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摘 � 要 � 利用拉曼光谱研究了乳铁蛋白及其肽段 Lacto ferrcin B4- 14和 Lacto ferr ampin 与 DPPC、DPPG 脂质

体的相互作用。通过分析作用前后两种磷脂拉曼光谱的变化, 探讨了乳铁蛋白及其肽段与磷脂的作用模式,

为阐明乳铁蛋白及其肽段抗菌机理提供了重要依据。拉曼光谱显示, 乳铁蛋白及其肽段加入中性磷脂 DPPC

脂质体后, 属于磷脂脂酰链的 C� H 对称、反对称伸缩振动的 2 847 和 2 882 cm- 1处的峰强没有发生明显改

变; 而当乳铁蛋白及其肽段与 DPPG作用后, 2 882 cm- 1处的峰强度明显下降, 磷脂的侧向相互作用序参数

由未加入时的 0� 19 分别下降到了 0� 17, 0� 14, 0� 12, 变化率分别为- 11% , - 27% , - 34% , 表明乳铁蛋白

及其肽段可能通过静电相互作用与负电性 DPPG 脂质体吸引并结合, 且 Lactofer rcin B4- 14和 Lactofer rampin

比乳铁蛋白与磷脂的作用更为强烈。
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引 � 言

� � 乳铁蛋白( L actofer rin, LF)是一种分子质量约为 80 kDa

的铁结合性糖蛋白, 其广泛存在于哺乳动物的乳汁和各种分

泌液中, 具有广谱高效的抗菌活性。Lacto ferr cin B4- 14

( L fcinB4- 14 )和 Lact oferr ampin( L fampinB)来源于牛源乳铁蛋

白 N 端的两条肽段, 是 LF 抗菌活性的核心序列[ 1�3] 。虽然

LF 及其肽段的抗菌活性已经得到了广泛的研究和认可, 但

其抗菌机理还不明确, 因此研究乳铁蛋白及其活性肽段与细

胞膜的相互作用, 对阐明其抗菌机理有着重要的意义。

近年来, 国内外学者利用多种手段研究药物或其他分子

与生物膜的相互作用, 如 X射线衍射、电子自旋共振、核磁

共振、圆二色谱、紫外和荧光光谱等, 但这些方法均需要高

浓度的样品或是需要对目标分子进行光谱标记, 操作过程复

杂费时, 不便于进行原位无损检测[5] , 而拉曼光谱在这一领

域的应用弥补了以上手段的不足。拉曼光谱由于其具有实

时、快速、无损等特点, 已经在生物学、医学、食品科学等领

域得到了广泛应用[ 6�8]。运用拉曼光谱技术研究生物活性物

质与磷脂脂质体(模型生物膜)相互作用时, 能准确的获得磷

脂的反式( trans)和扭曲( gauche)等构象信息以及磷脂分子的

链内和链间序参数。通过比较物质作用前后磷脂序参数的变

化率, 可以判断磷脂分子链内及链间相互作用的变化情况,

从而得知脂质体磷脂分子的流动性和有序性的变化, 以及物

质与脂质体的相互作用方式[ 9, 10] 。

本文运用拉曼光谱技术从分子水平研究了乳铁蛋白及其

肽段与模型生物膜二棕榈酰磷脂酰胆碱( DPPC)、二棕榈酰

磷脂酰甘油( DPPG)脂质体的相互作用, 为阐明乳铁蛋白及

其肽段的抗菌机理提供重要的依据, 并为新型抗菌药物的设

计提供思路。

1 � 实验部分

1� 1 � 材料
牛源乳铁蛋白购于 Yosica 公司, 纯度 95%。LfcinB4- 14

( RRW QW RM KKLG)、L fampinB( WKLLSKAQEKFGKNK�

SR)由本实验室采用基于 Fmoc 保护和W ang 树脂的固相化

学方法合成。合成后的多肽经液相色谱仪进行纯度分析, 达

到 95%以上, 并通过 H PLC�M S/ M S 分析, 鉴定其分子量。

二棕榈酰磷脂酰胆碱 ( Dipalm itoy l�phosphatidy lcholine,

DPPC)、二棕榈酰磷脂酰甘油( Dipalmitoy l�pho sphatidy lg ly c�



er ol, DPPG)购于德国 L ipo id 公司, 纯度 99%。其他试剂均

为国产优级纯。

1� 2 � 样品的制备
分别称取 DPPC 和DPPG 固体 37mg按照超声法[ 11] 制备

单层脂质体各 5 mL , 贮存于 4 � 。肽或蛋白的水溶液与脂质
体以适当比例混合, 最终磷脂 � 肽(蛋白 )质量比为 10� 1。

所有样品制备后于当天内进行拉曼光谱测定, 固体磷脂不经

处理直接进行拉曼光谱的测定。

1� 3 � 拉曼光谱测定
将样品置于直径 1 cm, 高 0� 5 cm 的圆柱形玻璃样品池

