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ВЛИЯНИЕ ДЕЗОКСИХОЛАТА НАТРИЯ НА ПРОНИЦАЕМОСТЬ 
Л И П О С О М А Л Ь Н О И М Е М Б Р А Н Ы

Г Г. АМБАР ЦУ \\ЯН. С Я АДАМЯН. Г. Г. МАРИКЯН, Л С. ПЕТРОСЯН 

Ереванский физический институт ГКАЭ

Аннотация Показано, что смешанные липосомы, образованные молекула­
ми яичного лецитина и дезоксихолата натрия, имею; более высокую ион­
ную проницаемость по сравнению с, бел детергентным и липосомами, в го же 
время проницаемость для глюкозы у них практически нс зваисиг от концен- 
I раним детергента. Дезоксихолат натрия оказывает влияние на проницае­
мость липосомальном мембраны при концентрациях выше критической кон­
центрации мнцеллооиразовання.

Ա&ուոա<յ|ւԱ1 — 8ույց ( ւորվաձ, Որ ծվի քեցիտինի ն նատրիումի ղեզո րսի/սո/ա տի 
մոյեկու լներիւյ կազմավորված խաոր ւիււրրսոմների թավւանց ե/իութ յունր իոնների 
համար ավե/ի րարձր Լ՝ համեմատած աոանց 4ետերզենտի կաղմավււրված ւիաո- 
ոքւմների հետւ Միևնույն մամանակ զ/յււէկււզւսյի համար (1 սքփաՆց 1./իրւ։թ յունր կախ­
ված չկ ղեւոերզենտի կոնցենտրացիայից! Նատրիումի .յեզօրոիիրուատր ազդեցություն 
( դործում յիոյոսոմ այրն թաղանթների թաւիանցևյիությա՛» վրա միյյեյյակադմավոր­
սան կոնցենտրացիա յից ոարձր կոնցենտրացիաների դեսյրռմ ։

Abstract—Խ is shown that mixed liposomes egg lecithin and sodium 
deoxycholatc arc more permeable io ions than those wirliou? detergents, 
whereas Ihc liposome permeability to glucose p:a;։icaHy does noi depend 
on detergent concentration. The sodium deoxycholate influences on the 
liposome membrane permeability above the iriiical nucellization concentra­
tion.

Ключевые слова: липосомальная мембрана, ионная проницаемость. дегерееы.

Известно, что детергенты в высоких концентрациях используются для 
солюбилизаиип биологических мембран. При более низких концентра­
циях они включаются в бислой с образованием смешанных бислоев [14]. 
Соотношение детергент:липид, при котором происходит включение де­
тергента в бислой с сохранением липидной бнелойнон структуры, зави­
сит как от природы детергента и липида, так и от ионной сплк и тем­
пературы растнора, причем в большинстве случаев это соотношение не 
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преиытает 0.5. При более высоком соотношении Гот 0,8 до 3.0) бислои 
переходят в смешанные мицеллы [6],

Хотя включение детергента в липид не приводит к разрушению 
структуры [15]. однако происходящие и ней нарушения приводят к из 
монепню проницаемости мембран [3. 7].

Ранее памп было показано, что липосомы, образованные с 10 мМ 
дезоксихолата натрия (ДХ\а) при соотношении дегергент:липи•1=0.2. 
не обнаруживают изменения проницаемости для глюкозы по сравнению 
с бе^летергентными липосомами [I, 13] В данной работе приводятся 
результаты исследования ионной проницаемости липосом, образован­
ных с различными количествами детергента.

