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Исследованы молекулярные механизмы вззнмодемствня и слияния бислонных ли
пидных мембран. Показано, что при их взаимодействии имеет место следующая по
следовательность событий: монОслбйное слияние, полное слияние и деление мембран. 
Изучены молекулярные механизмы моиослойного слияния, а также элекгростнмулнруе- 
могонСа21 -индуцируемого слияния, которые приводят к возникновению мембранной 
трубки. Выяснены причины дестабилизации такой трубки и деления ее на два бислои.
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Слияние биологических мембран является одной из необходимых 
стадий многих физиологических процессов, таких, как экзоцитоз, опло
дотворение, биогенез мышечных волокон и т. п. С другой стороны, раз
работка методов направленного слияния клеток in vitro с целью полу
чения соматических гибридов и, в частности, гибридом, имеет важное 
значение для генной инженерии и биотехнологии.

Несмотря на значительное количество работ [14], посвященных 
изучению слияния мембран, механизм этого явления остается невыяс
ненным. Однако имеются многочисленные данные, указывающие на 
то. что структурные перестройки, приводящие к слиянию, в значитель
ной мере обусловлены взаимодействием липидных матриксов биологи
ческих мембран [13, 14]. В связи с этим для изучения слияния мем
бран в последние годы широко применяются различные модельные си
стемы -липидные бислои. липосомы и т. д. Особенно интересна, на 
наш взгляд, модельная система двух бислойных липидных мембран 
(БЛМ), предложенная Либерманом и Ненашевым [2]. которая позво
ляет исследовать единичные акты слияния бислоев. В настоящей ра
боте приводятся данные, полученные при исследовании взаимодействия 
двух БЛМ, и обсуждаются молекулярные механизмы различных ста
дий их взаимодействия.

Материал и методика Для формирования БЛМ использовали следующие липи
ды: азолекткн—Аз (Ассошиэйтет Копи.), фосфйталилэтаноламин'ФЭЛ (Кох-Лайт!, 
яичный фосфатадилхолин ФХ, кардиолипин- -КЛ (Харьковский завод бактериальных 
препаратов), а также лизофосфатиднлхолин- ЛФХ (Сигма), днолеилфосфатнднлхо- 
лип -ДОФХ, холестерин (Серва). В качестве растворителей липидов использовали 
н-декан (хч) и сквален (Мерк, 97% чистоты). Сквален дополнительно очищали от по
лярных примесей при помощи окиси алюминия (Хемаиол). Эксперименты проводили 
в 0,0! 1 М растворах КС1 (осч) при 30°.

44



Конструкция трехкзмерной измерительной ячейки к принцип визуального контро
ля за взаимодействием БЛМ подробно описаны [4, 11].

В основу получения не содержащих растворителя БЛМ была положен.։ идея Уайта 
[16]; использовать с этой целью растворы липидов в сквалене. Такой подход позво
лил лам впервые получить мембраны без растворителя из различных фосфолипидов [7].

Установка для измерения сопротивления, емкости, разности граничных потенциа
лов, натяжения и других параметров БЛМ, а также для исследования основных ста
дий слияния мембран описана ранее [7, 8, 11]
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Рис. 1. Принцип емкостного контроля за взаимодействием БЛМ. а—плос
кие БЛМ, не приведенные в контакт, б—трнламкнарпая структура, в— 
мембранная трубка. В верхней части рисунка показаны осциллограммы 
сигналов, регистрируемые на выходе операционных усилителей ОА։ л ОА2 
и генератора линейной развертки напряжения G. подключенных к хлор- 
сёребряпым электродам 2, I /I 3 соответственно. В нижней итоги рисунка 
приведены эквивалентные ехгмь- соответствующих состояний системы, по
ясняющие характерную форму емкостных сигналов на выходе ОА, и ОА2.

Примененный нами емкостный метод контроля за взаимодействием БЛМ [5. 11. 
12] позволяет четко различать стадии слияния мембран (рис. I). Как видно из ри
сунка. осциллограммы токов ня выходе операционного усилителя ОА2 для различных 
состояний системы качественно отличаются.

Результаты и обсуждение. При взаимодействии мембран из раз
личных липидов и. их смесей, содержащих или нс содержащих органи
ческий растворитель, наблюдается следующая последовательность со
бытий. После сближения БЛМ посредством выдавливания их до по
лусферической формы между ними устанавливается плоскопараллель
ный контакт (рис. 2 6) [9]. Через некоторым промежуток времени, за
висящий от ионной силы и состава фонового электролита [7, II], заря
да бислоев и содержания в них растворителя, происходит монослойное 
слияние БЛМ и образование тр илам и пари ой структуры (ТС), изобра
женной на рис. 2 в. При этом в области контакта двух мембран форми
руется одиночный бислой (контактный бислой), имеющий совпадающее 
с обычной БЛМ значение удельной емкости [5].

