提高固体支撑双层类脂膜稳定性的研究
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摘要：以卵磷脂的正癸烷溶液作为成膜液，在不锈钢丝新生金属端面上获得了固体支撑双层类脂膜(S-BLMs)。采用循环伏安法研究了S-BLMs的成膜过程，以及提高S-BLMs稳定性的方法，结果表明：在成膜液中引入适量的胆固醇，可使卵磷脂分子在不锈钢丝新生端面上的排列更加紧密有序，从而提高S-BLMs的稳定性；对不锈钢丝新生端面进行表面处理，可有效扩大能够形成S-BLMs的支撑面的直径。此外，同时采用添加胆固醇和不锈钢丝表面处理的方法，可进一步提高S-BLMs的稳定性。
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Abstract: Solid supported bilayer lipid membranes (S-BLMs) was fabricated on the regenerated metal surface of stainless steel by using lecithin-decane solution as S-BLMs forming solution. The forming process of S-BLMs was researched by cyclic voltammetry, and the means to improve the stability of the S-BLMs were also investigated. The results indicate that the stability of the S-BLMs could be improved effectively by the introduction of some cholesterol into the lecithin-decane solution since it could make the arrangement of lecithin molecules more compact and order on the regenerated metal surface. On the other hand, the treatment of the regenerated surface of stainless steel could enlarge the diameter of the support which has the ability to form S-BLMs. In addition, the stability of S-BLMs could be further improved by the addition of cholesterol as well as the surface treatment of stainless steel.
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生物膜是细胞和各种细胞器表面所包裹的一层极薄的膜系结构。生物膜具有高度选择性和半透性，其主要功能有：物质转运、信息分子识别和信息传递、能量转换等。在生命过程中，生物膜的这些特殊结构和功能起着十分重要的作用。要认识生命现象和研究生命的本质，首先必须弄清发生在生物膜上的各种物理、化学过程。然而，由于天然生物膜的组成、结构、功能的复杂性，在原位进行直接的观测和研究是十分困难的，因此，制备其模拟体系是进行各种研究的基础和前提[1-6]。双层类脂膜(bilayer lipid membranes, BLMs)是由磷脂等组成的液晶态双分子层超分子组装体[7]，它作为生物膜的模拟体系，既具备生物膜基本构架，又克服了生物膜本身的复杂性，是研究生物膜体系的极佳模型，因此，人工模拟双层类脂膜作为生物膜模型的研究得到了人们的广泛重视，在环境污染物、生命活性物质的检测，药物与生物膜之间的相互作用等领域展现出广阔的应用前景[8-12]。双层类脂膜主要有平板双层类脂膜和固体支撑双层类脂膜(solid supported bilayer lipid membranes, S-BLMs)。平板双层类脂膜作为最早的双层类脂膜模型，其通透性和存在状态都与真实的生物膜相近。然而，这种膜容易破裂，稳定性较差，使许多研究不能深入进行[7]，因此，提高BLMs的稳定性是非常重要的。Tien等提出的S-BLMs，可在较大的电位扫描范围内获取有关生物膜电子传递、离子运送、生物免疫和神经传导等方面的重要信息[8]。与平板双层类脂膜相比，S-BLMs的稳定性得到了很大的提高。随着对S-BLMs研究的广泛开展，研究发现，S-BLMs的稳定性可通过在成膜液中掺入其它组分而大大改变，比如：掺入染料、多肽、膜蛋白等[13]。本文利用卵磷脂的正癸烷溶液作为成膜液，在不锈钢丝新生金属端面上获得了S-BLMs。采用循环伏安法研究了S-BLMs的成膜过程，从构成S-BLMs的成膜液组成和成膜基底两个方面，研究了提高S-BLMs稳定性的方法。
1 实验部分

