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По экспериментально измеренным температурным зависимостям скорости
и поглощения ультразвука (7 MHz) рассчитаны температурные зависимости
эффективного времени релаксации τeff процесса зародышеобразования вблизи
температуры фазового перехода Tt в фосфолипидных бислоях. Обнаружена
слабая чувствительность τeff к ионному составу среды и сильная — к кривизне
бислоя и к замене H2O на D2O.

Согласно теории Френкеля, вблизи температуры фазового перехода
внутри основной фазы наблюдаются спонтанное появление и распад
субкритических зародышей новой фазы, которые являются гетерофаз-
ными флуктуациями плотности (ГФП) [1,2]. В бислое амфифильных
фосфолипидных молекул, упорядоченных по типу смектического жид-
кого кристалла, при температурном фазовом переходе наблюдается
”кристаллизация–плавление” углеводородных цепочек [3]. Их конфор-
мационные изменения влияют на сжимаемость гетерогенной среды, что
обнаруживается ультразвуковым методом [4]. В жидкой фазе бислоя
вблизи температуры фазового перехода (Tt) обнаружены ГФП в виде
двумерных твердофазных зародышей в ламеллярной плоскости липид-
ного бислоя [5]. Кинетика флуктуаций прямо связана с вероятностью
формирования критического зародыша и кинетикой перехода в твердое
состояние [6]. Известно, что на температуру фазового перехода влияют
многие факторы, например, ионный состав водной фазы [3]. Данные
по влиянию этих факторов на кинетику гетерофазных флуктуаций
отсутствуют.

В данной работе исследовано влияние ионов Na+ и Ca2+, а так-
же замены H2O на D2O и кривизны бислоя на эффективное время
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релаксации ГФП в бислойных везикулах 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-
3-фосфатидилхолина (ДПФХ). Использовался синтетический лиофи-
лизованный ДПФХ фирмы Sigma (США). Чистота препарата более
99%. Большие мильтиламеллярные (многослойные) везикулы (МЛВ)
диаметром 500–1000 nm готовились путем растворения липида в орга-
ническом растворителе с последующей вакуумной сушкой и дисперги-
рованием в водной среде [7] различного солевого и изотопного состава:
H2O (дважды дистиллированная), D2O (чистота 99.9%), растворы ч.д.а.
NaCl (концентрации 10 и 100 mM) и CaCl2 (концентрации 11.38 и
113.8 mM). Таким образом обеспечивалась идентичность состава водной
среды внутри и вне каждой везикулы. Концентрация липида в суспен-
зии 1–5 мг/мл. Малые одноламеллярные везикулы (ОЛВ) диаметром
15–50 nm готовились из МЛВ путем ”озвучивания” и центрифугирова-
ния по методике [8]. Перевод ОЛВ в большие везикулы проводился по
методу ”замораживания–оттаивания” [9] (5 циклов).

Измерения скорости и поглощения ультразвука проводились на
дифференциальном ультразвуковом интерферометре постоянной длины,
который состоит из двух идентичных акустических резонаторов [10].
Интервал частот резонансных пиков 6.9–7.3 MHz. Относительная точ-
ность измерения скорости звука составляет 1 · 10−3%, поглощения —
1%; их температурные зависимости измерялись одновременно на одном
образце в режиме нагрева (0.2 K/min). Сравнением акустических харак-
теристик липидной суспензии и водной среды без липида определялись
удельная скорость звука [u] ≡ (u−u0)/u0c и удельное поглощение звука
на длину волны [αλ] ≡ (αλ − αλ0)/c, где u и u0 — скорость звука в
суспензии и водной среде, соответственно, αλ и αλ0 — поглощение на
длину волны в суспензии и в водной среде, c — концентрация липида.
Значение [u] состоит из двух составляющих: мгновенной, [u]∞, кото-
рая определяется сжимаемостью системы в отсутствие гетерофазных
флуктуаций, и релаксационной, [u]r , обусловленной ростом и распадом
гетерофазных флуктуаций: [u] = [u]∞+ [u]r .

Удельное поглощение [αλ] состоит из классического поглощения,
[αλ]cl , вследствие сдвиговой вязкости среды, и релаксационного по-
глощения, [αλ]r , обусловленного диссипацией энергии ультразвуковых
колебаний при релаксационном процессе: [αλ] = [αλ]cl + [αλ]r .
Согласно работе [11], измеряемое поглощение для разбавленных ли-
пидных суспензий в диапазоне мегагерцовых частот относится только
к релаксационной части: [αλ] ≈ [αλ]r . Она содержит вклады всех
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Рис. 1. Удельное значение скорости звука; температура фазового перехода
(41.3◦C) определяется линейной экстраполяцией низко- и высокотемпературных
областей кривой к средней точке фазового перехода (вертикальная линия).

