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·研究论文· 

盐浓度及磷脂分子结构对多组分带电膜弯曲刚性的影响 

刘春英 a,b    李  莉*,a,b    邱  枫 b    杨玉良 b 
(a复旦大学分析测试中心  上海 200433) 

(b复旦大学高分子科学系 聚合物分子工程教育部重点实验室  上海 200433) 

摘要  磷脂膜弯曲刚性模量很难直接测量, 本实验用循环冻融法制备尺寸大小与膜弯曲刚性相关的熵稳定单层囊泡. 
粒度仪测量发现, 囊泡尺寸随盐浓度增加呈现先剧烈减小然后缓慢增加的分段变化规律. 但当组分中含有头部带电同

时尾链带有不饱和键的二油酰磷脂酰甘油酯时, 囊泡尺寸却在较大的盐浓度范围内不出现回升. 囊泡膜的负 Zeta-电势

绝对值均表现为先急剧减小然后趋于平稳的变化规律, 数值大小只与带电组分的含量有关. 而对直接水合法制备的多

层囊泡的统计发现, 囊泡尺寸随盐浓度增加急剧减小, 随后趋于稳定值, 均不随分子组合变化而回升. 结果表明在不

同的盐浓度范围里, 主导磷脂膜弯曲刚性模量的因素不同. 低盐浓度的体系, 静电屏蔽效应为主导因素; 高盐浓度的

体系, 膜双电层中反离子的分布起主导作用. 磷脂分子头部与尾部的不同结构组合会影响膜双电层, 使膜的弯曲刚性

不同. 多层囊泡体系中, 高盐浓度下膜的热涨落掩盖了分子结构及双电层分布差异对膜弯曲刚性的影响. 
关键词  多组分带电磷脂膜; 冻融法; Zeta-电势; 弯曲刚性; 静电屏蔽; 双电层 

Effects of Salt Concentration and Structure of Lipid Molecules on 
the Bending Rigidity of Multi-Component Charged Membranes 
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Abstract  The mean bending modulus of bilayer is difficult to be measured directly in experiment but 
found relating to its bending rigidity. In this paper, the size of entropic stabilized vesicles, which were pre-
pared by freeze-thaw cycle method, was investigated. It is observed that the diameters of these freeze-thaw 
vesicles decrease sharply and then gradually increase with salt concentration of hydration solution increas-
ing. However, the sizes remain unchanging in the range of higher salt concentration when the charged com-
ponent 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) (DOPG) is added in membranes. While the Zeta 
potential of membranes with various compositions presents the same trend of first rapid decreasing then to 
be steady. On the other hand, the size of multi-lamellar vesicles, prepared by hydration directly, keeps in a 
constant after quick decrease as salt concentration increasing. The results indicate that the electrostatic 
screening and properties of electrostatic double layer of the lipid bilayer are the dominant factor in low and 
high salt concentrations, respectively. The structure of lipid molecules and the membrane fluctuation of 
multi-lamellar vesicle would influence the properties of the electrostatic double layer in high salt concentra-
tion. 
Keywords  multi-component charged lipid membrane; freeze-thaw method; zeta potential; bending rigid-
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包裹细胞及细胞器的双分子层膜主要是由多种磷