.’И/;.՛ ‘ршм и меюоика Опыты проводили на яичном лецитине X -;рьк шскигп шн՛.»- 
.ли личрелкг.шов Очистил лецитина от лнэолецигнна оеуничтвлч с помощью окиси 
алюминия; Сухую липидную пленку, полученную на роторном испарителе и очищен­
ную от поров хлороформа, эмульгировали вручную в течение 15 мин в 20 мМ трис- 
ацетатном буфере с 130 мМ КС! и различными концентрациями детергента (от 0.6 до 
2<1«М). pH раствора равен 8,2 Соси ношение лнпнд:буфср равнялось 50 мг/мл. По­
лученною суспензию о।стаивали в течение часа для образования мультнламелляриы.ч 
.пшисом. Для получения унн/.амеляярных липосом птстоенную эмульсию о.твучинали 
в трубчатом, озвучнватс .е с частотой 22 Гц и течение 1.5 мин на УЗДН-2. Препара; 
просйегаялся н хорошо опалесцировал. Если оналссиенцяя была слабой, что бывали 
при низких концентрациях детергента, то препарат озвучивали несколько раз по 1.5 мни. 
Затем суспензия отез ан вилась в течение час; для получения крупных унИламеллярны.՝: 
ДИНОСОМ

Размер липосом определили методом светорассеяния [2] па спсмрофогоме։ре 
«§ресог(1 М40>, (ГДР).

Для определения суммарно:о объема липосом при их образовании и раствор до- 
бзпляли люкозу. концентрация которой равнялась 20 мг? . Глюкозу определяли эн- 
зпм.атнчсскпм методом |9] :< еле ярофо;пмегр; «Эресогб М4(Ь. С. •.■.маркой объем 
лппперм определяли по выходу глюкозы из лняосим, лизированных Тритоном Х-100 а 
концентрации 5 мМ, что пледомо превышало концентрацию этого детергента, нсноль- 
зи-.мого с той же нельм) и работе [8]

Поток» нойон из липосом определяли методом диализа Использование диализных 
мешков было неудобно из-за большого количества складок целлофановой мембраны. 
Поэтому опыты проводили в цилиндрической камере с натянутой целлофановой мем­
браной с шяметром ! мм. Колп 1есгно суспензии в камере равнялось 0.1 мл. В каш - 
см - кмыв.нощего раствори •.'.пользовали трисацегатиый буфер с эквивалентным ко՛ 
лпчестаом ХН4С1. Концентрация.. ионов калия в отмывающем растворе определяли ш 
пламенном фотометре ПФМ-У 4 В конце о;мызнн определяли концентрацию ионов в 
камере. Соотношение объёмов с.-и'ензин и отмывающего раствора варьировало от 80 
до 5000 Перемешивание раствора проводили на магнитной мешалке

Результаты и обсуждение. При работе со смешанными липосома­
ми. имеющими высокую мембранную проницаемость, использование ди­
ализного метода встречает определенные трудности, связанные с том. 
что константа скорости выхода ионон из диализного мешка становится 
сравнимой с константой скорости выхода через липосомальную мембра­
ну. В системе типа ячейка—целлофановая мембрана—наружный рас­
твор изменение количества ионов в ячейке происходит согласно урав­
нению:

М, = М0 ехр (— к9,
где Мколичество ионов в момент времени I, Мо количество ионов в 
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нулевой момент времени, I—время отмывки ионов из ячейки, к—наклон 
зависимости 1пМ>'М., называемый константой скорости. Даже если 
объем наружного раствора достаточно велик, обязательно возникает 
встречный иоток в ячейку, который со временем уравновешивает выхо­
дящий поток, т с. измеренный поток ионов является разностным. Так 
как даже в условиях перемешивания у границы мембраны образуется 
неперемешнв.чемый слой, то встречный поток будет пропорционален кон­
центрации ионов в этом слое. Это означает, что определяемая констан­
та скорости входа ионов из наружного раствора в ячейку это эффек­
тивная. а нс реальная константа. Константа выхода ионов из ячейки в 
наружный раствор определялась из тех соображений, что для форми­
ровании неиеремешнвасмого слоя нужно определенное время. При от­
мывке ячейки в большом объеме раствора в течение короткого врсыеип 
( — 10 с) встречный поток ничтожно мал, поэтому найденное отсюда 
1ИЗЧСННС к?, близко к истинному.

II з системы кинетических уравнений, описывающих скорость изме­
нения количества ионов в ячейке и среде, было найдено уравнение, ко­
торое можно решить графически:

*•53 Т 35

где М;—количество ионов в ячейке, к;*—константа скорости выхода 
ионов. Мо—исходное количество ионов в ячейке.

