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Рассмотрены основные результаты применения метода гидрофильного
парамагнитного зонда в ЯМР спектроскопии Ή , 13С и 3 1 Р для изучения
структуры, стабильности и локальной плотности упаковки коллоидных си-
стем. Рассмотрены магнитные свойства ионов металлов /- и d-элементов,
используемых в качестве сдвигающих и релаксационных зондов. Изло-
жены методы оценки стабильности мицелл и конформации полярных фраг-
ментов молекул ПАВ на поверхности мицелл и везикул. Особое внима-
ние уделено изучению динамики, композиционной асимметрии липидных
мембран, анализу их взаимодействия с физиологически активными соеди-
нениями, а также структуре биоколлоидных систем.
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I. ПАРАМАГНИТНЫЕ ИОНЫ В СПЕКТРОСКОПИИ ЯМР

Спектроскопия ЯМР является одним из наиболее эффективных мето-
дов определения структуры органических соединений, а также надмоле-
кулярных образований типа мицелл, липосом и других сложных колло-
идных агрегатов. Однако информативность спектров ЯМР, особенно
протонных, существенно снижается из-за того, что ядра алифатических
групп, не имеющих рядом электроотрицательных атомов, дают сигналы
с близкими значениями химических сдвигов. Кроме того, существует
ряд причин, приводящих к уширению и взаимному перекрыванию сиг-
налов в ЯМР-спектрах коллоидных систем. Основные из них: наличие
спиновых мультиплетов, диполь-дипольная релаксация при взаимодей-
ствии непосредственно связанных ядер, и межмолекулярных ассоциа-
ций, низкая фрагментарная подвижность алифатических цепей, микро-
гетерогенность и значительная вязкость дисперсий [1].

Для преодоления этих трудностей и повышения информативности
спектров ЯМР коллоидных систем советские авторы предложили [2—9]
метод гидрофильных сдвигающих и релаксационных парамагнитных зон-
дов — ионов металлов f- и d-элементов, имеющих неспаренный электрон.

Влияние парамагнетизма на характеристики ядерного резонанса
было обнаружено авторами работы [10]. Особенности ЯМР в парамаг-
нитных системах обобщены в ряде обзоров и монографий [11 — 16]. Вза-
имодействие между парамагнитным центром и ядром, магнитный резо-
нанс которого наблюдается, проявляется в изотропном сверхтонком
сдвиге [17], изменении времен ядерной релаксации 7\ и Тг [18] и в ядер-
ной поляризации спинов вследствие эффекта Оверхаузера [19]. Эти
явления дают информацию об электронной и геометрической структуре
лигандов, связанных с парамагнитными центрами.
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1. Парамагнитный сдвиг

Изотропный сдвиг сигналов в спектрах ЯМР парамагнитных веществ
является суммой двух типов взаимодействия: контактного и псевдокон-
тактного.

Контактный сдвиг Ферми имеет место, если спиновая плотность не-
спаренного электрона делокализуется и по системе химических связей
переносится на ядро. Контактный сдвиг подчиняется закону Кюри и в
случае односпинового состояния с изотропным g-тензором описывается
уравнением [10]:

АН ___ Agf,2 s(s+ 1)

где А — постоянная сверхтонкого взаимодействия, gN — ядерный ^-фак-
тор, βΛ· —ядерный магнетон, На — напряженность внешнего магнитного
поля, β — магнетон Бора, g— множитель Ланде, k — постоянная Больц-
мана, Т — абсолютная температура, s — спиновое число электрона.

Контактный сдвиг сигнала наблюдается при условии Т[е^>А, где
Т1е — время электронной спин-решеточной релаксации. Контактные сдви-
ги велики для ядер кислорода и азота, непосредственно координирован-
ных парамагнитным центром, а также для химически связанного с этими
атомами углерода. Для более удаленных атомов и, зачастую, для всех
протонов, контактный вклад мал и наблюдаемые парамагнитные сдвиги
имеют псевдоконтактную природу [11 — 16].

Псевдоконтактный сдвиг сигнала определяется диполь-дипольным
взаимодействием спинов неспаренного электрона и ядра. Он зависит от
электронной конфигурации парамагнитного иона, магнитной анизотро^
пии поля лигандов и температуры. В случае аксиальной симметрии ком-
плекса псевдоконтактный сдвиг определяется уравнением Мак-Конела —
Робертсона [ 17]:

АН_ P's(s+1) , , 3cos»9-l (l)

где gn и g± — компоненты ^-тензора магнитной анизотропии параллель-
но и перпендикулярно главной оси комплекса, г —расстояние от пара-

магнитного центра до ядра, θ — угол между радиусом-вектором г и
главной осью комплекса.

Зависимость псевдоконтактного сдвига от геометрии комплекса, опи-
сываемая уравнением (1), позволяет отнести сигналы в спектре лиган-
да известной структуры и решить обратную задачу — по известному от-
несению получить информацию о геометрии молекулы [5, 11 — 17].

2. Парамагнитное уширение

В присутствии парамагнитного центра наблюдается уширение сиг-
налов ЯМР, обусловленное ускорением релаксации ядерного спина и
влиянием обмена между связанными и свободными молекулами субстра-
та. Времена спин-решеточной 7\ и спин-спиновой Т2 релаксации для
ядер со спином 1/2 в присутствии парамагнитного центра определяют-
ся уравнениями (2) и (3) Соломона — Бломбергена [18]:

2 {Ым^)а(а+\) ( 3τ0 7тс \ 2 ,А

Ъ 1 5 г6 \ΐ+ω?τ? 1 + ω ^ ; ' 3 ' \П, _

(2)

(3)
1+'
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где oij и ω, — частоты ларморовой прецессии ядра и электрона, h —
= h/2n — постоянная Планка.

Первые члены этих уравнений обусловлены диполь-дипольным взаи-
модействием и зависят от расстояния г между наблюдаемым ядром и
парамагнитным центром. Это взаимодействие определяется временем
корреляции дипольного электронно-ядерного взаимодействия хс. Вторые
члены, не зависящие от г, характеризуются временем корреляции кон-
тактного взаимодействия τ6.. Времена корреляции определяются как

где XR, xt, τ.ν, TD — времена корреляции, соответствующие вращательно-
му движению, релаксации электронного спина, химическому и диффу-
зионному обмену соответственно.

