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动、静态光散射在线跟踪 DPPC/PA脂质体的聚集、融合过程

邓 林 梁德海鄢
(北京大学化学与分子工程学院,北京分子科学国家实验室,北京 100871)

摘要： 结合动、静激光光散射在线跟踪了经低温培养的二棕榈酰基磷脂酰胆碱/棕榈酸(摩尔比为 1颐2)脂质体在
25-41 益温度范围内的聚集和融合过程.在升温过程中,脂质体的尺寸和相对分子质量明显增大,表明有聚集发
生.另外,尺寸分布出现角度依赖性,证明囊泡结构遭到破坏.而在接下来的降温过程中,粒径和相对分子质量继
续增大,没有回到初始状态.根据光散射结果,我们认为脂质体富集脂肪酸分子的区域随温度升高会发生黏合而
形成聚集,该聚集体形态类似反六方柱状相.融合发生的比例较小.降温过程中的变化表明囊泡是动力学稳定
态,一旦聚集发生,会自发继续进行.

关键词： 脂质体; 囊泡; 相变; 融合; 光散射
中图分类号： O648

Online Monitoring of the Aggregation and Fusion of DPPC/PA by
Static and Dynamic Light Scattering

DENG Lin LIANG De鄄Hai鄢
(Beijing National Laboratory for Molecular Sciences, College of Chemistry and Molecular Engineering,

Peking University, Beijing 100871, P. R. China)

Abstract： Static and dynamic light scattering were employed to monitor the temperature鄄induced aggregation and
fusion processes of liposomes consisting of 1,2鄄dipamitoyl鄄sn鄄glycero鄄3鄄phosphocholine (DPPC) and palmitic acid (PA)
in a molar ratio of 1:2. At 25 to 41 益 , the size and the relative molecular mass of the liposome increased with
increasing temperature indicating the occurrence of aggregation or fusion. Meanwhile, the size showed strong angular
dependence, suggesting that the vesicle structure was at least partially destroyed upon aggregation. During the
subsequent cooling process, the size and relative molecular mass continued to increase. On the basis of these results,
we propose that the aggregation is caused by the adhesion of liposomes in the palmitic acid rich zones. The formed
aggregate had a structure between that of bilayers and inverted hexagonal (HII) packing. Upon aggregation, the ratio of
fusion was small. Our results also indicate that the vesicle was kinetically stable. Once the transition from the gel
state to semi鄄inverted hexagonal (HII) packing was triggered, the aggregation or fusion of the liposome proceeded
automatically.
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脂质体是一类由磷脂分子构成的具有双分子层

结构的囊泡[1].由于其具有和细胞膜类似的结构,因
而在生物、化学、医药等领域得到广泛研究 [2].对脂
质体的热分析研究得知,脂质体可能以一种或多种

液晶态形式存在[3]. 以常用的磷脂分子二棕榈酰基
磷脂酰胆碱(DPPC)为例, 早期文献表明, DPPC 在
41 益时由凝胶相(L茁)转变为液晶相(L琢),该温度被称
为 DPPC 的链融化温度(主相变温度)Tm

[4]. 在 L茁和

001



Acta Phys. 鄄Chim. Sin., 2010 Vol.26

L琢相之间还存在一些小的相态, 如波纹相 P茁忆等[5-6].
由于脂质体双分子层的相态和流动性是脂质体稳定

性的重要决定因素,因此研究这些相态之间的转变
就非常有意义[7].

脂质体的融合是脂质体的一个重要特性,即不
同的脂质体相互靠近时,双分子层结构打开并形成
一个新的较大的脂质体.研究脂质体融合过程对理
解生命现象,如细胞的胞吞作用和神经信号的传递
过程,都有着非常重要的意义.并且脂质体的融合也
会影响对所载药物的释放[8].因此,自上世纪七十年
代以来, 脂质体的融合过程得到了广泛的研究[8-11].
虽然到目前为止,控制脂质体聚集和融合的分子机
理仍不完善,但是,“stalks”中间态的假说被广为接
受[12]. 该理论提出融合的必要条件是磷脂分子形成
非层状的相态,如反转六方柱状相HII和双连续的立

方相 Q.这些相态造成的双分子层缺陷导致了融合
的发生[13].

