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Представлены результаты исследования структуры ленгмюровских пленок лизоцима на поверхно-
сти жидкости, сформированных из кристаллизационных растворов с добавлением в качестве оса-
дителя ряда хлоридов металлов. Методом рентгеновской рефлектометрии определены толщины и
плотности исследуемых пленок, а методом стоячих рентгеновских волн в области полного внешне-
го отражения получены профили распределения концентрации атомов серы, содержащихся в моле-
кулах белка, и ионов осадителей в приповерхностной области субфазы. На основе полученных ре-
зультатов проведен анализ зависимости структуры формируемых пленок от использованного оса-
дителя и некоторых особенностей применения методов рентгеновской рефлектометрии и стоячих
рентгеновских волн в исследовании ленгмюровских пленок глобулярных белков на поверхности
жидкости.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время все больший интерес вызы-
вает возможность использования молекул белков в
качестве функциональных элементов различных
биоэлектронных гибридных систем, например вы-
сокочувствительных сенсорных устройств [1–3].
Перспективными представляются планарные си-
стемы, в которых молекулы белков образуют упо-
рядоченные ансамбли с контролируемыми пара-
метрами структуры: толщиной, плотностью, ори-
ентацией молекул. Необходимость контроля
параметров структуры с нанометровой точностью
накладывает высокие требования как на техноло-
гии формирования, так и на методы исследова-
ния подобных систем.

Ленгмюровская технология является одним из
наиболее эффективных методов получения упо-
рядоченных молекулярных белковых слоев с воз-
можностью сохранения конформационного со-
стояния молекул белка. В [4–9] была предложена
и на примере модельного белка лизоцима апро-
бирована принципиально новая методика фор-
мирования ленгмюровских пленок, заключаю-

щаяся в использовании кристаллизационного
раствора белка с добавлением различных осади-
телей. Хорошо известно, что добавление осадите-
лей в растворы глобулярных белков может спо-
собствовать перераспределению поверхностного
заряда молекул белка и изменению межмолеку-
лярного взаимодействия – возникновению при-
тяжения вместо отталкивания [10]. Кроме того,
как было показано в предыдущих работах по ис-
следованию кристаллизационных растворов бел-
ков [11–22], добавление осадителей приводит к
образованию определенных олигомеров белков,
служащих кластерами-прекурсорами в процессе
дальнейшей кристаллизации. Так, добавление
хлоридов одно- и двухвалентных металлов в рас-
твор белка лизоцима приводит к образованию
стабильных олигомеров – димеров и октамеров,
участвующих в формировании структуры кри-
сталлов лизоцима тетрагональной сингонии [11–
16, 18, 21, 22]. Было выдвинуто предположение,
что использование кристаллизационного раство-
ра белка с осадителем должно приводить к изме-
нению структуры формируемой ленгмюровской
пленки, так как образующиеся в растворе олиго-
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меры могут участвовать в процессе образования
монослоя. Для подтверждения данного предпо-
ложения был проведен ряд исследований пленок
белка лизоцима, сформированных из растворов с
различными осадителями как на поверхности
жидкости, так и на твердых подложках [4–9].

Исследования на поверхности жидкости пред-
ставляют особый интерес при изучении взаимо-
действия ионов осадителя с молекулами белка.
Данная информация необходима для понимания
механизмов образования предкристаллизацион-
ной фазы в белковых растворах и участия образу-
ющихся олигомеров как в процессе кристаллиза-
ции, так и при формировании ленгмюровских
пленок. Ранее [7] с применением метода стоячих
рентгеновских волн (СРВ) исследовали пленки
лизоцима, сформированные на поверхности
жидкости из кристаллизационного раствора с до-
бавлением хлорида калия. Было продемонстри-
ровано увеличение толщины при получении
пленки из кристаллизационного раствора с оса-
дителем, а также ее стабильность в течение более
10 ч после формирования; кроме того, определе-
ны профили распределения ионов осадителя. Од-
нако исследования методом рентгеновской ре-
флектометрии (РР) в данной работе не проводи-
лись из-за ограниченного углового диапазона
сканирования, доступного на эксперименталь-
ной установке. В то же время РР является прямым
методом восстановления профиля распределения
электронной плотности, что позволяет повысить
точность определения толщины пленки и интер-
претации экспериментальных данных, получен-
ных методом СРВ.

