
Письма в ЖЭТФ, том 121, вып. 3, с. 240 – 246 © 2025 г. 10 февраля

Определение характера взаимодействия биоактивных ионов

с фосфолипидными мембранами методами нелинейной микроскопии

М. Ю. Еремчев1), А. В. Наумов

Троицкое обособленное подразделение Физического института имени П.Н.Лебедева РАН, 108840 Троицк, Москва, Россия

Поступила в редакцию 5 декабря 2024 г.
После переработки 11 декабря 2024 г.

Принята к публикации 12 декабря 2024 г.

Исследование электростатических и химических взаимодействий и превращений на поверхности ли-
пидных мембранах имеет ключевое значение для оценки эффективности и токсичности различных ле-
карственных препаратов, а также механизмов их доставки. Описание этих взаимодействий на молекуляр-
ном уровне требует применения высокочувствительных неинвазивных методов. В данной работе пред-
ставлены экспериментальные результаты, демонстрирующие потенциал микроскопии генерации второй
гармоники при исследовании электрохимических процессов затрагивающих структуру узкого гидрат-
ного слоя (< 1 нм) модельных клеточных мембран. На примере биоактивных ионов калия и кальция
различной концентрации показана уникальная чувствительность данного метода к изменению значения
поверхностного потенциала мембран. Повышение ионной силы раствора выше 15 мМ в случае ионов
кальция приводит к полной нейтрализации поверхности мембраны, в то время как ионы калия лишь
частично экранируют поверхностный заряд мембраны. Показано, что изменение структуры и состава
мембран приводит к возникновению стерических эффектов во взаимодействии головных групп липидов
с молекулами воды в гидратном слое.
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Введение. Современные методы фотоники иг-
рают ключевую роль в развитии междисциплинар-
ных исследований, открывая новые горизонты для
понимания биологических процессов на молекуляр-
ном уровне [1–6]. Нелинейно-оптическая микроско-
пия стала мощным инструментом визуализации био-
логических объектов, обеспечивающая безмаркер-
ную, неинвазивную и химически специфическую ви-
зуализацию сложных тканей с субклеточным разре-
шением [7]. В частности, микроскопия генерации вто-
рой гармоники (ГВГ) обрела широкую популярность
как инструмент визуализации биологических тканей
благодаря уникальным правилам отбора запрещаю-
щим когерентную генерацию фотонов от симметрич-
ных/изотропных сред [8]. Это делает ГВГ микроско-
пию исключительно чувствительной к асимметрич-
ным структурам в изотропных средах, таким как
коллаген или фибриллярные белки [9–11].

Развитие этого метода имеет также особое зна-
чение для неинвазивного исследования процессов на
поверхности липидных мембран. Биологические ли-
пидные мембраны образуют сложный динамичный
барьер между внутренним объемом живой клетки и
окружающей средой. Изучение электрических и хи-
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мических взаимодействий между ионами и липидны-
ми мембранами имеет решающее значение для по-
нимания клеточных функций [12–14]. Положительно
заряженные катионы приводят к изменению струк-
туры двойного электрического слоя [15], формиро-
ванию химически связанных кластеров [16], моди-
фикации гидратации полярных групп липидов [17],
нейтрализации и даже изменению заряда мембраны
[18]. При этом двухвалентные ионы оказывают суще-
ственное воздействие на структуру поверхности ани-
онных мембрану уже при микромолярных концен-
трациях [19], в сравнении с моновалентными иона-
ми, воздействие которых становится сопоставимым
при концентрациях на 3–5 порядков выше [20]. Эти
взаимодействия влияют на структуру, динамику и
электростатический потенциал мембран [17], образо-
вание микродоменов [21], а также могут индуциро-
вать деформацию мембраны [22, 23]. Состав липид-
ной мембраны и ионного окружения вокруг действу-
ющих ионных каналов может существенно отличать-
ся от состава невозмущенной мембраны [24]. Одна-
ко изучение этих процессов затруднено, из-за труд-
нодоступности и хрупкости мембран, подвешенных
в водной фазе, что требует использования неинва-
зивных методов визуализации и диагностики с изби-
рательной чувствительностью к интерфейсам. Боль-
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шинство исследований липидных мембран произво-
дится с помощью методов флуоресцентной микро-
скопии, требующих внедрение в состав мембраны ис-
кусственных молекул красителя [25]. Как следствие,
практически отсутствуют знания о роли гидратации
мембран, несмотря на то, что без воды липидный бис-
лой мембран существовать не может.