磷脂酰胆碱/脂肪酸(PC/FA)体系对温度和 pH
有双响应性,常用来研究由温度引导的融合过程.大
量文章报道了链长 [14]、头基 [15]、pH 值 [16]、离子化程

度[17]等因素对 Tm的影响以及 PC/FA配比对相态的
影响[13-14], 并且指出脂肪酸的加入会导致脂质体的
聚集及融合[18].研究表明,在 PC和 FA摩尔比为 1颐2
的囊泡中,长链(碳原子数跃16)脂肪酸可以消除凝胶
相到液晶相的转变(L茁邛L琢), 在更高的温度, 会完全
由凝胶相转变为反六方柱状相或立方相(L茁邛HII/Q),
从而导致大量脂质体聚集并沉淀,该温度也被定义
为形成反六方柱状相临界温度 Th. 并且, 低温培养
的 PC和 FA摩尔比为 1颐2的脂质体, PC和 FA会通
过氢键复合形成共结晶的亚稳凝胶相 L茁.该亚稳相
态会导致脂质体产生侧向相分离而生成膜缺陷,并
随温度变化发生融合[15,19].

动、静态光散射技术是研究胶体、高分子和纳米

粒子体系的有力工具,可以获得尺寸大小和分布,聚
集和解离过程以及构象变化等丰富的信息.但在以
往工作中,人们多采用监测荧光或紫外光强的变化
来跟踪脂质体融合过程,动态光散射偶尔被用来验
证脂质体尺寸大小,因此,所得信息有限.本文旨在
结合动态和静态激光光散射,在线跟踪二棕榈酰基
磷脂酰胆碱/脂肪酸(DPPC/FA)体系在 25-41 益范围
内随温度变化而发生的聚集、融合过程,并验证囊泡
结构的稳定性.

1 实验部分
1.1 试 剂

氯仿(CHCl3,分析纯,北京化学试剂公司).无水
氯化钙浸泡过夜,常压蒸出,密封保存.二棕榈酰基
磷脂酰胆碱 (1, 2鄄Dipamitoyl鄄sn鄄glycero鄄3鄄phospho原
choline (DPPC), 99%, Sigma鄄Aldrich 公司). 棕榈酸
(palmitic acid (PA), 90%, Merck公司).实验中所用水
为 Milli鄄Q(Millipore)超纯水(电阻为 18.2 M赘·cm).
4鄄羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲液(4鄄(2鄄Hydroxyethyl)鄄1鄄
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 北京华美生
物技术公司), 将已知量的 HEPES 和 NaCl 溶于水
中,加入 1 mol·L-1 NaOH溶液调节 pH为 7.4,制得
HEPES缓冲液(10 mmol·L-1 HEPES, 150 mmol·L-1

NaCl).
1.2 脂质体的制备

制备方法同文献[20].在圆底烧瓶中,加入 0.25
mg DPPC, 0.174 mg PA(DPPC和 PA摩尔比为 1颐2),
20 mL氯仿溶解,加入 25 g玻璃珠,在 50 益下旋转
蒸发除去氯仿, 真空干燥 12 h. 加入 25 mL HEPES
缓冲液,在 50 益下水化磷脂膜,振荡,涡旋.将混悬
液置于冰水浴中,用探头式超声 (100 W,有效工作
时间/总工作时间为 75%)破碎 5 min伊2,制得单室脂
质体, 4 益培养 2天.光散射实验前, 将脂质体溶液
通过 0.22 滋m Millipore膜过滤,除去灰尘等杂质，静
置 1 h后使用.
1.3 测试及表征