На времена релаксации влияют лишь переменные воздействия, вре-
мена корреляции которых совпадают по порядку величины с периодом
ларморовой прецессии ядерных спинов.

II. ГИДРОФИЛЬНОЕ ЗОНДИРОВАНИЕ МИЦЕЛЛЯРНЫХ ДИСПЕРСИИ

Быстрое уменьшение вклада диполь-дипольного взаимодействия в
скорости релаксации Т^1 (2) и Г2~' (3) с расстоянием до парамагнитно-
го центра (г~в) и отсутствие его угловой зависимости делают ионы с
большими значениями А и Те (Mn2+, Ni2+, Cu2+, Co2+, Gd3+ и др.) ценны-
ми зондами при структурных исследованиях. Эти ионы использованы в
качестве гидрофильных релаксационных зондов как для характеристики
стабильности и локальной плотности упаковки мицелл из различных
ПАВ, так и для оценки пространственной ориентации полярных фраг-
ментов в их структуре.

1. Оценка стабильности мицелл

Стабильность мицеллярных агрегатов представляет принципиальный
интерес как для решения задач мицеллярного катализа, так и биохи-
мии клетки. В основе оценки стабильности мицелл методом гидрофиль-
ного релаксационного парамагнитного зонда [2—9] лежит статистиче-
ская решеточная модель мицеллы Дила — Φ лори [20].

Парамагнитные катионы способны давать динамические комплексы
с полярными группами ПАВ, ориентированными в мицеллах в водную
фазу. Релаксация протонов определенных фрагментов молекулы ПАВ
происходит только при столкновении гидратированпого иона и фраг-
мента молекулы. В связи с этим представляется возможным определить,
входят ли гидрофильные парамагнитные ионы в контакт с определенны-
ми частями молекул. В работах [7, 21—23] на основании анализа спект-
ров ПМР мицелл из додецилсульфата натрия, меди, кобальта и ванади-
ла показано, что не только протоны групп СН2—SO,,~, но и протоны
(CH2)ili-uenefl и групп СН3 эффективно сталкиваются с ионами Си2+,
Со2+, VO2+ и редкоземельных элементов. Подобные столкновения могут
происходить либо при проникновении ионов внутрь мицеллы, либо при
выходе углеводородных цепей в штерновский слой вследствие их диф-
фузионного движения [20, 23, 24].

Факт проникновения гидрофильных ионов в гидрофобное ядро ми-
целлы можно было допустить в рамках модели [25], содержащей воду
в гидрофобном ядре. Однако несостоятельность этой модели «водных
каналов и полостей» внутри мицеллы была доказана адекватностью
механизмов гашения флуоресценции пирена на ионах в растворе и в
мицеллярной дисперсии додецилсульфата натрия в воде [26], а также
различием экспериментальных отношений значений времен спин-реше-
точной релаксации Т, ядер 13С и рассчитанных на основании модели
«водных полостей» [27]. В работах [28, 29] убедительно доказано, что
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в мицелле гидратируются только 3—4 метиленовые группы углеводород-
ной цепи ПАВ, считая от полярной головки. Следовательно, вода спо-
собна проникнуть в гидрофобное ядро мицеллы лишь на 0,4—0,5 нм.
Уточнение места локализации воды в микроэмульсиях (твин-81 — н-гек-
садекан — Н2О) проведено ЯМР-спектроскопией Ή , 2Н и 13С методом
парамагнитного зондирования ионами ТЬ3+ и Fe(CN)6

3~ [30]. Показано,
что молекулы воды не внедряются в гидрофобные области микроэмуль-
сий. Действительно, спектроскопией ЭПР гидратированные ионы Мп2 +

обнаружены только в штерновском слое водных мицелл додецилсуль-
фата марганца [31].

Эти экспериментальные данные служат надежным обоснованием ме-
. тода оценки стабильности мицелл с помощью релаксационного зонда

[32—36]. Различие в уширении сигналов от разных молекулярных фраг-
ментов ПАВ в присутствии гидрофильных релаксационных зондов ха-
рактеризует степень стабильности мицеллы. Величина приращения раз-
ности полуширин сигналов от групп вблизи штерновского слоя (напри-
мер, сс-СН2) и концевых СН3-групп молекул ПАВ при введении в
дисперсию парамагнитных ионов (Мп2+) может служить критерием
стабильности мицелл [32, 34]. Это подтверждается экспериментально
установленным фактом увеличения на два порядка разности скоростей
релаксации AT г1 ядер 13С групп а-СН2 и СН3 додецилсульфата натрия
при повышении его концентрации в воде выше критической концентра-
ции мицеллообразования (ККМ) в присутствии ионов Мп2+ [27]. Отли-
чие механизмов релаксации объясняется ростом константы комплексо-
образования ионов Мп2 + с молекулами додецилсульфата натрия при
переходе от раствора к мицеллярной системе.

Таблица 1

Разность полуширин сигналов ПМР α-СНо- и СН3-групп дисперсий ПАВ
(0,1 моль/л в D2O) [34] и значения критерия стабильности

ПАВ

Стеарат калия
Пальмитат калия
Миристат калия
Олеат калия
Линолеат калия
Линоленоат калия
Смесь синтетических жир-

ных кислот
Алкилсульфонат натрия

а-СН2

2

без Мп2+

0,70
0,23
0,65
0,50
0,08
0,07
0,83

3,1

Δνι/ ), Гц

Ю-5 моль/л Мпг+

2,70
0,71
0,86
1,70
0,40
0,32
2,57

4,4

Приращение
а-СН2 СНз

( Δ ν % - Δ ν . / 2 )

при введении
Мп*+, Гц

2,00
0,48
0,21
1,20
0,32
0,25
1,74

1,3

В табл. 1 даны значения критерия стабильности для ряда мицелл
из калиевых солей жирных кислот [34]. Наиболее стабильные мицеллы,
как видно из табл. 1, образуют стеарат калия, а также смесь синтети-
ческих жирных кислот и алкилсульфонат натрия, используемые в про-
мышленности в качестве эмульгаторов при полимеризации [32]. По
мере уменьшения длины углеводородной цепи и увеличения ее непре-
дельности стабильность мицелл уменьшается. В работах [33, 34] рас-
смотрено влияние лейканола на стабильность мицелл из калиевых солей
алкилзамещенных бензилбензойных и жирных кислот. С помощью ионов
Мп2+ показано, что сам лейканол не образует в воде мицелл и разрых-
ляет мицеллы из других ПАВ.

