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【摘　要】　目的:研究不同修饰程度和不同浓度的壳聚糖-EDTA轭合物(CEC)包覆胰岛素脂质体的性质和

口服降血糖作用。方法:用壳聚糖合成 CEC;采用逆相蒸发法制备胰岛素脂质体 ,用 CEC 对胰岛素脂质体进行包

覆;用透射电镜和光子相关光谱及激光多谱勒测定仪测定其形态 、Zeta电位和粒径;用 HPLC 法和超速离心法测

定包封率;用胃蛋白酶和胰蛋白酶溶液实验考察 CEC 包覆脂质体对胰岛素的保护作用;用酶-苯酚法测定小鼠

血糖值。结果:当壳聚糖的 D-葡糖胺亚单位与 EDTA的摩尔比为 1:10时 , CEC的粘度最高。在 CEC 包覆胰岛素

脂质体中 , 随着修饰度的增加 , Zeta 电位和粒径稍有下降;随 CEC 浓度增加 , Zeta电位和粒径则相应有所增加。

包封率与CEC修饰度和浓度相关性不大 ,形态均为球形或近球形。在胃蛋白酶溶液中 , CEC 对胰岛素溶液具有

较好的保护作用 ,用 CEC 包覆胰岛素脂质体对胰岛素具有明显的保护作用 ,其中以 CEC2 的保护作用最佳 , 且随

浓度的增加而有所增强。在胰蛋白酶溶液中 , CEC 本身对胰岛素溶液有较好的保护作用;但用 CEC 包覆的胰岛

素脂质体反而加速胰岛素的降解。 CEC包覆的胰岛素脂质体均具有一定的降血糖作用 , 以 CEC2 包覆的胰岛素

脂质体降血糖作用最佳 ,并呈浓度依赖性 , 其中 2%CEC2 包覆的胰岛素脂质体的最大降血糖值为最初血糖值的

39.3%,维持 38.8%以上的降血糖值达 4 h 以上。结论:CEC 对胃蛋白酶和胰蛋白酶都有抑制作用 , 并可促进胰

岛素口服吸收 , CEC 修饰度和浓度对其包覆的胰岛素脂质体降血糖作用有一定的影响。
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　　近年来 ,壳聚糖的粘膜粘附性和吸收促进作用

已应用于非损伤性多肽和蛋白质的给药系统[ 1 ,2] 。

但壳聚糖无酶抑制特性 ,甚至还有提高胰蛋白酶和

羧肽酶 B的活性趋向
[ 3]
。在没有酶抑制特性的聚

合物载体系统中 ,多肽药物无法避免快速的系统前

代谢 ,这将导致此类药物的生物利用度过低。尽管

与酶抑制剂共同服用可将酶降解减到最小 ,但酶抑

制剂在聚合物载体系统中不能保持过高浓度 ,因它

们可经粘膜组织吸收而产生全身性毒副作用
[ 4]
。

如果将酶抑制剂与壳聚糖共价连接 ,则可在药物载

体基质中可保持较高浓度 ,对多肽药物提供强有力

的酶保护作用 ,并无系统性毒副作用[ 5 , 6] 。特别是

通过壳聚糖结构单元 2-位上的伯氨基团 ,酶抑制剂

和配位剂很容易共价附着在壳聚糖上 ,致使该聚合

物有利于无损伤性多肽传递系统。

壳聚糖-EDTA 轭合物(chitosan-EDTA conjugates ,

CEC)有较强的生物粘附性 ,在水及碱性水溶液中

更易水合 ,能有效抑制肠道酶对多肽及蛋白质类药

物的降解[ 7-9] 。Na2-EDTA 通过络合作用能消耗肠

道中的 Ca2+从而影响连接细胞的紧密结的通透

性 ,增加药物细胞旁路转运[ 10 , 11] 。CEC 与 Ca2+的

亲合性较高 ,也可能通过增加膜的通透性而具有吸

收促进作用
[ 7]
。

本文研究了壳聚糖-EDTA 轭合物包覆胰岛素

口服纳米脂质体的性质 、酶稳定性和降血糖作用 。

1　实验材料

1.1　仪　器

ZFQ-85A型旋转蒸发仪(上海医械专机厂);J-

250型水循环真空泵(河南巩义市英峪仪器厂);

