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Bid蛋白是仅有BH3结构域的Bcl-2家族蛋白, 在溶酶体膜透化以及线粒体外膜透化引发的细胞凋亡过
程中起着非常重要的调控作用, 但是Bid蛋白与生物膜之间的相互作用导致脂膜透化的确切机制尚不十分清
楚. 本文利用激光扫描共聚焦显微成像技术及基于氧化石墨烯表面诱导荧光衰逝的单分子荧光技术, 分别从
单囊泡及单分子水平对 tBid蛋白与磷脂膜之间的相互作用进行了系统的研究. 结果表明, tBid蛋白在膜上聚
集后可引起脂膜的透化, 且脂膜透化的发生源于聚集体中一些 tBid蛋白更深入地插入了脂膜中.

关键词: tBid蛋白, 磷脂膜, 细胞凋亡, 单分子荧光技术
PACS: 87.80.Nj, 82.37.Vb, 87.15.kt, 87.50.wf DOI: 10.7498/aps.67.20180099

1 引 言

细胞凋亡是多细胞生物体为保证机体健康发

展, 维持内环境稳定, 清除体内多余物质及危险细
胞, 由基因控制的细胞程序性死亡, 是生物体为更
好地适应环境而主动争取的一种死亡过程 [1,2]. 在
细胞凋亡的线粒体凋亡路径中, B-cell lymphoma
protein-2(Bcl-2)家族蛋白通过蛋白 -蛋白间以及蛋
白 -生物膜间相互作用充当着凋亡过程的中心调控
者 [3,4]. 根据Bcl-2家族蛋白的结构和功能, Bcl-2
家族成员可以分为三大类, 即抗凋亡蛋白、促凋
亡蛋白以及BH3-only蛋白. 以Bcl-XL, Bcl-2以及
Mcl-1为代表的抗凋亡蛋白, 包含有完整的BH1,
BH2, BH3, BH4 四个保守结构域, 通过抑制促凋
亡蛋白来促使细胞继续存活 [5]. 促凋亡蛋白, 包括
Bax, Bak等蛋白, 包含了BH1, BH2, BH3三个结
构域, 被认为可直接导致线粒体外膜透化. BH3-
only蛋白仅含有一个BH3结构域, 包括 tBid, Bad,
PumaUMA, NoxaOXA等蛋白. 这类蛋白可以响

应紫外辐射、DNA损伤、生长因子缺失等多种细胞
内凋亡刺激, 激活Bax, Bak等蛋白从而引发下游
级联反应, 其中不同的BH3-only蛋白对刺激的响
应不尽相同 [6−8]. Bid是BH3-interacting domain
death agonist的简称, 在一些细胞中, 它是细胞凋
亡内源路径和外源路径的联系纽带 [9,10]. 在细胞凋
亡过程中, 被激活的凋亡酶Caspase-8将Bid剪切
为N-端和C-端两个片段, 成为 cleaved Bid (cBid).
此时 cBid的两部分仍依赖亲疏水相互作用吸附在
一起, 当其由胞质转移至线粒体外膜时 [11], 两个片
段迅速分开, 含有N-端的前两个α螺旋p7飞走, 而
含有C-端的后六个α螺旋 (tBid蛋白) p15结合在
脂膜表面, 并进一步引起依赖Bax, Bak等蛋白的
线粒体外膜透化, 导致细胞色素C以及其他凋亡因
子从线粒体中释放 [3,4,11−17], 而最终细胞走向死亡
还是存活则取决于膜上Bcl-2家族中促凋亡蛋白与
抗凋亡蛋白的相对水平与活动情况 [8,18,19]. 在溶
酶体膜的透化引发的细胞凋亡, 如TNF-α诱导的
肝细胞凋亡中, tBid蛋白也被证明是不可或缺的
调控者 [20]. tBid蛋白对细胞凋亡的调控过程均发
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生在细胞器膜上, 因而研究 tBid蛋白与磷脂膜之
间的相互作用对阐明细胞凋亡的分子机制具有非