Вследствие избирательности по симметрии метод
ГВГ является исключительно чувствительным для
изучения и визуализации интерфейсов [26]. Причем в
случае границы раздела двух изотропных сред, нели-
нейный контраст, как правило, возникает в пределах
нескольких нанометров в направлении, перпендику-
лярном поверхности [27]. Из-за низкого нелинейно-
го отклика упорядоченных молекул на поверхности
этот тип экспериментов традиционно проводился с
использованием резонансного усиления [28, 29], либо
в режиме одноканального детектирования c больши-
ми временами накопления (от десятков минут до ча-
сов). Развитие методов нелинейной микроскопии за
последние 10 лет позволило расширить границы при-
менимости данного метода, что позволило проводить
безмаркерную визуализацию водных интерфейсов (в
том числе и мембран) с субсекундным временным
разрешением [30–32].

Основным источником ГВГ контраста в дан-
ном методе являются упорядоченные (за счет элек-
трохимических взаимодействий) молекулы воды в
непосредственной близости от интерфейса, форми-
рующие так называемый гидратный слой мембра-
ны [33, 34]. Взаимодействие с ионами и молекулами
в окружающем растворе оставляет специфический
след в структуре данного слоя, который может быть
количественно измерен в ГВГ контрасте. Данный ме-
тод был успешно применен для исследования про-
странственного распределения двухвалентных ионов
в гидратном слое мембран, что позволило описать
неизвестный ранее процесс транспорта таких ионов
через липидные мембраны [35, 36].

В данной работе представлены результаты, де-
монстрирующие потенциал данного метода при ис-
следовании электрохимических процессов, затраги-
вающих структуру гидратного слоя модельных кле-
точных мембран. В частности, исследовано влияние
валентности и концентрации ионов на электростати-
ческое экранирование мембран, а также показано,
что структура гидратного слоя мембраны подверже-
на влиянию стерических эффектов, а также форми-
рованию двойного электрического слоя.

Результаты. Представленные в данной ра-
боте исследования проводились на модельных
липидных мембранных в виде гигантских однослой-

ных везикул, позволяющих точно контролировать
как состав мембраны, так и состав водных рас-
творов по обе стороны от мембраны. Везикулы
были сформированы методом спонтанного роста
на полимерной подложке [37] из смеси нейтраль-
ных (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPhPC)) и анионных липидов (1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphate (DPhPA) или 1,2-diphytanoyl-sn-
glycero-3-phospho-L-serine (DPhPS)). Распределение
липидов в таких везикулах получается однородным,
что обеспечивает равные величины поверхност-
ных зарядов на обеих сторонах мембраны. Как
следствие, ориентация и структура молекул воды
в гидратных слоях мембраны внутри и снаружи
везикулы в среднем также одинаковая. Как было
показано ранее, сформированная таким образом
везикулы не могут быть визуализированы в контра-
сте ГВГ [31]. Это происходит из-за деструктивной
интерференции возникающих нелинейных волн от
близко расположенных и противоположно направ-
ленных интерфейсов мембраны. Количественно,
интенсивность ГВГ можно выразить через значение
поверхностных потенциалов на обеих сторонах
мембраны [38]:

I(2ω) ∝ I(ω)2|Φ0,1 − Φ0,2|2, (1)

где Φ0 – поверхностный потенциал на внутрен-
ней/внешней стороне мембраны. Таким образом, воз-
никновение ГВГ сигнала возможно только при ∆Φ0

