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心磷脂蓝莓类结构的形成和演化

陈 燕1，李莉1，邱枫2
(1．复旦大学分析测试中心，2．高分子科学系。上海200433)

摘要用共聚焦显微镜和光学显微镜研究了NaCl溶液中心磷脂蓝莓类结构的形成和演化过程．研究发现，

在NaCl溶液(浓度0．005一O．25 moL／L)中，心磷脂海绵相的表面首先生成半球形的层状相微结构元胞，并逐

渐呈蜂窝状六角密堆积排列．溶液中Nacl浓度的轻微增加驱使层状相与海绵相的界面由表面向海绵相内部

扩散，溶液中微弱流场的存在也会影响微结构元胞的形貌，最终形成蜂窝样网状结构、蓝莓样包状结构和蓝

莓样球状结构，统称蓝莓类结构．由于心磷脂在线粒体内膜的拓扑结构转变中具有重要作用，因此相转变及

微结构形态演化的研究有助于进一步理解其在线粒体功能发挥中的作用机理．

关键词心磷脂；蜂窝样结构；蓝莓样结构；海绵相；层状相

中图分类号063l 文献标识码A D0l：lO．3969／j．issn．025lJD790．2012．01．032

心磷脂是生物膜中唯一头部带2个单位负电荷、尾部含4条酰基烃链的磷脂¨，2J，其溶胀水合度、

亚相环境温度、离子种类与浓度及pH值等均可显著影响分子的有效体积，使之具有典型的结构多型

性质"q1，在适当条件下分别呈现出层状相(L。相)、反六角相(H n相)和海绵相(L3相)等结构．在哺

乳动物细胞中，心磷脂主要富集在线粒体的内膜嵴和内外膜的连接处¨J，在膜脂中所占摩尔分数为

9．2％，是线粒体内膜拓扑结构转变的主要参与者捧一0I，对细胞能量的产生起关键作用．因此，研究心

磷脂在细胞的生理功能中的作用在生物、化学和物理等领域备受关注¨'3’7，¨“4I．但有关相态的研究

大多集中在心磷脂的层状相和反六角相结构上【6’15“7|，研究者认为与线粒体功能态相关的拓扑结构转

变可能与这2种相态之间的转变有关，而关于海绵相相关的转变研究较少．由于心磷脂海绵相的结构

参数非常小，各向同性且透光均匀，很难直观研究其动态变化．在亚相溶液中对离子作用效应的研究

主要关注二价离子，而较少关注一价盐对心磷脂的相行为和自组装行为的影响¨8|，这是因为二价离子

的存在有利于反六角相结构的产生，而一价盐对上述相转变的作用不明显．但一价盐可通过改变膜表

面的双电层结构及静电屏蔽效应来改变膜的弯曲刚性和白发曲率，尤其在NaCl溶液浓度为0．005～
0．25 mol／L时，带电膜的静电相互作用、静电屏蔽效应及膜的弯曲刚性等对一价盐的浓度非常敏感．

而线粒体在发挥功能时的形变及环境离子浓度变化比较复杂，因此，阐述一价盐对心磷脂相态和形态

的影响很有必要．本文利用共聚焦显微镜和光学显微镜，研究了Nacl溶液中心磷脂自组装体结构的形

成和演化过程．通过对磷脂的蓝莓类结构及海绵相向层状相转变的成核与生长机理的直观研究，为研

究心磷脂在线粒体拓扑结构转变中可能的组装结构变化提供模型依据．

1 实验部分

1．1试剂与仪器

心磷脂(Cafdiolipin，CL)，美国Si舯a公司；德克萨斯红修饰的二棕榈酰磷脂酰乙醇胺(TR—

DPPE)，美国MolecId缸Pmb∞公司；其它试剂均为分析纯；实验用水为Miui—Q高阻抗纯净水．
ze豳Axiovert 200倒置显微镜(德国ZeiSs Je眦公司)，载物台配有PEloozAL热台(英国LiIll【砌公

司)，精度±O．1℃，由冷制xplo陀，rM M∞ochmme ccD记录(美国SpotI璐Ⅱ．公司)；OlyTnpus Fvl000
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共聚焦荧光显微镜(日本0Iympus公司)，配He-Ne激光器．
1 2实验过程

