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摘要    脂筏是近年来在生物膜研究中发现的一种富含鞘脂、胆固醇和特殊蛋白质

的动态微区结构, 其结构和功能的改变, 会引发多种疾病. 本文利用 LB 膜技术模拟

脂筏的动态微区结构, 通过测量表面压力与平均分子面积(π-A)曲线数据, 计算出鞘

氨醇/胆固醇 LB 单层膜的过量分子面积 (ΔA(ex))、表面过量吉布斯自由能 (ΔG(ex))、
活度系数(ƒ1 和ƒ2)以及弹性模量 (Cs

−1), 系统的研究了二元组份混合单层膜的热力学

特性, 并用原子力显微镜对鞘氨醇与胆固醇混合膜的形态进行观察. 热力学分析表

明过量分子面积和过量吉布斯自由能相对理想状态都具有负偏差作用, 这说明分子

间相互作用表现为吸引力, 且单层膜的稳定性、弹性模量和活度系数的数值明显的

依赖于胆固醇与鞘氨醇的比例. AFM 观察结果表明, 纯鞘氨醇单分子膜表现为小的

颗粒体结构; 当鞘氨醇与胆固醇按不同摩尔比混合时, 随着胆固醇摩尔比例的增加, 
混合膜呈现出从链状结构向较大的片层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. AFM 实验有力的支持了理论分析的结果. 

关键词    
单层膜   
过量吉布斯自由能   
活性系数   
弹性模量   
原子力显微镜 

  

 
脂筏(lipid rafts)微区是近年来对生物膜研究中发

现的一种富含鞘脂、胆固醇和特殊蛋白质的动态结 
构[1~4]. 这些微区介于液晶相与凝胶相之间, 游动于

磷脂酰胆碱 (PC)和磷脂酰乙醇胺 (PE)为骨架的液

晶态双层膜中, 是生物膜不被去垢剂所溶解的部分, 
又 称 detergent-insoluble glycolipid-riched domains 
(DIGs), 或称detergent-resistant fractions (DRF). 研究

结果表明, 脂筏含有大量的信号分子[5,6], 可以参与

信号转导、蛋白质分选、离子通道的调节、膜的粘连、

细胞的生长、分化、衰老、凋亡以及应急反应. 它们

结构和功能的改变, 会引发多种疾病, 如肿瘤、糖尿

病、神经退行性疾病(如老年痴呆症, 帕金森氏症, 阿
尔兹罕默氏病等)[7,8]. 因此, 对脂筏结构和功能的研

究不仅对于阐明生物膜微区结构的形成机制具有重

要的意义, 而且对于理解信号传导途径等生物过程

并进一步指导临床实践均有重要的意义, 已成为该

领域近年来的热点问题之一.  
体外模拟组装生物膜是理解脂筏微区结构形成

的有效途径, 脂筏中胆固醇与鞘脂间的相互作用是

形成微区结构的基础,目前国内外研究人员在此方面
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已经做了大量的工作[9~11], 但是在脂筏的尺寸、结构

