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В работе рассматривается теоретическая модель, описывающая экспериментальные данные по
электрофоретической подвижности липосом из смесей заряженного (кардиолипин) и нейтрально-
го (фосфатидилхолин) липидов с адсорбированными на них молекулами полилизина. Эксперимен-
тальные данные показывают зависимость дзета-потенциала от концентрации адсорбированного
полилизина. Предложенная модель используется для определения физически измеряемых характе-
ристик, описывающих систему: толщины адсорбированного слоя полимера, доли площади, заня-
той полимером в условиях насыщении, и константы связывания полимера с поверхностью липо-
сом. Проведенные расчеты показывают, что обратимость адсорбции резко падает при увеличении
размеров молекул адсорбируемого полимера. Представленная модель объясняет поведение точки
нулевого заряда при варьировании параметров системы. Она не ограничивается конкретным типом
полимера и фосфолипидов и потому может быть применена для исследования адсорбции других
биологически значимых синтетических поликатионов и полипептидов.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди биомедицинских технологий в настоя-

щее время одним из наиболее актуальных направ-
лений является разработка поликатионных мем-
бранотропных лекарств и противомикробных
препаратов, биоцидов [1]. Они используются в
различных областях медицины и технологии, та-
ких, как антимикробная терапия [2], консервиро-
вание пищи [3], иммуностимуляция [4] и др.
К числу наиболее изученных полимеров следует
отнести полиэтиленимин [5], полиалиламин [6] и
полилизин (ПЛ) [7, 8]. Судя по литературным
данным, адсорбция таких поликатионов на по-
верхности клеток определяется, прежде всего,
электростатическими взаимодействиями, по-
скольку клеточные стенки в большинстве случаев
имеют отрицательный заряд благодаря присут-
ствию анионных фосфолипидов в липидном мат-
риксе. В литературе описано немало примеров,
когда поликатионы линейного типа практически
не сорбируются на мембранах из незаряженных
липидов (например, из фосфатидилхолина), но
предпочтительно взаимодействуют с анионными
липидами в составе мембран (фосфатидилглице-
рином, фосфатидилсерином и кардиолипином)

[6, 9–16]. Важно отметить, что размеры макромо-
лекул полимера существенно влияют как на про-
цесс адсорбции, так и на вызванные ими измене-
ния в латеральной структуре мембран. В частно-
сти, поликатионы способны вызывать агрегацию
отрицательно заряженных липидов вблизи места
адсорбции [13, 17] и в ряде случаев приводить к
миграции отрицательно заряженных липидов из
внутреннего монослоя мембран на внешний
(флип-флоп) [18], а достаточно большие поли-
пептиды на основе лизина и аргинина нарушают
целостность мембран [8]. Согласно данным рабо-
ты [19], длинные молекулы полилизина в отличие
от коротких формируют на поверхности мембран
бета-структуры, которые в зависимости от фазо-
вого состояния липидного бислоя различным об-
разом влияют на его стабильность. Конечно, уча-
стие поликатионов в образовании дефектов мем-
бран во многом зависит от наличия у них
гидрофобных фрагментов и боковых углеводо-
родных цепочек, однако характер электростати-
ческих взаимодействий с поверхностью мембран
остается при этом идентичными для большин-
ства полиэлектролитов [20]. Поэтому для иссле-
дования таких взаимодействий особое значение
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имеют электрокинетические измерения, позво-
ляющие контролировать подвижность клеток и
их липидных моделей, липосом, в электрическом
поле, когда на их поверхности присутствуют
заряженные макромолекулы. К сожалению, по-
лучаемые при этом результаты обычно интерпре-
тируются лишь качественно и с большими оговор-
ками, а детальный теоретический анализ равно-
весной адсорбции больших молекул представляет
собой сложную задачу с большим количеством
недоступных для экспериментальной проверки
параметров (см., например, [21–23]). Более того,
чрезвычайно высокая эффективность адсорбции
больших поликатионов, обнаруживаемая в элек-
трокинетических измерениях, заставляет сомне-
ваться, что они находятся в равновесии с поверх-
ностью и адсорбируются на ней практически не-
обратимо [9]: это допущение может оказаться
зависящим от конкретных условий наблюдения.

В данной работе мы предлагаем достаточно
простую теоретическую модель, которая помога-
ет количественно описать опубликованные ранее
электрокинетические данные с использованием
небольшого числа физически обоснованных па-
раметров системы. Модель позволяет оценить ха-
рактер заполнения поверхности липосом линей-
ными поликатионами и сделать определенные
предсказания относительно геометрических и
электрических свойств полимерного слоя, до-
ступные для экспериментальной проверки.

Предлагаемая модель принимает во внимание
достоверно установленные факты, обнаружен-
ные ранее при электрокинетическом исследова-
нии суспензий липосом в присутствии полипеп-
тидов разной молекулярной массы на основе
лизина, результаты которого опубликованы в не-
скольких работах [9–12].

1. Образование локальных структур в присут-
ствии ПЛ происходит исключительно на отрица-
тельно заряженных доменах фосфолипидов. Этот
факт подтвержден методами атомно-силовой
микроскопии [24], инфракрасной спектроскопии
[25] и электрокинетическими исследованиями [9,
11, 26]. Это указывает на преимущественно куло-
новскую природу адсорбции ПЛ на липидных
мембранах.

