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盐溶液中磷脂膜的组装及电场诱导的结构转变
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摘 要 在与生理介质等渗的盐溶液中，借助于原子力显微镜（AFM）和荧光漂白恢复（FRAP）技术，分别研

究了中性磷脂和带电磷脂在高定向热解石墨（HOPG）表面上的分子排列、组装以及施加电场对其结构的诱

导变化。结果表明，所考察的磷脂在室温下均以凝胶态的单层膜形式铺展在 HOPG 上，并组装形成纳米尺

度的半胶束结构，表面呈现波纹形貌。施加适度的电场（±1.0 V）在诱导磷脂分子的排列和结构发生转变时

起主要作用，界面溶剂化力和离子效应起次要作用。研究结果对生物电化学功能器件的模拟以及基于磷脂

的实验室芯片开发等具有重要意义。
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生物膜是主要由磷脂双层膜和膜蛋白等组装成的复杂二维结构，可有效分隔细胞内部与周围环境，

能够响应膜外界的信号刺激并发挥相应的细胞功能[1]。生物膜内外始终保持一定的跨膜电位，这不仅是

维持细胞稳定的主要能量来源，在膜上蛋白质功能以及许多生物反应的激活过程中也具有重要作用[2]。
膜中的带电“脂筏”也参与膜蛋白的固定、配体-受体识别、物质和信号传导等多种重要的生命活动[3]，
膜中的带电组分在外电场驱动下的结构转变或运动对膜的功能解析也具有重要的研究价值[4]。然而，天

然生物膜的复杂性和精细结构性质使得在纳米尺度的膜原位研究具有很大挑战性，特别是在考虑跨膜电

位时的研究难度更大[5-6]。平板固体支撑磷脂膜限制了磷脂的自然空间波动[7-8]，便于直接施加可控跨膜

电位，是目前开展生物膜高分辨率研究的最佳模型，电场中磷脂膜的组装及其结构转变可以为跨膜电位

对膜应答行为和功能的影响提供重要线索[9-10]。荧光光谱、超分辨率显微镜和原子力显微镜（AFM）等

微表征技术逐渐成为在纳米尺度研究磷脂膜模型的重要手段[11-12]。AFM可以同时获得关于磷脂膜在分

子水平的形貌和机械力信息[13]，还可与电场结合实现磷脂膜上的电化学测量等[14-15]。关于磷脂双层膜

在金基底上的组装及电化学行为的研究表明，施加电场可诱导磷脂膜发生缓慢的结构转变[16-17]。膜的整

体稳定性与外加电场的大小有关[18]。光谱技术也是研究膜结构变化及跨膜电位的极佳技术[19]。如红外

反射吸收光谱可用于分析磷脂膜中嵌入特定蛋白分子时，不同跨膜电位对膜组分的构象和取向变化，而

且偶极作用力可对蛋白的嵌入进行驱动和调控[20]。采用红外光谱分析膜中特定位置的氢交换也是检测

分子结构变化的一种强有力方法。借助于结构转变过程中的氢交换对酰胺键振动的位移测定，可用于检

测膜蛋白在膜中的特定位置[21]。拉曼光谱也可以捕获氢交换导致的烷基拉曼峰偏移，用于解析各种

DNA 结构表现出的高度敏感性及原位结构变化[22]，为探索细胞中膜电位的作用及应用提供了有力工

具。金基底是构建平板固体支撑磷脂膜的常用基底，但金基底作电极时易对生物分子产生非特异性粘

附，导致分子变形或变性[23]，其表面暴露的 Au（Ⅲ）也会影响测定[24]。液态金属汞电极可以克服上述问

题[25]，但汞电极本身的脆性和长期不稳定性使其难以用于表征磷脂膜的电化学行为[26]。高定向热解石

墨（HOPG）作为一种实用且经济的电极替代品，具有高导电性、稳定性和大面积原子级别的平整平面，

已成为利用 AFM研究生物分子组装及特性研究的优异基底[27-28]。
本研究将 AFM表征技术与电场相结合，研究了HOPG支撑的凝胶态磷脂膜在电场下的磷脂组装及
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纳米级的结构变化，并探讨了电场对磷脂组装的控制作用，为探索生物膜中带电组分在电场下的结构转

