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В работе представлены данные по изменениям модельных биомембран (липосомы, тени 
эритроцитов, эритроциты), используемых, как тест-объекты, для определения тех обла-
стей концентраций биологически активных веществ, в которых не происходит наруше-

ния структуры или функции экспериментальных объектов. В качестве биологически активных 
веществ отобрали синтетические: регулятор роста растений - мелафен, применяемый в малых 
дозах в предпосевной обработке семян и производные антиоксиданта – фенозана, феноксан и 
ИХФАНы. Показали методом ДСК, что производные фенозана в концентрациях равных 10-5 
М и более, разрушают микродоменную организацию в бислоях фосфолипидных мультиламел-
лярных липосом и переформировывают белковые микродомены в тенях эритроцитов. Мела-
фен в малых и больших концентрациях полимодально изменяет микродоменную организацию 
в бислоях фосфолипидных мультиламеллярных липосом, не разрушая структуру, не влияет на 
белковые микродомены в тенях. Спектральным анализом выявили увеличение проницаемости 
мембран в изолированных целых эритроцитах при действии мелафена в больших и малых кон-
центрациях. Методом малоуглового дифракционного рассеяния показали отсутствие влияния 
мелафена в широком диапазоне концентраций на толщину фосфолипидных бислоев и порядок 
их упаковки в мультиламеллярных липосомах.
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Введение. Необходимость определения концен-
трационных ограничений при применении био-
логически активных веществ (БАВ) вызвана тем, 
что использование в «терапевтических» концен-
трациях, обычно миллимолярных и более, вы-
зывает и побочные эффекты. Отслеживание на 
клеточном и субклеточном уровне мишеней и ме-
ханизмов действия БАВ может позволить пред-
упредить негативное влияние. На примере син-

тетических БАВ: регулятора роста растений 
гидрофильного мелафена [1] и производных ан-
тиоксиданта фенозана: его калиевой соли – ги-
дрофильного феноксана, и гидрофобизованных 
ИХФАНов [2,3], было исследовано действие БАВ 
в широком диапазоне концентраций (разведений) 
на структуру и функции модельных и биологиче-
ских экспериментальных объектов разного уров-
ня организации. 
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В качестве первых наиболее простых липид-
ных модельных мембранных объектов исполь-
зовались фосфолипидные мультиламеллярные 
липосомы [4]. Устойчивые липосомы в  виде 
взвеси в фосфатном буфере были сформиро-
ваны или из синтетического индивидуального 
фосфолипида димиристоилфосфатидилхолина 
(ДМФХ), или из смеси природных фосфолипи-
дов – яичного лецитина. Мультиламеллярных 
липосомы формировали с единообразным фос-
фолипидным составом для того, чтобы исследо-
вать методом ДСК влияние БАВ на структурном 
уровне микродоменов. Тестирование влияния 
БАВ на следующем структурном уровне – ор-
ганизации упаковки бислоев в  многослойной 
липосоме и толщинах этих бислоев, проводили 
методом МУРР в  взвеси мультиламеллярных 
липосомы, состоящих из упорядоченной сме-
си природных фосфолипидов. Схематическая 
структура фосфолипидных мультиламелляр-
ных липосом показана на рисунке 1. Как модель 
мультиламмелярные липосомы отражают мно-
гослойное строение или взаимное расположе-
ние внутриклеточных органелл (митохондрий, 
аппарата Гольджи, ядерной оболочки, эндо-
плазматического ретикулума, плазмалеммы). 

Необходимо отметить, что, так как в исследо-
вании использовались БАВ разной природы: ги-
дрофобные ИХФАНы и гидрофильные фенок-
сан и мелафен, то мы обосновали насыщение всей 
структуры мультиламеллярной липосомы этими 
веществами, основываясь на работах Антонова 
В.Ф. с соавторами [5], в которых было показано 
образование нанопор при определенных струк-
турных состояниях бислоя. 

По данным электронной микроскопии и ДСК из-
вестно, что в фосфолипидном бислое, состоящем 
только из ДМФХ, во временном и температурном 
промежутке между эндотермическими фазовыми 
переходами: предпереходом и основным фазовым 
переходом, существует риппл-фаза [6]. Предпе-
реход – это неярко выраженный одиночный пик 
на кривых плавления в области 14-15оС, при кото-
ром происходит перестройка упорядоченной упа-
ковки фосфолипидов в гель-фазе в риппл-фазу 
(рифленую фазу). При повышении температуры 
до 24,3 оС достигается основной фазовый переход 
ДМФХ – это одиночный пик с большой амплиту-
дой, отражающий кооперативную перестройку 
в менее упорядоченное состояние – фазу жидкого 
кристалла. Методом электронной микроскопии 
риппл-фазу наблюдали для ДМФХ и ДПФХ (ди-
пальмимтоилфосфатидилхолина) с характерным 
для каждого вида липидов периодом волнисто-
сти. Периодичность волнистости и ее амплитуда 
меняется в зависимости от факторов, влияющих 
на бислой [6]. С точки зрения воздействия БАВ 
на мембраны риппл-фаза представляет большой 

интерес, т.к. в этот период сосуществуют фосфо-
липидные микродомены, находящиеся в состо-
янии гель-фазы и  микродомены  – в  состоянии 
жидкого кристалла. Это и обуславливает рифле-
ную картину при электронной микроскопии. На 
стыке между микродоменами образуются корот-
коживущие гидрофильные наноразмерные поры 
[5], через которые гидрофильное вещество про-
никает ко всем внутренним липосомам, состав-
ляющим мультиламеллярную липосому (рис.1). 
Гидрофобные вещества накапливаются в  ги-
дрофобных областях бислоев. Поэтому влияние 
БАВ на липидный бислой в настоящей работе те-
стировали методом ДСК по изменениям параме-
тров пика основного фазового перехода ДМФХ.

В максимуме основного фазового перехода при 
24,3 оС, по площади пика определяется теплоем-
кость эндотермического пика, на полувысоте пи-
ка определяется полуширина – величина, обрат-
ная кооперативности перехода. В  присутствии 
БАВ максимум перехода может сдвигаться по 
температурной шкале, что свидетельствует о вли-
янии БАВ на бислой, также и другие параметры 
могут быть изменены. Экспериментальный объ-
ект и ДСК метод в случае тестирования ДМФХ 
липосом – это адекватная модель для исследова-
ния действия БАВ на липидную составляющую 
биомембран. БАВ могут оказывать существен-
ное влияние на липидный бислой, изменяя пара-
метры фазовых переходов липидов, что указы-
вает на локализацию БАВ в бислое, и позволяет 
предположить механизмы взаимодействия с ли-
пидами. Плавление бислоя в нашей работе проис-
ходит при физиологических температурах. 