Триламинарная структура стабильна, но при определенных усло
виях может быть осуществлен переход системы в мембранную трубкм
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(ряс. 2 г), г. с. полное слияние БЛМ. При повышении гидростатическо
го давления снаружи мембранной трубки происходит коллапс трубки, 
приводящий к делению ее на две мембраны. Система снова возврата֊ 
етёя в исходное состояние (рис. 2а). Таким образом, в системе двух

Рис 2 Цикл слияние -деление БЛМ. о—две мембраны .то приведения в 
контакт, б плоскопараллельный контакт БЛМ. »—триламипарная струк- 
гура, । мембранная трубка, образованная и результате полного слиянья 
мембран. ДР—трансмембранная разность гидростатических палений, 

и—разность потенциалов на мембране.

БЛМ реализуется цикл—моиослойное слияние, полное слияние, деление 
мембран, —который можно повторять многократно на очной паре мем- 
б ран.

Исследование механизма моиослойного слияния. Рансе было уста
новлено [9]. что образование триламинарной структуры в случае с 
биелоямч. содержащими растворитель, инициируется при к штактс 
мик;>ол:1>аз взаимодействующих БЛМ и. следовательно, не может слу
жить моделью для изучения мопослойного слияния биологических мем
бран. Поэтому мы исследовали механизм возникновения ТС при вза֊ 
чмоденствии бислоев, не содержащих органического растворителя. На
ми была обнаружена сильная зависимость средних времен ожидания 
моиослойного слияния гмр (т. с. промежутка времени с момента обра
зования плоскопараллельного контакта до инициации ТС) от лплидно- 
ю состава БЛМ.

Согласно сталкериой гипотезе моиослойного слияния Маркина и 
Козлова 11]. на контактирующих монослоях образуются локальные де
фекты֊ «вспучивания».—замыкание которых друг на друга даст нача
ло перемычке -сталку между двумя бислоями (рис. 3). Очевидно, что 
при образовании счалка монослой сильно изгибается и должен обла
дать упругой энергией, зависящей от эффективной формы липидных 
молекул, составляющих бислой [1, 6]. Для молекул, имеющих цилин
дрическую форму (плошадь полярной головки в плане равна плота 
ли гидрофобной части молекулы), например, для ФХ, «ненапряженной» 
является плоская форма монослоя и бислоя. Молекулы, имеющие фор
му прямого (Л ФХ) или обратного кону-са (ненасыщенный ФЭА), умень-
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лнают энергию образования дефектов типа гидрофильных пор в бислое 
(ЛФХ) или типа «вспучиваний» (ФЭА). Очевидно, что эти структур
ные перестройки предполагают изгиб монослоя в противоположных на
правлениях, следовательно, энергия таких дефектов должна протнво-

Рис. 3. Сталкерный механизм формирования трнлзчинзрпой структуры 
Показан процесс возникновения на контактирующих монослоях «вспучи
ваний», замыкание которых друг на Друга дает начало триламинарнон 

структуре.

наложным образом зависеть от формы липидных молекул. Эта идея 
была положена в основу проверки сталкерного механизма монослой ко
го слияния с использованием двух независимых экспериментальных 
подходов [6].

Из теории следует липидная зависимость времени ожидания моно- 
слойного слияния от эффективной формы липидных молекул: в данном 
случае для изменения эффективной кривизны молекул бнелоя из ФЭА 
мы вводили в раствор ЛФХ, который внедрялся в состав БЛМ.

|£1МР=В + 6,15 Асл. (1)
кТ

։де В—объединяет все сомножители, не зависящие от объемной концен- 
транин ЛФХ Со; параметр, характеризующий эффективную форму 
липидных молекул; к- постоянная Больцмана; Т—абсолютная темпера
тура Полученные экспериментальные значения 1МР при различных 
Со ложатся на прямую (рис. 4).

Рис. 4. Рис. 5.
Рис. 4. Зависимость времени ожидания манослойного слияния БЛМ от 
концентра инн ЛФХ в растворе. Мембраны лэ раствора ФЭА в сквалене.

0,1 М раствор KCI. Сплошная кривая получена теоретически.
Рис. 5. Линейное, натяжение пор у в присутствия различных концентра
ций ЛФХ. Точки на рисунке получены из экспериментальных зависимо

стей Iglj (U). БЛМ из ФЭА в сквалене, 0,1 М КС!»

Известно, с другой стороны, что наложение электрического поля на 
мембраны способствует образованию в них гидрофильных пор, приво-
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дящнх к электрическому пробою БЛМ. Параметром, характеризую
щим энергию образования такой пиры, является ее линейное напряже
ние у. которое можно определить из экспериментальных зависимостей 
среднего времени жизни БЛМ Г, от амплитуды изложенного на нее
напряжения U [6].

