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Методом рефлектометрии нейтронов апробирована методика осаждения липидного бислоя на по-
верхность кремния из раствора однослойных везикул. Измерена рефлектометрическая кривая от
липидного бислоя димиристоилфосфатидилхолина в избытке воды. Анализ рефлектометрической
кривой, выполненный в приближении ступенчатой функции распределения плотности длины рас-
сеяния нейтрона на поверхности раздела кремний–жидкость, позволил расчитать толщину липид-
ного бислоя 45 ± 6 Å при температуре 30°C.
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ВВЕДЕНИЕ
Липидный бислой представляет собой термо-

динамически выгодную форму ассоциации по-
лярных липидов в водной среде, при которой об-
ладающие свойством амфифильности молекулы
липидов ориентированы таким образом, что их
полярные головки обращены в сторону водной
фазы и формируют две гидрофильные поверхно-
сти, а углеводородные цепи образуют между ними
гидрофобную область [1]. Липидный бислой иг-
рает важнейшую роль в жизнедеятельности кле-
ток, осуществляя защитную функцию, то есть от-
деляя ее от внешней среды, и обеспечивая и регу-
лируя поступление молекул и ионов в клетку и их
выход наружу. Основой липидного бислоя биоло-
гических мембран являются фосфолипиды [2].
Они составляют 40–90% от общего количества
липидов в мембране. Иследование структуры
фосфолипидов осуществляется в основном мето-
дами дифракции и малоуглового расеяния ней-
тронов и рентгеновских лучей [3]. При различной
концентрации фосфолипидов в воде, температуре
среды и других факторах они могут образовывать
различные типы жидкокристаллических структур
[4]. Доказано методом малоуглового рассеяния
нейтронов, что структура изогнутого бислоя ма-
лых везикул (радиус несколько сотен ангстрем)
отличается от структуры плоского бислоя [5, 6].

Первая информация о структуре частично гид-
ратированного липидного бислоя фосфолипидов
получена методом дифракции нейтронов на мно-
гослойных мембранах ориентированных на квар-
цевых подложках в 70-ых годах XX в. [7–10]. В по-
следующем основная часть информации о
структуре и свойствах липидного бислоя фосфо-
липидов была получена методов дифракции
рентгеновских лучей на многослойных везикулах
в избытке воды [11].

В рентгеновских синхротронных эксперимен-
тах всегда возникает вопрос об идентичности
структуры невзаимодействующего (одного) ли-
пидного бислоя структуре липидного бислоя в
системе взаимодействующих между собой слоев
многослойной везикулы. Низкие потоки ней-
тронных источников, по сравнению с синхро-
тронными, не позволяют проводить эксперимен-
ты на многослойных везикулах в избытке воды.
Нейтронный эксперимент может быть успешно
реализован при применении ориентированных
на кварцевых подложках (размером примерно 2 ×
× 5 см2) многослойных липидных мембран, по-
мещаемых в камеру с заданной влажностью воз-
духа. В таких условиях липидная мембрана ча-
стично гидратирована и ее структура отличается от
полностью гидратированной мембраны, находя-
щейся в избытке воды.
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С точки зрения идентичности образца биоло-
гической мембране, наиболее подходящим объ-
ектом исследования является плоский липидный
бислой в избытке воды. Такая геометрия методи-
чески соответствует рефлектометрии нейтронов.
Сильное поглощение фотонов материалами ка-
меры, в которой осаждается липидный бислой,
делает невозможным проведение аналогичных
экспериментов на синхротронных источниках.
В синхротронных экспериментах возможны ре-
флектометрические измерения кривых отраже-
ния только от липидного монослоя на поверхно-
сти воды [12].

Создание липидного бислоя на границе твер-
дое тело–вода является сложной методической
задачей. Нейтронные рефлектометрические экс-
перименты, выполненные на установке D17 в
Институте Лауэ-Ланжевена (Гренобль, Фран-
ция), по исследованию кинетики образования ли-
пидного бислоя димиристоилфосфатидилхолина
(ДМФХ) на поверхности кремния показали, что
время осаждения липидного бислоя на поверх-
ность кремния из везикулярной фазы составляет
100 мин [13]. Нейтронная рефлектометрия также
эффективна для исследования структуры олиго-
слойных мембран фосфолипидов в процессе их
набухания под воздействием различных веществ,
когда невозможно получить качественный ди-
фракционный спектр. Такой подход использо-
вался при исследовании раздвижки липидных бис-
лоев олигослойной мембраны ДМФХ под дей-
ствием молекул гиалуроновой кислоты [14].

