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Введение 

Изучение структурных переходов в смешанных липид-детергентных системах 

интересно как для понимания самосборки надмолекулярных агрегатов [1], так и для 

создания новых систем доставки лекарств, таких как липосомы [2] и смешанные мицеллы 

[3]. Кроме того, многие липид-детергентные системы успешно используются при 

кристаллизации мембранных белков [4] и при структурных исследованиях белков с 

помощью метода ядерного магнитного резонанса [5]. Везикулы известного липидного 

состава служат удобной модельной системой для исследования структуры и функций 

мембранных белков [6], а детергенты обычно используются для солюбилизации мембран, 

выделения и очистки мембранных белков [7].  

Образование везикул из смешанных липид-детергентных мицелл, т.е. 

трансформацию мицеллы-везикулы обычно проводят путем удаления детергента из 

смешанных агрегатов путем диализа, разбавления или адсорбции на гидрофобных смолах 

[6]. Однако, оказалось, что зачастую того же самого эффекта можно достичь простым 

изменением температуры смеси [8-17]. Обнаружение термоиндуцируемой трансформации 

мицеллы-везикулы открыло новые возможности для изучения промежуточных стадий 

этого процесса [10, 14] и его кинетики [11]. Чаще всего эта трансформация наблюдается 

при нагревании [8-15], хотя иногда она может наблюдаться и при охлаждении [16, 17]. 

Благодаря обратимости этой трансформации [8, 13] ее можно использовать, например, для 

солюбилизации мембранных белков, охлаждая мембраны, насыщенные детергентом, а так 

же для встраивания мембранных белков в везикулы путём нагревания смешанных мицелл.  

В настоящей работе для изучения термоиндуцируемой трансформации мицеллы-

везикулы в системе димиристоилфосфатидилхолин-холат натрия (ДМФХ-ХН) были 
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использованы методы турбидиметрии и дифференциальной сканирующей калориметрии 

(ДСК). Метод турбидиметрии чувствителен к изменению размера [8, 9] и с его помощью 

легко наблюдать за ходом термоиндуцируемой трансформации мицеллы-везикулы. Метод 

ДСК регистрирует изменение теплоемкости смеси, сопровождающее, например, фазовые 

переходы липида [8, 9, 18]. Он позволяет установить влияние фазового состояния липида 

на наблюдаемые термоиндуцируемые структурные переходы, а так же обнаружить 

тепловые эффекты, сопровождающие эти переходы. Поэтому, методы турбидиметрии и 

ДСК хорошо дополняют друг друга при изучении данной трансформации.  

Целью данной работы являлось изучение влияния состава смеси ДМФХ-ХН на 

термоиндуцируемые структурные и фазовые переходы в этой системе, а так же, 

установление возможного теплового эффекта, сопровождающего термоиндуцируемую 

трансформацию мицеллы-везикулы, и выяснение влияния на эту трансформацию 

фазового состояния липида.  

 

Материалы и методы 

В работе использовали холат натрия (Serva, США), синтетический 

димиристоилфосфатидилхолин (Sigma, США), Трис (Serva, США), EDTA (Serva, США), 

NaCl (Sigma, США) и воду, очищенную на системе очистки воды Milli-Q (Millipore, США) 

до сопротивления 18 мОМ. 

Для приготовления смесей использовали 10 мМ Трис-буфер (рН 8-8.1), содержащий 

1 мМ EDTA и 75 мМ NaCl. Концентрированные растворы детергента (100 мМ) и 

суспензии липида (50 мМ и 100 мМ) готовили, растворяя нужное количество вещества в 

буфере. Липид-детергентные образцы с концентрацией липида 15 мМ готовили путём 

смешивания концентрированных растворов детергента и липида в нужных пропорциях и 

разведения буфером до желаемых концентраций липида и детергента в смеси. Все 

остальные смеси с требуемыми соотношениями детергент/липид готовили из образцов с 

концентрацией липида 15 мМ путём разбавления буфером или раствором холата натрия 

определенной концентрации.  

