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Изучено взаимодействие гематопорфирина IX (ГП) с искусственными бислой-
ными липидными мембранами (БЛМ). Обнаружено, что при темновой инкубации 
БЛМ в растворе ГП (концентрации 10~6—3 10 - 5 М) проводимость БЛМ существен-
но не изменяется, уменьшается модуль упругости ( £ х ) и коэффициент динамической 
вязкости (ri) на 21,9—31,3%, а мембранный потенциал Ui становится отрицатель-
ным (—50 мВ). Освещение модифицированной БЛМ Не — Ne-лазвром приводит к 
росту параметров Е± и rj на 40,7—66,2%, уменьшению U1 до —20 мВ, а также к 
необратимым изменениям ее механических свойств. Связывание ГП с БЛМ происхо-
дит некооперативно с константой К=Ю5 М -1 . 

Введение 
Метод фотодинамической терапии перспективен для обнаружения, 

и лечения злокачественных опухолей. В его основе лежит фотодинами-
ческое воздействие на раковые клетки, сенсибилизированные красите-
лем. Основным свойством таких красителей является способность на-
капливаться в опухолевых клетках и при освещении индуцировать фо-
тотоксическую реакцию р]. Традиционным сенсибилизатором в клини-
ческой практике является гематопорфирин и его производные. Несмот-
ря на достаточно широкое распространение метода фотодинамической 
терапии в медицинской практике, многие аспекты физических процес-
сов, лежащих в основе данного метода, остаются невыясненными. Пер-
вым этапом взаимодействия красителя с клеткой является его проник-
новение в плазматическую мембрану. Для изучения процессов такого 
проникновения мы рассмотрели взаимодействие гематопорфирина IX 
(ГП) с искусственными бислойными липидными мембранами (БЛМ). 

БЛМ состоят из липидов и углеводородного растворителя и явля-
ются общепризнанной моделью плазматической мембраны клеток [2]. 
В нашей работе мы изучали изменение проводимости g, модуля упру-
гости Ех в направлении, перпендикулярном плоскости мембраны, ко-
эффициента динамической вязкости т], электрической емкости С и мем-
бранного потенциала LJX при взаимодействии ГП с БЛМ при разных 
концентрациях и условиях освещенности. 

Материалы и методы. БЛМ приготовлялись по методу Мюллера 
[3] из растворов палмитилоилфосфатидилхолина (ПОФХ) и из смеси 
ПОФХ с холинплазмалогеном (ХПГ) (весовое отношение 5:1) в /г-геп-
тане. Растворы имели концентрацию 20 мг/мл. Фосфолипиды, получен-
ные по методике, описанной в [4], были нам любезно предоставлены 
д-ром А. Герметтером (Грац, Австрия). Отметим, что ХПГ является 
важным компонентом, плазматической мембраны клеток (5]. Поэтому 
включение ХПГ в состав БЛМ приближает ее свойства к свойствам 
липидного бислоя биомембран. 

Мембраны формировали на конце тефлоновой трубочки диаметром 
около 0,8 мм, надетой на один из двух AgCl-электродов, выходящих 
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в стаканчик для электролита. В качестве электролита использовали 
КС1 (рН 7,2) концентрации 0,1 М. Штоковый раствор ГП («Serva») 
в NaOH (Ю - 2 М) разводился бидистиллированной водой до концент-
рации Ю - 3 М и добавлялся в электролит с одной стороны мембраны 
(итоговая концентрация варьировалась от 10~5 до 10~6 М). Для изуче-
ния фотодинамического воздействия при участии ГП систему освеща-
ли Не—Ne-лазером (А,ех=632 нм) мощностью 1 мВт (площадь пятна 
сравнима с площадью БЛМ). Все измерения проводились на кафедре 
биофизики Университета Коменского (г. Братислава). 

Проводимость определялась известным методом, основанным на 
измерении тока через мембрану при подаче на нее постоянного напря-
жения 20 мВ [6]. 