Исследования структуры липидных мембран в
избытке воды методом нейтронной рефлектомет-
рии возможно только при горизонтальном распо-
ложении образца, что требует применения метода
времени пролета для измерения коэффициента
отражения в широком интервале векторов рассе-
яния. На стационарных источниках нейтронов

метод времени пролета реализуется за счет при-
менения прерывателя пучка. На импульсных ис-
точниках нейтронов с низкой частотой следова-
ния импульсов (5–10 Гц) установка прерывателя
не требуется, что увеличивает поток нейтронов на
образце. Создание на импульсном реакторе ИБР-2
нейтронного рефлектометра ГРЭИНС требует
развития методик измерения липидных бислоев
на границе твердое тело–вода и, прежде всего,
методик нанесения липидного бислоя на поверх-
ность вода–твердое тело.

Эксперименты по образованию липидного
бислоя фосфолипидов на границе раздела диок-
сид кремния–вода и измерения нейтронных ре-
флектометрических кривых были выполнены ме-
тодом нейтронной рефлектометрии на установке
AMOR на ускорительном источнике нейтронов
SINQ в Институте Пауля Шеррера в Швейца-
рии [15].

ЭКСПЕРИМЕНТ

Однослойные везикулы димиристоилфосфа-
тидилхолина (ДМФХ) изготавливались методом
экструзии многослойных везикул через ядерные
фильтры диаметром 500 Å [16]. Везикулы вводи-
лись в камеру с тяжелой водой (D2O). Использо-
вание D2O вместо обычной воды (H2O) обуслов-
лено тем, что тяжелая вода создает больший кон-
траст (разность плотностей длин рассеяния (ПДР))
между ней и липидным бислоем ДМФХ, чем
обычная вода, что необходимо для удачного ре-
флектометрического эксперимента, в том числе
из-за того, что водород создает сильный некоге-
рентный фон [5]. Далее происходил процесс оса-
ждения однослойных везикул на твердую гидро-
фильную поверхность двуокиси кремния (SiO2).
Слой гидрофильного двуокиси кремния заранее
создавался методом окисления [13], что является
важной частью эксперимента ввиду невозможно-
сти образования липидного бислоя на поверхно-
сти гидрофобного кремния. В результате осажде-
ния везикул, на поверхности двуокиси кремния
должен образоваться липидный бислой, однако
данный процесс является не регулируемым. Про-
контролировать окончательный результат экспе-
риментально возможно, в том числе, анализом
рефлектометрической кривой. Везикулы, не при-
нявшие участие в образовании бислоя (не оса-
жденные на поверхность двуокиси кремния), бы-
ли вымыты из камеры потоком D2O (рис. 1).

Эксперимент проводился при температуре
30°C. Поток нейтронов падал на образец под уг-
лом, отраженные лучи фиксировались на детек-
торе. Первоначально была измерена зависимость
коэффициента отражения от вектора рассеяния (q)

Рис. 1. Схема экспериментальной камеры: Si – крем-
ний; SiO2 – диоксид кремния; ДМФХ – бислой ди-
миристоилфосфатидилхолина: D2O – тяжелая вода.
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для слоя диоксида кремния на кремниевой под-
ложке в тяжелой воде в отсутствии липидного
бислоя. Целью являлось проверка работы инстру-
мента, измерение плотности длины рассеяния тя-
желой воды и измерение толщины диоксида
кремния, с целью повышения точности обработ-
ки данных следующего этапа эксперимента. Бы-
ли получены рефлектометрические кривые для
структур: кремний–диоксид кремния–тяжелая
вода (Si–SiO2–D2O) и кремний–диоксид крем-
ния–бислой ДМФХ–тяжелая вода (Si–SiO2–
DMPC–D2O). Аппроксимация спектров осу-
ществлялось в программе Sasview 3.0.0 [17].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Распределение плотности длины рассеяния
для структуры Si–SiO2–D2O имеет вид ступенча-
той функции (рис. 2).

При построении модели распределения плот-
ности длины рассеяния для данной системы, вы-
яснилось, что, при исключении из нее диоксида
кремния, в соответствующей ей рефлектометри-
ческой кривой существенных изменений не про-
исходит, что может быть связано как с неполным
созданием слоя SiO2, так и с тем, что за счет гид-
ратации его средняя плотность длины рассеяния
увеличивается до значения, при котором он ста-
новится “невидимым” для подобного экспери-
мента. Измерение толщины слоя диоксида крем-
ния оказалось невозможным, но исключение его
из модели упростило процесс обработки экспери-
ментальных данных при невысоком снижении
точности.

