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Методом малоуглового рассеяния нейтронов (МУРН) исследованы изменения структурных пара-
метров однослойных везикул 1,2-димиристоил-sn-3-фосфатидилхолина (ДМФХ) при варьирова-
нии концентрации двухвалентных катионов металлов Ca2+, Mg2+ и Co2+ в диапазоне 0–30 мМ. По-
лучены структурные параметры мембраны (толщина и площадь, приходящаяся на одну молекулу
фосфолипида) при разных концентрациях катионов в гель- и жидкокристаллической (ЖК) фазах
мембраны. В обеих термодинамических фазах в диапазоне концентрации 0–1 мМ ионов Ca2+ тол-
щина мембраны увеличивается на 1.9 и 2.9 Å; в случае Mg2+ на 1.8 и 2.8 Å в ЖК- и гель-фазах соот-
ветственно. В диапазоне 1–30 мМ наблюдается либо слабая тенденция к уменьшению толщины (~1 Å),
либо толщина не изменяется. В случае ионов Co2+ все изменения выражены крайне слабо. Расши-
рена модель электростатических взаимодействий, представленная ранее для данных систем, с рас-
смотрением взаимодействий между фосфолипидами через ионные мостики. С помощью изотермы
адсорбции Ленгмюра произведена оценка доли связанных с мембраной ДМФХ ионов Ca2+. Разра-
ботанная модель представляет интерес для будущего исследования взаимодействий с различными
пептидами, такими как заряженные амилоид-β пептиды и антимикробные пептиды.

Ключевые слова: липидные мембраны, ионы металлов, фазовое состояние, малоугловое рассеяние
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ВВЕДЕНИЕ

Биологические мембраны чрезвычайно суще-
ственны для жизнедеятельности клетки, по-
скольку играют важную роль в поддержании ее
автономности, а также обладают целым рядом
уникальных свойств, связанных с передачей
нервных импульсов и транспортом веществ [1, 2].
Такие свойства мембран во многом обусловлены
наличием ионов в цитоплазме и окружающей
клетку среде. Одно- и двухвалентные ионы метал-
лов содержатся в относительно высоких концен-

трациях и являются значимыми в регуляции по-
ляризации клеток и потенциалов действия [3].
При этом двухвалентные ионы сильнее взаимо-
действуют с фосфолипидами по сравнению с од-
новалентными [4], что приводит к различному
влиянию на структуру мембраны. Например, это
было показано на бактериальных модельных
мембранах, состоящих из липополисахаридов
(ЛПС) [5]. Согласно данным нейтронной ди-
фракции, вода проникает через ЛПС, содержа-
щие Ca2+, в меньшей степени, чем в бислои с
ионами Na+, дегидратируя головную область ли-
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пидов, что приводит к более сильному упорядо-
чению цепей в мембране с ионами Ca2+ [5].

Среди всех ионов двухвалентные катионы ще-
лочноземельных металлов, такие как Ca2+ и Mg2+,
являются незаменимыми при определенных кон-
центрациях, принимая непосредственное участие
в проведении сигналов и минерализации тканей
[6, 7]. Ионы переходных металлов (Co2+, Fe2+,
Cu2+) необходимы для кроветворения и обмена
веществ, в отличие от тяжелых металлов, токсич-
ных для организма (Hg2+, Cd2+, Pb2+) [8].

Известно, что катионы металлов взаимодей-
ствуют с мембраной клетки, связываясь с поляр-
ной головой образующих бислой фосфолипидов
[9–11]. При этом изменяется толщина и структу-
ра мембраны, что затрагивает функции и конфор-
мации различных белков, интегрированных в нее
[12], а сами ионы проявляют специфические осо-
бенности к связыванию, характерные для каждо-
го конкретного иона. В общем случае более точно
такие специфические взаимодействия ионов с
белками, полимерами и в объеме раствора описы-
ваются рядами Гофмейстера, ионы в которых
расположены в порядке их влияния на свойства
растворителя, а также влияния на протекание
различных процессов в водной среде. В этих ря-
дах последовательность ионов определяется их
зарядом, поляризуемостью, размером и гидрата-
цией. Поскольку ионные радиусы определяются
числом электронных оболочек и размерами ядра
атома, то ионы с одинаковым зарядом могут
иметь совершенно разные эффекты Гофмейстера [3].

Учитывая, что изменения конформаций бел-
ков и фосфолипидов при их взаимодействиях с
ионами тесно коррелируют с толщиной мембра-
ны, очевидно, что важную роль во многих взаи-
модействиях играет не только длина хвостов фос-
фолипидов [13], но и термодинамическая фаза
липидных систем. В гель-фазе наблюдается па-
раллельное упорядочение цепей фосфолипидов,
что приводит к утолщению мембраны и более
плотной упаковке, а также к уменьшению текуче-
сти бислоя. Наоборот, липидные системы в
ЖК-фазе обладают повышеной динамикой и не-
упорядоченностью, связанной с менее плотной
упаковкой.