常重要的意义. 虽然前人已经进行了大量的研究,
但是 tBid蛋白与磷脂膜作用是否可以造成磷脂膜
的透化仍存在较大争议. 1999年, Schendel等 [21]

通过膜片钳技术指出 tBid蛋白具备在膜上形成
某种通道的能力 (tBid蛋白浓度较高, 为 2.72 µM
(1 M = 1 mol/L)). 2002年, Grinberg等 [22]也以

辅助方法, 在Bax蛋白存在的情况下使 tBid蛋白
寡聚于线粒体外膜, 并进一步导致细胞色素C的泄
露. Zhao等 [23] 以细胞实验及体外实验直接指出

微摩尔级的 tBid蛋白可以引发溶酶体膜的透化成
孔, 但是成孔机制不明确 [23]. 对 tBid蛋白进行了
广泛研究的Andrews等 [3,11,24]认为 tBid 蛋白虽然
在很多方面与Bax蛋白极为相似, 可在磷脂膜上形
成聚集体, 但该聚集体不足以形成可使分子通透的
孔道 (使用的 tBid蛋白浓度为纳摩尔级). Bleichen
等 [25] 亦认为虽然 tBid蛋白与磷脂膜作用时可引
起并进一步稳定膜的弯曲结构, 然而 tBid 蛋白自
身在较低浓度条件下 (tBid蛋白浓度为 10 nM)并
不能引起脂膜的透化,从而使细胞色素C自由通过.

为了确定 tBid蛋白自身是否可以在较低浓度
条件下引发磷脂膜的透化, 我们采用激光扫描共
聚焦显微技术及基于氧化石墨烯 (graphene oxide,
GO)表面诱导荧光衰逝的单分子荧光技术对 tBid
蛋白与磷脂膜的相互作用进行了系统的研究. 激
光扫描共聚焦显微技术用激光作为光源, 采用共
轭聚焦原理和装置, 可以实现多激光多通道同时
扫描、同时探测, 对样品进行成像. 利用荧光标记
探针, 可以在亚细胞水平对 tBid蛋白与磷脂膜的
相互作用进行研究. 而利用基于GO的表面诱导
衰逝技术, 即单分子表面诱导荧光衰逝技术 (single
molecule surface induced fluorescence attenuation,
sm-SIFA)则可以在分子水平展示 tBid蛋白与磷脂
膜作用的过程. sm-SIFA技术是利用薄膜介质引起
的表面荧光衰逝效应 (SIFA)发展的一种新的单分
子荧光探测技术 [26]. 当荧光探针靠近金属或介质
膜表面时, 荧光淬灭效应会随着距离的变化而发生
显著的变化, 实验得到的荧光强度变化是荧光分子
相对于介质表面的距离变化引起的, 这使得我们在
获得单个膜蛋白在平行于膜表面运动 (通过单分子
定位技术)的同时, 还能获得垂直于脂膜表面的单
分子运动轨迹. 以单层GO为吸收体, sm-SIFA技
术的纵向空间分辨率可以达到0.6 nm, 而脂双层的

总厚度一般只有约 4 nm, 因此利用 sm-SIFA技术
研究跨膜蛋白与脂膜之间的相互作用具有很大的

优势.

2 实验方法与材料

2.1 实验原理

以单层GO作淬灭剂, 当荧光分子靠近GO表
面时, 由于SIFA效应, 荧光分子的荧光强度 I满

足 I/I0 = (d/d0)
4/[1 + (d/d0)

4] [27,28], 其中 I0为单

个荧光分子远离GO时的强度, d0(约 4 nm)为荧
光分子在GO表面的衰减常数, d为待测荧光分子
与GO的距离. 将磷脂膜组装到修饰有聚乙二醇
(polyethylene glycol, PEG)的GO表面, 当单个荧
光分子在磷脂膜内运动时, 其纵向入膜深度可以通
过荧光强度来测量, 分辨率可达亚纳米级 [26].