С другой стороны, если молекулы ПАВ способны образовывать аг-
регаты в структуре мицелл, стабильность мицелл увеличивается. Подоб-
ные агрегаты со средним временем жизни ~10 мс и стехиометрией,
зависящей от температуры, обнаружены в смешанных мицеллах алкил-
сульфоната натрия и дегидроабиетата калия [32]. Влияние стабильно-
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сти слоя ПАВ, адсорбированного полимерно-мономерными частицами,
на микроблочность эмульсионных сополимеров показано в работах [34,
37, 38], а на константу скорости реакции сополимеризации — в работе
[33].

Анализ особенностей связывания парамагнитных ионов с мицеллами
додецилсульфата натрия в воде [23, 39] позволил предложить метод
измерения ККМ по индуцированным кобальтом сдвигам ПМР-сигналов
ПАВ [40]. При росте концентрации ПАВ выше ККМ в присутствии ио-
нов Со2+ наблюдается резкое увеличение химического сдвига сигналов
от алкильных цепей относительно сигнала ацетона, введенного в систе-
му в качестве стандарта. Это явление можно объяснить сорбцией ионов
Со2+ в штерновском слое при мицеллообразовании.

Аналогичные исследования, проведенные для неионогенных ПАВ
[41], дают возможность зондирования их водных мицелл [42]. Напри-
мер, обнаруженная анизотропия индуциро-
ванного ионами ТЬ3+ сдвига в спектрах
ЯМР Ή Тритона-Х-100 и Тритона-Х-305 в
воде (рис. 1) была связана с наличием гра-
диента концентрации соли по толщине окси-
этильного слоя, зависящего от противоиона.
Эти результаты согласуются с флуоресцент-
ными измерениями [43] и свидетельствуют
о том, что проникающая способность элект-
ролитов в мицеллы неионогенных ПАВ оп-
ределяется электростатическими взаимодей-
ствиями на границе мицелла — вода.

В работах [21, 22, 44] с помощью ионов
VO2+, Cu2+, Co2+ изучен мицеллярный ката-
лиз обмена протонов воды в первой коорди-
национной сфере катионов. Подобный ми-
целлярный катализ связан с наличием элек-
тростатического потенциала на поверхности
мицеллы из додецилсульфата натрия [21].
Микроэмульгирование указанной системы
с толуолом приводит к ускорению обмена
[22, 44].

В качестве парамагнитных центров для
анализа коллоидных систем можно исполь-
зовать иминоксильные метки подобно тому,
как это сделано для мицелл из ионных ПАВ,
содержащих феноксигруппы [45]. Наконец,
можно проводить ЯМР-зондирование ми-
целл за счет сдвигов, индуцированных маг-
нитно-анизотропными (обычно ароматическими) веществами и раство-
рителями [46, 47]. Однако эти методы по эффективности значительно
уступают методу гидрофильного парамагнитного зонда и не получили
развития.
2. Определение конформации молекул ПАВ в структуре коллоидных

систем
Благодаря зависимости скоростей релаксации ядер и индуцирован-

ного сдвига их сигналов в спектрах ЯМР от расстояния г до парамагнит-
ного центра (уравнения (1) —(3)), можно оценить предпочтительную
конформацию и пространственную ориентацию полярного фрагмента
молекулы ПАВ в структуре коллоида [5, 35, 36, 48, 49]. Для малых
молекул ПАВ можно определить также конформацию алкильных цепей
[50, 51]. Конформация полярного фрагмента при переходе от мономе-
ров ПАВ в воде к мицеллам, как правило, не изменяется [35, 49]. Так,
введение Мп2+, Рг3+ или Еи3 + в дисперсию Кт-карбоалкилоксиметилен-2-
метил-5-винилпиридиний бромидов при их концентрации в воде ниже и
выше критической концентрации мицеллообразования (ККМ,) показа-
ло, что конформация молекулы ПАВ относительно связи СН2—СОО
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Рис. 1. Форма сигнала ЯМР
Ή оксиэтильных протонов в
5%-ном растворе Тритона-Х-
100 в воде в присутствии ТЬС1з
(a), Tb(NO3)3 (б) и ТЬ(СЮ4)
(в); 1—положение сигнала
свободного полиэтиленгликоля
1000 в присутствии этих солей,
2 — положение сигнала в от-

сутствие солей [42]



остается заслоненной. Однако при переходе от сферических мицелл к
асимметричным выше ККМ2 торсионный угол увеличивается, заслонен-
ность нарушается и пиридиниевое ядро выходит из плоскости моно-
слоя [35].

Подобные изменения конформации при полиморфных переходах об-
наружены в водных дисперсиях солей моно-, ди- и триаллиламмония

общей формулы. (СН2 = СН—CH2)nN(CH3)3-nCH2COORBr-, где л = 1 - 3
и мономеров на основе солей метакрилоилоксиэтиламмония

CH2 = C(CH3)COOC2H4N(CH3)2CH2COORBr-, где R = C10H21—С16Н33

[36].
Значения селективных уширений сигналов в спектрах ЯМР Ή анизо-

тропных мицелл, а также анализ структуры молекул ПАВ с помощью
моделей позволили оценить по уравнению (3) предпочтительные кон-
формации полярного фрагмента (рис. 2). Рассчитанные для таких кон-

сн3
Н3С с

н 2с=сн +

Рис. 2. Конформация аллиламмонийных ПАВ в асимметрич-
ных мицеллах: а — « = 1 , 3 ; б — л = 2 [36]

формаций площади, приходящиеся на молекулу, хорошо согласуются с
экспериментально определенными на границе раздела вода — воздух
[36]. Стабилизация монослоя при переходе от асимметричных мицелл
к ламелярной структуре сопровождается выходом метакрилатных и N-ме-
тильных групп в водную фазу [36, 48]. Об этом свидетельствует увели-
чение уширения сигналов от соответствующих фрагментов при введении
ионов Мп2 + (табл. 2). Полученные выводы о связи конформации и про-
странственной ориентации полярных фрагментов поверхностно-актив-

Таблица 2

Значения индуцированных катионами Мп2+ уширений
ПМР-сигналов дисперсий N-цетил,-

Ν,Ν-диметилметакрилоилоксиэтиламмоний бромидов в воде [36]

Группа протонов

СН3 (концевой)
(СН2)„
ССНз

NCH,
а-СН2

=СЩпгранс)
=СЩцис)

ΔΔνΐ/ , Гц

асимметричные
мицеллы

0,01
4,28
1,04
1,50
8,06
5,18
5,18

*

ламелы

0,02
0,00
1,50

2,45
уширен
уширен
уширен

— Δν. , 2 =([Μη 2 +]=0)
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ных мономеров с их полиморфизмом в воде позволили понять законо-
мерности их эмульсионной полимеризации [35, 36, 48, 52].

