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В данной работе изучается воздействие трех криопротекторов — этиленгликоля, диметилсуль-
фоксида, сахарозы — на изотермы сжатия монослоев Ленгмюра яичного желтка в присутствии
холестерина в монослое и без него, а также воздействие ионов кальция из субфазы, которые влия-
ют на эффективность криозащиты. Кроме того, в работе исследуются упругие свойства полученных
монослоев путем расчета и сравнения модуля сжатия монослоя. Мы рассматриваем сложную био-
подобную систему — монослой яичного желтка, холестерина и их смеси на поверхности водного
раствора питательной смеси, и получаем информацию о специфическом взаимодействии разных
криопротекторов с липидными мембранами, в чем состоит научная новизна работы. Мы получили,
что при одновременном добавлении ионов кальция и криопротекторов в субфазу они блокируют
влияние друг друга на липидный монослой и снижают эффективность криопротекции. Холестерин
в монослое желтка в соотношении 1:50 m/m изменяет свойства монослоя, что приводит к усилению
действия криопротекторов. Также впервые обнаружен эффект существенного увеличения поверх-
ностного давления (на ∼20 мН/м) при добавлении криопротекторов в рассматриваемую систему,
который может служить индикатором эффективности дегидратации мембран криопротекторами
и использоваться для поиска наиболее эффективных и безопасных композиций криопротекторов.
Полученные результаты представляют интерес для различных областей биофизики и биомеди-
цины, поскольку изучение механизмов взаимодействия кальция с биологическими мембранными
и мембраноподобными системами важно для понимания различных эффектов, вызываемых лекар-
ственными и биологически-активными препаратами на клеточном уровне.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема сохранения в криоконсервированном со-
стоянии различных биологических клеток в течение
срока, значительно превышающего продолжительность
их физиологической жизни вне организма, остается од-
ной из актуальных задач современности [1]. При замо-
розке структура клетки повреждается вследствие раз-
личных факторов, таких как: образования кристаллов
льда и их механического воздействия на мембрану,
осмотического шока, окислительного стресса, измене-
ния трансмембранного потенциала, деградации ДНК
и белков, электропорации мембран, апоптоза и др. Для
снижения такого негативного воздействия на клетки
используются специальные вещества — криопротекто-
ры (КП) [2]. В настоящее время продолжается поиск
веществ, обладающих криопротекторными свойствами,
а также изучение механизма их действия [3].
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Криопротекторы — вещества, которые используются
для защиты организмов от повреждений при замора-
живании и оттайке. Механизмы действия КП различ-
ны: некоторые КП образуют водородные связи с мо-
лекулами воды, что помогает снизить скорость обра-
зования льда и предотвратить само образование кри-
сталлов, что позволяет сохранить структуру и функ-
цию организма [4–6]. КП могут изменить свойства
воды и снизить ее точку замерзания. Некоторые КП
обеспечивают стекловидное (аморфное) состояние со-
держимого внутри клеток и тканей при их замороз-
ке. Это предотвращает образование кристаллического
льда и минимизирует повреждения, связанные с обра-
зованием ледяных кристаллов [7, 8]. КП могут обес-
печить дополнительную защиту от повреждений, вы-
званных низкими температурами, белков и нуклеино-
вых кислот, предотвращая их денатурацию. Другие КП
могут улучшать обмен веществ в клетках при пони-
женных температурах перед заморозкой и после раз-
морозки. КП могут также обладать антиоксидантны-
ми свойствами, что помогает предотвратить поврежде-
ние клеток при оттаивании, вызванное окислительным
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стрессом. Важно отметить, что разные КП могут об-
ладать комбинацией этих механизмов действия и мо-
гут быть эффективными для разных типов организмов
и условий замораживания [9].

Для разработки оптимальных методов криоконсерви-
рования биологических структур необходимо решить
биофизическую проблему минимизации повреждаю-
щего воздействия процессов замораживания и раз-
мораживания на биологические мембраны. Посколь-
ку для уменьшения повреждающего воздействия в ме-
тодах криоконсервирования используются специаль-
ные вещества (криопротекторы), необходимо изуче-
ние их влияния на структуру и физико-химические
свойства липидных биологических мембран. Эффек-
тивным инструментом для выяснения базовых физико-
химических механизмов взаимодействий КП и компо-
нентов водной фазы (в том числе питательной среды)
с липидными мембранами являются модельные биопо-
добные системы — ленгмюровские монослои биологи-
ческих амфифильных молекул. Особый интерес пред-
ставляют монослои биогенных молекул, в частности
монослои желтка, в составе которых доминирует при-
родный лецитин.

КП влияют на свойства липидных монослоев, как
правило, путем изменения их фазового состояния
и структуры, с жидкокристаллической на гель-фазу
и наоборот, в зависимости от их концентрации и хи-
мической природы. КП могут образовывать гидратные
оболочки вокруг липидов и уменьшать тенденцию к об-
разованию липидных агрегатов. Они также могут из-
менять взаимодействие между липидами и водой, что
влияет на их ориентацию и подвижность. Это может
быть полезно, например, для сохранения липидных
структур при низких температурах или для улучшения
устойчивости липидных мембран к холоду [10, 11].

КП могут повысить устойчивость липидных моно-
слоев к образованию льда и кристаллизации, предот-
вращая разрушение мембран при замораживании. Они
могут также снижать поверхностное натяжение липид-
ных монослоев, улучшая их способность к самооргани-
зации и снижая потерю воды из мембран. Таким обра-
зом, КП играют важную роль в сохранении структуры
и функции липидных монослоев при низких темпера-
турах, а также в обеспечении их устойчивости к холо-
ду и замораживанию [12].

Если КП вызывает сжатие ленгмюровского монослоя
фосфолипидов на поверхности водной субфазы с КП,
то это можно объяснить тем, что молекулы КП притя-
гивают к себе молекулы воды сильнее, чем молекулы
фосфолипидов, то есть КП имеет большую аффинность
к воде, чем к фосфолипидам, и чем аффинность липи-
дов к воде. В противоположном случае, если КП вы-
зывает увеличение площади монослоя фосфолипидов,
можно говорить о том, что молекулы КП имеют боль-
шую аффинность к фосфолипидам, чем к воде, или
молекулы КП встраиваются в монослой вместе с моле-
кулами воды в виде гидратной оболочки.

