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Рассмотрено поглощение ультразвуковых волн в суспензиях эритро­
цитарных мембран («тени» эритроцитов) импульсным методом в диапа­
зоне частот 12—68 МГц в зависимости от концентрации, pH, ультразву­
ковой обработки и других модифицирующих факторов среды. Получен­
ные результаты показали, что поглощение ультразвуковой энергии 
обусловлено наличием структурпой релаксации в использованном час­
тотном диапазоне. На основе проведенного анализа высказано предпо­
ложение, что наиболее вероятными механизмами обнаруженной струк­
турной релаксации являются внутримембранные конформационные взаи­
модействия. Минимальные времена релаксации указанных равновесных 
перестроек составляют 10~7—10—8 с. Обработка «теней» эритроцитов ка­
витационным ультразвуком (интенсивность 4 Вт/см2 излучающей по­
верхности, частота 750 кГц) приводит к изменению структуры мембраны, 
регистрируемому методом спинового зонда. Ультразвуковая фрагмента­
ция «теней» идет до некоторого критического предела и сопровождается 
частичной потерей мембранного белка. Нарушение конформационных 
взаимодействий в озвученных мембранах эритроцитов приводит к умень­
шению коэффициента поглощения ультразвука в использованном диапа­
зоне частот.

Изучение акустических свойств биологических объектов при различ­
ных физико-химических условиях среды дает возможность получать ин­
формацию о структурных и конформационных процессах, времена релак­
сации которых сравнимы с периодом ультразвуковых волн ( 1 0 “ °—1 0 - 9  с) 
[1—3]. Измеряемые при этом параметры, характеризующие структуру и 
механические свойства биомакромолекул и клеток, могут служить сущест­
венным дополнением к характеристикам, получаемым с помощью других 
физических и химических методов исследования. Значительный интерес 
в этой связи представляют биологические мембраны, в том числе мембра­
ны эритроцитов — нативные и подвергнутые различным воздействиям. 
Применение акустических методов может быть полезным для понимания 
некоторых свойств биологических мембран. В  настоящее время исполь­
зуется довольно большое число физических и биохимических методов для 
изучения свойств «теней» эритроцитов (изолированные препараты плаз­
матических мембран эритроцитарных клеток) [4,5] ,  однако в литературе 
практически отсутствуют данные относительно их динамических и вязко- 
упругостных свойств. Накопленные к настоящему времени данные по 
анализу взаимодействия ультразвука с биомолекулами позволили выявить 
механизмы ультразвукового поглощения, которые связаны с гидратными 
и коиформационными переходами, относительно вязким течением между 
частицами и средой, с внутримолекулярными взаимодействиями и т. д.
[1 -3 ] .

Авторы исследовали акустические характеристики суспензий «теней» 
эритроцитов и их изменения в зависимости от концентрации и pH среды
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и в результате влияния кавитационного ультразвука. Анализ полученных 
экспериментальных данных может быть полезным для выявления релак­
сационных процессов в биологических мембранах на ультразвуковых 
частотах.

Мы использовали препараты «теней» эритроцитов, свободные от при­
месей гемоглобина, которые получали из свежей цитратной бычьей крови 
методом ступенчатого осмотического лизиса [6 ]. Концентрацию препара­
тов «теней» эритроцитов мы определяли по содержанию мембранного 
белка (по Лоури). Содержание липидов, экстрагированных в смеси хло­
роформа и метанола, определялось весовым методом [7], качественный 
липидный состав теней эритроцитов, нативных и подвергнутых ультра­
звуковой обработке, анализировался методом тонкослойной хроматогра­
фии [7]. Экспериментально найденные соотношения белок —липид в ис­
следованных препаратах составили 1,3—1,6.