Величины Е± и г) дают информацию о состоянии внутренней гид-
рофобной области БЛМ. Их измеряли с помощью специального элект-
рострикционного метода, основанного на регистрации высших гармо-
ник переменного тока [7]. На мембрану при этом подавалось перемен-
ное напряжение с амплитудой 75 мВ и частотой 1 кГц. Метод позво-
ляет одновременно измерять также емкость мембраны С и постоянную 
составляющую мембранного потенциала Ux. Величина U\ измерялась 
с помощью модификации метода компенсации второй гармоники тока 
[8] или из отношения амплитуд второй (Л2) и третьей (Л3) гармоник 
тока. Величины Ех, ц, С к U\ рассчитывались по формулам 

где Cs — удельная емкость мембраны ( ~ 5 - 1 0 _ 3 Ф - м - 2 ) , h — толщи-
на ее гидрофобной области ( ~ 5 нм), U0 — амплитуда переменного 
напряжения, f — частота, Ах — амплитуда первой гармоники тока, 
Ф — сдвиг фаз между А3 и Аи возникающий вследствие отставания 
по времени деформации от приложенного электрострикционного давле-
ния из-за вязкости БЛМ. Для определения величин А\, А2, Л3 и <р ис-
пользовали стандартную электронную аппаратуру, включающую ре-
зонансные усилители для выделения гармоник А2 и А3. Обработка ре-
зультатов экспериментов проводилась с помощью персонального ком-
пьютера, подключенного к экспериментальной установке. 

Результаты и обсуждение 

Добавление ГП в электролит, омывающий БЛМ, может привести 
к его адсорбции на поверхности мембраны, проникновению внутрь ли-
пидного бислоя и прохождению через мембрану. Во всех случаях в 
мембране может индуцироваться структурный переход, в результате 
которого бислой станет проницаемым для ионов и, следовательно, су-
щественно изменится его проводимость. 

1. П р о в о д и м о с т ь Б Л М п о д в л и я н и е м Г П. Проводи-
мость немодифицированной мембраны составляет 23,4±2,9 пСм. Добав-
ление ГП в электролит до концентраций 10_ 6—3-Ю - 5 М приводило к 
слабому росту проводимости БЛМ, величина g достигала значения 
25—50 пСм. Освещение мембраны лазером в течение 30 мин приводи-
ло к росту проводимости БЛМ до величины 75—100 пСм. После вы-
ключения лазера проводимость уменьшилась до 25—75 пСм. Таким 

£ л = З С 5 а 0
2 Л 1 / 4 М 3 , 

г |= (£•_,_ sin ф) /2jtf, 

U^UoAtHAt, 

C=Al/2nfU0, 

d ) 

(2) 

(3) 

(4) 
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образом, ГП и при темиовом встраивании, и при освещении изменяет 
проводимость БЛМ. Эти изменения, однако, существенно меньше тех, 
которые индуцированы другими биологически активными веществами 
[9] и сравнимы по порядку величины с проводимостью одиночного ион-
ного канала, образованного грамицидином [6]. 

Результаты, полученные в этом эксперименте, свидетельствуют о 
том, что ГП преимущественно адсорбируется на мембрану, практиче-
ски не образуя сквозных ионных каналов. 
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Рис. 1. Кинетика изменения 
параметров E L (а), т] (б) и 
С (в) немодифицированной 
БЛМ из ПОФХ во время ос-
вещения Не—Ые-лазером 
(стрелка, направленная вверх, 
соответствует включению, 
вниз — выключению лазера) 
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Рис. 2. Кинетика изменения пара-
метров Е± (a), Tj (б) и С (в) во 
время добавления в электролит ГП 
в концентрациях: Ю - 6 (1), 3»10-6 

(2), Ю-5 (5) и 3 - 1 0 " 5 М ( 4 ) прд 
включении (5), выключении (6) ла-
зера и при замене электролита пу-
тем перфузии (7) раствором КС1 
концентрации 0,1 М, не содержащим 

ГП 

2. И з м е н е н и е п а р а м е т р о в Е±, т], С и Ux п о д в л и я н и е м 
Г П. Все эксперименты, описанные ниже, начинались примерно через 
30 мин после формирования БЛМ — время, необходимое для установ-
ления равновесия. На рис. 1 показана кинетика параметров Е±, т] и 
С немодифицированной мембраны из ПОФХ (т. е. не окрашенной ГП) 
в темноте и при освещении лазером. Видно, что они не изменяются 
как в темноте, так и при освещении. Также неизменной остается ве-
личина U\, составляющая для немодифицированной мембраны едини-
цы милливольт. 