Механизм замещения воды в липидном монослое

молекулами КП во время проявления криопротектор-
ного действия имеет очень важное значение, так как
криопротекторный эффект может быть достигнут зна-
чительно меньшими концентрациями КП, чем в случае
другого общепринятого механизма криопротекторного
действия, когда молекулы КП (например, глицерина)
в огромной концентрации встраиваются в структуру
воды и предотвращают образование кристаллического
льда. В последнем случае требуется количество моле-
кул КП, сравнимое по порядку величины с количе-
ством молекулы воды, что вызывает сильный токсиче-
ский эффект КП [13]. Поиск таких водозамещающих
КП может дать хорошие результаты и значительный
прогресс в криобиологии. И в таком поиске мы не бу-
дем ограничены веществами, молекулы которых обя-
зательно должны иметь в своей структуре ОН-группы
или другие уже исследованные полярные группы, что
значительно расширит область поиска.

Одним из подходов к изучению свойств биологиче-
ских мембран, а также изменений этих свойств под
действием сторонних веществ, является использова-
ние модельных систем, имеющих схожий с мембраной
состав [5, 14, 15]. Преимущество модельной мембра-
ны заключается в том, что она хорошо воспроизводи-
ма и относительно проста, а ее состав известен, что
позволяет сравнительно анализировать и интерпрети-
ровать полученные данные. В качестве модельных си-
стем, имитирующих мембрану, могут быть использова-
ны ленгмюровские пленки — монослои, образованные
амфифильными веществами, нанесенными на жидкую
водную субфазу [16–25]. Исходя из соотношения меж-
ду поверхностным давлением и площадью, занимае-
мой монослоем, можно получить данные о его физико-
химических свойствах с последующей возможностью
экстраполяции полученных результатов на биомембра-
ны, имеющие схожий липидный состав [26, 27].

В связи с тем, что липидный состав клеточных био-
мембран варьируется в очень широких пределах как
среди разных типов клеток, так и среди разных ор-
ганизмов и зависит от возраста организма, нами был
выбран куриный яичный желток как универсальная
фундаментальная смесь липидов, которая эффективно
поддерживает чувствительное и требовательное к ли-
пидам эмбриональные развитие. Данные о взаимодей-
ствии КП с липидными монослоями из желтка как мо-
делью биомембран могут быть очень полезны для опти-
мизации процесса заморозки и разморозки клеток, что
в свою очередь может повысить эффективность и вы-
живаемость клеток при замораживании и разморажи-
вании, так как яичный желток доказал свою криопро-
текторную активность и входит в состав многих крио-
протекторных сред [28].

Большинство исследований механизмов действия
КП на липидные монослои в основном ограничивались
взаимодействием между обычными КП (диметилсуль-
фоксидом (ДМСО), глицерином) и стандартными фос-
фатидилхолинами [29].

Одним из результатов исследований [5, 6, 10, 30, 32]
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является то, что воздействие ДМСО на монослой ДП-
ФХ зависит от концентрации: при низких концентра-
циях ДМСО вызывает истончение и повышенную те-
кучесть мембран, тогда как при высоких концентраци-
ях он вызывает образование пор [32].

Установлено, что эффект взаимодействия КП с ли-
пидными монослоями варьируются в зависимости от
вида липидов и КП: разные КП оказывают различное
действие. В частности, этиленгликоль (ЭГ) и глицерин
вызывают небольшое расширение монослоя, подразу-
мевая проникновение КП в области головной груп-
пы, тогда как диметилформамид (ДМФ) уплотняет мо-
нослой для всех фосфатидилхолинов, рассмотренных
в [33–35].

В работе [29] исследовано воздействие четы-
рех КП (ДМФ, ЭГ, глицерина и ДМСО) на
монослои четырех фосфолипидов: ПОФЭ (1-
пальмитоил-2-олеоилфосфатидилэтаноламин), ПОФХ
(1-пальмитоил-2-олеоилфосфатидилхолин), ДОФХ
(1,2-диолеоил-sn-глицеро−3-фосфохолин) и ДПФХ
(1,2-дипальмитоил-sn-глицеро−3-фосфохолин) при
высокой концентрации КП (10% v/v), относящейся к
криозащите, и проведено сравнение с более низкими
концентрациями (5% v/v). Результаты показали, что
взаимодействия между КП и липидами являются
сложными, со значительными различиями, выявлен-
ными в зависимости от КП, концентрации и видов
фосфолипидов. Было замечено, что ДМФ и ЭГ
вызывают уплотнение монослоя, тогда как глицерин
вызывает расширение (проникновение в монослой),
хотя у каждого из них наблюдаются незначительные
различия с различными фосфолипидами. ДМСО пока-
зал значительные различия в зависимости от головной
группы и физического состояния монослоя. Также
обнаружено, что ДМФ является единственным КП,
способным проникать в монослои при физиологически
соответствующих латеральных давлениях, что согла-
суется с тем, что лучшие среды для криоконсервации
являются многокомпонентными.

Сахара накапливаются в тканях некоторых организ-
мов, предотвращая повреждение клеток при заморажи-
вании и высушивании. В работе [34] исследовались
нерастворимые монослои дипальмитоилфосфатидилхо-
лина (ДПФХ), нанесенные на субфазу, содержащую
сахар. Эффект расширения монослоя увеличивается
с увеличением концентрации сахара и более выражен,
если вместо фруктозы используется сахароза. Проник-
новение молекул КП в область головной группы уве-
личивает потребность липидных молекул в площади
и приводит к отталкиванию головных групп между со-
бой. При низких поверхностных давлениях молекулы
сахара проникают в область полярной головной группы
липидного монослоя. При высоком боковом давлении
они выдавливаются из монослоя, поскольку слабые во-
дородные связи между сахарами и водой разрываются.

