
татнвной репарации, а спирты на уровне первичных физико-химиче
ских процессов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОВЯЗКОСТИ МЕМБРАНЫ ЛЕЦИТИНОВЫХ 
ЛИПОСОМ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЯХ

ДЕЗОКСИХОЛАТА НАТРИЯ

Г Г АМБАРЦУМЯН. С. Я АДАМЯН. I Г. ЧЛРИКЯН, Л. С ПЕТРОСЯН 

Ереванский физический институт ГКА?> СССР

Показано, что падение иикррвязкости мембраны леиитнновых липосом 
при действии детергент а связано с формированием смешанных мицелл 
после достижения детергентом критической концентрации мнцеллообра- 
зования. В этих условиях различная степень озвучивания не меняет «ин
декс окисления* липосомальной мембраны.

fhnjg Լ ։npi{iui, որ [L յյխո [Л։шy/ib յիպոսոմների թաղանթի մ իկր»մ աձուցիկո՚թ յան 
ըՆկՆԼյքւ կապված Լ խաոր միէքեյյնԼրի ձևավորման հետ ղետերղենտի -
մավորման կրիտիկական կոնցենտրացիա յին "ասնե։ուց ՀեէՈոէ (իպոււոմւների 
nijUipuiA։։։ քնային ia քնա հա րմ ան աաոիՀանր սւվրպ պա յմ աններում յ/ւ փոի/Ոէմ 
ւՒ,Ա.1"ւՒ «ՈքսիդտցմաՆ ինղերսրՏ:

Mieroviscositу of lecithin liposome membrane modified by .sodium deoxyc- 
holate has been <iudied. li has been shown that Hie decrease ol ini-rovis- 
coslty i.s due ю ihe forming of mixed micelles when the dclergent of 
critical mrcellization concentration is achieved. Also it has been det ■»:jsI- 
rated that various degrees of liposome sonication do not >՝hange Ihe lipid 
•oxidation index՜ under ihcse conditions.

Л unocoAui.ttHd’t мембрана кч к ров яз кос Ie—детергент—t индекс окисления».

Известно, что проницаемость липидной мембраны может существсн1К 
меняться в занисимости от жкдке стностн мембраны [1, -1] и стелен։

Сокращении: ДХХ.1—дезокенхола։ натрия; ДФП՜—1,6-дифенил-1,3. о-гсксат 
ККМ критическая к< i.н итрация мищлдоибн.։ ч..-.,ния; ЯМР- верный магнитный ре 
зшшис
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окисленйя лйпилов [9]. Ранее нами было показано, ч;о проницаемость 
лецитиновых липосом повышается с увеличением концом։ранни Д-XNa 
[I] В связи с этим естественно было проверить, обусловлено ли -л о 
увеличение только изменением вязкостных свойств мембраны или и пе
рекисным окислением липидов, связанным с длительностью озвучива
ния суспензии липосом на воздухе.

Материал и методика. В опытах использовали озвученные уннламеллярны.- лн- 
лисомы из яичного лецитина (концентрация 10, 25 и 50 мМ) н ДХХа при различны՝, 
соотношениях детергент: липид. (К) При низких шаченкях R . отсутствия детср? 
тента озвучивание Проводили в течение 10 мин. Подробно метод получения липосом и 
их характеристика приводи гея в предыдущих работах [I, 2]. Размер липосом и оп
тическую плотность суспензии определяли методом светорассеяния на «Specord* М40, 
(ГДР) [2. 3J Для определения «индекса окисления» липосомальной .мембраны н.«- 
меряли оптическую плотность суспензии в диапазоне длин волн д = 215—233 нм [9].