原始心磷脂样品在真空烘箱中干燥后，用y(氯仿)：y(甲醇)=9：1的混合溶剂配成lo m吕／mL的原

液备用．取l吐原液滴于用Milli-Q水洗净的硅烷化载玻片上，于50℃静置20min，制得干膜(直径约
为2 mm的膜块状物)．然后在恒温恒湿条件(温度25℃，湿度50％)下，以接触式浸润水合法，用3

“L水合盐溶液浸润并完全覆盖干膜．用倒置显微镜观察心磷脂块状物的脂水表面，记录伴随溶液流场

和离子强度改变的脂膜溶胀过程中各种自组装结构的形成和演变过程．

在原液中添加微量TR-DPPE(质量分数<0．3％)，在相同实验条件下，用共聚焦显微镜观察记录微

结构和演化过程．

2结果与讨论

2．1蓝莓类结构的形成

选用o．005一O．25 moL／L的Nacl溶液水合心磷脂干膜，形成常见的脂水界面囊管结构”””1[见图

l(A)]．与其它磷脂不同，无囊管存在的中间部位出现多个隆起的光滑“鼓包”，大小为几十微米，还

有成片的光滑“斜坡”．这些“鼓包”和“斜坡”在形成初期表现出较大的流动性，如同玻璃表面的水滴，

可自发迁移和相互融合．当Nacl溶液浓度<0．1 moL，L时，与“鼓包”性质相似的光滑“球包”漂浮在脂

水界面附近．若水合体系处于密闭环境中时，上述“斜坡”、“鼓包”和“球包”的表面可维持较长时间不

变．

在开放环境中，随着水分的缓慢蒸发⋯’，“斜坡”、“鼓包”和“球包”结构将逐渐演化，表面变得

不再光滑，按其白组装后的外表形貌依次将这些微结构命名为蜂窝样网状结构[图1(B)]、蓝莓样包

状结构[图1(c)]和蓝莓样球状结构[图1(D)]．

ng．1 Four typjcm seⅡ二as辩mbly mic瑚tn_咖r鹳jn car珊oup洫
(A)Myell“；(B)h—y哪b-like B帅ctu坨；(c)阳8Pbe竹-like dom。；(D)瑚pbe吖一like 8ph能

蜂窝状结构在水合体系界面中分布较多，均由多边形(多数为六边形)的单层囊泡状元胞紧密排列

而成．随着演化的进行，六边形元胞逐渐增大，但并未观察到六边元胞相互间的融合．

蓝莓样包状结构面向水合体系中间部位的一侧一般形成与“斜坡”相似的蜂窝状结构，而另一侧则

是露珠状的结构单元，尤其是顶部区域，在相差显微镜下观察非常明显．2种结构单元都随时间的延

长而增大，直径可增加2～3倍，露珠状结构在后期还会出现膜的分层或分离现象，类似松散的多层囊

泡，图2为“鼓包”表面微结构演化的示意图．图2(A)展示了水合后的基底上光滑鼓包的原始形貌；图

2(B)一(D)是单个“鼓包”表面微结构的演化过程，元胞直径随时间增大，整个“鼓包”体积也会膨大．

rig．2 Ev0Iution of a typI蚰I r醛pber叫·¨ke dome In O．15 moI／I—NaCI舳IuU0n witl．dI肌他m tjme

l^)SljIn_Il“”：(¨)，=0：【(，l f：222 m¨1：(I’}f=418 m⋯
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蓝莓样球状结构与蓝莓样包状结构不同，但都是空间对称的．最初光滑的球包[图3(A)]表面会