Катионы металлов могут изменять стабильность
и структуру фосфолипидных бислоев [36, 37], что ока-
зывает очень важное влияние на нормальные физиоло-

гические функции биопленок.
В работе [38] были изучены монослои, содержа-

щие холестерин и насыщенные фосфатидилэтаноламин
и фосфатидилсерин. Обнаружено, что взаимодействия
между липидами усиливаются в присутствии Na+.
Соответственно, небольшие изменения в ионной сре-
де вызывают значительные изменения в двухслойной
структуре.

Ионы кальция играют регулирующую роль во взаи-
модействии лекарственных средств с фосфолипидными
мембранами [39, 40] и занимают важное место в нор-
мальной физиологической активности клеток и липид-
ных доменах мембраны [41]. Они вызывают измене-
ния конформации полярных головных групп фосфоли-
пидов [42]. Площадь, приходящаяся на одну молекулу
фосфолипида, уменьшается в присутствии ионов каль-
ция [43]. Ионы кальция, адсорбированные на фосфоли-
пидной мембране, могут снижать поверхностную плот-
ность заряда фосфолипида [44].

В работе [45] продемонстрировано, что присут-
ствие ионов натрия Na+ и кальция Ca2+ увеличи-
вает конденсацию, стабильность и плотность упаков-
ки молекул монослоя 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро−3-
фосфоэтаноламина (ДПФЭ) и пленок, смешанных
с холестерином (особенно в случае Ca2+) [46]. Уста-
новлено, что наличие холестерина в монослое увеличи-
вает упорядоченность соседних липидов и способству-
ет одновременному повышению эластичности и сжима-
емости пленок [47, 48].

В данной работе изучается влияние воздействия КП
(ЭГ, ДМСО, сахарозы) на липидный монослой яичного
желтка в присутствии холестерина в монослое и без
него, а также ионов кальция в субфазе, которые также
влияют на эффективность криопротекции. Чтобы при-
близить состав монослоев к естественным физиологи-
ческим многокомпонентным клеточным мембранам, на-
ми был выбран яичный желток, поскольку он является
природной смесью липидов. Научная новизна работы
заключается в исследовании сложной биогенной систе-
мы — слоя яичного желтка, холестерина и их смеси,
и состоит в получении данных о специфическом вза-
имодействии разных КП с липидыми мембранами, что
дает нам понимание механизма действия КП и позво-
ляет выработать ценные рекомендации для разработки
криопротекторных сред для заморозки клеток.

Несмотря на многочисленные применения КП в био-
логических и фармацевтических науках, на сегодняш-
ний день до конца неизвестно, как они взаимодей-
ствует с молекулами фосфолипидов. Оказываемые ими
эффекты на ленгмюровские пленки сложных систем
практически не изучены. Это может быть связано
с довольно ограниченным количеством эксперимен-
тальных исследований, которые представлены в лите-
ратуре, особенно в случае систем, содержащих холе-
стерин и катионы металлов.

Данное исследование представляет интерес для раз-
личных областей биофизики и биомедицины, посколь-
ку изучение механизмов взаимодействия кальция, важ-
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нейшего сигнального катиона, с биологическими мем-
бранными и мембраноподобными системами важно для
понимания различных эффектов, вызываемых лекар-
ственными и биологически-активными препаратами на
клеточном уровне.

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы/Химия
В работе использовали яичный желток (E0625-

100G,Sigma-Aldrich), холестерин (CAS-номер 57-88-5,
Sigma), растворенные в хлороформе (Sigma-Aldrich),
ДМСО (CAS-номер 67-68-5, Sigma), ЭГ (Sigma-
Aldrich), сахароза (MPBiomedicals), хлорид кальция
(131232.1211 Panreac).

В качестве субфазы использовали: 0.2 М натрий-
фосфатный буфер (НФБ) (pH = 7.4), представляющий
собой растворенные гидрофосфат натрия Na2HPO4

(A0079379 935, Merck) и дигидрофосфат натрия
NaH2PO4 (K92915442 922, Merck) в ультрачистой во-
де (MilliQ, Millipore, 18 MΩ·cm); питательную среду
(ПС)Quinn’sAdvantage с HEPES (арт. 4100).

Для навесок использовали аналитические весы
METTLERTOLEDO AB265-S Classic.

Монослои (Получение монослоев и измерение их
взаимодействия с КП)

Формирования ленгмюровских монослоев произво-
дили на установках KSV MiniTrough и KSV 5000
(KSV Instruments, Финляндия). Площадь поверхности
273 см2 и 870 см2, объем вмещаемой субфазы 200 мл
и 1200 мл, соответственно. Поверхностное давление
(π) измеряли с помощью платиновых весов Вильгель-
ми с разрешением ±0.1 мН/м. Перед каждым экспе-
риментом ленгмюровскую ванну промывали этанолом
и тщательно ополаскивали очищенной водой.

В опытах 43.0 мкг (21.5 мкл, 2.00 мг/мл) яичного
желтка или 41.4 мкг (74.0 мкл, 0.56 мг/мл) холестери-
на, растворенных в хлороформе, наносили на субфазу
с помощью микрошприца (Hamilton), а через 10 мин
липидную пленку сжимали со скоростью 10 мм/мин.

При использовании в качестве субфазы НФБ были
сформированы монослои желтка, холестерина и сме-
сти желтка с холестерином (50:1 m/m) на чистой суб-
фазе, а также на субфазе с добавлением сахарозы
(0.5 М). Эксперименты с монослоями проводились при
T = (20.0± 0.5)◦С.

При использовании в качестве субфазы ПС экспе-
рименты с монослоями проводились при комнатной
T = (20.0±0.5)◦С и физиологической T = (37.0±0.5)◦С
температурах. Результаты и выводы по влиянию тем-
пературы на изотермы в данном исследовании не при-
водятся.

