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摘 要: 研究了 L- α- 磷脂酰乙醇胺分子( PE) 与去污剂分子摩尔数之比 Rm(P)/m(D)对磷脂分子在固体

硅片表面自组装成膜的影响。通过椭偏技术测定磷脂膜层厚度, 结合磷脂膜层表面疏水角的变化、

磷脂分子头部亲水、尾部疏水的性质及与蛋白质分子的作用条件, 得到 : 随着 Rm(P)/m(D)在 PE 溶液中

的增大 , PE 膜层在硅基片上的存在形式由单层向双层逐渐过渡。当对硝基苯酯基- 聚乙二醇-

( 1, 2- 双油酰基- 3- 甘油磷脂乙醇胺) 分子( pNP- PEG- DOPE) 与已固定的 PE 分子反应时 , 分子间

形成双层膜的机制也从 pNP- PEG- DOPE 与单层 PE 分子膜层的直接吸附逐渐过渡到取代上层

PE 分子并与下层 PE 分子吸附形成双层膜。
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Abstract: The influence of the molar ratio Rm(P)/m(D) of phosphatidylethanolamine (PE) and detergent on the existing form of

the PE molecules immobilized on the silicon slide, was studied in the paper. By using ellipsometry to obtain PE layers'

thickness, measuring the contact angle's change of silicon surface, considering the characteristics of the phospholipid

molecules,and the interaction condition between protein and lipid molecules, it was found that with the increasing of Rm(P)/

m (D) of PE solution, the form of PE layer immobilize on the silicon slide transform from monolayer to bilayer. Furthermore,

when the p - nitrophenoxylcarbonyl - PEG2000 - 1,2 - dioleoyl - sn - glycero- 3 - phosphoethanolamine (pNP - PEG- DOPE)

molecules absorbed PE molecules, which had formed the layer on the silicon slide, pNP- PEG- DOPE transformed from

direct adsorption to replace the upper layer of PE at first and then absorbed with the lower PE layer.
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0 引言

磷脂分子分散在水中, 形成以疏水性尾部相

对、亲水性头部朝向水相的磷脂分子双膜层, 其结

构类似生物膜, 所以又称人工生物膜。由天然膜成

分组成的人工生物膜, 其双层结构原则上与天然

细胞膜一致[1]。当磷脂分子以双层膜形式固定在固

体基片上时 , 由于双层膜的二维流动特性 [2]~[5], 会

使磷脂分子在基片表面重新定位并组装, 形成仿

生细胞膜[2][6]。这种仿生物膜可以有效阻止蛋白质

分子的非特异性吸附, 并可高度保持配基分子的

生物学活性, 使其在生物传感器方面, 特别是生物

学分析方面有广泛的应用前景[7]~[9]。
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本文利用椭偏光学成像技术及椭圆偏振测量