变及其功能作用提供了参考。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

Cypher ES 原子力显微镜（美国 Asylum Research 公司）；PGSTAT204 电化学工作站（瑞士万通公

司）；610020微型挤压器（美国 Avanti Polar Lipids公司）；RC800 PSA探针(日本 Olympus公司)；EZ-C1
共聚焦显微镜(英国 Nikon公司)。

1,2-二棕榈酸甘油-3-磷脂酰胆碱(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine，DPPC), 二棕榈酰基磷脂

酸(1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate，DPPA) 和罗丹明-1,2-二棕榈酸甘油-3-磷脂乙醇胺 (1,2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine Rhodamine B sulfonyl)， Rh-DPPE)的纯度均>99%，购于美国

Avanti Polar Lipids公司；高定向热解石墨（HOPG， 1 cm×1 cm×2 mm）和不锈钢圆盘(1.2 cm×1 mm) 购于美

国 Supplies/Structure Probe 公司。其它试剂均为分析纯，购自美国 Sigma Aldrich 公司。薄金属铂片(厚
度<1 m)，购于英国 Gold Leaf Supplies公司；银丝(直径 75 μm)购于 Sigma Aldrich(中国)公司。实验用水为

采用Milli-Q纯水仪（美国Merck-Millipore公司）制备的超纯水 (18.2 MΩ·cm)。
1.2 实验装置

实验测定装置是由三电极体系组成的电场与原子力显微镜相结合组成（如图 1 所示）。采用 HOPG
（SPI提供，West Chester， PA）基底作为磷脂单层膜的支撑基底和电场体系中的工作电极。采用双面胶将

HOPG 粘在不锈钢圆盘上（SPI供应），利用磁吸作用将圆盘固定到 AFM 扫描仪测定盘上，并用导线直接

与HOPG进行连接。薄金属铂片（厚度<1 μm， Gold Leaf Supplies， Bridgend， UK）均匀覆盖并粘贴在 AFM
悬臂支架的背面圆盘区域，作为电场体系中的对电极，该设计方案可确保获得均匀的电场。每次测量前

用 1.0 mol/L KCl溶液电镀新鲜银丝（直径 75 μm， Sigma Aldrich）得到 Ag/AgCl电极，穿过 AFM悬臂上方

的小孔并固定，作为参比电极。以 Autolab 电化学工作站（PGSTAT204， Switzerland）提供施加的电场，实

验中所有施加的电场都是相对于参比电极设置的电位。

1.3 磷脂膜制备

采用囊泡融合法制备基底上的支撑磷脂膜[29-30]。将 2 mg磷脂真空干燥 24 h后，加入 1 mL超纯水，

在 70 ℃下超声 15 min促进磷脂水合，再使用微型挤压器挤压制备 100 nm的磷脂囊泡。取 20 μL上述囊

泡溶液与 150 mmol/L NaCl 溶液混合后滴加在新鲜的 HOPG 基底上，在 70 ℃下孵育 40 min。采用 2 mL
150 mmol/L NaCl 溶液轻轻冲洗样品，使用内置温度控制系统使温度在 6 h 内渐进式冷却至 25 ℃，平衡

20 min后进行实验。

图1 实验装置组成示意图
Fig.1 Schematic of the experiment setup
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1.4 AFM测定

所有 AFM测定均在 Cypher ES系统上完成，样品和悬臂/针尖完全浸入成像溶液 （150 mmol/L NaCl）
中。悬臂采用光热激发（蓝光驱动器）振荡以提高精度和稳定性。驱动频率设置为与悬臂的第一或第二

振动峰一致。所有图像都是在恒定的扫描速度 2.44 Hz（每秒行数）下拍摄的。力矩测量在探针针尖速度

接近 200 nm/s 的情况下进行，最大作用力由触发器控制。使用内置温度控制系统将样品保持在（25.0±
0.1） ℃。利用 Igor Pro （美国Wavemetric公司）软件进行 AFM测定结果的数据分析。