中。全部拉曼光谱测定工作均在 Renishaw inV ia�Ref lex 型拉

曼光谱仪上完成。配备 532 nm 固体激光器, 液氮冷却 CCD

检测器。实验条件如下: 激发波长 532 nm, 功率 50 mW , 光

谱分辨率 � 2 cm- 1 , 曝光时间 10 s, 累积次数 3 次。全部光

谱均由 Or ig in 软件寻峰, 并通过峰值计算强度比。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 磷脂的拉曼光谱分析
为了研究乳铁蛋白及其肽段与磷脂脂质体的相互作用,

我们选取了中性磷脂 DPPC 和负电性磷脂 DPPG, 以分别模

拟真核细胞膜和细菌细胞膜的主要磷脂组分。首先对此两种

固体磷脂样品进行了拉曼光谱分析(如图 1)。

Fig� 1 � Raman spectra of solid DPPC and DPPG

� � 图 1 显示了 DPPC 与 DPPG在 500~ 1 800 cm- 1和 2 700

~ 3 000 cm- 1两个波数段的拉曼图谱。由于 DPPC 与 DPPG

的疏水部分均为两条 16 个 C 的饱和脂肪酰基链, 因此二者

在拉曼光谱上对于磷脂分子构象敏感的 C � C 和 C � H 伸缩

振动的五根谱线无明显差别, 如属于 C � C 骨架反式构象的

1 062, 1 128 谱线, 属于 C� C 骨架扭曲构象以及 PO-
2 伸缩

振动的 1 096 cm- 1谱线, 属于 C � H 对称伸缩振动的 2 847

cm- 1谱线以及属于 C � H 反对称伸缩振动的 2 882 cm- 1谱

线。另一方, 面由于两种磷脂的极性头部基团有所不同( DP�

PC 为胆碱残基, DPPG 为甘油残基) , 因此 DPPC 的拉曼光

谱在 720 cm- 1处有一条属于 C � N 伸缩振动的谱线[ 9, 12] 。

通过 2 880 和 2 850 cm- 1附近的两个峰强度值计算

I 2 880 / I 2 850 , 并带入 Gaber 等[ 12] 提出的公式, 可以得出磷脂

的侧向相互作用序参数 S lat。

S lat =
I CH2

- 0� 7

1� 5
其中 I CH2

= I 2 880 / I 2 850

� � S lat可以反映磷脂链间侧向相互作用的强弱, 以及分子

链间的有序性。由表 1 可知, 固体 DPPC 和 DPPG 的侧向相

互作用序参数分别为 0� 41 和 0� 52, 这代表了两种磷脂在有

序度较高时的序参数值。

Table 1 � Order parameter for the lateral interactions between

chains Slat of solid DPPC and DPPG

样品 I2 880/2 850 Slat

DPPC 1�31 0� 41

DPPG 1�48 0� 52

2� 2 � 乳铁蛋白及其肽段与 DPPC脂质体的相互作用

利用拉曼光谱研究磷脂构象灵敏的谱线主要在 2 个范

围: C� C 伸缩振动和 C� H 伸缩振动范围。C � H 伸缩振动

模式和 C� C 伸缩振动模式可以给出同样的信息, 但前者对

构象变化更为敏感[ 10] 。对于 C� C伸缩振动, 由于 I 1 090不仅

属于碳氢链的反式构象, 还反映 PO-
2 的对称伸缩振动, 因

此当外界分子与磷脂的极性头部基团相互作用时, S stans可能

无法给出结构变化的准确信息[ 9] 。金元浩等也指出了 S stans应

用的局限性。因此本实验着重观察了磷脂脂质体在C � H伸

缩振动模式的拉曼光谱。

磷脂酰胆碱( PC)是真核生物细胞膜的主要成分, 由于磷

脂酰胆碱分子不带静电荷, 因此使得真核细胞表面呈现电中

性[ 4] , 本实验用中性磷脂 DPPC 脂质体来模拟真核细胞的细

胞膜。DPPC 脂质体以及分别加入 LF , L fampinB, LfcinB4- 14

后 DPPC脂质体的拉曼光谱如图 2 所示。

Fig� 2 � Raman spectra of DPPC liposomes interacted

with lactoferrin and its peptides

a: DPPC; b: DPPC+ LF; c: DPPC+ Lfampin B;

d: DPPC+ LfcinB4- 14
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拉曼光谱中 2 846� 78 和 2 881� 51 cm- 1处的谱线分别属于