Анализ конформаций алкильных фрагментов дибутилфосфата нат-
рия в растворе и в мицелле с помощью ионов Ni2 + и VO2+ [50] позво-
лили выбрать наиболее вероятные конформаций цепи РОСССС. Как
видно из табл. 3, вероятность ряда конформеров при переходе от раст-
вора ПАВ к мицеллам возрастает. Использование ионов Мп2+ в качест-
ве парамагнитного зонда показало, что алкильные фрагменты ПАВ не

Таблица 3

Вероятности конформеров алкильных цепей дибутилфосфата
натрия [50]

Конформер

ТТТ
TTG++TTG-
TG+T+TG'T
G+TT+G'TT
TG+G++TG~G-

мономер

0,132
0,067
0,057
0,057
0,029

F

мицелла

0,200
0,086
0,086
0,062
0,037

Примечание: Ρ — вероятность конформера, Τ — транс- и G — гош- ротамеры

попадают в водную фазу. При этом первый сегмент цепи имеет почти
трансоидную конформацию, хотя конформация последнего сегмента та-
кая же, как и в жидком углеводороде [51].

Таким образом, полиморфные переходы в коллоидных системах вы-
зывают изменение конформаций не только гидрофильных, но и гидро-
фобных фрагментов молекулы ПАВ.

III. ГИДРОФИЛЬНОЕ ЗОНДИРОВАНИЕ ЛИПОСОМ

Метод гидрофильного парамагнитного зондирования открывает ши-
рокие перспективы для изучения структуры и молекулярной динамики
липидных мембран, являющихся замкнутыми ламелами. Он позволяет
дифференцированно наблюдать сигналы от молекул, расположенных на
внешней и внутренней поверхностях бислойной везикулы [2—6, 8, 9]. По
соотношению интегральных интенсивностей этих сигналов можно оце-
нить размеры мембранных частиц, а также обнаружить асимметрию
молекулярного состава, т. е. различия в распределении липидов, белков
и других компонентов между внешней и внутренней поверхностями
мембраны. Метод позволяет судить о конформаций и пространственной
ориентации полярных фрагментов молекул липидов, обращенных в вод-
ную фазу. Он дает возможность изучать процессы транс- и межмембран-
ного переноса ионов, молекул липидов, белков, всевозможных биоло-
гически активных соединений.

Некоторые аспекты применения метода гидрофильного парамагнит-
ного зондирования везикул и биологических мембран рассмотрены в об-
зорах [9, 53-58].

1. Дифференциация поверхностей мембраны спектроскопией ЯМР
и оценка размеров липосом

Тестирование бислойности липосом из амфотерных липидов в воде
можно проводить с использованием парамагнитных ионов лантанидов
[3—5, 8, 9, 59—73], а из анионных липидов — с помощью двухвалентных
ионов марганца [2, 3, 6, 9, 74—82] или неорганических анионов [46,
80—83], не вызывающих флокуляцию коллоидной системы.

При введении сдвигающих ионов во внешний объем обработанной
ультразвуком дисперсии фосфатидилхолина (ФХ) в воде в спектре ПМР
(рис. 3, в) наблюдается по два сигнала от протонов полярной группы.
Один из этих сигналов совпадает по химическому сдвигу с сигналом от
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Рис 3 Спектры ЯМР Ή 5%-noii обработанной ультразвуком дисперсии яичного ФХ; α — η D2O; б —после добавления 10 3 моль/л MnSO4 или
в— Ю-2 моль/л Eu(NO3)3 во внешний объем образца [3]

Рис 4 Обчасть холиновых сигналов спектра ЯМР 13С {Н} 20%-ной обработанной ультразвуком дисперсии СМ: а — в D2O; б—после добав-
ления 5-10~2 моль/л Pr(NO 3) 3 во внешний объем образца [8]

Рис 5 Спектры ЯМР 3 Ι Ρ {Ή} 10%-ной обработанной ультразвуком дисперсии яичного ФХ: а — в D2O; б —после добавления 10~2 моль/л Pr(NO ; i)3

во внешний объем образца [4]



«чистой» дисперсии (рис. 3, а) и соответствует полярным группам, об-
ращенным внутрь везикулы. Другой обусловлен наружными полярными
группами, координирующими с ионами лантанида [3, 9, 59, 60]. Направ-
ление сдвига сигналов противоположно по знаку, а уширяющее действие
иона определяется абсолютной величиной фактора анизотропии магнит-
ной восприимчивости [9, 60].

Подобная дифференциация внутренней и наружной поверхностей ве-
зикулы может быть проведена по спектрам 13С [8] (рис. 4) и 3 1 Р [4]
(рис. 5). Полученные отношения интегральных интенсивностей наруж-
ного и внутреннего сигналов от полярных групп (/„^//„н) составляют
2,09 для ФХ и 2,03 для сфингомиелина (СМ) в воде [9].

В работах [61—63] ионы Nd3+ и Еи3 + использованы для тестирования
бислойности липосом из синтетических насыщенных ФХ (С10—С16) и
фосфолипидов, содержащих полимеризуемые фрагменты итаконовой
кислоты. Увеличение длины алкильных цепей в молекулах ФХ способ-
ствует формированию более стабильных везикул [61]. Добавлением ди-
пальмитоиллецитина, бис (2,4-октадиеноил)-ФХ ИЛИ холестерина в не-
стабильные везикулы из итаконатсодержащих фосфолипидов формируют
два сорта стабильных бислойных липосом диаметром 40 и 140 нм
[62, 63].

Помещая внутрь везикул и в наружную среду разные парамагнит-
ные зонды (например, Рг3 + и Еи3 +), сдвигающие сигналы от полярных
групп соответственно в слабое и сильное поля, можно добиться большей
чувствительности метода и одновременно следить за процессами, проте-
кающими на наружной и внутренней поверхностях бислоя [64, 65].