1.5 荧光漂白恢复实验(FRAP)
在磷脂中标记荧光磷脂（Rh-DPPE， Avanti Polar Lipids，摩尔比为 0.04%），制备 100 nm 磷脂囊泡及

支撑磷脂膜。荧光磷脂提供了测量所需的荧光强度，但添加量不会影响原有磷脂的性质及流动状

态[31]。使用共聚焦荧光显微镜在反射模式下对磷脂膜成像并进行 FRAP 测量，以 20 μm 直径区域为漂

白面积，分析其荧光恢复率。每个样本至少进行 3 次单独的测量，数据分析利用 Image J 软件（版本

1.44p） 处理[32]，横向扩散系数 D的计算公式[33]为:
D R t= 0.224 / (1)2

1/2

其中， D 为 扩散系数（μm2/s）， R为漂白斑点半径（μm）， t1/2 为荧光恢复半衰期（s）。
2 结果与讨论

2.1 HOPG基底的稳定性

首先考察了 HOPG基底表面本身的电学稳定性。在 150 mmol/L NaCl溶液中， HOPG的开路电位为

0.02 V，接近于 0，基底本身具有一定的稳定性。分别对HOPG基底施加–1.0、0和+1.0 V额外的电场，其

AFM图像如图 2所示。在扫描的纳米范围区域内，未发现 HOPG的表面发生明显变化，数据分析显示其

表面粗糙度的平均偏差分别为 144.8、146.5和 153.8 pm， 表面粗糙度几乎没有变化，说明HOPG基底在

此实验条件下及电场范围内稳定性较好，可以用于后续实验研究。

2.2 磷脂膜的表征

本研究选用的磷脂 DPPC 为中性分子，相转变温度为 41 ℃；DPPA 为负电磷脂，其相转变温度为

67 ℃。因此，实验中磷脂囊泡的制备及铺展过程的孵育温度均需高于其相转变温度（孵育温度设置为

70 ℃）， 便于磷脂囊泡的形成及在HOPG基底上的铺展成膜。冷却到室温后，以铺展的 DPPC磷脂膜为

例，首先测定膜厚度，确定铺展在 HOPG 基底上的磷脂膜状态。AFM 测定采用接触模式，利用探针垂直

按压磷脂膜表面，穿透磷脂膜层得到相应的力矩测定结果如图 3A所示。随着探针逐渐接近和接触磷脂

膜表面，针尖与膜表面的作用力迅速增加，当针尖穿透磷脂膜时，突然减小的作用力会呈现台阶式的破裂

力变化（黑色进针曲线），探针接触基底后回弹，穿过磷脂膜回至原位，进针曲线与回针曲线在基线重

合。“单台阶”的单次穿透力和回退力显示基底上的磷脂膜为单层膜，而且HOPG新鲜基底的接触角约

为 65º（图 3B），属于中度疏水性的表面，磷脂分子也会以单层膜的形式铺展。根据曲线计算得出膜厚度

约 3.8~4.1 nm。盐溶液中存在的界面水化膜层和离子效应会影响膜的表观厚度[27]。针尖在刺穿磷脂膜

图2 裸高定向热解石墨（HOPG）在不同电场下的原子力显微镜（AFM）扫描图：（A） +1.0 V；（B） 0 V；
（C） –1.0 V
Fig.2 Atomic force microscopy (AFM) micrographs of bare highly ordered pyrolytic graphite (HOPG) in
different electric fields: (A) +1.0 V; (B) 0 V; (C) –1.0 V
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后接触HOPG基底时，水合层的变化会影响厚度测量。温度降低到磷脂相转变温度以下（25 ℃）时，凝胶