В тачёствс флуоресцентной метки использовали ДФГТ, известный как метка 
для углеводородной области .мембраны [II] ДФГТ предварительно растворяли в тетра 
пирофуране, а затем разбавляли о 150 рил используемом буферном растворе. Рас
твор ДФГТ ню *ггобы соотношение липнд:ДФГТ равнялось
1000:1. Обычно кштЦснграиин лкнядз о кювете составляла 10-4 М. а концентрация 
флуоресцентной .метки Ю’.’ч Низкая «оиш-тгт рация метки исключает возможность 
переноса энергии м жду молекулами ДФГТ. а низкая концентрация липида уменьша
ет вклад рассеянии л регистрируемую интенсивность флуоресценции Введение 
Метки в липосомальную суспензию проводили двумн способами либо вместе с 
буфером при смывании сухой липидной пленки. н тогда сусттсп ню озвучидлли уже с 
введенной в рас:кор меткой; либо вводили и- и уже сформированную суспензию уви 
ламеллярных лишком за 1,5—2.0 ч до проведения н чмерсннГ։. Интенсивность спек
тров флуоресценции ш.- зависела от способа введения зонДи.

Измерение флуоресценции проводили ни флуориметр. Perkin—Eime- MPF-43A 
(ГДР). Образец во-бужлалп вертикально полярюрванлым ответом При ориентации 
регкстрируюшегп поляризатора параллельно наприк.цд.мю полярн оеанного возбуж- 
делня ре.’гстрироь лась J при nepiieii.niKy.T->ш>м шы-.-женш регистрировалась иа- 
пшеивность 1,. Для учета вклада рассеяния в флуоресценцию параллельно проводи
ли «холос он опыт*, а котором контрольный образец отличался от исследуемого лишь 
отсутствием к нем метки.

Анизотропию (г) вычисляли по формуле:

г_ (J: ֊Щ-Ц‘| -Q-TJ 

(J -r2GJ )֊(J'i+2GJsJ 
де J* и J- — параллельная н перпендикулярная составляющие флуоресценции в ус- 
.топких «холостого опыта». G—так называемый G—фактор. представляющий собой от

даление чуествш ел. постен детектирующей системы для вертикально н горизонтально 
поляризованного света

Возбуждение флуоресценции ДФГТ проводили на длине волны 360 нм. ширина 
щели 6 мм.

Для определении МИНрОвялкобти мембраны в качеств? калибровочного раствора 
использовали рапли-ные кон ьнтрашнг вазелинового масла в гептане |0, 10, 25. 40, 
50, 60. 75, 90 и 100%).

Каждая серия содержала от 3 ли 6 опытов. Все опыты проводили при 23°.

Результаты и обсуждение. Для определения мнкровязкости липо
сомальной мембраны (т|) определяли анизотропию г системы методом 
■флуоресцентной поляризации с помощью гидрофобного зонда ДФГТ.

Говоря о вязкости, обычно подразумевают подвижность флуоресцентно
го зонда а асимметричной системе, скорость движения которого опрс- 
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деллется микроструктурой его непосредственного окружения в мембра
не. Практически здесь имеется в виду некий эквивалент, соответствую
щий вязкости однородной среды, в которой зонд двигался бы с топ же 
скоростью, что 1։ в мембране.

В качестве такой однородной среды был взят раствор вазелинового 
масла в гептане в разных концентрациях. Вязкость этого 1 штрольно- 
ю рас:вора для каждой концентрации масла определяли с помощью 
вискозиметра Освальда, а анизотропию соответствующего раствора— 
на флуориметре. Затем строили калибровочную кривую зависимости 
анизотропии от вязкости, с помощью которой определяли вязкость об
разца. Однако этот метод пригоден, когда время вращательной релак
сации зонда х не зависит от вязкости. Предположив, что это именно 
гак, мы провели измерения анизотропии и соответственно нашли зна
чения вязкости. Калибровочная кривая зависимости ' л ։) приведена, 
па рис. I На неё нанесены точки, соответствующие значениям анизо
тропии при различных величинах т|.

Ряс. I. Кп.։. броничияя кривая для оценки мякрои’язкости мем- 
б: ;ш. Приведены данные но анизотропии (г) ДФ1 Г как функ
ции низкости |.։|1 различных конце»!ранлн вазелинового 

масла и гептане.

