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基于支撑磷脂双层膜 (SLB)的生物传感器越来越多地被用于快速测定抗原、检测细胞色素等. 囊泡在衬

底的吸附和自发破裂可形成 SLB, 最近的研究强调在此过程中考察个体囊泡吸附和破裂的重要性. 本研究利

用全内反射荧光显微镜 (TIRFM) 实时监测荧光标记的纳米级个体囊泡的吸附、破裂, 追踪片层前沿成长动

力学过程. 结合带耗散的石英晶体微天平 (QCM-D)的表征和分析, 发现囊泡尺寸对片层前沿成长有显著影

响. 通过片层前沿平均成长速度 (  )定量分析片层成长, 不同尺寸囊泡的   数量级差异. 理论分析小

囊泡具有较高的表面浓度 (C)和扩散性, 加快了片层前沿成长, 与实验值能够较好地符合. 此外, 通过全局成

长理论模型, 解释了对于相同的片层,前沿加速成长主要取决于 C 和囊泡破裂时的磷脂丢失率. 计算的小囊

泡成片层的磷脂丢失率略大于大囊泡, 但更大差异的 C 是片层加速成长程度不同的关键. 囊泡供应影响片层

前沿成长的机理诠释深化了磷脂在界面再组装的认识.
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1   引　言

生物膜与细胞的能量转换、信息传递以及物质

运输等生物活动密切相关. 为了简化生物膜体系,

开发出多种仿生膜模型. 其中磷脂支撑膜 (SLB)

具有与生物膜相近的生物物理性质、极高的稳定

性, 可通过多种表征手段研究其形成过程, 应用前

景广阔. 文献 [1−5]基于 SLB等仿生膜体系, 开展

了一系列膜物理机理与传感应用研究.

SLB的深入应用要求研究者考察囊泡在衬底

吸附、形变破裂等相应的动力学过程, 得到可控实

验参数来制备高质量仿生膜 [6]. 有文献报道了使用

具有耗散监测的石英晶体微天平 (QCM-D)[7]、表

面等离振子共振 (SPR)[8] 等群体表征手段来考察

多种实验条件对 SLB形成的影响. 如囊泡特性 (磷

脂组分 [7]、囊泡大小 [9,10])、环境条件 (温度 [9,11]、离

子类型 [12,13]、溶液 pH值 [14]、盐浓度 [15])和衬底特

性 (原子组成 [16]、表面处理方法 [17]). 研究者们普遍

认为囊泡可在衬底上形成完整的囊泡吸附层或破

裂形成支撑膜. 当吸附囊泡密度超过临界覆盖密度

时才会发生破裂 [18,19]. 囊泡破裂的速度取决于吸附
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过程中囊泡的形变 [20,21]. 一般来说, 随着囊泡尺寸

的增大, 其在表面形变越大, 破裂率可能更高 [22,23].

然而小囊泡的膜曲率较大, 这可能会促进破裂 [24,25].

Reimhult等 [9] 发现, 减小囊泡尺寸可以加快囊泡

向 SLB的转变. 不一致的实验结果增加了研究的

不确定性. 此外, 由于很难捕捉单囊泡吸附和破裂

的动力学行为, 囊泡在衬底破裂后形成完整支撑膜

的中间步骤仍未得到清晰的理解.

为了进一步研究囊泡向支撑膜转变中重要的

阶段, 使用荧光显微镜、原子力显微镜 (AFM)[7]、

干涉散射显微镜技术 (iSCAT)[26] 等个体表征手段

考察囊泡在衬底表面的组装. AFM研究表明, 单

个的囊泡可以破裂形成片层结构 [7], 该结构的边界

存在磷脂排布缺陷; 之后实验发现片层边缘增强了

囊泡与表面的黏附性并诱导囊泡破裂, 从而催化

了 SLB的形成 [27]; Andrecka等 [26] 研究表明, 只有

在多个囊泡紧密接触条件下, 片层结构才能发生波

状推进形成完整的 SLB; Hook课题组 [28] 最近报道

了片层前沿加速成长. 所有研究均表明, 片层结构

在形成支撑膜过程中的重要性, 但片层加速成长本

质尚不清楚. 不同因素譬如磷脂组分、囊泡尺寸等

如何调控片层的前沿成长仍需探究.

