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海藻糖对脂质膜保护作用的荧光分析

胥传来， 姚惠源
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：以蛋黄卵磷脂(EPC)为模型，通过反映磷脂头部基团运动情况的荧光各向异性的变化，研

究海藻糖对蛋黄卵磷脂(EPC)脂质膜的保护作用，并对其机理进行探讨．试验表明：荧光各向异性

A值曲线随温度变化呈抛物线形状．
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Fluorescence Analysis of the Liposomes Membrane under

the Protection of Trehalose

xu Chuan-lai． YA0 Hui—yuan

(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：In this report，with EPC as a model，the protective effect of trehalose on the EPC

liposomes membrane was studied by the variety of fluorescence anisotrophy，that showed the

movement of the liposomes head groups．The mechanism of their interaction was also explored．

The result indicated that the curve of temperature dependence of fluorescence anisotrophy

displayed a parabolic shape．

Key words：EPC；trehalose；fluorescence anisotrophy

海藻糖(Trehalose)是一种稳定的非还原性二

糖，它由两个葡萄糖分子通过a，a一1，1半缩醛羟基

结合而成．海藻糖的理化性质十分稳定，不能使斐

林试剂还原，也不能被d一糖苷酶水解[1]．

生物膜表面结合水的存在对膜的稳定及完整

有着重要作用．正常的情况下，膜表面都存在大量

的结合水，例如PC脂质体，通常每一磷脂头部都结

合10"-15个水分子．结合水的存在使膜表面能降

低，但一旦失去结合水，膜结构将发生一系列变化，

出现诸如磷脂相变温度升高，磷脂侧向相分离，膜

脂缺陷及形成非双层相等，从而使膜通透性增高乃

至产生膜融合，海藻糖或其它糖类(甘露糖，葡萄糖

等)由于拥有许多羟基，则能够替代水和磷脂头部

发生氢键结合，从而取代失去的结合水，维持着膜

表面“水化”状态．海藻糖能稳定脂质体的结构，在

干燥状态下亦保持其结构的完整性[2]，这便于脂质

体的贮存，包装和运输，有利于脂质体在制药工业

上的应用．

研究证明：冻干保护剂海藻糖对磷脂脂双层有

保护作用，它可以降低磷脂主相变温度，抑制膜脂

侧相分离和膜融合[3’4]．但采用荧光各向异性法研

究海藻糖对脂质膜保护作用，国内外文献报道极
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少．作者首先研究了冷冻干燥对PST(Porcine SOre—

atotropin)脂质体包封率的影响，对冻干保护剂进

行了优化选择；其次以蛋黄卵磷脂(EPC)为模型，通

过反映磷脂头部基团运动情况的荧光探剂的荧光

各向异性的变化来研究海藻糖对蛋黄卵磷脂(EPC)

脂质膜的保护作用，并对其机理进行探讨．

1材料与方法

1．1试剂与仪器

蛋黄卵磷脂：生化试剂，上海华东师范大学化

工厂产品；胆固醇：分析纯，上海生物化学试剂厂产

品；十八胺：分析纯，fluka公司产品；乙醚：分析纯，

上海生物化学试剂厂产品；荧光标记磷脂酰胆碱

(Rh-PC)：美国Alabaster公司产品；鱼精蛋白：华

美生物工程公司产品；考马斯亮兰：化学纯，上海化

学试剂公司产品；牛血清蛋白：生化试剂，华美生物

工程公司产品；PST：深圳绿鹏生物技术中心提供；

海藻糖：美国Sigma公司产品；甘露醇：分析纯，上

海化学试剂公司产品；山梨醇：分析纯，上海化学试

剂厂产品；果糖、乳糖，生化试剂，上海试剂二厂产

品．

旋转蒸发仪，上海玻璃仪器二厂ZFA-1型产

品；超声波处理器：Sonies&Materials Vibra Cell

公司产品；台式离心机：上海安亭科学仪器厂产品；

AB204一N型天平：上海梅特勒一托利多产品；

uv75513分光光度计：上海精密科学仪器有限公司

产品；NICOCET公司产品FTIR光谱仪；850型荧

光分光光度计：日立公司产品．

1．2实验方法

1．2．1 PST脂质体的制备逆相蒸发法[53

1．2．2脂质体脂质膜的制备 方法同1．2．1，加入

适量的蛋黄卵磷脂(EPC)、海藻糖、乙醚和PBS缓

冲液，并形成质量浓度为5 mg／mL水化磷脂，其中

荧光标记磷脂酰胆碱(Rh-PC)为蛋黄卵磷脂(EPC)

质量的0．4％；海藻糖与蛋黄卵磷脂(EPC)质量比

分别为0，0．25，0．5，1，1．8．

1．2．3 包封率的测定鱼精蛋白法[5]

1。2．4 荧光各向异性测量采用Hitachi 850型荧

光分光光度计，测量时固定激发波长530 nm，发射

波长588 nm．激发和发射狭缝均为15 12m，温度用

循环水浴进行控制，温度范围为30～70℃，并用数

字温度计监测样品温度，在整个测量过程中，样品

用磁力搅拌子加以搅拌．

荧光各向异性A值计算公式为：

A一(JⅡ-I 1)／(J“+2 J 1)