Для уравновешивания образцов, непосредственно перед измерениями их нагревали 

до 50-60°С, выдерживали 30-50 мин и затем охлаждали до комнатной температуры и 

оставляли как минимум на 20 мин. Образцы, приготовленные таким образом, дают 

довольно хорошую воспроизводимость температуры начала роста оптической плотности 

смеси и температур максимумов пиков ДСК при повторных температурных 

сканированиях (различие меньше 2°С).  
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Турбидиметрические измерения проводили при длине волны 450 нм на 

спектрофотометре UVIKON 943 (KONTRON Instruments) с термостатируемым кюветным 

отделением, оборудованным магнитной мешалкой, нагревая образцы в температурном 

диапазоне от 8 до 85°С со скоростью ∼0.8°С/мин при постоянном перемешивании. 

Постоянная скорость изменения температуры достигалась с помощью программируемого 

термостата Polystat (Cole Parmer Instrument Co., США). Температуру контролировали 

непосредственно в кювете с точностью 0.1°С с помощью встроенной в спектрофотометр 

термопары.  

Калориметрические измерения проводили на микрокалориметре ДАСМ-4А со 

скоростью сканирования 0.27°С/мин в диапазоне температур 7-105°С при повышенном 

давлении в измерительной ячейке 2.6-2.8 атм. Термограммы, представляющие собой 

зависимости теплоемкости смеси от температуры, преобразовывались в цифровую форму.  

Кривые ДСК и турбидиметрии обрабатывались с помощью программы Origin 5.0.  

 

Результаты и обсуждения 

Оптическая плотность водных растворов холата натрия близка к нулю (∼ 0.01) и 

практически не меняется при увеличении температуры. Вероятно, это связано с тем, что 

холат натрия во всем изучаемом диапазоне температур образует небольшие мицеллы. А 

оптическая плотность водных суспензий димиристоилфосфатидилхолина (рис. 1, 0 мМ) 

наоборот высокая (2.89 для 5 мМ ДМФХ при 10°С), что говорит об образовании крупных 

агрегатов, скорее всего, мультиламеллярных везикул. При нагревании водной суспензии 

этого липида, дважды наблюдалось падение ее оптической плотности (рис. 1, 0 мМ) при 

температурах 14.6 и 24.0°С, определённых по точкам перегиба кривой.   
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В дальнейшем в данной работе, если не оговорено специально, для удобства 

сравнения основные результаты приведены при 5 мМ липида. При низких температурах 

(10-15°С), добавление детергента к липиду  приводило сначала к некоторому росту 

оптической плотности смеси (рис. 1, 0.33 мМ по сравнению с 0 мМ), который можно 

объяснить разбуханием мультиламеллярных агрегатов за счёт встраивания в них 

отрицательно заряженных молекул холата натрия. При дальнейшем добавлении 

детергента, наблюдалось падение оптической плотности смеси вплоть до значений, 

близких к нулю (меньше 0.05 при 3.2 мМ детергента). Его можно объяснить процессом 

солюбилизации ламеллярных агрегатов с образованием мицелл [1]. Благодаря своим 

малым размерам мицеллы практически не дают вклада в светорассеяние, и величина 

оптической плотности смеси определяется долей в ней ламеллярных агрегатов.  

При нагревании смесей ДМФХ-ХН, начиная с определённой температуры, 

Рис. 1. Турбидиметрические кривые, полученные для системы ДМФХ-ХН в зависимости

от концентрации детергента в смеси (указана рядом с кривой). Концентрация ДМФХ

составляет 5 мМ. На вставке показано влияние концентрации липида в смеси на вид

кривых турбидиметрии. При этом показаны смеси: сДМФХ : cХН = 15 : 8 мМ (а), сДМФХ : cХН
= 5 : 5 мМ (б) и сДМФХ : cХН = 3 : 4.5 мМ (с), которые имеют приблизительно одинаковую