Итак, во время риппл-фазы происходит нару-
шение регулярности структуры (нарушение даль-
него порядка) – одновременно с микродоменами, 
находящимися в состоянии жидкого кристалла, 
имеются и микродомены в  состоянии гель-фа-
зы. Между этими разнородными микродомена-
ми образуются короткоживущие нанопоры с ги-
дрофильными каналами [5]. В результате малые 
гидрофильные молекулы проникают во все вну-
тренние водные прослойки мультиламелляр-
ной липосомы и могут оказывать на бислои по-
верхностное влияние. Гидрофобные вещества 
насыщают гидрофобные области каждого бис-
лоя. В результате БАВ, действуя снаружи бисло-
ев и внутри, изменяют параметры во всей много-
слойной липосоме. По ДСК параметрам кривых 
плавления индивидуального фосфолипида с ярко 
выраженным пиком основного фазового перехо-
да при воздействии БАВ, добавленного в разных 
концентрациях, четко выявляется доза-зависимая 
способность вещества встраиваться в фосфоли-
пидный бислой или же действовать с поверхности 
бислоя. При определенных концентрациях либо 
разрушается микродоменная структура бислоя, 
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либо укрепляется для противодействия различ-
ным факторам внешней среды.

Исследования влияния БАВ на липидные бис-
лои проводятся уже достаточно давно. Актуаль-
ность таких исследований обосновал Харакоз 
Д.П. [7]. В этой работе рассматривалась возмож-
ная физиологической роль фазового перехода 
«жидкое-твердое» в биологических мембранах. 
По-видимому, сдвиг температуры тела живот-
ного при гибернации или обычном сне вызы-
вает перестройки микродоменов в  бислойных 
мембранах, что способствует упорядочиванию 
состава и  структуры биомембран. Задача мно-
гочисленных работ по исследованию влияния 
БАВ на биомемб раны состоит в выявлении воз-
можностей регуляции фазового перехода «жид-
кое-твердое». В мембране, находящейся в состоя-
нии жидкого кристалла, ее белковые компоненты 
(ионные каналы, ионные обменники, ионные на-
сосы, рецепторы, ферменты) конформационно 
подвижны, и их функции могут быть активирова-
ны. При твердом состоянии мембраны функции 
белков угнетены. Необходимо отметить, что тер-
мограммы фазового перехода в мембранах, состо-
ящих из единственного фосфолипида, имеют чет-
ко выраженные предпереход и основной переход. 
Поэтому достаточно просто определять воздей-
ствие БАВ на термоиндуцированные параметры 
липидного бислоя. Методом ДСК в мультиламел-
лярных фосфолипидных липосомах отслежива-
ют влияние БАВ разной природы на организа-
цию и перестройки микродоменов.

Для тестирования методом МУРР следующе-
го организационного уровня эксперименталь-

ных объектов были использованы липосомы, 
содержащие смесь фосфолипидов. В состав муль-
тиламеллярных липосом, сформированных из 
яичного лецитина, входят природные фосфоли-
пиды: фосфодитилхолин, фосфатидилэтанола-
мин и в малых количествах фосфатидилинози-
тол и  сфинголипиды. Их молекулы различны 
по строению и составу. Они содержат полярные 
группы: холин, этаноламин, инозит, а также жир-
нокислотные остатки разной величины и степе-
ни насыщенности. С точки зрения адекватности 
модели отметим, что такие фосфолипиды име-
ются практически во всех мембранах клеток жи-
вотного происхождения. Необходимо отметить, 
что именно наличие заряда, длина молекул и их 
насыщенность позволяет образовывать мозаич-
ную мембрану. Это играет основную роль в ста-
билизации клеточных мембран, их структурной 
целостности и обеспечении функционирования 
мембранных компонентов. В  клетках молеку-
лы, составляя бислой, взаимно располагаются 
соответственно своим стереоспецифическим ха-
рактеристикам, осуществляя белок-липидные 
взаимодействия. Так, для активной работы ин-
тегрированных и ассоциированных мембранных 
белков: рецепторов, каналов, ионных обменни-
ков, насосов и ферментов, необходим определен-
ный состав липидного окружения этих белковых 
структур. 

Температуры плавления природных фосфоли-
пидов в сложной смеси в значительной степени 
перекрываются, выделить отдельные индивиду-
альные пики можно только с помощью матема-
тических методов, что может и не отражать ре-

Рис. 1. Схема строения мультиламеллярных липосом, сформированных из фосфолипидов. Во время «риппл-фазы» 
образуются наноразмерные гидрофильные поры [5], и гидрофильные БАВ проникают к поверхности всех бислойных 
липосом в составе мультиламеллярных липосом. Гидрофобные БАВ насыщают бислои, встраиваясь среди фосфолипидов.
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ального структурного состояния микродоменов. 
Домены могут быть смешанными по составу. 
БАВ, встраиваясь или разрушая, будут влиять 
на состав микродоменов. При плавлении из-за 
разной стереоспецифичности липиды проявля-
ют разную способность к латеральной диффу-
зии и «флип-флоп»-перескокам в листках бисло-
ев [8,9]. 

Картина термограмм при ДСК плавлении полу-
чится сложная, и количественная обработка и ин-
терпретация будут затруднены. Поэтому нами 
был использован один из методов рентгенодиф-
ракционного анализа – малоугловое рентгенов-
ское рассеяние МУРР [10]. Этот метод позволя-
ет, проведя анализ измеренной интенсивности 
малоуглового рентгеновского рассеяния суспен-
зией многослойных липосом, получить инфор-
мацию о пространственной структуре липидных 
мембран и характере их взаимного расположения 
(укладке) в мультиламеллярных липосомах. Есть 
возможность определить механизм влияния БАВ 
по разрыхлению и уширению бислоев или уплот-
нению и сужению толщин бислоев, а также изме-
нению пространства между бислоями. Это важно, 
т.к. в процессе жизнедеятельности клеток проис-
ходит слияние мембран, образование перемычек, 
разрыв и расхождение мембран [6]. Соответствен-
но БАВ могут выступать в роли регуляторов этих 
процессов.