Рассматривая его относительно по графику пересечения левой 
в правой частей уравнения, можно найти искомое значение к32. равное 
(1,2x0,15) • 10 ~ 3 с՜1. Если же внутри целлофанового мешка содер­
жится суспензия с липосомами, содержащими ге же ноны, что и в омы­
вающем их растворе, то решение системы кинетических уравнений бу­
дет следующим:

.^••(1+■—1;-—д- )
\ к и ՛ к3«_ к։։ .

М.Г-М, - к։: - -м,
*■□4՜ кди

где №» —количество ионов в липосомах в момент времени I =0, к ц—кон­
станта скорости выхода ионов из липосом в окружающий раствор. По­
лученное трансцендентное уравнение решается методом последователь­
ных приближений. Вычисленные таким способом константы скорости 
выхода ионов к|? через липосомальную мембрану при различных кон­
центрациях детергента представлены на рис. I.

Как видно из рис I, увеличение концентрации детергента от 0.8 др 
10 мМ не вызывает изменения константы скорости выхода ноной калия, 
н только начиная с 15 мМ значение константы существенно увеличива­
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ется. Возможно, это связано с тем. что ДХХа оказывает действие ври 
концентрациях выше критической концентрации мнцёллообразованвя 
[II]. Аналогичная картина наблюдалась и для лизолеиитина, в то вре­
мя как Тритон Х-100 оказывает влияние в мономерной форме [8].

'ч> *

.а___»,֊ « г
* е /? и> С,л

Зависимость константы скорости выхода ионов калия ш липосом от 
концентрации дезокенхолэта натрия в суспензии липосом.

Поскольку истинной характеристикой барьерной функции мембра­
ны липосом при изменении ряда параметров является не константа ско­
рости. а коэффициент проницаемости, то для его вычисления необходн 
МО было определить размер липосом и количество вещества, заключен­
ное в них. которое вычислялось но внутреннему объему липосом

Измерение размеров липосом проводили методом светорассеяния. 
Экспериментально определяли оптическую плотность О —тЬ'2,3 в диапа­
зоне длин волн от 400 до 600 нм и по тангенсу угла наклона прямолиней­
ной зависимости 1"т от I"/. определяли п-функкию относительного раз­
мера липосом Е В работе Клснина [2] и калибровано по Е и гп (отно­
сительный показатель преломления) в диапазоне Е<25, 1,05<гп< 1,30, 
откуда берется соответствующее значение п при п։ = 1,10

Суммарный внутренний объем липосом, определяемый по количе­
ству глюкозы, выходящей из липосом при лизисе Тритоном Х-100. ле­
жит в пределах 9՜ 13%. Это совпадает с величиной, полученной нами 
ирн использовании осмотического шока. Количество глюкозы определя­
ли методом ферментного электрода [1].

Лизис липосом, вызываемый добавлением Грнтона .\-100. можно 
считать полным, так как количество глюкозы, определяемое после ли­
зиса липосом, равно исходному количеству глюкозы п растворе, исполь­
зуемом для получения липосом.

Расчет коэффициента проницаемости проводили по формуле Р- 
1'3-к1:-г, где Р коэффициент проницаемости, г средний радиус ли­
посом, к|2 константа скорости выхода ионов

В таблице приведены коэффициенты проницаемости мембран липо­
сом для ионов калия при различных соотношениях детергенглипи д. 
Размер липосом и суммарный внутренний объем определяли одновре­
менно в каждом опыте. В таблице представлены результаты индиви­
дуальных опытов. В большинстве опытов радиус липосом равнялся 
/20—840 Д Крайние значения радиусов липосом, наблюдаемые в от­
дельных опытах, варьировали от 600 до 1.500 Д. Приведенные н табли­
це значения Р на 2—3 порядка выше проницаемости мелких уни.тамел- 
лярных липосом с г = 250 Д. полученных бездетергентпым способом (13]. 
В то же время проницаемость липосомальной мембраны для глюкозы 
нс зависит от включения в нес Д.ХХа По-видимому. нарушения, нно-
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Проницаемость липосом для ионов калия при различных отношениях концентраций 
ДХХаглипид.