Добавление ГП в электролит с одной стороны БЛМ приводило к 
уменьшению величин Е± и г] в пределах 21,9—31,3% от их исходной 
величины и к росту абсолютной величины Ut до ~ 5 0 мВ. Окрашенная 
сторона мембраны заряжалась отрицательно, что связано с тем, что 
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молекула ГП в условиях эксперимента находилась в основном в форме-
аниона и дианиона [10]. 

В большинстве экспериментов емкость мембраны не менялась. 
В отдельных случаях наблюдалось незначительное уменьшение 
(рис. 2, в) или рост С, связанный, по-видимому, с деформацией мем-
браны вследствие осмотического давления, возникающего при добав-
лении больших концентраций ГП. В работе [11] показано, что дефор-
мация мембраны не влияет на параметры £ х и т], следовательно, их 
изменения связаны с взаимодействием с молекулами ГП. 

Освещение модифицированной мембраны приводило к росту вели-
чин Е х и г] в пределах 40,7—66,2%, емкость при этом уменьшалась 
(рис. 2 ,в) . Абсолютная величина U\ уменьшалась до ~ 2 0 мВ. 
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Рис. 3. Кинетика изменения парамет-
ров Е± (а) и С (б) после добавле-
ния ГП в электролит в концентраци-
ях: Ю-6 (/), 3-Ю-6 (2), Ю-5 (3) и 
3-Ю - 5 М (4) при замене электроли-
та путем перфузии (5) раствором 
КС1 концентрации 0,1 М, не содер-
жащим ГП, и при освещении лазе-
ром (б — включение, 7 — выключе-

ние) 

Ч &Ur 

Рис. 4. Зависимость относи-
тельного изменения мембран-
ного потенциала AUr для раз-
ных концентраций ГП в элек-
тролите (с) в координатах 
Скатчарда для БЛМ из ПОФХ 
(/) и смеси ПОФХ+ХПГ (2) 

Выключение лазера существенно не изменяло величины Е± и ту 
(рис. 2, а, б), однако в 6 (из 11) экспериментах через ~ 15—30 мин 
после выключения лазера мембраны разрушались. Непосредственно 
перед моментом разрушения БЛМ величина Е± возрастала при не-
изменной величине емкости С. 

Изменения величин Е± и ц в результате освещения лазером были 
необратимы. Об этом свидетельствуют наши опыты по замене элект-
ролита, содержащего ГП, на электролит без ГП. Перфузия, проведен-
ная до освещения модифицированной мембраны, приводила к восста-
новлению параметров Ех, ц и С до значений, соответствующих немо-
дифицированной мембране. Это свидетельствует о том, что в этом 
случае ГП в основном непрочно связан с мембраной, однако неболь-
шая часть молекул ГП, оставшаяся в мембране после перфузии, обес-
печивает рост Ех и С при дальнейшем освещении (рис. 3). Перфузия,, 
проведенная после освещения, не влияла на величины Е ± , г]. Это озна-
чает, что в результате освещения ГП, встроенный в мембрану, проч-
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но связывается с ней. Отметим, что время, необходимое для перфузии, 
составляло около 10 мин. 

Аналогичные результаты были получены при исследовании пара-
метров Е l, г], С и Ul для Б Л М из смеси П О Ф Х + Х П Г . 

Для определения особенностей связывания ГП с мембраной мы по-
строили зависимости относительных изменений мембранного потенциа-
ла AUr для разных концентраций с ГП в электролите в координатах 
Скатчарда, т. е. зависимость AUr/c от AU r ( A U r = ( U i — U 0 ) / U 0 , 
U0 — потенциал немодифицированной БЛМ) . Данные для мембран из 
ПОФХ (кривая 1) и смеси П О Ф Х + Х П Г (кривая 2) приведены на 
рис. 4. В обоих случаях экспериментальные точки хорошо ложатся на 
прямые. Проанализируем указанные зависимости с помощью уравне-
ния Хилла. В нашем случае можно записать 