1.1 实验材料
卵磷脂、胆固醇、氯化钾、乙醇、丙酮为分析纯试剂(中国医药集团化学试剂公司)，正癸烷(99%)为进口分装。将卵磷脂溶解于正癸烷中，配成质量分数为2 %的卵磷脂的正癸烷溶液作为成膜液。电解液为0.1 mol(L-1的氯化钾溶液。CHI660电化学工作站(上海辰华仪器公司)；饱和甘汞电极、铂电极(上海光电器件厂)，包封聚四氟乙烯的不锈钢丝为实验室自制：取直径约为0.4 mm的不锈钢丝，截成10 cm左右的小段，用纯净水、乙醇、丙酮依次清洗，晾干后用相应直径的聚四氟乙烯管包覆，使除了头尾外，其余部分绝缘。用钢丝钳截断尾部，使不锈钢丝端面和聚四氟乙烯管齐平，制作好的电极清洗后备用。
1.2 实验过程
将包覆聚四氟乙烯的不锈钢丝一端在成膜液中切断，使端面出现新生金属并和聚四氟乙烯管齐平，把刚切断的不锈钢丝电极迅速插入配好的纯卵磷脂成膜液中，浸渍15 min，使其自动生成稳定的S-BLMs。采用三电极体系，将包覆聚四氟乙烯的不锈钢丝作为工作电极，铂电极为辅助电极，甘汞电极为参比电极，用CHI660电化学工作站测定体系的伏安特性曲线，扫描范围为-0.2 ~ 0.2 V，扫描速率为0.1 V(s-1。
1.3成膜液和成膜基底对S-BLMs稳定性的影响
在S-BLMs 体系中，考查成膜液组成和成膜基底对S-BLMs稳定性的影响，其具体方法如下：(1)在成膜液中添加胆固醇，以直径为0.4 mm的不锈钢丝作为工作电极，采用循环伏安法，考察胆固醇对S-BLMs稳定性的影响；(2)取直径分别为0.8 mm和1.0 mm的不锈钢丝电极，研究以1200目的金相砂纸打磨处理不锈钢丝端面前后对S-BLMs稳定性的影响；(3)考察在成膜液和掺杂胆固醇的成膜液中，直径为0.8 mm和1.0 mm的不锈钢丝电极表面处理前后对S-BLMs稳定性的影响。
2结果与讨论

2.1 双层类脂膜的形成过程
S-BLMs的形成过程主要基于新生金属表面和具有两亲性的类脂分子间的相互作用。当包有亲脂的聚四氟乙烯的金属丝在脂溶液中被切开时，新生金属表面有强的吸水性，依据金属－聚合物界面理论，它可以定向吸附类脂分子。把吸附类脂滴的金属丝插入0.1 mol(L-1的 KCl溶液后，脂滴便在亲水力、亲脂力的共同作用下，逐渐变薄，两亲分子的排列也由无序变为有序，最终形成稳定双层结构。图1为不锈钢丝电极上S-BLMs成膜前后的循环伏安曲线。从图1可以看出，在同样的电压条件下，通过成膜液中的不锈钢丝电极上的电流比通过空白不锈钢丝电极上的电流小1个数量级以上。不锈钢丝电极插入成膜液后，电极上的电阻显著增加，表明成膜液中的不锈钢丝电极上形成了S-BLMs， S-BLMs的形成大大降低了电极的导电性，使得成膜电极的电流明显低于空白电极。在成膜液中，不锈钢丝电极上的循环伏安曲线在最初的几分钟内变化较大，这表明类脂分子处于无序的运动状态，此阶段为S-BLMs的初步形成阶段；随着扫描过程的不断继续，处于无序状态的卵磷脂分子在极性溶液和电场的双重作用下，在不锈钢丝新生金属端面上重新有序化排列，逐渐形成稳定的S-BLMs。
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图1 不锈钢丝空白电极(a)和S-BLMs(b)的循环伏安曲线 
Fig.1 Cyclic voltammetric curves of blank electrode (a) and the S-BLMs (b)
2. 2 胆固醇对S-BLMs稳定性的影响