Найденные значения ц как функция R приведены на рве 2. Вид- 
и , л > падение мпкровязкости мембраны с ростом отношен։ я terep- 
щп:. ипид, вероятно, отражает картину встраивания детергента, вы

зывающего разжижение мембраны. Видно также, чго падение ц начи- 
и ;е-ся три К—0.2 Это значение R соответствует концентрации ДХМа. 

мМ, являющейся К КМ ДХХ'а.
Таким образом, только после достижения своей ККМ ДХ\!а начи

нает встраиваться в мембрану, что отличает его от ТгИоп-Х 100. который 
встраивается в мембрану при концентрации ниже своей ККМ 17]. Не
большое щ|.'.енис ч с ростом концентрации ДХХа свядако г i: i.ie 1енным 

। .тс ы шением мембраны тетергентом. Дал .нейшее увеличен :е концен
трации ...етергента приводит к образованию смешанных мицелл, обла
дающих qo.tv.՛ жидкой структурой, чем Опелей (ц=0,1 пуаз) (см. рис. 2). 
Изучение с. -.кию» Я.МР смешанных липосом, полученных г фосфати- 
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днл'холнва, солюбилизированного октил глюкозидом [8], также свиде
тельствует о меньшей упорядоченности смешанных мицелл по сравие- 
икю с бислоем.

Рис. 2. Микроцнзкдеть мембраны (ц) как функция соотноше
ния детертеат: липид (Ri п суспензии. Концентрация липида раи

на 25 мМ Приведен индивидуальный опыт.

Следовательно, наблюдаемое повышение проницаемости липосо
мальной мембраны [I] связано с разжижением мембраны, вызванным 
встраиванием детергента в мембрану.

Так как липосомы с нулевой или низкой коицен.раи .ей ДХХа озву
чивались довольно долго, то следовало проверить возможность влияния 
длительного озвучивания на перекисное окисление липидов, чтобы убе
диться в том, что различия в жидкостноеги мембран не связаны со сте
пенью окисления липид, в. Дли этого мти определили «индекс окисления» 
(А), предложенный в работе [9], т. е. намеряли отношения максимумов 
абсорбции липосомальной суспензии ирг. длинах воли, равных 233 и 
215 нм. Согласно теории самоокисления липидов, существенной стадией 
окисления является конъюгации диеновых связей с последующим фор
мированием гидроперекисей [5, 6J. Увеличение оптической плотности 
ирг: /. = 233 нм связано с появлением гидроперекисей диеновых связей 
[10] и является ранним показателем процессов окисления.

Определение «индекса окисления» и диапазоне значений R=0•••0,7 
показало независимость процессов окисления от концентрации детер
гента; А - 0,33-у 0,36. При R -0,9~- 1.3 значение А несколько возрастает 
и становится равным 0,44 Возможно, это связано с резким увеличени
ем мутности суспензии при данных соотношениях и, следовательно, об
условлено вкладом рассеяния в оптическую плотность.

Таким образом, результаты проведенных исследований показали, 
что увеличение проницаемости липидной мембраны связано с измене 
пнем ее .микровязкости.

ЛИТЕРАТУРА

I. Т. Г., Адймйн С. Я. Марикян Г. Г.. Петросян Л. С биолог, ж
Армении, 10. 200 -204, 1987.

321



2. Амбарцумян 7 Адамян С. Я . Марикин Г. Г.. Петросян Л С. Биофизика (в 
печати)

3. Кленин R И.. Щеголев С. Ю. Лаврушин Е И. Характеристические функции, 
светорассеяния дисперсных систем, Саратов, 1977,