отличном от нуля, т.е. при возникновении транс-
мембранного электростатического потенциала. Та-
кие условия можно достичь, например, за счет изме-
нения ионного состава или pH окружающего раство-
ра на одной стороне мембраны, как схематично пока-
зано на рис. 1а. Эти изменения приведут к частично-
му или полному разупорядочиванию молекул воды в
гидратном слое мембраны и, как следствие, к возник-
новению ГВГ контраста. Рисунок 1b показывает ги-
стограмму усредненного ГВГ сигнала от симметрич-
ных по составу везикул, помещенных в водные рас-
творы с ионами калия и кальция при разных концен-
трациях (ионных силах). Во всех экспериментах ве-
зикулы помещались в изоосмолярные условия, чтобы
исключить влияния эффектов, связанных с осмоти-
ческим давлением. Обработка результатов произво-
дилась для везикул одинакового размера (∼ 20 мкм в
диаметре). Усреднение проводилось как минимум по
10 различным везикулам.

Из рисунка 1b видно, что интегральная интен-
сивность ГВГ сигнала зависит от концентрации и
валентности ионов, а значит и от величины ион-
липидных взаимодействий. Моновалентные и двух-
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Рис. 1. (Цветной онлайн) (а) – Схематическое представление анионной липидной мембраны с асимметричной струк-
турой гидратных слоев с одной и другой стороны, что делает ее активной в контрасте ГВГ. (b) – Гистограмма рас-
пределения средних интенсивностей одинаковых по составу анионных везикул (1:1 DPhPC:PA), помещенных в водные
растворы с ионами калия и кальция при разных концентрациях. Последняя колонка соответствует таким же по составу
везикулам, помещенным в водный раствор с 5 мМ CaCl2 и 100 мМ KCl

валентные ионы калия и кальция с одинаковой ион-
ной силой в 15 мМ в растворе (I = 1

2

∑N
i=1 ciz

2
i ,

где ci – молярная концентрация ионов, zi – заряды
ионов) оказывают различное воздействие на струк-
туру гидратного слоя мембран. Ионы кальция обра-
зуют химически связанные кластеры с анионными
липидными группами, что может приводить к пол-
ной нейтрализации части интерфейса [18], в то время
как ионы калия за счет электростатического экрани-
рования лишь уменьшают дебаевскую длину взаи-
модействия. Добавление существенно меньших кон-
центраций двухвалентных ионов кальция все равно
приводит к большему возмущению структуры гид-
ратного слоя мембран, по сравнению с моновалент-
ными ионами (15 мМ KCl против 100 мкМ CaCl2 на
рис. 1b).

Увеличение концентрации CaCl2 в растворе вы-
ше 5 мМ (вплоть до 20 мМ, когда мембраны стано-
вятся нестабильными и легко лопаются) не приводит
к дальнейшему увеличению интенсивности ГВГ. Это
свидетельствует о достижении режима полной ней-
трализации внешней поверхности мембраны. Данное
наблюдение дополнительно подтверждается в экспе-
риментах, в которых помимо 5 мМ CaCl2 во внеш-
нем растворе присутствует 100 мМ KCl. Как видно
из гистограммы 1b, это не приводит к дальнейшему
увеличению интенсивности ГВГ сигнала, что явля-
ется дополнительным подтверждением полной элек-
тростатической нейтральности внешней поверхности
мембраны при концентрации ионов кальция в 5 мМ.

Полученные экспериментальные данные позволя-
ют оценить различие в константах связывания KD

между ионами кальция/калия и анионными липида-
ми в мембране. Отношение ГВГ интенсивности от

везикул помещенных во внешний раствор калия и
кальция одинаковой ионной силы в 15 мМ в соот-
ветствии с рис. 1b составляет IСa2+/IK+ = 8.3. Со-
гласно формуле 1, это, в свою очередь, приводит к
разнице возникающего трансмембранного потенциа-
ла в 2.9 раз, что в свою очередь пропорционально
изменению свободной энергии взаимодействия ∆G