vafv

本文在个体囊泡水平上重点考察了囊泡向支

撑膜转变过程中片层的前沿成长. 全内反射荧光显

微镜 (TIRFM)可实时监测荧光标记的单纳米囊泡

在衬底的再组装, 捕获囊泡破裂后形成片层结构的

过程, 追踪片层前沿成长动力学. 通过片层前沿平

均成长速度 (  )定量描述不同尺寸囊泡破裂产

生的片层前沿成长. 此外, 使用全局成长模型理解

了片层前沿成长的关键调控物理参量. 研究为 SLB

的可控制备与应用提供了参考 [5,29]. 

2   实验部分
 

2.1    磷脂囊泡的制备

囊泡通过挤出法制备 [30]. 将 DOPC中掺杂 1%

的 DiI荧光染料, 氯仿溶剂通过真空干燥箱除去.

在摇床中水化得到多层磷脂囊泡, 分别使用 100和

30 nm孔径的聚碳酸酯膜挤出器 (Avanti Polar Li-

pids)制备单层囊泡 (补充信息中动态光散射表征

后对应尺寸为 112和 40 nm). 

2.2    全内反射荧光显微镜观察

基于 OlympusIX-81 TIRFM采集了囊泡在玻

璃表面的沉积过程. 将硅胶片黏贴在干净硼硅酸盐

玻璃上形成舱室, 在静置条件下观测囊泡向支撑膜

的转变. 温度通过 InstecHCS60冷热台控制在 25 ℃.

使用 ImageJ软件统计片层数量、面积和囊泡数量.

误差棒表示三次重复实验的结果. 

2.3    片层前沿成长速度计算

lmin

lmin ∆t

vfv

片层前沿成长速度是基于显微镜前后图像中

边界间的最短距离  确定的. ImageJ软件标定片

层边缘所有像素点的坐标, 使用自编的 Python代

码计算出   . 拍照时间间隔为   , 利用 (1)式计

算片层前沿成长速度  : 

vfv = lmin/∆t. (1)

vafv = v̄fv

定义片层前沿平均成长速度为单个片层结构

前沿成长速度的平均值:   . 

3   结果与讨论

使用 TIRFM在硼硅酸盐玻璃上观察单囊泡

形成 SLB的动力学过程. 采用渐消逝波激发玻璃-

水界面处的荧光样品, 该显微技术能够快速获取低

背景荧光的信息. 混掺标记和未标记的囊泡混合

物, 提高了单个磷脂组装结构 (囊泡/片层)的辨识

度. 通过这种方式, 能够实时监测并追踪吸附囊泡

的表面密度, 观察初始片层的形成, 并研究片层的

成长动力学.

所有实验均在 PDMS舱中静置的条件下进行.

图 1给出了 SLB形成过程中的荧光图像, 其中吸

附囊泡为荧光强度较高的圆点; 随着囊泡破裂形成

支撑膜, 出现荧光强度偏低的片层结构 (红色箭头

标记). 囊泡向片层结构转变, 荧光强度降低, 源于

单位吸附投影面积磷脂层数的降低、标记与未标记

磷脂结构间的融合. 随着片层结构面积的提高, 最

终形成完整的支撑膜结构.

