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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТЕМПЕРАТУР СТРУКТУРНО-ФАЗОВЫХ 
ПЕРЕСТРОЕК В МОДЕЛЬНЫХ И БИОМЕМБРАНАХ 
ПО СПЕКТРАЛЬНЫМ ХАРАКТЕРИСТИКАМ МЕРОЦИАНИНА 540 

Изучены спектры поглощения и флюоресценции цианинового красителя мероцианина 
540 (М540) в органических растворителях, липосомах из различных классов липидов, 
в микросомах печени крыс и эритроцитах. Показано, что наряду с известным способом 
определения температур фазовых переходов Tn по спектрам поглощения M540 воз-
можно определение этого показателя по изменению квантового выхода мономеров, 
причем предлагаемый метод является более простым. Проведено сопоставление обоих 
методов. 

Введение. Среди структурных перестроек биомембран различной при-
роды, вызываемых множеством физико-химических факторов, термо-
индуцированные структурно-фазовые переходы являются наиболее 
неблагоприятными, а иногда и гибельными для организма [1]. Изу-
чение механизмов переходов и динамической структуры бислоя воз-
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можно различными методами [2], среди которых метод флюоресцент-
ных зондов стал традиционным [3]. Анионный цианиновый краситель 
мероцианин 540 (М540) в последние годы широко используется в фо-
тобиологии и фотомедицине /[4] для исследования структуры и функ-
ций биологических мембран. Учитывая широкие прикладные возмож-
ности М540, возникает необходимость дальнейшего углубления знаний 
0 его фотофизике, зависимости спектральных параметров от природы 
окружения и температуры. 

Настоящая работа посвящена изучению спектральных характерис-
тик М540 в липидных дисперсиях и их применению для определения 
температур структурно-фазовых перестроек в модельных и био-
мембранах. M 

Материалы и методы. Фотометрические измерения проводили на 
спектрофотометре Шимадзу MPS-5000 (Япония), флюориметрические — 
на спектрофлюориметре Хитачи MPF-4 (Япония) в кюветах толщиной 
1 см. Поправочные коэффициенты для учета эффекта экранирования 
света вводили согласно [3]. Погрешность измерений не превышала 
5 %. В работе использовали димиристоилфосфатидилхолин (ДМФХ) 
фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) . Липосомы готовили стандартным способом 
[5]. Суспензии липидов обрабатывали ультразвуком на дезинтеграторе 
УЗДН-2Т в трубчатом излучателе в течение 10 мин. 

Результаты и обсуждение. В спектрах поглощения М540 в орга-
нических растворителях (табл. 1) при увеличении диэлектрической 
проницаемости ε наблюдается батохромное смещение полос мономера 
и димера [8]. Длинноволновая полоса мономера чувствительна к мик-
роокружению и может быть индикатором эффективной диэлектриче-
ской проницаемости. Отсутствие линейной корреляции между ε раст-
ворителя и Яшахмон связано с различной сольватацией аниона [9]. 

В спектрах поглощения М540, локализованного в суспензии липо-
сом из различных липидов, имеет место равновесие между мономер-
ными молекулами и димерами в бислое, что проявляется в изменении 
коэффициента молярного погашения по отношению к водному раство-
ру. Соотношение оптических плотностей мономера и димера составля-
ет 1 : 3 [7]. В табл. 2 приведены спектральные параметры М540 в 
липидных дисперсиях. Из сопоставления данных табл. 1 и 2 можно 
оценить, аналогично [10], локальную диэлектрическую константу окру-
жения М540 в липидном бислое, находящуюся в пределах ε* = 2—6 для 
различных классов липидов при соотношении [липид] / [М540] > 100. 

В работе [7] предложен метод фиксации термоиндуцированных фа-
зовых перестроек в водных растворах дипальмитоилфосфатидилхолина 
и его аналогов, основанный на соотношении оптических плот-
ностей мономеров М540 в бислое и димеров в воде ^ = D564 нмАОеоо им-

Т а б л и ц а 1 
Полосы поглощения М540 в различных растворителях 

Растворитель 

Вода 84,2 (0 °С) 1,84 
Д и м е т и л с у л ь ф о к с и д 49 3,90 
Т е т р а х л о р э т а н 39 (20 0C) 1,75 
Э т и л е н г л и к о л ь [7] 37 2,30 
Ацетонитрил 26,5 3,45 
О к т а н о л [7] 10 1,60 
И з о п р о п и л о в ы й 
спирт 8,77 1,69 
Х л о р о ф о р м [7] 4,0 1,27 
Б е н з о л [7] 2,0 0 

Ί 0 505 0,68 540 0,6 1 
10 538 0,94 568 2,03 
10 545 0,25 577 0,6'1 
0,5 — — 557 1,03 

10 530 0,81 562 2,08 
0,5 — — 565 1,68 

10 535 1,03 565 2,69 
0,5 — — 570 1,6 
0,5 — — 574 2,05 
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На рис. 1 приведена зависимость оптической плотности D от тем-
пературы для М540 в воде и липосомах из Д М Ф Х и сфингомиелина 
при соотношении липид/краситель ~ 3 0 0 : 1 . Ход кривых отражает 
смещение равновесия в сторону образования мономеров как для полос 

Я т а х м о н = 574 нм, 577 HM ( 4 , <?), так и Я т а х д и м = 5 3 7 нм, 540 нм (2, 1). 