Для тестирования влияния БАВ на белок-ли-
пидные взаимодействия были использованы мо-
дели биомембран на следующем организацион-
ном уровне – тени эритроцитов. Это замкнутые 
оболочки эритроцитов, лишенные гемоглобина, 
но содержащие весь цитоскелет [11-13]. Если мо-
дели мультиламеллярных фосфолипидных липо-
сом имитируют структуры клеточных органелл, 
то тени эритроцитов отражают основные эле-
менты клетки – оболочку и цитоскелет. Для те-
стирования влияния БАВ на такой модели также 
применили метод ДСК, но с другими параметра-
ми. Кривые эндотермических термограмм при 
прогревании взвеси теней эритроцитов показы-
вают характеристики термоиндуцированной де-
натурации всех белковых микродоменов. Отра-
жается влияние БАВ на перестройку ионных 
каналов, их компонентов и структурных белков. 
БАВ либо усиливают устойчивость к денатура-
ции, либо ослабляют. В работах Akoev V.R. с со-
авторами [14] были обнаружены перестройки 
в белковых микродоменах теней эритроцитов че-
ловека при оксидативном стрессе, характерном 
для многих патологий. По-видимому, ДСК тести-
рование мембран и цитоскелета эритроцитов мо-
жет помочь в диагностике. 

Следующую ступень усложнения организации 
экспериментального объекта обеспечили изоли-
рованные клетки. Моделью были целые, полу-

ченные из кровяного русла, эритроциты. Ранее 
в работах Генделя Л.Я. с соавторами [15] было по-
казано, что под влиянием синтетического антиок-
сиданта фенозана происходят изменения поверх-
ностной архитектоники эритроцитов. При этом 
антиоксидант встраивается преимущественно 
в верхний листок бислоя и меняет морфологию 
эритроцитов. В работах Бурлаковой Е.Б. с соав-
торами [16] подтверждено не только воздействие 
фенозана на структурные свойства – микровязкость 
мембран, но и влияние на биохимические свойства 
ферментов. В  настоящей работе, учитывая эти 
данные по модификации мембраны, провели ис-
следование влияния БАВ на целостность мембра-
ны эритроцитов. Ее оценивали по проницаемости 
мембраны, характеризующейся степенью утечки 
гемоглобина из эритроцитов [17]. 

В настоящей работе все исследования воздей-
ствий биологически активных веществ: мелафе-
на и производных фенозана, проводились в ши-
роком диапазоне концентраций. Такой подход 
к исследованиям был обусловлен тем, что необхо-
димость исследований малых доз (концентраций 
или разведений, если нельзя точно определить) 
достаточно актуальна. Известно, что гидрофоб-
ные вещества, добавленные к эксперименталь-
ным объектам в  малых концентрациях, нака-
пливаются в гидрофобных областях мембран и в 
гидрофобных карманах белков до средних и боль-
ших концентраций. Во многих случаях БАВ не 
выводятся из организма, и далее могут возникать 
побочные эффекты. Гидрофильные БАВ также 
могут накапливаться в гидратных областях. Кро-
ме того, происходит метаболизм или катаболизм 
БАВ в организме животных. В работах Проко-
пова А.А. и соавторов [18] при изучении метабо-
лизма адаптогена фенозан-кислоты в организме 
кроликов обнаружено, что фенозан расщепляет-
ся на 2 метаболита, обладающих большей гепа-
топротекторной способностью, чем исходное ве-
щество. Как показано в работах Бурлаковой Е.Б. 
с соавторами [19] репарация повреждений, нане-
сенных малыми дозами, как БАВ, так и радиа-
ции, может не активироваться, что представля-
ет дальнейшую опасность. В итоге на основании 
перечисленных выше обоснований использова-
ния экспериментальных моделей, и тестирования 
влияния биологически активных веществ указан-
ными методами целью настоящей работы яви-
лось определение концентрационных границ для 
применения биологически активных веществ без 
деструкции биологических объектов. 

Материалы и методы исследования. ДМФХ – 
димиристоилфосфатидилхолин, яичный лецитин 
(Sigma); NaCl, KCl, KH2PO4, Na2HPO4, (Sigma); ме-
лафен – меламиновая соль бис (оксиметил) фос-
финовой кислоты, синтезирован в ИОФХ РАН 
им. А.Е. Арбузова; феноксан – калиевая соль фе-
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нозана – ß-(4-гидрокси-3,5-ди-трет-бутилфенил) 
пропионовая кислота, синтезирована в ИХФ РАН 
им. Н.Н. Семенова; ИХФАНы  – сложноэфир-
ные производные (метилокса) (3,5 дитрет бутил -  
4-гидроксифенилпропановой кислоты) и этано-
ламина (коламина), замещенного алкильными 
заместителями с разной длиной цепи 8; 10; 12; 16 
углеродных атомов, синтезированы в ИБХФ РАН 
им. Н.М. Эмануэля. 

Приготовление многослойных везикул. Для 
приготовления водной дисперсии многослой-
ных везикул из ДМФХ (0,2-0,3 мМ) использовали 
фосфолипид и хлороформ без дополнительной 
очистки согласно методу, предложенному McMul-
len T.P.W. [20]. Для получения липосом ДМФХ рас-
творяли в хлороформе 1 мг/мл, под аргоном высу-
шивали до состояния тонкой пленки на стенках 
колбы. На 12 часов для полного удаления раство-
рителя колбу помещали под вакуум. Затем добав-
ляли 10мМ фосфатный буфер рН 7,4 и 60 мин на-
гревали на водяной бане при температуре выше 
фазового перехода (45-50о С), и 30 мин при комнат-
ной температуре гидратировали на шейкере. По 
данным электронной микроскопии полученные 
липосомы имеют мультиламмелярную структу-
ру и достигают размеров до 2000 [4]. 