Зависимость у от эффективной формы липидов выражается в виде:՝

; О - — ;С„, (2)
И

где 1) объединяет все параметры, нс зависящие от объемной концен
трации ЛФХ Со; 1т толщина момослоя Сравнение этого уравнения .՛ 
уравнением (1» выявляет одинаковую комбинацию параметров £ и них. 
Экспериментальная зависимость у от Со, согласно теоретическому вы
ражению (2). линейна (рис. 5). И։ наклона прямой у (Со) можно опре
делить I и, подставив его в выражение (I). получить теоретическую 
зависимость 1^( М1 (Со), которая представляется в виде прямой. Как 
видно из рис 4. экспериментальные точки хорошо ложатся на теорети
ческую прямую. Поскольку теория не имеет ни одного свободного па- 
рвм<гра |’>|, ՝о*ла  1ение наклонов ՛ ՛
лаиисимосгей (Со) доказывает, что при монослойном слияния
двух БЛМ реализуется стзлкернын механизм.

Полное слияние БЛМ. Поскольку спонтанный переход ТС. в мем
бранную трубку—событие достаточно редкое, для реализации полного 
слияния необходимы специальные условия. Так, слияния можно до
биться наложением на ТС напряжения, вызывающего разрушение кон
тактного бислоя и образование мембранной трубки. На рис. 6 показа- 

Рйс 6 Зависимости от напряжения среднего времени жизни обычной 
БЛМ (О) H средней длительности импульса, необходима для индукции 
полного слияния двух мембран 1ф); площади БЛМ и области контакт» 
одинаковы и составляют -֊1,7.10-’ см* БЛМ нл смеси ДОФХ/холр- 
стерни (9/1 по весу), 0.1 М раствор КО Каждая точка на графике соот

ветствует среднему и » десяти измерений.
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Jia зависимость промежутка времени е момента наложения на контакт
ный бислон прямоугольного импульса напряжения до образования 
трубки от амплитуды импульса (мерные точки). Эта кривая совпадает 
ьо всем исследован ном диапазоне с зависимостью времени жизни обыч
ной мембраны от напряжения (белые точки). Следовательно, в осно
ве электростнмулируемого слияния лежит необратимый электрический 
пробои контактного бислоя, т. е. образование в нем гидрофильной по
ры надкритического радиуса [11].

Нами обнаружено и исследовано также явление полного слияния 
карднолипинсодеужащах скваленовых БЛМ в присутствии между ни
ми иоиов Са: (•՝֊ I мМ) Отметим, что Са - . введенный лишь в 
среднее отделение ячейки, не может модифицировать и дестабилизиро
вать контактный бисло։։, сформированный из внешних монослоев двух 
БЛхЧ [3. 5, 12]. Результаты экспериментов, в которых мембранную 
трубку получали при введении Са2т после монослойного слияния, по
зволили предположить, что этот катион дестабилизирует участок соеди
нения трех бислоев в ТС. т. с. периметр контактного бислоя (рис. 2 в} 
[5].

Необходимо подчеркнуть, что как при электростимулируемом, так 
а при С2 -индуцируемом слиянии образование ТС обязательно пред
шествует слиянию. Так, наложение электрического поля на БЛМ до 
М01ЙСЛ0ЙНОГО слияния приводит к их разрушению, но не вызывает сли
яния. Таким образом, формирование одного бислоя в области контак
та двух БЛМ является необходимой стадией взаимодействия мембран, 
предшествующей слимпню.

Исследование устойчивости мембранной трубки. Деление мембран
ой трубки носит пороговый характер: при увеличении гидростатическо
го давления снаружи трубки происходит своеобразный коллапс, при
водящий к делению трубки на две БЛМ |4|. Теоретическое и экспери
ментальное исследование устойчивости мембранной трубки показало, 
что в основе коллапса лежит потеря устойчивости трубки при опреде
ленном соотношении параметров системы: длины трубки L. радиуса ее 
основания R, трансмембранной разности гидростатических давлений 
АР н натяжения БЛМ о. Дело в том, что не любым значениям назван
ных параметров соответствует равновесная форма трубки, отвечающая 
минимуму свободной энергии [4].

Теоретические расчеты, произведенные Козловым [4], подтвержда
ются экспериментами и дают следующую зависимость критического 
давления, вызывающего коллапс, от параметров системы;

др=г = ^1/1 -0.754—)• (3)
R X R/

Как следует из теории, при ДР*=0  трубка делится при L/R- 1,325. Ана
лиз выражения (3) показывает, что из наклона зависимостей АР*(1.)  
можно определить натяжение БЛМ о.