(∆G = 2e∆Φ0). Константу ион-липидной диссоциа-
цииKD можно оценить из ∆G ∝ −RT ln(KD). Таким
образом, наблюдаемая константа диссоциации для
ионов кальция примерно на 3 порядка выше констан-
ты диссоциации моновалентных ионов калия. Кон-
станта ассоциации ионов калия к анионным липи-
дам известна из литературы и составляет порядка
0.2 М−1 [20, 39], в то время как литературные зна-
чения констант ассоциации ионов кальция, получен-
ных разными методами, достаточно сильно разнятся
между собой. К примеру, значение константы дис-
социации ионов кальция к фосфатидилсериновым
(PS) мембранам, полученных методом электрокине-
тической подвижности, составляет порядка 1–10 М−1

[16, 40], в то время как изотермическая калориметрия
титрования дает существенно большие величины: от
10–20 М−1 [41] до 102−104 М−1 [19, 22, 42]. Несмот-
ря на наблюдаемый разброс значений, литературные
данные сходятся на том, что константа ассоциации
кальция должна быть на несколько порядков выше
константы ассоциации калия, что хорошо согласует-
ся с данными, полученными в данной работе.

Полученный режим полного электростатическо-
го экранирования открывает возможность для иссле-
дования взаимодействий только на внутренней по-
верхности мембраны. Интенсивность наблюдаемого
сигнала в таком случае будет пропорциональна по-
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верхностному потенциалу исключительно внутрен-
ней поверхности мембраны: I(2ω) ∝ I(ω)2|Φ0|2. Дан-
ный прием будет использован в дальнейшем для ис-
следования структуры гидратного слоя мембраны в
зависимости от плотности поверхностных зарядов и
химической структуры головных групп липидов.

Рисунок 2 показывает распределение интенсив-
ности ГВГ сигнала для везикул, сформированных из
смеси анионных/нейтральных липидов в соотноше-
нии 1:1 и 1:9, помещенных в 5 мМ водный раствор
CaCl2. Для каждого типа образца было измерено не
менее 10 различных везикул. В исследуемых мембра-
нах количество анионных головных групп отличает-
ся в 5 раз, что в случае полной ионизации должно
приводить к разнице ГВГ сигнала в 25 раз. Одна-
ко наблюдаемое отношение средних значений интен-
сивности двух смесей липидов составляет лишь 3.4.
Наблюдаемое отличие между анионными везикула-
ми разного состава, вероятно, связано с формирова-
нием двойного электрического слоя катионов на по-
верхности мембраны, а также с неполной ионизацией
липидов (большая часть анионных липидов на внут-
ренней поверхности мембраны остается не ионизиро-
ванными) [43, 44].

Рис. 2. (Цветной онлайн) Сравнение ГВГ интенсивно-
стей от везикул с различным анионным составом, по-
мещенных во внешний раствор CaCl2

Как было показано выше, ГВГ весьма чувстви-
тельна к изменению электростатического окружения
липидных мембран за счет влияния ионного соста-
ва раствора и поверхностной плотности зарядов на
упорядочение молекул воды на интерфейсе. Для то-
го, чтобы показать влияние молекулярного строения
липидов на структуру гидратного слоя мембран, бы-
ла проведена серия экспериментов, в которой при
неизменном электростатическом составе и окруже-
нии мембран, менялась структура головных групп
анионных липидов. Рисунок 3а показывает структу-

ру анионных липидов DPhPA и DPhPS, используе-
мых в формировании мембран. Обе молекулы имеют
схожее строение и отличаются лишь на дополнитель-
ную функциональную группу L-серин в молекулах
DPhPS (отмеченной на рис. 3а).

Рисунок 3b показывает сравнение средних ГВГ
интенсивностей от везикул, сформированных из сме-
си анионных (DPhPS/A) и нейтральных (DPhPC)
липидов в соотношении 1:1, помещенных в 5 мМ вод-
ный раствор CaCl2. Интенсивность ГВГ от мембран
с головными группами PA примерно в 2.6 раза выше,
чем от мембран с группами PS. Это различие может
быть объяснено стерическим эффектом – головная
группа PA меньше по размеру, что делает ее более
открытой для взаимодействия с молекулами воды.
Напротив, присутствие L-серин группы в липидах PS
усложняет доступ молекул воды к отрицательно за-
ряженной части фосфолипида, что также уменьшает
доступный объем взаимодействия.