Приготовление водных растворов и суспен-
зий биологически активных веществ. Водные 
растворы БАВ: мелафена или феноксана, в широ-
ком диапазоне концентраций (10-17 -10-2 М) приго-
тавливали методом последовательных разбавле-
ний с интенсивным перемешиванием с помощью 
вортекса. Суспензии ИХФАНов приготавлива-
ли также методом последовательных разбавле-
ний с интенсивным перемешиванием с помощью 
вортекса. Исходный концентрированный раствор 
ИХФАНов готовили в этаноле. Перед измерения-
ми раствор БАВ добавляли в образец сравнения, 
содержащий фосфатный буфер, образец вносили 
в контрольную ячейку. Для приготовления экспе-
риментального образца раствор БАВ добавляли 
в приготовленную дисперсию ДМФХ до необхо-
димого молярного соотношения. Затем образец 
вносили в ячейку для измерения.

Получение эритроцитов и теней эритроци-
тов проводилось по методам дифференциально-
го центрифугирования с соблюдением темпера-
турного режима [11-15].

Измерение выхода гемоглобина проводилось 
спектрофотометрическим методом [21].

Микрокалориметрическое исследование. Тем-
пературная зависимость избыточного удельного 
теплопоглощения экспериментальных модель-
ных объектов отражалась в виде кинетической 
кривой  – термограммы. Термограммы водных 
дисперсий многослойных везикул, сформирован-
ных из ДМФХ, регистрировали на дифференци-
альном адиабатном сканирующем микрокалори-

метре ДАСМ-4 (Специальное Конструкторское 
Бюро АН СССР, г. Пущино). Устройство, принцип 
работы и основные характеристики ДАСМ-4 опи-
саны в работах Privalov P.L., Plotnikov V.V. [22]. Из-
мерительная и сравнительная ячейки выполнены 
из платины и имеют объем О,47 мл. Все измерения 
проведены в фосфатном буфере при скорости про-
грева 1 град/мин. При модификации ДСК метода 
скорости прогрева составляли 0,125 град/мин; 0,25 
град/мин; 0,5 град/мин; 1 град/мин. Уровень шума 
не превышал 30 mДж/К, воспроизводимость ба-
зовой линии 160 mДж/K.

Температурную зависимость избыточного мо-
лярного теплопоглощения (термограммы) каж-
дого образца водной суспензии многослойных ве-
зикул, сформированных из ДМФХ в смеси с БАВ 
регистрировали в режиме цикла не менее трех 
раз. Аналогично проводили регистрацию термо-
индуцированной денатурации белковых микро-
доменов в суспензии теней эритроцитов. Мела-
фен и феноксан добавляли к теням, ИХФАН-10 
добавляли в процессе получения препарата теней 
из эритроцитов.

Анализ термограмм проводили с  помощью 
программного пакета MicroСal Origin 5 («Microcal 
Software», Northampton, MA). Относительную 
удельную энтальпию мембран (DHcal) определя-
ли после вычитания базовой линии путем сравне-
ния нормированной на концентрацию мембран 
площади под термограммой образца (от10° до 
90 °С) с площадью электрической калибровочной 
метки прибора. Для получения базовой линии обе 
ячейки (измерительную и сравнительную) запол-
няли раствором, в котором в дальнейшем про-
водили измерение мембран, и проводили запись. 
Относительную интенсивность перехода опре-
деляли как величину удельной теплоемкости 
(DCpmax) в максимуме пика теплопоглощения при 
соответствующей температуре максимума (Tmax). 
Относительную молярную энтальпию фазовых 
переходов многослойных везикул из ДМФХ и те-
ней эритроцитов (DH), интенсивность переходов 
(DCpmax), температуру максимумов (Tmax) и полу-
ширины (DT1/2) переходов определяли, по методу 
Акоева В.Р. [14].

Рентгеновское дифракционное исследова-
ние липосом проводили на автоматизирован-
ном рентгеновском малоугловом дифрактометре 
с  линейным координатным детектором, изго-
товленном на основе конструкции малоуглово-
го рентгеновского дифрактометра АМУР-К 
(Институт кристаллографии РАН) [23]. Дифрак-
тограммы регистрировали при комнатной темпе-
ратуре (21-22оC). Дисперсию липосом помещали 
в тонкостенный стеклянный капилляр. Источни-
ком рентгеновского излучения служила трубка 
БСВ29Cu с Ni-фильтром. Рентгеновский пучок 
фокусировался стеклянным зеркалом по схеме 
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Франкса и коллимировался при помощи щелей. 
Для учета вклада фонового рассеяния измеряли 
рассеяние капилляром с буфером без липосом. 
Для капилляра с дисперсией липосом и для ка-
пилляра с буфером были измерены коэффици-
енты поглощения рентгеновского излучения. Эти 
коэффициенты в пределах точности эксперимен-
та имели одинаковые значения. Для определения 
«чистого» рассеяния липосомами из эксперимен-
тальных интенсивностей рассеяния капилляром 
с дисперсией липосом вычитали интенсивность 
рассеяния капилляром с буфером. Затем вводи-
ли коллимационную поправку на высоту рент-
геновского пучка и ширину приемного окна де-
тектора. Дифрактограммы представляли в виде 
функций от модуля дифракционного вектора S = 
(2sinθ)/λ, где λ – длина волны рентгеновского излу-
чения (0.154 нм для CuKα), θ – половина угла рас-
сеяния. Период повторяемости мембран в липо-
сомах D определяли по формуле Вульфа-Брэгга 
D = λ/(2sinθmax), где θmax – половина угла рассеяния, 
соответствующего положению первого дифрак-
ционного максимума. 

Профиль электронной плотности мембран ρ(x) 
в  направлении перпендикулярном плоскости 
мембран рассчитывали преобразованием Фурье 
по интегральным интенсивностям дифракцион-
ных максимумов на дифрактограммах липосом 
(после введения коллимационной поправки) по 
формуле:

 ,  
(1)

где h – номер дифракционного максимума, S(h) 
и I(h) – фазовый знак (+ или –) и интегральная ин-
тенсивность дифракционного максимума с номе-
ром h, N – число дифракционных максимумов. 
Множитель h в формуле (1) является поправкой 
в  интенсивность дифракционных максимумов, 
связанной с разориентацией мембран в диспер-
сии липосом (фактор Лоренца) [10]. Дифракто-
граммы каждого образца водной суспензии мно-
гослойных везикул, сформированных из яичного 
лецитина с добавлением БАВ, регистрировали не 
менее трех раз. 