激光光散射 (laser light scattering, LLS)采用
Brookhaven 公司生产的 BI鄄200SM (相关器为 BI鄄
Turbocorr)系统测定.激光光源为长春新产业光电技
术有限公司的 GXL鄄III型固体激光器(100 mW, 波
长 532 nm).激光出射为垂直偏振,测试角度为 20毅-
120毅.
静态光散射中在 兹角度下测得垂直偏振方向的

时间平均净剩散射光强, 也可以用瑞利比 Rvv(q)表
示, q为散射矢量.光学常数 H, 重均分子量 Mw, 均
方回转半径 Rg,第二维利系数 A2之间的关系为:

HC
Rvv(q)抑 1

Mw
1+ 1

3 R2
gq2蓸 蔀+2A2C (1)

H=4仔2n2(dn/dC)2/(NA姿4
0 ) (2)

q= 4仔n
姿 sin( 兹

2 ) (3)

其中 NA、n、(dn/dC) 和 姿分别是阿佛加德罗常数、溶
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剂的折光指数、溶剂的比折光指数增量以及激光在

真空中的波长. 囊泡结构的静态光散射形状因子
(form factor)为[21]

P(q)= sin(qR)
qR蓸 蔀 2 (4)

动态光散射模式中散射光强的时间相关函数采

用自差频模式测定

G(2)(子)=A[1+茁讦g(1)(子)讦] (5)
其中 A是测量基线, 茁 是相干因子, 子为延迟时间,
而 g(1)(子)是归一化一阶电场时间相关函数.线宽分布
函数 G(祝)采用反拉普拉斯变换程序 CONTIN计算

g(1)(子)=
肄

0乙 G(祝)e-祝子d祝 (6)

平均线宽可以根据祝軓=乙祝G(祝)d祝计算.峰的多分散

度定义为 PDI=滋2/祝軓2,其中 滋2= 乙(祝-祝軓)2G(祝)d祝.此外

祝軓与浓度 C及散射矢量 q有如下关系:

祝軓/q2=D(1+kdC)[1+f(Rgq)2] (7)
其中 D是平动扩散参数, kd是扩散第二维利系数, f
是无量纲常数.当溶液浓度非常稀,影响不大时,将
D外推到零角度, 根据 Stokes鄄Einstein 公式可以得
到流体力学半径 Rh:

Rh=kBT/6仔浊D (8)
其中 kB为波尔兹曼常数, T是绝对温度, 浊是溶液粘
度.

光散射实验在 T=25-41 益范围内,每升高或降
低 2 益,平衡 30 min,散射光强稳定后,进行测量.

2 结果与讨论
2.1 DPPC/PA脂质体的光散射表征

图 1 是 DPPC/PA 脂质体在五个不同角度(兹=
90毅, 75毅, 60毅, 45毅, 30毅)下的粒径(Rh,app)分布图, 内插
图是该脂质体的静态光散射(SLS)结果.由图可以看
出在五个角度下,只观察到分布较窄的单峰,且无明
显角度依赖性,表明所形成结构为囊泡.囊泡结构还
可以通过结构参数(Rg/Rh)来验证.由文献可知,实心
圆球和无规柔性链所对应的结构参数分别是 0.775
和 1.5,而中空球的理论值是 1.0[22-23].由图 1可求得
Rh=89.4 nm, 根据公式(1), 由内插图计算可得 Rg=
93.5 nm,其比值 Rg/Rh=1.05.确证为囊泡结构[24].
2.2 升温过程中脂质体的变化

单一组分脂类构成的脂质体在温度小于 Tm时

能够保持囊泡结构的稳定[7].但是,对于含有脂肪酸
的二元脂类脂质体来说,结构会随着温度的升高发
生聚集、破裂、融合等现象.本文研究了 T=25-41 益
范围内,升温和降温两个过程中, DPPC/PA脂质体
体系的变化.图 2为升温过程中,在选定的温度 T=
25, 31, 37, 41 益,脂质体粒径分布的对比.可以看出,
随着温度的升高,粒径保持一个单峰的分布,但分布
变宽,粒径变大,并出现角度依赖性,证明囊泡体系
遭到破坏.