同时, 由于实验中使用荧光标记的蛋白分子标
记率为 100%, 可以通过分析实验结果得出 tBid蛋
白形成聚集体中的分子个数. 首先, 石英玻璃上单
个荧光分子的光强稳定, 可以以聚集体的总光强
除以单个荧光分子的平均光强得到 tBid蛋白聚集
体的个数; 其次, 在GO表面, 聚集体的个数需要通
过分子的分步淬灭曲线分析得到. 荧光分子在脂
膜中的位置 (离开氧化石墨的距离)可以通过公式
I/I0 = (d/d0)

4/[1 + (d/d0)
4]计算得到. 其中d为

荧光分子离开GO的距离.

2.2 实验材料与方法

2.2.1 实验材料

实验中所用的所有磷脂、二油酰磷脂酰胆碱

(DOPC)、二油酰磷脂酸 (DOPA)以及二油酰磷脂
酰 -N-磺化丽丝胺罗丹明的铵盐 (Rh-PE)均购于
Avanti Polar Lipids公司; HEPES, 5-(6)-羧基荧光
素、NHS-PEG (分子量 5000)、四甲基罗丹明、膨胀
石墨以及实验中用到的各种有机溶剂均购于西格

玛奥德里奇公司. 实验用水为Milli-Q (Millipore)
超纯水 (电阻率为18.2 MΩ·cm).

2.2.2 Giant unilamellar vesicles (GUVs)的
制备

利用振荡电场方法制备GUVs. ITO电极的处
理: 先用无水乙醇超声 10 min, 再用氯仿／甲醇
(体积比 1 : 1)溶液超声 10 min, 最后用甲醇淋洗并
氮气吹干, 置于 30 ◦C 真空干燥箱中干燥 120 min
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后备用. 用氯仿作为溶剂, 配制 1 mg/mL磷脂成
膜液, 并将其均匀地分散铺展在处理好的 ITO电
极上, 置于真空干燥箱干燥30 min. 制备GUVs时,
先向反应舱室注入 0.3 mol/L的蔗糖溶液适量, 然
后施加10 Hz, 2.3 V的交变电场, 在室温下作用2 h
后, 缓慢降为2 Hz, 2.3 V继续作用 30 min; 最后电
压降至0 V后吸出制备好的GUVs溶液, 以备使用.
实验时, 取适量该GUVs溶液与适量溶于HEPES
缓冲液的 5-(6)-羧基荧光素 (最终浓度为 20 µM),
tBid蛋白 (终浓度 20 nM)共同混合. 实验中所用
tBid蛋白均由合作者中国科学院生物物理研究所
杨福愉研究组提供.

2.2.3 Small unilamellar vesicles (SUVs)的
制备

将DOPC及DOPA以摩尔比 4 : 1溶于适量的

氯仿甲醇混合溶液中, 混合均匀后用氮气吹干, 然
后置于真空塔中抽真空处理 1 h以上, 以保证除
去残留的溶剂. 以缓冲液进行水合, 得到浓度约
2 mg/mL的多层囊泡, 静置 1 h后, 超声处理以获
得透亮的磷脂小囊泡溶液, 于4 ◦C条件下保存. 实
验中均采用囊泡破裂法制备平面支撑磷脂双层膜,
即取该溶液 200 µL缓慢注入样品池, 并将样品池
置于 37 ◦C恒温箱中过夜. 实验前使用 2 mL缓冲
液冲洗, 以除去多余的囊泡.

2.2.4 GO-聚乙二醇 -磷脂双分子层的制备
采用改进的Hummer方法制备得到大片的单

层GO [29,30], 并利用Langmuir-Blodgett (LB)技术
将大片单层GO转移至清洗干净的石英载玻片表
面, 经85 ◦C真空干燥2 h后, 用双面胶将其与盖玻
片黏合在一起, 制备样品池, 并用硅胶对样品池四
周进一步密封.