的稳定性、组成成份和物理属性等方面仍然存在许多

亟待解决的问题. 鞘氨醇 (sphingosine) 是体内合成

鞘脂、鞘磷脂、鞘糖脂 (如脑苷脂、神经节苷脂等) 的
母体化合物,也是鞘磷脂酶水解细胞膜鞘磷脂的产物, 
可作用于PKC调节区的二酰基甘油结合位点, 竞争

性地抑制二酰基甘油对PKC的激活作用, 是生物膜

中重要的组份之一[12~14].  鞘氨醇作为鞘磷脂合成的

前体化合物在合成鞘脂物质过程中有可能与生物膜

中胆固醇发生相互作用形成脂筏, 所以系统的研究

胆固醇与鞘氨醇间的相互作用对于研究脂筏结构的

形成机制具有重要的生物学意义. 
Langmuir-Blodgett(LB) 膜技术是一种能精确控

制薄膜厚度和分子排列的制备技术, 是比较理想的

单分子膜制备方法 [15,16]. 通过表面压力与平均分子

面积(π-A)曲线数据可以计算出在一定膜压下的平均

分子面积、过量吉布斯自由能、压缩系数等参数, 用
来分析二元组份的混合性和表征单层膜的稳定性 . 
国外研究人员用类似的方法研究了制霉菌素、硬脂

酸、油酸、亚麻酸、二棕榈酰基磷脂酰胆碱(DPPC)
等与胆固醇类物质(胆甾烷醇、胆甾烯醇、豆固醇)间
的相互作用[17~20], 对鞘氨醇与胆固醇间相互作用未

见报道, 所以本文系统的对胆固醇与鞘氨醇间的相

互作用进行了研究, 通过计算胆固醇与鞘氨醇二元

组份单层膜的平均分子面积、过量吉布斯自由能、压

缩模量和活度系数, 分析了两组份间的相互作用和

热力学行为并在理论分析的基础上用AFM检测了单

层膜的形态学特征. 

1  实验材料与方法 

1.1  材料与试剂 

神经鞘氨醇(D-Sphingosine)和胆固醇(cholesterol 
from porcine liver, Chol)均是从 Sigma 化学试剂公司

购买, 氯仿、酒精等其他有机和无机化学试剂均为分

析纯. 水为离子交换二次蒸馏水. 

1.2  混合脂单层膜的表面压力-平均分子面积 
(π-A)曲线 

将不同比例的鞘氨醇与胆固醇成份溶解在氯仿/
甲醇(3:1, V/V)中形成浓度为 0.5 mg/mL 的溶液 LB 

膜用 KSV-Minitrough (芬兰 KSV 公司 ,槽子 : 323 
mm×75 mm)进行制备. 用微量进样器将适量的溶液

均匀的滴加到纯水亚相表面, 让其自动迅速铺展, 静
置 15 min, 待亚相上有机溶剂完全挥发后 , 以 10 
mm/min 的速度压膜. 膜表面压由 Wilhelmy 吊片式

天平检测, 测量精度为 0.01 mN/m. π-A 曲线由计算机

控制自动获得. 每组数据最少重复三次, 本文数据为

最具代表性的三组数据的平均值, 每点的表面压力

变化范围在±1 mN/m. 在固定的膜压下, 使用垂直

提膜法以 1 mm/min 的速度将单分子层转移到新解离

的云母基片上, 用 AFM 进行检测. 成膜温度控制在

(20±0.5)℃. 

1.3  原子力显微镜检测 

脂单层膜用高分辨率的原子力显微镜(日本岛津

公司:SPM-9500-J3)进行检测. 测量采用接触模式, 整
个实验观测过程是室温下进行测量. 所采用的是标

准扫描头 , 针尖材料为 Si3N4, 悬臂的弹性常数为

0.06 N/m, 对样品作用力控制在 10−8 N 量级, 图片像

素点收集为 512×512. 扫描速度为 0.5~1 Hz. 

2  结果与讨论 

2.1 不同比例的鞘氨醇与胆固醇单分子膜的π-A 
曲线 

图 1 给出了不同比例的鞘氨醇/胆固醇单分子膜

在纯水亚相表面上表面压力-平均分子面积(π-A)等温

线.从图中可以看出随着鞘氨醇比例的增加, π-A 曲
线呈现规律性排列, 脂混合物单层膜曲线介于两种

单一脂成分之间. 对于胆固醇单一组份, 表面压力增

加较快, 胆固醇分子刚性骨架及其疏水性促进了单

分子膜具有较高的抗挤压能力, 这与后面的压缩性

分析数据相一致, 在膜压为 34.86 mN⋅m−1 时, 单层膜

发生了褶皱, 出现了一个明显的平台区域, 该特征与

参考文献相一致[21]. 随着鞘氨醇在混合脂中比例的

增加, 当XD-Sph=0、0.2、0.4 时, π-A 曲线的平台区域

的出现在相同的表面压力处, 并且平台区域逐渐减

小, 单层膜发生褶皱的位置对应的平均分子面积逐

渐缩小, 崩溃终极膜压逐渐增大. 当鞘氨醇的比例含

量增大到XD-Sph=0.6 以上(包括XD-Sph=0.6), 平台特征

消失, 表明两组份间发生了相互作用.  
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图 1  鞘氨醇/胆固醇单层膜的表面压力-分子面积(π-A)等
温线 
 

