价键类型≈



因此胰岛素与脂质体间的相互作用属于弱相互作

用 ∀

4  分离样品的荧光扫描及 ΗΠΛΧ测定

分别将超速离心分离及凝胶柱分离的样品进行

荧光扫描 未发现胰岛素发射峰 而未经分离的胰岛

素脂质体相互作用样品则有胰岛素发射峰图  ∀

°≤测定结果为 超速离心分离及凝胶柱分离的样

品胰岛素与脂质体的结合率分别为 1 及 1 

 胰岛素有  Λ及 1 Λ与脂质体结合 说明

胰岛素与脂质体结合力弱且结合量小 ∀

ƒ∏  ƒ∏∏

  ∏2 ¬∏   

∏∏  ∏2 ¬∏ 

  ≥¬ 2  ≤  ∏2
¬∏

讨 论

以二聚体形式存在的胰岛素 其分子内部是由

非极性侧链组成的一个疏水核 全部的极性侧链分

布在外表面≈
胰岛素的结构特点为表面亲水 内核

疏水 ∀脂质体为双分子膜 其结构特点为表面亲水 

双分子层内部疏水 ∀

脂质体加入到胰岛素溶液中 荧光扫描结果显

示 发射峰位未出现蓝移 只是荧光强度有所增加 

淬灭实验结果表明 淬灭剂对胰岛素溶液与胰岛素

脂质体相互作用样品的荧光淬灭情况相似 ∀说明胰

岛素与脂质体有相互作用 但这种作用仅发生在脂

质体的外表面 未发生插膜镶嵌 它们的结合弱 !

易解离 应属吸附方式 ∀
胰岛素脂质体相互作用样品经分离后 分离样

品的测定结果显示 胰岛素与脂质体相互作用力弱 !

结合量小 综合荧光扫描和淬灭实验的结果 说明胰

岛素与脂质体的相互作用属于弱吸附的范畴 ∀微量

量热实验从热效应方面也证实了这一点 ∀

## 药学学报 °∏≥    



由于胰岛素分子表面带有亲水基团 故很难通

过脂质体的双分子层内部的疏水区 虽然其表面的

亲水基团与脂质体双分子层的亲水表面有一定的结

合能力 但这种结合较弱 ∀因此 胰岛素与脂质体的

这种无特异性 !弱吸附的结合 导致在制备胰岛素脂

质体的过程中 胰岛素的包封是被动的 !且包封率很

难达到一个较高的水平如高于   文献报道≈ 

胰岛素脂质体的包封率一般在   ∗  之间 ∀

通过本文的研究可以解释这种低包封的原因是由于

胰岛素与脂质体的弱作用所致 同样由于胰岛素与

脂质体无特异性结合 所以脂质体本身不会影响胰

岛素的结构 因而不会影响胰岛素的药效 ∀因此 解

决胰岛素脂质体包封率低的方法之一是对胰岛素分

子表面进行适当结构修饰 以增加胰岛素与脂质体

相互作用的程度 从而尝试制备出具有高包封率的

胰岛素脂质体 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 
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