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脂双层膜表面结构与稳定性的原子力显微镜研究

孙润广　　张　静 Ξ 　　齐　浩
Ξ

(陕西师范大学　物理学与信息技术学院、食品工程系和生命科学院　西安 710062)

摘要　用原子力显微镜研究了 1 ,22二油酸甘油232磷酸212甘油 (DOPG)脂双层膜的表面结构与稳定性.实验结果表

明 ,原子力显微镜的探针与脂双层膜的相互作用导致脂双层膜表面产生一个永久的损伤 .静电相互作用对脂双层膜

结构和稳定性的影响表明 ,在 NaCl溶液中制成的脂质体 ,随着 NaCl浓度的增加 ,它们的双层膜更稳定 .在低的 NaCl

浓度则经常被损伤 ,在 1 mol/ L NaCl溶液中制备的脂双层膜变得更稳定.在 KCl溶液中结果恰好相反.在高的 KCl浓

度中经常被损伤 ,随着 KCl 浓度的降低 ,它们的双层膜更稳定.葡萄糖和蔗糖对脂双层膜结构有稳定作用.
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Abstract 　Stability and structure of 1 , 22dioleoyl2sn2glycero232[ phospho2rac212glycerol ] ( DOPG) were

investigated with an atomic force microscope (AFM) . The results of experiments showed how the surface

structure of lipid bilayer membrane could be created by the interaction between the AFM tip and lipid

membrane. The tip produced a persistent deformation on the lipid bilayer membrane. Effects of electric

interaction on the structure and stability of lipid bilayer membrane showed that the lipid bilayer membrane was

more stable with increasing NaCl concentration. The bilayer membrane prepared in 1 mol/ L NaCl was rather

stable , whereas that formed at low concentration was destabilized. Using KCl instead of NaCl led to the

opposite results. The lipid bilayer membrane prepared in KCl solutions at high concentration was destabilized.

Stabilizing effects of the glucose and sucrose solutions on the structure of lipid bilayer membranes were also

observed.
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　　原子力显微镜 (AFM)对研究纳米材料以及生物

膜是一个十分有力的工具[1～3 ] .它已经被广泛应用

到各种物体表面的研究 ,包括原子范围内的摩擦、弹

性和表面力 ,而且可以在分子水平测量作用力.用它

研究导体和非导体表面形状[4 ] ,探索施加在原子力

显微镜探针与样品表面分子之间纳米范围的作用

力 ,理解原子力显微镜探针与样品表面分子的相互

作用 ,是一个非常吸引人的研究课题.在 Leung 和

Goh的实验中发现[5 ] , (i)结构的均一性使影像显示

周期性 ; (ii)束状物的形成是沿扫描的长轴方向.他

们假设这可能是起先聚合物分子的几个链被拖在一

起 ,随后其它链也被拖在一起 ,在表面产生一个块状
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结构.聚合物分子通过它们长轴的纠缠形成表面膜.

在这种情况下 ,探针和表面相互作用产生的损伤在

外观上是长形的. Singh 和 Keller[2 ]的实验结果表明 ,

聚合物膜能被原子力显微镜的探针损伤.在这个损

伤过程中 ,聚合物链的不同构象可能已经形成 ,结果

导致表面结构被长时间保留. Maas等[6 ]的实验结果

表明 ,原子力显微镜的探针在微米范围内产生一个

镜框结构.在镜框的扫描区域内 ,没有聚合物留在表

面.在扫描的过程中 ,样品表面的分子被拖或拉 ,导

致图像扭歪或不出现.我们研究了脂双层膜粘着在

氧化硅薄膜表面的稳定性以及脂双层膜表面结构 ,

观察到了原子力显微镜的探针与脂双层膜的相互作

用是如何产生一个有趣的表面结构的图像 ,这对了

解脂双层膜的结构和稳定性有重要意义.

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1 ,22二油酸甘油232磷酸212甘油 (1 ,22dioleoyl2sn2
glycero232[phospho2rac212glycerol ] ,DOPG)从 Sigma 化

学试剂公司购买.葡萄糖、蔗糖、氯仿、甲醇、NaCl、

KCl等所有的其它有机与无机化学试剂均为分析

纯.水为离子交换、二次蒸馏水.