R kJ5> 10՜’ с՜’ г. А V. % Рк 10՜10 см;с

0.016 0.15 720 13 0.36
и.075 0.16 840 9 0.46
0.12 U. 14 720 6 0.34
0.16 0.13 780 II 0.34
0.20 0.30 720 11 0.72
0 30 2.5 В»0 10 7.0
0.40 3.5 780 10 9.1

11рнмечан11е: К птшишкие концентрации дезоксихода га натрия ;; концентрации
липида в суспензии липосом: к (2—константа скорости выхода ионов калия нз лило- 
сом: г—средний радиус лип сом; \ -суммарный внутренний объем липосом в про­
центах от общего объема суспензии; Рк— коэффициент проницаемости лн«осоиздьно!1 
мембраны для ионов калия

симыё включением ДХ\а. не влияют на проницаемость глюкозы через 
мембрану.

Известно, что при включении ДХХ’а его гидроксильные группы 
встраиваются в гидрофобную область бислоя [II, 12], разрыхляя ее, 
что должно существенно облегчить прохождение ионов через бислои 
Кроме того, включение анионного детергента, каковым является ДХХа, 
должно способствовать продвижению положительно заряженного иона. 
Полученные результаты находятся в соответствии с предположением, 
что проницаемость для воды ։՛. неэлектролитов зависит в основном от 
прохождения этих веществ через границу липид—раствор [4, 51, а для 
диффузии ионов основным энергетическим барьером является липидный 
бнелой [13].

ЛИТЕРАТУРА

I. Авакян Ц. А!.. ,4далъч« С. Я.. Амбарцумян Т. Г., Оганесян 7R А Пегросян Л. С., 
Симонян А. Л.. Тагчкян С HI Хачатрян Г. Э Биолог, ж. Армении. 38. 8.3— 
85. 1985.

2 Кленин В. И., Щеголев С. К)., Лаврушин В. И Харакгернстачес ;и՛֊՛ функции свето­
рассеяния дисперсных систем. Саратов, 1977.

3. КсенЖвк О. С.. Гсвод В. С.. Омельченко И Л!. Элсктрохнмаи. ՝.'՝>»•; ',570 [чу՜,
4. Demel R. A., Bruckdorfer К. R . '/an Dec псп L. L. .If. В iochi пт et Biophys 

Acta. 255. 321-352. 1972.
5.
6.
7.
8.
9.

10
11.

Graziani Y„ Livne .4. I. Membr. Biol., 7. 275—284, 1972.
Helenius A.. Simons K. Biochiin. et Biophys. Acta. 415. -79, 1975.
Inoue K. J. Jap. Oil Chcm. Sue.. 1V. 588-596, 1977.
Inoue K.. Kitagawa T. Btochlm. et Biophys. Acta. 363, 361 372. 1974.
Lamprecht W.. Traiitscitold J. in: Methods ot Enzymatic Analysis. H. 

(ed.). N. Y.. L. 1963.
Bergmej er

Lee Y., Chan J. Biochemistry. 16, 1303-1309. 1977.
Lichtenberg D.. Robson R.. Dennis E. Biochim. et Biophys. Acta, 777. 285- 3Q4.

1983.
12.
-13.
14.
15.

Maser .V. A.. Benedek G 8 . Carey ,‘f. C. Biochemistry. 19. <01 — 615, 1980.
Papahadjopoulos D.. Kimclberg H. K. Progr. Surface Sri.. 4 111- 232. 1973.
Ribeiro A. A., Dennis E. A. Blochem. et Biophys. Act ։, 332, 26 35. 1974.
Van Zutphen H.. Merola J. A,. Brierley G. P., Cornwe.il D. G. Arch. 

Biophys., /52. 755-766. 1972.
Biochem

Поступило 28.V11 1986 г.
204


	200
	201
	202
	203
	204