В настоящее время многие эксперименты на-
правлены на изучение свойств насыщенных
цвиттер-ионных фосфолипидов, однако струк-
турные исследования этих фосфолипидов при их
взаимодействиях с такими ионами двухвалент-
ных металлов, как Ca2+, Mg2+ и Co2+, недостаточ-
но полные. Поэтому в настоящей работе мы про-
должили предыдущие исследования структурных
параметров мембран насыщенных фосфоли-
пидов, развитых в работе [14] на примере системы
ДПФХ (1,2-дипальмитоил-sn-3-фосфатидилхо-
лин), содержащей ионы Ca2+, и направили наши

эксперименты, выполненные с помощью малоуг-
лового рассеяния нейтронов (МУРН), на изуче-
ние везикул фосфолипидов ДМФХ. Кривые
МУРН, полученные от образцов однослойных ве-
зикул ДМФХ, содержащих в отдельности ионы
Ca2+, Mg2+ и Co2+ в диапазоне концентраций 0–
30 мМ и находящихся в D2O для получения мак-
симальных условий контраста при рассеянии
нейтронов, были проанализированы с помощью
двух моделей: приближения Кратки–Порода и
модели сферических везикул на всем представ-
ленном q-диапазоне. Из аппроксимации экспе-
риментальных данных были получены структур-
ные параметры бислоя: толщина db и площадь AL,
соответствующая одной молекуле ДМФХ, как
функции концентрации ионов в растворе.

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ

Для приготовления образцов везикул ДМФХ
(Avanti Polar Lipids, Alabama, USA) дегидратиро-
ванный липид в концентрации 50 мг/мл был до-
бавлен в смесь растворителей хлороформа и мета-
нола, взятыми в объемном соотношении 2 : 1. Да-
лее растворитель выпаривался под потоком
аргона или азота для создания липидной пленки
на дне ампул. Полное удаление следов раствори-
теля было произведено в вакуумной камере. Из
солей исследуемых ионов CaCl2 ⋅ 2Н2О, MgCl2 ⋅ 6Н2О
и CoCl2 ⋅ 6Н2О (Sigma-Aldrich, Germany) были
приготовлены растворы в D2О (в диапазоне кон-
центраций ионов 0–30 мМ), которыми затем гид-
ратировали липиды в ампуле (1.5 мл). Система
была тщательно перемешана в шейкере и (как
минимум 10 раз) проведена через температуру ос-
новного фазового перехода путем заморажива-
ния–оттаивания. После этой процедуры образцы
продемонстрировали легкую опалесценцию, ти-
пичную для крупных мультислойных липидных
везикул в растворе.

Однослойные везикулы ДМФХ были получе-
ны при экструдировании мультислойных вези-
кул. Использовались 2 поликарбонатных фильтра
с диаметром пор 1000 Å (Avanti Polar Lipids, Ala-
bama, USA) для систем ДМФХ + Ca2+ (Mg2+) и
1 фильтр с порами 500 Å для системы ДМФХ + Co2+

в экструдере фирмы Avanti Polar Lipids (Alabama,
USA), оснащенным двумя воздухонепроницае-
мыми шприцами (Hamilton, Reno, USA). Процесс
экструдирования был выполнен механически не-
четное число раз (31 проведение системы через
фильтры) во избежание попадания в образец
крупных везикул. Продавливание мультислой-
ных везикул ДМФХ через фильтры было произве-
дено в ЖК-фазе липида путем нагревания экстру-
дера с образцом до температуры 50°С. После
экструдирования для достижения равновесия в
системе полностью гидратированные однослой-
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ные везикулы были выдержаны в течение суток
при комнатной температуре. Все образцы были
экструдированы заранее (1–3 дня до проведения
эксперимента) во избежание спонтанного фор-
мирования мультислойных везикул. Непосред-
ственно перед измерениями образцы были пере-
литы в двухмиллиметровые кварцевые кюветы
(Helma, Germany).

Экструдирование через фильтры меньшего
размера более надежно приводит к однослойной
структуре везикул, при этом структура бислоя в
случае незаряженных липидов не изменяется [15].
Однако в случае присутствия заряда большая
кривизна мембраны может привести к измене-
нию ее структуры. Тем не менее, результаты, ко-
торые мы получили для везикул, экструдирован-
ных через фильтры с диаметром пор 1000 и 500 Å,
влияния размера пор на толщину мембраны не
выявили, а использование фильтров с меньшим
диаметром пор улучшило однослойность вези-
кул, как следует из заметного уменьшения брэг-
говского пика.