配制浓度为 0.2 mM氨基吡与 2 mM NHS-
PEG的混合水溶液, 以 300 r/min在摇床上震动
摇匀 2 h, 使二者充分反应. 取反应后的氨基吡 -
NHS-PEG水溶液 200 µL缓慢注入样品池, 氨基
吡的芳香基团与GO之间的π-π相互作用可以将
PEG分子锚定在GO 的表面. 孵育 3 h后, 再用
2 mL二次去离子水冲洗样品池, 以除去未与GO
表面连接的多余物质. 灌注 400 µL缓冲液 (20 mM
Hepes, 100 mM NaCl, pH = 7.4)待用.

本实验体系使用囊泡破裂法在修饰有PEG的
GO表面构筑平面支撑磷脂双层膜.

3 实验结果与讨论

3.1 tBid蛋白在GUVs及平面支撑膜表面
具有很好的吸附性实验材料

Zhao等 [23]在研究 tBid蛋白与类溶酶体膜之
间的相互作用时发现, 溶酶体膜富含酸性磷脂,
tBid蛋白会插入含有酸性磷脂的单层膜中, 并在酸
性磷脂的环境发生分子构象的改变, 形成寡聚体,
继而引起脂质体内容物的释放, 但其精确机制并未
得到阐释. 我们选择DOPA : DOPC = 1 : 4富含
磷脂酸的双组分磷脂膜为模型膜体系, 进行 tBid蛋
白与磷脂膜之间相互作用的研究. 首先对 tBid蛋
白分子与囊泡及平面支撑单层膜两种模型膜体系

之间的吸附作用进行研究. 激光扫描共聚焦显微镜
可以通过多通道同时扫描同时成像的方式对 tBid
蛋白分子与囊泡之间的吸附作用进行直观成像. 将
制备好的GUVs与荧光探针 5-(6)-羧基荧光素溶液
混合后, 使用激光扫描共聚焦显微镜进行观测. 结
果显示, 488 nm激光激发的通道GUVs外部绿色荧
光信号很强, 表明溶液中充满了发绿光的 5-(6)-羧
基荧光素, 而GUVs内部无荧光信号, 561 nm激光
激发的通道无信号, 表明囊泡此时具有非常好的完
整性. 加入四甲基罗丹明标记的 tBid蛋白后, 发现
561 nm激光激发的通道中可见明显的红色荧光信
号 (图 1 (a)). 此时GUVs内部仍无荧光信号, 表明
tBid蛋白可迅速吸附在GUVs表面, 在极短的时间
内囊泡结构仍旧保持非常好的完整性, 没有出现变
形和泄漏.

平面支撑膜体系是另外一种常用的用于研究

膜蛋白与脂膜之间相互作用的典型模型体系 [24].
利用囊泡破裂法直接在干净的石英片表面生长磷

脂双分子层,再缓慢灌入20 nM荧光标记的 tBid蛋
白溶液, 即可得到如图 1 (b)所示的荧光成像, 结果
表明 tBid蛋白在平面支撑膜体系中具有很好的吸
附性. 同时, 可以观察到 tBid蛋白吸附到脂膜表面
后有明显的扩散运动, 如图 1 (c)所示, 表明所使用
的平面支撑膜具有较好的流动性, 是非常适用于研
究膜蛋白与磷脂膜间相互作用的模型系统. 得到的
典型单分子荧光实验结果如图 1 (d)所示, 荧光分
子的淬灭为一步淬灭, 表明吸附在脂膜表面的 tBid
蛋白分子是以单体的形式存在的.
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图 1 tBid蛋白在脂膜表面的吸附 (a) tBid蛋白在囊泡表面的吸附结果; 上排 (体系中没有 tBid蛋白存在) 从左至右分别
是 488 nm激光激发的通道, 发绿光的 5-(6)-羧基荧光素的成像结果; 561 nm激光激发通道的成像结果; 各通道成像结果的
合成; 下排 (与 tBid蛋白一起孵育的结果) 从左至右分别是 488 nm激光激发的通道, 发绿光的 5-(6)-羧基荧光素的成像结
果; 561 nm激光激发的通道, 发红光的 4-甲基罗丹明的成像结果, 各通道成像结果的合成; (b) tBid蛋白在平面支撑膜表面
吸附的单分子荧光成像结果; (c)两个 tBid蛋白分子在平面支撑膜表面的运动轨迹; (d) 平面支撑膜表面单个 tBid蛋白分
子一步淬灭的单分子荧光实验结果