Влияние парамагнитных зондов на термические фазовые переходы
в водных дисперсиях липидов рассмотрено в работах [59, 67—70]. На-
пример, для дипальмитоиллецитина введение ионов Рг3 + повышает точ-
ку фазового перехода на 3—5° [59, 67].

Систематическая ошибка определения отношения /нар//вн на ядрах
3 1Р [73], возникающая из-за уменьшения ядерного эффекта Оверхаузе-
ра (ЯЭО) на сигнале от ядер, находящихся в контакте с парамагнит-
ным зондом, при развязке от протонов не превышает для ФХ 10% [9].
Для получения более точного результата предложено титровать диспер-
сии релаксационным зондом (Mn2+, Ni2+, Gd 3 +), записывая ЯМР-спектры
Ή [2, 3, 74, 75] или 3 1Р [74—77]. Надо, впрочем, заметить, что измере-
ние отношения интенсивностей, проведенное в работе [74],—некоррект-
но, вместо пиковых следует измерять интегральные интенсивности [76].

Из рис. 6 видно, что зависимости интенсивности сигнала 3 1Р от со-
держания Мп2+ во внешнем объеме выходят на плато, соответствующее
интенсивности сигнала от внутренних фосфатных групп [76, 77]. Для
фосфатидилинозита (ФИ) /Iiap//BII составляет 2,50.

Поскольку толщина бислоя по данным рентгеноструктурного анали-
за равна 3,6 нм [78], внешние диаметры везикул из ФХ и СМ составля-
ют 24 нм, а из ФИ— 19 нм ( ± 1 нм) [9]. Полученные значения совпа-
дают с данными других методов [79].

Система, содержащая бислойные везикулы из ФХ, при титровании

дает два ПМР-сигнала от групп N(CH 3) 3, (спектры записаны при

250 МГц) [80]. Сигнал от внутренних групп N(CH 3 ) 3 на 0,01—0,02 м. д.
сдвинут в сильное поле. Величина сдвига увеличивается со временем
обработки дисперсии ультразвуком. Как показало измерение времен

релаксации 7\ ядер 13С наружных и внутренних групп N( 1 3CH 3) 3 обога-
щенного ФХ, [71], этот сдвиг обусловлен различием в упаковке и по-
движности молекул, находящихся на внешней и внутренней поверхно-
стях бислоя. На это указывалось ранее в работе [81], авторы которой
использовали ионы Μη2 \ а не ионы Yb"+, как в [71]. Двухкомпоиентны
также сигналы 13СО [8] и 3 1Р [77, 82] в спектрах фосфолипидных вези-
кул. Обнаруженное влияние плотности упаковки молекул на величину
химического сдвига [80, 81] позволило дискриминировать сигналы ЯМР
(500 МГц) от мономеров, мицелл и везикул ФХ, фосфатидилэтанолами-
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Рис. 6. Зависимости интегральной интенсивности (/) сигнала ЯМ.Р 3 | Р
для дисперсий 0,08 моль/л ФИ (а) [73]; 0,05 моль/л смеси (ФХ+ФГ)

1:1 моль/моль, б—ФХ, в — Ф Г ; сигнала ЯМР Ή N(CH 3) 3 0,05 моль/л
ФХ (г) и смеси (ФХ + ФГ) 1 : 1 моль/моль (д) [71] в D2O от концентра-

ции Мп2+

на (ФЭ) и СМ с помощью катионов Рг3 + [72]. В этих системах везикулы
получали без обработки ультразвуком при добавлении короткоиепных
фосфолипидов.

В работе [34] предложен метод оценки средних размеров и числа
бислоев η в многослойных липосомах. Интегральная интенсивность сиг-
нала от полярных групп, оставшегося при титровании ионами Мп2+

позволяет определить отношение /„ар//„н· Это отношение зависит от η
и R/d, где R — наружный радиус липосомы, d — толщина бислоя. Пока-
зано, что соотношение длин алкильных цепей в липидоподобных ПАВ
определяет структуру липосом. Так, липосомы из N-цетил, Ν,Ν-диаллил-
додецилацетоаммонийбромида при среднем диаметре 1000 нм имеют
я = 1 3 ± 1 , а из N-додецил, Ν,Ν-диаллилцетилацетоаммонийбромида при
среднем диаметре 25 нм — бислойны.

2. Факторы, влияющие на время жизни гидрофильного зонда
в связанном состоянии

Время жизни парамагнитного зонда в связанном с мембраной состо-
янии определяет величину индуцированного сдвига сигналов в спект-
рах ЯМР. Местом связывания парамагнитных ионов является фосфат-
ная группа молекулы фосфолипида [4, 5, 8]. Максимальное число мест
связывания ионов Мп2 + на поверхности мембраны из ФХ составляет
0,005 на молекулу ФХ [85], а лантанидов (Pr3+, Nd3+) — 0,13 [59]. На-
личие в спектрах ЯМР единственного сдвинутого сигнала при введении
лантанидов в фосфолипидную дисперсию указывает на высокую ско-
рость латерального обмена ионов между местами связывания. Время
жизни ионов в связанном состоянии не зависит от их концентрации в
растворе, но уменьшается при возрастании концентрации ФХ от 0,17 с
(при 0,06 моль/л ФХ) до 0,02 с (при 0,18 моль/л ФХ) [9]. Время жизни
зонда в связанном состоянии максимально при pD = 3,5 и уменьшается
при нагревании [9].

Включение в липидный бислой анионных липидов (ФИ и фосфати-
дилсерина — ФС) приводит к увеличению парамагнитных сдвигов сигна-
лов от полярных групп [8, 76, 77]. Эти липиды, придавая поверхности
бислоя отрицательный заряд, влияют на распределение ионов в штер-
новском слое везикулы. В результате увеличивается время жизни зонда
в связанном состоянии [9]. Такое же явление лежит в основе влияния
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Таблица 4
Электрофоретическая подвижность липосом ФХ в растворах различных солей калия

и постоянные изотерм лэнгмюровской адсорбции различных анионов
(300 К, pD 6) [87]

Анион

ΟΙ-

Ν Ο "

SCN-

Подвижность, мкм-с·^1·
• В- ' .см

—0,15+0,01
—0,46+0,03
—1,85+0,11

1,25+0,09

Δ, я. Д.