脂分子组成的, 其中带有负电荷的磷脂分子约占 10%～

20%. 这少量带负电的组分使双分子层膜的表面带有负

电荷并且具有负的 Zeta-电势. 通过这些带电组分, 生物

膜实现了与带正电的蛋白质、糖类等功能大分子的特定

结合. 同时, 细胞膜所处的生理环境通常为含有 0.9%左

右盐的电解质溶液, 负电势的膜表面对溶液中的阳离子

种类及浓度非常敏感, 这也是阳离子总是参与许多与膜

相关的生命过程的主要原因, 如形变、胞吞、胞吐等[1,2]. 
因此, 澄清膜的组成、电荷密度和膜所处的溶液环境对

膜的力学性质及组装形态的影响, 将有助于进一步理解

许多生命过程的内在机制.  
事实上, 早在 1933年Telkes等[3]就定性研究过盐的

种类及浓度对卵磷脂囊泡形成及形态的影响规律, 但直

到最近几年, 有关盐浓度与膜的弯曲刚性之间关系的理

论研究才与实验研究联系起来 [4～12]. 其中 Claessens   
等[4,5]通过自洽场理论计算指出, 对于膜表面电荷密度

均匀的单组分模型膜体系, 单层囊泡的热力学稳定性与

膜的平均弯曲刚性模量 kc及高斯弯曲模量 k 有关, 前者

决定膜的弯曲刚性, 后者决定膜的界面形态. 当两者符

号相反、数值相当时, 形成囊泡所需克服的弯曲弹性能

将大大减小, 从而使体系熵的增加足以补偿这部分弯曲

弹性能, 最终形成熵稳定的囊泡. 同时他们利用多次循

环冻融的方法制备尺寸稳定的囊泡, 由囊泡尺寸与盐浓

度的关系, 讨论膜弯曲刚性随盐浓度变化的规律, 为理

论分析提供了实验依据[6]. 对于多组分带电膜, Delorme
等[7]运用 AFM 检测技术发现, 两组分带电膜的弯曲刚

性模量随盐浓度增大先骤减后趋于恒定. Claessens 等[8]

也研究过电中性与带负电的两组分二油酰(C18∶1)磷脂

膜, 发现组成比对弯曲模量的影响是非线性的. 另外, 
Petrache 等[9,10]发现中性磷脂膜对溶液的盐浓度变化也

很敏感, 认为盐浓度改变导致中性磷脂膜之间范德华相

互作用的 Hamaker 常数发生了改变. 理论方面 Manciu  
等[11]则分析了盐加入引起的中性磷脂多层膜的溶胀机

制中热涨落的贡献. 此外 Petrache 等[12]还比较了恒定温

度和相同分子尾链结构条件下, 磷脂极性头部对双分子

层膜性质的影响. 以上这些研究及结果大大丰富了人们

对膜的性质的认识, 但由于这些研究是分别在不同的体

系、研究方法及限制条件下进行的, 可比较性有限, 特
别是构成膜的分子结构与溶液中盐浓度的变化等因素

对膜的弯曲刚性的影响还缺乏系统、清楚的认识.  
本文通过改变饱和与不饱和及带电与电中性四种

磷脂之间的组成比, 设计了一系列多组分磷脂体系, 使

膜表面的电荷密度及不同结构分子的组成比可调控. 在
此基础上, 利用平衡囊泡尺寸与弯曲刚性模量之间的关

系, 分析盐浓度对膜的力学性质的影响. 实验中以循环

冻融法制备基本达到热力学平衡的单层囊泡, 比较各组

磷脂膜的囊泡直径与 Zeta-电势随盐浓度的变化规律, 
了解不同组成比及表面电荷密度对膜的弯曲刚性的影

响. 另一方面, 以直接水合法制备多层膜囊泡, 用显微

镜原位检测了各对应磷脂组合在直接水合过程中的自

组装行为及多层膜囊泡尺寸变化规律. 结果表明, 带电

单层囊泡磷脂膜的弯曲刚性随盐浓度增加主要呈现先

骤减后重新缓慢增加的规律. 但值得一提的是, 当磷脂

分子头部带电性与尾链饱和性的组合方式不同时, 即使

膜表面电荷密度与尾链结构比不变, 膜的弯曲刚性随溶

液盐浓度的变化差别也很大. 而对于多层磷脂膜囊泡, 
低盐浓度下, 由于反离子对膜层间静电排斥作用的屏

蔽, 囊泡尺寸随着盐浓度增加也先呈现急剧减小的趋

势; 但当盐浓度进一步增加时, 双电层对弯曲刚性的作

用与各层膜的随机热涨落作用相互抵消, 使囊泡的平均

直径并不重新增大, 而是基本保持恒定.  

