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细胞膜既是保护细胞的重要屏障，也是细胞与外界物质和信息交换的界面。空间总厚度约为10纳
米的细胞膜（含突出于细胞膜两侧的膜蛋白结构）可被视为准二维凝聚相体系。磷脂双层膜及镶
嵌于膜上的众多蛋白质，整体上具有“多重界面复杂流体”的行为和特征。膜本身的二维流动性
和三维起伏涨落为膜蛋白动力学的精密测量造成干扰。膜蛋白动力学的实时精密测量，是膜生物
物理领域的具有挑战的问题。近年来，为解决这一难题，中国科学院物理研究所SM4组发展出针
对体外生物膜模型系统的单分子表面诱导荧光衰逝技术（SIFA）（Nature Communications 7:
12906, 2016）和脂质体包裹荧光悠逝测量技术（lipoFRET）（Angewandte Chemie International
Edition 58: 5577, 2019），分别实现了固体表面支撑的二维脂双层膜界面和三维脂质体双层膜界面
上的生物大分子跨膜动力学的高精度观测，可直观展现跨膜肽以及膜蛋白等在垂直生物膜方向上
的动态过程，并由此获取了相关生物大分子在跨膜过程中的关键动力学信息，为在分子层面揭示
生物膜界面跨膜输运的动力学机理奠定重要基础。上述“干净”的物理模型系统，未能有效应用
于复杂的活细胞膜研究。活细胞中的生物界面体系组分更为复杂，蕴含着更加丰富且重要的生命
过程。

近日，中国科学院物理研究所/北京凝聚态物理国家研究中心软物质物理实验室博士生侯文清、
博士后马东飞和贺小龙等在副研究员陆颖和研究员李明的指导下，以前序发展的高精度物理测量
方法为基础，发展了专门针对活细胞膜界面膜蛋白动力学测量的高精度方法，进而对其机理进行
深入研究。该方法命名为细胞外环境填充荧光受体的荧光共振能量转移（FRET with quenchers in
extracellular environment，简称queenFRET）。该方法应用单点对多点的荧光分子间共振能量转移
（FRET）原理，通过测量荧光标记分子的荧光强度或荧光寿命，可精确观察标记位点的插膜深
度随时间的变化。该方法以好于1纳米（约等于细胞膜总厚度的十分之一）的精度探测细胞膜上
单个膜蛋白的动力学。这是迄今为止检测活细胞膜单个蛋白沿膜法线方向运动的最高精度。应用
这一方法，可解决以往蛋白质与膜相互作用研究中的问题，包括膜蛋白的跨膜动力学、膜蛋白拓
扑结构的动态转变及细胞信号感知与响应等。

细胞膜结构极其复杂。细胞膜上生物大分子的动力学，有些是由其自身的特征和功能决定，有些
是由与其相互作用的其他蛋白质决定。三项技术联用，可以解决这个二选一的难题。例如，如果
是前者，那么在活细胞膜上表现出来的动力学，亦可以在“干净”的模型系统中观察到。如果是
后者，则只能在真实膜系统中观察到。研究人员可以通过在模型系统中融合潜在相互作用对象的
方式，找出决定该蛋白动力学性质的其他生物大分子。以上系列测量方法的优势是无须改变生命
科学实验室普遍采用的商业荧光显微镜的结构和运行模式，便于推广。对膜上的生物大分子进行
荧光标记后，针对不同的研究对象，可采取不同的观察策略。既可以用全内反射荧光显微镜又可
以用共聚焦荧光寿命显微镜对目标进行有效观察：基于全内反射荧光显微镜可以观察贴壁细胞；
基于共聚焦荧光寿命显微镜可以观察不能贴壁的悬浮细胞。
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相关研究成果以Subnanometer-precision measurements of transmembrane motions of biomolecules in
plasma membranes using quenchers in extracellular environment为题，发表在Nano
Letters
上。侯文清、马东飞和贺小龙为论文的共同第一作者，陆颖、李明为论文的共同通讯作者。研究
工作得到科学技术部重点研发计划、国家自然科学基金委员会、中科院前沿科学重点研究计划和
中科院青年创新促进会等的支持。

图1.QueenFRET原理示意图。荧光供体对细胞外填充荧光受体的能量转移
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图2.基于全内反射显微镜的细胞膜内外磷脂分子分析
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图3.基于共聚焦荧光寿命显微镜的细胞膜内外磷脂分子分析
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