GH-82型水浴恒温振荡器(上海医械专机厂);80-2

型离心沉淀器(上海手术器械厂);Alpha 1-2 冷冻

干燥机(Martin Christ);JY-92 Ⅱ型超声波细胞粉碎

机(宁波新芝科器研究所);NDJ-79 型旋转式粘度
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计(上海同济大学机械厂);UV-9200型紫外可见分

光光度计(北京瑞利分析仪器公司);Zetasizer

3000SH 测定仪(Malvern Instruments Ltd);H600A-2

型电镜(日本日立);L8-60M 超速离心机(Beck-

man);岛津 LC-10AT 泵 、岛津 SPD-10A检测器。

1.2　试　药

胰岛素(徐州生化制药厂 ,批号 980102 ,26 IU/

mg);胰岛素标准品(中国药品生物制品检定所);

卵磷脂(Serva 进口分装 ,上海伯奥生物科技公司 ,

批号 991006);胆固醇(上海化学试剂站分装厂 ,批

号Q/CYDZ-152-96);壳聚糖(徐州新星生物制品有

限公司 ,食品级 ,Mw 1 000 kDa ,乙酰化度 10%,批

号20011001);胆酸钠(Serva 进口分装 ,上海化学试

剂站分装厂 ,批号 960426);磷钨酸钠(复旦大学化

学试剂厂 ,分析纯);乙二胺四乙酸(EDTA ,上海化

学试剂公司 ,分析纯);1-乙基-3-(3-二甲氨基丙基)

碳二亚胺盐酸盐(EDAC ,Merck-Schuchardt);2 , 4 ,6-

三硝基苯磺酸(TNBS ,Sigma);胃蛋白酶和胰蛋白酶

(Sigma 公司);葡萄糖测定试剂盒(上海荣盛生物技

术有限公司);乙腈为色谱纯 , 其它试剂均为分

析纯 。

PBS 缓 冲 液
[ 12]
:每 1 000 ml 内 含 NaCl

137 mmol ,KCl 2.6 mmol ,Na2HPO4·12H2O 6.4 mmol ,

KH2PO4 1.4 mmol;pH 7.4。

1.3　动　物

昆明种小鼠 ,(20±2)g ,中国药科大学实验动

物中心提供。

2　实验方法

2.1　壳聚糖纯化[ 13]