Проводили три серии экспериментов: в первой серии
формировали монослой яичного желтка на ПС, во вто-
рой серии в субфазу добавляли хлорид кальция до ко-
нечной концентрации 10−3 М, в третьей — в субфазу
добавляли хлорид кальция до конечной концентрации

10−3 М, а к раствору яичного желтка добавляли холе-
стерин (соотношение желтка и холестерина 50:1 m/m).

В каждой серии эксперименты проводили в четыре
этапа: первый — при начальных условиях, описанных
выше, второй — с добавлением под монослой ЭГ до ко-
нечной концентрации 5%v; третий — с последователь-
ным добавлением под монослой ДМСО до конечной
концентрации 5%v; четвертый — с последовательным
добавлением под монослой сахарозы до конечной кон-
центрации 0.5 М. Вещества добавляли под монослой
за барьерами и осторожно перемешивали, после чего
запускали запись изотермы сжатия.

В работе анализировали не только π-A-изотермы, но
и упругие свойства полученных слоев по модулю сжа-
тия (МС) монослоя (C−1) — величине, обратной коэф-
фициенту сжимаемости:

C = −
1

A0

(

∂A0

∂π

)

T

,

где A0 — удельная площадь монослоя, см2; π — по-
верхностное давление, мН/м.

2. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

2.1. Анализ π-A–изотерм яичного желтка, холестерина
и их смеси на субфазе натрий-фосфатного буфера

Изотермы трех циклов сжатия-расширения были по-
лучены для яичного желтка, холестерина и их смеси
на субфазе НФБ как с добавлением сахарозы (рис. 1),
так и без нее (рис. 2).

Значительный рост поверхностного давления во вре-
мя сжатия подтверждает способность всех компонент
образовывать монослой на поверхности субфазы, что
является следствием амфифильной природы компонен-
тов желтка и холестерина. Близкое друг к другу рас-
положение изотерм при сжатии-растяжении и последу-
ющем сжатии монослоев желтка, плавный, почти ли-
нейный рост поверхностного давления характеризуют
«мягкость» (эластичность) и стабильность сформиро-
ванных монослоев.

Добавление холестерина, содержащегося наряду
с липидами в мембране клетки и помогающего под-
держивать их структурную целостность и стабилизи-
ровать текучесть [49], в раствор яичного желтка изме-
няет молекулярную упаковку получаемой пленки. Вза-
имодействие между «головными» группами холесте-
рина и фосфат-ионами буферного раствора приводит
к расширению изотропно-жидкого фазового состояния
монослоя. Неаддитивность изотерм монослоя желтка
с холестерином свидетельствует о том, что молекулы
пленки смеси взаимодействуют друг с другом. В ли-
тературе описано влияние холестерина и основного
белка миелина (MBP) на липидные монослои, имити-
рующие цитоплазматическую мембрану миелина [50],
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а б

Рис. 1. π-A–изотермы (а) и зависимости модуля сжатия от поверхностного давления (б) для монослоев яичного желтка,
холестерина и их смеси (50:1 m/m) на НФБ

а б

Рис. 2. π-A–изотермы (а) и зависимости модуля сжатия от поверхностного давления (б) для монослоев яичного желтка,
холестерина и их смеси (50:1 m/m) на НФБ с добавлением сахарозы

влияние холестерина на многокомпонентные ленгмю-
ровские монослои, имитирующие наружный и внут-
ренний листки мембраны эритроцитов человека [51],
термодинамические и механические свойства смешан-
ных монослоев ДМФХ/холестерин в физиологиче-
ских условиях [52], термодинамические аспекты вли-
яния холестерина на свойства фосфолипидных моно-
слоев [53]. Однако присутствие холестерина в концен-
трации 1:50 m/m в слое желтка почти не влияет на
упругость пленки желтка, что отражается в МС моно-
слоя (рис. 1, б).

2.2. Анализ π-A–изотерм яичного желтка, холестерина
и их смеси на субфазе натрий-фосфатного буфера

в присутствии сахарозы

Механизм взаимодействия сахарозы с липидным мо-
нослоем из желтка включает несколько этапов: диффу-
зию к поверхности монослоя; адсорбцию на монослой

за счет взаимодействия полярных групп сахарозы с по-
лярными группами липидов [54, 55]; организацию мо-
номолекулярного слоя из адсорбированных молекул са-
харозы за счет гидрофобных и водородных взаимодей-
ствий между молекулами сахарозы и липидов [34, 56];
и, наконец, изменение упаковки липидного монослоя
с изменением поверхностного натяжения и проницае-
мости слоя.

Изотермы веществ на субфазе НФБ с добавлени-
ем сахарозы сдвинуты относительно изотерм, получен-
ных на той же субфазе без сахарозы, в сторону боль-
шей площади. Это является прямым следствием того,
что молекулы сахарозы, которая сильно гидратирова-
на, встраиваются в монослой между «головными» по-
лярными группами молекул пленки, что вызывает рас-
ширение монослоя и сдвигу изотермы сжатия. Отме-
тим, что данный результат согласуется с работой [34].

Таким образом, молекулы монослоя эффективно вза-
имодействует с сахарозой, которая представляет собой
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непроникающий КП.
Введение в буферный раствор сахарозы приводит к

появлению на изотермах для каждого вещества замет-
ного гистерезиса, образуемого первыми двумя циклами
сжатия-расширения, — монослой не восстанавливает-
ся после первого цикла сжатия. Площадь, приходя-
щаяся на молекулу, возрастает почти в два раза. Это
также объясняется связыванием сахарозы с моносло-
ем, включающее в себя некоторую степень интеркаля-
ции — обратимого включения молекулы или их группы
между другими молекулами, которая разделяет липид-
ные «головные» группы, тем самым увеличивая пло-
щадь пленки. Изотермы первого и третьего циклов не
расположены близко друг к другу, как это наблюда-
лось в случае отсутствия сахарозы в растворе НФБ,
поскольку молекулы сахарозы за цикл растяжения по-
кидают монослойне полностью.