J o为起、检偏器光轴方向与样品杯长轴方向平行时

的荧光强度，h为起偏器光轴方向与样品杯长轴方

向平行，检偏器光轴方向与样品杯长轴方向垂直时

的荧光强度‘6|．

2结果与讨论

2．1不同冻干保护剂的选用

冷冻干燥法是目前制备储存脂质体的最佳方

法．但在冷冻过程形成的冰晶使脂质体聚集融合，

而且在冷冻和解冻过程，膜内外冰晶形成速度不同

引起渗透压差，造成脂质体裂解，所以在冷冻干燥

过程中，应加入冷冻保护剂(CPA)以减少破坏[7]．

以解决PST脂质体制备过程和储存中的物理稳定

性和渗漏问题和避免不稳定药物的失活、分解．

在制备载药脂质体的过程中分别加入不同的

冻干保护剂凹]，然后测定冷冻干燥再水化后载药脂

质体的包封率，其结果见表1．

表1不同冻干保护剂的优化

Tab．1 Optimization of different CPA

保护剂(PA)
包封率／％

冻千前 冻干后

从表1可以看出几种糖都具有稳定脂质体的

作用，从脂质体的粉状外观可以看出，海藻糖的粉

针效果较好，而综合考虑外观和包封率，冻干保护

剂的效果为：海藻糖>山梨醇>果糖>甘露醇>乳

糖，在后面的实验中主要选择了海藻糖作为冻干保

护剂．

2．2 海藻糖对PST脂质体在干燥一再水化过程中

的保护作用

试验采用加入卵磷脂质量2．5％的海藻糖制备

PST脂质体，测定冷冻干燥一再水化产品的包封率，

其结果见表2．

表2加入2．5％海藻糖的PST脂质体包封率

Tab．2 The encapsulated percentage of PST liposome with

2．5％trehalose added

PST脂质体
包封率／％

干燥前 再水化后
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脂质体在水化状态的稳定性不够理想，而且在

保存的过程中，易于发生聚集、融合并由此导致其

内含物的漏出．冷冻烘干能使脂质体处于一种干燥

状态，而不损坏其结构的完整性．从表2可以看出，

加人海藻糖的PST脂质体重新水化后其包封率基

本不变．试验还发现不含糖的PST脂质体样品经冷

冻干燥再水化后成混悬液状态，而含海藻糖的样品

溶液则较为澄清，因此试验认为不含糖的PST脂质

体经干燥一再水化后，由于发生融合而呈混悬液

状态．

2．3荧光各向异性A值的测定

在卵磷脂(EPC)中加质量分数为0．25％、

0．5％、1．0％、1．8％海藻糖测定荧光各向异性A值

随温度变化的曲线．由图1和图2可见，纯卵磷脂

(EPC)脂质体在48℃左右荧光各向异性A值突然

降低，而后又回升，而加入各种质量分数的海藻糖

后，A值未有突变出现．

图1蛋黄卵磷脂(EPC】荧光各向异性A值随温度变

化的曲线

Fig．1 Temperature dependence of fluorescence anisotro’

py of EPC

图2蛋黄卵磷脂(EPC)加海藻糖所测得的荧光各向

异性A值变化曲线

Fig．2 Temperature dependence of fluorescence anisotro—

phy of EPC with trehalose present at a trehalose／

EPC mass ratio

从图1可以看出：A值随温度变化曲线呈抛物

线形状．这一现象符合Han and Gross的解释E93：液

晶相随着磷脂的升温，磷脂头部之间的距离增大，

头部荧光基团的加速运动成为可能，从而导致A值

的降低，而在经过双层到非双层相变后，磷脂头部

基团间的空间位阻加大，有效地限制了头部基团的

自由运动，从而导致A值的升高，因而相变发生时，

A值位于整条曲线的最低点．

2．4海藻糖对脂质膜保护作用探讨

如图3所示，磷脂的分子是由一个极性头基和

两条非极性的脂肪酰链组成．在通常状态下，两条

磷脂链呈平行排列的全顺式构象；当温度升高时，

磷脂的两条脂肪酰链不再平行排列，而是发生歪

曲、扭转，开始由顺式向不对称的反式转变．由于磷

脂脂肪酰链向反式构象的转变，使磷脂的脂肪酰链

侧延，膜厚度下降，发生凝胶一液晶的相转变．当温度

升高到使磷脂发生相转变时，磷脂膜中两相共存出

现相分离，膜的通透性增加，内容物渗漏．

“固”胶态

g g

耳 耳
“流”液晶态

图3脂质双分子层结构变化

Fig．3 The variety of liposome bilayer structure

3 结 论

分析结果表明：液晶相随着磷脂的升温，磷脂

头部之间的距离增大，头部荧光基团Rh-PE的加速

运动成为可能，从而导致荧光各向异性值的降低，

而在经过双层到非双层相变后，磷脂头部基团间的

空间位阻加大，有效地限制了头部基团的自由运

动，从而导致荧光各向异性值的升高，因而相变发

生时，荧光各向异性值位于整条曲线的最低点．
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