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Ереванский физический институт ГКАЭ СССР

На основании экспериментальных кривых Igt~։(U). а также значений 
поверхностного натяжения и удельной электрической емкости БЛМ hi об
щих липидов моя и яичного фосфатиднлэтаполамг.щч вычислены жаре
ния линейного натяжения кромки поры у. характеризующего устойчивость 
БЛМ н электрическом rto.ii п георпн электрмчёского пробоя мембран По
казано, чю МА грнмскаин, пропранолол и бен.:ок;ин< егабилизируяя 
структуру БЛМ, увеличивая у. Предполагается. чю аналоги тын м-<а 
низм лежи։ н основе стабнлязируЧощего действия АЛС на бно.ня ячеек не 
мембраны.
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The values <>ւ Ilneai ieii՝ion of рог • -sige -j, characferlzing Bl.M siabihiy 
of electric field In ilu- iheory of e'.cc'.ricaf brc.jkdnwn of iiiccibranes are 
calculated on the basis of expenmenial curves Z»՜^ ՜ f {ք ՛) and the values 
of surface tenrioii and sp<՛. iflc capacity <r 8 M с<ннроо.՝1 of brain total 
lipids and egu prosphatidylethanolanurie. The local anesthetics— irlrnei.ii- 
nc, propranolol .1.1. benzo г a, հս — are show։։ to stabilize the В! M struc
ture by Increasing 7 I; :s assumed that the stabilizing action of aiuphip- 
liillc drugs on biological membranes is based on an analogous mecha- 
lilsm-

.Мг.ибрпны бислс-iiH^e липидные местные ьиеастчпи.•Общим свойствам амфифильных поверхности-: -активны., соединении, н том числе я лекарственных (МЛ, гранквнлизаторы, бета-адренергиче- скне блокаторы н др.), является их способность увеличивать устойчивость (стабилизировать) биологических мембран к ра.чличным типам лизиса ири низких i уменьшать ее (дестабилншровать) при высоких концентрациях [22]. Поэтому, как прави.н . кривые лоза—эффект имеют бифазный характер. Влияние высоких, дестабилизирующих кон цеитрацнй амфифилов на биологические мембраны обычно необратимо, поскольку связан? с солюбилизацией мембранных кэмпонентов. В большинстве случаев фаза дестабилизации наблюдается при ККМ амфифилов [12].
С'.окращепия: МА местные ансетегнкн. БЛМ—бислойнн типидиы.- мембраны, 

АЛС.-—амфифильные лекарственные соединения. К КМ—критическая Еиицсптрация ми 
целлообразоваиня32



Молекулярный механизм стабилизирующего действия АЛС на бко- ^огическне .мембраны в настоящее время неизвестен. Существующие теории (текучесть мембраны [19], расширение мембраны [16], фазовые переходы [26]). хотя н базируются на прочном фундаменте много- численных экспериментальных данных, подтверждающих справедливость правила Мейера-Овертона, гем не менее испытывают затруднения при объяснении эффектов низких, стабилизирующих концентраций АЛС на биологические мембраны (критический анализ этих теорий прозе лен недавно |13]).Toi факт, что «мембранными стабилизаторами* являются соединения самой различной химической природы, указывает на неспеиифи- ческпй характер их действия па биологические мембраны и первичную «мишень»- липидный матрикс.Плоские БЛМ являются относительно простои, удобной и адекват- иой модельной системой для изучения роли липидного матрикса биологических мембран в мембранотропных эффектах АЛС. Несмотря ла это. систематические исследования этого вопроса в литературе отсутствуют. Исключение составляет, пожалуй, только работа Оки [18]. в которой показано, что низкие концентрации МЛ прокаинового ряда увеличивают, а высокие уменьшают сопротивление БЛМ до постояв- ному току и устойчивость к разрушающему действию асимметрично добавленных ионов кальция. Увеличение сопротивления БЛМ но п ■- стояшюму току при действии низких концентраций гексабарбитале ч теграканна обнаружено также Пилучетти с соавт. [20] Недавно мн было показано, что су-бклипмческпе и близкие и клиническим к и- цеитрации пропранолол а. дибу каина я лидокаина также увеличивают удельное электрическое сопротивление БЛМ [2]. В последние грды '.разработаны теория электрического пробоя мембран и экслернменталь- ные методы изучения фи..ико-химического механизма этого процесс ՛ н.ч БЛМ [9]. Используя метод изучения устойчивое:и БЛМ в злекгри •ском поле, мы показали, что низкие концентрации АЛС узеличпв.-.ю՛ среднее время жизни (() БЛМ при типом потенциале [3 5] В работе [4] была проие юна приближен пая оценка изменения линейн ՛. натяжения кромки поры у в мембране (см. формулу в разделе <М< риал и методика») «;• юишентрацип бензокаина. которая показала ՝ .՛>• влетворительное совпадение с ходом кривой зависимости БЛМ • концентрации бензокаинаВ настоящей работе проведена более корректная оценка параметра у в контроле и при действии трех МА—тримеканна, пропранолола и бензокаина на устойчивое: г՝ БЛМ в электрическом поле.
Материал и .методика. Мембраны формировали нанесением капли лип ты рас