Отметим, что при одинаково нанесенном количестве
вещества на поверхность в экспериментах в присут-
ствии сахарозы и без нее, площадь, при которой начи-
нается подъем давления, увеличивается с 300 до 450
(на 150), с 200 до 450 (на 250), с 330 до 750 (на
420) см2 для желтка, холестерина и их смеси соот-
ветственно. В табл. 1 указаны площади начала подъ-
ема изотерм, пересчитанные для 1 мкг вещества. При
аддитивности вклада взаимодействия желтка с саха-
розой и холестерина с сахарозой, монослой желток +
холестерин расширился бы на 3.50 + 0.02 · 6 = 3.62 см
в расчете на 1 мкг вещества. Однако в эксперимен-
те расширение произошло на 10.3 см2, что в 2.8 раз
превышает предполагавшийся эффект. Таким образом,
наличие холестерина в слое желтка усиливает встраи-
вание сахарозы в монослой.

Добавление сахарозы под монослой сильно изменяет
его вязкоупругие свойства (рис. 1–2, б, табл. 1). Мак-
симум МС уменьшается при добавлении сахарозы для
холестерина почти в 4 раза, для желтка — в 1.5 раза,
а для пленки сахароза + холестерин (50:1 m/m) в 2
раза, что указывает на специфическое взаимодействие
сахарозы с холестерином, входящим в малых количе-
ствах в монослой.

2.3. Анализ π-A–изотерм яичного желтка на субфазе
натрий-фосфатного буфера в присутствии ионов

кальция и сахарозы

Двухвалентные ионы, такие как ионы кальция
(Ca2+), могут оказывать влияние на взаимодействие
КП с липидными монослоями [27].

Когда КП вводятся под липидные монослои, они мо-
гут встраиваться в структуру сформированной плен-
кии изменять ее физико-химические свойства, вклю-
чая температуру фазовых переходов, вязкость и упру-
гость [5]. Также это приводит систему к существен-
ному уменьшению поверхностного натяжения, которое
может быть обусловлено изменением поверхностных
свойств растворов КП по сравнению с чистой водой

и исходной субфазой и изменением гидратации поляр-
ных голов молекул липидов.

КП связывают воду, образуют комплексные соедине-
ния с водой. Как следствие, они меняют характер гид-
ратации молекул и ионов в водных средах, содержащих
КП. Изменение характера гидратации ионов в раство-
рах КП может существенно изменять характер их вза-
имодействия с липидным монослоем.

Исследования монослоя желтка на субфазе НФБ
с добавлением ионов кальция и сахарозы приводят к
схожим результатам, описанным выше, как в случае
добавления под липидный монослой сахарозы (рис. 3).

Наличие кальция в субфазе приводит к смещению
изотермы в сторону значений больших площадей мо-
нослоя: начальная площадь подъема изотермы увели-
чиваетсяс 300 до 550 см2 (рис. 3, а, желтая и синяя
кривые). Данный результат хорошо согласуется с лите-
ратурой [27]. Ионы кальция могут образовывать гид-
ратированные комплексы с полярными головами ли-
пидных молекул монослоя в стехиометрическом соот-
ношении 1:1 и 1:2. Формируемые комплексы не очень
прочные (связывание не очень сильное), поскольку ли-
пиды — это цвиттер-ионы (в целом электронейтраль-
ны), и связывание происходит по ион-дипольному ме-
ханизму или через водородные связи воды гидратных
оболочек. Следует отметить, что появление заметного
гистерезиса в данном случае может обуславливаться
достижением коллапса монослоя.

Включение сахарозы, как обсуждалось выше, сдви-
гает изотерму с 300 до 450 см2 (рис. 3, а, зеленая кри-
вая). Однако присутствие в субфазе и кальция, и са-
харозы увеличивает начальную площадь подъема изо-
термы с 300 до 370 см2 (рис. 3, а, красная кривая),
уменьшает давление, переводя изотерму ближе к изо-
терме желтка на НФБ и на НФБ без добавления каль-
ция. Так же, как и в случае с добавлением кальция,
гистерезис может возникать из-за достижения коллап-
са монослоя.

Максимум и минимум МС, а следовательно, и жест-
кость монослоя, возрастают в следующей последова-
тельности для монослоев: (желток+кальций) → (жел-
ток+сахароза) → (желток+кальций+сахароза) →

желток.

Ионы кальция, так же, как и сахароза, влияют на
структуру липидного монослоя, расширяя и размяг-
чая его. По смещению изотерм и изменению упругих
свойств монослоя можно говорить о блокировке вли-
яния кальция и сахарозы друг другом. Это происхо-
дит из-за образования комплексов ионов Ca2+ с КП —
гидратированный кальций связывается с ОН-группами
сахарозы, что приводит к затруднению их связывания
с липидами. Такой характер взаимодействия снижает
концентрацию доступных молекул, и, в свою очередь,
эффективность криопротекции.
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Таблица 1. Изменение площади начала подъема изотермы (в пересчете на 1 мкг вещества) и значение максимума модуля
сжатия для монослоев яичного желтка, холестерина, их смеси 50:1 m/m на НФБ в присутствии 0.5 М сахарозы и без нее

Монослои Изменение площади начала Максимум модуля сжатия, мН/м

подъема изотерм, см2/мкг Без сахарозы С сахарозой

Холестерин 6.00 360 100

Желток 3.50 43 30

Желток + холестерин 10.30 40 20

а б

Рис. 3. π-A–изотермы (а) и зависимости модуля сжатия от поверхностного давления (б) для монослоев яичного желтка на
НФБ с добавлением кальция (синим) и сахарозы (красным)

2.4. Анализ π-A–изотерм яичного желтка, холестерина
и их смеси на субфазе питательной среды

в присутствии ионов Ca2+, ЭГ, ДМСО, сахарозы

Ионы Н+ и ОН−, ионы солевого фона (ионы щелоч-
ных и щелочноземельных металлов, ионы металлов,
подвергающиеся заметному гидролизу в исследуемой
области рН), присутствующие в субфазе, могут оказы-
вать влияние на свойства монослоя [57], и в первую
очередь на вид π-A–изотермы. По воздействию на мо-
нослои жирных кислот ионы металла, находящиеся
в растворе субфазы, могут быть разделены на две груп-
пы:

1. ионы, которые уплотняют монослой жирной кис-
лоты, за счет связывания молекул кислоты
с ионами металла — это главным образом ионы
щелочноземельных металлов;

2. ионы, которые вызывают расширение монослоя
за счет образования солей более сложного соста-
ва, чем в первой группе — преимущественно ио-
ны гидролизующихся металлов, таких как алю-
миний, торий, свинец, цинк, медь, железо, ко-
бальт и т. п. [58].