Fig. 1. Adhesion of tBids on membrane. (a) Adhesion of tBids on GUVs surface; upper (without tBid): fluorescence
images of 5-(6)-carboxyfluorescein excited by 488 nm laser (left), excited by 532 nm laser (middle) and merged
image (right). Lower (incubated with tBid): fluorescence images of 5-(6)-carboxyfluorescein excited by 488 nm laser
(left), tetramethylrhodamine excited by 532 nm laser (middle) and merged image (right). (b) Adhesion of tBids
on solid supported bilayers surface. (c) Typical traces of two tBid molecules moved on a solid-supported bilayer.
(d) Arepresentative trace of fluorescence labelled tBid incubated with solid-supported bilayer.

3.2 tBid蛋白膜上累积致磷脂膜透化

根据已有的研究工作推测, 在 tBid蛋白与磷
脂膜相互作用的过程中, 当 tBid蛋白自身浓度较
低时, 可能不会引起细胞器内容物的泄露 [25]. 本
文从单囊泡和单分子水平对这个相互作用过程

进行了系统研究. 为了探索 tBid蛋白与磷脂膜作
用时GUVs形状的变化, 在制备GUVs时, 掺入了
0.001%的Rh-PE, 此时囊泡的形状在 561 nm激光
激发的红光通道中可以被清晰地显示出来. 同时
在GUVs体系中加入染料 5-(6)-羧基荧光素, 则溶
液中充满了发绿光的羧基荧光素分子. 将野生型

tBid蛋白灌入上述GUVs 体系中, 使其最终浓度为
20 nM, 并置于 37 ◦C恒温箱中孵育. 10 min后, 囊
泡的形态未见明显变化 (图 2 (a)), 即囊泡轮廓为球
形, 羧基荧光素存在于囊泡的外围. 这个结果表明,
短时间内低浓度的 tBid蛋白与脂膜之间的相互作
用无法导致囊泡上形成孔道. 同时, 使用单分子荧
光技术对平面支撑膜体系中 tBid蛋白与膜之间相
互作用 10 min后的结果进行了分析. 如图 2 (b)所
示, 与单体状态时的图 1 (b)相比较, 此时蛋白的荧
光强度及大小不再均一, 出现了一些蛋白团簇. 通
过对荧光强度分析, 可以得到团簇中 tBid蛋白分子
个数的分布状态, 即团簇中的蛋白个数不一, 但以
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图 2 tBid蛋白在脂膜上的累积导致其内容物泄露 (a)野生型 tBid蛋白与含Rh-PE的囊泡孵育 10 min后的实验结果; 从左至右分
别是 488 nm 激光激发的通道, 发绿光的 5-(6)-羧基荧光素的成像结果; 561 nm激光激发通道, 发红光罗丹明的成像结果; 各通道成像
结果的合成; (b)荧光标记的 tBid蛋白与平面支撑膜孵育 10 min后, 在脂膜表面吸附的荧光成像结果; (c)荧光标记的 tBid蛋白与平面
支撑膜孵育 10 min后团簇大小的统计结果; (d)野生型 tBid蛋白与含Rh-PE囊泡孵育 60 min后的实验结果; 从左至右分别是 488 nm
激光激发的通道, 发绿光的 5-(6)-羧基荧光素的成像结果; 561 nm激光激发通道, 发红光罗丹明的成像结果; 各通道成像结果的合成;
(e) 荧光标记的 tBid 蛋白与平面支撑膜孵育 60 min后, 在脂膜表面吸附的荧光成像结果; (f)荧光标记的 tBid蛋白与平面支撑膜孵育
60 min后团簇大小的统计结果
Fig. 2. Permeabilization with accumulation of tBid on Membrane. (a) Representative images of GUVs incubated with wild-type
tBid for 10 min; fluorescence images of 5-(6)-carboxyfluorescein excited by 488 nm laser (left), rhodamine excited by 532 nm
laser (middle) and merged image (right); (b) image of the fluorescence labelled tBid incubated with a solid-supported bilayer for
10 minutes; (c) probability distribution function (PDF) of the fluorescence labelled tBid cluster size for 10 minutes incubation
with a solid-supported bilayer; (d) representative images of GUVs incubated with wild-type tBid for 60 min; fluorescence
images of 5-(6)-carboxyfluorescein excited by 488 nm laser (left), rhodamine excited by 532 nm laser (middle) and merged
image (right); (e) image of the fluorescence labelled tBid incubated with a solid-supported bilayer for 60 min; (f) probability
distribution function (PDF) of the fluorescence labelled tBid cluster size for 60 min incubation with a solid-supported bilayer.
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单体、二聚体为主, 出现了少量的三聚体、四聚体,
偶尔可见五聚体及更大的聚集体 (图 2 (c)). 上述结
果表明, tBid蛋白分子在脂膜表面可缓慢聚集在一
起, 但在短时间内不足以引起脂膜的透化, 导致内