态的磷脂膜流动性将明显减小，图 3C 是对室温下 HOPG 基底上的 DPPC 单层膜进行荧光漂白 0 和

20 min后的荧光显微镜照片，对比可见漂白的斑点未见明显的荧光恢复，说明磷脂分子的流动性较差，对

其估算（60 min后）的磷脂扩散系数 D = （0.05±0.01） μm2/s，恢复比例仅为 0.09。磷脂单层膜中磷脂分子

与基底之间缺乏水介质的润滑，单层膜的流动性本身会低于双层膜的流动性[34]。其次，室温下的 DPPC
磷脂为凝胶态，分子流动性与液晶态的磷脂流动性相差甚远。以上结果表明， HOPG 基底上铺展的为磷

脂单层膜，室温下为凝胶态，流动性较差。

2.3 电场对中性磷脂膜的诱导与结构转变

将电场与 AFM结合，对制备并稳定的中性 DPPC磷脂膜进行测定。所有测定均在 150 mmol/L NaCl
溶液中采用“轻敲模式”进行。图 4为采用电化学工作站分别施加+1.0、0和–1.0 V电场时对磷脂膜的

AFM扫描图片，图中白色划线处为剖面高度曲线，虚线框显示的是周期性的波纹剖面单元以及统计的波

纹宽度数据。

测定结果显示，在此条件下的 DPPC单层膜表面均呈现周期性的波纹结构，这些波纹结构不依赖于

图3 （A） DPPC单层膜的厚度测定；（B） HOPG表面的接触角；（C） 荧光漂白恢复实验照片
Fig.3 (A) Thickness measurement of DPPC monolayer; (B) Contact angle of HOPG surface; (C) Images of
fluorescence recovery after photobleaching experiment

图4 电场诱导的 1,2-二棕榈酸甘油-3-磷脂酰胆碱（DPPC）单层膜结构转变的 AFM图像：（A） +1.0 V；
（B） 0 V；（C） –1.0 V
Fig.4 AFM images of structure transformation of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) mono-
layers induced by electric field: (A) +1.0 V; (B) 0 V; (C) –1.0 V
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针尖的扫描方向而发生变化，表明这是磷脂膜在此条件下的固有特征结构。在未额外施加电场的情况

下，磷脂分子的疏水尾部主要依靠与基底的分子间作用力吸附和铺展在基底表面，结合膜表面张力及磷

脂的相态变化， DPPC分子在HOPG基底上自发转变为较稳定的胶束状态，呈现如图 4B所示的周期性波

纹结构。DPPC 为中性磷脂，但极性头部的 P-N 偶极会因离子的选择性吸附使其发生极化带弱负电[35]，
使其对电场的敏感性增加。施加+1.0 V 的电场会对磷脂分子头部产生极化，增强对磷脂分子的整体吸

附，导致胶束的波峰高度略有降低，波纹结构变宽（图 4A），局部电场也可改变膜内的平均分子排列和磷

脂胆碱层的状态[36]。当施加–1.0 V电场时，波纹的周期性变化更显著，波纹深度也明显增加。波纹剖面

处的数据分析显示波纹宽度变小为（6.3±0.2） nm， 高度差增加 2倍以上。因此，电场的斥力影响了磷脂

分子间及磷脂分子与基底之间的作用力。相对而言， –1.0 V 电场对 DPPC 胶束的结构转变的影响更明

显。施加的电场可以引起磷脂分子的排列及结构的改变[36]，局域离子效应也会参与诱导磷脂分子的重

新排列[31]。
2.4 电场对带电磷脂膜的诱导与结构转变

采用与 DPPC 相同的方法制备带负电荷的 DPPA 磷脂膜。图 5 显示了不同电场对 DPPA 磷脂膜形

貌的影响。在未额外施加电场时， DPPA 也呈现与 DPPC 类似的波纹结构，可能由于 HOPG 表面富含的

电子增加了对 DPPA分子的排斥，使得表面波纹的清晰性和规则性比 DPPC结构稍差（图 5B）。当对体系

施加+1.0 V 正电场时，明显可见波纹的规律性和清晰度增强，波纹深度也明显增加，其平均宽度约为

（5.6±0.2） nm， 深度约为 1 nm （图 5A），说明正电场诱导了原来表面不规则或者排列不整齐的 DPPA分

子重新排列，使其变得规则有序，深度也有所增加。施加–1.0 V 电场时，表面的波纹形貌逐渐变得不规

则，波纹深度逐渐减小甚至消失，划线处的剖面图也显示表面高度变得不规律，高度差逐渐变小（图 5C），
说明施加的负电场增加了基底对磷脂分子的斥力，并引起结构上的变化。再次交替施加以上正负电场