技术, 通过测定共价固定在硅基片上的磷脂膜层

厚度和 膜 层 表 面 疏 水 角 的 变 化 , 研 究 磷 脂 分 子

( phospholipid, 简称 P) 与去污剂分子( detergent, 简

称 D) 摩尔数之比 Rm(P)/m(D)的变化 , 对 L- α- 磷脂酰

乙醇胺分子( phosphatidylethanolamine, 简称 PE) 在

硅基片表面固定形式的影响。同时, 结合磷脂分子

的两性特点及磷脂分子与蛋白质分子间的作用条

件, 研究 Rm(P)/m(D)的变化对 PE 分子和硝基苯酯基-

聚乙二醇- ( 1, 2- 双油酰基- 3- 甘油磷脂乙醇

胺 ) 分 子( p- nitrophenoxylcarbonyl- PEG2000- 1,

2- dioleoyl- sn- glycero- 3- phosphoethanolamine, 简

称 pNP- PEG- DOPE) 之间因疏水吸附而自组装成

双层膜机制的影响。

1 材料和方法

1.1 磷脂分子与 hIgG 溶液制备

配制不同 Rm(P)/m(D)的 PE 溶液, 溶剂为磷酸盐缓

冲液( PBS, pH 7.2), 超声振荡 30 min, 配制 5 mg/ml

pNP- PEG- DOPE ( 生物物理所梁伟研究员研究组

自 行 合 成 并 提 供) 溶 液 [10], 溶 剂 为 醋 酸 钠 缓 冲 液

( NaAc, pH 4.0) , 超声振荡 30 min。分别用 NaAc 缓

冲液和 PBS 缓冲液配制人免疫球蛋白 G( hIgG) 溶

液 , 浓度为 0.1 mg/ml。去污剂采用吐温 20( Tween

20) 。

1.2 利用微流道系统[11]实现磷脂双膜层在醛基改

性硅片上的固定

按文献 [12] 中方法对硅片表面进行醛基改

性。PE 分子利用末端氨基与硅片表面上的醛基

基团发 生 席 夫 碱 反 应 , 从 而 实 现 在 基 片 上 的 固

定。不同 Rm(P)/m(D)的 PE 溶液用量 30 μl, 反应时间

30～35min, 使 PE 分子共价固定在硅片上并形成

饱和膜层。用大量 PBS 缓冲液冲洗掉硅片表面的

Tween 20 分子及残余的 PE 分子。pNP- PEG- DOPE

溶液用量 30 μl, 反应时间 30～35 min, 利用疏水

作用, 使 pNP- PEG- DOPE 与硅片表面上已固定的

PE 分子膜层形成磷脂双层膜。用足量的 NaAc 缓

冲液和去离子水清洗硅片表面后, 氮气吹干, 在椭

偏光学成像系统下观察结果, 并用椭偏测量仪测

量其膜层厚度。

1.3 静置法实现 PE 膜层在醛基改性硅片上的

固定

醛基改性后的硅片经氮气吹干, 测量表面疏

水角 , 然后浸入不同 Rm(P)/m(D)的 PE 溶液中 , 室温静

置 过 夜 。 用 大 量 PBS 缓 冲 液 冲 洗 掉 其 表 面 的

Tween 20 分子及残余的 PE 分子。氮气吹干后, 测

量硅片表面疏水角, 并用椭偏测量仪测量表面膜

层厚度。

1.4 椭圆偏振测量技术与椭偏光学成像技术

椭偏技术是一种被很早用于生物分子膜层研

究的光学方法 [13], 主要特点是不需对生 物分子进

行标记, 不破坏生物分子。本文利用单点椭偏仪

( 德国 SENTECH 公司, SE400; 波长 632.8nm; 入射

角 70°) 对磷脂膜层厚度( th) 进行测量。

椭 偏 光 学 成 像 技 术 将 传 统 的 光 学 椭 偏 术 、

CCD 摄像、计算机取样和图像处理技术相结合 , 通

过测量样品的反射光强实现对样品分析。测量时,

测量结果以灰度图的形式保存下来。膜层厚度在

0~5 nm 范围内时 , 膜层厚度正比于反射光强的平

方根[14], 因此 , 测量灰度值的变化反映膜层厚度的

变化。

2 实验结果与讨论

2.1 不同 Rm(P)/m(D)PE 溶液下, PE 分子膜层在基片

上的固定形式

去污剂分子可以介导从脂囊泡到混合 ( 去污

剂 - 脂分子) 微团的分阶段变化 [15], 因此 , 去污剂

分子与磷脂分子的数量之比对 PE 脂分子膜层在

基片表面的固定形式有很大影响, 同时也会对因

疏水作用而相互吸附的 PE 分子及 pNP- PEG- DOPE

分子的自组装成膜机制产生影响。本文分别设计

4 种不同 Rm(P)/m(D)的 PE 分子溶液进行研究。利用微

流 道 系 统 在 基 片 上 固 定 PE 分 子 膜 层 及 PE-

(pNP- PEG- DOPE)双脂膜层。氮气吹干后, 用单点

椭偏仪测得各单元内磷脂膜厚度。Rm(P)/m(D)与脂膜厚

度结果见表 1。

利用静置法在固体基片上固定 PE 分子膜层,

测量硅片及膜层表面疏水角变化, 多次重复取平

均值列于表 2 中。

如表 1 所示, 固定在硅基片上的 PE 膜层厚度
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表 1 PE 膜层和 PE- (pNP- PEG- DOPE)磷脂膜层厚度

注: ThPE 表示 PE 膜层的厚度 , ThPE- (pNP- PEG- DOPE)表示 pNP- PEG

- DOPE 分子膜层厚度。

Rm(P)/m(D) ThPE (nm) ThPE- (pNP- PEG- DOPE) (nm)

3:2

9:2

15:2

30:1

0.67

1.02

1.39

1.41

1.38

1.40

1.44

1.43

表 2 PE 膜层固定前后硅片表面疏水角

Rm(P)/m(D) θCHO(°) θPE(°)

3:2

15:2

30:1

15.5

15.5

15.5

34.1

20.3

20.7

注 : θCHO 表示醛基改性后硅片表面的疏水角 , θPE 表示

PE 分子膜层表面的疏水角。

图 1 椭偏光学成像系统观测的 PE 分子单层膜、PE 与

hIgG 的复合分子 膜 层 、PE- (pNP- PEG- DOPE)磷 脂 双 层

膜、PE- (pNP- PEG- DOPE)磷脂双层膜与 hIgG 的复合分

子膜层的灰度图。

( a) ( b)