采用直径为 40和 112 nm两种尺寸囊泡, 定

量考察了片层成长的动力学过程. 首先, 片层数量小

幅提高 (图 2(a)), 片层所占面积缓慢增长 (图 2(b)),

表明囊泡破裂形成片层结构, 该过程占据了整体成

膜时间的约 60%—70%; 随后, 片层数量达到峰值

并降低, 同时片层所占面积快速增大. 表明囊泡形

成大量片层结构后, 片层间大量融合并迅速形成了

完整的支撑膜. 但 40 nm囊泡达到转变峰值的时

间 (14 min)明显早于 112 nm囊泡 (50 min). 说明

尺寸较小的囊泡更易向片层结构转变. 图 2(c)和
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图 2(d)给出了不同尺寸囊泡在同时段的图像, 可

以观察到小尺寸囊泡有更多的低荧光强度片层面

积、数量, 并实现了片层间的连接; 与之相对, 大尺

寸囊泡的数量、面积增长缓慢.

lmin

∆t vfv

vfv ≈ lmin/∆t vafv = v̄fv

采用前沿成长速度描述了片层成长. 将相邻时

间图片中片层边界之间的最短距离 (  )与拍照

时间间隔 (  )之比定义为前沿成长速度 (  ),

 , 某给定时刻的平均成长速度  .

vafv

vafv

vafv

发现  随时间变大, 说明片层的成长是随时间逐

渐加速的. 这与其他物理、化学过程中众多的前沿

成长存在显著差异 (一般为恒定或逐渐降低), 是囊

泡向支撑膜转变体系特有的动力学现象, 下文将进

行细致的定量阐述. 图 3给出在 773 s的记录时间

内, 112 nm囊泡的  值 (<10 nm/s)与 40 nm囊

泡的  值 (10—102 nm/s)存在量级区别, 这与之

前观测到的小囊泡更易向片层结构转变是一致的.

 

28 s 78 s 3170 s 4478 s

图 1    支撑双层膜形成的动力学过程: 四张典型 TIRFM照片显示了 SLB形成过程的不同阶段. 第一次观测到的囊泡破裂用红

色箭头标记表示形成了初始片层. 比例尺为 20 µm

Fig. 1. Spatiotemporal  kinetics  of  the  SLB formation:  Four  typical  TIRFM images  illustrating  different  stages  of  SLB formation.

The first observed vesicle rupture is marked with red arrows to indicate the formation of the initial patch. The scale bar is 20 µm. 
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图 2    定量两种囊泡尺寸下, 片层成长动力学 (统计区域为 5812 µm2)　(a) 片层数量随时间 (t)变化; (b) 片层归一化面积随时间

的变化, 插图为局域放大图; (c) 112 nm囊泡与 (d) 40 nm囊泡的 TIRFM图像. 比例尺为 20 µm

Fig. 2. The kinetics of patch growth was quantitatively investigated using two vesicle samples with different sizes (Area of interest

is 5812 µm2): (a) The number of patches changes with time (t); (b) the normalized area of patches changes with time. The inset

shows the data on enlarged scales; TIRFM images of (c) 112 nm vesicles and (d) 40 nm vesicles. The scale bar is 20 µm. 
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图 4(a) 给出了不同尺寸囊泡形成初始片层、

片层数量峰值以及完全成膜的时间. 发现囊泡尺寸

对形成初始片层的时间没有明显影响, 但对后两个

阶段影响较明显. 相对于 40 nm囊泡, 112 nm囊
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vafv图 3    片层成长期间观察到的代表性图像以及   对时间的依赖性, 颜色指代了其前沿的成长速度　(a) 112 nm囊泡; (b) 40 nm

囊泡. 比例尺为 20 µm

vafvFig. 3. Representative images observed during the patch growth and the dependence of    on t, colors refer to the growth rate of

patch boundary: (a) 112 nm vesicles; (b) 40 nm vesicles. The scale bar is 20 µm. 
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图 4    (a) 通过 TIRFM表征不同尺寸囊泡初始片层形成、片层数量达到峰值及完全成膜的时间; (b) 囊泡数量与随时间变化 (统

计区域为 5812 µm2); (c) 通过 QCM-D表征不同尺寸囊泡的吸附与成膜

Fig. 4. (a) The time spent for the initial patch formation, the maximum of patch number, and complete SLB formation using ves-

icles with different sizes, characterized by TIRFM; (b) The number of vesicles changes with time (The area of interest is 5812 µm2);

(c) The vesicle-to-SLB transformation using vesicles with different sizes, characterized by QCM-D. 
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泡实验中片层达到加速成长和完全形成支撑膜的

时间均增长了约 2.8—3.4倍. 说明不同尺寸囊泡对

片层成长的影响强于片层产生的影响. 此外, 对吸

附囊泡的数量进行了统计 (图 4(b)), 发现囊泡数

先增加后减少, 表明囊泡数量发生了由吸附主导向

破裂成片层主导的转变. 对于该转变, 小囊泡所消

耗的时间也显著短于大囊泡.