图 3A为外推到零散射角度下, 流体力学半径
Rh随温度的变化曲线. 随着温度的升高,脂质体的
粒径从 25 益时的 89.4 nm 提高到 41 益时的 140
nm.在整个变化过程中,没有明显的拐点,说明该脂
质体体系在该温度范围内没有突变,没有大的相变.
图 3B将 4个不同温度(25、31、37、41 益)脂质体的静
态数据进行对比,可以清晰地看出脂质体的相对分
子质量(q邛0, HC/Rvv=1/Mw)随着温度的升高而增加.
对于 DPPC/PA(摩尔比为 1颐2)脂质体体系, 在 T约Tm

时,由于大量长链脂肪酸的存在,磷脂分子难以保持
稳定的凝胶态结构(L茁);并且由于低温培养,产生一
种共晶体的结构.随着温度的升高, DPPC和 PA间
的氢键被破坏,共晶体消失,链运动能力增强,脂质
体膜缺陷产生,导致聚集、融合,甚至破裂.图 2中没
有观察到小尺寸粒子出现,而且 Rh和分子量随温度

显著增加(图 3),这都表明脂质体的破裂是可以忽略
的.聚集或者通过融合而形成非对称的囊泡结构应
该是占主导的,这与粒子分布随温度增加出现角度
依赖性是相符的.在更高的温度下,脂质体会因缺陷
过大和剧烈的聚集而发生相分离,但我们更感兴趣

图 1 25益下 DPPC/PA脂质体的粒径(Rh,app)分布
Fig.1 Size (Rh,app) distribution of DPPC/PA

liposome at 25益
Inset is the SLS result.
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的是相变前降温对体系的影响.
2.3 降温过程中脂质体的变化

图 4是同一体系在降温过程中粒径的分布.随
着温度的降低,粒径仍然保持一个单峰的分布,并且
逐渐变宽,粒径也有变大的趋势,说明体系中仍然有
较大粒子的生成.降温无法使脂质体回到初始状态,
这也说明脂质体是一个非热力学平衡的体系,一旦

引发融合或聚集,该过程会自发进行.
图 5A为外推到零散射角度下, 流体力学半径

Rh随温度降低的变化曲线. 随着温度的降低,脂质
体的粒径仍然在不断增长.整个过程可以分为两个
部分: 41-37 益时,脂质体粒径快速上升,聚集和融
合仍然占主导地位; 37-25 益时,粒径增速减缓. 图
5B将 4个不同温度(41、37、31、25 益)下脂质体的静

图 2 升温过程中 DPPC/PA脂质体在不同温度下的粒径分布
Fig.2 Rh,app distribution of DPPC/PA liposome at different temperatures during the heating process

图 3 升温过程中 DPPC/PA脂质体在不同温度下零角度的流体力学半径(A)和静态光散射图(B)
Fig.3 Rh (A) and SLS results(B) of DPPC/PA liposome in HEPES buffer at

different temperature during the heating process

004



No.X 邓 林等：动、静态光散射在线跟踪 DPPC/PA脂质体的聚集、融合过程

态数据进行了对比.可以看出脂质体的相对分子质
量随温度也在增加.重新降温到 25 益时,脂质体的
Rh是升温前的 164/89.4=1.8倍,相对分子质量是升
温前的 3.7倍.如果仅有融合过程存在,那么分子量
增加的倍数应该是粒径增加倍数的平方(即 1.82=
3.24倍).我们得到的结果比 3.24要大,说明有比较
密集的堆积发生.