ЭКСПЕРИМЕНТ
Эксперимент был выполнен на спектрометре

малоуглового упругого рассеяния нейтронов ЮМО
с использованием метода времени пролета [16].
Источник нейтронов – импульсный ядерный ре-
актор ИБР-2М (Лаборатория нейтронной физи-
ки им. И.М. Франка Объединенного института
ядерных исследований, Дубна) [17].

Пучок тепловых нейтронов с длинами волн от
0.5 до 8 Å, соответствующих распределению
Максвелла, был сфокусирован набором из двух
коллиматоров диаметром 40 и 14 мм. Рассеянные
на образце нейтроны регистрировались двумя
кольцевыми детекторами, расположенными на
расстоянии 4.5 и 13 м от образцов, что позволило
охватить диапазон вектора рассеяния q от 0.006 до
0.5 Å–1. Ванадиевый стандарт использовался для
калибровки абсолютной интенсивности рассея-
ния, буферный раствор – для калибровки фоно-
вой интенсивности. Температура образцов регу-
лировалась термостатом Lauda с термозондом
Pt-100 и была установлена на уровне 20 и 30°С
для исследования гель- и жидкокристаллической
фаз липидных систем ДМФХ, температура основ-
ного фазового перехода которых составляет 24°С.
Получение кривых МУРН производилось при
помощи программного обеспечения SAS [18].

ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
Для центросимметричных частиц, находящих-

ся в растворе, интенсивность рассеянных нейтро-
нов определяется в виде [19]:

(1)( ) ( ) ( )= +2 ,I q n F q S q B

где n – концентрация частиц, q – модуль вектора

рассеяния,  θ – угол рассеяния,

B – фоновая интенсивность,  – форм-фак-
тор частицы,  – структурный фактор, описы-
вающий взаимодействие между частицами; в на-
ших (очень разбавленных) системах, при концен-
трации фосфолипидов <2 мас. %  = 1 [20].

Полученные экспериментальные зависимости
интенсивности I(q) были аналитически аппрок-
симированы (фитированы) в рамках двух моде-
лей: Кратки–Порода и модели сферических вези-
кул. Интенсивность в приближении Кратки–По-
рода может быть записана в виде [21]:

(2)

где А – постоянная величина, зависящая от кон-
центрации везикул в системе, их объемной доли в
растворе, а также от средней плотности длины
рассеяния нейтронов на липидах;  – радиус
инерции по нормали бислоя, откуда можно опре-
делить толщину бислоя db, используя уравнение [21]:

(3)

В модели Кратки–Порода форма теоретиче-
ской кривой рассеяния зависит только от одного
параметра, описывающего мембрану, радиуса
инерции  и не зависит от размеров везикул, не-
однородностей внутри бислоя, начальной интен-
сивности и т.д.

В сферической модели везикулы можно пред-
ставить в виде сферы, оболочкой которой являет-
ся фосфолипидный бислой, причем интенсив-
ность определяется как [22]:

(4)

где α – объемная доля оболочки везикулы,  –
объем везикулы без учета объема бислоя,  –
объем везикулы с учетом объема бислоя,  –
плотность длины рассеяния нейтронов среды,

– плотность длины рассеяния нейтронов бис-
лоя,  – радиус внутренней части везикулы,  –
полный радиус везикулы (с учетом толщины бис-
лоя),  – сферическая функция Бесселя 1-ого по-
рядка:

(5)

Интенсивность рассеяния нормируется на
объем, где масштабный коэффициент эквивален-

( ) ( )π θ=
λ
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( ) F q
( )S q
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тен объемной доле оболочки. Плотность длины
рассеяния нейтронов внутренней части везикулы
одинакова с растворителем. Добавим, что обе
этих модели относительно простые, поскольку в
них не рассматриваются молекулы воды, находя-
щиеся в голове фосфолипидов, т.е. граница раз-
дела мембрана–вода считается резкой. Относи-
тельная простота моделей позволяет избежать
искусственных эффектов, которые зачастую яв-
ляются артефактами многопараметрических мо-
делей.

Экспериментально полученные кривые были
проанализированы с помощью программного
обеспечения SasView [23]. При анализе теоретиче-
ски рассчитанные кривые для однослойных вези-
кул были свернуты логнормальной функцией
распределения везикул по размерам:

(6)

где  – медианное значение,  

p – отклонение от медианного значения. При
этом среднее значение  = 

Влияние погрешности кривых МУРН на полу-
ченные результаты было оценено, следуя подходу
ковариационной матрицы. Полученные диаго-
нальные члены матрицы, которые представляют
относительную погрешность фитированных па-
раметров, умножались на нормированную функ-
цию хи-квадрат для получения погрешности па-
раметров в абсолютных единицах.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 1а точками представлены кривые

МУРН для ЖК-фазы фосфолипидов ДМФХ при
концентрациях ионов Ca2+ в растворе 0, 1, 2, 10 и
30 мМ. Кривые аналитически аппроксимирова-
ны в приближении Кратки–Порода и с помощью
модели сферических везикул. Именно нелиней-
ная зависимость построения Кратки–Порода в
координатах ln(I(q)q2) от q2 (рис. 1б) при аппрок-
симации в диапазоне  позволяет
определить присутствие в образце мультислой-
ных везикул для не содержащего добавок ДМФХ.
Это искажение появляется из-за наличия в кри-
вой брэгговского пика (широкого и слабо выра-
женного) при q = 0.08–0.1 Å–1 (рис. 1а). Мульти-
слойные везикулы имеют период повторения
слоев  ~ 70 Å.