1  实验部分 

1.1  材料 

二豆蔻酰磷脂酰甘油酯(DMPG), 二豆蔻酰磷脂酰

胆碱(DMPC)购于美国 Avanti Polar Lipids, Inc. 二油酰

磷脂酰甘油酯(DOPG), 二油酰磷脂酰胆碱(DOPC)购于

美国 Sigma Chemical Co. 甲醇购于上海振兴化工一厂, 
分析纯; 氯仿、NaCl 购于上海大合化学品有限公司, 分
析纯. 以上样品购买后直接使用, 未经进一步处理. 实
验中用电阻率为 18.5 MΩ/cm 的 Milli-Q 水配制 NaCl 溶
液及作为纯水, 用于干膜的水合等.  

1.2  样品制备 

单层磷脂双分子层囊泡(简称单层囊泡)由循环冻融

法制备, 即先在圆底烧瓶中形成磷脂干膜, 然后用特定

浓度氯化钠溶液水合静置过夜后, 用液氮冷冻、温水浴

熔融的冻融法[4], 使磷脂膜分层破碎并重新自组装形成

单层囊泡. 经11次以上的冻融循环后, 囊泡尺寸达到平

衡, 不再随循环次数及放置时间变化[4]. 文中我们采取

15 次冻融循环, 以确保尺寸的稳定与可靠. 由于冻融过

程中会出现瓶子炸裂, 使数据缺失, 所以每组样品的独

立重复实验次数为 2～4 次不等. 最终的磷脂水溶液浓

度为 1 mmol•L−1.  
多层囊泡采用直接水合溶胀法制样[13], 即溶液在
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玻片上滴样, 先制成干膜, 然后在 50 ℃热台温度的显

微镜下直接用特定浓度的氯化钠溶液水合. 制备多层囊

泡所用的磷脂溶液浓度为 2 mmol•L−1, 溶剂为 V(氯
仿)∶V(甲醇)＝9∶1 混合溶剂. 滴样后在 60 ℃真空烘

箱中干燥 2 h, 得到干膜. 相同实验独立重复 2～4 次, 
每次记录 3～7 个视场.  

1.3  测试方法 

单 层 囊 泡 尺 寸 的 测 量 使 用 粒 度 仪 (Malvern 
DTS1060, 英国), Zeta-电势的测量使用电位仪(Malvern 
DTS1060, 英国), 均于 50 ℃下测试, 测试前体系热平

衡 2 min, 每个样品重复测试 3 次. 数据结果为 2～4 次

独立实验的平均值, 误差限为标准偏差.  
多层囊泡于正置荧光显微镜(Olympas BX51, 日本)

下原位水合制备. 观察记录用物镜 50×(Semi-Achro- 
plane, SLD, cor.), 数值孔径为 0.50. 显微镜上所配置的

热台 (THMS600, 精度为± 0.1 ℃ ), CCD 摄像头

(Pixelink, 130 万 像 素 ), 图 像 采 集 和 处 理 软 件

(Linksys32DV)都是英国 Linkam 公司的. 测试过程中, 
热台温度保持在 50 ℃. 数据结果为 60～80 个测量值的

平均, 误差限为标准偏差.  

2  结果与讨论 

用多次循环冻融的方法制备囊泡, 能够使自组装囊

泡的尺寸快速达到平衡值[4], 这时的囊泡也称为熵稳定

囊泡. 因为从平面膜形成球形囊泡时, 其弯曲弹性能的

增量总是大于零, 但是体系平动熵的增加、膜的波动涨

落以及囊泡尺寸多分散性增加等因素带来的熵的增加

可以抵消这部分自由能的增加. 也就是说, 囊泡尺寸越 

小, 囊泡数目越多, 越有利于熵的增加, 体系也越稳定.
但囊泡的尺寸不可能无限缩小, 这个极限值与反映磷脂

双分子层膜特性的持久长度 ξp (persistence length)密切

相关, 而 ξp又与膜的平均弯曲刚性模量 kc有关, 它们之

间的关系为[4,5]: 
c

p
B

exp kR
k T

ξ  
 
 