Изменение состава гидрофобного ядра мембраны
путем использования липидов с различной структу-
рой жирных кислот, а также добавления молекул хо-
лестерина не приводило к заметному изменению ин-
тенсивности ГВГ для обеих групп везикул (PS и PA).
Это означает, что упаковка и упорядоченность мо-
лекул липидов в мембране не влияет на структуру
гидратного слоя.

Материалы и методы.

Формирование везикул. Гигантские однослойные
везикулы были сформированы методом спонтанно-
го роста на полимерной подложке из поливинилово-
го спирта (ПВС), который был нанесен на покров-
ное стекло. Липиды каждого вида (DPhPC, DPhPA,
DPhPS) растворялись в хлороформе до достижения
концентрации в 5 мг/мл. Полученные растворы сме-
шивались в нужной пропорции (1:1 или 1:9) и оса-
ждались на подложку ПВС с помощью пипеточно-
го дозатора. После испарения хлороформа, к липид-
ной пленке добавлялся раствор сахарозы требуемой
концентрации, чтобы соответствовать осмолярности
раствора с ионами. Рост везикул происходил в тече-
ние 15–20 мин, после чего везикулы перемещались в
чашку Петри (с помощью пипеточного дозатора), за-
полненную раствором глюкозы, а также солью KCl
и/или CaCl2. Концентрация глюкозы также подби-
ралась из расчета изоосмолярных условий внутри и
снаружи везикулы. Используемые липиды находятся
во флюидной фазе в широком диапазоне температур,
включая комнатную.

Экспериментальная установка. Регистрация
ГВГ изображений производилась на созданном в
лаборатории нелинейном микроскопе. В плоскости
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Рис. 3. (Цветной онлайн) (a) – Химическая структура анионных липидов DPhPS и DPhPA. (b) – Сравнение ГВГ ин-
тенсивностей от везикул имеющих различную структуру анионных липидов, помещенных во внешний раствор CaCl2.
(с) – Схематическая визуализация взаимодействия анионных головных групп с молекулами воды в гидратном слое

образца создавалось широкопольное пятно возбуж-
дения 80 мкм в диаметре за счет фокусирования
фемтосекундного лазерного излучения (1030 нм,
400 кГц, < 200 фс) 200 мм линзой в заднюю фо-
кальную плоскость водо-иммерсионного объектива.
Сигнал от образца собирался в геометрии на про-
пускание с помощью второго водо-иммерсионного
микрообъектива и регистрировался с помощью
высокочуствительной камеры. В схеме регистрации
присутствовал набор интерференционных фильтров
и дихроичных зеркал для спектрального разделения
ГВГ сигнала (515 нм) от лазера накачки (1030 нм).

Заключение. Представленные в данной работе
результаты демонстрируют высокий потенци-
ал микроскопии генерации второй гармоники
для неинвазивной характеризации молекулярных
физико-химических процессов на поверхности ли-
пидных мембран. Хотя модельные системы, с одной
стороны, не позволяют учесть всего разнообра-
зия электрохимических взаимодействий присущих
клеточным мембранам, однако они являются иде-
альной системой для изучения определенных типов
взаимодействия, которые сложно измерить без
интерференции от внешних факторов. В настоящей
работе показано, что валентность и концентрация
ионов в значительной мере влияют на структуру
гидратного слоя мембраны. Увеличение количе-
ства анионных липидов в мембране не приводит
к пропорциональному увеличению поверхностного
потенциала за счет неполной ионизации липидов
и формирования двойного электрического слоя.

Изменение химической структуры головных групп
липидов при неизменном заряде поверхности приво-
дит к появлению стерических эффектов, связанных
с труднодоступностью отрицательно заряженных
групп молекулами воды. В дальнейшем накопленная
база знаний позволит исследовать более сложные
процессы, связанные с влиянием осмотического
давления, переносом ионов и веществ через мем-
брану, а также взаимодействием с различными
наночастицами.
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