取5 g 食品级壳聚糖溶解于 400 ml 1%醋酸

中 ,过滤 ,用NH4OH将滤液调至中性 ,过滤 ,用水反

复洗涤 ,然后冷冻干燥。

2.2　CEC的合成以及修饰度和粘度的测定[ 6 ,7]

2.2.1　CEC 的合成 　取 1 g 纯化的壳聚糖(Mw

1 000 kDa)悬浮于 90 ml 去离子水中 , 不断滴加

1 mol/L HCl ,保持 pH 值为 3 ,使壳聚糖完全溶解 ,

用去离子水稀释至 100 ml。取壳聚糖溶液 10 ml ,

按表 1 所示量加入 EDTA ,用 5 mol/L NaOH 调 pH

值至 6。加入 EDTA至最终浓度达 0.1 mol/L ,以促

进壳聚糖氨基与 EDTA羧基间的酰胺键的形成 ,在

室温下持续搅拌孵化 12 h ,得到的产物依次用去离

子水 、0.05 mol/L NaOH 、去离子水反复透析 ,纯化

后经冷冻干燥 ,室温保存备用 。

2.2.2　CEC修饰度的测定　采用 TNBS 测定修饰

与未修饰壳聚糖的游离氨基来确定 CEC 的修饰

度。取 8 mg CEC 溶胀于 2 ml 去离子水中 ,加入

2 ml 4%NaHCO3和 2 ml 0.1%TNBS于 37 ℃孵化 2

h。然后 ,加入 2 ml 2 mol/L HCl在 344 nm 波长处

测定吸收度。游离氨基量通过测定一系列浓度的

未修饰壳聚糖所得的标准曲线来计算 。

2.2.3　CEC粘度的测定　取 CEC溶胀于去离子水

中使其浓度为 0.25%。在室温下 ,用旋转式粘度

计测定粘度。

2.3　脂质体的制备

采用逆相蒸发法制备胰岛素脂质体。将适量

磷脂和胆固醇溶于 10 ml乙醚中 。称取胰岛素4 mg

溶于 0.5 ml的0.01 mol/L HCl ,再加入2.5 ml PBS ,

然后与乙醚液混合 ,振摇 ,浴式超声乳化 ,所得乳液

在旋转蒸发仪上减压除去有机溶剂 ,探针式超声

0.5 min ,加 CEC 溶液在 10 ℃水浴旋转孵化30 min ,

即得 CEC包覆的胰岛素脂质体混悬液 。

2.4　脂质体形态 、粒径和Zeta电位的测定

2.4.1　脂质体形态　将 3%磷钨酸钠溶液滴加到

蜡板上 ,另将稀释至一定浓度的脂质体混悬液滴加

到铜网正面 ,用滤纸吸去过多样品液 ,将铜网正面

朝下盖到染液滴上 ,负染 20 min ,取出铜网 ,用滤纸

吸取过多染液 ,将铜网正面朝上置于玻璃皿中 ,晾

干 ,在透射电子显微镜下观察并照相。

2.4.2　脂质体粒径和 Zeta 电位的测定　取脂质体

混悬液用蒸馏水稀释至适宜浓度 ,用 Zetasizer测定

仪测定脂质体的粒径和 Zeta电位 。

2.5　脂质体包封率的测定

2.5.1　色谱条件　色谱柱 Lichrospher ODS-C18(250

mm×4.6 mm ,5 μm);流动相 0.05 mol/L 硫酸盐缓

冲液[ 0.05 mol/L Na2SO4 , 0.025 mol/L NaH2PO4 ,用

H3PO4调 pH 至2.0] -乙腈(72∶28);流速1.0 ml/min;

柱温 40 ℃;检测波长 214 nm 。

2.5.2　脂质体胰岛素总量测定　采用反相 HPLC

法测定胰岛素含量。取胰岛素脂质体混悬液
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0.2 ml ,用PBS 稀释至 10 ml ,混匀后 ,取 2.5 ml ,加