Изотерма желтка, полученная на субфазе ПС, зна-
чительно отличается от полученной на НФБ (рис. 4):

МС увеличивается более, чем в два раза (с 43 до
92 мН/м), монослой становится более упругим. При
добавлении ионов кальция в субфазу на изотерме по-
является заметный гистерезис, что говорит о взаимо-
действии ионов кальция и возможных его комплексов
(например, с фосфатными группами водной субфазы)
с липидами. В состоянии разреженного монослоя в на-
чале сжатия (фаза двумерного газа) индивидуальные
молекулы липидов взаимодействуют с кальцием с об-
разованием комплексов 1:1, конденсированном состо-
янии образуются комплексы-сшивки (солевые мости-
ки) типа 2 липида : 1 кальций. При расширении эти
комплексы сохраняются и монослой оказывается более
конденсированным, что приводит к появлению гисте-
резиса.

Рассматривая влияние ионов кальция на упругие ха-
рактеристики монослоя, можно отметить, что при на-
личии ионов кальция в субфазе без КП происходит
расширение монослоя (рис. 4, сдвиг синей кривой от-
носительно зеленой в область больших площадей), при
этом введение КП под монослой блокирует такое влия-
ние кальция на пленку (рис. 5, а, б, в), смещая изотер-
мы (синие кривые относительно зеленых) в область
меньших площадей. При добавлении КП в присут-
ствии ионов кальция в субфазе наблюдается уменьше-
ние поверхностного давления (синие кривые) в сравне-
нии с аналогичными экспериментами без ионов каль-
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Таблица 2. Изменение площади подъема изотермы (в пересчете на 1 мкг вещества) и значения максимума/минимума модуля
сжатия для монослоев яичного желтка на НФБ при добавлении ионов Ca2+ и 0.5 М сахарозы

Изменение площади Максимум/минимум

начала подъема модуля сжатия, мН/м

изотерм относительно

изотермы желтка, см2/мкг

Монослои Без сахарозы С сахарозой Без сахарозы С сахарозой

Желток 0.00 3.50 43/15 30/10

Желток + Ca2+ 5.80 1.63 25/9 35/12

ция (зеленые кривые), что свидетельствует о снижении
взаимодействия липидов с молекулами КП в слое.

Результаты экспериментов, представленные на
рис. 5, не согласуются с данными работы [51], в ко-
торых исследовали влияние ДМСО на монослои фос-
фатидилхолина. Было показано, что ДМСО приводит
к конденсации монослоя и уменьшению площади, при-
ходящейся на одну молекулу в монослое липида. Ав-
торы данной работы объясняют такой эффект сильным
сродством ДМСО к воде и дегидратацией липидов мо-
нослоя — удалению связанной с полярными группами
липидов водой.

Удаление или нарушение структуры связанной с мо-
нослоем воды может приводить к изменению поверх-
ностного давления монослоя (фактически избыточной
поверхностной свободной энергии) и изменению орга-
низации молекул в монослое. Предположительно, ана-
логичный эффект должен оказывать и ЭГ, который
тоже сильно связывает воду. Однако появление этих
веществ в субфазе привело к сдвигу изотерм впра-
во. В соответствии с уравнением адсорбции Гиббса
это можно объяснить увеличением количества моле-
кул на границе раздела фаз. Поскольку состав ПС
довольно сложный, в присутствии ЭГ и ДМСО изме-
няются свойства растворимости каких-то компонентов
водной субфазы или образуются какие-то комплексы,
которые адсорбируются на границе раздела фаз и сдви-
гают изотерму. Эти растворители сильно связывают
воду, меняют структуру водородных связей и связан-
ной воды на растворенных ионах и молекулах, ме-
няя их растворимость и свойства. Такие дегидрати-
рованные молекулы или их комплексы могут связы-
ваться с молекулами желтка или же сами по себе ло-
кализоваться на границе раздела фаз (адсорбат Гибб-
са). Наличие гистерезисов также указывает на адсорб-
цию и изменение состава граничного слоя при сжатии
и расширении монослоя.

Конденсация монослоя (сдвиг изотермы влево) на
субфазе, содержащей ЭГ и ДМСО, вызвана наличи-
ем ионов кальция в ней. Такой эффект характерен для
монослоев жирных кислот — у них образуются соле-
вые мостики с двухвалентными ионами и пропадает
жидкая фаза из-за сильного ионного электростатиче-
ского взаимодействия карбоксильных групп и двухва-

лентных катионов, которое неизбежно приводит к де-
гидратации и сильным ионным связям. Возможно, де-
гидратация липидов и ионов кальция в присутствии
ЭГ и ДМСО обуславливает более сильное связывание
кальция в виде комплексов 1:2, а отсутствие у него
гидратной оболочки приводит к конденсации монослоя
с соответствующим сдвигом изотерм влево.

Кальций может мешать связыванию с монослоем вы-
шеупомянутого дегидратированного нового адсорбата,
образующегося в присутствии ЭГ и ДМСО, что тоже
будет приводить к сдвигу изотерм сжатия влево в при-
сутствии данных КП.

Последовательное добавление КП под монослой ве-
дет к увеличению гистерезисов на изотермах как при
наличии, так и в отсутствие ионов кальция в субфазе.
Значение МС монослоя при таком введении КП умень-
шается, что видно на рис. 4 (нижний ряд).