2.2  不同比例的鞘氨醇与胆固醇单分子膜混合性
分析 

在π-A曲线的基础上, 两组分间的相互作用可以

用单层膜的混合性方程 [ 17]来研究 . 对于理想混合 
情况,  
 12,ideal 1 1 2 2( ) ( ) ,A A X A Xπ π= +   (1)  

式中 A12,ideal 表示两种成份理想混合的平均分子面积, 
A1, A2 分别是一定膜压下单一组份的分子面积, X1, X2

分别是 1和 2 组份在混合脂中的比例含量. 数据处理

中 A12, exp 表示的为实验中获得的平均分子面积数据, 
对其进行分析可以获得单层膜的混合性以及分子间

的相互作用.  
当两种组份可以混合时, 单层膜分子面积数据

就会表现出非理想行为, 与理想数值就会出现偏差. 
在图 2 中给出了表面压力 π =5, 10, 15, 20, 25 和 30 
mN⋅m−1 情况下, 平均分子面积随着鞘氨醇含量逐渐

增加的混合脂单层膜实验数据. 从图中可以看出, 平
均分子面积随着鞘氨醇含量的增加并不是呈线性关

系, 由此可以判断鞘氨醇与胆固醇在所研究的比例

范围内分子间发生了相互作用.  
两组份的混合性也可以通过分析过量分子面积

ΔAex来进行研究[22,23]. ΔAex计算公式如下:  
   (2) ex 12,exp 12,ideal ,A A AΔ = −

当两种组分不可混合时, ΔAex 为零. 如果实验值与理

想值出现了负偏差则表明分子间的相互作用为吸引 

 
 
图 2  鞘氨醇/胆固醇混合脂单层膜在固定的表面压力下平

均分子面积 
 

力, 相反, 如果出现了正偏差, 则分子间的相互作用

为排斥力[24], 实验中鞘氨醇与胆固醇单层膜在不同

的表面压力下都出现了负偏差如图 3, 说明两种分子

间表现为吸引力, 同时分子间的力促使单层膜出现

聚集现象, 这与后面的AFM观测相一致. 在所研究的

膜压下(除了 5 mN⋅m−1)对所研究的比例范围过量分

子面积的最大值出现的位置相同 , 均出现在

XD-Sph=0.2、0.8 位置处, 说明在此位置两种分子发生

相互作用较强, 凝聚效应较为明显. 过量分子面积在

5 mN⋅m−1 时与其他膜压的极值位置有所不同, 数值

分析可以看出在该点仍为负偏差, 说明了分子间发

生了吸引的相互作用. 在表面压力较低的情况下, 两
组份分子间的距离相对较远, 分子间仅部分发生相

互作用致使曲线在该处出现异常.  
 

 
 

图 3  鞘氨醇/胆固醇混合脂单层膜在固定的表面压力下过

量分子面积 
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2.3  不同比例的鞘氨醇与胆固醇单分子膜稳定性
分析 

鞘氨醇与胆固醇单层膜间相互作用的热力学稳

定性可以通过计算过量吉布斯自由能进行研究 [ 25] . 
两组份混合的吉布斯自由能的变化ΔGmix等于理想状

况下的自由能加上过量的自由能变化 ,  如方程 3 
所示:       
 .  (3) mix ideal exG G GΔ = Δ + Δ

 
对理想的混合吉布斯能量变化仅涉及到熵, 公

式为 
   (4) ideal 1 1 2 2( ln ln ),G RT X X X XΔ = +

 
图 4  鞘氨醇/胆固醇混合脂单层膜在固定的表面压力下过

量表面吉布斯自由能 式中 Xi (i=1,2)代表单一组份在混合脂中的摩尔比例, 
R 为气体常数 T 为绝对温度. 因此, 过量的吉布斯能

量可以通过下式表达:  
 