1. 2　脂质体的制备方法[ 7 ,8]

首先 ,脂质按 10～20 mg/ mL 的量溶于氯仿2甲
醇 ( V/ V = 3/ 1)溶液中.当脂质被完全溶解时 ,溶液

用氮气吹干. 然后 ,按实验要求加入溶解液 ( w =

019 %盐、5 %葡萄糖、10 %蔗糖) .盐溶液分别为 NaCl

1 mol/ L , 011 mol/ L , 0101 mol/ L , 01001 mol/ L. 最

后 ,在水浴中超声震荡 1 h ,过滤制成脂质体.

1. 3　AFM的测量方法

氧化硅薄膜用氧化加热的方法制备.用 SE2400

激光测厚仪测得氧化层厚约 80 nm.将其置于 Digital

Instruments Nanoscope Ⅲ原子力显微镜上测试薄膜表

面的光滑程度.当氧化硅薄膜表面的平均算术偏差

小于 2 nm时 ,就认为达到了实验要求.对表面光滑

程度达到实验要求的氧化硅薄膜 ,用旋转涂层的方

法 ,在其上制备脂双层膜[9～11 ] .为了得到薄的吸附

层 ,多余的材料用水洗的方法移去. 样品被置于

Digital Instruments Nanoscope Ⅲ原子力显微镜上用接

触式扫描测试. 测试在室温进行 ,湿度为 50 %～

60 %.探针为 Si3N4 ,悬臂的弹性常数为 0106 N/ m.扫

描速度是以 512行线性点阵 ,线性频率为 5～8 Hz.

2　实验结果

2. 1　脂双层膜的损伤与皱纹膜的形成

我们研究了原子力显微镜探针缓慢通过样品表

面对膜的影响.在开始扫描几分钟后 ,我们观测到了

脂双层膜被逐渐损伤的图象.当连续扫描并且保持

力不变时 ,我们得到了时间作为函数的脂双层膜的

图象.在脂质体沉淀并且溶液蒸发以后 ,从立即扫描

得到的图象发现 ,样品表面是均匀且光滑的.几分钟

后 ,表面的粗糙程度在宽和厚的方向增大.随着扫描

时间的增长 ,表面的粗糙程度在宽和厚的方向增大

得更加明显.当在一个更小的区域扫描时 ,表面的粗

糙程度和形成的皱褶可以看得更清楚 (图 1a) .当在

一个较大的区域扫描时 ,一个正方形的区域内形成

大大小小的皱褶 (图 1b) .这意味着原子力显微镜的

探针使脂双层膜表面产生一个永久的损伤.

由图 1看出 ,在样品中心一个小的区域扫描 30

min后能看见一些凹凸不平的影像.在 1μm×1μm

区域内接触扫描的抓伤皱纹表明 ,在 DOPG脂双层

膜的表面有一些脊和沟在一个正方形的区域内形成

大大小小的皱褶.这意味着完整的脂双层膜被原子

力显微镜的探针从表面推起.实验结果表明 ,吸附在

氧化硅表面的脂双层膜可能被原子力显微镜的探针

损伤.

在扫描得到的图片中 ,样品表面是一些明暗交

替的区域 (图 1a ,b) .明亮的条纹可归属于被拖起的

脊 ,暗的碎片是被压下去的区域 ,象一些沟.明暗区

域之间的高度差大约 10 nm.显然 ,沟和脊之间的距

离也有很大的差别.这些距离和高度不仅与 DOPG

脂双层膜脂的功能有关 ,而且依赖于 DOPG脂质分

子的长度[4 ,6 ] .从抓伤的膜表面图像可以看出 ,在较

大的力和较高频率的原子力显微镜探针的作用下 ,

在两个脊之间可能没有脂质体被留下.观测结果表

明吸附的 DOPG脂双层膜能被损伤并容易从氧化硅

表面被推成脊和拖成沟.