0,15+0,01
1.U 1+0,1'2
0.99 И).01

—II,43+0,ηι

/С, м о л ь " 1

1.67+0.45
Ί,03+π.2(ί
23,7-1.1
14,9+11.2

неорганических анионов на величины индуцированных сдвигов [4, 8, 46,
53, 86, 87]. Однако в этом случае перераспределение ионов происходит
в результате селективной лэнгмюровскон адсорбции анионов на поверх-
ности липидного бислоя [87]. Отношение констант связывания анионов
К удовлетворительно коррелирует с отношением электрофоретнческнх
подвижностей липосом в присутствии этих анионов (табл. 4) [86, 87].

3. Определение конформации и пространственной ориентации
полярных фрагментов

Диполь-дипольное уширение сигналов в спектрах ЯМР коллоидных
систем препятствует прямому использованию констант спин-спи нового
взаимодействия для оценки конформации полярных групп. Поэтому в
работах [5, 8, 49] для определения конформации и пространственной
ориентации фосфорилхолиновых цвиттер-ионов на поверхности везикул

С Н А 'ΠΙ. , .Ν

п-

CIJ-,Ν

Ρ

•л

err,

у
( Υ

- о

•()(;

о <
.1

Рис. 7. Ротамеры фосфорилхолиновой группы по свя-
зям Р—О (/), О—С (//) и С—С (///) [49]
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использованы индуцированные ионами Eu3+, Pr3 +, Yb3+ относительные
псевдоконтактные сдвиги сигналов в ЯМР-спектрах Ή и i 3C. Экспери-
ментальные значения величин сдвигов вместе с рассчитанными по урав-
нению (1) для всех возможных по связям Ρ—О, О—С, С—С 54 ротаме-
ров (рис. 7) нанесены на карты относительных индуцированных сдвигов
ядер " С и ' Н (рис. 8).

Основной вклад в конформацию цвиттер-иона вносят транс-формы
111, 211, 611 (70—83%) [5, 49], причем их вероятность возрастает со сте-
пенью ненасыщенности углеводородных цепей и с ростом температуры.
Это, по-видимому, связано с увеличением площади, приходящейся на
молекулу ПАВ [28] и согласуется с данными ЯМР D и 3 1Р [88].

РОСН2,отн.ед.

1,1

1,0

ОЦ11

0,5

0,1

0,3

3Z1

531
Ζ31

-ο,ι 0,1 0,2 + 0,3 0,4 0,5 0,6
45 N(CHj)3 /Д5 РОСН2,отн.ед.

0,7

Рис. 8. Карта индуцированных сдвигов для ядер Ή цвиттер-иона; 1 — яичный
ФХ, 2 — диолеоил-ФХ, 3 — дипальмитоил-ФХ, 4—лизолецитин, 5 — диацетат

глицерофосфорилхолина, 6 — стеарилфосфохолин [49]

Полученные выводы подтверждаются для ротамеров по связи О—С
анализом вицинальных констант спин-спинового взаимодействия
3 Р̂ООСС [49] и 3/роон [89], найденных без введения парамагнитного зон-
да. Следовательно, парамагнитные ионы не оказывают заметного влия-
ния на конформацию полярной группы на поверхности везикулы, и опа-
сения, высказанные на этот счет авторами работ [15, 90], безоснова-
тельны.

В мицеллах лизолецитина и диацетата глицерофосфорилхолина вме-
сто гош-форм 132=123 и 323=532 реализуется другой набор 523=332
[49], что согласуется с результатами работ [91, 92], в которых парамаг-
нитный зонд не применяли.
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То обстоятельство, что сигналы ЯМР от ядер фосфорилхолина и от
группы СН2СН2СО жирнокислотных цепей имеют противоположно на-
правленные индуцированные сдвиги, свидетельствует, в соответствии с
уравнением (1), о том, что при всех выбранных конформациях фосфо-
рилхо,шновый цвиттерион расположен параллельно поверхности мем-
бран [5, 8, 49]. Это заключение подтверждено впоследствии другими
методами: измерением ЯЭО 3 i P в везикулах [93, 94], ЯМР 3 1Р ориенти-
рованных бислоев [95, 96], нейтронографией (для ФХ) [97], рентгено-
структурным анализом (для ФЭ) [98], измерением анизотропии хим-
сдвига 3 1Р и ЯМР D как для ФЭ [99], так и для ФХ [100, 101], кванто-
вохпмическими расчетами [102]. Таким образом, парамагнитные ионы
не меняют ориентации полярной головки на границе фазового раздела
[5,9,49, 103].

Отсюда следует неправомерность переноса полученного для плоских
бислоев вывода о нормальном расположении цвиттериона на везикулы
[104, 105]. Выше отмечалось, что при переходе от незамкнутых ламе-
лярных структур к бислойным липосомам пространственная ориентация
полярного фрагмента меняется от нормальной поверхности бислоя к
планарной [36].

Основной причиной стабилизации развернутой гранс-конформации и
планарной ориентации фосфорилхолинового цвпттериопа на поверхности
везикулы следует считать межмолекулярное взаимодействие между

фосфатными и Ы(СН3)3-группами соседних молекул [49, 102]. Этот вы-
вод имеет принципиальное значение для понимания молекулярной орга-
низации и функционирования биологических мембран.

4. Обмен молекулами липида и композиционная асимметрия мембран

Липосомы, как и мицеллы, являются динамически устойчивыми
структурами. Однако молекулы ПАВ в липосомах весьма . подвижны.
Они участвуют в трех типах переноса: в латеральной диффузии [106],
в транс- [107] и межмембранном [76] переносе. Соотношение скоростей
этих процессов зависит от структуры молекул липида и коллоидной си-
стемы, молекулярного состава бислоя и внешних факторов (температу-
ры, ионной силы, наличия транспортных белков и т. д.). Это соотношение
определяет возможность формирования липосом с асимметричным со-
ставом наружного и внутреннего монослоев, а также молекулярных кла-
стеров в монослое.

Метод гидрофильного парамагнитного зонда является наиболее эф-
фективным как при изучении трех видов молекулярного обмена [5, 65,
76, 77, 108—110], так и при анализе молекулярной топографии коллоид-
ных систем [64,65,73-77, 111-114].

Скорость трансмембранного переноса молекул липида невелика. По-
стоянная времени процесса превышает 2,2 -104 с для яичного ФХ [107]
(определена методом спин-зонда) и 4,3 -104 с для [N—13СН3] диолеоил
ФХ [108] (определена по проникновению сквозь бислой ионов Рг3 +) при
350 К· Однако эта скорость может быть увеличена при моделировании
бислоя системой обратных мицелл [5, 109] или введением малых коли-
честв лизолецитина (ЛФХ) и перекисей [65, ПО].