入0.2 ml 10 mg/ml的胆酸钠溶液 、2.3 ml PBS溶液

以及 1ml氯仿 ,涡旋混匀 ,2 500 r/min离心 15min ,

取上清液进样测定 ,计算胰岛素总量。

2.5.3　游离胰岛素测定　量取胰岛素脂质体混悬

液4ml ,置超速离心机 ,以50 000 r/min在10 ℃下离心

4 h。取上清液进样测定 ,计算游离胰岛素量。

按下式计算包封率(Entrapment efficiency ,EE):
包封率(EE)=(W总-W游)/W总×100%

其中:W总表示脂质体药物总量 ,W游表示游离药物

量。

2.6　酶对胰岛素的降解

分别取适量的胰岛素溶液 、未包覆的胰岛素脂

质体混悬液和 CEC 包覆的胰岛素脂质体混悬液 ,

等体积加入到 pH 2 的 Tris-HCl 缓冲液配制的

0.05 mg/ml胃蛋白酶溶液或 pH 7.4 的 Tris-HCl缓

冲液配制的 3.6 mg/ml胰蛋白酶溶液中 ,置于恒温

振荡器上 37 ℃孵化 ,定时取样 ,加0.05 mol/L氢氧

化钠或0.1 mol/L盐酸溶液终止反应 ,按“2.5.2”项

下操作 ,进样测定 ,计算各时间点的胰岛素剩余率 。

2.7　正常小鼠灌胃给药的降血糖试验

取正常雄性小鼠(20 ～ 22 g),禁食 8 h ,以 250

IU/kg 的剂量灌胃给药 ,分别在 0 ,0.25 , 0.5 , 1 ,1.5 ,

2 ,3 ,4 h ,用玻璃毛细管于眼底静脉丛取血 ,离心 ,

取20 μl血清 ,采用葡萄糖氧化酶法(GOD-PAP)测

定血糖值 ,以零时为 100%,计算各时间点血糖的

百分率和药效-时间曲线下面积(Area under curve of

efficacy-time ,AUE)。

3　实验结果

3.1　CEC的合成以及修饰度和粘度的测定

在表 1中列出了 EDTA的加入量 ,以及CEC 修

饰度和粘度。

3.2　脂质体形态 、粒径和 Zeta电位的测定

3.2.1　脂质体形态　从图 1可见脂质体的形态为

球形或近球形。

3.2.2　脂质体粒径和 Zeta电位的测定　表 2和

表3考察了不同修饰度和不同浓度的 CEC 对胰岛

素脂质体的Zeta电位和粒径的影响 。

Tab 1.Compari son of the degree of modification and viscosity different CEC

resulting out of an increasing share of EDTA during the coupling reaction

EDTA
(g) Resulting polymer

Remaining free
amino groups
(%, n=6)

Viscosity(polymer
concentration ,

0.25%)
(cp, n=6)

1.82 Conjugate 1∶10(CEC1) 4.1±0.28 982±81

3.63 Conjugate 1∶20(CEC2) 0.1±0.07 191±77

7.26 Conjugate 1∶40(CEC3) — 179±79

Fig 1.Transmission electron photomicrograms of insulin liposomes

A.uncoated liposomes;B.CEC-coated liposomes

Tab 2.Effect of 1%CEC with different degree of modificat ion on size and

Zeta potential of insulin-liposomes

CEC(1%) Zeta potential(mV) Size(nm) Polyindex

CEC1 1.8 230.7 0.294

CEC2 1.6 226.4 0.251

CEC3 1.5 221.0 0.212

Tab 3.Effect of CEC2 with different concentrations on size and Zeta poten-

tial of insulin-liposomes

Concent ration(%) Zeta potential(mV) Size (nm) Polyindex

0 -2.8 170.3 0.273

0.5 1.3 207.4 0.142

1.0 1.6 226.4 0.251

1.5 1.9 239.2 0.009

2.0 2.1 253.7 0.163

3.3　脂质体包封率的测定

表 4和表 5列出了不同修饰度和浓度的 CEC

包覆的胰岛素脂质体的包封率。

Tab 4.Entrapment eff iciencies of insulin-liposomes coated by 1%CEC with

different degree of modification

CEC(1%) Entrapment effi ciency(%)

CEC1 74.4

CEC2 72.7

CEC3 73.5
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Tab 5.Entrapment efficiencies of insulin-liposomes coated by CEC2 with

different concentrations

CEC2(%) Entrapment efficiency(%)

0 79.1

0.5 74.3

1.0 73.7

1.5 72.9

2.0 75.3

3.4　胰岛素脂质体在胃蛋白酶中的稳定性

3.4.1　CEC包覆胰岛素脂质体在胃蛋白酶中的稳

定性　表 6列出了不同修饰度的 CEC 包覆的胰岛

素脂质体在胃蛋白酶中的降解情况;表 7列出了不

同浓度的 CEC包覆的胰岛素脂质体在胃蛋白酶中

的降解情况。

3.4.2　CEC包覆胰岛素脂质体在胰蛋白酶中的稳

定性　表 8列出了不同修饰度的 CEC 包覆的胰岛

素脂质体在胰蛋白酶中的降解情况;表 9列出了不

同浓度的 CEC包覆的胰岛素脂质体在胰蛋白酶中

的降解情况。

Tab 6.Remaining ratio of insulin after incubation of insulin-liposomes coated by 1%CECwith different degree of modification in pepsin solution(x±s , n=3)

t(min) Ins(%) Ins+CEC2(%) Uncoated(%) CEC1(%) CEC2(%) CEC3(%)

0 100.00 100 100.00 100 100 100

0.5 87.6±5.15 99.3±1.41 94.6±4.50 91.1±2.74 91.5±1.21 89.4±2.36

1 70.4±4.17 99.2±2.33 85.9±3.24 91.0±1.91 90.7±1.83 88.0±2.71

2 58.9±1.43 96.2±2.14 75.3±2.14 86.4±2.87 87.3±2.02 86.2±2.44

5 45.1±2.31 95.5±1.98 50.9±4.23 85.4±1.73 85.7±1.33 84.6±1.55

10 25.3±3.26 95.4±2.63 22.7±2.33 82.8±2.64 83.2±2.19 76.1±3.02

15 10.8±2.73 93.8±0.79 13.8±3.19 80.1±1.18 81.8±1.41 75.2±2.63

30 6.4±1.08 91.4±1.10 3.91±2.78 77.1±3.02 79.6±0.88 62.6±0.94

Tab 7.Remaining rat io of insulin after incubation of insulin-liposomes coated by CEC2 with different concentrations in pepsin solution(x±s , n=3)

t(min) 0.5% CEC2(%) 1.0%CEC2(%) 1.5%CEC2(%) 2.0%CEC2(%)