在中心的上下和左右 ,先用较高的表面排斥力

(通常在～10 nN以上)在其表面上扫描 ,然后用低

于 10 nN的力 ,在较大的区域扫描 ,观测损伤结果 ,

看到三个被损伤的正方形区域 (图 1c) .这些崎岖不

平的碎片是损伤的结果.这表明吸附在氧化硅薄膜

上的 DOPG脂双层膜不稳定.在图 2中 ,扫描得到一

些损伤碎片 ,测量这些小的碎片厚度为 13 nm.
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图 1　(a) 在 1μm×1μm区域内 , 扫描 30 min后能看见一些凹凸不平的影像 ; (b) 在 2μm×2μm区域内扫描 , 观测到一个

正方形的区域内形成大大小小的皱褶 ; (c) 在 4μm×4μm区域的中心上下和左右 ,用较高的表面排斥力 (通常在～10 nN以

上)在其表面上扫描 ,看到三个正方形区域被损伤

Figure 1　(a) Some ridge and groove were showed on the surface of DOPG membranes after a small region of 1μm×1μm in the center

was scanned for 30 min ; (b) Forming less and larger corrugation were observed in a square region of 2μm×2μm ; (c) the three squares ,

roughened patches in the upper and lower center of a large area of 4μm×4μm , were created in the membranes by scanning at high force

(10 nN)

图 2　用原子力显微镜测量得到液晶态的多层膜的厚度约为13 nm

Figure 2　Measurements of the membranes are consistent with the thickness about 13 nm by AFM

　　原子力显微镜应用到生物系统中 ,遇到的主要

问题是探针与样品之间的相互作用力对样品的损

伤.我们的实验结果表明 ,膜的损伤是由于用大的力

扫描吸附样品表面所致 ,但在一般的图象扫描条件

下也偶然出现对膜的损伤.这可能是探针离样品太

近所致.

2. 2　脂双层膜的损伤机理

当原子力显微镜的探针与样品的表面相互接近

时 ,它们之间的相互作用力增大.当相互作用力超过

某临界值时 ,这个过程可能在样品表面产生损伤.理

论计算与实验研究表明 ,10 - 8 N 力能导致表面损

伤[12～14 ] .我们研究发现 ,单层膜与氧化硅的脱附力

在 10 - 9 N和 10 - 10 N之间 (图像没有给出) .当施加

的作用力在 10 - 8 N和 10 - 11 N之间时 ,可以得到样

品的表面结构图像.当施加的作用力在 10 - 8 N时 ,

不稳定引起探针和表面的跳跃接触 ,可能使探针推

或拉其周围的分子 ,导致脂双层膜永久损伤 ,从而使

影像扭曲或消失.这项研究工作表明 ,在 10 - 8 N力

的作用下 ,双层膜的损伤是由于上面一层与探针的

吸附力大于下面一层与氧化硅的脱附力.故膜表面

在纳米范围产生的损伤是由原子力显微镜的探针和

样品之间的作用力所致.这可能对揭示分子的结构

具有重要的生物学意义.

我们根据所获得的脂双层膜损伤过程的原子力

显微镜图象 ,提出了原子力显微镜探针与样品表面

相互作用对脂双层膜稳定性影响的模型. 图 3 是

DOPG脂双层膜的损伤过程模型图像.首先 ,当原子

力显微镜的探针接近样品表面时 ,探针与样品的表

面发生相互作用.当探针距离表面非常近时 ,在扫描

过程中探针可能推或拉其周围的分子.当相互作用

力达到并超过某临界值时 ,探针离开样品表面.随

后 ,这个过程继续进行 ,导致脂双层膜永久损伤.通
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过原子力显微镜获得了一个有趣的表面结构.

图 3　脂双层膜的损伤过程模型图象
(a) 原子力显微镜的探针接近样品表面 ,在扫描过程中探针可

能推或拉其周围的分子 ; (b) 当探针与样品之间的作用力达到

某一临界值时 ,探针离开样品表面 ; (c)随后 ,这个过程继续 ,导

致脂双层膜永久损伤

Figure 3　A model of deformational processes of lipid membrane

(a) While scanning over the surface of lipid membrane , the AFM tip

starts pulling and collecting the lipid membrane from the surface. ( b)

