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胆固醇对磷脂酰胆碱／神经酰胺二元体系结构的影响

刘晓燕１，２，郝长春２，孙润广２

（１．西安文理学院 物理系，陕西 西安　７１００６５，Ｅｍａｉｌ：ｌｘｙ８８１１８８＠１２６．ｃｏｍ；

２．陕西师范大学 物理学与信息技术学院 生物物理与生物医学工程研究室，陕西 西安　７１００６２）

摘　要：通过ＬＢ膜仪对表面压力面积（π犃）曲线测量及原子力显微镜（ＡＦＭ）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。πＡ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；ＡＦＭ 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［１８］。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［１０１３］。

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πＡ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

ＮａＨＣＯ３ 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　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆｏｒｍｕｌａｓｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅｍｏｌｅ

ｃｕｌｅ（Ａ），ｃｅｒａｍｉｄｅｍｏｌｅｃｕｌｅ（Ｂ）ａｎｄｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

ｍｏｌｅｃｕｌｅ（Ｃ）．

２．２　犔犅膜的制备

ＬＢ膜的制备是在芬兰 ＫＳＶ 公司生产的

ＫＳＶ．Ｍｉｎｉｔｒｏｕｇｈ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０．２ｍｇ／ｍＬ的有机溶液，亚相为ＰＢＳ溶液，

ｐＨ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１５ｍｉｎ使

亚相上有机溶剂完全挥发后，以１０ｍｍ／ｍｉｎ的速

度压膜；

（３）膜表面压由 Ｍｉｎｉｔｒｏｕｇｈ吊片式天平监

测，测量精度为０．０１ｍＮ／ｍ；

（４）在ＰＣ／ＣＥＲ／Ｃｈｏｌ系统中，保持表面压力

在２０ｍＮ／ｍ的恒定压力下，以１ｍｍ／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

ＡＦＭ 图像检测在日本岛津公司制造的

ＳＰＭ９５００Ｊ３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Ｓｉ３Ｎ４，悬臂的弹性常数为０．２５

Ｎ／ｍ，对样品作用力控制在１０－８Ｎ量级。

３　结果与讨论

３．１　不同摩尔比例犆犺狅犾对犘犆／犆犈犚 单层膜影

响的π犃 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π犃 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，π犃 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π犃 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π犃＝犓犜
［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
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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　Ｓｕｒｆａｃｅｐｒｅｓｓｕｒｅｍｅａｎｍｏｌｅｃｕｌａｒａｒｅａｉｓｏｔｈｅｒｍｓｏｆ

ＰＣ／ＣＥＲ（１∶１ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｈｏｌ

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π犃 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４２ｍＮ／

ｍ降到只有纯胆固醇时的２７ｍＮ／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，ＡＦＭ观测证实了这一点。

３．２　不同摩尔比例的 犆犺狅犾对犘犆／犆犈犚 单层膜

影响的犃犉犕 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ＡＦＭ

来检测验证π犃 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
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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２０ｍＮ／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　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｏｎＰＣ／ＣＥＲｂｉｌａｙｅｒｓ．ＰＣ／ＣＥＲｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ（１∶１ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ）ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇａｍｏｕｎｔｓｏｆｃｈｏ

ｌｅｓｔｅｒｏｌｗｅｒｅｄｅｐｏｓｉｔｅｄｏｎｔｏｍｉｃａｆｒｏｍｔｈｅａｉｒｗａｔｅｒｉｎｔｅｒｆａｃｅｕｓｉｎｇｔｈｅＬａｎｇｍｕｉｒＢｌｏｄｇｅｔｔｍｅｔｈｏｄａｔａｓｕｒｆａｃｅ

ｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆ２０ｍＮ／ｍ．（ａ）Ｎｏｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；（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。ＡＦＭ

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

π犃 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。

ＡＦＭ 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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