0 100 100 100 100

0.5 89.3±2.31 91.5±1.21 99.3±2.44 98.1±1.20

1 85.1±2.57 90.7±1.83 92.9±2.75 94.2±2.02

2 80.6±1.76 87.3±2.02 91.6±1.99 93.9±3.07

5 69.8±0.92 85.7±1.33 90.0±2.11 91.6±1.18

10 65.6±3.03 83.2±2.19 87.5±3.03 91.5±2.71

15 55.9±1.72 81.8±1.41 85.1±0.74 90.2±1.95

30 35.2±2.94 79.6±0.88 79.9±1.38 84.4±3.01

Tab 8.Remaining ratio of insulin after incubation of insulin-liposomes coated by 1%CECwith different degree of modification in trypsin solution(x±s , n=3)

t(h) Ins(%) Ins+CEC2(%) Uncoated(%) CEC1(%) CEC2(%) CEC3(%)

0 100 100 100 100 100 100

0.25 97.3±2.33 96.1±1.37 90.4±4.61 79.8±2.12 86.8±1.56 76.3±1.11

0.5 96.6±4.26 96.0±2.12 80.8±1.25 58.3±3.28 68.2±2.37 53.5±2.50

1 85.8±3.35 94.3±3.24 71.3±3.24 46.9±3.72 42.4±1.55 52.0±2.47

1.5 74.8±2.01 92.0±4.11 62.8±1.22 38.7±2.44 32.3±3.11 30.9±1.53

2 64.5±2.17 91.4±0.87 45.5±2.55 24.1±1.97 24.6±2.19 25.8±2.61

3 48.9±3.02 82.8±1.18 40.4±3.31 14.0±2.68 19.0±2.78 23.4±0.93

4 31.4±1.21 80.2±2.43 29.6±3.23 9.41±3.54 11.1±2.42 10.7±3.14

5 27.8±0.79 69.5±2.39 22.6±2.13 6.90±1.71 9.42±2.63 5.11±1.15
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Tab 9.Remaining ratio of after incubation of insulin-liposomes coated by CEC2 with different concentrations in trypsin solution(x±s , n=3)

t(h) 0.5%CEC2(%) 1.0%CEC2(%) 1.5%CEC2(%) 2.0%CEC2(%)

0 100 100 100 100

0.25 87.2±1.13 86.8±1.56 96.0±2.14 90.7±1.94

0.5 74.8±2.18 68.2±2.37 74.8±1.77 75.3±2.16

1 53.3±1.51 42.4±1.55 46.6±2.29 56.3±0.76

1.5 43.7±1.83 32.3±3.11 43.7±3.18 44.2±3.02

2 31.9±2.26 24.6±2.09 29.2±1.62 31.9±1.15

3 26.2±0.95 19.0±2.78 20.3±1.22 26.2±2.32

4 14.5±1.07 11.1±2.42 14.5±3.10 16.2±1.61

5 9.02±2.31 9.42±2.63 9.79±2.02 11.1±2.01

3.5　CEC包覆胰岛素脂质体的降血糖作用

图2列出了不同修饰度的 CEC包覆的胰岛素

脂质体的降血糖情况;图 3列出了不同浓度的CEC

包覆的胰岛素脂质体的降血糖情况 。

Fig 2.Hypoglycemia of insulin-liposomes coated by CECwith different modi-

fication(x±s , n=6)

— ★— Ins;— ◇—CEC1-coated;— □—CEC2-coated;— △—CEC3-coated

Fig 3.Hypoglycemia of insulin-liposomes coated by CEC2with different con-

centrations(x±s , n=6)

— ＊—Uncoated;— ◇—0.5%CEC2-coated;— □—1.0%CEC2-coated;

— △—1.5%CEC2-coated;— ×—2.0%CEC2-coated;

