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АДСОРБЦИЯ ИОНОВ НА ПОВЕРХНОСТИ ЛИПОСОМ 
ИЗ ФОСФАТИДИЛХОЛИНА

С. А. ТАТ УЛ ЯН

Институт цитологии ЛИ СССР. Ленинград

Аннотация—Метолом микроэлектрофореза исследована адсорбции ка 
тонов щелочноземельных металлов и некоторых анионов на поверхности 
мультнламеллярных липосом и.։ яичного фосфатнднлхолина и адсорбция 
ионов кальция на липосомах из днмиристонл- и днпальмнтоилфосфаткдил- 
холина. Результаты описаны в рамках теории Гун-Штерна. Определены 
константы связывания покоя с поверхностью липосом и число мест связы
вания на единицу (площади.

ԱէւՈէոացիսւ — Մ րկրոԼւհկարտֆորեդի մեթոդով ուսումնասիրված Լ լպկէպի ահ ո դա
յին մետաղնհրի կատիոնների և որոչ անիոնների սյդսււրրցիան ձվի ֆոււֆատիդիւխո- 
էինք մա րոի/ամ եյյսւր {իւդոսոմէ՚երի մակերեսի վրա և կալիումի իոնների աղսորր- 
ւյիան դիմիրիստրւի/■ ե դիպտւմիտոի/ֆոսֆաւոիդիւի/ուինի /իս{ոււոմների վրար 
Արդյսւնրներր նկարադրված են Գուի-Շաերնի տեսության շրջանակներում ւ Որոշ
ված են յիսյոսոմների մակերեսի հետ իոնների միարյման և միավոր մակերեսի 
վրա միարման տեդերի թվի հաստատ ուններր г

Abstract — Binding of alkaline-earth metal rations and some anions to 
egg phosphatidylcholine liposomes, as well as binding ol calcium ions to 
dimyrisi iylphosphslidylcholine and dipalmitoyl phosphatidylcholine lipo
somes l< studied by microelectrophoresis. Binding constant.- and surface 
densities of binding sites are determiner! tor several cations and anions 
with the help of Gouy—Stern theory.

Ключевые слова: липосома адсорбция ионов, поверхностный потенциал

В последнее время интенсивно исследуется адсорбция неорганических 
коков на. бнелонных липидных мембранах, являющихся моделями кле
точных мембран it представляющих в этом отношении значительный ин
терес. При этом .чмеет место существенное расхождение в параметрах 
адсорбции ионов, определенных разными авторами. Так, кажущаяся 
константа связывания (К, ) ионов Са2 + с фосфатными группами фос
фатидил холина (ФХ), определенная с помощью монослойноп техники, 
составила 6,4 105 М"։ [18] и 3,4• 10- 51 1 [12]. Величина Кд, харак
теризующая связывание Сг '*՜ с моно- и бислоями из яичного ФХ, соста
вила 28,6 М ՜։ [16] и 10 30 М 1 [ 10]. В то же время имеются сооб
щения о том. что ионы Са2‘ не связываются с монослоями из ФХ [9]. 

Установленные разными методами величины KA։<-J? для мембран 
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из днпальмитоллфбсфатиднлхолика (ДПФХ) составляют от 19 до 
3-103 М[1, 21].

Данных по адсорбции анионов на липидных мембранах в соврё,мер
ной литературе крайне мало. Настоящая работа была предпринята с 
целью установления констант связывания и поверхностной плотности 
мест связывания ряда катионов и анионов с липосомами из разных ФХ.

Использовали яичный ФХ. выделенный хроматографкческп из яичного лецитин.». 
1 спускаемого Харьковским заводом по производству бактерийных препаратов. Дм- 
мирисгоилфосфагнднлхолин (ДМФХ) и ДПФХ синтезированы А. Е. Соколовой (Ин
ститут цитологии АП СССР). Анализ использованных ФХ методом ТСХ показал.. 
ито содержание фосфатнднлхолнна в препаратах составляет больше 99%. Рсзуль- 
1згы ГЖХ показали, ’по ДМФХ содержит 99,3% остатков миристиновой кисло
ты и 0,7% остатков пальмитиновой кислоты, а ДПФХ—99,9% остатков пальмитиновой 
кислоты и 0.1% осгаткои нсидентифпиированиых жирных кислот. Использовали NaCI 
и СаС12 марки о с. *։,. MgCl2 и ВаС»2 марки х. ՛*.. SrCI2, В.тВг2 и Ba(C104js марки 
ч. .1 а. (Репины, СССР). Ba(NO3)2 марки ч. д. a. (Schering А. <։.. ФРГ). трнс(ок<в- 
мстпл)амнномстзи марки ч. д a. (Serva, ФРГ). Ви всех экспериментах была исполь
зована деионизованная вода (Super Q). Способ приготовления мультиламеллярнкх 
липосом описан ранее [J9J Электрофоретическую подвижность лишком измеряли на 
приборе Parmoquant- 2 (Carl Zeiss Jena. ГДР). В каждом опыте намеря.».։ 
среднее значение подэйжнретн не менее 100 липосом. Стандартное отклонение соста
вило 5 20% от средних значений. Величины ^-потенциалов рассчитывали по уравне
нию Г сльмгольца-Смрлуховсхого:

' — т.н, V»

гц- - ’.и-hr,, форстическяя юднижш.-с i ь, р. и -q >-ответе-ос мо диэлектрическая по- 
сюянная и вязкость водных растворов, р0—дя-.лехтрнчёская проницаемость вакуума.

Для описания связывания ионов с мембранами липосом, ьсиользовали изотерму 
адсорбции .Ънгмюрз-Штерна [13]:

n« NK.C^ 
1 г KiC0

г.и г. -количество -гвизянны.х ионов на единицу плошали. X' -число ионсвязываюших 
месг на единицу нлощлдн. К։ иггиннйп консганта связывания. С,у -концентрзипя 
гона нп границе раздела .мембрана — водный раствор. Вклад в поверхностный заряд 
мембраны, обусловленный адсорбцией нона Г, будет: 

где е—элементарный заряд. / । валентность но нона с учетом знака. Ионы распре
деляются и электростатнчслом поле по закону Больцмана:

Со, =С, (3).
где С, -концентрация I го иона в объеме раствора, х • с’Чг дк'1. ч менпиал пне - 
ней плоскости Гельмгольца, к—константа Больцмана, Г -абсолютная температур... 
Если учитывать одновременно адсорбцию катиона и аннона, то для п.> гиосги заряда.

нм։.и. адсорбцией конов, .можно написать:

1Ч<?2кКц,Ск(.»“-^ ^ле;'- К и Ся ег--՝ /л.
1-;-К.кС1е-11 1 + КцС.е’-1

I .՛- индексы к и о итшюятси соответственно к кати гну -I аниону; валентности ионов 
б.ругсл по абсолютной величине. Если мембрана заряжена незааиенмо от адсорбции 
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пчиоп ii плотность собственного заряда составляет а0, :о суммарная плотность заря.-а, 
G. будет составлять:

3 = о0 4- =.gc. (5)
С другой стороны, согласно теории двойного -лекгрнческого слоя [9, 1՜]

= = sign X 2VN, kT|vc, (е՜’1*— I))1'2. (6)
где Мл—число Авогадро: суммирование производится по всем присутствующим в сре
де ионам. Комбинация уравнении I -б дает:

_ + *Nt <?ZfcKib.Cfc е՜*» _ N. е z, Ki. С» е’**
J“ 1 -i-KuCk е՜4' 1+Ki.c.ev

-signx|2^N։kT£Ci(e-"1’1-l)|w = 0. (7 )
Уравнение 7 было использовано для описания зависимости поверхностного потенциала 
.ыносом от концентрации электролита и определения параметров адсорбции конов. При 
этом предполагалось, что С==фй,

На рис. I представлены кривые зависимости ^-потенциала липо
сом нз яичного ФХ от концентраций ряда электролитов. При постро
ении теоретических кривых ио уравнению 7 учитывали адсорбцию двух
валентного катиона на местах X k и соответствующего аннона на мес
тах N*.

В случае с липосомами из «индивидуальных» липидов. ДМФХ и 
ДПФХ, наблюдается резкое смешение электрофоретической подвижно

Рис. 1 Зависимость ^•потенциала липосом из яичного ФХ от концентра
ций СаС12, 5гС12. ВяСЦ, ВаВг2. Ва(.\О3)2 л Ва(С!О<)2 (кривые со
ответственно I—7) в присутствии 5 мМ трнс-НС1 (pH 7.41 при 25°. Кривые 
1 - построены с использованием <у0=—0.2 мКя/м2. кривая 5- сг0

—28 мКл/м2 и кривые б и 7-0,)- 0.36 мКл/м’

сти при температуре фазового перехода липида, что соответствует 
уменьшению положительного (или увеличению отрицательною) поверх
ностного потенциала липосом при переходе липида из состояния «гель» 
в состояние «жидкий кристалл» (эти данные не представлены). Рис. 2 
и 3 демонстрируют зависимость ^-потенциала липосом соответственно 
из ДМФХ и ДПФХ от концентрации ионов Са2 ՛ при температурах ни
же (кр. 1) и выше (кр. 2) температур фазового перехода ( Т,) этих ли-
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лидов. Поскольку Ти смещается в зависимости от содержания €а2{՜ 
и среде, при каждой концентрации Са-» выбраны температуры, наблю
даемые непосредственно «перед» фазовым переходом и «после» него. 
Кривые зависимости поверхностного потенциала от концентрации ад
сорбирующегося нона ]. обнаруживающие экстремум(ы) в значениях 
поверхностного потенциала (рис. 1, 2, 3). позволяют определить пара

Рис. 2. Ряс. 3.
Рве. 2. Зависимое!;, --потенциала липосом из Д.ЧФХ о։ концентрации 
Сз€12 при ге.миературах люке (22 25°. кр. 1) и выше Тв (25- 28°, кр. 2). 
Растворы содержали 2 мМ ;[>ие-НС1. pH 7,2. При посгроенкн теорети
ческих криных использованы значения = 1.08 (кр. 1) и 1,5 мКл/м^ 
(кр. 2).

