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摘　要 : 通过 LB膜仪对表面压力2面积 (π2A )曲线测量及原子力显微镜 (A FM)观测 ,研究了

胆固醇对磷脂酰胆碱/神经酰胺二元体系结构的影响。π2A 曲线分析表明 ,随着胆固醇的增

加 ,加速了相变的发生 ,促进了膜稳定状态的形成 ;A FM观察结果表明 ,磷脂酰胆碱/神经酰

胺 ( PC/ CER)二元混合系统单分子膜呈现为小的微区结构 ,当 PC/ CER二元混合系统与胆固

醇混合时 ,随着胆固醇比例的增加 ,混合膜呈现从链状结构向较大的片状与网状共存结构的

转化 ,最终纯胆固醇形成高度紧密的膜结构。
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1　引　　言

生物膜是当前分子生物学、细胞生物学、化学

生物学和软凝聚态物理中最活跃的领域之一。脂

筏作为具有特殊功能的生物膜微区结构 ,已成为

该领域研究的热点。在正常的生理状态下 ,生物

膜通常处于液晶态 ;当生物膜的成份或外界条件

发生变化时 ,生物膜的液晶态可能发生变化 ,从而

伴随脂筏结构和功能发生变化 ,导致某些疾病

发生。

磷脂分子广泛存在于生物体中 ,是脂筏的主

要组成成分之一 ,液晶态磷脂脂质体和 LB 膜经

常作为研究生物膜的简单模型[128 ]。神经酰胺是

生物膜结构中的一种脂质成份 ,分布于脂双层结

构的外侧 ,在神经细胞尤其是脑细胞中含量丰富 ,

并在神经细胞的发育、再生和修补过程中具有一

定的作用。神经酰胺和鞘磷脂均属鞘脂质类 ,其

区别是在第一位碳原子处。磷脂酰胆碱是所有脂

筏中含量最丰富的磷脂 ,是构成生物膜双层骨架

的主要分子。目前 ,脂筏的模拟研究主要是通过

含有饱和脂肪酸链的磷脂与胆固醇间相互作用来

实现。胆固醇作为生物膜脂质微区的主要组成成

分 ,它与鞘脂的作用对脂双层的形成起着重要的

作用 ,它的含量变化将直接影响脂筏的形成和稳定

性[9 ]。据文献报道 ,胆固醇与具有不同相变温度的

磷脂分子间相互作用可以形成筏状微区结构[10213 ]。

本文选择磷脂酰胆碱 ( PC) 与神经酰胺

(CER)的二元混合体系作为研究对象 ,利用 LB

膜技术 ,研究了不同比例的胆固醇 (Cho1)对 PC/

CER二元混合体系结构的影响。通过对π2A 等

温线进行热力学分析 ,研究了空气/水界面上的分

子组装特性和凝聚程度随成分的变化特点 ,并用

原子力显微镜对相同膜压下二元混合系统的形态

进行了观测 ,这方面的研究对进一步了解生物膜

液晶态的变化与某种疾病之间的关联具有重要的

生物学意义。

2　实验材料与方法

2 . 1　材料

实验所用的材料为磷脂酰胆碱、神经酰胺和

胆固醇 ,其分子结构式如图 1所示。其中胆固醇

购于美国的 Sigma 公司 ;氯仿、甲醇、NaCl 和

Na HCO3 等均为分析纯试剂 , 购于上海试剂公

司。实验用水为离子交换的二次蒸馏水。
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图 1　A ,B ,C分别为磷脂酰胆碱、神经酰胺、胆固醇分子

结构式.

Fig. 1 　Structure formulas of phosphatidylcholine mole2

cule ( A) ,ceramide molecule (B) and cholesterol

molecule (C) .

2. 2　LB膜的制备

LB 膜的制备是在芬兰 KSV 公司生产的

KSV. Minit rough上进行的 ,制备过程如下 :

(1)将 PC/ CER (1∶1 摩尔比)和不同比例的

Chol溶解在氯仿/甲醇 (3∶1体积比)中 ,形成浓度

为 0. 2 mg/ mL 的有机溶液 ,亚相为 PBS 溶液 ,

p H值为 7. 4 ;

(2)用微量进样器将 30μL 溶液均匀滴加到

亚相液面上 ,让其自动迅速铺展 ,静置 15 min 使

亚相上有机溶剂完全挥发后 ,以 10 mm/ min的速

度压膜 ;

(3)膜表面压由 Minit rough 吊片式天平监

测 , 测量精度为 0. 01 mN/ m ;