4. Rriiiiucr J.. Skrobul Р.. Hauser И. Bo. him. cl Biciphys. Ar’.i./5->. 322—331. 197с.
5. i-armrr Е.. J. Chen։. So-՜., 1.9, 1943.
G. Holman T.: in H.iman R. Г. Landberg '.Г. ()., Malbin T. 'rogre֊՝?» in the Che

mistry of F.ik and Other I ipids., 2. 51. 1 midoii, 19 4.
7. Inou К. КИа^ак'.г Г. Bni-hem. e Biophys. Acta. 3GI—372 197՛.
8. Jac.kst/rt M. Z... Sehmidi C L.. 7..c/iovj ՛'>.՛/<' />., Ulr.mi fi. j'., Albert .4 n. Bioc

hemistry. 2/. 4576 IL-82. 1982.
9. Klein R. A Bio՛ hm. c Biophys. Ac a. 21), 4S4-4SJ. l'J70.
II;. Lea C. IL n Popjak and Ie Preioti. Bi<ithen։:«al Problems a' Lipids. Bniierworihs 

81. London. 1955.
11. S'ninltsky Л1.. fiartnht !z 1. I. B'-Ol. Che n . 249. 2G52, 197-1.

Посту rrил о 26 XI 1987 r.

Епслог, ж /Армении, т. 41. № 4, 1988 УДК G12.118.221

КИСЛОТНЫМ ГЕМОЛИЗ ЭРИТРОЦИТОВ. 
ВЛ ИЯ н И Е XЛ О Р П РОМ АЗ ИНА

И Af. КОРХМАЗЯН, Л. Г. МИКАЕЛЯН 

Ереванский физический институ- ГКАЭ СССР

Показало, что кислотный гемолиз эрнцхиипои нкляетси сложным м.ного- 
сгадийным процессом. связанным <• нарушением целостное։и плазма;нче- 
. ;,.-гп мл'мбраиы нгронитов. При рН>3 ХГ1 о концентрации 3.5.1G- М 
окалынае! iKKCiopoe стабилизирующее влияние на структуру эрнтрг .и тв, 
не предотвращал при этом гемолиза.

11 ։ ап ։ йЬ <ч ч fi[nf I.) ЛЪ pPifiu^/Л <ч(՝Ч{‘ nVnl .uiffiniJ!^гиЪ
’ „fui.'/tiuif/,.։ b^.j. ։։!jt{i'l>wljn/b ifitn/fi t(pwt
՝՝t.U п(!՝ч1> ГШ1'Ч ”Г1՝ ЪЬршпЪпи? .' J?..7p/Iu>bb41-|/| JljiiJUitii/ii и/։ /плЪу. t/rnt
,£|՛՛՛ f'pujpnil3,5»1П 5 IL ifnbtflfbuipiuffp’ub, bpp шг»ш» !։ /•{,•
pnuf li L J t-limb'll J fib Ijtunnl Ijlfu/Af'll ПрЛ^«>.^/| /lUJJHlbuilflllJ' Iibf/,՝։ulini’i lUHlCuiJf 
•flii/bf։.-! ,mf W Uif '..i J fib \I.J.'4fitjpi

So ;.e KSpe. IS <>f .ich1 С лчпо’у •։<• of erythrocyte; With ?.ll cr.’iplvisis О II - 
i?,l pli.i-t <>f i have ne.ii studied. Results show. ։Le co nplex nature or 

.iridic ko-nolysi.s. which Includes various stage's of erylhrocyte men u.:ane 
damage. 3.*.10- M chlorpromaslne at pl I >3 c-iuses so e stabiLzallon 
i.h :’<-:nbr.iiie sirii шч wi houi prevention о I;■•■ nlys s.

Эри-.ki.i 1Г)ТН1яй zeMQ.urf— хаирпрамииин

Известно, что амфифильные лекарственные соединения при определен
ных концентрациях оказываю! стабилизирующее влияние на устойчи
вость эршрпиитов к осмотическому лизису [6]. Механизм осмотиче
ского гемолиза давно и интенсивно исследуется. Усч анонленл важная 
рол! мембр; л как в пронеесе гемолиза, так и в модификации этого про-

Сд.’кранц-.чп! XII ...ч.-рприм.т шн.
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