твора на I-миллиметровое отверстие в пёрргородке, разделяю ... н > 
камеру в. тефлона на два эканибъежых отсекз. Исследовали мембраны и 
dux или декан-гептаноаых растворов (20 мг лнп.чла в I мл растворителя) общих лн- 
лвдов мозга быка, выделенных по Мюллеру с оав. [ 171, г яичного фосфани. . ?:я- 
иоламнна производства Дальневосточного госуннверснтета. Температура и «лектролнт 
мый состав водных растворов даны в объяснении к таблице. Время ktuiui (՛.; БЛМ 
определяли по обычной методике | .• ] Ступенькх постоянного напряжения ..сдавали 
на БЛМ от Генератора Г-Ь-28 с использованием хлорсерсбряпых электродов, лепосред- 33
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ствснно контактирующих с раствором электролита. Регистрацию : БЛМ проводил; из՝ 
запоминающем осциллографе С8-13. Процесс формировании БЛМ контролировали с 
помощью бинокуляра МБС-2 Электрическую емкость БЛМ определяли на переменном 
■оке частотой 159 Гн и амплитудой ±20 мВ. Поверхностное натяжение (<у) мембран 
оценивали по изменению электрической емкости в условиях гидростатического давле
ния через мембрану [1]. .Аптечные препараты грнмскэннгндрохлорида и пропрано
лол гидрохлорида вносили в водный раствор, в котором формировали мембраны Кри
сталлический бензокаин из-за низкой растворимости ? воде растворяли л м.-танол՛ и 
до приготовления конечного мсмбраноформирукицсГи рапнора смешивали с хл->ро- 
форм метанольным экстрактом липидов.

Вычисление величины линейного натяжения кромки поры в БЛМ проводили в. 
соответствии с представлениями [9]. согласно которым I БЛМ в «л с кт ри՛֊ »-ск ом "н- 
эависит от линейного натяжения:

Т~л"Р IкП^ОЛСШ)I•

где кТ характерная тепловая энергия. С—удельная электрическая емкость, р и ем— 
диэлектрические постоянные воды и гидрофобной области мембраны соответственно. 
Величину у определяли по данной формуле из экслернмсн1альиых крины.՝. '/«.ц-ч, 1(1.1) 
методом наименьших квадратов.

Результаты и обсуждение. На рисунке представлены кривые - 1(и) в контроле и при действии тримекаина, пропранолола и бензокаина. Видно, все препараты увеличивают 1 БЛМ относительно контр! ля. Наиболее сильный эффект стабилизации наблюдаете? при деист чии 1,75X10 'М тримеканна на БЛМ из фосфатидил этанол амина. На бн- слоях из общих липидов пропранолол в концентрации 10 ‘ М более эф-

Завнсимость Igt БЛМ от налряжшни сплошные липни георсгнческнс 
кривые, символы- экспериментальные точки: кружки в отсутствие мест
ных анестетиков, треугольники в присутствии (а) 1,75X10 'М тримека- 
мна, (б) 10-*М пропранолола, (в) 10-аМ бе нэ ока и на 4՛ мбралы кз яич
ного фосфатнлил.уганоламвнз (а) л обпшх липидов (б и в). Количество 
мембран на точку менее 20-?н; величина символов соо.'в՛ гствус! сродни 

к иг драт л чном у отклони .-оно.фиктивен, чем бензокаин в концентрации И! Необходимо тметлть, :о использованные концентрации анестетиков являются су б*.i иначе- сними или близкими к клиническим Согласно литературным данный, их клинические концентрации соответственно равны: для тркмекаииа Ю 4 М [8], пропранолола 2,4X10 ' М [21] и бензокаина—10 s М и более [25].34