Добавление соли в образец приводит к полно-
му разрушению мультислойных везикул, о чем
свидетельствует исчезновение дифракционных
пиков на кривых, соответствующих остальным
образцам, а также хорошая линейность на по-
строении Кратки–Порода. Поскольку катионы
связываются с фосфатной группой (диполь P––N+),
то заряженный бислой электростатически оттал-
кивается от соседнего бислоя в везикуле. Крити-
ческая концентрация ионов кальция, при кото-
рой происходит разрушение всех мультислойных
везикул в такой системе, была оценена значением
0.5 мМ [24] и, следовательно, подтверждена
нашими результатами, в которых концентрация
ионов превышала критическую. Также отме-
тим, что нами были получены аналогичные

( ) ( )2ln1 1 1, , exp ,
22m

Rf R R
R

 − μσ = − σ σπ  

mR   ln ,mRμ = ,
m

p
R

σ =

meanR ( )2exp 2 .μ + σ

( )0. 02,  0.08q ∈

2d q= π

Рис. 1. Кривые МУРН для образцов ДМФХ в жидко-
кристаллической фазе при Т = 30°С, экструдирован-
ных через фильтры с диаметром пор 1000 Å и содер-
жащих ионы Са2+ в концентрациях 0 (1), 1 (2), 2 (3),
10 (4), 30 мМ (5). Фитирование выполнено с помощью
модели сферических везикул (а). Построение Кратки–
Порода в координатах ln(I(q)q2) от q2 при тех же кон-
центрациях ионов Са2+ (1) (б).
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кривые МУРН образцов, содержащих Mg2+ и
Co2+ (рис. 2 и 3).

Толщина бислоя db была получена с использо-
ванием двух представленных выше моделей (т.е.
Кратки–Порода и сферические везикулы). По-
скольку тенденции концентрационных зависи-
мостей не отличались, в дальнейшем мы предста-
вим результаты только для модели сферических
везикул. Площадь AL, приходящаяся на одну мо-
лекулу фосфолипида, была рассчитана из полу-
ченных значений db по формуле  гдеb2 ,L LA V d=

VL – объем, занимаемый одной молекулой фос-
фолипида. Согласно литературным данным, для
ДМФХ при температуре 30°С VL составляет 1101 Å3

[25], для ДМФХ в гель-фазе при 20°С VL = 1041 Å3

[26]. Для ДМФХ без добавок получены следую-
щие значения: в ЖК-фазе db = 36.2 ± 0.7 Å и AL =
= 60.8 ± 0.7 Å2 при экструдировании везикул
через фильтры с диаметром пор 1000 Å, db = 36.1 ±
± 0.4 Å и AL = 61.0 ± 0.4 Å2 при экструдировании
через фильтры 500 Å; в гель-фазе аналогично: db =
= 37.8 ± 0.7 Å и AL = 55.1 ± 0.7Å2, db = 38.7 ± 0.8 Å
и AL = 53.8 ± 0.8 Å2. Следовательно, полученные

Рис. 2. Кривые МУРН для образцов ДМФХ в жидко-
кристаллической фазе при Т = 30°С, экструдирован-
ных через фильтры с диаметром пор 1000 Å и содер-
жащих ионы Mg2+ в концентрациях 0 мМ (1), 1 (2),
2 (3), 10 (4), 30 мМ (5). Фитирование выполнено с по-
мощью модели сферических везикул (а). Построение
Кратки–Порода в координатах ln(I(q)q2) от q2 при тех
же концентрациях ионов Mg2+ (1) (б).
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Рис. 3. Кривые МУРН для образцов ДМФХ в жидко-
кристаллической фазе при Т = 30°С, экструдирован-
ных через фильтры с диаметром пор 500 Å и содержа-
щих ионы Сo2+ в концентрациях 0 (1), 1 (2), 2 (3),
10 (4), 30 мМ (5). Фитирование выполнено с помощью
модели сферических везикул (а). Построение Кратки–
Порода в координатах ln(I(q)q2) от q2 при тех же кон-
центрациях ионов Сo2+ (б).