Поглощение ультразвука в суспензиях теней эритроцитов измеряли 
на импульсной установке, как и в работе [3], при 20° С, в диапазоне 
частот 12—68 МГц. Коэффициент поглощения а / / 2 на каждой измеряемой 
частоте определялся по формуле a //2=In  (U 2/U i)/A lf, где AZ — прираще­
ние акустического пути в см, U2 и £/, — амплитуды напряжения, соответст­
вующие разным толщинам исследуемой жидкости, / — частота. Погреш­
ность измерений составляла ± 3 % .  Скорость распространения ультразвука 
в суспензиях (а, м/с) измерялась импульсно-интерферометрическим 
методом на частоте 20 МГц с использованием электронно-счетного часто­
томера; погрешность метода составляла 0,01%. В суспензиях «теней» 
эритроцитов измерялись кинематическая вязкость г\0тп на вискозиметре 
Оствальда при Т = 20° С, причем погрешность измерения времени истече­
ния жидкости составляла ± 0 , 1  с, и плотность среды (р) — пикнометриче­
ским методом. Сдвиговую вязкость г)я, характеризующую относительное 
движение суспендированных частиц по отношению к растворителю, мы t

Тр-теля лрассчитывали по формуле ца=т]р..теля----- ---------- ; Щ* составляла
Т р - р а  Т р - т€ля

±0,00001 пз. Так называемое классическое поглощение ультразвука мы 
рассчитывали по формуле (а //2)„Ласс=Ц8 *8 я 2/Зрм3. Исследуемые суспензии, 
в объеме 5 мл подвергались воздействию кавитационного ультразвука 
с частотой 750 кГц; в качестве излучателя использовалась пьезокварцевая 
пластина диаметром 5 см и фокусным расстоянием излучателя 10 см, 
интенсивность составляла 4 Вт/см2 излучающей поверхности. Для анализа 
конформационных свойств теней эритроцитов использовался метод спи­
нового зонда. В  качестве спинового зонда мы применяли 2,2,4,4-тетраме- 
тил-5,6-бензо-1,2,3,4-тетрагидро-карболин-3-оксил. Зонд вводился в сус-. 
пензию «теней» эритроцитов в виде раствора в этаноле (концентрация, 
зонда 5-10“ 4 М, этанола ~ 3 % ) .  Спектры ЭПР регистрировались на радио­
спектрометре РЭ1301 при температуре 20°±2° С.

Наличие структурной релаксации в среде в исследуемой области 
частот определяется при исследовании поглощения ультразвука как функ­
ции частоты. На фиг. 1 представлены частотные зависимости коэффициент, 
та поглощения в суспензиях «теней» эритроцитов при различных концен­
трациях препаратов. При увеличении концентрации «теней» наблюдается 
увеличение коэффициента поглощения. Зависимость экспериментальных 
величин а / / 2 от частоты свидетельствует о наличии релаксационных про­
цессов в исследуемой среде. Форма представленных на фиг. 1 кривых 
свидетельствует о широком спектре времен релаксации, как и в большин­
стве биологических жидкостей [1—3].

Минимальные времена релаксации обнаруженных в использованном 
диапазоне частот процессов оцениваются величинами порядка 1 0 -7— 1 0 ~6 с.

Величина измеренного поглощения ультразвука могла быть обуслов-. 
лена рассеянием вследствие гетерогенности суспензий «теней» и наложе-
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Фиг. 1. Частотные зависимости коэффициента поглощения ультразвука 
в суспензиях «теней» эритроцитов при Г = 2 0 ° С при различных концен­

трациях препарата, с: 1 -  5 мг/мл; 2 - 4 ;  3 -  2,4; 4  -  2,25; 5 -  0,96 мг/мл

хшем ряда структурных релаксационных процессов. С поглощением 
вследствие негомогенности связаны такие механизмы, как рассеяние 
ультразвука эритроцитарными частицами [ 8 ], относительное движение 
частиц и вязкой суспендирующей среды [9] и поглощение тепла [10]. 
Как было показано в цитируемых работах, при изучении акустических 
свойств цельных эритроцитов указанные механизмы не могут быть ответ­
ственны за поглощение ультразвука ни качественно, ни количественно. 
В нашем случае это подтверждается и тем, что рассчитанная величина 
классического поглощения, т. е. поглощения, обусловленного сдвиговой 
вязкостью среды, составила всего 1 2 ,6 * 1 0 “ 17 см- 1 -с2 для суспензии «теней» 
эритроцитов с коэффициентом поглощения, равным 52,3• 10- 1 7  см- 1 -с2 