(4)在 PC/ CER/ Chol 系统中 ,保持表面压力

在 20 mN/ m 的恒定压力下 ,以 1 mm/ min 的速

度使用垂直提膜法将单分子膜转移到新解离的亲

水性云母基 ,成膜温度控制在 (25±0. 5) ℃。

2. 3　原子力显微镜检测

A FM 图像检测在日本岛津公司制造的

SPM295002J 3扫描探针显微系统上进行。测量采

用接触模式 ,整个实验观测在室温下和大气环境

下进行。检测采用标准扫描头 ,其最大扫描范围

为 125μm×125μm。微悬臂尺寸为 200μm ,探

针为 V形 ,材料为 Si3 N4 ,悬臂的弹性常数为 0. 25

N/ m ,对样品作用力控制在 10 - 8 N量级。

3　结果与讨论

3. 1　不同摩尔比例 Chol 对 PC/ CER单层膜影

响的π2A曲线分析

图 2表示的是不同比例的胆固醇和 PC/ CER

(1∶1 摩尔比)混合物在亚相上的π2A 曲线 (即表

面压力与平均分子面积的等温线) 。由图可知 ,随

着胆固醇比例的增加 ,π2A 曲线呈现有规律的排

列 ,并具有几个明显的特点 :

(1) 不同比例胆固醇与 PC/ CER (1∶1 摩尔

比)混合的π2A 曲线图均有较明显的水平区 ,随

着胆固醇比例的增加 ,曲线的水平区域增大 ,外扩

程度减小。在此过程中 ,分子膜处于气相 ,分子表

面压力π趋近 0 ,分子相互分离 ,各自能在表面上

独自移动 ,非极性的尾链可能平躺在亚相上 ,形成

一种理想气态膜。对于理想气态膜 ,假设构成膜

分子的大小可以忽略不计 ,分子间没有横向黏附

力 ,服从理想的二维气态方程πA = K T [ 14 ]。从

图 2可知 ,在无胆固醇时 ,亚相的表面气相过程最

短 ;随着胆固醇浓度的增加 , 气相过程延长 ;在为

图 2　不同比例的胆固醇和 PC/ CER (1∶1 摩尔比)中的

平均分子面积和表面压力等温线

Fig. 2　Surface pressure2mean molecular area isotherms of

PC/ CER (1∶1 molar ratio ) with different Chol2

content
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纯胆固醇时 ,亚相表面的气相过程最长。说明胆

固醇具有延长表面膜从气液共存相向液态相转变

的作用。

(2) 不同比例下的π2A 曲线 ,其突变拐点即

相变点显著程度明显不同 。当无胆固醇时 , PC/

CER (1∶1 摩尔比)混合膜有明显的相变点 ;而对

于纯胆固醇 ,则相变点消失。当胆固醇的浓度增

大时 ,混合膜分子排列更加紧密 ,形成能量更低的

晶格结构 ,减少了重组的驱动力 ,增加了单分子膜

的粘度 ,从而减慢了向平衡结构移动的速度 ,使混

合膜 PC/ CER分子层变得较为平滑 ,膜压逐渐降

低 ,拐点不再明显[15 ] ,表明相变过程连续发生 ,且

液态聚集相向固相过程缩短。这说明胆固醇的加

入 ,加速了相变的发生 ,促进了膜稳定状态的形成。

(3) 由图 2可以看出 ,胆固醇的含量不同 ,曲

线外扩程度也不同 ,即在平均分子面积相同的情

况下 ,表面压力不同。在表面积相同的情况下 ,胆

固醇的浓度越大 , 膜压越小 ,外扩程度越低。膜

压大小与膜分子间的结合强度、膜分子密度、温度

等因素有关 ,结合强度或膜分子密度越大 ,膜压越

大。可见 ,胆固醇改变了膜分子的结合强度及膜

分子的密度。

神经酰胺与磷脂酰胆碱分子相互作用 ,使尾

链相互铰链能形成稳定紧密的微区结构。胆固醇

的加入 ,阻碍了相邻磷脂酰胆碱和神经酰胺分子

间的相互作用 ,扰乱了饱和烃链高度排列的规律 ,

膜压减小。当胆固醇的含量增大时 ,胆固醇和磷

脂分子发生相互作用 ,逐渐形成聚集体。加入的

胆固醇越多 ,膜压减少越大 ,曲线下移。胆固醇分

子的刚性板状结构只容许其构成部分有极微小的

自由运动 ,因此 ,崩溃膜压也从无胆固醇的 42 mN/

m降到只有纯胆固醇时的 27 mN/ m。说明胆固

醇促使了聚集体的形成 ,促使分子间紧密排列 ,阻

碍了分子的移动 ,膜的移动性和弹性就减弱 ,崩溃

膜压降低 ,A FM观测证实了这一点。

3. 2　不同摩尔比例的 Chol 对 PC/ CER单层膜

影响的 AFM 检测

用 LB技术在云母表面制备了不同比例的胆

固醇和 PC/ CER (1∶1摩尔比)单层膜 ,通过 A FM

来检测验证π2A 曲线。图 3 给出了膜压在 20

mN/ m压力下 ,扫描范围 4μm×4μm ,不同比例

的混合脂单层膜的原子力显微镜图。原子力显微

镜检测表明 ,随着胆固醇比例的增加 ,微区结构发

生明显变化。

在图 3 (a)中 ,观察到磷脂酰胆碱和神经酰胺

形成了单一的、紧密聚集的小微区结构 ,空间分布

较不均匀 ,此时二元混合系统处在液态扩张相 ,在

图片中微区的覆盖程度较低 , 亚相液面上的分子

图 3　胆固醇对 PC/ CER二元体系的影响. PC/ CER 为 1∶1 (摩尔比) ,胆固醇所占的摩尔比例逐渐增大 ,用 LB技术在膜

压为 20 mN/ m下沉积单层膜. (a)无胆固醇 ; (b) 8∶8∶2 ; (c) 6∶6∶4 ; (d) 4∶4∶6 ; (e) 2∶2∶8 ; (f) 0∶0∶1.