— ★—2.0%CEC2+Ins

4　讨　论

4.1　CEC的合成

EDTA通过酰胺键以共价方式附于壳聚糖上 ,

当壳聚糖的 D-葡糖胺亚单位与 EDTA 的摩尔比为

1∶20时 ,游离氨基几乎全被修饰;再增加 EDTA 的

量 ,并未导致取代度的升高。当摩尔比为 1∶10时 ,

CEC的粘度最高 ,可能是由于在 EDTA 与壳聚糖之

间有更多交联形成所至 。

4.2　脂质体的形态 、Zeta 电位和粒径

经逆相蒸发法制备得到的脂质体为乳白色混

悬液 。经负染电镜观察 ,脂质体形态均为球形或近

球形 ,但由于 CEC 亲水性 ,经负染在电镜下观察到

包覆脂质体的外观颜色较深 ,指纹特征被亲水包覆

层掩蔽。

在 CEC 包覆胰岛素脂质体中 ,随着修饰度的

增加 , Zeta电位和粒径均稍有下降 ,主要由于 CEC

粘度下降 ,导致覆盖在磷脂膜表面的 CEC 减少 ,从

而使得Zeta电位和粒径有所下降;另外 ,随着修饰

度的增加 ,游离氨基随之减少 ,脂质体的 Zeta 电位

也随之降低。当 CEC 浓度增加时 ,Zeta 电位和粒

径则相应有所增加 ,主要因为 CEC 浓度增加时 ,其

粘度也增加 ,导致包覆在磷脂膜表面的 CEC 增多 ,

从而引起 Zeta电位和粒径的增大 。同未包覆胰岛

素脂质体比较 , CEC 包覆的胰岛素脂质体的 Zeta

电位和粒径均有所增加 。

4.3　脂质体的包封率

同未包覆胰岛素脂质体相比 ,CEC包覆的胰岛

素脂质体的包封率均有所下降 ,可能是在孵化包覆

过程中 , 脂质体中药物向外发生泄漏的结果 , 与

CEC 修饰度和浓度相关性不大 。

4.4　胃蛋白酶的降解

在胃蛋白酶溶液(pH 2的 Tris-HCl缓冲液)中 ,

胃蛋白酶对胰岛素有较强的降解作用;未包覆的脂

质体对胰岛素无保护作用 。由于在 pH 2的情况

下 ,磷脂带负电荷 ,胃蛋白酶带正电荷 。当没用聚
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合物包覆时 ,胃蛋白酶易附着于脂质体表面 ,从而

导致胰岛素的迅速降解。

在CEC 包覆胰岛素脂质体中 ,由于 CEC 覆盖

在脂质体表面 ,覆盖层厚度随着 CEC 浓度的增加

而增加 ,阻止胃蛋白酶对胰岛素降解作用也随之增

强。另外 ,在酸性环境中 ,CEC不能水合溶胀 ,当含

有CEC 的胰岛素溶液加到 pH 2 胃蛋白酶的 Tris-

HCl溶液中时 ,CEC聚集 ,胰岛素被 CEC包裹 ,可有

效阻止胃蛋白酶与胰岛素的接触 ,防止胰岛素降

解。所以用CEC包覆胰岛素脂质体对胰岛素具有

明显的保护作用 ,其中以 CEC2的保护作用最佳 ,

且随浓度的增加而有所增强。但由于在 pH 2胃蛋

白酶的Tris-HCl溶液中 CEC 对胰岛素脂质体的包

覆不及对胰岛素本身的包覆紧密 ,因而 CEC 对胰

岛素溶液的保护作用比对胰岛素脂质体强。

4.5　胰蛋白酶的降解

在胰蛋白酶溶液(pH 7.4的 Tris-HCl缓冲液)