Результаты и обсуждение. На основании пере-
численных во введении предпосылок были вы-
полнены исследования воздействия БАВ  – ме-
лафена и производных фенозана, на модельные 
биообъекты животного происхождения. Экс-
периментальные объекты можно расположить 
в ряд по степени усложнения структуры: мульти-
ламеллярные фосфолипидные липосомы, сфор-
мированные из индивидуального синтетического 
фосфолипида – димиристоилфосфатидилхолин 
(ДМФХ); мультиламеллярные фосфолипидные 
липосомы, сформированные из смеси природных 
фосфолипидов – яичного лецитина; тени эритро-

цитов; эритроциты. Для выяснения границ кон-
центрационных диапазонов для БАВ, в которых 
применение не вызывает разрушения структуры 
экспериментальные объектов, тестирование про-
водили используя широкий концентрационный 
диапазон этих экзогенных веществ. 

Исследование воздействия БАВ – мелафена 
и производных фенозана, на мембраны с исполь-
зованием первой модели – мультиламеллярных 
липосом, сформированных из ДМФХ. Изменение 
термоиндуцированных параметров фосфолипид-
ных мультиламеллярных липосом при действии 
БАВ отражается на термограммах плавления 
ДМФХ. В зависимости от концентрации приме-
няемого вещества может выявляться сдвиг по 
температуре максимума основного эндотермиче-
ского фазового перехода, изменяться амплитуда 
пика и происходить его уширение или сужение. 

При регистрации ДСК термограмм плавления 
ДМФХ в присутствии мелафена в большой кон-
центрации 10-5 М было обнаружено, что пик основ-
ного эндотермического фазового перехода оста-
ется единственным, по сравнению с контрольной 
термограммой добавочных пиков не появляет-
ся (рис. 2). Это указывает на то, что все бислои 
в многослойной липосоме претерпели изменения, 
и мелафен проник ко всем слоям мультиламел-
лярных липосом. Однако параметры термоинду-
цированных основных переходов практически не 
различаются. Возможно, что мелафен в исполь-
зованной концентрации не оказал влияния на ми-
кродоменную организацию бислоев ДМФХ.

Для выявления вероятного воздействия мелафе-
на на структуру ДМФХ фосфолипидных мембран 
в мультиламеллярных липосом была применена 
модификация ДСК метода. Помимо стандартного 
измерения в фосфатном буфере при скорости про-
грева 1 град/мин были проведены измерения при 
разных скоростях плавления. При этом скорости 
прогрева ячеек с контрольным и опытными об-
разцами составляли 0,125 град/мин; 0,25 град/мин; 
0,5 град/мин; 1 град/мин. Таким образом, устойчи-
вую структуру бислоев можно вывести из состоя-
ния равновесия. Снижение скорости подачи тепла 
к ячейкам с контрольным и опытным образцами 
значительно меняет параметры основного тер-
моиндуцированного фазового перехода ДМФХ. 
По-видимому, релаксационные процессы в этом 
случае происходят по-разному. Действительно, 
и в контрольных образцах суспензией ДМФХ в бу-
ферном растворе в отсутствии БАВ были отмече-
ны изменения. При уменьшении скорости подачи 
тепла к ячейкам значительно снижается энталь-
пия, незначительно – температура фазового пере-
хода, кооперативность незначительно увеличива-
ется. 

Изменив параметры плавления, мы выявили, 
что поверхностное воздействие мелафена меняет 
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термоиндуцированные параметры бислоев ДМ-
ФХ. В этом случае измерения провели, применяя 
разведения мелафена в широком диапазоне кон-
центраций от 10-4 М до 10-16 М. Отметим, что при 
добавлении к ДМФХ – липосомам раствора ме-
лафена во всем диапазоне концентраций во всех 
зарегистрированных термограммах выявлялся 
единственный пик основного термоиндуцирован-
ного перехода. Таким образом, можно считать, 
что мелафен проник ко всем бислоям в мультис-
лойной липосоме и  поверхностно промодифи-
цировал бислои. Эти данные представлены на 
результирующем графике зависимости энталь-
пии основного термоиндуцированного перехода 
ДМФХ от концентрации добавленного раствора 
мелафена и скоростей прогрева эксперименталь-
ных ячеек ДАСМ-4 (рис. 3). Помимо энтальпии 
таким же изменениям подверглась кооператив-
ность основного фазового перехода. Произошли 
сдвиги максимума температуры основного фазо-
вого перехода. На графиках зависимостей термо-
динамических параметров плавления ДМФХ от 
концентрации мелафена при всех исследованных 
скоростях плавления наблюдались экстремумы 
в области концентраций мелафена 10-14 – 10-8 М. 
В настоящей работе исследования проводились 
на моделях, имитирующих мембраны животно-
го происхождения, как раз эти концентрации яв-
ляются действующими для стимуляции развития 
и роста растительных организмов [24].

Так же для исследования влияния на структу-
ру фосфолипидных микродоменов в мультила-
меллярных липосомах применили другое экзо-
генное синтетическое вещество – феноксан. Это 

гидрофильное производное антиоксиданта фе-
нозана – калиевая соль фенозан-кислоты. В ра-
ботах Кривандина А.В. и соавторов [23] методом 
МУРР было показано, что большие (процентные) 
концентрации фенозана и феноксана разрушают 
регулярную структуру липидной мембраны: из-
меняется ширина бислоя и нарушается порядок 
упаковки бислоев в мультиламеллярных липосо-
мах, сформированных из природных липидов. 

В настоящей работе методом ДСК протестиро-
вали воздействие водных растворов в широком 
диапазоне концентраций феноксана на структу-
ру мембраны, сформированной из ДМФХ. Это 
другой организационный уровень – влияние на 
микродомены в бислоях. Как и в случае с мела-
феном, также выявляется только единственный 
эндотермический пик основного фазового пе-
рехода, что указывает на то, что на все бислои, 
входящие в состав многослойной мультиламел-
лярной липосомы, действует феноксан. Было об-
наружено, что высокие концентрации феноксана, 
в отличие от мелафена, деструктурируют бислой, 
нарушая его микродоменную структуру. На это 
указывает исчезновение пика основного эндо-
термического фазового перехода. При добавле-
нии водного раствора феноксана в концентрации 
10-4 М пик основного эндотермического перехода 
ДМФХ значительно уменьшается. При более вы-
сокой концентрации мелафена пик не выявляет-
ся, и энтальпия не высчитывается, что отражено 
в таблице 1.