∝ ∝  

因此囊泡平衡尺寸的大小可以间接地反映膜的弯曲刚

性. 对于带电磷脂体系, kc由本征弯曲模量 kintr和静电弯

曲模量 kel两部分组成, kc＝kintr＋kel
[7], 其中 kintr与膜的厚

度即膜的组成及分子结构有关, 而 kel与温度 T, Bjerrum
长度 lB, Debye-Hückel 静电屏蔽长度 λD等相关, 一定条

件下 kel＝TλD/lB
[14]. λD与溶液的盐浓度 n0有关,  

w B
D 2

08π
k T
e n

ελ ＝  

lB为两个带电体间相互作用为 kBT 时的距离, T 确定时, 
lB 为常数. 水的介电常数 εw 也可看作常数. 此时影响带

电磷脂膜弯曲刚性的主要因素是分子的结构、温度及膜

周围溶液的盐浓度, 分子结构包括尾链长度、饱和性、

头部带电性, 分子组成比例及表面电荷密度.  
由于各种影响因素之间常常会相互耦合, 使膜的带

电性质与磷脂膜弯曲刚性模量之间的关系变得复杂. 我
们通过设计平行实验对照组, 将各个因素剥离开来, 分
别固定带电磷脂组分比、分子尾链的结构比、电解质溶

液中的盐浓度改变等因素, 考查单层囊泡平衡直径的变

化, 进而了解对磷脂膜弯曲刚性的影响. 实验各组的磷

脂摩尔百分比见各图中所列, 四种磷脂分子结构见图式

1 .  其中分子的极性头部分别为－ 1 价的磷脂酰 

 
图式 1  实验中使用的四种磷脂分子的结构示意图 

Scheme 1  Structure of lipid molecules used in the experiment
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甘油基团(PG)和电中性磷脂酰胆碱基团(PC), 疏水的双

尾链分别为二油酰(DO—)与二豆蔻酰(DM—), 油酰

C18∶1 的第 9, 10 位间有一个双键, 主相变温度(Tm)为  
－22 ℃, 后者 C14∶0为饱和链, Tm为 23 ℃. 根据 Riske
等[15]的研究报导, 在溶液的盐浓度很低时, DMPG 的主

相变与预相变之间会存在一个分布很宽的中间相, 为保

证各实验样品形成的膜都处于均匀的流体相, 实验温度

选在 50 ℃, 高于低盐浓度下中间相出现的最高相变温

度( off
mT , 为 43 ℃). 
图 1 至 3 列出了几组囊泡尺寸与体系溶液中盐浓度

的关系. 结果表明, 随着体系盐浓度的增加, 囊泡尺寸

的变化具有一个共同的规律. 在盐浓度比较低的范围里

(小于 50 mmol•L－1), 囊泡尺寸随盐浓度增加而骤减; 而
在盐浓度比较高的范围里(大于 50 mmol•L－1), 囊泡尺

寸随盐浓度增加又重新缓慢增大. 但磷脂膜表面电荷密 

 

图 1  表面电荷密度不同的囊泡粒径与电解质溶液浓度的关

系 
Figure 1  The size of vesicles with different surface charge den-
sity as a function of the salt concentration 

 

图 2  表面电荷密度相同的囊泡粒径与电解质溶液浓度的关

系 
Figure 2  The size of vesicles with 50% charged lipid as a func-
tion of the salt concentration 

 

图 3  带电分子不同的囊泡粒径的比较 
Figure 3  Comparison of the size of vesicles with charged 
headgroup located in saturated and unsaturated tail chains 