2. Высокомолекулярные ПЛ сорбируются на
поверхности мембран из анионных фсофолипи-
дов (фосфатидилсерина, кардиолипина) с чрез-
вычайно высокой эффективностью. В работе [9]
приведен опыт, в котором уменьшение количе-
ства липида в измерительной ячейке приводило к
пропорциональному уменьшению количества
ПЛ, необходимого для перезарядки поверхности
вблизи точки нулевого заряда (ТНЗ) и последую-
щего достижения предельного значения дзета-
потенциала при полном заполнении поверхности
липосом. Таким образом, на положение кривых

относительно шкалы концентраций влияет не ко-
личество добавленного в ячейку полимера, а пло-
щадь поверхности, доступная для его адсорбции.
Отсюда сделан вывод, что адсорбционное равно-
весие полимера вблизи поверхности смещено та-
ким образом, что последовательное заполнение
поверхности достигается при практически необ-
ратимом связывании ПЛ с липосомами. Допол-
нительный аргумент в пользу этого вывода был
получен авторами этого исследования при по-
пытках удалить ПЛ с поверхности плоских бис-
лойных липидных мембран (БЛМ) непрерывной
перфузией ячейки. Высокая стабильность поли-
мерных слоев на поверхности липидного бислоя
позволила использовать атомно-силовую микро-
скопию для изучения геометрических параметров
кластеров, образуемых полилизинами [9, 12]. По-
лученные при этом результаты хорошо согласу-
ются с литературными данными [27] относитель-
но значений средней толщины слоев ПЛ с разной
длиной цепи.

3. Некоторое противоречие с предыдущим вы-
водом было обнаружено и не получило объясне-
ния в аналогичных опытах, где снижалась доля
анионного липида в составе смеси при фиксиро-
ванном полном количестве липида в суспензии
[11, 12]. При адсорбции ПЛ с малой молекуляр-
ной массой положение ТНЗ оставалось неизмен-
ным или даже смещалось в сторону бóльших кон-
центраций полимера. Есть основание предпола-
гать, что в этих опытах проявлялась способность
полилизинов малого размера к частичной де-
сорбции.

4. Экспериментальные данные указывают на
существенное влияние ионной силы электролита
на характер адсорбции ПЛ и величину предельно-
го потенциала в области насыщения поверхно-
сти. Однако оценка поверхностной плотности за-
ряда, проведенная в рамках классических при-
ближений (модель Гуи–Чепмена и соотношение
Смолуховского) дает примерно постоянное зна-
чение этой величины как для коротких, так и для
длинных полимеров при увеличении ионной си-
лы электрoлита [12]. Этот факт представляется
неожиданным, поскольку классические теории
полиэлектролитов предполагают заметное изме-
нение состояния ионизации полимеров в резуль-
тате конденсации противоионов [21]. В частно-
сти, согласно данным работы [27], заряд молекул
полилизинов, близко расположенных друг к дру-
гу на поверхности слюды, оказывается весьма ма-
лым из-за конденсации противоионов и не зави-
сит от концентрации электролита, тогда как тол-
щина полимерного слоя определяется длиной
полипептида в большей степени, чем его вторич-
ной структурой. Это позволяет нам не учитывать
влияния противоионов на геометрические пара-
метры адсорбированных молекул. По всей види-
мости, в слое адсорбированных на заряженной



192

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 81  № 2  2019

МОЛОТКОВСКИЙ и др.

проверхности мембран поликатионов происхо-
дит перераспределение ионов разного знака, и в
итоге состояние ионизации внешней поверхно-
сти полимерного слоя оказывается слабо завися-
щим от концентрации фонового электролита.
В предлагаемой ниже модели конденсация про-
тивоионов учтена введением коэффициента, ко-
торый понижает плотность заряда в полимерном
слое и находится аппроксимацией эксперимен-
тальных данных.

Таким образом, адсорбция катионных поли-
меров является комплексным процессом, влия-
ние на который оказывают как минимум три фак-
тора: липидный состав мембраны, размер молекул
полимера и адсорбция противоионов фонового
электролита. В силу многофакторности и слож-
ности этого процесса для его описания необходи-
мы упрощающие предположения. При анализе
адсорбции полимеров на заряженной мембране
требуется учесть электростатическое взаимодей-
ствие мембраны и полимера и сформулировать
условия для описания равновесного распределе-
ния макромолекул в области двойного электриче-
ского слоя (ДЭС) вблизи поверхности с помощью
изотермы адсорбции. Согласно оценкам, приве-
денным в обзоре [28], во многих случаях распре-
деление заряда и электрического поля в диффуз-
ной части ДЭС с достаточной точностью количе-
ственно описывается в рамках простой модели
Гуи–Чепмена, дополненной изотермой Ленгмюра
в работах Штерна (далее теория ГЧШ) [6, 12, 29].
Однако в рамках модели ГЧШ весьма сложно
учесть размер макромолекул при выборе пара-
метров изотермы адсорбции и при описании
электрических характеристик процесса адсорб-
ции. Нам известна одна из ранних попыток ре-
шить эту проблему в работе [30], в которой ад-

сорбция полимеров предполагается кооператив-
ной, когда образование связей каждым звеном
макромолекулы полимера с поверхностью зави-
сит от соседних звеньев. В данной работе предла-
гается другая модель, которая позволяет адекватно
интерпретировать полученные недавно экспери-
ментальные факты [9–12] и учесть установлен-
ные в этих работах основные тенденции с учетом
размера молекул поликатионов.