температуру начала роста оптической плотности 40.0 ± 1.2°С, что указывает на

одинаковый состав липид-детергентных агрегатов.  
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наблюдалось увеличение их оптической плотности (рис. 1). Причём, температура начала 

этого роста возрастала по мере увеличения концентрации детергента в смеси (рис. 1). В 

зависимости от концентрации детергента, рост оптической плотности смеси был как 

монотонным, с последующим насыщением (рис. 1, 8 мМ), так и на кривых турбидиметрии 

наблюдался пик (рис. 1, 5 и 5.8 мМ). Этот рост оптической плотности указывает на 

увеличение размеров липид-детергентных агрегатов и может быть объяснён слиянием 

смешанных липид-детергентных мицелл с образованием везикул. Ранее, при 

определенных соотношениях детергент/липид в смеси ДМФХ-ХН, образование везикул 

при нагревании было показано с помощью методов динамического светорассеяния, 

электронной микроскопии [8-10] и малоуглового рентгеновского рассеяния [11]. 

Наличие пика на кривых турбидиметрии (рис. 1, 5 и 5.8 мМ) зависело как от 

соотношения детергент/липид в смеси, так и от абсолютной концентрации липида. Так, 

этот пик не наблюдался как при относительно низких (рис. 1, меньше 4 мМ), так и при 

достаточно высоких концентрациях детергента (рис. 1, больше 6 мМ). Кроме того, он 

пропадал при достаточно низких (меньше 3.5 мМ) концентрациях липида (рис. 1, вставка). 

При этом, как увеличение соотношения детергент/липид (рис. 1, 5.8 мМ по сравнению с 5 

мМ), так и уменьшение концентрации липида (рис. 1, вставка, кривая б по сравнению с 

кривой а) приводило к тому, что этот пик сужался и уменьшался по высоте. Наличие этого 

пика на кривых турбидиметрии являлось необходимым, но не достаточным условием 

высокой (больше 0.7) амплитуды термоиндуцируемого структурного перехода (разности 

оптических плотностей смеси при высоких и низких температурах, рис. 1 и вставка). 

Высокая амплитуда данного перехода говорит об образовании крупных, вероятно, 

мультиламеллярных везикул.  

Возникновение подобного пика на кривых турбидиметрии можно связать с 

образованием ретикулярной гелевой фазы [19]. Для системы ДМФХ-ХН, подобную фазу 

наблюдали при определённых температурах с помощью электронной микроскопии [10]. 

Из-за перемешивания в системе, образуются отдельные глобулы гелевой фазы, которые, 

по-видимому, имеют достаточно крупные размеры и хорошо рассеивают свет. 

Исчезновение этого пика может указывать либо на то, что гелевая фаза не образуется, 

либо на то, что глобулы гелевой фазы становятся достаточно мелкими и не 

обнаруживаются с помощью метода турбидиметрии. Когда пик на кривых турбидиметрии 

не наблюдался, то амплитуда термоиндуцируемого структурного перехода была не 

высокая, что указывает на образование в результате этого перехода небольших, вероятно, 

моноламеллярных везикул.   
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Как в случае турбидиметрии, увеличение концентрации детергента в смесях ДМФХ-

ХН также приводило к существенному изменению вида кривых ДСК (рис. 2). Так, для 

чистого липида на кривой ДСК наблюдались два пика (рис. 2, 0 мМ), отвечающие 

предпереходу и основному фазовому переходу липида гель-жидкий кристалл, имеющие 

температуры максимумов 14.5 и 23.9°С, соответственно (по литературным данным 13.7 ± 

2.2 и 23.6 ± 1.5°С, соответственно [20]). Добавление даже небольшого количества 

детергента к липиду (рис. 2, 0.33 мМ) приводило к полному исчезновению предперехода, 

что указывает на встраивание детергента в бислой. У пика, отвечающего основному 

фазовому переходу липида гель-жидкий кристалл, при этом, появлялось 

высокотемпературное плечо (рис. 2, 0.33 мМ). При дальнейшем увеличении концентрации 

детергента наблюдалось образование двух пиков на кривых ДСК (рис. 2, 0.66 мМ). 