度不同, 即带电磷脂分子的摩尔比不同时, 囊泡尺寸在

高盐浓度范围里的增大幅度就不完全相同. 图 1 中三个

对照组的分子尾链的结构比相同, 即饱和与不饱和的疏

水链各占 50%, 但分子头部带电的比例不同, 分别为

100%, 50%和 10%, 其中后两个体系的电荷都在饱和的

DMPG 分子上. 因各体系膜都处于均匀的流体相, 可以

认为膜表面电荷均匀分布. 由实验数据可知, 随着盐浓

度增加, 磷脂膜表面带 100%电荷密度的囊泡, 其尺寸

骤减时达到的值最小, 再次回升时达到的值最大, 即盐

的浓度效应最强. 对于饱和磷脂分子分别带 50%与 10%
电荷密度的两个体系, 盐浓度效应均比 100%带电的体

系弱, 这与文献中关于均匀膜的计算结果是一致的[4]. 
此外, 完全由电中性磷脂组成的体系, 由于其荷电机理

与带电磷脂组合体系不同, 囊泡尺寸比后者大近一个数

量级, 随盐浓度变化的趋势也略有不同, 在高盐浓度时

随着盐浓度增加, 尺寸增大不似带电磷脂体系这样明显

(结果未列出). 而当分子头部总的带电量相同, 分子尾

链的结构比(1∶1)也相同时, 带电头部与分子尾链结构

的组合关系对囊泡尺寸的变化规律影响很大, 即带电基

团在饱和分子 DMPG 上与在不饱和分子 DOPG 上的差

别很大. 比较图2与3, 不饱和分子带电时囊泡尺寸在低

盐浓度区域也能发生随浓度增加的骤减; 但在高盐浓度

区域, 50%电荷密度的体系和 10%电荷密度的体系是在

200 mmol•L－1 以上才出现明显尺寸回升. 这两个体系的

最小囊泡尺寸均小于对应的饱和链带电体系.  
囊泡尺寸随着盐浓度增加呈现分段变化趋势的原

因, 是由于在不同的盐浓度范围里主导磷脂膜弯曲刚性

模量的因素不同. 在盐浓度比较低的体系中, 电解质中

的反离子(本实验为 Na＋)在带负电的磷脂膜附近形成双

电层, 屏蔽了部分膜电荷, 使得膜分子之间的侧向静电

排斥作用急剧减小, 膜变得柔软, 即膜的弯曲刚性减小, 



 
 No. 13 刘春英等：盐浓度及磷脂分子结构对多组分带电膜弯曲刚性的影响 1329 

 

囊泡平衡尺寸也减小, 这种屏蔽效应随着盐浓度的增加

而增加, 直到图中曲线的转折点. 而在盐浓度比较高的

体系中, 屏蔽效应趋于恒定, 但磷脂膜附近的双电层中

反离子密度增加, 使得膜的弯曲刚性模量重新增大. 分
子结构和带电性不同的磷脂的混合, 使磷脂膜表面双电

层中反离子(Na＋)的分布不同, 对高浓度溶液中膜弯曲

刚性模量的影响也不尽相同. 实验中当分子极性带电头

部和不饱和尾链分属不同磷脂分子时, 上述影响能明显

增大膜的弯曲刚性模量, DOPG 越少的体系, 囊泡尺寸

恒定不回升的盐浓度范围越小. 有文献报导, 使用原子

力显微镜测定磷脂膜弯曲模量时[7], 在高盐浓度下得到

的弯曲刚性模量均不随盐浓度增加而改变, 这可能是由

于测试过程中探针的扫描破坏了双电层中反离子的分

布所致.  
但头部带电与尾链饱和是否出现在相同分子对膜

的Zeta-电势的影响却不那么明显. 图 4是不同实验对照

组的磷脂膜表面 Zeta-电势随溶液盐浓度改变的变化规

律的比较. 由图中可见, 在电解质溶液环境中, 带电磷

脂膜与中性磷脂膜的 Zeta-电势均呈现随着盐浓度增加

先剧烈增加、后变化越来越缓慢的趋势. 电中性磷脂膜

Zeta-电势的绝对值明显小于部分或全部带电磷脂组成

的膜, 在极低盐浓度时 Zeta-电势约为－25 mV, 而同样

浓度下的带电磷脂膜的 Zeta-电势却能够达到－70 mV
左右. 在较高盐浓度的体系中, 中性磷脂的表面负电势

非常接近零, 而达到一定含量带电磷脂的体系, 膜的

Zeta-电势却能够恒定在一定值附近. 实验中含 50%和

100%带电磷脂的膜的 Zeta-电势均为－25 mV 左右, 而
含 10%带电磷脂的膜的 Zeta-电势大约在－10 mV 左右. 
Sou 等[16]在研究带电囊泡表面静电相互作用与补偿激活

性质时, 也发现磷脂膜中当带电磷脂(PG)的摩尔比小于 

 