The total amount of lipid molecules will increase until the tip2lipid2

molecules adhesion reaches a critical level . The tip jumps over the first

creased2ridge. (c) After that , the process starts again and the tip will

jump over the second creased2ridge

2. 3　静电相互作用对脂双层膜稳定性的影响

我们研究了静电相互作用对脂双层膜结构和稳

定性的影响 (图4) .当DOPG脂质体在NaCl溶液中

被制备时 ,随着 NaCl 浓度的增加 ,它们的双层膜更

稳定.实验结果表明 ,在低于 1 mol/ L NaCl 溶液 (分

别为 10 - 3 , 10 - 2 , 10 - 1 mol/ L NaCl 溶液)中制备的

脂双层膜 ,用 10 - 8 N力扫描时 ,经常观测到脂双层

膜表面被损伤的图像 (图像没有给出) .这是由于在

低的 NaCl浓度 ,Na +离子与 DOPG分子极性头部的

静电相互作用力不能达到平衡 ,形成的脂双层膜不

稳定.在扫描过程中 ,双层膜上面一层与探针的吸附

力大于下面一层与氧化硅的脱附力 ,导致脂双层膜

表面被损伤.在 1 mol/ L NaCl 溶液中制备的脂双层

膜 ,用 10 - 8 N力或大于 10 - 8 N力扫描时 ,未能观测

到脂双层膜表面被损伤的图像.这是由于在 1 mol/ L

NaCl 溶液中 ,Na +离子与 DOPG分子极性头部的静

电相互作用力达到平衡 ,形成的脂双层膜变得更稳

定.在静电力的作用下 ,双层膜与氧化硅的黏着力增

强.因此 ,脂双层膜表面不容易被损伤.在 KCl 溶液

中结果恰好相反.在 KCl溶液中制备的脂双层膜 ,随

着 KCl 浓度的降低 ,它们的双层膜更稳定 ,在高的

KCl 浓度则经常被损伤 (图像没有给出) .实验结果

表明 ,在 10 - 3 mol/ L KCl溶液中制备的脂双层膜 ,用

10 - 8 N力扫描时 ,未能观测到脂双层膜表面被损伤

的图像. K+离子与 DOPG分子极性头部的静电相互

作用力达到平衡 ,形成稳定的脂双层膜结构.因此 ,

在扫描过程中 ,脂双层膜表面不容易被损伤.随着

KCl浓度的增加 , K+离子增多 , K+离子与 DOPG分

子极性头部的静电相互作用力失去平衡 ,从而导致

形成的脂双层膜不稳定.在扫描过程中 ,脂双层膜表

面容易被损伤.我们也分别研究了葡萄糖和蔗糖对

脂双层膜结构和稳定性的影响 .当DOPG脂质体在

图 4　NaCl、葡萄糖和蔗糖对脂双层膜结构和稳定性的影响
(a)在 1 mol/ L NaCl溶液中制备的DOPG脂质体双层膜 ; (b)在葡萄糖溶液中制备的DOPG脂质体双层膜 ; (c)在蔗糖溶液中制备的DOPG脂质体

双层膜

Figure 4　Effect of NaCl solutions , glucose and sucrose solutions on the structure of DOPG bilayers

The DOPG vesicles form double layers for preparation at 1 mol/ L NaCl solutions (a) and in the glucose (b) and sucrose solutions (c)
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葡萄糖和蔗糖溶液中被制备时 ,它们形成稳定的双

层膜.在实验中 ,用 10 - 8 N力或大于 10 - 8 N力扫描

时 ,我们没有观察到脂双层膜表面被损伤的影像.综

上所述 ,在原子力显微镜实验中 ,没有观察到在高浓

度的 NaCl 溶液、葡萄糖溶液和蔗糖溶液中制备的

DOPG脂质体的脂双层膜表面被损伤的影像 ,说明高

浓度的 NaCl 溶液以及葡萄糖溶液和蔗糖溶液对脂

双层膜的形成有稳定作用.

3　讨论

当样品距离探针非常近时 ,相互作用增大.这个

距离是如此地小 ,以致于能使探针追踪样品的表面

形状.在理论计算和分子动力学的模拟中 ,Singh 和

Keller[2 ]研究发现 ,在较高的探针和样品的排斥力

(大于 10 nN)的作用下 ,出现了两个正方形的嵌片结

构.在这个力模型的基础上 ,我们用原子力显微镜检

测探针与脂质体双层膜之间的相互作用.当施加的

作用力为 10 - 8 N时 ,10 min后 ,形成大约 20 nm高 ,

30 nm宽的皱褶.这些不均匀的皱褶是由于探针与脂

双层膜相互作用所致.我们研究结果的主要特点是 :