子间相互作用 [ 17,18] , 任意组份i在单层膜中的化学 

 ex 12 1 1 2 20
[ ( )]dG A X A X A

π
,πΔ = − +∫   (5) 势为  

   (6) 0 ln ,i i i iRT f Xμ μ= +
式中A12, A1 和A2 分别代表的是混合物、组份 1 和组

份 2 的分子面积, π 表示单层膜的表面压力, 如果单

层膜是理想混合的, ΔGex应为零[18].  

式中 μi
0 是标准化学势, ƒi 是活化系数, 关系式如下:  

 2ln (1 ) ,if RT
ω⎛ ⎞= −⎜ ⎟

⎝ ⎠
iX   (7) 

通过方程 5 可以计算出各种状态下的过量吉布

斯能量值. 图 4 给出了表面压力π =5, 10, 15, 20 ,25和
30 mN⋅m−1 时ΔGex 对鞘氨醇摩尔含量变化的数据. 从
图可以看出随着表面压力的增加, ΔGex 负值也越小, 
对不同的表面压力极值位置不同. 当表面压力π =5 
mN⋅m−1 时, 最小值出现在 XD-Sph=0.2 位置处, 对于 

式中ω 是两组份分子间的粘合力相互作用所产生的

交换能量[26]. 所以ΔGex可以用下式表示:  
 ex ( ln )i iG RT X fΔ = Σ   (8) 

则有下面关系式成立: 
12

2
2 2

2
ln

1
exG X

f X
RT X

−
⎛ ⎞Δ⎛ ⎞= +⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟−⎝ ⎠⎝ ⎠

, π =5, 10, 15, 20 和 25 mN⋅m−1 时, ΔGex最小值在 
XD-Sph=0.2 、 0.8 两位置处 , 在 π =30 mN⋅m−1 时 , 
XD-Sph=0.2、0.4、0.8 都出现了较小的负值. 在所选择

的比例下, 所有的膜压位置都表现为负值, 这表明分

子间的相互作用的吸引力比单一成份强, 而排斥力

比单一成分弱, 并且ΔGex值越小越稳定[17]. 

 
2

1
1 2

 通过正规溶液理论可知活度系数ƒi 可以反映分 

2
1

(1 )
ln ln

X
f f

X
−

= , ex

1 2
.

G
X X

ω
Δ

=   (9) 

从上面的关系中 , 可以计算出活化系数ƒ1 和 
ƒ2 , 同时也可获得相互作用参数ω 

[27]. 
从表 1 可以看出相互作用参数ω 在 XD-Sph=0.2 时 

 
表 1  不同摩尔比例的单层膜在不同膜压下相互作用参数ω值 

 π =5 mN⋅m−1 π =10 mN⋅m−1 π =15 mN⋅m−1 π =20 mN⋅m−1 π =25 mN⋅m−1 π =30 mN⋅m−1 

XD-Sph=0.2 −750.61 −1781.16 −2622.75 −3345.45 −3821.11 −4468.93 

XD-Sph=0.4 −416.38 −1108.18 −1584.01 −1856.16 −2409.25 −2870.03 

XD-Sph=0.6 −418.89 −835.77 −1196.47 −1369.55 −1673.05 −1961.01 

XD-Sph=0.8 −176.83 −1638.94 −2507.41 −3118.52 −3779.13 −4290.16 
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具有最大值说明鞘氨醇与胆固醇发生了较强的相互

作用[19]. 通过方程(9)计算出的活化系数ƒ1 和 ƒ2 如

图 5 所示. 从图中可以看出, ƒ1 在鞘氨醇含量较高时

随着表面压力的增加变化很小, 在鞘氨醇含量较低

时有较大的ƒ2 值. 在参考文献[25]中研究阳离子脂质

体 1,2-二油酰基-3-三甲胺丙烷(DOTAP)与二棕榈酰

磷脂酰胆碱(DPPC)相互作用时, 单层膜活化系数ƒ1 
在DOTAP含量较高时随着表面压力的增加变化也很

小, 在DOTAP含量较低时有较大的ƒ2 值, 这与本文

的结果相类似. 
 