容物的泄露.
延长 tBid蛋白与GUVs及平面支撑膜体系的

孵育时间至 1 h, 在不同体系中均看到了与之前不
同的现象. 在 GUVs 体系中, 少量的囊泡内部开始

0 20 40 60 80 100

0

2

4

6

8

PEG

d
/
n
m

I⊳I0⊳̺

PEG

Graphene oxide

(a)

0 1 2 3 4 5

0

20

40

60

80

100

120

140

I⊳I0=0.70

In
te

n
si

ty
 (
I
⊳
I
0
)/

%
 

In
te

n
si

ty
 (
I
⊳
I
0
)/

%
 

In
te

n
si

ty
 (
I
⊳
I
0
)/

%
 

Intensity (I⊳I0)

Time/s

Time/s

Time/s

Time/s

 Quartz-bilayer
 GO-PEG-bilayer(b)

I0

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8

0

40

80

120

160

200

240 (c)

0 1 2 3 4 5 6
-20

0

20

40

60

80

I⊳I0 0.10

I⊳I0 0.20

In
te

n
si

ty
/
a
rb

. 
u
n
it
s

I⊳I0=0.35

I⊳I0=0.35

I⊳I0=0.70

I⊳I0=0.70

(d)

-20 0 20 40 60 80
0

3

6

9

12

15

18

21

24

C
o
u
n
ts

(e)

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8

0

40

80

120

160

200

240 (f)