В настоящей работе представлены результаты
исследования структуры ленгмюровских пленок
лизоцима на поверхности жидкости с проведени-
ем измерений методами РР и СРВ в рамках одно-
го эксперимента на станции P08 EMBL (DESY,
Гамбург, Германия). Исследовали пленки, сфор-
мированные из кристаллизационных растворов
белка без осадителя и с осадителями KCl, NiCl2,
CuCl2.

ТЕОРИЯ

Метод РР. Этот метод применяется для изуче-
ния структуры многослойных систем с толщина-
ми слоев от единиц до сотен нанометров. Метод
чувствителен к градиенту электронной плотно-
сти ρe по нормали к поверхности исследуемой
системы и дает усредненную вдоль слоев инфор-
мацию, что некритично для гомогенных слоев.
В методе используют так называемую скользя-
щую геометрию падения рентгеновского пучка и
анализируют угловые зависимости интенсивно-
сти зеркальной компоненты отраженного излуче-
ния. Интерференция отраженных от разных гра-

ниц многослойной системы волн приводит к воз-
никновению на кривой зеркального отражения
характерных осцилляций. Анализ кривых отра-
жения позволяет восстановить профиль распре-
деления электронной плотности по глубине ис-
следуемой системы и определить такие парамет-
ры, как толщины и плотности слоев, а также
охарактеризовать межслоевые границы.

Для анализа кривых зеркального отражения
необходимо решить задачу об отражении рентге-
новского излучения от исследуемой многослой-
ной системы. Для этого рассмотрим идеальную
систему, состоящую из произвольного числа N
параллельных слоев с резкими границами, каж-
дый из которых характеризуется толщиной dn и
комплексной поляризуемостью [23] χn: Re(χn) ~
~ ρe. Будем считать слои гомогенными и опреде-
лим систему координат таким образом, чтобы ко-
ордината x была направлена вдоль поверхности, а
координата z – от верхней границы вглубь слоя;
нумерацию n слоев будем вести сверху вниз. От-
счет координаты от верхних границ слоев обу-
словлен в данном случае более компактной фор-
мой записи некоторых представленных далее
формул по сравнению с другими системами коор-
динат.

Пусть теперь плоская монохроматическая вол-
на длиной λ падает из вакуума на поверхность
многослойной системы под скользящим углом θ.
На каждой межслоевой границе излучение пре-
терпевает преломление и отражение, причем за-
висимость электрического поля от координаты x
можно считать постоянной по глубине системы
ввиду гомогенности слоев и малости угла θ. Тогда
поле в произвольном слое n записывается в виде

(1)
где Tn и Rn – амплитуды отраженной и прелом-
ленной волн на нижней границе слоя, kn = k(χn +

+ )1/2 – проекции волновых векторов на ось z,
k = 2π/λ, λ – длина волны излучения.

Интенсивность зеркального отражения най-
дем из условий непрерывности тангенциальных
компонент электрического и магнитного полей
на границе между двумя слоями. Малое значе-
ние θ позволяет рассмотреть только более про-
стой случай σ-поляризации, когда амплитуды
электрического поля перпендикулярны плоско-
сти отражения (x, z):

(2)

где Xn,  – амплитудные коэффициенты отра-
жения; cn = exp(ikndn) – фазовые множители, учи-
тывающие распространение волны на расстоя-
ние, равное толщине слоя dn. Решение системы
уравнений (2) для амплитудных коэффициентов
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удобно представить в виде рекуррентного соотно-
шения, которое отличается от хорошо известной
формулы Парратта [24] только формой записи:

(3)

где rn = (kn – )/(kn + ) – коэффициент Фре-
неля для нижней границы слоя n. Решать уравне-
ние (3) можно, начиная с самого нижнего полу-
бесконечного слоя (подложка) с номером n = N,
для которого выполняется граничное условие
XN = 0. Проведем последовательный расчет вплоть
до коэффициента отражения X0 от поверхности
многослойной системы, для которого справедливо
условие c0 = 0; относительная интенсивность зер-
кального отражения определяется как

(4)

где qz =  – модуль вектора рассеяния.
Отметим, что в реальных тонкопленочных мо-

номолекулярных системах на основе глобуляр-
ных белков отсутствуют резкие границы между
слоями, что обусловлено неравномерным распре-
делением электронной плотности в молекулах
белка. Для расчета отражения от таких систем
удобно представить поляризуемость в виде плав-
но меняющейся функции χ(z), которую необхо-
димо разбить на достаточно тонкие слои, в преде-
лах которых изменением χ(z) можно пренебречь.
В результате расчет для такой структуры можно
проводить как для обычной многослойной системы
с большим количеством слоев с резкими границами.