另采用 QCM-D对成膜动力学进行了表征

(图 4(c)). 该技术基于压电石英晶体的共振频率

(Df)和能量耗散 (DD)的偏移, 获取了二氧化硅表

面吸附物质的质量与黏质性变化 . 实验发现 ,

–Df 和 DD 随时间先增加, 表明衬底表面吸附了高

黏滞性的囊泡. 随后二者减小, 表明囊泡逐渐破裂

释放出内含水, 形成高刚性的片层结构. 40 nm囊

泡的 Df 和 DD 变化转折时间均短于 112 nm囊

泡, 证实了小囊泡更迅速地向片层结构转变. 最终

两者的 Df 和 DD 平衡在–25 Hz, DD < 1 × 10–6,

表明都形成了完整的支撑双层膜. 在 QCM-D实验

的二氧化硅衬底和 TIRFM实验的玻璃衬底上, 小

囊泡均展现出更强的片层形成效率, 表明该结果是

不依赖于衬底种类的.

更为重要的是 , 玻璃表面吸附的囊泡数量、

QCM-D表面的囊泡吸附质量变化均具有显著的

囊泡尺寸依赖性. 如图 4(b), 40 nm囊泡吸附数量

在 600 s即达到峰值 (约 1400个), 而 112 nm囊泡

吸附数量在 1000 s才达到峰值 (约 480个). 该统

计不包含囊泡破裂造成的吸附数量损失, 下文将对

囊泡吸附动力学进行深入的定量研究. 同时, 图 4(c)

∆显示 40 nm囊泡造成的   下降快于 112 nm囊泡,

说明小尺寸的囊泡更利于吸附质量 (含水)增长.

因此, 囊泡吸附数量与质量统计结果均表明, 磷脂

向衬底的输运效率是与囊泡尺寸相关的.

理论上, 囊泡的尺寸越大, 它在衬底表面的形

变越大. 囊泡形变产生的高膜张力与局域高曲率均

造成了膜结构稳定性的下降 (易破裂)[22,23,31]. 但本

文和之前报道的实验 [9] 均发现小囊泡更快地形成

了支撑膜. 该不一致性可能与衬底的表面囊泡浓

度 (即囊泡向衬底的供给效率)相关. 在实验囊泡

浓度下, 囊泡向底面吸附过程符合扩散受限动力学

模型 [20]. 在该模型中, 单位支撑面积的扩散通量定

义为 

J =

(
D

πt

)1/2

n, (2)

D cm2/s n

mol/m3 D = kBT/ (6πηR) kB

η

dC/dt = J

其中   为扩散系数 (  ),    为溶液中囊泡浓度

(  ).    , 其中   为玻尔兹曼

常数, T 为温度,   为黏滞性, R 为囊泡半径. 表面

浓度和扩散通量满足关系  . 从而得到囊

泡的表面浓度 (C, cm–2): 

C = 2π−1/2(Dt)
1/2

n. (3)

表面浓度随扩散系数的增大、时间的延长和囊

泡浓度的增大而增大. 由 (3)式可得, 在任意时刻,

40与 112 nm囊泡的表面浓度均相差一个量级. 同

时, 在荧光图像中选取未破裂的区域 (图 5(a)), 对

囊泡的表面浓度进行了统计, 发现在初始 500 s,

40与 112 nm囊泡的表面浓度之比在 7—11之间.
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图 5    扩散受限的囊泡吸附动力学　(a) 40 nm (上)和 112 nm (下)的囊泡表面浓度随时间变化的 TIRFM图像; (b) 吸附囊泡数