Соответственно можно говорить о том, что если 
фенозан-кислота значительно разрушает струк-
туру фосфолипидных мембран, то ее гидрофиль-

Рис. 2. Влияние мелафена на структуру фосфолипидных 
мембран в мультиламеллярных липосомах. Термограммы 
плавления ДМФХ мультиламмелярных липосом. Основной 
термоиндуцированный эндотермический фазовый 
переход. Обозначения: 1 – контроль, 2 - 10-5 М. Все 
измерения проведены в фосфатном буфере при скорости 
прогрева 1 град/мин. 

Рис. 3. Влияние мелафена на структуру фосфолипидных 
микродоменов в мультиламеллярных липосомах. 
Энтальпия индуцированного основного перехода ДМФХ 
при разных скоростях прогрева  ячеек с образцами.
При модификации ДСК метода скорости прогрева 0,125 
град/мин; 0,25 град/мин; 0,5 град/мин; 1 град/мин.
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ное производное феноксан деструктивно влияет 
только в больших концентрациях – более 10-4 М.

Разрушение микродоменной структуры мем-
браны, сформированной из ДМФХ, происходит 
и при тестировании воздействий других произ-
водных фенозана – гибридных антиоксидантов 
ИХФАНов. Это сложные молекулы, имеющие 
полярную часть с зарядом на атоме азота и гидро-
фобные алкильные остатки, разной длины. Соот-
ветственно, заряженная часть молекул распола-
гается в гидратной оболочке, находящейся вокруг 
липосом, а  гидрофобные остатки внедряются 
в бислой и располагаются среди жирнокислот-
ных хвостов фосфолипидов. В настоящей работе 
применяли эмульсию ИХФАНов в среде этанол – 
вода. Использовали также поэтапное разведение 
для получения меньших концентраций. Получен-
ные данные представлены на рисунке 4. При кон-
центрации феноксана 10-3 М и ИХФАНов в кон-
центрации 10-5 М термоиндуцированный переход 
ДМФХ не выявляется, по-видимому, периодиче-
ская структура мембраны липосом значительно 
нарушается, что согласуется с  литературными 
данными, полученными для больших концентра-
ций фенозана и феноксана [23]. Видно, что ИХ-
ФАНы в концентрации 10-5 – 10-6 М значительно 
деструктурируют ДМФХ – бислой, пик основно-
го фазового перехода практически исчезает по 
сравнению с контролем. ИХФАН с самым длин-

ным алкильным остатком формирует собствен-
ный пик перехода в бислое. Можно сделать ввод, 
что гибридные антиоксиданты группы ИХФА-
Нов могут применяться только в малых концен-
трациях. 

Это согласуется и с данными Кривандина А.В. 
с соавторами [25], полученными по методу МУРР, 
из которых следует, что ИХФАН-10 значительно 
меняет толщины бислоев и порядок их упаковки 
в мультиламеллярных липосомах, сформирован-
ных из природных фосфолипидов. 

Исследование воздействия БАВ  – мела-
фена, на мембраны с  использованием вто-
рой модели – мультиламеллярных липосом, 
сформированных из яичного лецитина. Это 
более сложный экспериментальный объект 
и в большей степени приближенный к строе-
нию и составу к природным био мембранам. 
Благодаря стереоспецифическим особенно-
стям природных фосфолипидов бислои в та-
ких мультиламеллярных липосомах имеют 
мозаичную устойчивую упаковку. Выстраи-
вание бислоя происходит соответственно за-
рядам молекул, размерам их гидрофильных 
головок, насыщенности и  длине жирнокис-
лотных остатков, а также форме молекул (ци-
линдрическая, трапециевидная). Поэтому та-
кие бислои оказываются более устойчивыми 
к воздействию БАВ. 

    Таблица 1
Влияние феноксана на термоиндуцированные параметры мембран в фосфолипидных 

мультиламеллярных липосомах, сформированных из ДМФХ. Все измерения проведены в 
фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. 

Концентрация 
феноксана (М)

Энтальпия ДМФХ 
(отн. ед.)

Температура максимума 
перехода ДМФХ (оС) 

Кооперативность (отн.ед.) H ½ 
ДМФХ

В 10-3 0 0 0

10-4 67,4 24,3 0,7

10-5 417,9 24,3 0,8

10-6 420,9 24,3 1

10-7 184,3 24,3 0,8

10-8 273,2 24,3 0,8

10-9 465,8 24,3 1

10-10 431,2 24,3 1

10-11 411,2 24,3 0,7

10-12 410,8 24,3 0,7

10-13 434,4 24,3 0,8

10-14 436,6 24,3 0,8
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В настоящей работе с  применением метода 
МУРР было выяснено, что на структурные харак-
теристики: толщины бислоев и упорядоченность 
их упаковки мультиламеллярных липосомах, ме-
лафен в  широком концентрационном диапазо-
не (10-18, 10-12, 10-6 М) не влияет. Дифрактограмма 
исследованных дисперсий липосом приведена на 
рисунке 5. На дифрактограммах всех исследован-
ных суспензий липосом наблюдаются два диф-
ракционных пика с максимумами при S≈0.14 нм–1 
и S≈0.29 нм–1, которые являются первым и вторым 

порядками отражения от упорядоченных муль-
тислоев липидных мембран в мультиламелляр-
ных липосомах. 

Дифрактограммы всех исследованных диспер-
сий липосом с добавлением растворов мелафе-
на в широком диапазоне концентраций – от уль-
тра малых до больших, абсолютно одинаковы. 
Дифрактограммы всех исследованных дисперсий 
липосом с БАВ и контрольных совпадают. Сле-
довательно, структура мембран в этих липосо-
мах одинаковая. Период повторяемости мембран 
в липосомах D составляла 6.9 нм. При расчете по 
формуле (1) профиля электронной плотности ли-
пидных мембран в липосоме толщина одной мем-
браны, определенная как расстояние между пика-
ми электронной плотности, соответствующими 
положению полярных групп липидов, составляет 
около 4 нм. Результаты проведенного рентгенов-
ского дифракционного анализа показывают, что 
мелафен в широком диапазоне концентраций не 
изменяет организацию бислоев в фосфолипид-
ных мультиламеллярных липосомах.

Как уже ранее указывалось, исследования ме-
тодом МУРР влияния производных фенозана на 
организацию фосфолипидных мультиламелляр-
ных липосом были проведены в работах Криван-
дина А.В. и соавторов [23, 25]. Фенозан, феноксан 
и ИХФАН-10, примененные в больших концен-
трациях, при встраивании в  липосомы значи-
тельно изменяли структуру бислоев и упаковку 
в мультиламеллярных липосомах. 