ОПИСАНИЕ МОДЕЛИ

При построении модели были использованы
экспериментальные данные об адсорбции ПЛ
различной длины липосомами из смеси отрица-
тельно заряженного (кардиолипин, КЛ) и ней-
трального (диолеоилфосфатидилхолин, ДОФХ)
липидов, опубликованные в работе [11]. Измеря-
емой величиной в этих опытах являлась электро-
форетическая подвижность липосом μ, которая
была использована для оценки электрического
дзета-потенциала, ζ, в предположении, что вы-
полняется соотношение Смолуховского [31]

(1)

где η – вязкость водного раствора, ε – его относи-
тельная диэлектрическая проницаемость, ε0 –
электрическая постоянная. В работе [11] приведены
несколько серий электрокинетических данных
для зависимости ζ-потенциала от содержания ПЛ
разной молекулярной массы (т.е. с разной длиной
цепи) в суспензиях липосом с долей заряженного
липида в составе мембран 100 и 20% (рис. 1).
Здесь и далее цифры после аббревиатуры “ПЛ”
обозначают среднее количество звеньев в цепи

0

ημ ,
εε

ζ =

Рис. 1. Зависимости ζ-потенциала липосом, сформированных из КЛ (а) и его смеси (20%) с ДОФХ (б), от концентра-
ции ПЛ с различным средним количеством мономерных звеньев в цепи, указанным на рисунке (а), по данным работы
[11]. Здесь и далее в суспензии липосом присутствуют 1 мг (примерно 1 мМ) фосфолипида и фоновый электролит
(10 мМ KCl).
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полипептида, а концентрация ПЛ дана в мольных
единицах основания (лизина).

Обращают на себя внимание несколько важ-
ных особенностей, наблюдаемых в электрокине-
тических измерениях в присутствии ПЛ, которые
требуется учесть при формулировании аналити-
ческой модели. Практически все макромолекулы
сорбируются только на отрицательно заряжен-
ных поверхностях липосом. Их адсорбция на не-
сколько порядков эффективнее, чем адсорбция
молекул лизина. Она наблюдается при крайне
низком и примерно одинаковом содержании этих
полипептидов в суспензии, приводит к измене-
нию знака заряда липосом и затем достигает пре-
дельного значения (насыщения), уровень кото-
рого зависит от молекулярной массы (длины)
макромолекул. Положение ТНЗ относительно
шкалы концентрации, выраженной в мольных
единицах основания, оказывается близким к
мольной концентрации липида в суспензии, т.е.
отражает стехиометрию 1 : 1 между зарядами по-
лимера и липида во внешнем монослое липосом.
Положение ТНЗ для липосом из заряженного ли-
пида смещается в сторону низких концентраций
в присутствии больших молекул ПЛ (рис. 2а) и
практически не изменяется при адсорбции не-
больших молекул ПЛ-12 на липосомах из смеси
заряженного и нейтрального липидов (рис. 2б).

В ряде опытов электрокинетические измере-
ния демонстрируют смещение ТНЗ при варьиро-
вании количества заряженного КЛ, использован-
ного для приготовления суспензии липосом [9]
(рис. 2а). Важно отметить, что и крутизна экспе-
риментальных кривых, и предельное значение
ζ-потенциала при этом оставались неизменны-

ми. Отсюда напрашивается вывод о том, что в
этих опытах происходит последовательное запол-
нение поверхности липосом полимером так, как
если бы ПЛ адсорбировался практически необра-
тимо.

Для упрощения теоретической модели при
описании распределения электрического поля
вблизи поверхности липосом можно воспользо-
ваться традиционным способом и использовать
модель ДЭС Гуи–Чепмена, дополняя ее несколь-
ко измененной изотермой Ленгмюра. Мы прини-
маем толщину адсорбированного слоя намного
меньшей дебаевской длины экранирования в
окружающем растворе λ. В простейшем случае
можно считать, что плоскость скольжения совпа-
дает с поверхностью мембраны, а величина ζ-по-
тенциала совпадает с потенциалом на поверхно-
сти мембраны φ. В таком приближении значение
ζ-потенциала представляет собой сумму двух
вкладов — потенциала адсорбированного слоя
полимера, φ1, и потенциала оставшейся свобод-
ной от полимера части липосомы, φ0. Это означа-
ет, что величина φ является средневзвешенным
значением потенциалов φ1 и φ0 по площади по-
крытия поверхности полимером:

(2)

где с – концентрация ПЛ, выраженная в моляр-
ных единицах звеньев полимера, а β(c) – доля за-
нятой им площади. Такая система схематически
представлена на рис. 3.

Используя теорию Пуассона–Больцмана, в
одномерном приближении можно получить ана-
литическое выражение для величин φ0 и φ1. Одно-

( ) ( ) ( )( )1 0β 1 β ,c c cφ = φ + − φ

Рис. 2. (а) Зависимости ζ-потенциала липосом, сформированных при содержании КЛ в суспензии 0.2 (1), 1.0 (2) и
2.0 мл/мл (3), от концентрации ПЛ-598 суспензии [9]. (б) Результат контрольных измерений ζ-потенциала липосом,
сформированных при варьировании доли КЛ α в смеси с ДОФХ в присутствии фонового электролита. Теоретическая
кривая построена в рамках модели ГЧШ с учетом адсорбции ионов калия на отрицательно заряженных молекулах КЛ
с константой связывания K* = 1 М–1 и поверхностной плотностью заряда Smax = –150 мКл м–2 [12].
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мерное приближение в данной задаче обосновано
размером липосом, радиус которых ~0.5 мкм, что
много больше дебаевской длины в объеме элек-
тролита. При этом также предполагается, что за-
ряд КЛ равномерно распределен по области ад-
сорбции на мембране с поверхностной плотно-
стью σ0, а ПЛ равномерно заряжен с объемной
плотностью заряда ρ0 и адсорбируется в виде об-
ластей со средней толщиной h. Плотность заряда
области мембраны с адсорбированным полиме-
ром σ1 складывается из плотности заряда исход-
ной мембраны и плотности заряда полимера:

(3)

Здесь использовано достаточно естественное
допущение, что поверхностная плотность заряда
на мембране, не занятой полимером, остается не-
изменной и равной σ0. Потенциалы на поверхно-
сти занятого и свободного участков поверхности
липосомы, φ0 и φ1, находятся по формуле Гуи–Че-
пмена

(4)

где e – заряд электрона, c0 – концентрация элек-
тролита в растворе.