В работах [5, 109] найдены скорости и термодинамические парамет-
ры обмена при использовании смеси обратных мицелл ФХ в бензоле,
содержащих и не содержащих ионы Мп2 + или Рг3 + в солюбилизирован-
ном водном пузырьке.

Кинетика трансмембранного переноса молекул ФХ [ПО] и ФИ [65]
в присутствии ЛФХ или перекисей изучена введением снаружи везикул
ионов Рг3+ или Yb3+. Применение техники двойного зонда [64] показа-
ло, что при переносе молекул ФИ уменьшение индуцированного сдвига

сигнала от наружных N(CH.)3-rpynn сопровождается увеличением сдви-
га сигнала от внутренних. Результаты, полученные как для обратных
мицелл, так и для везикул, свидетельствуют о кооперативном характере
трансмембранного переноса молекул.
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( С Н 2 ) П

N(CH3). Рис. 9. Спектры ЯМР Ή фосфоли-
пидных дисперсий в D2O после до-
бавления 10~2 моль/л Рг3+ снаружи:
а — везикул из ФХ, б — смешанных
везикул из ФХ и ФИ до и в — после
обмена ФИ под действием транс-

портного белка (323 К) [77]

Рис. 10. Спектры ЯМР Ή фосфоли-
пидных дисперсий в D2O: a — вези-
кулы ФХ, б— обработанные ультра-
звуком смешанные везикулы из ФХ
и ФИ, в — везикулы ФХ со спон-
танно встроенным ФИ после совме-
стной инкубации везикул ФХ и ФИ
в течение 5,8 · 104 с при 296 К, содер-
жащие 10~2 моль/л Рг 3 + внутри и

10~2 моль/л Еи 3 + снаружи [65]

'. 1
5,м.д.

Рис. 9
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Межмембранный обмен молекулами липидов инициируется либо
транспортным липид-связывающим белком, либо ЛФХ [76, 77]. Анализ
кинетики процесса основан на увеличении индуцированного парамаг-
нитного сдвига сигналов от полярных групп при встраивании в бислой
молекул анионного липида (ФИ) (рис. 9, 10). Изменение величины ин-
дуцированного сдвига и соотношения /,wp//BH позволяют судить о меха-
низме межмембранного обмена.

При обмене формируются везикулы с асимметричным распределе-
нием липидов (рис. 11). При спонтанном обмене молекул ФХ и ФИ [65]
или в присутствии ФИ-переносящего белка, ФИ встраивается исключи-
тельно в наружный монослой [77]. Если в системе присутствуют мицел-
лы ЛФХ, ФИ локализуется преимущественно во внутреннем монослое.
В первом случае происходит мономолекулярный обмен, а во втором —

О-ШХ -ФИ

Рис. 11. Схема межмембранного обмена под действием: а — ЛФХ и б — транс-
портного белка [53]

кооперативный. Спектры ЯМР 1 3C[N—1 3СН3] пальмитоил ЛФХ, встро-
енного в везикулы из диолеоил-ФХ, в присутствии Dy3+ показали, что
сам ЛФХ локализован в наружном монослое везикулы [111].

Кривизна бислоя также способствует асимметричному распределе-
нию липидов. В смешанных везикулах ФХ —ФГ молекулы фосфатидил-
глицерина (ФГ) находятся преимущественно на внешней поверхности
[74, 75], как было показано методом ЯМР 3 i P и Ή с Мп2+. Подобное
распределение не понятно, поскольку другие анионные липиды ФС [64,
82] и ФИ [65] преимущественно находятся во внутреннем монослое, на
что указывают более точные данные с двумя зондами Рг3 + и Еи3 +

(рис. 10). Это распределение объясняется более плотной упаковкой мо-
лекул во внутреннем монослое, ввиду чего объемные полярные фрагмен-
ты ФХ лучше размещаются в наружном монослое. Однако по мере уве-
личения содержания Φ С или ФИ электростатические силы отталкива-
ния вытесняют все большее число молекул анионных липидов в наруж-
ный слой, и асимметрия мембраны уменьшается [64, 65].

Асимметрия распределения холестерина в везикулах из ФХ была
также впервые обнаружена методом парамагнитного зонда (Рг3+) [112].
При этом в везикулах из ненасыщенных ФХ холестерин находится в на-
ружном монослое, а из насыщенных — везде [113]. Постоянная спонтан-
ного межмембранного обмена холестерина составляет 0 0117 мин"1

[113].
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Скорость латеральной диффузии холестерина зависит от молекуляр-
ной структуры ФХ [53, 114]. Поэтому, если в липосомах одновременно
присутствуют молекулы SS-, SU- и UU-типа (S, U — насыщенные и не-
насыщенные алкильные цепи), холестерин чаще вступает в контакт с
молекулами UU-типа, чем с молекулами SU- или SS-типа. Таким обра-
зом, если в мембране имеются разные пулы ФХ, холестерин окажется
преимущественно в фазе, содержащей более ненасыщенные молекуляр-
ные виды ФХ.

5. Анализ взаимодействия липосом с низкомолекулярными
и биологически активными соединениями

Рассмотренный пример изучения поведения молекул холестерина в
структуре липосом свидетельствует о перспективности использования
метода парамагнитного зонда для выяснения характера взаимодействия
физиологически активных соединений с мембраной. Большинство ис-
следований базируется на использовании эффекта трансмембранного
переноса катионов лантанидов под действием ионофоров [66, 115—117],
местных анестетиков [118, 119] и других физиологически активных со-
единений [76, 77, 120] подобно тому, как было сделано для ЛФХ [ПО].

Для изучения транспорта катионов Pr3 +, Eu3+, Yb3+, Dy через бислой
использованы понофор Х-537А [115], аламетицин [116], ионофор А23187
типа нигерицина [117], глпкофорин [66], местные анестетики: тетрака-
ин, прокаин. лидоканн [118], изопрсноиды [119], таурохолат натрия
[120]. Катионы лантанидов выступают здесь в качестве физиологиче-
ских аналогов кальция. Энергия активации процесса составляет 85 кДж/
/моль [119].