Рис. 3. Закиси моей. ^-потенциала лш.оерм из ДПФХ ՛՛; концентрации 
•>С12 . ри температура՝, ниже (-10—43°. кр. I) и выше I п ( 13—46,5°, кр. 2). 
Растворы содержали 2 мМ трис-11С1. pH 7.2 При построении теорети
ческих кривых яс пользованы значения * = —1.05 (кр 1) и 1,89 мКл/м2).

метры Кц и .\] на основании экспериментальных значений Сп1м։ и 
С( ,1; . у максимальное по абсолютной величине значение^—по
тенциала. С,. |!։:1х—копиентрания потеншщлоиредсляющего нона, со-
ответеггл к н

КЧ=-^Х- (8)՝

'■ =А;518пХ[2го։\'дкТ(С) ,1։(е-.' 1) -I))]1'՜3—֊<,1.
7 । С- 1 •*

(9)
где X = %, „их г/кТ. После определения значений Кц и И, для соот
ветствующих ионон по уравнениям 8 и 9 на основании эксперименталь
ных значений С!։ я:.е С|>111иЧ н с0 были построены теоретические кр՛։֊ 
выс рис. 1. 2. 3 по уравнению 7. Найденные таким образом парамет
ры адсорбции ионов пре вставлены в табл. I Особенности привои 7 на 
рис. 1 дают возможность строго определить параметры К| и X' одновре
менно для аниона (С1С^) и катиона (Ва24՜). При описании кривых 
4. 5, 6 рис. 1 с использованием уже известных параметров К. : X для 
Ва- найдены соответствующие параметры для ионов С1՜, Вг~ и ХО՜ 
на основании ианлучщего совпадения расчетн'./х кривых с экслеримеп-
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тальнымя. Адсорбция ионов С1~с теми же параметрами учитывается 
также при описании кривых I -3, рис. 1. Теоретические кривые рве. 2, 
3 построены по уравнению 7 без учета адсорбции анионов СГ (К;а- 0), 
хотя это не исключает возможности слабой адсорбции СГ на мембра
нах из ДМФХ и ДПФХ.

Селективное связывание неорганических анионов с мембранами из 
разных ФХ было продемонстрировано ранее некоторыми авторами. 
Граедален и соавт | 10] определяли константу связывания ионов СГ 
с везикулами из яичного ФХ: К] ֊ 0,065 М ՝5. Позже были получены 
следующие константы, характеризующие взаимодействие анионов с 
мембранами из яичного ФХ. К, =0,9; 2.0 и 8,0 М՜՜’ соответственно для 
СГ, Вг՜ и \’Оз'[22|. К|.С1֊^=О,15М 1 [6], Кл= 1.67; 4.03 и 23,65 М՜’ 
соответственно для СГ, ,\()7 и 5СК’"[1]. В случае с мембранами из 
ДМФХ величины К, для анионов NO՜, Вг . $С>Г, 1 , С1О4 и тринвтро 
фонола составили соответственно 2. 3, 6, 10, 10. 222 и 5000 АГ’ [19].

Величины констант связывания анионов О и Вт с мембранами 
из яичного ФХ, определенные нами, хорошо согласуются с данными 
Эрикссона и соавт [6, 22]. однако константа связывания NO.; , уста
новленная вами |2.8 М՜1). ниже найденной этими авторами (8 М՜1) 
[22]. Кажущиеся константы связывания ионов С1 и NO.՜ с везикула
ми из яичного ФХ, представленные в работе Барсукова и соавт. 111, 
Превышают истинные константы связывания этих ионов, определенные 
а настоящем работе, »тк различия по-видимому, связаны с тем, что 
авторы упомянутых работ [I. 22] использовали «озвученные» везикулы. 
В то время как мы работали с мультиламеллирными липосомами.