Метод СРВ. С помощью данного метода [25–27]
анализируют экспериментальные кривые интен-
сивности вторичных процессов (например, рент-
геновской флуоресценции) в зависимости от угла θ
падения рентгеновского излучения на исследуе-
мую многослойную систему. В окрестности кри-
тического угла θcr = [Re(χ)]1/2 интенсивность от-
раженного от границы системы пучка сравнима с
интенсивностью падающего излучения. В обла-
сти перекрытия падающего и отраженного пуч-
ков в результате конструктивной и деструктивной
интерференции формируется СРВ, период пуч-
ностей и узлов которой зависит от угла θ. Это поз-
воляет буквально просканировать исследуемую
многослойную систему и получить характерную
угловую зависимость интенсивности выхода
рентгеновской флуоресценции, определяемую
распределением концентрации флуоресцирую-
щих атомов по глубине структуры.

Для расчета интенсивности поля СРВ в много-
слойной системе необходимо определить ампли-
туды отраженной Tn и преломленной Rn волн в
каждом слое. Для этого еще раз воспользуемся
системой (2), решение которой для амплитуд пре-
ломленных волн Tn приводит к следующей рекур-
рентной формуле:

+ += + +2
1 1/ 1( ) ( ,)n n n n n nX c r X r X

+1nk +1nk

= 2
0 ,( ) ( )r z zI q X q

π θ λ4 sin /

(5)

Уравнение (5) необходимо решать, начиная с
верхнего слоя (вакуум) с граничным условием
T0 = 1, предварительно рассчитав амплитудные
коэффициенты отражения Xn по формуле (3); ам-
плитуды отраженных волн рассчитывают как Rn =
= TnXn. Тогда относительная интенсивность поля
СРВ в слоях определяется в соответствии с (1) как

(6)

В дипольном приближении интенсивность
выхода рентгеновской флуоресценции атомов
определенного сорта пропорциональна интен-
сивности поля рентгеновского излучения в дан-
ной точке. В этом случае угловую зависимость
интенсивности флуоресценции многослойной
системы можно записать в следующем виде:

(7)

где I(z, qz) – распределение интенсивности поля
СРВ по глубине системы; Ca(z) – распределение
концентрации атомов данного сорта; μ(z) –
функция, учитывающая поглощение флуорес-
центного сигнала в многослойной системе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реагенты. В работе использовали белок лизо-

цим из куриного яйца производства Sigma-Al-
drich (CAS № 12650-88-3), KCl (CAS № 7447-40-7,
abcr GmbH), LiCl (ТУ 6-09-3751-83, Лаверна
Стройинжиниринг), NiCl2 (CAS № 7791-20-0, Alta
Aesar) и CuCl2 (CAS № 7447-39-4, Acros Organics).
Растворы веществ были приготовлены с исполь-
зованием ультрачистой воды Millipore (сопротив-
ление воды 18 МОм см). Белок и соли растворяли
в натрий-ацетатном буфере концентрацией 0.2 М,
рН 4.5. Растворы солей фильтровали с помощью
мембранных шприцевых фильтров Millex с раз-
мером пор 0.22 мкм, раствор белка центрифуги-
ровали в течение 10 мин с частотой 10000 об./мин.
Начальная концентрация в маточном растворе бел-
ка – 80 мг/мл, начальные концентрации всех солей
в маточных растворах – 0.8 М.

Образцы. Пленки лизоцима формировали с
помощью однобарьерной ленгмюровской ванны
(36 × 11.5 × 0.5 см), входящей в состав жидкостно-
го дифрактометра LISA. Перед каждым экспери-
ментом ванну очищали этанолом и промывали
большим количеством ультрачистой воды. По-
верхностное давление измеряли с помощью весов
Вильгельми (3 × 1.5 см, фильтровальная бумага).