图 4  带电磷脂含量不同的膜的 Zeta-电势随电解质溶液浓度

变化的比较 
Figure 4  The zeta-potential of the vesicles as a function of the 
salt concentration 

20%时, 囊泡 Zeta-电势绝对值会随着 PG 含量的增加而

增加. 而当磷脂膜表面电荷密度比较高时, 电荷密度对

膜 Zeta-电势的影响会越来越小, 这与我们的实验结果

是一致的. 而且图 4 中, 50%分子头部带电, 但尾链分别

为饱和与不饱和链的对照组, Zeta-电势几乎完全相同, 
说明脂分子结构对电势影响不大.  

同一膜层中的相邻分子之间存在着侧向静电排斥

作用, 不同膜层间也存在着静电相互作用. 为了比较其

对膜弯曲刚性的影响, 我们采用直接水合溶胀法制备多

层囊泡, 显微镜下原位观察并分析其直径随盐浓度变化

的规律. 从实验结果看, 无论是分子尾链的结构比相同

(C18∶1∶C14∶0＝1)、头部带电比不同(100%, 50%, 0%)(图
5), 还是头部带电比及尾链结构比都变化(图 6), 多层同

心囊泡的直径随盐浓度变化的结果仍旧保持着分段变

化的趋势, 但囊泡的尺寸增大了近两个数量级. 与单层 

 

图 5  不同表面电荷密度的多层囊泡直径随电解质溶液浓度

的变化 
Figure 5  The size of multilamellar vesicles with different sur-
face charge density as a function of the salt concentration 

 

图 6  不同组成的多层囊泡直径随电解质溶液浓度的变化 
Figure 6  The size of the vesicles with different composition as 
a function of the salt concentration 
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囊泡相比, 多层囊泡的直径不仅与磷脂双分子层膜的弯

曲刚性模量有关, 在层数相同的情况下还与膜间的水层

厚度即膜间相互作用密切相关. 磷脂膜间的相互作用主

要有范德华力、疏水力和静电排斥力, 这些相互作用的

大小及平衡决定了双分子层之间的水层厚度. 在低盐浓

度的体系, 由于静电屏蔽效应, 膜间静电相互作用随盐

浓度增加而急剧减小, 除了膜的弯曲刚性模量减小外, 
层间相互排斥力也减小, 导致水层厚度的快速减小, 使
多层囊泡的平均尺寸也急剧减小. 而在盐浓度较高的体

系中(＞100 mmol•L－1), 静电屏蔽作用随盐浓度增加的

变化很小, 使水层厚度随盐浓度增加的变化很小; 同时, 
不同层的膜的无规热涨落会相互作用并抵消, 掩盖了膜

附近的双电层反离子分布随盐浓度变化对双分子层膜

弯曲模量的影响相关的信息, 使得表观囊泡直径不再随

盐浓度增加而明显变化. 多层囊泡体系的另一个特点是

平均直径变化趋势的转折由盐浓度 50 mmol•L－1增大到

约 100 mmol•L－1, 这说明多层同心囊泡各磷脂双分子层

所处的盐浓度可能与本体中的浓度不同, 膜间的静电相

互作用及盐离子的屏蔽效应滞后于单层囊泡, 层状相的

溶胀还未达到完全平衡.  

3  结论 

熵稳定的单层囊泡尺寸随着盐浓度增加呈现分段

变化的趋势, 其原因是由于在不同的盐浓度范围里主导

磷脂膜弯曲刚性模量的因素不同. 低盐浓度的体系, 静
电屏蔽效应为主导因素; 高盐浓度的体系, 膜双电层中

反离子的分布起主导作用. 但是磷脂分子头部与尾部的

不同结构组合会影响膜双电层, 使膜的弯曲刚性不同. 
而在多层囊泡体系中, 高盐浓度下膜的热涨落掩盖了分

子结构及双电层分布差异对膜弯曲刚性的影响. 但膜的

负 Zeta-电势绝对值随膜的带电组分含量增加而增加, 
并且均随盐浓度的增加呈先急剧减小后趋于平稳的规

律, 与磷脂分子的结构差异无关.  
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