Значения констант связывания, К । (М՜1 ), и плошали на нонсвязывающсе мест. 
X՜ (нм2), характеризующие связывание ионов с липосомами из яичного ФХ, 
ДМФХ и ДПФХ

Липид Ион К|(М-’) К՜1 (нм5) ։СС)

Яичный ФХ Са*՜ 42+5 10.7+1 1 25
30+4 10.7+1.2 25

Бг2" 16+2 12.3+1.2 25
Ва5” 10+1 12.8+1.5 25

СГ 0,20±0.1 13.3+1.5 25
Вг“ 2.0±1 13.3+1.3 25
ХО3- 2,8+1 13.3+1.3 25
СЮ7 70+10 10.2+1.2 25

ДМФХ Са2+ 392+30 8.7+1 22
Са24 256+25 10.3+1 27

ДПФХ Са2* 441 ±42 7,2+1 41
Са2+ 190+15 7.6+1 45

Истинные константы связывания Са-’՜1՜ с мембранами из ДМФХ и 
ДПФХ в состоянии «гель» составили соответственно 46 и 120 М *. Со-
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ответствующие значения, установленные в настоящей работе, состав
ляют 392 и 441 М Величины К,, описывающие связывание щелоч
ноземельных катионов с мембранами из яичного ФХ. равны 0.3 -5,0 М՜ 1 
(8. 25]. Поданным настоящей работы, соответствующие значения К։ со
ставляют 10—40 М՜1 . Таким образом, найденные нами величины ис
тинных констант связывания двухвалентных катионов с мембранами из 
ФХ примерно на порядок выше значений, установленных другими 
авторами. Для объяснения этого расхождения заметим, что авторы ра
бот [9] определяли константы связывания по уравнению:

Г ֊ f
41 ' C0(l-։nj)m ’

где [—часть молекул лянида, участвующих в образовании комплексов с 
ионом, ш число молекул липида, связывающих один нон. Низкие зна
чения констант связывания катионов с мембранами из яичного ФХ 
К, Са2+ =1 М֊1 [15] к 2,2 М֊1 [8]) были получены исходя из пред
положения. что комплексообразование происходит по стехиометрии ли- 
лид:иои=1:1, т. е. гп=1. Между тем для строгого определения X, не. 
обходимо иметь экспериментальное значение т. Как свидетельствуют 
наши данные (рис. 1. табл.), максимальное число нонсвязывающих мест 
на мембранах из яичного ФХ в среднем составляет 0,0828 нм 2. Если 
учитывать, что площадь на молекулу яичного ФХ в бнелойных мембра
нах составляет примерно 0.7 нм2 [8, 22]. то получим, что при насыщении 
адсорбции на один связанный нои приходится inr^l7 молекул липида. 
Подставляя экспериментально найденное значение щ=17 в уравнение 
10, получим существенно большие величины К. по сравнению с полу
ченными авторами работ [8, 15] исходя из априорного значения ш=1. 
/Хналогичным образом можно интерпретировать «высокие» значения 
констант связывания Са-11 с мембранами из ДМФХ и ДПФХ, посколь
ку в случае с этими липидами при насыщении адсорбции па один свя
занный ион Са2+ приходится 13—15 молекул липида.

Каким же образом можно объяснить этот нетривиальный результат?
Некоторыми авторами продемонстрировано наличие доменов плот

ной упаковки в бнелойных мембранах из фосфолипидов и. соответствен
но, участков нсупоряточенной организации молекул липида или струк
турных дефектов на границах между юмснами [2, 14] Заметим так 
же, что как длинные оси углеводородных цепочек, так и ориентирован
ные параллельно ламеллярной плоскости полярные группы молекул 
ФХ. расположены по двумерной гексагональной решетке [5. 20]. Струк
турные дефекты в .бислоях из ФХ можно рассматривать как вакантные 
узлы решетки. Ясно, что каждый вакантный узел будет окружен шес
тью полярными группами окружающих молекул ФХ. В зависимости от 
соотношения полярных групп, обращенных к вакантному узлу положи
тельным или отрицательным полюсом, в точке вакансии будет создан 
положительный, нулевой или отрицательный локальный Электросталь 
ческий потенциал, и вакантный узел может обладать сродством к анио
ну или катиону (см. [4]) Именно такие «вакансии» рассматриваются 
нами в качестве нонсвязывающих мест на мембранах из ФХ
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Согласно этой модели, количество катнонсвязывающнх и аннонсвя- 
зывающих мест должно быть одинаковым Данные таблицы свидетель- 
• твуют. что н случае с липосомами из яичного ФХ величина N՜1 для че
тырех исследованных катионов составляет !1.5±0,8 им2, для четырех 
анионов 12± 1.3 нм5. Этот результат может служить подтверждением 
предлагаемой модели адсорбции ионов на поверхности мембран из цвит
терионного липида.

Считаю своим приятным долгом поблагодарить А. Е. Соколову за 
Синтез и любезное предоставление ДМФХ и ДПФХ. а также В. Б. Ара
келяна, II. С- Матннян и Г. Б. Меликяна за обсуждение работы
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