成膜液的组成对S-BLMs的形成过程和电化学性质有着重要的影响[13]。卵磷脂是生物膜的主要成份，它是类脂类物质，具有两亲性和界面活性，易于以双层的形式自组装。胆固醇也是生物组织细胞所不可缺少的重要物质之一。本文在成膜液中添加适量的胆固醇，考察了它对S-BLMs稳定性的影响。图2是添加胆固醇前后所得的S-BLMs 30 min后的循环伏安曲线。由图2可知，与未添加胆固醇时相比，添加胆固醇后的S-BLMs的循环伏安曲线的形状更为扁平，也就是说，在相同电压下，通过插入添加胆固醇后的成膜液中的电极上流过的电流要小一些，这表明在添加胆固醇的成膜液中形成的S-BLMs的膜电阻比未添加胆固醇时形成的S-BLMs的膜电阻要大。对S-BLMs不断进行扫描，然后对所得循环伏安图进行求导，得到添加胆固醇前后的S-BLMs的膜电阻随扫描时间的变化曲线，如图3所示。由图3可知，无论添加胆固醇与否，在扫描的前几分钟内，S-BLMs的膜电阻都急剧上升，这是由于在形成稳定的S-BLMs前，卵磷脂分子运动突然加剧以及分子的无序运动引起的。4~10 min后膜电阻开始迅速下降，约30 min后膜电阻趋于稳定。这表明在新生金属端面上，卵磷脂分子的排列逐步变得有序，30 min后形成了稳定的S-BLMs。从图3还可以看出，添加胆固醇后的S-BLMs的膜电阻约是未添加胆固醇时的2.5倍，表明胆固醇的加入使得卵磷脂分子在成膜基底上的排列变得更加紧密，从而使S-BLMs的膜电阻显著增加。此外，添加胆固醇后的S-BLMs的膜电阻在120 min左右时就基本不再发生变化，而未添加胆固醇的S-BLMs的膜电阻随时间一直有微小变化，直到1200 min之后才基本不变。因此，成膜液中添加胆固醇可明显减少形成稳定的S-BLMs所需要的时间，提高S-BLMs的成膜效率。
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胆固醇的添加导致S-BLMs的膜电阻增加，成膜时间减少，其原因可能是因为胆固醇在调节膜的流动性中起着的作用。研究表明，胆固醇分子嵌入脂双层中的烃链之间，使得相转换温度变宽，胆固醇的刚性环结构限制了液晶态脂酰链的运动，因此能降低膜的流动性。而将胆固醇加入到处于凝胶相的脂中，可打乱伸展的脂酰链的有序组装，从而增加膜的流动性。所以，动物细胞膜中胆固醇的存在有助于维持非常恒定的流动性[14]。一方面，当磷脂分子与胆固醇分子作用时，胆固醇较小的亲水极性基，能够插入脂肪酸之间，并与之相互作用，这种相互作用降低了脂肪酸外层部分的流动性；此外，胆固醇分子的存在，能增加磷脂的填充密度。胆固醇和卵磷脂分子之间的这两种相互作用削弱了磷脂分子的迁移率和流动性，使得形成的S-BLMs变得更加致密，使得形成的S-BLMs的膜电阻增加，其稳定性得到显著提高。另一方面，卵磷脂分子的迁移率和流动性减小了，形成稳定的S-BLMs所需要的时间明显缩短，从而提高了S-BLMs的成膜效率。因此，在成膜液中加入胆固醇，不但可以使S-BLMs的膜电阻增加，还可以缩短形成稳定的S-BLMs的成膜时间，可有效提高S-BLMs的成膜质量和成膜效率。此外，实验发现，胆固醇较为合适的掺入质量为卵磷脂的质量的20%左右，如果胆固醇的掺入量过高，由于胆固醇分子可能形成二聚物，从而会减少弱其在成膜液中的作用。
2.3成膜基底表面处理对S-BLMs稳定性的影响

除成膜液组成外，成膜基底(即金属支撑面)也对S-BLMs的性质有重要的影响[7]。不同的金属支撑物，S-BLMs支撑物端面的光洁程度，支撑物成膜部分面积的大小等因素都会影响到S-BLMs的稳定性。一般来说，支撑物端面越平整，得到的S-BLMs的有序性和稳定性应该越好，所得的S-BLMs也就越接近真实的生物膜。目前研究较多的S-BLMs是在直径为0.1~0.4 mm的金属丝上形成的，当金属丝表面直径大于0.4 mm时，常规方法所得的金属端面非常不平整，因而较难形成稳定的S-BLMs。为此，本文采取表面处理的方法，设法使横截面积较大的不锈钢丝端面变得平滑，从而为脂类分子在端面的有序自组装排列提供了很好的平台。图4、图5为经过表面处理后，直径分别为 0.8 mm和1.0 mm 的不锈钢丝支撑电极上S-BLMs的成膜过程的循环伏安曲线(扫描至曲线基本上不再变化为止)。图4和图5结果表明，扫描时间在10~12 min 以内时，双层类脂膜的膜电阻和膜电容会发生较小的变化；而15~20 min 以后，所得的循环伏安曲线基本不再发生大的变化，此时通过插入成膜液中的电极的电流比相应的裸电极电流小2~4个数量级，这表明S-BLMs已经稳定形成。而实验表明，在未经过表面处理的直径0.8，1.0 mm 的不锈钢丝电极上较难形成稳定、完整的循环伏安曲线，由此可知，经过端面处理，S-BLMs的成膜基底可以从0.1 ~ 0.4 mm的不锈钢丝扩展到0.8 ~ 1.0 mm的不锈钢丝上。不过，对比图4和图5可以看出，S-BLMs形成后，流过1.0 mm的不锈钢丝上的电流要比流过0.8 mm的不锈钢丝上的电流大得多(约2个数量级)，这表明1.0 mm的不锈钢丝上形成的S-BLMs的膜电阻显著减少。由于1.0 mm的不锈钢丝上的面积较大，即使经过表面处理，仍然难以获得较为平整的端面，导致形成的S-BLMs中的分子排列不是非常整齐，S-BLMs的成膜质量降低。由此可以说明，不锈钢丝表面经过适当的表面处理，使表面变得较为平滑，卵磷脂双层类脂膜在较大面积的不锈钢丝表面也能够稳定存在，但不锈钢丝直径增加至1.0 mm后，会使得S-BLMs的成膜质量明显降低。
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图4 0.8 mm不锈钢丝表面处理后S-BLMs的循环伏安曲线
Fig. 4 Cyclic voltammetric curves of the S-BLMs on the surface treated stainless steel (d=0.8 mm)
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图5 1.0 mm不锈钢丝表面处理后S-BLMs的循环伏安曲线
Fig. 5 Cyclic voltammetric curves of the S-BLMs on the surface treated stainless steel (d=1.0 mm)