Максимум и минимум МС монослоя желтка умень-
шаются при добавлении КП под монослой на ПС
в следующем ряду: без КП (92 и 16 мН/м) → ЭГ
(73 и 24 мН/м) → ЭГ+ДМСО (65 и 20 мН/м) →

ЭГ+ДМСО+сахароза (48 и 10 мН/м). Добавление
ионов кальция в субфазу делает слои более эластич-
ными, уменьшая максимумы и минимумы МС в том
же порядке: без КП (88 и 14 мН/м) → ЭГ (60
и 10 мН/м) → ЭГ+ДМСО (48 и 10 мН/м) →

ЭГ+ДМСО+сахароза (40 и 11 мН/м) (табл. 3). При
этом значения поверхностного давления, соответству-
ющие максимумам МС при добавлении кальция, сдви-
гаются в указанном выше ряду с 12.5–16.0–18.0–20.0
на 10.0–14.5–18.0–19.0 мН/м. Для минимумов МС
аналогичное смещение выглядит следующим образом:
с 16.0–21.0–22.0–23.0 на 16.0–19.0–20.5–22.0 мН/м.

По мере добавления КП в субфазу, формирование
слоя начинается все с более высоких значений площа-
дей (рис. 6, а): монослой расширяется. Также увели-
чивается значение поверхностного давления, что обу-
словлено взаимодействием молекул липидной пленки
с молекулами КП. Наличие гистерезисов фиксируется
только в случае добавления ДМСО и сахарозы, кото-
рые, по-видимому, вытесняются из пленки при сильном
сжатии. Повышение температуры растягивает изотер-
му по оси абсцисс, делает слой более мягким и эла-
стичным, подвижным.
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а б

Рис. 4. π-A–изотермы (а) и зависимости модуля сжатия от поверхностного давления (б) для монослоев яичного желтка НФБ
(оранжевым) и на ПС (зеленым) с добавлением кальция (синим)

а б в

Рис. 5. Верхний ряд: π-A–изотермы для монослоев яичного желтка на ПС (зеленый), на ПС с добавлением кальция (синий)
в присутствии ЭГ (a), ЭГ и ДМСО (б), ЭГ, ДМСО и сахарозы (в) в субфазе. Нижний ряд: зависимости модулей сжатия от
значений поверхностного давления для π-A–изотерм, которые изображены в верхнем ряду данного рисунка

В случае добавления холестерина к желтку наблю-
дается сдвиг кривых в область больших площадей от-
носительно экспериментов с монослоями желтка, как
в присутствии кальция в субфазе, так и без него.
То есть наличие даже малого количества холестерина
в монослое изменяет характер взаимодействия ионов
кальция с монослоем в присутствии КП.

Холестерин представляет собой липид с химиче-
ски инертной ОН-группой, которая вряд ли связыва-
ет кальций и гидратируется. Холестерин может суще-
ственно менять структуру липидной мембраны и моно-
слоя, делая их более жесткими и стабильными. Обра-

зование комплекса металла с органическими лиганда-
ми предполагает определенное пространственное рас-
положение лигандов относительно иона металла. Хо-
лестерин препятствует нормальной организации липи-
дов для эффективного связывания кальция, посколь-
ку монослой становится более жестким, а их подвиж-
ность и ориентация ограничена. Таким образом, спо-
собность связывать кальций у такого монослоя суще-
ственно ослабевает, а эффект конденсации этого моно-
слоя исчезает вследствие стабилизации структуры ли-
пидного монослоя холестерином и уменьшения связы-
вания ионов кальция молекулами липидов с образова-
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Таблица 3. Значения максимума/минимума модуля сжатия для монослоев яичного желтка, яичного желтка с холестерином
на НФБ при добавлении ионов Ca2+, ЭГ, ДМСО, сахарозы

Максимум/минимум модуля сжатия, мН/м

Монослои Без КП ЭГ ЭГ, ДМСО ЭГ, ДМСО, сахароза

Желток 92/16 73/24 65/20 48/10

Желток + Ca2+ 88/14 60/10 48/10 40/11

Желток + холестерин + Ca2+ 80/16 52/16 40/12 -/8

а б в

Рис. 6. Верхний ряд: π-A–изотермы для монослоев желтка без кальция в субфазе (а), монослоев желтка с кальцием в субфазе
(б) и монослоев желток-холестерин с кальцием в субфазе (в) на ПС (зеленый) с последующим добавлением ЭГ (синий),
ДМСО (красный), сахарозы (фиолетовый). Нижний ряд: зависимости модулей сжатия от значений поверхностного давления
для π-A–изотерм, которые показаны в верхнем ряду данного рисунка

нием конденсированных структур.

При последовательном добавлении КП наблюдается
увеличение площади, занимаемой монослоем. Значе-
ние МС при этом уменьшается для каждого случая,
что можно увидеть на рис. 6 (нижний ряд) и в табл. 3.

Максимум и минимум МС также уменьшаются при
добавлении КП под монослой желток + холестерин:
без КП (80 и 16 мН/м) → ЭГ (52 и 16 мН/м) →

ЭГ+ДМСО (40 и 12 мН/м) → ЭГ+ДМСО+сахароза
(– и 8 мН/м). Минимальные значения МС при добав-
лении кальция достигаются в ряду без КП → ЭГ →

ЭГ+ДМСО → ЭГ +ДМСО+сахароза при 15.0–18.5–
21.0–22.0 мН/м.

Несмотря на то, что холестерин должен способство-
вать уплотнению и укреплению мембраны, обеспечи-
вая прочность и устойчивость липидных монослоев,
небольшое добавление холестерина в слой (2% m/m)
приводит не только к «размягчению» монослоя, но и к

увеличению процессов встраивания и задерживания
КП в липидном слое.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследовано влияние воздействия криопротекторов
(этиленгликоля, диметилсульфоксида, сахарозы) на
липидный монослой яичного желтка в присутствии хо-
лестерина в слое и без него, а также ионов кальция
в субфазе, которые могут влиять на эффективность
криопротекции.