(с = 3  мг/мл, /= 1 2  МГц, Т = 20° С).
Отметим, что сходный характер кривых частотных зависимостей по­

глощения ультразвука наблюдается в суспензиях «теней» эритроцитов 
и в мембранах эритроцитов, не полностью свободных от гемоглобина 
(фиг. 2, кривые 2 и 3). На всех частотах коэффициент поглощения в обоих 
препаратах отличается только по абсолютной величине, пропорциональной 
количеству гемоглобипа. Это подтверждает предположение Карстенсена
[ 1 1 ] о том, что поглощение ультразвука не зависит от того, находится ли 
гемоглобин в гомогенном растворе или в эритроцитарных клетках, т. е. 
в негомогенной среде.

Рассмотрим возможности участия ультразвука в релаксации ряда 
внутри- и межмолекулярных процессов. В основе релаксации в исследуе­
мых препаратах со временами 1 0 —7 —1 0 —8 с могут лежать следующие про­
цессы: а) взаимодействия частиц «теней» в суспензии; б) равновеспые 
гидратные взаимодействия белково-липидный комплекс — вода; в) внутри­
молекулярные реакции ионизации в белковых компонентах «теней»; 
г) внутримембранные конформационные перестройки. Рассмотрим воз­
можности каждого из указанных вкладов в наблюдаемые релаксационные 
эффекты на ультразвуковых частотах.

а) Влиянием взаимодействий «теней» в суспензиях следует прене­
бречь, так как на использованных частотах нами экспериментально 
получена линейная зависимость коэффициента поглощения от концен­
трации препаратов (по содержанию белка) в области 1 — 5 мг/мл (фиг. 3),
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Фиг. 2. Частотные зависимости коэффициента поглощения ультразвука в суспензи­
ях эритроцитарных препаратов: кривая 1 -  а / / 2 в трис-буфере; кривая 2 -  а / / 2 в 
эритроцитпых мембранах, не отмытых от гемоглобина; кривая 3 — а / / 2 в «тенях»

эритроцитов, Стеней= 3,5 мг/мл, Т=20° С
Фиг. 3. Зависимость коэффициента поглощения ультразвука на частотах 12 (1) и 

20 МГц (2) от концентрации «теней» эритроцитов в суспспзии

что позволяет исключить вклады вследствие взаимодействия между части­
цами «теней» в суспензиях.

б) Тени эритроцитов, как и другие биологические структуры в водных 
средах, связывают большое количество структурированной воды. Распро­
страняющаяся ультразвуковая волна вызывает возмущение гидратного 
слоя вокруг макромолекулы или частицы, и это может приводить к релак­
сационному эффекту, как наблюдалось для других биологических жид­
костей [1 ,2 ]. Однако контрольные опыты с додецилсульфатом Na (ДДС) 
позволяют, по-видимому, в значительной степени исключить участие этих 
процессов в ультразвуковом поглощении «теней». ДДС, как известно, вы­
зывает солюбилизацию «теней», что приводило в изученных случаях (1,9% 
ДДС на 2,9 мг мембранного белка в мл) к уменьшению сдвиговой вязкости 
от цв=0,017 до 0,013 пз. Если процесс разрушения гидратной воды вокруг 
«теней» был бы однозначно связан с поглощением ультразвука, то должно 
было бы наблюдаться изменение формы кривых частотных зависимостей 
коэффициента поглощения суспензий мембран, солюбилизированных до­
децилсульфатом. Однако имеет место увеличение коэффициента поглоще­
ния ультразвука в исходной кривой частотной зависимости поглощения 
ультразвука в обработанных мембранах. Сходный эффект получен при 
действии обезвоживающего фактора этиленгликоля на поглощение ультра­
звука в суспензиях цельных эритроцитов [ 1 1 ].