На поверхность субфазы (ультрачистая вода)
наносили белковый раствор с буфером/солью в
объемном отношении 1 : 1. Скорость сжатия мо-
нослоя составляла 23 см2/мин. Сформированные

+ += + +–1
1 1( /( )1 .)n n n n n nT T c X c X

= 2( ) ( ), , .n z n zI z q E z q

= μ( ) ( ), ,( ) ( )f z z aI q I z q C z z dz
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монослои исследовали при поверхностном давле-
нии 10–20 мН/м.

Описание эксперимента. Измерения методом РР
и СРВ проводили на станции P08 (PETRA III,
DESY, Германия) с использованием жидкостного
дифрактометра LISA [28].

Размер рентгеновского пучка c энергией 18 кэВ
составлял 400 × 100 мкм в месте расположения
образца. В целях уменьшения рассеяния излучения
на воздухе, а также предотвращения испарения
жидкости из ленгмюровской ванны все измере-
ния проводили в атмосфере гелия. После каждого
измерения для уменьшения влияния радиацион-
ного повреждения образца ленгмюровскую ванну
сдвигали на 2 мм перпендикулярно линии пучка;
для каждого образца проводили по пять–восемь
измерений.

Данные РР регистрировали в диапазоне 0–
10 нм–1 двумерным детектором LAMBDA. В слу-
чае метода СРВ данные получали в диапазоне от
0–0.3 нм–1, сбор флуоресцентного сигнала осу-
ществляли с помощью энергодисперсионного де-
тектора Amptek PX5, рассеянный сигнал реги-
стрировали с использованием линейного детек-
тора Mythen1K.

Обработка экспериментальных данных. Для об-
работки данных РР использовали модель пленки,
в которой плавное распределение поляризуемо-
сти задавали в виде суммы функций ошибок
erf(z), описывающих переходные слои пленка–
вакуум, пленка–субфаза. Это распределение раз-
бивали на достаточно тонкие подслои, в пределах
которых изменением электронной плотности
можно пренебречь, и для полученной слоистой
системы вычисляли теоретическую кривую зер-
кального отражения в соответствии с уравнения-
ми (3), (4). Модельный профиль распределения
электронной плотности уточняли путем миними-
зации расхождения экспериментальной и расчет-
ной кривых зеркального отражения методом наи-
меньших квадратов.

Для обработки данных, полученных методом
СРВ, сначала рассчитывали угловую зависимость
распределения интенсивности поля СРВ в соот-
ветствии с уравнением (6) с учетом уточненного
при обработке данных РР профиля распределе-
ния электронной плотности. Далее задавали рас-
пределение концентрации интересующего хими-
ческого элемента по глубине структуры в виде
экспоненциально-модифицированной функции
Гаусса и в дипольном приближении вычисляли
угловые зависимости выхода рентгеновской флу-
оресценции в соответствии с (7). Профиль распре-
деления концентрации элемента также уточняли
путем минимизации расхождения эксперимен-
тальной и расчетной кривых методом наименьших
квадратов. Обработку экспериментальных спек-

тров рентгеновской флуоресценции проводили с
использованием программы PyMca [29].

Для реализации нелинейного метода наимень-
ших квадратов применяли алгоритм последова-
тельных приближений Левенберга–Марквардта;
ошибку уточненных профилей и соответствую-
щих им параметров оценивали с применением
подхода, описанного в [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали четыре серии образцов: пленки,
сформированные из раствора белка без осадите-
ля; пленки, сформированные из кристаллизаци-
онных растворов при добавлении ряда осадите-
лей (KCl, NiCl2, CuCl2). Для каждой системы из-
мерения проводили при нескольких значениях
поверхностного давления (пять–восемь измере-
ний для одного образца). Эксперименты показа-
ли нечувствительность образцов к изменениям
поверхностного давления и высокую воспроизво-
димость экспериментальных данных, что позво-
лило провести их усреднение. Кроме того, на-
блюдалась временная стабильность – несколько
измерений одного образца со сдвигом ленгмю-
ровской ванны после каждого измерения занима-
ли в общей сложности более 1 ч.