5

0.01 0.1

I,
 с

м
−1

0.001

0.01

0.1

1

10

100

1000

q, Å−1

(б)

(а)

4
3
2
1

0 0.004 0.008

ln
(I

(q
)q

2 )

−6.0

−5.8

−5.6

−5.4

−5.2

−5.0

q2, Å−2

1



8

ПОВЕРХНОСТЬ. РЕНТГЕНОВСКИЕ, СИНХРОТРОННЫЕ И НЕЙТРОННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  № 3  2021

КУРАКИН и др.

различия в значениях толщины и площади на
один липид при экструдировании через фильтры
с разными диаметрами пор являются несуще-
ственными, в особенности для липидных систем
ДМФХ в ЖК-фазе. Более того, эти результаты
прекрасно совпадают с ранее представленными
результатами в работе [27] для мембраны в вези-
кулах ДМФХ без добавок в ЖК-фазе (T = 30°С):
db = 36.3 Å и AL = 60.6 Å2.

На рис. 4 представлены графики изменений
толщины мембраны ДМФХ, находящейся в ЖК-
и гель-фазах, в зависимости от концентрации
Ca2+, Mg2+, Co2+. Для Co2+ изменения чрезвычай-
но слабые. Однако в случае Ca2+ и Mg2+ наблюда-

ются изменения толщины мембран ДМФХ.
В диапазоне концентраций 0–1 мМ ионов Ca2+ и
Mg2+ толщина мембраны увеличивается, а затем
наблюдается слабая тенденция к уменьшению ее
толщины в ЖК-фазе; в гель-фазе уменьшение не
происходит (в случае Ca2+), либо оно слабое
(в случае Mg2+). Для всех изменений толщины в
ЖК-фазе характерны относительно малые значе-
ния (в ЖК-фазе ~2 Å; в гель-фазе все изменения
~3 Å).

Для мембран, содержащих ионы Ca2+ и Mg2+, в
ЖК-фазе наблюдается резкое увеличение толщи-
ны бислоя вплоть до максимального значения:
db = 38.1 ± 0.3 Å в случае Ca2+ и db = 38.0 ± 0.3 Å
для Mg2+. В сравнении с ДМФХ без добавок тол-
щина мембраны увеличивается на значения Δdb =
= 1.9 ± 0.9 Å и Δdb = 1.8 ± 1.0 Å для Ca2+ и Mg2+ со-
ответственно. Далее в зависимостях отмечается
тенденция к уменьшению db (~0.8 Å для ДМФХ +
+ Ca2+ и 0.6 Å для ДМФХ + Mg2+) в диапазоне 1–
30 мМ. В случае гель-фазы ДМФХ происходит
резкое увеличение толщины: с db = 37.8 ± 0.7 Å до
db = 40.7 ± 0.3 Å при добавлении в ДМФХ ионов
Ca2+ в концентрации 1 мМ, что соответствует из-
менению на Δdb = 2.9 ± 1.0 Å. В случае Mg2+ также
отмечено резкое увеличение: Δdb = 2.8 ± 1.1 Å.

Изменение площади, приходящейся на одну
молекулу фосфолипида AL, обратно пропорцио-
нально изменению толщины мембраны db. Таким
образом, зависимость изменений значений AL от
концентрации ионов является зеркальным отра-
жением зависимостей db. При добавлении солей в
концентрации 1 мМ AL уменьшается на 3.0 ± 1.3 Å2

и 4.0 ± 1.0 Å2 (Ca2+), 2.8 ± 1.0 Å2 и 4.0 ± 1.1 Å2

(Mg2+) в ЖК- и гель-фазах соответственно. Сле-
довательно, добавки солей (при 1 мМ) приводят к
тому, что мембрана оказывается более плотно
упакованной по сравнению с ДМФХ, не содержа-
щем ионов. Однако при дальнейшем росте кон-
центрации этих катионов AL начинает увеличи-
ваться (в ЖК-фазе), либо почти не изменяется
(в гель-фазе).

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно многочисленным исследованиям, в

нейтральной среде P––N+-диполь фосфолипида
расположен вдоль касательной к поверхности
мембраны и может свободно вращаться вокруг
нормали бислоя, как представлено в работах [14,
28–30] и на рис. 5а. В этих работах, несмотря на
[31–33], было показано, что увеличение толщины
мембраны может объясняться электрическим по-
лем, возникающим в результате связывания
ионов с отрицательным зарядом в голове фосфо-
липида и ориентирующим P––N+-диполь вдоль