Fig. 3　Effect of cholesterol on PC/ CER bilayers. PC/ CER monolayers (1∶1 molar ratio) with increasing amounts of cho2

lesterol were deposited onto mica f rom the air2water interface using the Langmuir2Blodgett method at a surface

pressure of 20 mN/ m. (a) No cholesterol ; (b) 8∶8∶2 ; (c) 6∶6∶4 ; (d) 4∶4∶6 ; (e) 2∶2∶8 ; (f) 0∶0∶1.
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比较分散 ,较疏松地铺在云母片表面上。胆固醇

的加入 ,促进了混合体系间分子间的相互作用 ,改

变了混合系统分子的分布 ,从图 3 ( b)可以看出 ,

当在二元混合系统中加入胆固醇 ,其摩尔比为 8∶

8∶2 ( PC/ CER/ chol ,摩尔比)时 ,单层膜的图像由

稀疏的、分布不均匀微区结构 ,变为致密的、分布

较为均匀的微区结构 ,微区结构面积的发生了较

大的变化 ,凝聚程度显著不同 ,小微区结构几乎覆

盖了整个平面。当胆固醇比例增加 ,达到 6∶6∶4

( PC/ CER/ chol摩尔比)时 ,小的微区结构发生了

融合 ,如图 3 (c)所示 ,并形成了紧密聚集的片状

微区结构。图 3 ( d)显示胆固醇比例增为 4∶4∶6

( PC/ CER/ chol ,摩尔比)时的单层膜图像 ,图像

表明微区结构扩大。当胆固醇比例继续增到 2∶2∶

8 ( PC/ CER/ chol ,摩尔比) 时 ,微区结构继续扩

大 ,形成较大的片层与网状共存结构 (图 3 (e) ) 。

当无磷脂酰胆碱和神经酰胺时 ,纯胆固醇形成高

度紧密的单层结构 (图 3 (f) ) 。

生物膜分子是通过范德华力、分子间氢键、离

子静电作用以及分子间疏水相互作用形成的超分

子体系。神经酰胺分子结构具有二条长链烷基 ,

一个酰胺基团和二个羟基基团 ,这些基团使神经

酰胺分子具有亲水性和疏水性 ,神经酰胺由长链

鞘氨醇通过酰胺键与脂肪酸共价结合而成。磷脂

酰胆碱含有很长的多不饱和的脂酰基链 ,这些链

排列有序。神经酰胺与磷脂酰胆碱的饱和链与不

饱和链之间 ,交错对叉排列 ,其间加入具有双亲性

的胆固醇分子 ,削弱了脂分子的迁移和流动 ,加速

了成膜速度 ,稳定了云母片表面的膜结构。A FM

观测结果表明胆固醇与两种分子间相互作用形成

的链状结构稳定。

4　结　　论

π2A 曲线分析表明 ,对于 PC/ CRE (1∶1 摩尔

比)单层膜 ,随着胆固醇浓度的增加 ,形成微区结

构的面积逐渐增大 ,促使其与饱和脂肪酸的鞘磷

脂发生相互作用。胆固醇的刚性环链骨架改变了

脂肪酸链的自由度和刚性 ,发生了凝胶相向液晶

相的转变 ,且在高浓度的胆固醇时 ,相变点消失。

所以胆固醇含量越多 ,混合膜的弹性系数越大 ,加

速了膜相变的发生 ,促进了膜稳定状态的形成。

A FM观测结果表明 , PC/ CRE 混合膜表现

为单一的、较为稀疏的、紧密聚集的小微区结构 ,

空间分布较不均匀。当 PC/ CRE混合膜与不同

比例的胆固醇混合时 ,随着胆固醇的浓度增加 (或

PC/ CRE混合液减少) ,混合膜从片状结构向较

大片层与网状共存结构的转化 ,最终纯胆固醇形

成紧密的膜结构。磷脂酰胆碱和神经酰胺以及胆

固醇混合体系能形成网状结点结构 ,说明这种结

构[16 ]在物理热力学方面具有一定的稳定性 ,对生

物膜的结构有重要的影响和作用。
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Abstract

This paper investigated the effect of cholesterol on t he st ruct ures of the p hosp hatidylcholine ( PC)

and ceramide (CER) of duality system by t he pressure2area (π2A ) isot herm measurement s and by atom2
force microscopy (A FM) observation. It is shown f rom theπ2A isot herms that t he increase of choles2
terol can accelerate t he occurrence of p hase change and advance t he stabilization of films. Also , it is

found f rom the observation of A FM t hat t he duality systems ( PC/ CER) molecular film takes on micro2
region st ruct ure. With t he increasing of cholesterol content , t he mixed films t ransforms f rom t he

chains st ruct ure to larger slice and net coexisted st ruct ure. In the end , p ure cholesterol forms more

aggregated st ruct ure.
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