图 3 (a)单分子表面诱导荧光衰逝技术 (sm-SIFA)示意图; (b)荧光标记在 181位点单个 tBid蛋白分子在石英表
面和单层GO-PEG-bilayer体系中荧光光强实验结果的对比; (c) tBid蛋白分子聚集状态处于低聚集状态时, 荧光
分布淬灭的实验结果; (d) tBid蛋白分子聚集状态处于高聚集状态时, 平面支撑膜表面 tBid蛋白的单分子荧光实验
结果; (e)相应于 (d)中曲线的单层GO表面荧光分子的光强分布图; (f) tBid蛋白分子聚集状态处于高聚集状态时,
荧光分布淬灭的实验结果; 红色台阶是处于脂膜表面荧光分子的淬灭, 蓝色是处于脂膜深处荧光分子的淬灭过程
Fig. 3. (a) Schematic diagram of single molecule surface-induced fluorescence attenuation (sm-SIFA);
(b) comparison of the fluorescent intensity of 181 labelled tBid on a monolayered GO-PEG-supported bi-
layer (black) to that on a quartz-supported bilayer (grey); (c) photobleaching results of 181 labelled tBid
incubated with GO-PEG-supported bilayer for a few minutes; (d) a fluorescence trace of 181 labelled tBid
incubated with GO-PEG-supported bilayer for a long time; (e) probability distribution function (PDF) of the
fluorescent intensity built from trace in curve (d); (f) photobleaching results of 181 labelled tBid incubated
with GO-PEG-supported bilayer for a long time; red step is ascribed to the photobleach of the fluorescence
on the membrane surface, and blue step is ascribed to the photobleach of the fluorescence inserted deeply
into the membrane.
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出现 488 nm激光激发的绿色荧光信号, 如图 2 (d)
中的箭头所指. 尽管囊泡内荧光强度略低于囊泡
外, 但明显已经有 5-(6)-羧基荧光素分子渗透进入
了囊泡内部, 而此时 561 nm激光激发通道显示的
囊泡依然保持原有的形状. 这表明, 羧基荧光素
由囊泡外部进入到囊泡内部是由于 tBid蛋白与
GUVs之间的相互作用, 导致囊泡形成通道发生了
泄漏. 在平面支撑膜体系中 (图 2 (e)), 与图 2 (b)相
比较, tBid 蛋白团簇变得更多更大了, 统计结果显
示团簇中蛋白聚集体中蛋白分子的个数分布变宽、

变大, 峰值为 9个分子 (图 2 (f)). 上述结果表明, 当
tBid蛋白聚集到一定程度时, 可在膜上形成某种通
道, 且通道大小足以使荧光分子自由通过.

3.3 聚集体中tBid蛋白可深入插入膜中

为了探索 tBid蛋白聚集体引起磷脂膜透化的
分子机制, 我们利用新发展的 sm-SIFA研究了 tBid
蛋白与磷脂膜相互作用时 tBid蛋白构型的变化,
该技术优势在于能以亚纳米精度实时测量单个荧

光分子在脂膜内的位置. 如图 3 (a)所示, 选用GO-
PEG的平面支撑膜体系,通过测量单个荧光分子荧
光强度的变化来测定荧光分子距离GO表面的距
离, PEG分子层的厚度为 1nm, 磷脂双分子层的厚
度为4 nm, 根据公式 I/I0 = (d/d0)

4/[1 + (d/d0)
4],

可以精确地测量出所标记位点在磷脂膜中的纵向

位置.
实验中, 181残基上标记了荧光分子的 tBid蛋

白分子刚吸附在脂膜表面上时, 荧光强度均一, 表
现为典型的单分子荧光曲线 (图 3 (b)). 单个 tBid
蛋白分子在单层GO体系中光强约为石英表面荧
光强度的70%, 根据计算, 对于 tBid蛋白单体而言,
此时 181位点位于膜表面的位置, 与前人的核磁共
振结果以及电子顺磁共振结果相一致, 显示了我
们所使用的单分子方法的可靠性 [31,32]. 将 tBid蛋
白与脂膜一起孵育, 由于实验中所用蛋白分子的
荧光标记率约为 100%, 通过分析分子分步淬灭曲
线中台阶的个数, 可以得到聚集体中的分子个数.
如图 3 (c)所示, 当 tBid蛋白聚集体个数为 3时, 每
个荧光分子光强仍旧较为接近, 约为 70% I0, 表明
在三聚体中 181位点仍位于脂膜表面. 延长孵育时
间, 实验结果中出现了如图 3 (d)中所示的典型实
验曲线, 表明单分子荧光信号出现了不稳定性, 荧
光强度的涨落较大. 对该单层GO体系中荧光分子

的光强信息进行统计, 可以看出有明显的三态分布
(图 3 (e)). 除了小于石英表面荧光强度 20%的背景
信号以及位于脂膜表面的荧光强度约为 70% I0的

荧光信号外, 还出现了荧光强度更弱一点的信号,
其荧光强度约为 35% I0. 此时, tBid蛋白聚集体
个数为 4, 甚至更大. 分步淬灭的单分子荧光曲线
如图 3 (f)所示, 除了荧光强度为 70% I0的淬灭台