Рис. 4. Зависимость изменения толщины мембраны в
липидных системах ДМФХ, находящихся в ЖК-фазе
(s) и гель-фазе (d), от концентрации ионов (а) Ca2+;
(б) Mg2+; (в) Co2+.
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нормали бислоя. При этом известно, что измене-
ние толщины мембраны, например, ДПФХ, про-
исходит как в однослойных везикулах, так и в
ориентированных мультислойных мембранах:
методами малоуглового рассеяния нейтронов на
везикулах обнаружен максимум толщины мем-
браны (при концентрации ионов Ca2+ ~ 2–3 мМ),
что подтверждается экспериментами по нейтрон-
ной дифракции на ориентированных мульти-
слойных мембранах в той же системе ДПФХ +
+ Ca2+ [14, 28]. Это позволяет на представленном
диапазоне концентраций утверждать об измене-
ниях толщины мембраны, вызванных именно
электростатическими взаимодействиями, а также
предположить для наших систем наличие анало-
гичных процессов, обсужденных в работе [24]
лишь в диапазоне концентраций 0–1 мМ ионов
Ca2+. При этом существенное влияние кривизны
поверхности на толщину мембраны в везикулах
исключается.

Компьютерным моделированием установле-
но, что локализация Ca2+ и Mg2+ отмечается у
фосфатных и эфирных связей карбоксильных
групп ДМФХ [34]. Кроме того, связанные ионы
вызывают дегидратацию мембраны, приводящую
к образованию более плотной фосфолипидной
упаковки, о чем свидетельствует в нашем экспе-
рименте уменьшение площади на один липид
(в диапазоне концентраций 0–1 мМ ионов Ca2+).
При этом Ca2+ эффективнее дегидратирует мем-
брану [35], если сравнивать с Mg2+, сильное срод-
ство к гидратации которого затрудняет связыва-
ние с фосфолипидами [36].

Вследствие связывания с мембраной ионов
электрическое поле реорганизует фосфолипиды в
мембране так, что отрицательно заряженные
фосфатные группы соседних молекул ориентиру-
ются в сторону положительно заряженных фос-
фолипидов с образованием ионных мостиков
(рис. 5б) [33]. Следовательно, достаточно сильное
кулоновское взаимодействие в образующихся
ионных мостиках  приводит к
уменьшению площади на один липид и последо-
вательному увеличению толщины. При этом фор-
мирование ионных мостиков является достаточ-
но быстрым процессом, приводящим к переме-
щению ионов из раствора в мембрану [37].

В наших образцах дальнейшее увеличение
концентрации ионов в растворе, по-видимому,
приводит к насыщению изменений структуры
мембраны. Это может объясняться отсутствием
свободных мест для формирования ионных мо-
стиков. Однако более вероятно, что здесь проис-
ходит влияние пространственных ограничений,
не позволяющих далее изменять структуру мем-
браны, т.е. невозможность ее последующего сжа-
тия в латеральном направлении. Тем не менее,

2
4 4PO Me PO− + −− −

тенденция к уменьшению толщины в диапазоне
1–30 мМ, наблюдаемая при увеличении количе-
ства ионов в мембране, может возникать из-за из-
быточного латерального давления в гидрофобной
области мембраны, что приводит к наклону моле-
кул фосфолипидов относительно нормали бис-
лоя (рис. 5в). Отметим, что Д. Хастер с коллегами
сообщали о влиянии ионов Ca2+ на гидрофобные
цепи ДМФХ [31].

В гель-фазе эффект изменения структурных
параметров мембраны ДМФХ в диапазоне 1–30 мМ
выражен слабо, поскольку мембрана более жест-
кая, чем в ЖК-фазе. Кроме того, коэффициент
самодиффузии молекул ДМФХ в ЖК-фазе на по-
рядок превышает соответствующее значение
гель-фазы [38]. Вероятно, это препятствует на-
клону фосфолипидов относительно нормали. Со-
гласно полученным экспериментальным резуль-
татам для ионов Mg2+, которые аналогичны ре-
зультатам по ионам Ca2+, взаимодействия ДМФХ

Рис. 5. Графическая интерпретация эффекта измене-
ния толщины мембраны ДМФХ: а – молекула ДМФХ
(прямыми линиями представлена огрубленная мо-
дель молекулы); б – формирование ионного мостика

 путем электростатического притя-
жения соседних фосфолипидов к иону; а также изме-
нение пространственной ориентации P––N+-дипо-
лей фосфолипидов; в – наклон фосфолипидов отно-
сительно нормали бислоя.

(б)

(в)

(а)

Ca2+

Ca2+

2
4 4PO Ca PO− + −− −
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с Mg2+ могут быть описаны в рамках одной и той
же модели. Таким образом, мы распространяем
представленную модель взаимодействия на наши
системы, содержащие везикулы ДМФХ с ионами
Ca2+ и Mg2+.