同时形成许多微凸的元胞，均匀细密地堆积着[图3(B)]，之后元胞逐渐变大，数量减少，但显微镜下

能清晰地分辨如露珠状结构的元胞结构[图3(c)]在演化过程中，球包结构维持空间对称，最后，各

个元胞结构从外表面一直贯穿到核心[图3(D)]，整个球状结构形似一粒熟透的蓝莓．

}12-j E川utIon of a⋯)ical ra’phtrr、-lih叫lcrc、Ⅲh(Iimrcnt Il nlc

The Nacl⋯centmIionis 0 0l moⅣL¨l／⋯：(A)0；(B)8；(c)37；(I))46

2．2蓝莓类结构形成的机理

在相差显微镜下观察发现，“斜坡”、“鼓包”和“球包”的流动性较好，衬度都很小，透光均匀．在

偏光模式下，均不具有密堆积层状相常有的正交花纹；在荧光模式下，结构内部图像均匀．因此，初始

形成的“鼓包”、“斜坡”和“球包”结构具备了典型的各向同性的空间双连续海绵相的特征．

随着实验的进行，七述3种结构会发生不同程度地向蓝莓类结构的演化，脂水界面的心磷脂表面

首先出现透光差异，可观察到微结构元胞的生成．共聚焦层切图(图4)清晰地显示了蜂窝样网状结构

和蓝莓类鼓包结构内部的元胞细节．可以看到，层状结构从均匀密实的海绵相脂堆中逐层剥离成核，

向侧面扩展生长．其中，蜂窝样结构的元胞多为单层[图4(A)]；而蓝莓类结构上的露珠状元胞则为

多层[图4(B)]，图中+所示位置恰好为该元胞结构的成核生长点．位于外层的层膜，侧向生长得较

大，并且鼓起呈珠状．相邻成核的元胞彼此相遇，最外层的层膜在垂直于界面的方向上紧密相贴，构

成2个单元结构问的隔离墙(图4中箭头)，如同2个紧挨着的囊泡，因此不会轻易融合．

ng．4 N№I明don粕d growth of蛔删盯pha辨佃恤e驯恤
(A)Hone"omb—like sⅡuclu陀；(B)唧kq—Iike d啪。

海绵相向层状相转变的两相界面随着实验的进行由表面向内部逐渐扩散．图5为由微分干涉差显

微镜记录的蓝莓样包状结构的两相界面的扩散过程．由图5(A)可见，转变初期表面仅为简单的珠泡

结构，两相界面基本保持原表面；经过274 s后，珠泡明显长大，内部出现清晰可辨的多层结构[图5

(B)]；在493 s时，海绵相与层状相之间界面清晰[图5(c)中箭头所指]，相对于转变初期，界面已向

内部扩散．界面以内的海绵相依然保持均匀密实的状态．界面以外的层状相则比较松散．层状相生成

物分布在海绵相周围，而且露珠状元胞所在的一侧更宽些．说明这一侧层状相的转变较另一侧快而且
容易[图5(D)]．

蜂窝样网状结构与蓝莓样包状结构上微结构元胞的差异(图4)及蓝莓样包状结构上的结构转变不

对称性(图5)，都具有很强的位置相关性，可以推断与水流的剪切扰动相关．根据经典的咖啡滴形成

原理91，随着溶剂的蒸发，开放的水合体系中溶液将不停地从中央向四周流动，形成一个微弱的辐射

状流场，体系中初始形成的“斜坡”、“球包”和“鼓包”受到的流体压力和剪切力作用不相同Ⅲl迎着
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水流的区域，正面的流体压力的作用将使结构转变受抑，层状相生长变得很缓慢，使新形成的微结构