в) В использованном диапазоне частот процессы структурной релакса­
ции могли бы быть обусловлены реакциями ионизации заряженных групп 
мембранного белка, так как такого рода реакции имеют времена релакса­
ции порядка 10~ 8 с. На кривой потенциометрического титрования «теней» 
эритроцитов, приведенной в работе [ 1 2 ], выявляются ионизационные мак­
симумы при pH 3,1 и 10,1, которые принадлежат а-, §- и "(-карбоксильным 
и е-аминогруппам белка «теней». Однако, в отличие от данных потенцио­
метрического титрования зависимости поглощения ультразвука от pH 
среды (фиг. 4) носит экстремальный характер в нейтральной области pH. 
Приведенная на фиг. 4 зависимость поглощения в суспензиях «теней» от 
pH среды близка к аналогичной зависимости от pH спектров комбинаци­
онного рассеяния мембрап эритроцитов при физиологических температу­
рах [13]: интенсивность полос поглощения увеличивается с ростом pH до 
pH 7, не меняется при pH 7,0—7,4 и убывает при pH 7,5 и выше (как и 
на ф)иг. 4). Авторы цитируемой работы заключают, что паблюдаемые из-
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Фиг. 4 Фиг. 5
Фиг. 4. Зависимость коэффициента поглощения ультразвука в суспензиях «теней» 
эритроцитов от pH среды на частоте 12 МГц (с=3,05 мг/мл, Г =20 °С ; Л (pH) =±0,05)
Фиг. 5. Кривые зависимости коэффициента поглощения ультразвука (а / /2) и сдви­
говой вязкости в суспензиях (гр) «тепей» эритроцитов от времени озвучивания: 1 — 
на частоте 12 Мгц; 2 -  на частоте 20 Мгц; 3 -  r\s (f) ( с = 2,9 мг/мл, Г = 2 0 ° С, A t= ± 0,1 с,

Д(а//2) = ± М 0 “ 17 см^-с2, Д ц=±0,00001)

менепия при титровании обусловлены совместным фазовым переходом 
белковых гидрофобных аминокислотных остатков и ацильных цепей ли­
пидов.

Идентичность pH зависимостей спектров поглощения ультразвука и ком­
бинационного рассеяния позволяет исключить вклады в поглощение за 
счет реакций ионизации и свидетельствует в пользу участия внутримем- 
бранных конформационных переходов белково-липидных комплексов в ре­
лаксации на ультразвуковых частотах (Г ). Было показано, что равновес­
ные конформационные взаимодействия могут также лежать и в основе 
релаксационных процессов в структуре липосом — модельных аналогов 
мембран — при исследовании механизмов поглощения ультразвука в дис­
персиях фосфолипидов [14].

Для анализа участия в ультразвуковой релаксации копформационных 
взаимодействий в «тенях» эритроцитов нами была использована также об­
работка суспензий кавитационным ультразвуком. Известно, что действие 
интенсивного ультразвука не сводится только к мехапическим нарушениям 
биологических мембран; при этом происходят тонкие нарушения простран­
ственных виутримембранных взаимодействий [15]. Влияние этих нару­
шений на величину поглощения ультразвука было проверено по данным 
измерений а / / 2 в озвученных суспензиях «тепей» эритроцитов (экспозиция 
от 30 с до 15 мин, температура проб — 5—8° С). На фиг. 5 приведены кри­
вые зависимости коэффициента поглощения от продолжительности озву­
чивания. Видно, что величипа a l f  убывает по мере озвучивания, достигая 
своего предельного значения через 5 мин после начала озвучивания. Ана­
логичная, примерно симбатная зависимость получена для изменения сдви­
говой вязкости, обусловленного ультразвуковой фрагментацией «теней» 
(кривая 3). Отсутствие дальнейшего изменения вязкости при увеличении 
продолжительности озвучивания свидетельствует о том, что деструкция 
«теней» в ультразвуковом поле идет до некоторого предельного размера. 
Аналогичный результат был получен для измерения фотохемилюминес­
ценции эритроцитарных мембран при их фрагментации ультразвуком с 
частотой 22 кГц с экспозицией 2 мин [16]. Можно предположить, что су­
ществует критическое число механических разрывов в «тенях» эритроци­
тов. Экспозиция, при которой оно достигается, зависит от интенсивности 
ультразвука. Разрывы «тепей» в ультразвуковом поле могут иметь место в