видов флуктуаций, включая гетерофазные. Релаксация ГФП является
следствием переменного давления на ультразвуковых частотах.

На рисунках приведена оценка кинетики ГФП в липидном жидкокри-
сталлическом бислое ультразвуковым методом [5].

На рис. 1, 2 показаны температурные зависимости удельных зна-
чений скорости и поглощения звука (ниже — ”cкорость” и ”погло-
щение” соответственно) в суспензиях МЛВ ДПФХ в чистой воде. В
области фазового перехода форма кривой для скорости существен-
но отклоняется от простой сигмоидальной, которую можно было бы
ожидать из соотношения вкладов двух состояний липида. Отклонение
обусловлено релаксационным процессом ГФП, который приводит к
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Рис. 2. Удельное значение поглощения.

дополнительной сжимаемости вблизи перехода [5]. Релаксационные
составляющие скорости и поглощения могут быть определены путем
линейной экстраполяции температурных зависимостей [u] и [αλ] из
области высоких температур, где релаксационный вклад пренебрежимо
мал. Тогда релаксационные части [u]r и [αλ]r определяются как разность
между экспериментальной кривой и экстраполяционной прямой, рис. 1, 2
(детали см. в работах [5] и [12]).

Для процесса с одним временем релаксации отношение величин
[αλ]r и [u]r связано с временем релаксации, τ , следующим соотношени-
ем: τ = −[αλ]r/(2πω[u]r), где ω — круговая частота ультразвука [13].
Поскольку реальный процесс описывается спектром времен релаксации
ГФП, то это соотношение дает некоторую эффективную величину τeff.
Это усредненная характеристика той части спектра релаксационных
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Значения температур фазового перехода и изменений эффективного времени
релаксации гетерофазных флуктуаций плотности в везикулах синтетического
дипальмитоилфосфатидилхолина в водных средах различного солевого и изо-
топного состава и при различной кривизне мембраны

Состав системы Значение T∗t , ◦C Сдвиг T∗∗t , ◦C Изменение τ ∗∗∗eff

МЛВ в H2O 41.29 — —

То же, в присут-
ствии:
NaCl, 10 mM 41.42 0.13 нет
NaCl, 100 mM 41.49 0.20 нет
CaCl2, 11.38 mM 41.90 0.61 слабо уменьшается
CaCl2, 113.8 mM 42.90 1.61 нет
МЛВ в D2O 41.70 0.41 в 2 раза уменьшается
ОЛВ в H2O 38.23 −3.06 в 1.5 раза уменьшается
МЛВ из ОЛВ 41.36 — нет

∗ — точность определения не хуже ±0.04◦C
∗∗ — рассчитывается как разность Tt в исследуемой системе и Tt в больших мультиламел-
лярных везикулах (МЛВ) в H2O
∗∗∗ — относительно значения τeff для больших мультиламеллярных везикул (МЛВ) в H2O
(рис. 3).

процессов, которые вносят вклад в скорость и поглощение, измеренные
на частоте ω.

В ионной среде (рис. 3, таблица) значение температуры фазового
перехода (Tt) повышается. Величина сдвига растет с увеличением
концентрации соли, что соответствует литературным данным [3]. NaCl
в пределах ошибки не влияет на τeff. В среде с CaCl2 в концентрации
11.38 mM выявлено незначительное уменьшение τeff, тогда как при более
высокой концентрации соли (113.8 mM) значения τeff возвращаются к
прежним значениям. Это, вероятно, указывает на нелинейную зависи-
мость времени релаксации ГФП от концентрации CaCl2. Подобные нели-
нейные зависимости известны для плотности фосфолипидных монослоев
на поверхности воды и кинетики формирования жидкокристаллических
текстур в плоском капилляре [14].
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Рис. 3. Значения эффективных времен релаксации; T − Tt — разность между
температурой измерения (T) и температурой фазового перехода (Tt); 1 — МЛВ
в H2O, 2 — МЛВ в H2O и CaCl2 (11.38 mM), 3 — МЛВ в D2O, 4 — ОЛВ в H2O.

Замена H2O на D2O приводит к незначительному увеличению Tt в
больших мультиламеллярных везикулах, τeff уменьшается почти вдвое
(рис. 3). Для малых одноламеллярных в H2O значения Tt и τeff меньше,
чем для больших везикул в H2O.

После слияния малых везикул в большие Tt и τeff принимают
те же значения, что и для больших в H2O — большая кривизна и
напряженность бислоя в малых везикулах влияют как на значение Tt [3],
так и на τeff ГФП.

Таким образом, кинетика гетерофазных флуктуаций слабо чувстви-
тельна к изменению ионного состава среды. В то же время заметное
влияние на нее оказывают кривизна поверхности бислоя и замена H2O
на D2O.
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