随 Rm(P)/m(D)的增大而增大。结合表 2 中疏水角变化

及脂分子头部亲水、尾部疏水的特点可知, 低 Rm(P)/m(D)

时 , 硅基片上形成的 PE 分子膜层 , 与醛基基片相

比 , 疏水角变化较大, 即此时分子膜层末端多为疏

水烷基。高 Rm(P)/m(D) 时, PE 分子膜层与醛基基片相

比, 疏水角变化较小, 即此时末端多为亲水极性基

团。由此判断, 随着 Rm(P)/m(D)在 PE 溶液中的增大, 硅

基片上固定的 PE 膜层形式由单层向双层逐渐过

渡。

有文献指出 , 磷脂分子分散在水中自然形成

多层囊泡; 每层均为脂质双分子层; 囊泡中央和各

层之间被水隔开[1]。对固定在硅基片上的 PE 分子

膜层而言, 由于需经氮气吹干 , 导致其在固体表面

的 固 定 形 式 被 破 坏 [16]~[19], 因 此 可 能 会 影 响 PE 及

pNP- PEG- DOPE 两 种 分 子 自 组 装 形 成 的 磷 脂 双

层膜。上述实验中, 考虑到氮气流的关系 , 采用静

置法时 , 只在硅片上共价固定 PE 单一脂分子膜

层。而利用微流道系统时, 则在硅基片上固定 PE-

(pNP- PEG- DOPE)双层磷脂膜。PE 分子在基片的

固定 , 以及进一步与 pNP- PEG- DOPE 分子的反

应, 都是在溶液状态下进行的, 避免了氮气的影

响。此外, 经 PEG 修饰过的 PE 分子, 其 PEG 长链

对脂分子有保护作用[20], 因此 , 氮气流对固定在硅

基片上的 PE- (pNP- PEG- DOPE)双层膜基本无影响。

2.2 PE- (pNP- PEG- DOPE)双层磷脂膜形成机制

上述实验已经证明, 随着 PE 溶液中 Rm(P)/m(D)的

增大, PE 膜层固定在硅基片上的形式由单层向双

层 逐 渐 过 渡 。 而 PE 分 子 的 固 定 形 式 , 对 PE-

(pNP- PEG- DOPE)磷脂双层膜形成机制有何影响,

也是需要研究的问题, 因此, 我们设计了下面的实

验进行研究。

分别使用 Rm(P)/m(D)为 3:2 和 30:1 的 PE 溶液 , 利

用微流道系统在固体基片上固定 PE 分子膜层, 然

后加入 pNP- PEG- DOPE 溶液使之与已经固定的

PE 分子膜层接触形成 PE- (pNP- PEG- DOPE)双层

磷脂膜。用大量 NaAc 缓冲液冲洗后, 分别在 PE

分子膜层及 PE- (pNP- PEG- DOPE)磷 脂双层膜 上

连接 pH 值不同的 hIgG 分子( 用量 10 μl) 。作为

对照 , 在 PE 分子膜层上同样连接 PH 值不同的

hIgG 分子( 用量 10 μl) 。反应完成后用大量去离

子水冲洗基片表面 , 并用氮气吹干, 在椭偏光学成

像系统下观察, 结果见图 1。

( a) 中 Rm(P)/m(D)=3:2;( b) 中 Rm(P)/m(D)=30:1。其中单

元 1: PE 分子单层膜、单元 2:PE 与 hIgG 的复合分

子膜层( hIgG pH= 4.0) ; 单元 3: PE 与 hIgG 的复合

分子膜层( hIgG pH =7.2) ; 单元 4: PE- (pNP- PEG-

DOPE)磷脂双层膜 ; 单元 5: PE- (pNP- PEG- DOPE)

磷 脂 双 层 膜 与 hIgG 的 复 合 分 子 膜 层( IgG pH=

4.0) ; 单元 6: PE- (pNP- PEG- DOPE)磷脂双层膜与

IgG 的复合分子膜层( hIgG pH =7.2) 。

根据图 1 中各单元灰度的变化, 可得到如下

结论:

1) 当 Rm(P)/m(D)=3:2 时 , PE 分子在基片上固定形
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式以单层为主, 其末端多为疏水烃基, 可与 hIgG