Значения плотности заряда этих участков, σ0 и
σ1, находятся из следующих соображений. Каж-
дая полностью депротонированная молекула КЛ
имеет в полярной области две отрицательно заря-
женные фосфатные группы. Поэтому плотность
поверхностного заряда мембраны, состоящей
только из КЛ, должна быть равна –2pe/acl, где
acl — средняя площадь, приходящаяся на молеку-
лу КЛ в липосоме, p – степень ионизации (депро-
тонирования) КЛ. Результаты контрольных изме-
рений для липосом из смеси КЛ с ДОФХ, прове-
денных в работе [12], хорошо согласуются с

1 0 0σ σ ρ .h= +

0

σ2 arcsh , 0,1,
4 λ

i
i

kT i
e ec

⎛ ⎞φ = =⎜ ⎟
⎝ ⎠

оценками в рамках модели ГЧШ, согласно кото-
рым адсорбция катионов приводит к снижению
степени ионизации КЛ и величины поверхност-
ного заряда. Для последующего анализа этот факт
удобно характеризовать введением поправочного
коэффициента K1, отражающего адсорбцию фо-
нового электролита на поверхности мембраны.
Таким образом, величина σ0 может быть пред-
ставлена соотношением

(5)

где α – массовая доля КЛ в составе мембраны.
Согласно данным работы [12] максимальная
плотность заряда мембраны, состоящей только из
КЛ, без учета адсорбции ионов составляет Smax =
= –150 мКл/м2. Ранее, в работе [32] было показа-
но, что эта величина отличается от максимально
возможной, когда плотность заряда рассчитыва-
ется с учетом площади молекул липида в бислое
при условии полного депротонирования каждой
молекулы ПЛ и составляет примерно 230 мКл/м2

(один заряд электрона на каждые 0.6 нм2). В со-
гласии с данными указанной работы мы прини-
маем пониженное значение плотности заряда,
которой соответствует степень депротонирова-
ния КЛ p = 0.65. В дальнейшем мы будем пользо-
ваться этим результатом, полагая, что адсорбция
ПЛ не влияет на степень депротонирования КЛ
ни на свободных от этого полимера участках мем-
браны, ни на занятых, где в дальнейшем заряд КЛ
будет суммироваться с зарядом полимера (см.
(7)). Заметим также, что введенный выше попра-
вочный коэффициент K1 можно связать с потен-
циалом в явном виде (4):

(6)

1
0

cl

2 ασ ,p K e
a

= −

0 cl 0
1

2 λsh .
α

e a cK
kT p
φ⎛ ⎞= −⎜ ⎟

⎝ ⎠

Рис. 3. Схематический вид рассматриваемой системы: 1 – молекулы ПЛ, 2 – молекулы КЛ, 3 – молекулы ДОФХ.
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Это выражение позволяет оценить значения K1
для заданных значений α, используя данные из-
мерений потенциала мембраны в зависимости от
поверхностной доли КЛ, приведенные на рис. 2б.
В частности, при α = 1 имеем K1 = 0.34, при α = 0.2
K1 = 0.66. Далее, для простоты можно считать, что
молекула ПЛ представляет собой цепочку моно-
меров одинакового объема v0, несущих по одному
положительному заряду. Поэтому максимальная
объемная плотность заряда внутри слоя ПЛ мо-
жет быть записана как e/v0. Реальная плотность
заряда может отличаться от максимальной за счет
адсорбции ионов на полимере и взаимодействия
заряженных мономерных звеньев ПЛ друг с дру-
гом. Этот факт учитывается поправочным коэф-
фициентом K2, (0 < K2 < 1). В слое полимера ми-
нимальной толщины h0, равной примерно 0.5 нм
[33], на каждой молекуле КЛ в среднем могут ад-
сорбироваться две структурные единицы ПЛ (т.е.
два аминокислотных остатка). Тогда объем v0 мо-
жет быть записан как aclh0/2. Ниже мы использу-
ем примерные значения молярной массы и раз-
мера молекул КЛ, для которых справедливы сле-
дующие приближенные равенства: acl ≈ 2adopc,
Mcl ≈ 2Mdopc, а формула (2) приобретает вид

(7)

где d = h/h0 — толщина полимерного слоя в отно-
сительных единицах. Подстановка формул (3), (5)
и (7) в формулу (4) дает аналитическое выражение
для потенциалов на мембране с адсорбирован-
ным на ней полимером и на чистой мембране.
Для получения явного вида потенциала на мем-
бране остается определить зависимость доли пло-
щади липосомы β(c), занятой полимером, от кон-
центрации мономеров в растворе.