840



Фиг. 6 . Кинетическая кривая зависимости высвобождения белка из «теней» эритро­
цитов по изменению D&оо (кривая 1 ) и изменения их сдвиговой вязкости щ (кри­
вая 2) в зависимости от времени озвучивания (Л); полулогарифмическая анаморфо­

зе»-#
за кривой 1  в координатах^--------- t озвучивания, мин, построенная по к=

D  во

= 0 , 2 0  мин- 1  (Deo обозначено Зсуспснэии, озвученной 1 0  мин)

специфических точках мембраны, как это было показано при озвучивании 
микросомальньгх мембран в работе [17].

К особенностям действия ультразвука относится и его способность вы­
зывать депатурационпые изменения в белковом компоненте мембраны, 
предшествующие разрушению мембран на субъединицы (см. [15]).  Ука­
занную начальную стадию ультразвуковой обработки «теней» удалось 
выявить по измерению поглощения через 30 с после начала озвучивания 
на основе появления максимума на кривых зависимости величины а / / 2 от 
продолжительности озвучивания (фиг. 5). Контрольные эксперименты по 
измерению поглощения отдельно во фракциях супернатанта и ресуспенди- 
рованиого осадка, полученных после центрифугирования при 16 0 0 0  g 
2 0  мин, показали, что ответственными за экстремум являются не молеку­
лярные компоненты падосадочной жидкости, а озвученные «тени» и их 
частицы. По аналогии с установленной корреляцией между увеличением 
поглощения в растворах белков и разворачиванием их макромолекул [18] 
можно предположить,'что отмеченный максимум а / / 2 в суспензиях «теней» 
отражает депатурационпые превращения в структуре мембраны в резуль­
тате начальной стадии ультразвуковой обработки. Электронно-микроско­
пический контроль препаратов «теней» эритроцитов, нативных и подверг­
нутых ультразвуковой обработке, локазал, что во всех фракциях озвучен­
ных «теней» сохраняется характерная мембранная организация. Качест­
венный состав липидов и фосфолипидов в озвученных в наших условиях 
«тенях» и их фрагментах не изменился. Белки озвученных «теней», так на­
зываемых «мини-теней» или везикул диаметром 250—600 А, также сущест­
венно не отличаются от мембранных белков неозвученных «теней» по со­
ставу, определенному методом электрофореза в SDS-геле [19]. Однако 
наблюдается выход белка в падосадочную жидкость в результате озвучи­
вания суспензий «теней» (фиг. 6 ). Как видно из фиг. 6 , в использованных 
условиях нарастание отщепленного ультразвуком белка (по нарастанию 
оптической плотности Z>50о при определении белка в надосадочпой жид­
кости) происходит до своего предельного зпачения. Дальнейшее увеличе­
ние экспозиции не приводит к выходу белка из «теней», что, возможно, 
также дает основание думать, что в изученных условиях ультразвуковая 
энергия разрывает мембраны эритроцитов до определенного размера, как
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наблюдается и для уменьшения a  i f  в результате озвучивания (см. фиг. 5). 
Полученные акустические данные позволяют предположить, что ультра­
звуковая фрагментация «теней» эритроцитов сопровождается определен­
ными структурными нарушениями в мембране, что подтвердилось методом 
спинового зонда. На фиг. 7 представлены спектры ЭПР использованного 
зонда в суспензиях «теней» в различных условиях эксперимента. Видно,различных условиях эксперимента. Видно,