Для описанной реорганизации фосфолипидных
молекул необходимо наличие дальнодействую-
щего электростатического притяжения между
комплексами фосфолипид-ион. Электростатиче-
ское влияние ионов в растворе с диэлектрической
проницаемостью, равной диэлектрической про-
ницаемости головной группы фосфолипидов в
латеральном направлении,  (  = 75 [39]), опи-
сывается длиной экранирования Дебая [40]:

(7)

где  – электрическая постоянная,  – концен-
трация ионов сорта i,  – заряд иона сорта i. При
увеличении концентрации ионов длина экрани-
рования Дебая уменьшается: b = 55–10 Å в диапа-
зоне 1–30 мМ. Эти значения по порядку величи-
ны превосходят характерные средние расстояния
между фосфолипидами  ~ 7.5 Å. Таким об-
разом, мы полагаем, что в силу реорганизации
фосфолипидов (при концентрации < 30 мМ) дли-
на экранирования Дебая липидной системы,
включающей в себя связанные с фосфолипидами
ионы, не достигнута значением l при всех иссле-
дуемых концентрациях ионов в растворе.

Отметим, что длина экранирования Дебая
также тесно коррелирует с зарядовой плотностью
мембраны, а именно со средним расстоянием
между ионами, связанными с фосфолипидами.
Количество ионов, связанных с мембраной, мо-
жет быть оценено изотермой адсорбции Ленгмю-
ра в виде [14]:

(8)

где  – отношение числа связанных ионов к об-
щему числу фосфолипидных молекул (моль/моль),
n – количество фосфолипидных молекул, связан-
ных с одним ионом Ca2+,  – концентрация
ионов Ca2+, K – константа связывания. В работе
[24] оценивается константа связывания ионов
Ca2+ в везикулах ДМФХ в ЖК-фазе на уровне
19 М–1, что согласуется с другим исследованием,
связанным с мембранами ДПФХ + Ca2+ [41]. Зна-
чение n принимают равным 1 или 2, что соответ-
ствует связыванию иона с одной или двумя фос-
фолипидными молекулами соответственно [41,
42]. В диапазоне концентрации 1–30 мМ ионов
Ca2+ расчеты  для разных n существенно не раз-
личаются и составляют порядка 15 ионов на
1000 молекул фосфолипида ДМФХ при 1 мМ (324
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на 1000 при 30 мМ). Близкое значение было полу-
чено в работе [43] для систем ДПФХ + Na+ при
1 мМ (22–24 иона на 1000 молекул ДПФХ). Таким
образом, среднее расстояние между ионами при
условии их равномерного распределения на по-
верхности мембраны составляет 62 Å при 1 мМ
(13.5 Å при 30 мМ), что превышает рассчитанные
длины экранирования Дебая на всем исследуе-
мом концентрационном диапазоне. Это подтвер-
ждает отсутствие взаимодействия между ионами,
потенциально приводящее к их отталкиванию.

Ионы Co2+ слабо влияют на структурные пара-
метры мембраны ДМФХ. Следовательно, элек-
тростатические взаимодействия в бислое, пред-
ставленные в модели взаимодействия ионов Ca2+

и Mg2+ с фосфолипидами ДМФХ, несколько дру-
гие и слабо выражены по сравнению с Ca2+ и
Mg2+. Это может напрямую зависеть от разных
физических свойств этих ионов, а также объяс-
няться различной гидратацией, силой и местами
связывания ионов с головными группами фосфо-
липидов. Например, в работе [4] были определе-
ны константы связывания Ca2+ и Mg2+ с яичным
лецитином: K = 40 М–1 и 30 М–1 для Ca2+ и Mg2+

соответственно, что говорит о сильном связыва-
нии этих катионов в отличие от Co2+, который
связывается относительно слабо (K = 1.2 М–1 при
10 мМ) [44] и практически не затрагивает жест-
кость мембраны и размер везикул ДМФХ [45].

Кроме того, важно рассмотреть размеры
ионов, поскольку меньшие размеры иона способ-
ствуют созданию сильных электрических полей,
что приводит к бóльшим значениям энергии гид-
ратации [46]. К примеру, ион Ca2+ обладает ион-
ным радиусом 1.00 Å, в то время как Mg2+ – лишь
0.72 Å [33, 47]. Co2+ имеет ионный радиус, близ-
кий к Mg2+, а именно 0.75 Å [48]. В работе [28] бы-
ло показано, что разное влияние двухвалентных
ионов металлов на толщину фосфолипидных
мембран также обусловлено и индивидуальными
особенностями ионов при их гидратации. В на-
шем случае известно, что Co2+ имеет 6 молекул в
первой гидратной оболочке. В то же время похо-
жим расположением обладают молекулы воды
около ионов Mg2+ (от 6 до 7) и Ca2+ (6–8) [33, 47,
49]. Более того, электрическое поле этих ионов
распространяется за пределы первой гидратной
оболочки, поляризуя молекулы воды во второй
оболочке и модифицируя сеть водородных свя-
зей. Поэтому расположение молекул воды для
этих катионов во второй гидратной оболочке раз-
личными методами определяется в следующем
виде [47–49]: от 1 до 6 молекул воды для Ca2+, 7 (12)
для Mg2+ и 5.7 (9.6) для Co2+.