К = ^ , (5) 
cm(N — AUr) ' 

где К — константа связывания, N — количество мест связывания ГП 
на мембране, т — коэффициент Хилла. В координатах Скатчарда по-
дучим 

A U r / c ^ K c ^ i N — A U r ) . (6) 

В нашем случае линейная аппроксимация позволяет принять т = 1. Это 
означает, что процесс связывания ГП с мембраной происходит некоопе-
ративно, т. е. связывание одной молекулы ГП не зависит от связыва-
ния остальных: 

AUr/c=KN—KAUr. (7) 

Как видно из уравнения (7), по наклону кривых 1, 2 (рис. 4) мож-
но определить константу связывания ГП с мембраной для обоих типов 
Б Л М : ДПОФХ=(9,97±2,83) • 104 М - 1 (5 мембран) и /ШОФХ+ХПГ=(4,79± 
± 1 , 1 6 ) ' 1 0 4 М - 1 (6 мембран). Эти величины не отличаются статистиче-
ски значимо (исходя из критерия Стьюдента). Таким образом, констан-
ты связывания ГП с Б Л М не отличаются для использованных нами 
липидных составов и сравнимы с константами связывания гидрофоб-
ных флуоресцентных зондов [12]. Это является еще одним доказатель-
ством высокого сродства ГП с липидами. 

Из полученных данных видно, что основная часть молекул ГП ско-
рее всего не проходит через Б Л М насквозь или не индуцирует в ней 
существенных стационарных структурных изменений, так как это вы-
звало бы образование пор в мембране и ее проводимость резко воз-
росла бы. Вероятнее всего, в темноте (за время 10—15 мин) ГП ад-
сорбируется на поверхность мембраны и/или связывается с липидны-
ми головками, расположенными на поверхности мембраны. 

Результаты спектральных измерений :[13] подтверждают, что мо-
лекулы ГП встраиваются в мембрану. Размеры молекулы ГП сравни-
мы с величиной липидных головок, поэтому при ее встраивании между 
головками липидов нарушается упорядоченная структура поверхности 
мембраны, что может повлиять на упорядоченность структуры ее гид-
рофобной области. Это подтверждается уменьшением Ех после добав-
ления ГП. Более рыхлая структура гидрофобной области мембраны 
приводит к более свободному движению углеводородных хвостов ли,ч 
пидов. Следовательно, вязкость БЛМ, как и наблюдалось в экспери-
менте, падает. 
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Увеличение значений Е х и ц после начала освещения лазером свя-
зано скорее всего с более глубоким проникновением молекул ГП 
внутрь мембраны (в область хвостов липидов). Поведение мембранно-
го потенциала не противоречит сделанным выше предположениям. 

Молекула ГП несет распределенный отрицательный заряд. Поверх-
ность мембраны заряжена положительно. При адсорбции ГП на мем-
брану отрицательный заряд молекулы ГП компенсирует положитель-
ный заряд мембраны. Продвижение молекул ГП в область положи-
тельно заряженных головок приводит к дальнейшему падению мем-
бранного потенциала. Дальнейшее движение молекулы в область ней-
тральных липидных хвостов вызывает некоторое повышение мембран-
ного потенциала. Стабилизация к этому времени таких параметров, как 
Е± и г], позволяет предположить, что ГП при темновой инкубации ло-
кализуется в области границы между хвостами и головками липидов. 

Повышение мембранного потенциала при освещении указывает на 
более глубокое проникновение молекулы ГП. Его выход на стационар-
ный уровень (в течение 20—25 мин), вероятно, указывает на локали-
зацию ГП в области липидных хвостов. 

Полученные результаты отражают лишь одну сторону взаимодей-
ствия ГП с клеткой — взаимодействие ГП с ее липидным бислоем. 
Как мы показали выше, при этом не происходит существенного изме-
нения проводимости БЛМ. Известно, однако, что ГП накапливается в 
клетках [1, 2]. В случае плазматической мембраны клеток ГП прони-
кает внутрь клетки, по всей вероятности, через неоднородности, име-
ющиеся на границе между белками и липидным бислоем. 
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