2.4 变温过程中脂质体结构的稳定性

根据光散射理论,囊泡结构的形状因子符合公
式(4).如图 6A所示,初始脂质体的光强角度分布与
拟合曲线比较一致, 证明其为囊泡结构[21,25-26]. 误差
可能是囊泡的多分散性引起的.但在升温或降温过
程中所测得的曲线(图 6(B, C))与理论拟合结果有较
大偏离,说明囊泡结构遭到破坏,这与图 2和图 4的

图 4 降温过程中 DPPC/PA脂质体在不同温度下的粒径分布
Fig.4 Rh,app distribution of DPPC/PA liposome at different temperatures during the cooling process

图 5 降温过程中在不同温度下 DPPC/PA脂质体在零角度的流体力学半径(A)和静态光散射图(B)
Fig.5 Rh (A) and SLS results (B) of DPPC/PA liposome at different temperature during the cooling process

Inset in (B) shows the temperature dependence of the relative molecular mass.
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结果一致.另外我们还测定了变温实验后, Rvh散射

模式下的粒径分布(散射角为 30毅).由于激光为偏振
光,对各向同性体系而言,在垂直于偏振光方向的散
射可以忽略不计.如图 6D所示, DPPC/PA脂质体在
降温到 25 益时, Rvh有很强的散射,说明体系中存在
着一定的各项异性.一则是融合过程中,囊泡的对称
结构发生了改变,二则是聚集体结构存在特定取向.

综合以上光散射结果,并结合文献中关于磷脂
酰胆碱/脂肪酸(PC/FA)体系随温度发生相变的报
道[13,15,17],我们认为 25-41 益的温度变化过程是由脂
质体由凝胶相到类反六方柱状相的转变引起的.脂
质体是由磷脂分子构成的具有双分子层结构的囊

泡,各个囊泡在水中相互排斥保持了一定的稳定性.
然而对于粒径较小的脂质体,由于脂质膜表面的张
力和曲率的影响,倾向于融合形成较大的脂质体.对
于单一组分的脂质体,缺乏外加的影响促进它的融
合或聚集.而大量脂肪酸的加入破坏了磷脂分子烷
基链之间的协同作用,也就是破坏了磷脂分子的凝
胶态,并且能够随温度的升高加剧这一影响.不同囊

泡上的富含脂肪酸的区域倾向于形成胶束并在脂质

膜表面形成缺陷位置.由于整个囊泡上的缺陷部位
扩大造成整个囊泡的不稳定,从而导致囊泡的聚集
及融合.当升温超过 42 益时, DPPC/PA脂质体开始
沉淀,直到其 Th温度,沉淀物呈反六方柱状相堆积
[27].但在相变点之前,由于脂肪酸分子的流动性,脂
质体会在富集脂肪酸分子的区域发生黏合,黏合区
呈类反六方柱状相,也就是过渡态.这种聚集随温度
升高而加剧,表现为尺寸和分子量的增加(图 3). 由
于聚集偏离了囊泡结构,从而表现出角度依赖性.另
外,由于囊泡是动力学稳定态,即便温度降低,聚集
仍然会发生(图 5). 类反六方柱状相具有一定的取
向,因而 Rvh方向有散射峰出现. 相对于聚集体, 脂
质体融合形成大囊泡的比例比较小。

3 结 论
结合动、静态激光光散射,我们跟踪了 DPPC/

PA脂质体随温度的变化过程,并获得了关于 DPPC/
PA脂质体聚集过程的大量信息,例如分子量,形态,

图 6 变温实验中 DPPC/PA脂质体结构的不稳定性(A-C)和脂质体的各项异性(D)
Fig.6 Unstability (A-C) and anisotropic structure (D) of DPPC/PA liposome at different temperature

006



No.X 邓 林等：动、静态光散射在线跟踪 DPPC/PA脂质体的聚集、融合过程

尺寸及其分布的变化规律;通过对数据拟合结果与
光散射理论公式进行对比,可以观察到聚集和融合
现象的共存;光散射各项异性结果也对经典的聚集鄄
“stalk”中间态鄄融合这一理论是有力的补充.通过光
散射的运用,对脂质体融合和聚集机理有了更深一
步的认识.从而也证明了动、静态光散射可以获得荧
光共振能量转移技术所得不到的关于脂质体融合机

理的信息.
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