 
 

图 5  不同表面压力下鞘氨醇/胆固醇单层膜的活度系数ƒ1 
和 ƒ2  

2.4  不同比例的鞘氨醇与胆固醇单分子膜压缩性
分析 

压缩性Cs或弹性系数Cs
−1也是分析单层膜的一个

重要的参数[20]. 计算式如下:  

 s
1 ,

T

AC
A π

∂⎛ ⎞= − ⎜ ⎟∂⎝ ⎠
  (10) 

式中 A 和π 分别表示平均分子面积与表面压力. 本
文计算了弹性系数来表征单层膜的属性. 图 6 给出了

不同鞘氨醇含量单层膜的弹性系数与表面压力关系. 
从图中可以看出, 单层膜的弹性系数随着鞘氨醇的

增加而减小. 弹性系数的变化是由于单层膜中组份

的变化和分子结构性质所决定的. 胆固醇具有刚性

的分子骨架致使弹性能力较强 , 这与前文中的π-A 
曲线结果相一致. 
 

 
 
图 6  鞘氨醇/胆固醇单层膜的弹性模量对表面压力曲线 
 

2.5  不同比例的鞘氨醇与胆固醇单分子膜 AFM
观测 

用 AFM 观察胆固醇与鞘氨醇单分子膜的聚集相

行为是理解分子间相互作用的一个重要途径. 图 7 给

出了表面压力为 10 mN⋅m−1, 扫描范围为 4 μm×4 μm
时不同比例的混合脂单层膜的形貌图. 纯鞘氨醇单

分子膜呈现出小的颗粒体结构, 如图 7(a). 胆固醇的

加入促进分子间发生相互作用. 图 7(b)为鞘氨醇含量

XD-Sph=0.8 时呈现出分散均匀的链状结构, 随着鞘氨

醇摩尔比例的减小形成了网状结构如图 7(c). 当鞘氨

醇的含量减小到 XD-Sph=0.4 时, 混合膜表现出微区结

构图 7(d). XD-Sph=0.2 时, 微区结构出现了融合, 形成

较大的片层与网状共存结构. 纯胆固醇形成高度紧

密的单层膜结构.  AFM 观测结果与上文中表面吉布

斯自由能数据相结合, 当 XD-Sph=0.2, 0.8 是吉布斯自

由能出现最小值, 表明两种分子间相互作用形成的 
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图 7  不同比例下鞘氨醇/胆固醇单层膜 AFM 观测 
(a) 纯鞘氨醇, (b) XD-Sph=0.8, (c) XD-Sph=0.6, (d) XD-Sph=0.4, (e) XD-Sph=0.2, (f) 纯胆固醇. 扫描范围: 4 μm×4 μm, 沉积膜压: 10 mN⋅m−1 

 

链状结构(图 7(b))和大片层微区结构(图 7(e))的稳定

性较高. 

3  结论 

本文系统的研究了鞘氨醇/胆固醇单分子膜的热

力学性质. 实验数据分析表明过量分子面积与理想

状况相比具有负偏差作用, 表明分子间的作用力表

现为吸引力. 在二元系统中鞘氨醇的含量 XD-Sph=0.2、 

0.8 时, 过量吉布斯自由能具有最小值, 形成的单层

膜较稳定. 活度系数和 AFM 数据进一步验证了两者

间的相互作用. 分子骨架决定了单层膜的弹性模量

的数值变化, 胆固醇具有刚性环状骨架, 胆固醇的含

量越多弹性系数越大. 利用热力学参数表征单层膜

性质对于研究脂与脂间相互作用提供了重要的实验

依据, 对于理解脂筏结构的形成并进一步指导临床

实践均有重要的意义. 
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