量的实验统计与理论计算值. 比例尺为 20 µm

Fig. 5. Diffusion-limited kinetics of vesicle adsorption: (a) TIRFM images of surface-attached vesicles, whose concentration changes

with  time.  Vesicle  diameter  =  40 nm  (upper)  and  112 nm  (lower);  (b)  Experimental  statistics  and  theoretical  estimation  of  the

number of adsorbed vesicles. The scale bar is 20 µm. 
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图 5(b)显示数值计算的表面浓度与实验统计值基

本符合. 因此, 理论与实验均说明, 囊泡尺寸的改

变产生了囊泡表面浓度跨量级的变化.

rf (t)

rf (t) rf (t−∆t)

πr2f (t−∆t)C

πr2f (t) = πr2f (t−∆t) 4πR2θC rf (t) = βrf (t−
∆t)

为了阐明尺寸带来的供给差异是否产生了片

层前沿成长的差异, 采用全局成长 (GGM)和局域

成长 (LGM)两种模型进行分析 [28]. 假定吸附的半

球形囊泡-衬底接触区域的半径等于囊泡半径 R,

片层以恒定的速度常数 k(由片层前沿的表面能决

定)诱导与之接触的囊泡破裂形成多层磷脂膜堆叠

结构 [19]. GGM认为 [28] 多层磷脂膜堆叠结构能够

迅速再组装, 其中 q 比例的磷脂与半径为   的

圆形片层相结合 (其余磷脂形成多层磷脂膜或断裂

丢失) [32]. 即单个囊泡破裂可导致片层面积增加 4πR2

q. 而  的片层是由位于  之内的囊泡破

裂形成的. 形成片层的囊泡数为  . 因

此,    或   

 , 这里: 

β =
(
4πR2θC

)1/2
. (4)

由此可得: 

drf
dt

=
rf (t)− rf (t−∆t)

∆t

=
[
1−

(
4πR2θC

)−1/2
]
krf (t)

= [1− (1/β)]krf (t) , (5)
 

rf = rf (0) exp {[1− (1/β)]kt} , (6)

rf (0)这里  为初始的片层半径.

rf rf (t+∆t) =

rf (t) + αR t ≫ ∆t rf (t) = αkRt

而 LGM认为 [28], 囊泡破裂时, 释放的磷脂再

组装能力弱. 该囊泡破裂形成多层磷脂膜堆叠结构

与早期片层的重叠部分不对片层面积的成长产生

贡献.    单位时间的增量与 R 相关:   

 . 当   时满足   , 其中

a 是无量纲因数 (与囊泡表面浓度和形变相关)[28].

β

由于多层磷脂膜堆叠结构的再组装依赖于磷

脂膜与衬底间的吸引作用 [33]. 因此 LGM适用于弱

的吸引作用条件 (如囊泡与衬底存在静电排斥),

而 GGM适用于强的吸引作用条件. 选取两个近圆

的片层 (图 6(a))考察了本文实验中片层前沿成长

动力学. 图 6(b)给出了两个模型下实验数据的拟

合结果, 相较于 LGM, 本文实验中的片层前沿成

长更符合 GGM. 40与 112 nm囊泡拟合获得的  

值分别约为 1.14和 1.08. 由 (3)式可得 ,  40与

112 nm囊泡的 C 值之比为 10.5. 计算可得两者的

θ θ β

θ

β

rf

rf

θ

 值之比为 0.92. 即 C 的差异远大于  . 而  的差异

取决于 C 与   的乘积 ((4)式), 因此对于同样的片

层, 囊泡尺寸造成的片层成长速率 (由  反映)的不

同主要由 C 主导. 同时 GGM模型中, 各时刻片层

前沿的成长速度主要由  与 C 决定 ((5)式). 而根

据 (6)式与 (3)式,    与 C 随时间增长, 即片层总

能够在下一时刻诱导更大面积、更高表面浓度的囊

泡破裂, 因此片层结构呈现出加速成长 (图 3). 拟

合还给出大小囊泡的  值, 反映片层成长时磷脂丢

失是存在区别的. 小囊泡的磷脂丢失率略大于大囊

泡, 原因可能是囊泡表面浓度越高, 片层成长造成

的磷脂丢失比例越高. 我们将在后续的研究中继续

探索囊泡尺寸影响成膜过程中磷脂丢失率的物理

机理.
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图  6    片层的半径随 kt 的变化　(a)选用的 40和 112 nm