在原子力显微镜探针的作用下 ,脂双层膜表面形成

一些脊和沟 ,一个正方形的区域内 ,形成的一些大大

小小的皱纹图像 ,显示了很强的随意性.这意味着在

扫描区域内 ,整个膜被原子力显微镜探针从表面拖

起或推起 ,吸附在氧化硅表面的脂双层膜可能被原

子力显微镜的探针损伤.我们进一步证明 ,探针和样

品表面相互作用对表面结构的损伤 ,必须满足下列

条件 : (1)损伤的样品与制备时所用溶液及其浓度有

关 ; (2) 施加的作用力不应该大于 10 - 8 N 和小于

10 - 11 N ,当超过 10 - 8 N可能导致表面较大的损伤 ,

当施加的作用力在 10 - 8 N和 10 - 11 N之间时 ,可以得

到样品的表面结构图像 ; (3)用探针在样品表面 1μm

×1μm区域内 ,用较高的作用力连续扫描 30 min ,形

成一个被损伤的正方形区域.用这个方法可以探测

脂双层膜结构的稳定性.

我们通过观察探针和样品表面相互作用 ,研究

了其对表面结构的形成和损伤机理 ,结果表明 ,葡萄

糖和蔗糖对脂双层膜结构有稳定作用.当施加的作

用力大于 10 - 8 N时 ,也未能观测到脂双层膜表面被

损伤的图像.因为 ,葡萄糖是最常见的单糖之一 ,具

有手性特征 ,其分子中有多个羟基 ,增加了它的水溶

性.葡萄糖分子和水分子缔合与 DOPG分子极性头

部相互作用 ,增大了脂双层膜结构的稳定性.葡萄糖

又是许多寡糖 (蔗糖)和多糖的组成部分 ,所以 ,蔗糖

对脂双层膜结构也有稳定作用.葡萄糖和蔗糖对细

胞膜双层结构的稳定性的影响可能与物质输送、能

量转换和信息传递密切相关.因为 ,糖是细胞膜的主

要成分之一 ,约占人红细胞膜的 7. 2 % ,在生命系统

中起着非常重要的作用.

静电相互作用对脂双层膜结构和稳定性的影响

表明 ,随着 NaCl浓度的增加 ,它们的双层膜更稳定.

在 1 mol/ L NaCl制备的脂双层膜变得更成熟稳定 ,在

低的 NaCl 浓度则经常被损伤.因为 ,离子的半径对

液晶态生物膜的双层结构和非双层结构有一定的影

响 ,在一定的浓度下 ,半径大的离子有稳定脂双层结

构的机理 ,半径小的离子有诱发非双层结构形成的

作用[15 ,16 ] . Na + 离子的半径小 ,所以 ,在低浓度的

NaCl溶液中 ,离子半径小的 Na +离子与 DOPG分子

极性头部的静电相互作用力不能达到平衡 ,容易诱

发非双层结构形成 ,因此 ,在扫描过程中 ,脂双层膜

经常被损伤. 随着 NaCl 浓度的增加 , Na + 离子与

DOPG分子极性头部的静电相互作用增大 ,当相互作

用达到平衡时 ,形成稳定的脂双层结构 ,所以 ,在扫

描过程中 ,脂双层膜不容易被损伤.在 KCl 溶液中结

果恰好相反.在高的 KCl 浓度中经常被损伤 , 随着

KCl 浓度的降低 ,它们的双层膜更稳定.因为 , K+离

子的半径大 ,在低的 KCl 溶液中 ,离子半径大的 K+

离子与 DOPG分子极性头部的静电相互作用力容易

达到平衡 ,使其形成稳定的双层结构 ,所以 ,在扫描

过程中 ,脂双层膜不容易被损伤.随着 KCl 浓度的增

加 ,K+离子的浓度增大.过多的 K+离子与 DOPG分

子极性头部的静电相互作用失去平衡 ,容易诱发非

双层结构形成.所以 ,在扫描过程中 ,经常导致脂双

层膜结构被损伤.众所周知在动物体内 ,高 Na +离子

与低 K+离子浓度是维持正常生理活动的重要条件

之一.我们的实验结果表明 ,液晶态的生物膜在高

Na +离子盐溶液或低 K+离子盐溶液中形成稳定的

脂双层膜结构.这与动物体通常处于高 Na +离子与

低 K+离子浓度的生物微环境一致.由此可见 ,研究

脂双层膜的静电相互作用与稳定性的关系 ,对探索

生物膜的结构和功能有非常重要的意义 ,是一个值

得探讨的问题.
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