Для формулирования изотермы адсорбции со-
гласно известным экспериментальным данным
[11] будем считать, что адсорбция полимера в об-
щем случае обратима, а степень обратимости за-
висит от размера макромолекул. Кроме того, не-
обходимо учитывать ограниченное количество
полимера в измерительной ячейке – адсорбция
ПЛ приводит к существенному изменению его
концентрации в растворе. Этот факт также учи-
тывался ранее в работах [34–36], где исследова-
лась адсорбция на поверхности заряженных мем-
бран неорганических многовалентных катионов с
высокой афинностью к фосфолипидам. Резуль-
тат использования модели ГЧШ применительно
к этим системам привел к чрезвычайно высоким

значениям эффективной константы связывания
таких катионов, конкурирующих с катионами
фонового раствора за связывание с заряженными
группами фосфолипидов. Опираясь на данные
молекулярного моделирования систем, анало-
гичных нашим [6], можно полагать, что в нашем
случае, при достаточно низкой ионной силе 10 мМ,
противоионы и поликатионы не конкурируют
друг с другом за центры связывания на поверхно-
сти мембраны. Это позволяет рассматривать ад-
сорбцию полимера независимо от связывания
противоионов. Более того, опираясь на экспери-
ментальные факты, указывающие на насыщение
поверхности липосом полипептидами, можно
полагать, что доля площади, занятой полимером,
β(c), в области насыщения не может быть больше
некоторого фиксированного значения β0, кото-
рое должно зависеть от доли КЛ в составе мем-
браны. Используя все приведенные выше пред-
положения, можно записать основное кинетиче-
ское уравнение адсорбции полипептидов в
следующем виде:

(8)

Здесь Ka и Kd — константы адсорбции и десорб-
ции соответственно, а слагаемое Gβ учитывает
уменьшение концентрации ПЛ в растворе за счет
его адсорбции на мембране. Из общих соображе-
ний понятно, что оно должно быть пропорцио-
нально доле площади β(c), занятой адсорбиро-
ванным полимером; G имеет смысл коэффициента
пропорциональности между β(c) и уменьшением
концентрации. Чтобы определить явный вид G,
необходимо найти количество вещества полиме-
ра, адсорбированного на поверхности. Оно равно

(9)

где Sp — площадь поверхности, занятая полиме-
ром. Учитывая соотношение Sp = βStot, где Stot —
полная площадь липосом, получим для G следую-
щее выражение:

(10)

где Clip — суммарное количество липида, образу-
ющего липосомы (в мг на мл раствора), Mcl — мо-
лярная масса КЛ. Введя константу связывания K,
равную Ka/Kd, и рассмотрев стационарное состоя-
ние в (8), получим аналитическое выражение для
изотермы адсорбции в следующем виде:

(11)

( )1 1 2
cl

2σ α ,e K K d
a

= − +

( ) ( )a 0 d
β β β β β.d K c G K

dt
= − − −

p

0

,
S h

cΔ =
v

lip

cl

,
C

G d
M

=

( )
( ){ }

1
2 2 2

0 0 01 β 1 β 4 β
β .

2

cK G K cK G K cG K
c

GK

+ + − + + −
=



196

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 81  № 2  2019

МОЛОТКОВСКИЙ и др.

Подстановка формулы (10) в выражение (11) при-
водит изотерму в явный вид, который использу-
ется далее для расчетов.

РЕЗУЛЬТАТЫ РАСЧЕТОВ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Рассмотрим экспериментальные зависимости,
полученные для случаев, когда массовая доля КЛ
в составе липосом равна 100% и 20%, что соответ-
ствует значениям α = 1 и 0.2. Целесообразно раз-
делить эти экспериментальные зависимости на
три группы исходя из разного числа звеньев N в
молекулах ПЛ, условно называемых далее корот-
кими (N = 5), средней длины (N = 12 и N = 20) и
длинными (N > 100). Мы объединяем эти зависи-
мости внутри каждой из групп и рассматриваем
их вместе.

В цитируемой выше работе [11] и на рис. 4
представлены шесть зависимостей — по три для
α = 1 и α = 0.2, которые аппроксимируются с по-
мощью предлагаемой нами модели. В процессе
аппроксимации варьируются следующие пара-
метры: K2, K, d, β0 и Clip. Параметр Clip считается
отличающимся от известного добавленного ко-
личества липида вследствие того, что некоторая
часть липида может участвовать в образовании
небислойных структур либо в формировании
мультислойных липосом, оставаясь недоступной

для полимера. Параметры β0 и Clip могут изме-
няться при варьировании доли заряженного ли-
пида α в смеси, т.е. значения  и  и  и 
в общем случае могут быть различными. Толщина
полимерного слоя d определяется в основном
длиной макромолекул, как это следует из литера-
турных данных [27] и наших данных, полученных
методом атомно-силовой микроскопии при ад-
сорбции ПЛ разной молекулярной массы на по-
верхности бислоя с разным содержанием КЛ [9, 12].
В нашей модели рассматриваются три возмож-
ных значения толщины слоя, отнесенные к длин-
ному (dL), средней длины (dM) и короткому (dS)
полимерам. Те же группы полимеров характери-
зуются разными значениями константы связы-
вания: KL, KM и KS соответственно. При аппрок-
симации экспериментальных кривых были
фиксированы исходные параметры системы:
характеристики липида acl = 1.2 нм2, Mcl =
= 1466 г/моль и дебаевская длина экранирования
в фоновом электролите (10 мМ KCl) λ = 3 нм.