时，波纹结构状态也会发生相应变化，说明确实是电场诱导了磷脂膜的结构转变，并且具有可逆性。

2.5 相同电场下不同磷脂的膜结构变化对比

对中性的 DPPC 及负电的 DPPA 磷脂膜施加相同的额外电场，实验结果表明，正电场对 DPPA 表面

的波纹形貌影响较大，而负电场对 DPPC表面的波纹形貌影响较大（均与未施加额外电场的状态相比）。

上述影响均是以波纹清晰度及高度差的变化为参考，并且认为是电场诱导的分子极化，分子间作用力以

及分子与基底间的作用力导致了二者之间的差别。DPPA是单纯负电磷脂，受正电场的吸引或负电场的

排斥均比较明显，只是正电场作用导致的波纹规律性和深度变化在 AFM 扫描图中表现的更直接和明

显。但是， DPPC是具有两性结构的中性磷脂，可受到环境 pH值、电场和介质离子等诱导发生极化而产

生弱负电电荷[35]，施加的负电场强化了极性头部的极化及相互作用，进而导致其在结构上表现出更明显

的宽度和深度变化。

图5 电场诱导的二棕榈酰基磷脂酸（DPPA）单层膜结构转变：（A） +1.0 V；（B） 0 V；（C） –1.0 V
Fig.5 Structure transformation of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate (DPPA) monolayers induced by
electric field: (A) +1.0 V; (B) 0 V; (C) –1.0 V
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2.6 结构转变机制分析

实验结果显示，施加电场可以诱导磷脂分子发生排列及波纹结构的改变，电场在此过程中起主导作

用，基于此，本研究提出电场对磷脂分子的诱导过程及结构转变机制模型（图 6）。DPPC和 DPPA分子在

HOPG基底上的半胶束状态剖面及电场诱导的结构转变过程如图 6A和 6B所示，显示额外施加的电场诱

导磷脂分子排列发生变化以及呈现的宏观结构转变。图 6C是 DPPC磷脂分子受电场诱导的作用力分析

及结构变化示意图。DPPC的两性离子结构使得其在外界溶液介质及离子影响下呈中性或弱负电性，极

性头部的正负电作用力相差较小（见图 6C中间图）。施加的正电场会加强基底对负电磷酸基团的吸引，

并使其发生角度旋转而尽可能靠近基底，与之相连接的带正电的胆碱头部也需调整角度以达到稳定状

态。极性头部中正负电基团所受电场力大小也发生变化，电场对磷脂头部较强的电场吸引力也在一定程

度上压缩了磷脂分子的疏水尾部及磷脂分子与基底间的距离（图 6C左图），表现出电场诱导整个磷脂胶

束的波纹变宽，波纹高度略有变小。施加负电场时，基底对磷酸负电荷基团的斥力强于对胆碱头部的吸

引，整个头部结构也会以最大角度伸展以降低上述作用力，拉伸磷脂分子的疏水尾部的同时又使其尽量

远离基底。胶束中的磷脂分子会进行结构调整，波纹顶端的磷脂分子在斥力及空间的影响下被“挤

出”，形成更高更尖的波峰，表现出–1.0 V电场诱导了高度差更明显的波纹结构变化（图 6A）。因为 DPPC
存在两性结构，可受正负电场的极化和影响，表现出较为清晰且差异明显的波纹结构变化。DPPA 为负