Исследование воздействия БАВ  – мелафе-
на и производных фенозана, на мембраны с ис-
пользованием третьей модели – теней эритроци-
тов. Методом ДСК тестировали влияние БАВ на 
структуру теней эритроцитов. Тени эритроцитов 
это белок-липидная модель строения плазматиче-
ской мембраны и цитоскелета большинства кле-
ток животного организма. Известно, что белки 
плазматической мембраны и  цитоскелета эри-
троцитов тесно взаимодействуют друг с другом 
и  образуют мембранные домены, денатурация 
которых формирует структурные тепловые пе-
реходы [13,14]. Это 5 идентифицированных струк-
турных денатурационных переходов (А-, В1-, В2-, 
С- и D- переходы). А-пик соответствует денату-
рации белков цитоскелета – спектрина и актина, 
которые обеспечивают способность эритроцитов 
к деформации, что является важнейшей характе-
ристикой. В1-пик соответствует денатурации бел-
ков цитоскелета – анкирина и демантина и белков 
электрофоретических полос 4,1 и 4,2, которые яв-
ляются мембранными фрагментами ионных ка-
налов. В2-пик соответствует денатурации белков 
электрофоретической полосы 3, которые явля-
ются цитоплазматических фрагментами ионных 
каналов. С-пик соответствует денатурации 55 
кDа белка в электрофоретической полосе 3, этот 

Рис. 4. Термограммы плавления ДМФХ 
мультиламмелярных липосом в присутствии гидрофобных 
БАВ - ИХФАНов с разной длиной гидрофобной части 
молекул от С8 до С12. ИХФАН-16 формирует собственную 
фазу доменов в бислое при концентрациях 10-5 - 10-6 М 
(отмечено овалом). Большие концентрации С10 и С12 
максимально меняют бислой, С8 и С16 влияют меньше. 
Оптимальная длина проникающих в бислой алкильных 
остатков С10, С12. Все измерения проведены в 
фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин. 

Рис. 5. Малоугловая дифрактограмма дисперсии липосом, 
сформированных из яичного лецитина, после введения 
коллимационной поправки. 
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белок является мембранным фрагментом ионных 
каналов. D–пик соответствует денатурации не 
идентифицированных белков, приводящей к раз-
рушению мембраны.

Для исследования воздействия мелафена на те-
ни эритроцитов, учитывая устойчивость преды-
дущих моделей к воздействию этого БАВ в ши-
роком диапазоне концентраций, тени подвергли 
состариванию. Известно, что при хранении бе-
лок-липидных везикул происходит разрыхление 
структуры, она становится мене упорядоченной 
и более уязвимой для воздействий. Тени эритроци-
тов подвергались термоиндуцированной денату-
рации сразу после их получения и на второй день, 
т.е. состаренные. Кривые термоиндуцированной 
денатурации – термограммы теней в присутствии 
разных концентраций мелафена (10-8 М – 10-3 М) 
представлены на рисунке 6. 

Данные, полученные при денатурации теней 
эритроцитов, указывают на устойчивость всех 
белковых компонентов плазматической мембра-
ны и  цитоскелета эритроцитов к  воздействию 
больших и малых концентраций мелафена. Если 
гидрофильный мелафен не влиял на структуру 
белковых микродоменов теней, то производные 
фенозана вызывали перегруппировку белко-
вых микродоменов. Доза-зависимо менялась их 
устойчивость к термоденатурации. На рисунке 7 
представлены термограммы теней эритроцитов 
в первый день после получения. Видно, что кон-

трольная термограмма проявляет все 5 термоде-
натурационных пика. Добавление во время проце-
дуры получения теней из эритроцитов ИХФАН-10 
в концентрации 10-5 М вызывает слияние пиков В1 
и В2, изменение температур максимумов перехо-
дов по сравнению с контролем. Но в присутствии 
ИХФАН-10 в концентрации 10-6 М вид термограм-
мы возвращается к контрольному. По-видимому, 
происходит встраивание ИХФАН-10, нарушаю-
щее распределение белковых микродоменов при 
больших концентрациях БАВ, и стабилизирую-
щее – при меньших концентрациях.

Обнаружено, что ИХФАН-10, в  меньших по 
сравнению с феноксаном (данные не указаны на 
рисунках) концентрациях, деструктурирует мем-
бранные белки. Однако белковые домены оказы-
ваются более устойчивыми к действию произво-
дных фенозана, чем чисто липидные. ИХФАН-10 
и феноксан смещают А-переход в область более 
высоких температур, В2, С  и  D-переходы сме-
щаются в область более низких температур. На 
термограммах видно, что цитоскелетные бел-
ки теней эритроцитов: 5 структурных перехо-
дов на термограммах, не меняют своей формы 
при действии феноксана в концентрации 10-5 М 
и ИХФАН-10 в концентрации 10-6 М. Феноксан 
в концентрации 10-5 М также не менял форму тер-
мограмм. Но ИХФАН в концентрации 10-5 М вы-
зывает слияние В1 и В2 переходов) и происходит 
смещение температуры максимумов переходов. 

Рис. 6. Влияние мелафена на структуру белковых микродоменов при старении мембран теней эритроцитов. Слева 
термограммы денатурационных переходов в первый день после получения теней, справа во второй день. Все измерения 
проведены в фосфатном буфере при скорости прогрева 1 град/мин.  Обозначения: 1-й день – 1- контроль; 2- 10-5 М 
мелафен; 3- 10-3 М мелафен. 2-й день – 1- контроль; 2- 10-8 М мелафен; 3- 10-6 М мелафен; 4- 10-4 М мелафен. A, B1, B2, C, 
D – пики термоденатурационных переходов белковых микродоменов теней эритроцитов. 



43

Сдвиги максимальных значений термоиндуциро-
ванных переходов свидетельствуют о перестрой-
ках в организации белковых доменов в присут-
ствии феноксана и ИХФАН-10 в концентрации 
10-5 М. При воздействии феноксана и ИХФАН-10 
в концентрации 10-6 М домены сохраняются, но 
меняются их термодинамические параметры.