Полученные результаты аппроксимации и
найденные при этом параметры модели позволя-
ют сделать ряд важных выводов о характеристи-
ках адсорбционного процесса. Прежде всего, не-
обходимо отметить, что константа связывания
длинных молекул, получаемая из аппроксимации
данных, является, скорее, оценкой снизу, чем

100
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Рис. 4. Зависимости потенциала φ на мембране от концентрации ПЛ (в расчете на мономерное звено) в растворе c для
случаев α = 1 (а) и α = 0.2 (б). Точки – экспериментальные данные. Теоретические кривые соответствуют полимерам
большой (1), средней (2) и малой длины (3) и получены при следующих значениях параметров модели, найденных при

аппроксимации экспериментальных данных: K2 = 0.24,  = 0.73,  = 0.46,  = 0.35 мг/мл,  = 0.1 мг/мл, KL =
= 3 × 106 М–1, KM = 1.8 × 105 М–1, KS = 1.2 × 105 М–1, dL = 2.6, dM = 1.7, dS = 1.
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точным ее значением, т.к. увеличение этой кон-
станты на порядок не приводит к сколько-нибудь
заметному изменению формы кривых адсорбции.
Значения констант связывания молекул средней
длины и коротких существенно меньше. Их зави-
симость от размера полимера заметно нелинейна,
т.е. отношение констант связывания полимеров
средней и малой длины, KM/KS, много меньше,
чем отношение констант связывания KL/KM. Это
говорит о том, что характер адсорбции суще-
ственным образом изменяется при увеличении
длины полимера. Если для коротких и средней
длины полимеров адсорбцию можно считать за-
метно обратимой, то адсорбция длинных полиме-
ров становится практически необратимой. Этот
вывод хорошо согласуется с экспериментальны-
ми данными [9] и, кроме того, подтверждается са-
мим характером экспериментальных зависимо-
стей, представленных на рис. 4. Судя по их форме
и с математической точки зрения ясно, что чем
больше константа связывания, тем резче кривая
адсорбции выходит на насыщение. Именно по-
этому в случае длинных молекул ПЛ кривая ад-
сорбции намного круче, чем в случае средних по
размеру и коротких молекул этого полимера.

В работе [30] высказано достаточно обосно-
ванное предположение, что по величине кон-
станты связывания можно оценить число моно-
мерных звеньев в составе молекулы ПЛ, которые
непосредственно связаны с поверхностью мем-
браны. Авторы этой работы предлагают в каче-
стве гипотезы, что образование каждой связи от-
дельным звеном полимера приводит к увеличе-
нию вероятности появления такой же связи у
соседнего звена, что в математическом выраже-
нии сводится к перемножению констант связы-
вания отдельных звеньев. Экспериментально
определяется эффективное значение константы,
равное K(1) = 10 М–1. В рамках данной гипотезы
количество связей n между молекулой полимера и
мембраной можно оценить, как n = logK. Соглас-
но работе [30] у олигомера пентализина число эф-
фективных связей n = 4. Применение этого фор-
мализма к нашей модели дает следующие резуль-
таты: для коротких полимеров n = 4.1, для
полимеров средней длины n = 4.3, а в случае
длинных полимеров n > 5.5. Заметим, что при-
мерно такое же небольшое число связей n отмеча-
ется при молекулярно-динамическом моделиро-
вании подобных липид-полимерных систем. Так,
в работе [6] методами молекулярной динамики
было установлено, что общее число сформиро-
вавшихся связей между ПЛ и мембраной за все
время моделирования (≈6 мкс) составляло 5 ± 2,
что гораздо меньше числа аминогрупп в молекуле
полимера.

Согласно нашей модели, малое увеличение
количества связей с поверхностью при значи-

тельном увеличении размеров самой молекулы
полимера приводит к росту толщины адсорбиро-
ванного слоя, тогда как величина n коррелирует
только с площадью контакта каждой молекулы
полимера с мембраной. Это утверждение согласу-
ется с данными атомно-силовой микроскопии [9].
При небольшой концентрации полимера центры
связывания на мембране находятся в избытке, и
большая часть из них остаются свободными; как
следствие, толщина адсорбированного слоя ми-
нимальна и составляет величину h0, а площадь
контакта полимерной молекулы с мембраной,
наоборот, максимальна. С ростом концентрации
полимера, когда он оказывается в суспензии в из-
бытке, площадь контакта уменьшается до некото-
рого предельного значения, а толщина полимер-
ного слоя растет. Согласно нашим результатам
предельное значение площади контакта практи-
чески одинаково для молекул ПЛ разной длины.
Это означает, что увеличение толщины будет тем
больше, чем длиннее полимер. В случае коротко-
го полимера толщина слоя в процессе адсорбции
не изменяется и остается равной h0. Именно та-
кой результат следует из данных атомно-силовой
микроскопии [9].

Из результатов аппроксимации эксперимен-
тальных кривых следует, что при α = 1 отношение
β0/αΑ = 0.73, где αΑ — доля площади мембраны,
занятая КЛ. В то же время при α = 0.2 имеем
β0/αΑ = 2.3. Это означает, что при малом содер-
жании КЛ в составе мембран доля площади, заня-
той ПЛ, больше, чем суммарная площадь молекул
КЛ. Значит, в этом случае под молекулами адсор-
бированного полимера может находиться не
только заряженный, но и электрически нейтраль-
ный липид. Этот вывод также подтверждается ли-
тературными данными [33], согласно которым
в случае октализина при α = 0.1 отношение
β0/αΑ = 1.2.