Выбор концентраций МЛ, использованных в настоящей работе, определяли либо величиной максимального эффекта стабилизации при получении кривой доза—эффект [4), либо заметным увеличением ! БЛМ при действии различных низких концентраций пропранолола ь тримеканна.Для вычисления величины у необходимо знать значения величины о 1 С БЛМ. Результаты измерений этих параметрон даны и табли- не Из представленных данных видно, что о БЛМ увеличивается в присутствии всех трех МА, причем тримекаин и бензокаин более эффективны. чем пропранолол. Полученные контро; ьные значения о БЛМ из общих липидов—1.75Х 10’ и 3,5X1.0՛ Нм в /дном случае ниже, в фу. ом—выше известных в литературе значений ия этого липида (2 3X1 (Р Н/.м) [19, 20; Эти расхож сения в величинах о. как нам кзже ся, связаны с различным электролитным составом водных растворов, использованных нами н экспериментах с бензокаином и пропранололом, а также в водных растворах, в которых был определен эки пар:։ метр [6. 7].
Величины удельной электрической емкости, поверхностного натяжения и линейного 
натяжения кромки норы БЛМ в контроле н в присутствии трех местных анестетиков «— -— - ՛ — -- ■ ■ -• - —

Анестетик См ЛО՜3 Ф>- :«Х10։Н/м Т 10 11 II

Трниеканн '
Пропранолол е 
Бензокаин

В скобках

5 65+6.30 (5.04+0.Об) 2.45+0.10(1.3+1).3) 
4 05+0 20 (3 42±0,40) 4.18+0.14 (3.5 ^0.3) 
2 6+0.11 (3 12+0.40) 4.10+0.33 (1.75^0.13)

даны «икролъши ’.наченпя Параметров БЛМ.

1.29 (0.89)
1.60 (1.25) 
О 83 (0 73) 

исбуферкый ОД й'։
раствор КС!, температура 25°С. ‘ -0,1 М раствор КС!, К а фисфатн-аТ буфер. pH
тсмь.ра!ур;«- 22-, 
турз 22е

I М КС1. трис-НС! буфер, pH 7.2, ЭД ГЛ (5Х10 ֊5М). тем

В отличие от юнерхностпого натяжения удельная емкость БЛМ ври действии МА изменяется яеоднонаправдсино. Данные таблкид показывают, ч:о трлмекякн г пропранолол увеличивают, а бензокаин уменьшает ..п-азеине •••. ՛• иарлметра. Чем не менее оба резуль-.:тл -согласуются с литературными данными. Тьен [23] показал, что пр • лранолол в концеи-ран՛ :՛ 10 М увеличивает удельную электрическую, ■емкость бислоев от 3,5 до 1,2X10 3 Ф-'м2. С другой стороны, согласно Лшкрофту-с соавт. | :0|, нейтральный бензиловый спирт уменьшает удельную емкость лецитиновых бислоев на 15%. 1акое разнонаправленное действие ֊л.ионных (пропранолол и тримекаин) и нейтральных (бензиловый спирт и бензокаин) МА на удельную электрическую емкость липидных бислоев может быть связано с их различной локализацией в мембране | II. 14. 18].Вычисление значений у по кривым «—в на рису икс с использованием значения о и С показало, что все три МА увеличивают лннейн е натяжение кромки поры п БЛМ. Разность между 1!։ытиыми» и контрольными величинам!, составляет соответственна для трв.меканна — 6,4, пропранолола—0.35 1՝. бензокаина—0,10. Б пределах одного и то35



го же липида пропранолол более эффективен, чем бензокаин. Этот результат отражает относительную анестетическую эффективность этих препаратов. Вместе с тем близкие значения у. полученные при действии тримекаина н пропранолола на БЛМ 13 различных липидов, также хорошо коррелирует с их анестетической потенцией.Таким образом, результаты настоящей работы показывают, но низкие концентрации МА стабилизируют структуру плоских ..ипидн’/Х бислоев, увеличивая их устойчивость в электрическом поле. Эго увеличение устойчивости БЛМ связано с увеличением как поверхностного натяжения бислоев, так и, что более существенно, с возрастанием значения линейного натяжейия кромки поры в БЛМ.Полученные данные свидетельствуют в пользу липидной концепции стабилизирующего действия АЛС на биомембраны [ 15] i могут быть привлечены также для объяснения механизма местной анестезии.
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