Рис. 1. С п е к т р ы п о г л о щ е н и я и ф а к т о р г (T) мероцианина 540 (1,25· 10~5 М ) в липид-
ных дисперсиях : Iy 4 — липосомы из Д М Ф Х (0,3 м г / м л ) ; 2, 3 — липосомы из сфинго-
миелина (0,3 м г / м л ) 

Рис . 2. З а в и с и м о с т ь спектра флюоресценции мероцианина 540 (1 ,25 · 10~ 6 М) о т тем-
п е р а т у р ы : 1 — раствор М540 в H 2 O ; 2— М540 в л и п о с о м а х из Д М Ф Х (0,3 мг/мл; 
трис -HCl , р Н 7 ,4); 3 — М540 в р а с т в о р е теней э р и т р о ц и т о в (трис-НС1, рН 7,4; 
Сбелка = 0 ,3 МГ/МЛ) 

Согласно [11], при соотношении концентраций [ФХ]/[М540] < 2 спектр 
поглощения представляет собой суперпозицию спектра в воде и мемб-
раносвязанного димера, при [ФХ] / [М540] > 10 преобладают мембра-
носвязанные мономеры и димеры, в промежуточной области 2 < [ Ф Х ] / 
/ [М540] < 10 имеем суперпозицию спектров раствора и мембраносвя-
заппых мономеров и димеров. В исследуемых нами мембранных 
структурах и липосомах соотношение [липид] / [М540] > 10. 

Температура структурно-фазового перехода для ДМФХ, вычислен-
ная дифференцированием зависимости г (T) (см. рис. 1), составила 
26,0d=0,5 °С, что согласуется с величиной 24,5 °'С [12]. 

Учитывая высокие константы связывания М540 с липидами (Kc = 
= 8· IO4 M"1 для ФХ липосом), белками (/Cc = 2- IO5 M" 1 для САЧ) и 
отсутствие люминесценции димеров М540 в бислое [13], можно пред-
положить, что основной вклад в люминесценцию мономеров дают 
мембраносвязанные молекулы красителя. В этом случае флюоресцен-

Т а б л и ц а 2 
Спектральные характеристики М540, связанного с липидами 

4 5 to* 
I LO 

Липид и S о S к о Ч S 
' о ' , 

С к 
о 5 

о 

I 53 ь s JS 
<< 

• υ 
S 7 
S- ι 

χ X 
о SS S Є «< 

. υ 
ΣΠ T ° 
S > 
ού 

Ф о с ф а т и д и л х о л и н 0,3 1,25 535 1,12 570 1,04 
Ф о с ф а т и д и л х о л и н 0,3 1,25 540 0,74 572 1,22 
К а р д и о л и п и н 0,3 5,0 540 0,7 572 1, II 
Д и м и р и с т о и л ф о с ф а т и д и л х о л и н 0,3 5,0 537 0,84 574 1,37 
Ф о с ф а т и д и л х о л и н [7] 0,3 — — — 567 1,8 
Ф о с ф а т и д и л с е р и н [7] 0,3 — — — 561 0,81 
Сфингомиелин 0,5 4,0 540 1,09 577 0,88 
М и к р о с о м ы Э Р печени 0,5 4,0 540 0,58 575 1,14 
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ция мономеров должна быть чувствительной к локальному изменению 
их окружения в биомембране. На рис. 2 представлены зависимости от 
температуры ( λ = 5 8 6 нм) М540 в H2O ( / ) , ДМФХ (2) и тенях 
эритроцитов человека (3). В воде наблюдается монотонное уменьше-
ние квантового выхода красителя (кривая 1). Температура фазового пе-
рехода ДМФХ, полученная сплайн-интерполяцией зависимости I флН 

(См54о) с последующим дифференцированием, составила 25 ,5+0 ,5 °С. 
В мембранах теней эритроцитов человека зарегистрированы термотроп-
ные переходы при 25 и 40 °С. Согласно [14], переход в области 20— 
25 °С зависит от взаимодействия белков цитоскелета с мембранными 
белками, а при 40 °С — вызван изменением состояния агрегации мо-
лекул спектрина. 

Таким образом, с помощью цианинового красителя М540 наряду 
с определением электростатического потенциала, микроскопической 
диэлектрической проницаемости появляется возможность исследования 
по флюоресценции мономеров М540 структурно-фазовых перестроек в 
биомембранах. 

Р е з ю м е . Вивчено спектри поглинання і флюоресценції ціанінового барвника 
мероціаніна 540 (М540) в органічних ,розчинниках, ліпосомах із різних класів ліпідів, 
в мікросомах печінки щурів та еритроцитах. Показано, що поруч із відомим способом 
визначення температур фазових переходів 1 η за спектрами поглинання М540 стає м о ж -
ливим визначення цього показника за зміною квантового виходу мономерів, причому 
запропонований метод є простішим. Проведено з іставлення обох методів. 

S u m m a r y . Absorpt ion and f luorescence spectra of cyanine dye merocyanine 540 
(M540) in o rgan ic solvents , l iposomes f r o m d i f fe ren t c lasses of lipids, in r a t liver micro-
somes and ery throcytes were s tudied. It was shown that toge ther with the known w a y 
of de te rmina t ion of t empera tu re s of phase t r ans i t ions T0

n f r o m absorpt ion spectra of 
M540, de te rmina t ion of T0

n f r o m q u a n t u m yield of monomers w a s possible; at the s a m e 
t ime the method proposed w a s more simple. Compar i son of both methods w a s carr ied out . 
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