Тогда, для границы раздела тяжелая вода–
кремний теоретическая рефлектометрическая

кривая представляет собой френелевскую кри-
вую отражения, вычисляемую по формуле [18]:

(1)

Здесь q =  – вектор рассеяния, qc – век-

тор рассеяния, соответствующий критическому
углу скольжения пучка нейтронов (если угол
скольжения принимает значения меньше крити-
ческого, наблюдается явление полного отраже-
ния), θ – угол скольжения (угол между направле-
нием пучка нейтронов и поверхностью кремния),
λ – длина волны нейтронов в пучке. На рис. 3
представлено сравнение экспериментальной ре-
флектометрической кривой для структуры крем-
ний–диоксид кремния–тяжелая вода с кривой
Френеля (1) для структуры кремний–тяжелая вода.

В результате компьютерной обработки данно-
го спектра была получена плотность длины рассе-
яния тяжелой воды (  = (6.3 ± 0.6) × 10–6 Å–2).
Данное значение является известной табличной
величиной, его определение в рамках данного
эксперимента обусловлено как необходимостью
проверки тяжелой воды на чистоту (возможно на-
личие H2O или каких-либо примесей), так и про-
верки правильностью работы электроники уста-
новки в режиме метода времени пролета.
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Рис. 2. Распределение (профиль) плотности длины
рассеяния нейтрона для структуры кремний–диок-
сид кремния–тяжелая вода (Si–SiO2–D2O).
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Рис. 3. Сравнение экспериментальной рефлектомет-
рической кривой (зависимости коэффициента отра-
жения от вектора рассеяния) для структуры крем-
ний–диоксид кремния–тяжелая вода (Si–SiO2–D2O)
с френелевской кривой для структуры кремний–тя-
желая вода (Si–D2O). Точки – эксперимент, кривая –
теория.
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Прежде чем приступать к определению тол-
щины бислоя димиристоилфосфатидилхолина,
необходимо доказать, что бислой образовался.
На рис. 4 изображено сравнение эксперимен-
тальной кривой для структуры Si–SiO2–ДМФХ–
D2O с френелевской кривой для Si–D2O. Видно,
что полученный спектр отличается от френелев-
ской кривой, что говорит о том, что липидный
бислой димиристоилфосфатидилхолина (ДМФХ)
образовался.

Необходимая для определения толщины ли-
пидного бислоя плотность длины рассеяния мо-
лекулы димиристоилфосфатидилхолина рассчи-
тана как отношение суммы длин рассеяния ядер
составляющих ее атомов (bi) к полному объему
молекулы ДМФХ (V). В качестве объема молеку-
лы ДМФХ использовалось значение объема не
гидратированной молекулы ДМФХ в жидкокри-
сталлической фазе – 1101 Å [11]. Длины рассеяния
нейтронов ядрами элементов являются таблич-
ными величинами. Было получено следующее
значение ПДР:

(2)

При обработке полученных в ходе экспери-
мента данных использовалась модель однород-
ной ПДР, что означает, что в рамках каждого слоя
ПДР остается постоянной. Реальная плотность
длины рассеяния бислоя больше, чем показанное
выше теоретическое значение (2), так как бислой

4
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гидратируется, а плотность длины рассеяния мо-
лекулы тяжелой воды выше, чем у бислоя ДМФХ.
Рассматривать более сложную модель, учитываю-
щую различие ПДР “хвостов” и “голов” молеку-
лы ДМФХ не представляется возможным ввиду
низкой накопленной статистики эксперимента в
конце рефлектометрической кривой.

Для итогового расчета использовалось значе-
ние ПДР гидратированного бислоя ДМФХ, опре-
деленное в работе Т. Гутберлета и др. [13]. Данное
значение было получено в ходе рефлектометри-
ческого эксперимента в аналогичных условиях:
ρДМФХ = 1.053 × 10–6 Å–2.

В ходе обработки экспериментальных данных
в профиль плотности длины рассеяния исследуе-
мого образца (рис. 5) между слоями диоксида
кремния и ДМФХ был добавлен небольшой слой
тяжелой воды толщиной 5 Å, который соответ-
ствует тяжелой воде, гидратирующей двуокись
кремния.