Важнейшей характеристикой рассматривае-
мой системы является концентрация полимера,
при которой отрицательный потенциал липосом
полностью компенсируется положительным за-
рядом полимера в ТНЗ. При малых значениях по-
тенциала его можно линейно связать с количе-
ством поликатионов на поверхности мембраны.
Экспериментальные графики на рис. 1 и 2а сви-
детельствуют о том, что варьирование параметров
системы приводит к некоторому смещению ТНЗ.
Для определения этого смещения необходимо ре-
шить уравнение φ(c) = 0 относительно c, исполь-
зуя формулу (2) для потенциала и подставляя в
нее выражение (11) для доли площади, занятой
ПЛ. Это позволяет получить следующую формулу
для положения ТНЗ в шкале концентраций cz:

(12)( ) ( )0 0
z

1 0 max

1 ,с G
K

−φ −φ= +
φ − φ φ
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где φmax = β0φ1 + (1 – β0)φ0 — потенциал системы в
условиях насыщения. В формуле (12) величина φ0
соответствует потенциалу φ(0), т.е. при нулевой
концентрации полимера, и поэтому отрицатель-
на, в то время так φ1 соответствует положительно-
му значению потенциала при насыщении, когда
β0 = 1. Это означает, что оба слагаемых в правой
части формулы (12) положительны. Таким обра-
зом, уменьшение константы связывания K при-
водит к увеличению значения cz, т.е. к сдвигу ТНЗ
вправо, что соответствует экспериментальным
данным, приведенным на рис. 1. Другими слова-
ми, в условиях обратимой адсорбции, или, что то
же самое, при уменьшении размеров молекул по-
лимера для нейтрализации потенциала на мем-
бране требуется большее количество полимера в
суспензии. Выражение (12) также позволяет объ-
яснить противоположное смещение ТНЗ при ва-
рьировании в эксперименте суммарного количе-
ства заряженного липида Clip, рис. 2а. В этом слу-
чае был использован полимер большой длины и
константа связывания K может считаться доста-
точно большой, поэтому вторым членом в выра-
жении (12) можно пренебречь по сравнению с
первым. Это можно сделать, если выполняется
следующее условие: K  (φ1 – φ0)/(φmaxG). Отно-
шение (φ1 – φ0)/φmax зависит от длины полимера и
увеличивается с ее уменьшением. Для полимеров
малой длины это отношение равно примерно 10,
для полимеров большой длины — примерно 2.
Величина G по порядку величины составляет
10–4 моль. Соответственно, должно выполняться
условие K  104–105 в зависимости от длины по-
лимера. Из результатов аппроксимации следует,
что для полимеров малого размера это условие не
выполняется, а для полимеров среднего и боль-
шого размера – выполняется.

Учитывая явный вид (10) коэффициента G, по-
лучаем для cz следующее выражение:

(13)

В соответствии с выражением (13) положение
ТНЗ должно быть прямо пропорционально сум-
марному количеству липида, из которого приго-
товлены липосомы, как это и следует из экспери-
ментальных данных (рис. 2а). Этот результат
представляется интуитивно очевидным в предпо-
ложении о необратимой адсорбции полимера,
когда все положительно заряженные макромоле-
кулы оказываются связанными с поверхностью
мембран в суспензии и для нейтрализации по-
верхности требуется количество полимера, прямо
пропорциональное суммарной поверхности ли-
посом в суспензии, т.е. количеству фосфолипида.
Таким образом, в рамках нашей модели (см. вы-
ражения (12) и (13)) удается непротиворечивым
образом объяснить оба результата, касающихся

@

@

( )2
z lip

cl 1 2

.dс C
M

−φ=
φ − φ

смещения ТНЗ при варьировании количества за-
ряженного фосфолипида в составе мембраны ли-
бо только в суспензии липосом.

Рассмотрим теперь зависимость потенциала φ
от доли КЛ α в составе липосом при фиксирован-
ной концентрации ПЛ. Эта зависимость пред-
ставляет особый интерес, поскольку именно доля
КЛ определяет количество молекул ПЛ, связан-
ных с поверхностью, а значит, и общие характе-
ристики полимерного слоя. Здесь мы учитываем,
что предельная доля площади β0, занимаемая ПЛ,
является функцией α; определить ее позволяет
наша модель при аппроксимации эксперимен-
тальных данных. В уже цитированной выше
работе [11] содержатся только два значения α:
α = 0.2 и α = 1, поэтому необходимо интерполи-
ровать зависимость β0(α) с учетом полученных
ранее результатов и рассчитать зависимость φ(α)
для разных значений концентрации полимера c.
При этом следует учесть зависимость KL(α) с при-
менением выведенной выше формулы (6), фик-
сируя длину и другие полученные ранее парамет-
ры для ПЛ каждого типа. Результаты расчета ука-
занных теоретических зависимостей пред-
ставлены на рис. 5.

При достаточно большой концентрации поли-
меров, примерно соответствующей насыщению
(c ~ 0.001 М) (кривые 1 и 2 на рис. 5а, 5б), сниже-
ние доли заряженного компонента α в составе
мембран приводит к монотонному уменьшению
потенциала φ. Немонотонная зависимость φ(α)
(кривые 3) наблюдается при небольших концен-
трациях (примерно соответствующих ТНЗ при c ~
~ 0.0001 М) для всех ПЛ и становится более выра-
женной с уменьшением длины полимера. Модель
предсказывает разный характер поведения кри-
вых при изменении доли заряженного липида в
мембране, т.е. при значениях α вблизи нуля и
вблизи единицы.

При малых значениях α потенциал прибли-
женно определяется выражением

(14)

В этом случае должно выполняться соотношение
β0 ~ α. Из выражения (14) следует, что большие
значения K и d соответствуют положительным
значениям φ, а малые — отрицательным. В част-
ности, при обратимой адсорбции молекул ПЛ ма-
лого и среднего размеров потенциал в окрестно-
сти начала координат на рис. 5б и 5в отрицателен,
а при высокоэффективной, почти необратимой
адсорбции больших молекул ПЛ — положителен
(рис. 5а).