На рис. 1 представлены экспериментальные и
теоретические данные для методов РР и СРВ.
В случае метода СРВ приведены данные только
для серии образцов, полученных с использовани-
ем осадителя NiCl2, так как для остальных образ-
цов наблюдался схожий характер угловых зависи-
мостей выхода рентгеновской флуоресценции.
Все кривые выхода флуоресценции атомов серы
были практически идентичны. Видно, что кри-
вые зеркального отражения хорошо моделируют-
ся при использовании суммы функций ошибок в
качестве функции распределения электронной
плотности в образце. Теоретические угловые за-
висимости выхода флуоресценции также доста-
точно точно соответствуют экспериментальным
данным, поэтому можно говорить об адекватно-
сти используемой в расчетах модели распределе-
ния концентрации элементов в виде экспоненци-
ально-модифицированных функций Гаусса.

На рис. 2а представлены уточненные в ходе об-
работки профили распределения электронной
плотности по данным РР и профили распределе-
ния атомов серы по данным, полученным мето-
дом СРВ. Атомы серы равномерно распределены
внутри молекулы лизоцима (содержатся в амино-
кислотах Cys-6, Met-12, Cys-30, Cys-64, Cys-76,
Cys-80, Cys-94, Met-105, Cys-115, Cys-127), поэто-
му по распределению концентрации серы можно
достаточно точно судить о положении пленки в
приповерхностной области субфазы. Однако на-
хождение толщины пленки по распределению се-
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ры является менее точной оценкой по сравнению
с данными РР, так как выход флуоресценции сла-
бо чувствителен к толщине слоя серы в пределах
монослоя. Кроме того, атомы серы, несмотря на
равномерное распределение внутри молекулы,
занимают не весь ее объем. Соответственно, по-
луширина профиля распределения в любом слу-
чае будет меньше диаметра мономера лизоцима,
равного приблизительно 3 нм. Тем не менее еще
раз отметим, что положение максимума профиля

по экспериментальным данным определяется с
высокой точностью.

Из приведенных данных РР видно, что ис-
пользование при формировании ленгмюровской
пленки кристаллизационного раствора приводит
к изменению распределения электронной плот-
ности: при добавлении осадителя в раствор белка
наблюдается увеличение толщины пленки. Тол-
щины пленок определяли по полученным профи-
лям распределения плотности – по положению

Рис. 1. Экспериментальные (точки) и расчетные (линии) кривые: а – интенсивности зеркального отражения для об-
разцов пленок без осадителя и с осадителями KCl, NiCl2, CuCl2 (кривые смещены друг относительно друга по оси ор-
динат для наглядности); б – выхода рентгеновской флуоресценции атомов S, Cl, Ni для образца с осадителем NiCl2
(в случае образцов с осадителями KCl и CuCl2 наблюдался схожий характер кривых).

10−5

10−4

10−3

10−2

10−1

100

101

102

10−6
0 2 4 6 8 10

(а)

qz, нм−1

Ir qz, отн. ед.

Без осадителя
KCl
NiCl2

CuCl2

4

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

0

0.050 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

(б)

qz, нм−1

If, отн. ед.

Cl
Ni

S

Рис. 2. Профили распределения: а – электронной плотности и концентрации атомов серы для пленок, полученных без
использования осадителя и с осадителями KCl, NiCl2, CuCl2; б – концентрации ионов Cl, K, Ni, Cu осадителя.

(а) Без осадителя
KCl
NiCl2

CuCl2

S

Ca, отн. ед.Ca, отн. ед.ρe, отн. ед.