Причём, низкотемпературный пик по мере увеличения концентрации детергента в смеси 

постепенно смещался в область низких температур, а высокотемпературный пик в область 

высоких температур (рис. 2). По мере расхождения этих пиков при увеличении 

концентрации детергента между ними стал различим еще один пик (рис. 2, 1.3 и 2 мМ). 

Площадь низкотемпературного пика при добавлении детергента постепенно 

уменьшалась (рис. 2) и при 8 мМ детергента он становился практически не наблюдаем 

(рис. 2, 8 мМ). При концентрациях детергента выше 6.5 мМ, средний пик начинал 

смещаться в область низких температур (рис. 2, 8 мМ по сравнению с 5 мМ). А 

высокотемпературный пик продолжал смещаться в область высоких температур, до тех 

пор, пока он не выходил за верхний предел рабочего диапазона температур (105°С).  

Форма высокотемпературного пика на кривых ДСК сильно зависела от 

концентрации детергента и липида в смеси (рис. 2). Если фиксировать концентрацию 

липида в смеси, то при низких концентрациях детергента этот пик имел симметричную 

форму (рис. 2, 0.66-3 мМ). По мере же увеличения концентрации детергента, форма 

высокотемпературного пика становилась довольно сложной. На вставке рис. 2 показано 

изменение формы этого пика в зависимости от концентрации липида в смеси. При этом, 

концентрации детергента подбирались таким образом, чтобы температура начала этого 

пика была одинаковой (рис. 2, вставка, 56.4 ± 0.6°С). В этом случае, энтальпия 

высокотемпературного пика в расчете на моль липида тоже являлась постоянной (рис. 2, 

вставка, 2.7 ± 0.4 кДж/моль). На вставке рис. 2 видно, что по мере уменьшения 
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Рис. 2. Кривые ДСК, полученные для системы ДМФХ-ХН, в зависимости от

концентрации детергента в смеси (указана рядом с кривой). Кривые смешены друг

относительно друга для удобства. Концентрация ДМФХ составляет 5 мМ. В скобках

указано, во сколько уменьшен масштаб кривых. Во вставке показано изменение формы

высокотемпературного пика при уменьшении концентрации липида в смеси. При этом,

показаны смеси: сДМФХ : cХН = 12 : 10.8 мМ (а), сДМФХ : cХН = 3.1 : 5 мМ (б) и сДМФХ : cХН =

0.5 : 4 мМ (с), которые имеют приблизительно одинаковую температуру начала

высокотемпературного пика 56.4 ± 0.6°С. 
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Рис. 3. Наложение кривых ДСК (1) и турбидиметрии (2) для системы ДМФХ-ХН.

Показаны смеси: cДМФХ = 5 мМ (а), cДМФХ : cХН  = 5 : 2 мМ (б), cДМФХ : cХН = 15 : 8 мМ (в) и

cДМФХ : cХН = 5 : 8 мМ (г).  

 

концентрации липида в смеси высокотемпературный пик сужался и превращался из 

широкого несимметричного пика (рис. 2, вставка, кривая а) в усеченный пик (рис. 2, 

вставка, кривая б), а затем в узкий пик с высокотемпературным плечом (рис. 2, вставка, 

кривая в).  

Интерпретацию наблюдаемых фазовых переходов в системе ДМФХ-ХН можно 

сделать, сопоставляя данные ДСК и турбидиметрии (рис. 3). Для всех изученных образцов 

низкотемпературный пик на кривых ДСК наблюдался при тех же температурах, что и 

падение оптической плотности смеси (рис. 3б). Для чистого липида это падение 

наблюдалось в области основного фазового перехода липида гель-жидкий кристалл в 

ламеллярных структурах (рис. 3а). Отсюда следует, что низкотемпературный пик на 

кривых ДСК, скорее всего, связан с фазовым переходом липида гель-жидкий кристалл в 