цию двух сигналов ЭПР — узкого три-

радикалов (сигнал А) и широкого ани­
зотропного сигнала медленно вращаю­
щихся радикалов (сигнал В ). Компонен­
ты этих сигналов (три компоненты сиг­
нала А и две компоненты сигнала В) 
обозначены стрелками (фиг. 7, 1). Ре­
зультаты ряда работ позволяют предпо­
лагать, что за сигнал А ответственны 
молекулы зонда, распределенные в вод­
ной среде в поверхностных полярных 
областях мембраны, а сигнал В  принад­
лежит радикалам, внедренным во вну-

2  тримембранное пространство [ 2 0 ]. От- 
— носительное содержание сигналов А и 

В  в спектрах ЭПР зонда в суспензиях 
«теней» эритроцитов в отсутствие воз­
действий не изменяется по крайней ме­
ре в течение 60 мин, что дает возмож­
ность использовать его для характерис­
тики солюбилизирующей способности 
данпой мембранной системы.

Поведение зонда было изучено в 
озвученных препаратах «теней», из ко-

растворах и последующим центрифуги­
рованием удалены белки, вышедшие из 
«теней» в результате ультразвуковой об­
работки. Озвученные, отмытые препара­
ты ресуспендировали в объеме, равном 
исходному. Спектры зонда, введенного в 
эти системы, приведены па фиг. 7. Вид-

доли сигнала В  радикалов, внед-

торых посредством отмывки в буферных

Фиг. 7. Спектры ЭПР зонда, введен- н°, что в озвученных в течение 30 с и 
ного в суспензию «теней» эритроци- 5 мин препаратах мембран (фиг. 7, 2 и 
топ: кривая 1  -  неозвученная eye- g) пегистоиоуются спектпы. хапактетш-
ного в суспензию «теней» эритроци-
Фиг. 7. Спектры ЭПР зонда, введеп-

соответственно (с=3,5 мг/мл; Т= сительным содержанием сигналов А и
=20° С) В. Отчетливо наблюдается уменьшение

доли сигнала В  радикалов, внед-

соответственно (с=3,5 мг/мл; Т—
=20° С)

репных во внутримембраниое пространство. Это указывает па то, что ульт­
развуковая обработка приводит к снижению солюбилизирующей способ­
ности «теней» эритроцитов в отношении использованного зонда. Измене­
ние же солюбилизирующей способности биомембран связано с измене­
ниями их структурной организации, например, в результате развития па­
тологического процесса [20]. Приведенные результаты показывают, что 
ультразвуковая фрагментация «теней» эритроцитов сопровождается про­
странственными нарушениями. Стерическая перестройка в системе белок — 
липид в мембранах эритроцитов в результате озвучивания выявлена так­
же в работе [16] по изменению относительной интенсивности фотохемилю­
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минесценции в результате озвучивания. Причина структурных изменений 
может быть либо в прямой модификации белок-липидных компонентов 
«теней» ультразвуком, либо в косвенном повреждении этих взаимодейст­
вий за счет механических разрывов «теней».

Таким образом, в суспензиях «теней» эритроцитов обнаружены релак­
сационные процессы с минимальными временами релаксации 1 0 “ 7 —1 0 ~ 8 с, 
возможпо, обусловленные впутримембранными конформациоиными рав­
новесными взаимодействиями. Показано, что ультразвуковая обработка 
«теней» эритроцитов, сопровождающаяся частичной потерей мембранного 
белка, приводит к определенным конформационным' превращениям в мем­
бранах, регистрируемым по изменению поглощения ультразвука и методом 
спинового зонда.

Метод ультразвуковой спектроскопии в сочетании с другими методами 
исследования может быть использован для анализа физико-химических 
свойств биологических мембран, нативных и подвергнутых разным воз­
действиям.
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