Полученные данные коррелируют с исследова-
ниями, проведенными для фенозана, феноксана 
и ИХФАН-10 Кривандиным А.В. с соавторами [23, 
25], в которых методом МУРР были показаны зна-
чительные деформирующие воздействия на орга-
низацию мембран в мультиламеллярных липосо-
мах. Фаткуллина Л.Д. с соавторами [26] показала, 
что малые концентрации ИХФАН-10 стабилизи-
руют бислой, встраиваясь между жирнокислот-
ными остатками фосфолипидной фазы, а также 
тормозят процессы перекисного окисления.

Исследование воздействия БАВ – мелафена, 
на мембраны с использованием четвертой мо-
дели – изолированных из кровяного русла эри-
троцитов. Помимо тестирования воздействия 
на мембраны липидные, белок-липидные необхо-
димо было также провести и наблюдение за пове-
дением целых клеток в присутствии изучаемого 
БАВ. Ранее уже было показано влияние фено-
зана и его производных на морфологию и струк-
турные свойства клеток – эритроцитов [15, 26]. 
В настоящей работе с учетом того, что наряду 
с воздействием экзогенного вещества может ме-
няться и окружающая среда, рассмотрели сочета-
ние воздействия мелафена и физико-химического 
изменения экспериментальной среды. При изме-
нении ионной силы среды, в которую помеща-
лись эритроциты и добавлялись растворы мела-

фена в широком диапазоне концентраций, была 
проведена спектрофотометрическая регистрация 
освобождения гемоглобина из эритроцитов. Из-
вестно, что изменение ионной силы среды посред-
ством добавления растворов NaCl значительно 
меняет проницаемость [27] эритроцитов. На ри-
сунке 8 приведен график изменения проницаемо-
сти мембран эритроцитов в зависимости от кон-
центрации мелафена и NaCl. 

Было обнаружено, что мелафен в концентраци-
ях 10-3 М, 10-5 М, 10-7 М, 10-9 М значительно увели-
чивает проницаемость эритроцитов для гемогло-
бина, что вызывает добавочное повреждение 
мембран по сравнению с  контролем в  присут-
ствии разных значений ионной силы эксперимен-
тальной среды. Таким образом, было показано, 
что в целых клетках – эритроцитах мелафен вы-
зывает дополнительную проницаемость мембран 
в условиях осмотического стресса. Поэтому не 
может применяться, как протектор для защиты 
целостности клеточной мембраны.

В итоге проведенных исследований выяснили, 
что в  зависимости от степени усложнения экс-
периментального объекта менялся и вид воздей-
ствия мелафена и производных фенозана. Биоло-
гически активные вещества изменяли структуру 
синтетических мультиламеллярных липосом. Ли-
посомы из смеси природных фосфолипидов проя-
вили большую устойчивость структуры к воздей-
ствию биологически активных веществ. Далее 
исследования воздействия веществ проводились 
на экспериментальных моделях с более высокими 
уровнями организации структуры: тени эритро-
цитов, и целые клетки – эритроциты, Эффекты 
веществ на строение более сложные объектов но-

Рис. 7. Влияние ИХФАН-10 на структуру белковых микродоменов мембран теней эритроцитов. Обозначения термограмм 
денатурационных переходов: 1 - с добавлением 10-5 М ИХФАН-10; 2 - с добавлением 10-6 М ИХФАН-10; 3 - контрольный 
образец с добавлением фосфатного буфера с этанолом. Все измерения проведены в фосфатном буфере при скорости 
прогрева 1 град/мин. 
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Рис. 8. Влияние мелафена на гипо- и гиперосмотический гемолиз эритроцитов. Обозначения: 1 - контроль; 2 - 10-3 М 
мелафен; 3 - 10-5 М мелафен; 4 - 10-7 М мелафен; 5 - 10-9 М мелафен.

сили не просто структурное воздействие, но влия-
ли и на функционирование органелл и клеток.

Заключение. Было показано, что экзогенные 
синтетические вещества: мелафен и произво-
дные фенозана при применении в  определен-
ных концентрациях не разрушают чисто липид-
ные мембраны и белок – липидный цитоскелет 
теней эритроцитов. В  этом случае они могут 
использоваться, как регуляторы активностей 
природных объектов при воздействии на уров-
не липидных и белковых компонентов клеток. 
Экспериментальные объекты могут представ-
лять интерес и как переносчики веществ. Фос-
фолипидные мультиламеллярные липосомы 
насыщаются, как гидрофобными, так и гидро-
фильными веществами. Температура переходов 
из жидко-кристаллического состояния в гели-

евое может регулироваться веществами, что 
важно для формирования гидрофильных на-
нопор и понимания структуры биомембран при 
охлаждении и нагревании. Изменения структу-
ры цитоскелета под действием веществ также 
будет оказывать влияние на функционирова-
ние клетки. Проницаемость мембран органелл 
и  клеток, обеспечивающая активацию мем-
бранных компонентов, может быть регулируе-
мой не только эндогенными, но и экзогенными 
(синтетическими и природными) веществами. 
Полученные результаты с применением биоло-
гически активных веществ позволяют увидеть 
дальнейшие перспективы в регуляции структу-
ры клеточных объектов и их компонентов, без 
разрушения, что приведет к возможности регу-
ляции функций.
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The paper presents data on changes in model biomembranes (liposomes, erythrocyte shadows, erythrocytes) 
used as test objects to determine those ranges of concentrations of biologically active substances in which there is 
no violation of the structure or function of experimental objects. Melaphene, plant growth regulator used in small 
doses in seed pre-treatment, and antioxidant phenosan derivatives, phenoxane and IHFANs, have been used as 
biologically active substances. It was shown by DSC that phenosan derivatives at concentrations equal to 10-5 M 
and higher destroy the microdomain organization in the bilayers of phospholipid multilamellar liposomes and 
reshape protein microdomains in the shadows of red blood cells. Melaphene in small and large concentrations 
changes polymodal the microdomain organization in the bilayers of phospholipid multilamellar liposomes without 
destroying the structure and does not affect the protein microdomains in the shadows. An increase in the membrane 
permeability in isolated intact erythrocytes in the presence of melaphene in large and small concentrations has 
been revealed by means of spectral anaslysis. The method of small-angle diffraction scattering showed the absence 
of the effect of melaphene in a wide range of concentrations on the thickness of phospholipid bilayers and the order 
of their packaging in multilamellar liposomes.
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