分子实现疏水性结合。当 pNP- PEG- DOPE 分子与

已经固定的 PE 分子相遇时 , 因疏水自组装形成

PE- (pNP- PEG- DOPE)磷脂双层膜 [21], 其末 端的对

硝基苯酯基 , 在 PH<5 时为惰性的特殊性质 [10], 因

此不结合 PH=4.0 的 hIgG 分子, 但结合 PH=7.2 的

hIgG 分子 , 由此判定 pNP- PEG- DOPE 直接吸附

在 PE 单层膜上, 形成双脂膜。

2) 当 Rm(P)/m(D)=30:1 时 , PE 分 子 在 基 片 上 固 定

形式以双层为主, 其末端多为亲水性基团, 不结合

hIgG 分子。仍然利用 PH<5 时对硝基苯酯基显惰

性的特殊性质 [10], 判定当 pNP- PEG- DOPE 分子与

PE 分子相遇时 , 因分子竞争吸附的作用 , 上层的

PE 分子会较多地被 pNP- PEG- DOPE 分子替换下

来 [22], pNP- PEG- DOPE 分子与共价连接在基片上

的 下 层 PE 分 子 自 组 装 成 PE- (pNP- PEG- DOPE)

磷脂双层膜[21]。

3 结语

磷脂膜可以有效地防止蛋白的非特异性吸附

及高度保持配基分子的生物学活性, 因此制备稳

定、性质单一的磷脂膜层在生物传感器应用具有

重要意义。当较低 Rm(P)/m(D)时 , PE 分子多以单层形

式固定于硅片表面 , pNP- PEG- DOPE 分子直接吸

附在 PE 分子膜层上, 形成双脂膜。而当 Rm(P)/m(D)较

高 时 , PE 多 以 双 层 形 式 固 定 于 硅 片 表 面 ,

pNP- PEG- DOPE 分子与 PE 分子反应时是先替换

上层 PE 分子后再与下层 PE 分子疏水 吸附。其

过程涉及分子间的竞争吸附, 最后形成的双层脂

膜的结构、性 质 , 较 两 种 分 子 直 接 吸 附 成 双 层 脂

膜更复杂。因此 , 调节 Rm(P)/m(D)的大小 , 选取适当的

Rm(P)/m(D)值 , 使形成的双层磷脂膜更加牢固 , 性质更

均一稳定, 对硅基片的磷脂改性有非常重要的意

义。
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米安全性一方面是保障纳米科技顺利发展的重要前提 ; 另

一方面 , 它也事关重大 国 家 利 益 , 因 为 纳 米 产 品 和 纳 米 技
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发表关于人造纳米材料安全性的调研报告。美国国会举行

了纳米安全听证会 , 建议政府建立国家纳米技术毒理学计

划 , 美国、英国、日本等纷纷发 表 政 府 调 研 报 告 或 白 皮 书 ,

表明立场。今年 1 月 9 日 , 美国自然科学基金会支持国际

纳米联合会与美国国家健康研究院( NIH) 共同组织召开了

纳米安全性会议 , 讨论并确定未来安全性的研究重点方向
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“中国可能发展成为纳米产品的生产大国 , 能否抢先制定、

提出各种纳米材料的安 全 指 标 , 率 先 获 得 国 际 认 可 , 事 关

巨大的国家利益。要实现这一点 , 就必须率先获取充分的

基础研究数据 , 迅速与 国 际 接 轨 , 培 养 和 建 立 我 国 在 纳 米

安全领域的专业队伍。”白春礼说 , 纳米安全性也受到了我

国政府、科研人员和企 业 界 的 关 注 和 重 视 , 我 国 在 纳 米 安

全领域的研究几乎与国际同步。

国家自然科学基金委员会副主任朱道本院士介绍 , 我

国纳米研究方面的论文数量已经超过日本 , 仅次于美国。

纳米安全性和 生 物 效 应 与 生 物 医 学 应 用 是 交 叉 学 科 的 代

表 , 对相关科学问题和 技 术 问 题 的 深 入 研 究 , 可 以 推 动 相

关基础学科的交叉发展 , 也对建立具有自主知识产权的纳

米安全预防体系、保护 纳 米 科 学 和 纳 米 产 业 、维 护 国 家 安

全、促进纳米技术的发展具有重要作用。据悉 , 我国也对纳

米安全性问题进行了积极部署 , 国家自然科学基金委已于

2003 年开展讨论 , 从 2004 年开始 , 重大项目中的一些交叉

学科也涉及了该领域的研究。

会上 , 白春礼和科技部基础司司长张先恩为纳米安全

性“973”项目专家组颁发聘书。 摘自《科学时报》

纳米安全性事关重大国家利益
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