При максимальном содержании в мембране
заряженного липида (α ≈ 1) поведение системы в
большей степени зависит от концентрации поли-
мера c. При малой концентрации ПЛ (кривые 3 на

2
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рис. 5) имеющегося в замкнутой измерительной
ячейке количества полимера недостаточно для
перезарядки всех липосом, и их средний потен-
циал остается отрицательным, когда размер мо-
лекул ПЛ недостаточно велик. В этом случае
(кривые 3) заряженный липид имеется в избытке
даже при некотором уменьшении его доли α в со-
ставе мембран. Это означает, что в окрестности
α = 1 электростатическoе притяжение поликати-
онов к поверхности несколько понижается, но
еще не приводит к существенному уменьшению
суммарной площади, занятой полимером. При

таких значениях α величина потенциала сдвига-
ется в положительную сторону с увеличением
концентрации полимера (производная к соответ-
ствующим кривым в этой области имеет отрица-
тельное значение).

При разработке модели мы задавались целью
дать наиболее простое количественное описание
сложной формы электрокинетических кривых,
когда количество параметров модели примерно
отражает конечное число ключевых особенно-
стей экспериментальных данных. Упрощение
модели стало возможным при использовании

Рис. 5. Зависимости потенциала φ(α) для полимеров большой (а), средней (б) и малой длины (в) при фиксированных
значениях концентрации c, равных 0.0015 (1), 0.0005 (2) и 0.0003 моль/л (3).
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ряда очевидных ограничений, которые оправданы
только качественно правильным предсказанием
основных тенденций в описании достаточно
сложного полимер-липидного взаимодействия.
Так, толщина адсорбированного слоя h принята
много меньшей дебаевской длины экранирования
в окружающем фоновом электролите λ. Наши рас-
четы определяют значение h порядка 1 нм, хотя в
описываемых нами экспериментах λ = 3 нм. По
этой причине предлагаемая модель не позволяет
корректно учесть возможное влияние ионной си-
лы на характеристики полимерного слоя. Более
того, в рамках используемого здесь приближения
для оценки поверхностного потенциала липосом
использовано соотношение Смолуховского (1) и
не учтены гидродинамические эффекты и поло-
жение плоскости скольжения, которое может
смещаться при наличии полимерного слоя на по-
верхности коллоидных частиц. Представляется
очевидным, что чем больше полимера адсорбиро-
вано на мембране, тем дальше от ее поверхности
должна отстоять плоскость скольжения, что мо-
жет приводить к уменьшению вклада в потенциал
от отрицательного заряда, расположенного на
свободных участках мембраны. Для простоты,
вместо решения уравнения Пуассона–Больцма-
на в области занятой полимером, постулируется
линейная связь между объемной плотностью за-
ряда внутри полимерного слоя и поверхностным
потенциалом на мембране (3). Это допущение
приводит к завышенным значениям эффектив-
ного заряда полимера и как следствие, приводит к
менее реалистичным значениям параметров мо-
дели. В частности, согласно нашим расчетам,
общее количество липида, принимающее участие
в адсорбции полимера, Clip, оказывается в не-
сколько раз меньше использованного в экспери-
ментах (примерно 1 мг/мл). Здесь имеет место со-
четание двух факторов: несовершенство модели и
особенности проведения экспериментов, в кото-
рых участвовали не однослойные, но мульти-
ламеллярные липосомы. И наконец, константа
связывания полимера K в рамках данной модели
предполагалась независящей от доли заряженно-
го липида α в составе мембраны. Если это не так,
а степень адсорбции определяется числом связей
молекулы полимера с липидами в мембране, то
такая зависимость должна иметь место. Действи-
тельно, при уменьшении количества отрицатель-
но заряженных липидов, остается меньше воз-
можности у молекул полимера образовать нужное
количество связей для получения измеренной в
опыте доли поверхности, заполненной полиме-
ром. Адсорбция при этом становится в большей
степени обратимой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предлагаемая здесь модель при построении
изотермы адсорбции учитывает геометрические
размеры адсорбируемых молекул полимера в наи-
более простом приближении. Это позволило
получить объяснение основных закономерно-
стей, замеченных ранее в работах [9–12] при про-
ведении электрокинетических измерений в сус-
пензии липосом. При этом были получены чис-
ленные значения параметров модели после
аппроксимации экспериментальных данных. Ис-
пользуя подход, предложенный для подобных си-
стем в работе [30], мы пришли к выводу, что даже
значительное увеличение размеров полимера
приводит к весьма незначительному увеличению
числа его связей с мембраной. Столь малое изме-
нение количества связей, может быть, компенси-
руется увеличением толщины слоя полимера на
мембране в области насыщения. Это обстоятель-
ство становится особенно существенным для по-
лимеров большого размера. Мы полагаем, что
этот вывод может быть проверен методами моле-
кулярной динамики, прямыми измерениями ме-
тодом атомно-силовой микроскопии или путем
регистрации структуры полимерного слоя други-
ми способами. Экспериментальным проверкам
доступны и другие предсказания модели. В част-
ности, варьирование доли отрицательно заря-
женного липида в составе мембраны при задан-
ной величине концентрации ПЛ в растворе может
приводить к сложному и немонотонному измене-
нию потенциала (рис. 5). Такая немонотонность
может быть замечена при анализе адсорбции по-
лимеров небольших размеров и концентрациях,
примерно соответствующих ТНЗ. Следует отме-
тить, что используемая нами модель не привязана
к конкретной химической структуре поликатио-
на и потому может быть применена для исследо-
вания адсорбции других биологически значимых
синтетических поликатионов и полипептидов.
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