电磷脂，基底的疏水作用和微排斥作用使得 DPPA在HOPG表面本身形成的半胶束所呈现的波纹规则性

稍差（图 5）。+1.0 V的电场展现出其对磷脂分子头部的绝对吸引，使得胶束波纹底部的磷脂分子更靠近

基底，其它位置的分子也会更加紧密排列，挤压甚至隆起，形成波纹更规则更清晰的波纹形貌（图 6B）。
施加–1.0 V 电场起相反作用，叠加的基底疏水作用和电场斥力推动胶束远离基底，削弱胶束内的分子间

稳定性和排列的规律性，表现为扫描的波纹形貌不显著或部分消失。电场是诱导磷脂胶束发生结构转变

的主要因素，界面离子作用、水化膜作用和表面张力对磷脂膜结构的改变也起到一定的辅助作用。

3 结论

在与生理介质等渗的盐溶液中，借助于高分辨 AFM和 FRAP技术，分别研究了中性磷脂和带电磷脂

在HOPG表面上的组装以及施加电场对其结构的影响。结果表明，中性磷脂 DPPC和负电磷脂 DPPA均

以单层膜形式铺展在 HOPG上，室温下呈现凝胶态，并组装形成纳米尺度的半胶束结构。施加的外界电

图6 电场诱导的结构转变机制：（A） DPPC 胶束结构变化示意图；（B） DPPA 胶束结构变化示意图；
（C） DPPC 分子在电场下的结构变化
Fig.6 Schematic of the structure transformation mechanism induced by electric field: Schematic of the
structure transformation of (A) DPPC micelle and (B) DPPA micelle; (C) Structure transformation of DPPC
molecules in electric field
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场（±1.0 V）通过诱导磷脂分子的头部极化，引起分子间作用力及其与基底间的作用力，进而导致磷脂分

子发生重新排列和胶束的结构转变。施加 –1.0 V电场有利于 DPPC磷脂分子向更规则的胶束状态转变，

而施加+1.0 V电场有利于 DPPA磷脂向更规则的胶束结构转变，并且施加正负电场引起的结构转变具有

可逆性。电场是诱导磷脂分子重排及结构转变的主要因素，界面离子作用、水化膜作用和表面张力对磷

脂膜结构的改变也起到一定的辅助作用。本研究结果对于解析跨膜电位对生物膜中特定结构排列现象，

模拟生物电化学功能以及开发基于磷脂的实验室芯片等研究具有参考价值。

致谢 感谢Kislon Voïtchovsky实验室(Durham University)对本研究提供的技术支持与指导。
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Assembly of Lipid Membrane in Salt Solution and
Structure Transformation Induced by Electric Field

BI Hong-Mei*, GUO Liu-Chun, ZHANG Ying-Mei, ZENG Xin-Ru, XU Liu-Yi
(College of Biological and Food Engineering, Guangdong University of Petrochemical Technology,

Maoming 525000, China)
Abstract The nanoscale organisation and transformation of self-assembled lipid membranes is central to the
biological function of cell analysis and bionic structure construction as well as the biosensor research. While lots of
work have focused on chemical interactions of component within the membrane, limited results address the impact
of a trans-membrane potential on the molecular behaviour of the lipids and the related effects, especially in
physiological media solutions. Here, in a salt solution that was isotonic to the physiological medium and utilizing a
combination of atomic force microscopy (AFM) and fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) techniques,
the nanoscale molecular arrangement, assemble of neutral and charged lipids at the surface of highly ordered
pyrolytic graphite (HOPG) and its structure transition under electrical potentials were studied. The results showed
that these lipids were spread on HOPG in the form of monolayers at gel-phase because of the hydrophobic effect
between substrate and lipid legs at room temperature. These lipids further assembled to form nanoscale semi-
micellar structures and exhibited corrugations morphology in AFM images. When a moderate electric field
(±1.0 V) was applied on HOPG substrate, it was found to play a major role in inducing the arrangement of lipid
molecules and structural transformation, while interfacial solvation forces and ion effects played a minor role. This
work provided reference for the simulation of bioelectrochemical devices and the development of phospholipid-
based macromolecule laboratory chips.
Keywords Lipid monolayer; Electric field; Salt solution; Structural transformation
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