В данной работе впервые обнаружен эффект су-
щественного увеличения поверхностного давления
(уменьшения поверхностного натяжения на ∼20 мН/м)
при добавлении криопротекторов в систему, представ-
ляющую собой липидный монослой на поверхности
водной питательной среды. Этот эффект является ре-
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зультатом процессов дегидратации липидных молекул
и компонентов субфазы в присутствии криопротекто-
ров, и соответствующего изменения характера молеку-
лярных взаимодействий в монослое, а также измене-
ния поверхностной свободной энергии растворов крио-
протекторов. Такие значительные изменения (умень-
шение поверхностной свободной энергии) мембранных
систем указывает на эффективную дегидратацию по-
верхности липидных мембран используемыми в дан-
ной работе криопротекторами. Этот эффект может слу-
жить индикатором эффективности дегидратации мем-
бран криопротекторами и использоваться для поис-
ка наиболее эффективных и безопасных композиций
криопротекторов.

Добавление в такую систему ионов кальция приво-
дит к определенной конденсации монослоя, обуслов-
ленной эффективным взаимодействием дегидратиро-
ванных ионов кальция и молекул липидов. При этом
сохраняющаяся характерная форма изотерм сжатия,
типичная для монослоев на субфазе, содержащей крио-
протекторы, указывает на доминирующую роль крио-
протекторов во взаимодействиях, определяющих фор-
му изотерм сжатия таких монослоев и связанных
с процессами дегидратации и изменения поверхност-
ной энергии монослойной системы.

Присутствие холестерина в концентрации 1:50 m/m
в монослое желтка ингибирует действие ионов кальция
на монослой в присутствии криопротекторов вслед-
ствие модификации структуры и свойств липидного
матрикса, затрудняющей связывание кальция с моно-
слоем с образованием солевых мостиков, обусловлива-
ющих эффект конденсации монослоя.

Следовательно, для уменьшения количества исполь-
зуемых криопротекторов и оказываемой ими токсиче-
ской нагрузки, можно уменьшать количество ионов
кальция и добавлять небольшое количество холесте-
рина в систему.

Данная работа может иметь важное практическое
применение в медицине. На основе полученных дан-
ных можно сделать рекомендации для заморозки кле-
ток [59], например гамет, стволовых клеток, клеток
крови или костного мозга:

1. Замораживаемые клетки отмыть от кальция
в среде их инкубации.

2. Уменьшить потребление пищи, богатой витами-
ном D, для пациентов. Витамин D помогает орга-
низму усваивать кальций, поэтому ограничение
его потребления может помочь уменьшить уро-
вень кальция в организме. Снизить употребление
рыбьего жира, сельди, яичных желтков и дру-
гих продуктов, содержащих высокие концентра-
ции витамина D.

Изучение взаимодействия криопротекторов с ленг-
мюровскими монослоями актуально как для техноло-
гии получения ленгмюровских пленок, так и для их
применения в криобиологии. Добавление криопротек-
торов в структуру ленгмюровских пленок может по-
высить их криотолерантность и долговечность и рас-
ширить диапазон температур их применения, напри-
мер, в электронике, оптических покрытиях и в других
областях применения. Данная работа может помочь
определить оптимальные концентрации криопротекто-
ров для максимальной защиты биологических клеток
при замораживании.

Получение биосенсоров и диагностических тестов
на основе ленгмюровских плёнок, содержащих крио-
протекторы, может позволить значительно расширить
диапазон рабочих температур. Полученные результа-
ты также могут быть использованы для формулировки
липидного состава мицелл и других мицеллярных тех-
нологий для повышения их стабильности при низких
температурах. В частности, полученные данные могут
использоваться при разработке состава смазок, работа-
ющих в широком диапазоне температур.

Другое применение полученных результатов — это
создание искусственных клеток на основе везикул
и мицелл. Если такие искусственные клетки изна-
чально создавать с криопротекторами в их составе,
то они могут быть гораздо более криоустойчивы по
сравнению с природными клетками. Данная работа
расширит наше понимание влияния криопротекторов
на взаимодействие ленгмюровских монослоев с дру-
гими биологическими или химическими компонентами
на поверхности.

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния НИЦ «Курчатовский институт».
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УЧЕНЫЕ ЗАПИСКИ ФИЗИЧЕСКОГО ФАКУЛЬТЕТА МОСКОВСКОГО УНИВЕРСИТЕТА № 6, 2460702 (2024)

In this work, we studied the effects of three cryoprotectors — ethylene glycol, dimethyl sulfoxide, sucrose — on
the compression isotherms of egg yolk Langmuir monolayers both in the presence and in the absence of cholesterol
in the monolayer. The influence of calcium ions from the subphase affecting the effectiveness of cryoprotection on
π-A–isotherms is also examined. In addition, the elastic properties of the obtained monolayers are investigated by
calculation and comparison the compression modulus of the monolayer. The scientific novelty of the work is in
consideration of a complex biosimilar system (an egg yolk monolayer, cholesterol and their mixtures) on the surface
of the aqueous solution of the nutrient mixture and obtaining information about the specific interaction of different
cryoprotectors with lipid membranes. We found that when calcium ions and cryoprotectors are simultaneously added to
the subphase, they block each other’s influence on the lipid monolayer and reduce the effectiveness of cryoprotection.
Cholesterol in the yolk in a ratio of 1:50 m/m changes the properties of the monolayer, which leads to increased
action of cryoprotectors. Also, for the first time, the effect of a significant increase in surface pressure (by ∼20
mN/m) was detected when cryoprotectors were added to the system under consideration. This effect can serve as an
indicator of the effectiveness of membrane dehydration by cryoprotectors and can be used to find the most effective
and safe cryoprotector compositions. Since the study of the mechanisms of calcium interaction (the most important
signaling cation) with biological membrane and membrane-like systems is important for understanding the various
effects caused by medicinal and biologically active drugs at the cellular level, the study is of interest for various fields
of biophysics and biomedicine.

PACS: 82.45.Mp.
Keywords: cryoprotectants, biological membrane model, lipid Langmuir monolayer, egg yolk, cholesterol, calcium ions.
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