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

00
−3 −2 −1 0 1 2 3 4−4 5

z, нм

(б)
KCl
Cl

Ni
Cu

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0
−200 −150 −100 −50 0 50 100−250

z, мкм



КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 68  № 1  2023

РАЗВИТИЕ РЕНТГЕНОВСКИХ МЕТОДОВ 91

полувысот функций ошибок, задающих переход-
ные слои; рассчитанные значения толщины
представлены в табл. 1. Полученные таким обра-
зом толщины всех пленок меньше теоретическо-
го значения диаметра мономера лизоцима (около
3 нм), что объясняется близкими значениями
электронной плотности субфазы и молекулы бел-
ка. Так, максимальная относительная плотность
мономера (относительно плотности воды) со-
ставляет ~1.3 отн. ед. и уменьшается ближе к кра-
ям молекулы. В результате наблюдается эффек-
тивное уменьшение толщины монослоя на по-
верхности субфазы, если анализировать контраст
электронной плотности. Кроме того, “затяну-
тость” межфазной границы пленка–субфаза не-
сколько затрудняет однозначное определение ре-
альной толщины пленки. Увеличение толщины
при добавлении осадителя может быть объяснено
участием в формировании пленки октамеров бел-
ка, образующихся в кристаллизационных раство-
рах в концентрациях порядка нескольких про-
центов, что согласуется с результатами исследо-
ваний [4–9, 21, 22]. Имеет место следующая
зависимость: увеличение толщины пленок, сфор-
мированных из растворов с наибольшей концен-
трацией октамеров, по данным [21, 22] также мак-
симально. Так, толщина пленок с осадителями
NiCl2, KCl и CuCl2 увеличена приблизительно на
75, 56 и 45% соответственно по сравнению с тол-
щиной пленки, сформированной из раствора без
осадителя.

Полученные профили распределения серы во
всех образцах полушириной ~1 нм показывают,
что пиковая плотность пленки (по данным РР)
приходится именно на молекулы белка. При этом
пленка остается стабильной, и белок не тонет в
воде, о чем свидетельствует отсутствие флуорес-
центного сигнала от атомов серы из объема суб-
фазы. Уменьшение пикового значения относи-
тельной электронной плотности (табл. 1) по
сравнению с теоретическим (1.3 отн. ед.) свиде-
тельствует о незначительной разреженности
(неплотности упаковки) молекул на поверхности
субфазы. Увеличенная приблизительно на 3%

плотность и более резкая межфазная граница
пленки с осадителем CuCl2 могут быть объяснены
встраиванием тяжелых ионов меди в структуру
молекулы лизоцима [31].

На рис. 2б показаны профили распределения
концентрации ионов осадителей по данным, по-
лученным методом СРВ, для всех образцов, при-
готовленных из растворов с добавлением осади-
теля. Представленные распределения ионов
принципиально отличаются от профиля распре-
деления атомов серы, так как ионы осадителя
диффундируют в приповерхностную область суб-
фазы. Глубины проникновения в субфазу разных
ионов заметно различаются, и наблюдается ха-
рактерная зависимость: более тяжелые элементы
проникают в субфазу на бóльшую глубину.
В табл. 1 приведены глубины проникновения
ионов осадителя в субфазу, на которых концен-
трация уменьшается в e раз. Интересно, что рас-
пределение концентрации всех ионов имеет мак-
симум около поверхности субфазы, следователь-
но, белковая пленка препятствует процессу
диффузии и “удерживает” ионы осадителя. В то
же время различия между глубинами проникно-
вения ионов с близкой атомной массой (Cl, K и
Ni, Cu соответственно) свидетельствуют о раз-
личной специфике взаимодействия этих ионов с
молекулами белка. Так, более затянутый профиль
распределения ионов меди говорит о более сла-
бом межмолекулярном взаимодействии мономе-
ров белка при формировании пленки из раствора
с осадителем CuCl2 по сравнению с осадителем
NiCl2, что также согласуется с данными о концен-
трации образующихся в этих растворах олигоме-
ров [21, 22].

Отметим, что по экспериментальным данным,
полученным методом СРВ в геометрии скользя-
щего падения пучка, сложно судить о распределе-
нии концентрации ионов осадителя в нанометро-
вом масштабе непосредственно у нижней грани-
цы монослоя белка. Проблема заключается в
усилении флуоресцентного сигнала от ионов, на-
ходящихся в объеме субфазы при увеличении уг-
ла падения пучка выше критического, что хорошо
видно по форме кривых флуоресценции (рис. 1б).
Так как угловая зависимость выхода флуоресцен-
ции определяется интегральным распределением
концентрации ионов по глубине, локальные из-
менения концентрации вблизи поверхности
практически не влияют на форму кривой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С применением метода РР показано, что ис-
пользование кристаллизационных растворов с
добавлением хлоридов металлов (KCl, NiCl2, CuCl2)
в качестве осадителя при формировании ленгмю-
ровской пленки лизоцима на жидкости приводит

Таблица 1. Параметры образцов по данным, получен-
ным методами РР и СРВ

Примечание. d, ρe – толщина и относительная электронная
плотность пленки; zCl, zMe – глубина проникновения ионов
хлора и ионов металла-осадителя в приповерхностную об-
ласть субфазы.