Расчет рефлектометрической кривой от ли-
пидного бислоя ДМФХ, нанесенного на кремне-
вую подложку, проводился в программе Sasview
3.0.0 с использованием рекурентного алгоритма
Парратта для системы слоев различной плотно-
сти длины рассеяния, представленной на рис. 5 [18].
Результат подгонки расчетной кривой к экспери-
ментальной представлен на рис. 6. Спектр изме-
рен для относительно маленьких значений вектора
рассеяния q, на кривой отсутствуют ярко выражен-
ные осцилляции. Несмотря на это, эксперимен-
тальные данные обработаны с достаточной точ-
ностью: χ2 = 1.46. В результате подгонки расчетного
спектра к экспериментальному было получено
значение толщины бислоя димиристоилфосфа-
тидилхолина: d = (45 ± 5) Å, которое хорошо сов-

Рис. 4. Сравнение экспериментальной рефлектомет-
рической кривой (зависимости коэффициента отра-
жения от вектора рассеяния) для структуры кремний –
диоксид кремния–бислой димиристоилфосфатидил-
холина–тяжелая вода (Si–SiO2–ДМФХ–D2O) фре-
нелевской кривой для структуры кремний–тяжелая во-
да (Si–D2O). Точки – эксперимент, кривая – теория.
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падает с величиной 45.5 ± 0.6 Å, полученной ме-
тодом малоуглового рассеяния нейтронов для
толщины липидного бислоя однослойных вези-
кул димиристоилфосфатидилхолина диаметром
900 Å при температуре 30°C [5].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методом нейтронной рефлектометрии пока-
зана возможность осаждения липидного бислоя
димиристоилфосфатидилхолина в жидкокристал-
лической фазе из везикулярного состояния на по-
верхность кремниевой подложки. Исследована
методом нейтроной рефлектометрии структура
липидного бислоя димиристоилфосфатидилхо-
лина. Полученная толщина липидного бислоя
ДМФХ 45 ± 6 Å соответствует литературным дан-
ным [11]. Анализ рефлектометрических кривых
для двуокиси кремния и липидного бислоя ДМФХ
демонстрирует невозможность определить тол-
щину образуемой пленки двуокиси кремния на
поверхности кристаллического кремния по при-
чине сильной гидратации двуокиси кремния и
полярных голов ДМФХ тяжелой водой. Толщина
гидратационного слоя тяжелой воды на границе
кремний–ДМФХ была оценена как 5 Å.

Эксперимент показал, что использование кри-
сталлического кремния как подложки для оса-
ждения липидного бислоя не является удачным.
Слой липида толщиной 45 Å слишком мал для то-
го, чтобы измерить характерные осцилляции ре-
флектометрической кривой [18]. Полученные ре-

зультаты говорят о необходимости усложнения
структуры кремниевых подложек. Здесь наиболее
перспективным направлением развития является
использование гетерогенных подложек с различ-
ной от кремния плотностью длины рассеяния
нейтрона и толщиной неоднородностей в не-
сколько сот ангстрем.

Одна из задач, направленных на улучшение
качества эксперимента, является поиск других
материалов, которые можно использовать в каче-
стве подложки для бислоя и которые будут иметь
достаточно большую разность плотности длины
рассеяния с гидратированным бислоем. Экспе-
римент с более хорошей статистикой позволит
использовать более сложные модели распределе-
ния плотности длины рассеяния бислоя ДМФХ.
В данной работе применялось приближение рав-
номерного распределения ПДР внутри бислоя,
т.е. не учитывалась разница ПДР “голов” и “хво-
стов” молекул ДМФХ. В будущем такая работа
будет выполнена на рефлектометре Грэинс реак-
тора ИБР-2, интенсивность пучка которого пре-
вышает интенсивность пучка источника нейтро-
нов SINQ в Швейцарии. Развитие методики из-
мерения структуры липидных бислоев методом
рефлектометрии представляется перспективной
задачей для исследования структуры липидных
бислоев из соевых фосфолипидов со встроенны-
ми лекарствами.
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Investigation of the Structure of Dimyristoylphosphatidylcholine Bilayer
via Neutron Reflectometry
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The method of bilayer deposition on the silicon surface from the solution of the unilamellar vesicles was ap-
proved via neutron reflectometry. Neutron reflectivity curve from the lipid bilayer of the dimyristoylphospha-
tidylcholine (DMPC) was acquired in the excess of water. Analysis of the reflectivity curves was done in the
step-function approximation of the neutron scattering length density distribution on the interfaces silicon-
liquid. Lipid bilayer thickbess was calculaterd as 45 ± 6 Å at temperature 30°C. Study was financed by RSF
(project 14-12-00516).
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