CH 2 基团的 C � H 对称伸缩振动和反对称伸缩振动模式[ 12] ,

通过计算 2 846� 78和 2 881� 51 cm- 1的峰强度比值, 得出了

DPPC 脂质体在与乳铁蛋白及其肽段作用前后的侧向相互作

用序参数及其变化率(表 2)。

Table 2 � Order parameter for the lateral interactions between

chains Slat and the variation rate of Slat in DPPC lipo�
somes before and af ter the interactions with lacto�

ferrin and its peptides

样品 I 2 880/ 2 850 S la t S lat变化率/ %

DPPC 1� 03 0� 22

DPPC+ LF 1� 01 0� 21 - 5

DPPC+ Lfampin B 1� 02 0� 21 - 5

DPPC+ LfcinB4- 14 1� 00 0� 20 - 9

� � 由表 2 可知, 当加入 LF , L fampinB 及 L fcinB4- 14后, 磷

脂的侧向相互作用序参数由未加入时的 0� 22 分别下降到了

0� 21, 0� 21 和 0� 20。虽然以上三种物质的加入均使 S la t有所

降低, 但其变化率分别仅为: - 5% , - 5%和- 9% , 变化并

不明显。这说明乳铁蛋白及其肽段有可能仅仅在脂质体表面

与磷脂分子的极性头部基团发生作用, 而并未深入到脂质体

的疏水内核与脂酰链相互作用, 即并未引起磷脂脂酰链结构

的改变, 因此磷脂碳氢链骨架的侧向堆积并未受到大的影

响。Vogel等[ 4] 通过差示扫描量热分析也证实了高浓度的

LfcinB 不会对 DPPC 脂质体的相变过程产生影响。由以上结

果还可以得知, 对于中性磷脂 DPPC 分子侧向堆积的影响,

LfcinB4- 14 , L fampinB, LF 三者间的差别也不明显。

Fig� 3 � Raman spectra of DPPG liposomes interacted

with lactoferrin and its peptides

a: DPPG; b: DPPG+ LF; c: DPPG+ LfampinB;

d: DPPG+ LfcinB4- 14

2� 3 � 乳铁蛋白及其肽段与 DPPG脂质体的相互作用

细菌细胞膜与真核细胞膜有所不同, 其主要成分为磷脂

酰甘油( PG) , PG 头部极性基团为磷酸甘油残基, 带有一个

负电荷[ 4] 。PG 与其他表面分子共同使细菌表面呈负电性。

因此本研究使用 DPPG来模拟细菌细胞膜的主要成分。DP�

PG 脂质体以及分别加入 LF , L fampinB, L fcinB4- 14后的 DP�
PG 脂质体的拉曼光谱如图 3 所示。

� � 结果表明, L fcinB4- 14和 L fampinB 使得 DPPG脂质体的

拉曼光谱发生了明显改变。位于 2 882� 59 cm- 1处的峰强在

L fcinB4- 14和 Lfam pinB 加入后有明显下降, C � H 反对称伸

缩振动减少, 对称伸缩振动比例增加, 这说明磷脂链间侧向

堆积变得松弛, 磷脂双分子层流动性变大, 有序性降低[12]。

已有许多研究表明由于温度升高或药物的作用等原因, 而使

侧向堆积变得松弛时, S lat明显下降的情况
[ 5, 14] 。

Table 3 � Order parameter for the lateral interactions between
chains Slat and the variation rate of Slat in DPPG lipo�

somes before and after the interactions with lacto�
ferrin and its peptides

样品 I2 880/2 850 S lat Slat变化率/ %

DPPG 0�98 0� 19

DPPG+ LF 0�96 0� 17 - 11

DPPG+ Lfampin B 0�90 0� 14 - 27

DPPG+ Lfcin B4- 14 0�88 0� 12 - 34

� � 由表 3可知, 当加入LF , LfampinB, LfcinB4- 14后, 磷脂

的侧向相互作用序参数由未加入时的 0� 19 分别下降到了

0� 17, 0� 14 和 0� 12。其变化率分别为- 11% , - 27% 和-

34%。将表 2 与表 3 进行对比可以发现, LF , L fcinB4- 14,

L fampinB对 DPPG脂质体磷脂结构的影响明显大于对 DP�
PC 的影响。由于 DPPC 与 DPPG 在结构上的差别仅在头部

极性基团及其所带电荷上, 因此我们推测 DPPG 脂质体构象

的变化是由于带有正电荷的肽及蛋白与带有负电荷的磷脂间

发生静电相互作用的结果, 这也解释了抗菌肽可以杀死细菌

而对真核细胞不产生影响的原因。LfcinB4- 14和 LfampinB 与

其他抗菌肽类似, 均含有较多的精氨酸 ( R)和色氨酸( W ) ,

在肽段与磷脂脂质体的相互作用时, 精氨酸侧链基团所带的

正电荷和色氨酸吲哚环的疏水特性可能起到了关键作用。

通过以上结果还可以发现, L fcinB4- 14 , LfampinB 与

DPPG 的相互作用要明显强于乳铁蛋白, 这是因为这两条肽

段处于乳铁蛋白中时的构象与处于游离态时的构象是不同

的。如 L fcinB在乳铁蛋白中时以 ��螺旋形式存在, 当 L fcinB

被水解成为游离状态后, 其二级结构则变为��折叠[ 15] , 这种

二级结构的改变以及肽段中精氨酸、色氨酸侧链基团的充分

暴露可能是 L fcinB4- 14与 Lfam pinB 的作用大于乳铁蛋白的

原因。

3 � 结 � 论

� � 本文利用拉曼光谱技术研究了乳铁蛋白及其肽段与模型
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生物膜 DPPC 和 DPPG 脂质体的相互作用。结果表明: ( 1)

乳铁蛋白及其肽段 L fcinB4- 14和 L fampinB 对 DPPC 脂质体

磷脂分子的结构和链间侧向堆积影响较小。( 2)带正电的乳

铁蛋白及其肽段可以通过静电相互作用与带负电的 DPPG

脂质体相互吸引并结合, 从而影响磷脂双分子层的分子结构

和链间侧向堆积, 使其有序性下降。( 3)在与 DPPG 脂质体

作用时, L fcinB4- 14和 L fampinB 比 LF 与磷脂的作用更为强

烈, 这可能与肽段的二级结构改变有关。拉曼光谱在研究药

物与细胞相互作用时可以给出丰富的结构信息并能够对活细

胞进行无损快速检测, 因此在解释药物作用机理研究等方面

有着广泛的应用前景。
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Interaction of Lactoferrin and Its Peptides with DPPC and DPPG

Liposomes Studied by Raman Spectroscopy

ZHANG W ei1 , REN Fa�zheng 1 , GE Shao� yang1, 2 , ZHANG Lu�da3 , JIANG Lu1 , M AO Xue�y ing 1 , GUO H ui�yuan1*

1. Co llege o f Food Science & Nutrit ional Eng ineer ing, China Ag ricultur al Univ ersity , Key Labor ator y of Functiona l Dairy,

M inistry of Education, Beijing � 100083, China

2. Beijing H igher Inst itution Engineering Research Center o f Animal P roduct, Beijing � 100083, China

3. Co llege of Science, China Ag ricultur al Univ ersit y, Beijing � 100094, China

Abstract� I nter act ion of lacto ferr in and its pept ides L fcinB4- 14 and L fampinB with dipalmitoy lg ly cer o�pho sphocholine ( DPPC)

and dipalmito ylg lycero�phosphog lycer ol ( DPPG ) liposomes were studied by means o f Raman spect roscopy. In our study,

confo rmational changes in the pho spholipid mo lecules w ere investig ated by measur ing the intensities of 2 847 and 2 882 cm- 1

Raman bands which are assigned to acy l chains� symmet ric and asymmetr ic C � H str etching vibr ations. The addition of

lactofer rin and its peptides LfcinB4- 14 and L fampinB caused a decrease in the 2 882 cm- 1 intensity o f DPPG lipo somes, thus the

order parameter for the later al inter act ions betw een chains S lat decr eased from 0� 19 to 0� 17, 0� 14 and 0� 12 respectively. On the

cont rar y, t he intensities at 2 847 and 2 882 cm- 1 o f DPPC liposomes w ere poor ly affected by lacto ferr in and its pept ides. The

results show that lactofer rin and its peptides present a stronger effect on the mo lecular structure and o rder deg ree of anionic lipid

DPPG than t hat o f zwitterionic lipid DPPC. This suggests that lactofer rin, L fcinB4- 14 and LfampinB can interact and combine

with t he negativ ely cha rged DPPG liposomes by elect rostatic interaction and per form its antibact erial activity . Besides,

LfcinB4- 14 and L fampinB can affect the lipid mo re strong ly than lactofer rin.

Keywords� Raman spectr oscopy; Lactofer rin; Lacto ferr icin; L iposome; Int eraction
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