2.4成膜基底表面处理后添加胆固醇对S-BLMs稳定性的影响

图6a 为0.8 mm 的不锈钢丝电极表面处理后添加胆固醇的卵磷脂膜循环伏安曲线。由图可以看出，15 min 内，该不锈钢丝上可以获得稳定的循环伏安曲线，这与图4所得结果是一致的。此外，实验中发现，若不添加胆固醇，当扫描电压范围扩大至-0.4 ~ 0.4 V时，难以获得稳定、完整的循环伏安曲线，这说明在该电压扫描区间内，0.8 mm不锈钢丝表面上较难形成稳定的卵磷脂双层类脂膜。不过，与未添加胆固醇时的成膜液相比较，在表面处理后的直径为0.8 mm 的不锈钢丝电极上，增大扫描电位范围至-0.4 ~ 0.4 V 时也能获得稳定的循环伏安曲线，如图6b所示。这表明，同时采用电极表面处理和添加胆固醇的方法，不仅可以使得S-BLMs得以在较大直径的不锈钢丝金属表面形成，而且可以扩大扫描电位的范围，这为进一步研究模拟生物膜的功能，在较大的电位扫描范围内获取有关生物膜电子传递、离子运送、生物免疫和神经传导等方面的重要信息提供了便利。当成膜基底直径扩大到1.0 mm 时，在扫描范围较小的-0.2 ~ 0.2V 范围内，添加胆固醇的卵磷脂双层类脂膜能够形成稳定的循环伏安曲线。而在扫描电位范围为-0.4 ~ 0.4 V 时，难以获得比较稳定的如循环伏安曲线，如图7所示。这可能是由于金属端面的不平整和扫描电位的增加所造成的。
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图6 0.8 mm 的不锈钢丝电极表面处理后添加胆固醇的S-BLMs的循环伏安曲线(扫描电压分别为-0.4~0.4V(a)和-0.2~0.2V(b)) 

Fig. 6 Cyclic voltammetric curves of the S-BLMs with the addition of cholesterol into the S-BLMs forming solution on the surface treated stainless steel (d=0.8 mm) with a scanning voltage of -0.4~0.4V(a) and -0.2~0.2V(b)

[image: image9]
图7 1.0 mm 的不锈钢丝电极表面处理后添加胆固醇的卵磷脂膜循环伏安曲线 

Fig. 7 Cyclic voltammetric curves of the S-BLMs with the addition of cholesterol into the S-BLMs forming solution on the surface treated stainless steel (d=1.0 mm)

3 结论

利用卵磷脂的正癸烷溶液作为成膜液，在不锈钢丝电极新生金属端面上制备了S-BLMs。在成膜液中引入适量的胆固醇，可使卵磷脂分子在不锈钢丝新生端面上的排列更加紧密有序，从而提高S-BLMs的稳定性和成膜效率；对成膜基底进行表面处理，可有效扩大能够形成S-BLMs的不锈钢丝的直径。此外，同时采用添加胆固醇和不锈钢丝电极表面处理的方法，可进一步提高S-BLMs的稳定性。该研究结果为提高S-BLMs的稳定性提供了一种新的思路，同时也为S-BLMs的理论研究和实际应用提供的有利条件。
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图2成膜液中添加胆固醇前后S-BLMs的循环伏安曲线


Fig. 2 Cyclic voltammetric curves of the S-BLMs with and without the addition of cholesterol into the S-BLMs forming solution
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图3 S-BLMs的膜电阻随扫描时间变化曲线


Fig. 3 Relationship between the resistance of S-BLMs and scanning time
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