元胞为单层或寡层，如“斜坡”及“鼓包”朝向中心一侧的结构形貌．而“鼓包”结构上背向水合体系中

间部位，即顺着水流剪切力的一侧，正面受到的水流压力小，有利于海绵相向层状相的转变，而且被

剪切，从而形成露珠状结构．独立“球包”结构，由于可在脂水界面附近漂浮滚动，各个部位主要感受

水流剪切力的作用，所以表面微结构元胞逐渐隆起成露珠状，并且具有空间对称性．因此，溶液中溶

剂蒸发形成的微弱流场虽然非常微弱，但却足以影响元胞结构最终的表面形貌．

研究结果表明，以上蓝莓类结构的形成在心磷脂的一价盐溶液中发生，而且在开放的水合体系中

才能被观察到．溶剂蒸发快一点，微结构元胞的形成就会早一些．若一价盐(Na+)水合体系处于封闭

状态时，即溶剂蒸发缓慢时，“斜坡”、“鼓包”和“球包”表面上就不能观察到蓝莓类结构的形成，至多

能观察到初始的蜂窝样网状结构，而且出现得很晚，演化也很慢．而同样实验条件下的心磷脂二价盐

(ca2+)水合体系中，显微镜下完全未观察到类似的结构现象．因此，Na+离子的存在及其一定速率的浓

度变化是这种奇特的蓝莓类结构形成的关键．

在o．005．0．25 mol／L的Nacl溶液中，由于分子极性头部间的静电排斥作用，使海绵相表层脂分

子的有效形体更接近柱状，脂水界面上首先形成很薄的层状相外壳．而当Na+离子的静电屏蔽作用增

强时，海绵相的孔径也将因Na+离子的静电屏蔽作用而趋于减小，迫使海绵相结构中多余的水分排向

脂水界面处，使表面壳层与海绵相相互剥离，宏观上看就是元胞的成核与侧向生长，而剥离后的海绵

相表面又会形成新的层状相壳层[图4(A)]．如果这时体系中№cl浓度保持恒定，膜表面的双电层将
稳定不变，心磷脂体系的微结构也会基本稳定不变，如密闭体系中只观察到多边形蜂窝样结构．但当

溶剂缓慢蒸发时，Na+离子浓度的增加导致双电层的变化，反离子层的分布也相应发生变化，扩散层增

厚，引发新的相结构转变．如此反复，就构成了层状相的持续成核与生长．而Na+离子在负电势的膜表

面形成静电屏蔽层，也降低了膜的刚性模量，使膜的波动性增加”7。⋯，更有利于层状相膜的生长和形

变．在二价盐溶液中，二价离子的存在加强了分子极性头部间的结合，只会导致反转的反六角相结构

出现．

综上所述，心磷脂蓝莓类结构的形成源于心磷脂的结构多型性．在o．005一o．25 mol／L的Nacl溶

液中，心磷脂可以发生由海绵相向层状相的相结构转变．转变机理是层状相从海绵相表面成核并侧向

生长．各生长微结构元胞相遇后排列成了表面呈多边形的蜂窝样网状结构．当心磷脂水合体系处于开

放状态时，Nacl浓度的轻微增加驱使了相转变由表及里的继续进行，而溶液蒸发流动对脂水界面造成

的剪切流场和流体压力共同调制着层状相微结构元胞的最终形貌，使初始的“斜坡”、“鼓包”和“球

包”分别形成奇特的蜂窝样网状结构、蓝莓样包状结构和蓝莓样球状结构．心磷脂在室温下生理盐水

浓度附近的相结构转变和形态变化的研究将有助于理解心磷脂在线粒体功能发挥中的作用机理．
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Fo珊ation粕d EVoluti蚰0f R嬲pberry-like Structures from Cardiolipin

cHEN Y锄1，u K1．，QIu Fen92
(1．7k c每，蛔’旷A，l咖厶册d肘e∞帆胱哪，2．脚删州旷M∞M∞kH妇’S啦，聊，

fⅥ吼啪圮瑙妇，溉^戚200433，c粉m)
Abst均ct Using coIlf硇al IIlicrosc叩y舳d optical Illicm鸵opy，tIIe fo咖a60n锄d eVolution of tlle跎m踮sembly
smlcmres h_om c州iolipin we陀investigated in NaCl solutio璐．The results show tlIat，as tlle solution concen·
嘶on is clo∞to physiological c∞cenmltions， micro-henIispherical ceUs emerge∞tlIe surfhce of sponge
pha∞训iolipin，which tend to硼to瑚ticauy a册nge in a honeycoIllb·like柚唧．ne sl蝴incre鹪ing of tlle
brine content in soludo璐would drive tIIe phase tr蛐sition妇sponge ph鹊e to lameUar ph娼e continuously
devel叩ed toward to tIle deep-center of sponge pha∞c砌olipin．On tlle other h锄d，tlle p陀蹋u他粕d shear
g啮s矗Dm weal【fl喇ng of tlle nuid also咖柚Fe越t量le final啪叩holo舒of tlIe∞micm-cells，make tll锄
appe盯as h仰eyIc0IIlb-like shuctIlres，r鹅pberry一址e d锄es锄d raspbeny叩h吣． since枷“pid plays柚
imp‘小ant矗k 1．or mitochon曲al矗mc6蚰，we hope mese aboVe Rsults仰phase晌茄仰蛐d morphology
eVolution may impro、re our understanding of the acting mechaIlisms of c砌olipin．
Keywor凼 Cardi汕pin；Honeyeomb·like stIllctIl陀；R鹊pberry—like smlctIl托；Sponge pha∞；IJa衄eⅡ盯pha∞

(Ed．：W，Z)
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