ламеллярных структурах. При температурах, когда наблюдался средний пик на кривых 

ДСК, оптическая плотность смеси существенно не менялась (рис. 3б и 3в). При плавлении 

липида меняются оптические характеристики липидного бислоя, что и вызывает падение 

 145



WWW.MEDLINE.RU    ТОМ 9,  БИОФИЗИКА, МАЙ 2008 
Дата поступления: 12.05.2008 

 
оптической плотности смеси [21]. Однако, так как мицеллы практически не дают вклада в 

светорассеяние, то и плавление липида в них не будет вызывать заметного изменения 

оптической плотности смеси. Таким образом, средний пик на кривых ДСК можно связать 

с плавлением липида в мицеллах. Возрастание оптической плотности смеси наблюдалось, 

как правило, при более высоких температурах, чем те, при которых наблюдался средний 

пик на кривых ДСК (рис. 3). Следовательно, плавление липида в смешанных липид-

детергентных мицеллах является необходимым, но не достаточным условием 

термоиндуцируемой трансформации мицеллы-везикулы.  

В отличие от низкотемпературного и среднего пиков, высокотемпературный пик на 

кривых ДСК не может быть вызван фазовым переходом липида гель-жидкий кристалл. 

Дело в том, что температура высокотемпературного пика может превышать 100°С, что 

значительно выше температуры плавления чистого липида (24°С). Такие высокие 

температуры плавления могут наблюдаться только у сильно дегидратированных липидов, 

а не в избытке воды, как в рассматриваемом случае. 

Высокотемпературный пик на кривых ДСК наблюдался в области сильных 

изменений оптической плотности смеси, которые можно связать с термоиндуцируемой 

трансформацией мицеллы-везикулы (рис. 3б, 3в и 3г). Поэтому, можно заключить, что 

этот пик отвечает некоторому эндотермическому тепловому процессу, происходящему 

при данной трансформации. Причём, данный процесс происходит кооперативно. А из 

того, что высокотемпературный пик сужается по мере уменьшения концентрации липида 

в смеси, следует, что при этом кооперативность этого процесса возрастает. Таким 

процессом, например, может быть частичная дегидратация молекул детергента. Так, 

трансформация мицеллы-везикулы в системе ДМФХ-ХН, предположительно, вызвана 

изменением локализации молекул холата натрия относительно молекул липида, при 

котором, гидроксильные группы детергента оказываются в липидном окружении [22]. 

Понятно, что при этом будет происходить частичное разрушение гидратной оболочки 

этих молекул, что будет сопровождаться поглощением тепла.  

 

Выводы 

Концентрации липида и детергента в смеси ДМФХ-ХН существенно влияют на 

размер везикул, которые образуются в ходе термоиндуцируемой трансформации в этой 

системе. А именно, крупные, вероятно, мультиламеллярные везикулы образуются только 

при концентрациях липида больших 3 мМ и в довольно узком диапазоне концентраций 

детергента (4.5-5.3 мМ при 5 мМ ДМФХ). При этом, им обязательно предшествует 
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образование крупных глобул ретикулярной гелевой фазы. При всех других концентрациях 

липида и детергента в смесях ДМФХ-ХН в результате термоиндуцируемой 

трансформации образуются небольшие, вероятно, моноламеллярные везикулы. В ходе 

термоиндуцируемой трансформации мицеллы-везикулы наблюдался некоторый 

кооперативный, эндотермический процесс. Он может быть связан с частичной 

дегидратацией молекул холата натрия при перемещении их гидроксильных групп в 

область углеводородных цепей липида. Кооперативность этого процесса возрастает по 

мере уменьшения концентрации липида в смеси. Интерпретация данных ДСК позволила 

предположить, что при нагревании смесей ДМФХ-ХН фазовый переход липида гель-

жидкий кристалл наблюдается вначале в смешанных ламеллярных структурах, а затем 

только в смешанных липид-детергентных мицеллах. Причём, плавление липида в 

мицеллах является необходимым условием для термоиндуцируемой трансформации 

мицеллы-везикулы.      
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