Система двух контактирующих БЛМ представляет собой упрощен
ную модель взаимодействия биологи веских мембран. Основные зако
номерности взаимодействия и слияния бислоев, обнаруженные нами, 
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наблюдаются, однако, и на биологических объектах. Так, эксперимен
тально доказанный нами вывод о том, что слиянию бислоев обязатель
но предшествует образование ТС, подтверждается электрон ном икроско- 
«■дческнми данными, полученными, например, при слиянии секреторной 
везикулы с плазмалеммой [13. 14].

Условия реализации описанного выше Са21 •индуцируемого слия
ния БЛМ, не содержащих растворителя, близки к условиям слияния 
миобластов в культуре и in vivo 115]. В обоих случаях необходимо 
присутствие мпллимолярных концентрации этого иона только между 
контактирующими мембранами. Необходимо подчеркнуть, что слия
ние БЛМ, подобно биологическим мембранам, может иметь Са 24 -спе
цифичность.

В последние годы успешно осуществлено элсктростимулируемое 
влияние животных и растительных клеток [17]. Авторы метода пола
гают, что з его основе лежит электрический пробой клеточных мембран 
в области контакта. Однако в этой системе не удастся определить ве
личины потенциалов, падающих на мембранах клеток, и идентифици
ровать промежуточные стадии слияния. Исследование электростиму- 
лярусного слияния БЛМ позволило строго доказать, что механизм та
кого явления предполагает образование гидрофильной поры надкрити
ческого радиуса з контактном 'бислое после формирования ТС. Ины
ми словами, полное слияние вызвано необратимым электрическим про
боем одиночного бислоя в области контакта.

Обращает на себя внимание также сходство эндоцнтоза и деления 
клеток с описанным выше коллапсом мембранной трубки. Можно пред
положить. что эти процессы протекают по сходному механизму. Осо
бенно наглядно это проявляется при получении мембранного пузырька 
в patch-clamp методе Пеера н соавт. [10].

Изложенный материал позволяет предположить, что молекулярные 
механизмы взаимодействия и слияния липидных бислоев, изученные 
нами в системе БЛМ -БЛМ, реализуются также при структурных пе
рестройках биологических мембран, приводящих к слиянию.
Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР. Поступило 25.Х 1984 г.

ԵՐԿՇԵՐՏ 1.ԻՊԻԴԱՅԻՆ ՄԵՄԲՐԱՆՆԵՐԻ ՓՈԽԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԵՎ
ՄԻԱՁՈՒԼՈՒՄԸ

Գ. В. ՄԵԼԻՔՅԱՆ

Հետագոտվտծ են երկշերտ լիպիղային մեմբրանների (ԵԼՄ-ների) փոխազ
դեցությունը և միաձուլումը։ Տույց Լ տրված, որ ԵԼՄ-ների փ։։խ ուղղեցիր յան 
դեպքում գիտվում Լ երևույթների հետևյալ հաջորդական ութ յունը' միաշերտ 
մ իա ձուլում, լիովին միաձուլում և մեմբրանների քաման ումւ Միաշերտ միա
ձուլման հիմքում ընկած Լ լոկալ դեֆևկտների առաջացում ը հարակից միաշեր
տերի մեջ, որոնք սկիղբ են տալիս եռլամինար կաոուցվածքին (մեկ երկշերտ 
մեմբրան ԵԼՄ-ների հարակցման տիրույթում)։ Ուսումնասիրված է նաև մեմբ֊ 
բանային խողովակ առաջացնող Էյեկտրախթ անվող և Са2 -խթանվող միա- 
ձուլումների մ եխանիղմը։ Պարղսւբանվաձ են այս խողովակի ան կա յուն ա ցմ ան 
և երկու ԵԼՄ-ների բամանման պատճառները։
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INTERACTION AND FUSION OF BILAYER LIPID MEMBRANES
G. B. MELIKYAN

Tne interaction and fusion of bilayer lipid membranes (BLM) have 
been studied. The interaction of BLM passes through 3 stages: monolayer 
fusion, complete fusion and fission of membranes. The structural rearran
gement underlying the monolayer fusion involves the formation of a tri
laminar structure (single bilayer formation in ths BLM contact region) 
as a result of local defects in the interacting monolayers. Complete fusion 
gives rise to the membraneous tube formation. Th • electrostimulated and 
(.3 ’՜-induced fusion mechanism and the reasons of membrane tube des
tabilization have been investigated.
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УДК 577.352.36

ИССЛЕДОВАНИЕ ИНДУЦИРОВАННОГО ИОНОФОРАМИ 
К՛—Н՜ ОБМЕНА В ЭРИТРОЦИТАХ

Л В. ГЮЯЬХАНДАНЯН

Исследоьино влияние мембранного потенциала эритроцитов крысы на скорости 
выхода К4՜ и входа II • Показано, что при индуцировании выгока К ' взлиноминином 
скорости Кт— Н+ обмена повышаются при уаелнченвн мембранного потенциала п сто
рону положительных значений. В случае вызванного Са2+-ионофором А23187 пере-
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