囊泡形成的片层; (b) 两种尺寸囊泡的片层成长的全局 (实

线)和局域 (虚线)模型拟合. 比例尺为 20 µm
Fig. 6. Radius  of  the  patch  changes  as  a  function  of  kt:

(a) Patches formed by 40 and 112 nm vesicles; (b) fit of the

experimental data to the GGM and LGM using the vesicles

with two sizes. The scale bar is 20 µm. 

4   结　论

本文通过 TIRFM和 QCM-D结合的表征手

段, 研究了不同尺寸囊泡条件下片层前沿的成长动

力学. 与之前其他实验中研究囊泡破裂的方法相

比, 混掺标记和未标记的囊泡混合物, 提高了单个
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磷脂组装结构的辨识度. TIRFM能够快速获取低

背景荧光的信息, 捕捉囊泡破裂后形成的片层结构

及其成长的动力学. 我们观察到囊泡尺寸不同, 成

膜所经历阶段大致相似, 但片层的数量、面积、前

沿成长速度具有显著差异. 发现片层成长符合全局

模型, 囊泡表面浓度是产生片层成长差异的主要因

素. 囊泡吸附符合扩散受限模型, 因此小囊泡产生

的片层成长显著快于大囊泡. 本研究深化了片层成

长机制的认识, 为支撑磷脂膜在仿细胞载药和生物

芯片体系中的优化设计与可控制备提供参考.
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Abstract

vafv vafv

Supported lipid bilayer (SLB) based biosensors possess biomedical applications such as in rapid detection of

antigens and cytochromes. It is generally believed that the SLB can be formed by adsorbing and spontaneously

rupturing  vesicles  on  substrate.  Recent  findings  highlight  the  importance  of  investigating  the  adsorption  and

rupture  of  individual  vesicles  during  the  SLB  formation.  Here,  we  use  total  internal  reflection  fluorescence

microscopy  (TIRFM)  to  characterize  the  spatiotemporal  kinetics  of  the  front  spreading  at  patch  boundary.

Owing  to  the  mixture  of  labeled  and  unlabeled  vesicles  individual  vesicle  or  patch  on  the  surface  can  be

identified. The TIRFM is employed to investigate the adsorption, rupture of vesicles, and spreading of the patch

front.  Combining  quartz  crystal  microbalance  with  dissipation  monitoring  (QCM-D)  and  TIRFM

characterizations,  we  find  that  the  size  of  vesicle  has  a  significant  effect  on  the  front  spreading  at  the  patch

boundary.  Quantification  of  the  number  of  patches  and  patches  area  displays  that  smaller  vesicles  are  more

prone to the formation of patches. The front spreading at the patch boundary is analyzed quantitatively using

the average front growth velocity (  ), which indicates that the   of 40-nm vesicles is one order of magnitude

larger than that of the 112 nm vesicles. Both theoretical analysis and experimental observation show that the

smaller vesicles can attain the higher concentration on the surface (C) and high diffusivity in the medium. The

global  growth theoretical  model  (GGM) presents  that  for  the  patches  with the  same surface  area  and vesicle

exposure time, the growth of the patch depends on C and lipid loss percentage during the vesicle rupture. The

calculated  lipid  loss  of  the  smaller  vesicles  is  slightly  higher  than that  of  the  larger  vesicles,  while C plays  a

dominating  role  in  determining  the  disparity  of  the  patch  growth  between  the  different  vesicles.  This  study

promotes the understanding of the growth mechanism of patches on the surface. It demonstates the critcial role

of the supply of vesicles in this process and provides an enlightenment for investigating the reassembly of lipids

on a nanoscale.

Keywords: vesicle size, surface concentration, front growth at patch boundary, global growth model
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