中 ,胰蛋白酶对胰岛素也有较强的降解作用;未包

覆的脂质体对胰岛素无明显的保护作用 。由于在

pH 7.4的情况下 ,磷脂带负电荷 ,胰蛋白酶带正电

荷 ,当没用聚合物包覆时 ,胰蛋白酶易附着于脂质

体表面 ,从而导致胰岛素的迅速降解。

CEC本身对胰岛素溶液有较好的保护作用;但

用CEC包覆的胰岛素脂质体反而加速胰岛素的降

解。由于在 pH 7.4时 CEC 处于溶胀状态 ,对钙离

子具有较强的亲合力 ,当它与磷脂的亲水基团通过

氢键相互作用时 ,可引起对钙离子的亲合力下降 ,

导致对钙依赖型胰蛋白酶的抑制作用减弱;同时 ,

在此 pH 值条件下 ,胰岛素和 CEC 带负电荷 ,而胰

蛋白酶带正电荷 , 则胰岛素更易于被胰蛋白酶降

解 ,从而导致在胰蛋白酶中 CEC 包覆的胰岛素脂

质体对胰岛素的保护作用丧失 。

4.6　CEC包覆胰岛素脂质体的降血糖作用

CEC包覆的胰岛素脂质体均具有一定的降血

糖作用。在不同修饰度的 CEC中 ,以 CEC2包覆的

胰岛素脂质体降血糖作用最佳 ,并有浓度依赖性 ,

其中 2%CEC2包覆的胰岛素脂质体的最大降血糖

值为最初血糖值的 39.27%,维持 38.77%以上的

降血糖值达 4 h以上 。
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Effects of Chitosan-EDTA Conjugates on Insulin

Nano-liposomes
WU Zheng-Hong ,PING Qi-Neng ,SONG Yun-Mei , LI Jian-Ying ,CAI Peng

(Department of Pharmaceutics , China Pharmaceutical University , Nanjing 210009 ,China)

【ABSTRACT】　AIM:To evaluate the characteristics and the hypoglycemic efficacy of insulin liposomes coated by

chitosan-EDTA conjugates(CEC)having different degrees of modification and concentrations after oral administration in

mice.METHOD:CEC was synthesized from chitosan.Insulin-liposomes were prepared by reversed-phase evaporation.

CEC coating was carried out by mixing the liposomal suspensions with the CEC solution , followed by incubation.The

morphological examination of insulin-liposomes was performed with transmission electron microscopy(TEM).The par-

ticle size and Zeta potential were analyzed by using photon correlation spectroscopy and laser doppler anemometry.The

entrapment efficiency was determined with HPLC and ultracentrifuge.The protection of insulin from peptic and tryptic

digestion was studied with HPLC.The hypoglycemic effects of CEC-coated insulin liposomes were investigated using

the glucose oxidase method after oral administration in mice.RESULT:A molar ratio of 1:20(D-glucosamine subunit

of chitosan:EDTA)leads to an almost quantitative modification of all free amino groups.A higher excess of EDTA dur-

ing the coupling reaction did not lead to a higher degree of modification.In contrast , a lower molar ratio than 1∶20

leads to a polymer conjugate of comparable higher viscosity.The Zeta potentials and the particle sizes of CEC-coated

insulin-liposomes were found to be increased with increasing concentration of CEC ,but slightly decreased with increas-

ing degree of modification.The entrapment efficiencies had no obvious correlation with the degree of quaternization and

the concentration of CEC.All insulin-liposomes were of spherical or ellipsoidal shape.In peptic solutions , CEC and

CEC-coated liposomes had abilities of protecting insulin from peptic digestion , which were increased with increased

concentration of CEC.However , the abilities of CEC-coated liposomes were slightly lower than those of CEC.In all

CEC-coated liposomes , the protective action of CEC2-coated liposomes was the strongest.In tryptic solutions ,CEC had

the ability of protecting insulin from tryptic digestion.However ,CEC-coated liposomes had no protective action of in-

sulin , even it could enhance digestion of insulin.All CEC-coated liposomes had definite hypoglycemic effects , and the

effect was found to be increased with increasing concentration of CEC.As compared with the other CEC-coated insulin

liposomes ,CEC2-coated insulin liposomes have better hypoglycemic effects.The minimum blood glucose was 39.3%of

the initial blood glucose.The blood glucose reducing effect could last 4 h after oral administration by mice.CONCLU-

SION:Proteolytic activity of pepsin and trypsin could be inhibited by CEC.CEC-coated liposomes could enhance en-

teral absorption of insulin.Degree of modification and concentrations of CEC were well correlated with the hypo-

glycemic effect of CEC-coated insulin liposomes.
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