Иная методика предложена для определения кинетики транспорта
Na+ и Li+ ионофором монензином с помощью релаксационного зонда
Gd3+. Поскольку скорость переноса по порядку величины совпадала со
скоростью релаксации ядер 23Na и 7Li, подвижность ионов дала вклад
во времена релаксации. Найденные значения uNa = 4 нм/с и i/L1 = 0,035 нм/
/с соответствуют афинности ионофора по отношению к катионам [121].
13С-Обогащенные липиды использованы при парамагнитном гидрофиль-
ном зондировании распределения жирных кислот в везикулах ФХ при
градиенте рН [58]. Релаксационный зонд Мп2 + позволил установить,
что молекула 1-анилино-8-нафталинсульфоната локализованы на по-
верхности везикул [122].

IV. СТРУКТУРА БИОКОЛЛОИДНЫХ СИСТЕМ

Транспорт ионов через мембранный барьер играет фундаментальную
роль в жизнедеятельности клеток. Однако не менее важно установить
механизм липид-белкового взаимодействия и поведение связанной воды
в биоколлоидных системах. Особенности встраивания в липосому поли-
пептидов (поли-/,-глутаминовой кислоты, поли-/,-лейцина) [123] и
транспортного белка [76, 77] рассмотрены с помощью ионов Еи3+ и Рг3+

по данным спектроскопии ЯМР Ή и 3 i P. Установлено, что для бислой-
ных везикул справедлива мозаичная модель. Согласно этой модели,
белковые «айсберги» в мембране плавают в липидном море. Мозаичная
модель оказалась справедливой и для липопротеинов сыворотки крови
[124—127], структура которых определена спектроскопией ЯМР 13С и
3 1Р с применением ионов Еи3 + и встроенных [N—13СН3]-ФХ, -СМ, 1,2-
(1-олеоил-13С)-ФХ [124, 125]. Опыты с феррицианид-анионом и Nd3+

[126] подтвердили выводы работ [124, 125] о том, что все подвижные

группы N(CH 3) 3 фосфолипидов как в липопротеинах низкой, так и высо-
кой плотности находятся на наружной поверхности глобулы (рис. 12).
Неполное уширение сигналов 3 1Р в спектрах липопротеинов в присут-
ствии ионов Мп2 + (80% в липопротеинах высокой плотности и 50% —
низкой плотности) [127] может быть вызвано ошибкой в постановке
эксперимента из-за конкуренции с сильным комплексоном — этиленди-
аминтетрауксусной кислотой.
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Ионы Мп2+ использованы для определения локализации мембранно-
го белка теней эритроцитов [128]. Сравнение уширений сигналов в спек-
трах ПМР модельных мембран из ФХ и теней эритроцитов показало,
что белок находится на поверхности биомембраны. Это согласуется с
результатами анализа мембраны саркоплазматического ретикулума с
помощью иминоксильного зонда по его уширяющему эффекту на сиг-
налы ЯМР Ή и 13С [129].

J О Ц.

Рис. 12. Модель липопротеина высокой плотности: / — белок,
2 — смесь ФХ и СМ, 3— апопротеин I, 4 — апопротеин II [125]

В работе [130] спектроскопия ЯМР 3 1Р применена для измерения
скорости проникновения парамагнитных ионов внутрь клеток сердца.
Проникновение ионов Мп2 + позволило диагностировать ишемическую
болезнь.

В значительном числе работ [56—58, 132, 133] релаксационные пара-
магнитные зонды используются для исследования поведения воды в био-
логических системах. В первой из подобных работ с помощью ионов
Мп2+ идентифицированы сигналы от свободной и связанной (внутрикле-
точной, при 4 м. д.) воды и нативном седалищном нерве кролика [131].
В методическом плане все остальные исследования подобны этому. В ка-
честве одной из наиболее интересных отметим работу [132], в которой
спектроскопией ЯМР изучен межклеточный транспорт воды в корнях
проростков пшеницы. Введение во внеклеточное пространство ионов
Мп2+ позволяет исключить из рассмотрения вакуолярный транспорт
воды и контролировать симпластный путь. Известно, что марганец необ-
ходим для выделения кислорода при фотосинтезе в мембране хлоропла-
ста. Для оценки состояния ионов марганца, связанных с мембраной,
использованы значения времени спин-решеточной релаксации Г, прото-
нов воды в суспензии тилакоидных мембран хлоропласта [133]. Показа-
но, что атомы марганца имеют степени окисления II и III.

Большое количество исследований посвящено изучению структуры
и топографии белково-коллоидных систем с применением парамагнит-
ных гидрофильных зондов [14, 15]. Не останавливаясь на характеристи-
ке всех этих однотипных работ, рассмотрим результаты одной из них,
где возможности метода использованы наиболее полно [134]. Авторы
этой работы с помощью зондов Мп2+- и Сг3+-АТФ определили расстоя-
ния до разных областей карбамоил-фосфат-синтетазы (КФС) спектро-
скопией ЯМР'Н, i 3C, 15N, 6Li, 7Li, 3 1P (табл. 5). Эти результаты дали
первую топографическую карту окружения субстратов, расположения
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Таблица 5

Расстояние от ионов Мп2+- и Сг3+-АТФ (г) до ядер лиганда в комплексе КФС
из Е. coll [134]

Мп 2 +— лиганд

лиганд

Glu
Со(ЫН3)4-АТФ

Li+

ядро

1 3С (5)
3 1 Р (αβ); 3 Ι Ρ(γ)

'Li; "Li

Г, НМ

0,86+0,06
0,66+0,04;
0,64+0,04
0,75+0,04;
0,80+0,05

Сг»+ -АТФ—лиганд

лиганд

Glu
HCOJ; NH+

ядро

1 3С (5)
1 3 С ; 15 N

Г, НМ

0,70±0,05
0,47+0,03;
0,74+0,05

йонов-активаторов и аллостерических модификаторов в димере КФС
из Е. coli.

Таким образом, применение парамагнитных сдвигающих и релакса-
ционных гидрофильных зондов в комплексе с традиционными методами
исследования коллоидных систем спектроскопией ЯМР открывает ши-
рокие возможности при анализе их структуры и молекулярной динами-
ки. Полученные этим методом результаты представляют принципиаль-
ный интерес для установления механизмов мицеллярного катализа и
эмульсионной полимеризации. Метод дал возможность изучить широкий
круг свойств мембранных систем, важных как для выяснения молеку-
лярной структуры и механизма функционирования клеточных мембран,
так и для развития мембранной технологии.
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