阶外 (图 3 (f)中的红色台阶), 还出现了荧光强度为
35% I0的淬灭台阶 (图 3 (f)中的蓝色台阶), 此台阶
的出现说明181位点进入到了脂膜表面以下更深一
些的位置, 即距离脂膜上表面 (1.5± 0.4) nm处. 上
述结果综合表明, 在这种聚集状态中, 181位点可以
从脂膜的表面进入到膜中较深的位置; 同时, 对于
聚集体而言, 并不是每个蛋白的 181位点都位于膜
中同一深度, 它们的入膜深度有深有浅, 表明聚集
体中每个蛋白构象并不一致.

上述结果表明, 聚集体中 tBid蛋白深入脂膜
是引起磷脂膜透化的分子机制. 因为只有当 tBid
蛋白聚集到一定程度时, 磷脂膜才能透化, 而 tBid
蛋白也只有在聚集到一定个数时, 才会出现入膜较
深的状态. tBid蛋白可深入脂膜是引起膜透化的必
要条件, 尽管在透化时聚集体中蛋白构象不一, 但
不是每一个蛋白都入膜很深.

4 结 论

通过GUVs和平面支撑膜体系分别从单囊泡
水平和单分子水平研究了 tBid蛋白与脂膜之间的
相互作用, 两种体系以互为补充的方式提供了同一
条件下不同尺度的信息. 实验结果明确了 tBid蛋
白与磷脂膜作用时可引起膜的透化, 使得荧光分子
可以自由通过. 磷脂膜透化的发生由 tBid蛋白在
磷脂膜上逐步形成聚集体引起, 其分子机制为聚集
体中某些 tBid蛋白的一些区域可以深入至膜中较
深位置, 且聚集体中蛋白构象不一致. 结果展示了
单囊泡、单分子水平实验相结合的优势, 并且直接
从单分子水平指出 tBid蛋白引起膜透化的分子机
制, 同时体现了SIFA技术的优越性.
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Abstract
The proapoptotic protein tBid is a member of Bcl-2 family, and it plays an important role in apoptosis by in-

ducing mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) and lysosomal membrane permeabilization (LMP).
Previous studies have shown that the mechanism of tBid-dependent MOMP and LMP depends on tBid interacting with
membranes. Researchers hold different opinions about whether tBid itself could induce MOMP and LMP. Some of the
researchers insist that tBid must trigger other proteins like Bax or Bak inserting into the membrane, and assembly of
tBid itself could not form pores large enough to release cytochrome c. Some others think that tBid just like Bax, can
permeabilize mitochondrial outer membrane releasing cytochrome c and lysosomal membrane with the leakage of lyso-
somal cathepsin B. Here, we want to know whether the tBid itself can induce membrane permeabilization in our model
system at low concentration. We use 3 ways to observe tBid and membranes interactions. They are confocal imaging
of GUVs (giant unilamellar vesicles), traditional single molecular fluorescence assay, and a recently developed approach,
single molecular surface-induced fluorescence attenuation (sm-SIFA). So we can obtain information from single vesicle
level and single molecule level. At single vesicle level, we can directly find out whether the GUVs are permeabilized
and at the same time the shape of the GUVs is changed. At a single molecule level, we can know the properties of one
protein. Especially by using the sm-SIFA, we can obtain the insertion depth of exact residue. Combining the results
obtained from different ways under the same conditions, we find that tBid itself can induce the model membrane to
permeate, releasing the fluorescent molecules, by oligomerization. What is more, we suggest that the mechanism is that
in oligomers some tBids can be inserted deep into the membrane although in oligomers not all the proteins have the
same insertion depth. It is indicated that the conformations of tBids in oligomers are diversified. We also prove that the
ways we use here are efficient. The GUVs and supported lipid bilayers are indeed tenable model systems. Sm-SIFA has
a grand future in the study of protein and membrane interactions.

Keywords: tBid protein, lipid membrane, apoptosis, single molecule techniques
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