Из изложенного выше следует, что катионы
Co2+ при гидратации по физическим свойствам
принципиально не отличаются, например, от
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ионов Mg2+, и занимают некоторое “промежуточ-
ное” положение по своим параметрам между
Mg2+ и Ca2+. Однако, вместе с тем важным явля-
ется тот факт, что кобальт является переходным
металлом, имея на внешней оболочке 7 d-элек-
тронов. В связи с этим Co2+ в водных растворах
формирует высокоспиновые комплексы с упоря-
доченным октаэдрическим расположением моле-
кул воды в первой гидратной оболочке [50, 51].
Вероятно это приводит к расщеплению вырож-
денных электронных состояний и появлению но-
вых состояний не только с большей энергией, но
и с меньшей, приводящей к увеличению стабиль-
ности иона в поле молекул воды, что может за-
труднять связывание ионов Co2+ с головой фос-
фолипидов, в частности, с отрицательно заря-
женными группами PO4 и CO2, которые обладают
вакантными высокоэнергетическими орбиталя-
ми [18]. Такая специфичность связывания тесно
коррелирует с локализацией ионов около отдель-
ных атомных групп головы фосфолипида в мем-
бране, во многом зависящей и от концентрации
ионов в растворе.

В заключение отметим, что на основе такого
рассмотрения взаимодействий ионов с молекула-
ми воды, а также полученных эксперименталь-
ных результатов в этой работе становится очевид-
на различная специфичность связывания и лока-
лизация ионов Ca2+, Mg2+ и Co2+ в головных
группах фосфолипидов ДМФХ. При этом под-
черкнем, что различия в локализации ионов и вы-
званные ими изменения толщины мембран могут
вместе или по отдельности влиять на конформа-
ции и функции различных мембранных белков и
пептидов, обладающих зарядом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью малоуглового рассеяния нейтро-
нов показано, что катионы Ca2+ и Mg2+ вызывают
схожие структурные изменения в мембранах
ДМФХ путем конформационных изменений го-
ловных групп и формированием ионных мости-
ков на всeм диапазоне исследуемых концентра-
ций ионов. В диапазоне концентраций 1–30 мМ
происходит реорганизация фосфолипидных мо-
лекул в мембране с наклоном гидрофобных хво-
стов. Однако в случае катионов Co2+ все эти изме-
нения выражены крайне слабо, что может объяс-
няться местами связывания Co2+, отличными от
Ca2+ и Mg2+. Также показано, что модель электро-
статического взаимодействия, ранее развитая для
систем ДПФХ (ДМФХ) + Ca2+, может быть рас-
ширена и на системы ДМФХ + Mg2+.

Установлено, что на структурные изменения
мембраны, индуцируемыe катионами Ca2+ и Mg2+,
также влияет и термодинамическая фаза липид-

ных систем ДМФХ. В гель-фазе происходят выра-
женные конформационные изменения головных
групп фосфолипидов (изменение толщины на 1/3
больше, чем в ЖК-фазе). С другой стороны, умень-
шение толщины мембраны, связанное с наклоном
фосфолипидов в бислое в диапазоне 1–30 мМ, про-
является слабее по сравнению с ЖК-фазой.
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The Effect of Divalent Ions on the Bilayer Structure
of Dimyristoylphosphatidylcholine Vesicles
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6Department of Physical Chemistry of Drugs, Faculty of Pharmacy, Comenius University in Bratislava,
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We have studied changes in the structural parameters of 1,2-dimyristoyl-sn-3-phosphatidylcholine (DMPC)
unilamellar vesicles at a concentration series 0–30 mM of divalent metal cations Ca2+, Mg2+, and Co2+ by
means of small-angle neutron scattering (SANS). The membrane structural parameters (thickness and area
per lipid) were obtained at different concentrations of cations in the gel and f luid phases of membrane. Both
Ca2+ and Mg2+ ions at the concentrations of 0–1 mM increase the membrane thickness by 1.9 Å and 2.9 Å
in the f luid and gel phase, respectively. In the concentration range of 1–30 mM, either a weak tendency to a
thickness decrease of ~ 1 Å is observed, or the thickness does not change at all. In the case of Co2+ ions, all
changes are extremely weak. We advocate a model of electrostatic interactions for these systems that encom-
passes the formation of ion bridges between lipid head-groups. Using the Langmuir adsorption isotherm, we
estimate the fraction of Ca2+ ions bound to the DMPC membrane. The developed model is of an interest to
future studies of membrane interactions with various charged peptides, such as those from the amyloid-β
family.

Keywords: lipid membranes, metal ions, thermodynamic phase, small-angle neutron scattering, membrane
thickness, area per lipid.
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