Образец d, нм ρe, отн. ед. zCl, мкм zMe, мкм

Без осадителя 1.21(4) 1.198(8) – –
KCl 1.89(3) 1.209(5) 7.2(5) 10.8(6)
NiCl2 2.120(26) 1.208(5) 7.8(9) 36.9(28)
CuCl2 1.76(4) 1.234(9) 8.3(13) 89(7)
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к увеличению ее толщины по сравнению с рас-
твором без добавления осадителя. Выявлена сле-
дующая зависимость: увеличение толщины плен-
ки (приблизительно на 75, 56 и 45% в случае оса-
дителей NiCl2, KCl и CuCl2 соответственно)
пропорционально концентрации олигомеров
(димеров и октамеров) белка в кристаллизацион-
ных растворах по данным проведенных ранее ис-
следований. Полученные абсолютные толщины
пленок оказались занижены по сравнению с тео-
ретическим значением, соответствующим диа-
метру мономера лизоцима (~3 нм), что объясня-
ется слабым контрастом между электронной
плотностью лизоцима и воды. Эту особенность
необходимо учитывать для более точной интер-
претации экспериментальных данных метода РР
при исследовании подобных систем.

Полученные методом РР результаты подтвер-
ждают выдвинутую ранее теорию об участии об-
разующихся в кристаллизационных растворах
олигомеров белка в качестве структурных эле-
ментов формируемой ленгмюровской пленки.
Также установлено увеличение электронной
плотности (~3%) и контрастности межфазной
границы пленка–субфаза для пленок с осадите-
лем CuCl2, что может быть объяснено встраива-
нием относительно тяжелых ионов меди в струк-
туру мономера лизоцима.

Методом СРВ определены профили распреде-
ления концентрации атомов серы и ионов-осади-
телей в исследованных пленках и в приповерх-
ностной области субфазы. Полученные профили
для атомов серы во всех образцах показали, что
пик электронной плотности (определенный по
данным РР) соответствует молекулам лизоцима,
т.е. пленки находятся на поверхности субфазы, и
молекулы белка не тонут. Однако точное опреде-
ление толщины пленок с помощью метода СРВ
оказалось затруднено ввиду слабой чувствитель-
ности кривой выхода флуоресценции к полуши-
рине распределения атомов серы в таких тонких
пленках. Таким образом, метод РР, чувствитель-
ный к контрасту электронной плотности, оказы-
вается более точным при определении толщины
подобных тонкопленочных систем на основе гло-
булярных белков.

Точное выявление специфики распределения
ионов-осадителей в нанометровом масштабе от-
носительно ленгмюровской пленки по получен-
ным экспериментальным данным оказалось не-
возможным из-за сильного сигнала выхода флуо-
ресценции из объема субфазы. Тем не менее
данные о распределении ионов в микромасштабе
в приповерхностной области субфазы позволили
получить косвенную информацию об их взаимо-
действии с молекулами лизоцима. Показано, что
белковая пленка “удерживает” ионы осадителя в
приповерхностном слое толщиной ~10–100 мкм,

зависящей от атомной массы иона. По разнице
глубин проникновения ионов меди и никеля (с
приблизительно одинаковой атомной массой)
установлено, что осадитель NiCl2 оказывает боль-
шее влияние на межмолекулярное взаимодей-
ствие мономеров лизоцима при формировании
пленки, что согласуется с результатами предыду-
щих работ по исследованию кристаллизацион-
ных растворов лизоцима.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования (Государ-
ственное задание ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН, подготовка образцов), (Согла-
шение № 075-15-2021-1362 от 12.10.2021 г., обра-
ботка экспериментальных данных); при под-
держке НИЦ “Курчатовский институт” (приказ
№ 1360, подготовка и проведение рентгенострук-
турных исследований).
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