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С помощью методов двумерной дифракции и рентгеновской рефлектометрии проведены исследо-
вания, посвященные изучению молекулярных механизмов взаимодействия противоопухолевого
антибиотика доксорубицина с липидными моделями клеточных мембран. В качестве модельных
систем использованы монослои четырех видов фосфолипидов, относящихся к основным компо-
нентам мембран животных клеток. Получена новая информация о процессах повреждения кри-
сталлической решетки фосфолипидных монослоев под действием доксорубицина. Установлено,
что действие доксорубицина на монослои анионных фосфолипидов определяется электростатиче-
ским взаимодействием: положительно заряженные молекулы доксорубицина встраиваются между
отрицательно заряженными функциональными группами фосфолипида. В случае нейтральных
фосфолипидов основная роль принадлежит гидрофобному взаимодействию: молекулы доксоруби-
цина координируются с углеводородными хвостами фосфолипида в неупорядоченных областях.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие новых подходов к изучению молеку-

лярной организации биологических мембран
остается актуальной задачей, несмотря на много-
численные фундаментальные исследования в
этой области. Это объясняется важнейшей ролью
биомембран в структурной и функциональной
организации клеток, а также возможностью ак-
тивного воздействия на клетку через мембрану.
Адекватной моделью клеточных мембран явля-
ются упорядоченные липидные монослои, сфор-
мированные на поверхности жидкой субфазы в
ленгмюровской ванне [1]. Для изучения подоб-
ных объектов широко привлекаются поверхност-
но-чувствительные рентгеновские методы, что
позволяет получать информацию о механизмах
функционирования клеточных мембран на моле-
кулярном уровне [2–6].

Наиболее часто в исследованиях органических
пленок на поверхности жидкости применяется
метод рентгеновской дифракции в скользящей
геометрии, позволяющий изучать кристалличе-
скую структуру двумерных молекулярных систем

в латеральном направлении [3]. Еще одна рентге-
новская методика, которая успешно использует-
ся в исследованиях на жидкости, – метод рентге-
новской рефлектометрии [4]. Такие измерения
дают информацию о распределении профиля
электронной плотности и позволяют локализо-
вать отдельные химические компоненты биоор-
ганической пленки по ее толщине.

В представленных исследованиях методы
рентгеновской дифракции в скользящей геомет-
рии и рентгеновской рефлектометрии были ис-
пользованы для выявления молекулярных меха-
низмов изменения структуры липидных моделей
клеточных мембран под действием антибиотика
доксорубицина.

Доксорубицин – полусинтетический антибио-
тик антрациклинового ряда – занимает важное
место в химиотерапии онкологических заболева-
ний [7]. Благодаря широкому спектру действия
доксорубицин является компонентом стандарт-
ных схем комбинированной химиотерапии мно-
гих опухолей (в том числе, опухолей молочной
железы, легких, желудка и пр.) и лейкозов [8]. Ос-
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новным механизмом цитотоксического действия
доксорубицина считают нарушение взаимодей-
ствия фермента топоизомеразы II с ДНК, что
приводит к торможению репликации ДНК и ин-
гибированию пролиферации клеток. Кроме того,
доксорубицин способствует образованию актив-
ных форм кислорода (свободных радикалов), об-
ладающих высокой цитотоксичностью. В частно-
сти, действие свободных радикалов приводит к
окислению липидов, входящих в состав цито-
плазматических мембран. Полагают, что именно
окислительное повреждение мембран является
причиной кардиотоксичности доксорубицина,
которая имеет кумулятивный характер и ограни-
чивает применение этого препарата в клинике [9,
10]. Еще одним важным механизмом цитотокси-
чеcкого действия доксорубицина является его
способность внедряться в липидные слои клеточ-
ных мембран, что приводит к нарушению их ор-
ганизации и изменению текучести и в конечном
счете к апоптозу клеток. В то же время, поскольку
основные мишени цитотоксического действия
доксорубицина локализованы внутри клетки, его
взаимодействие с клеточными мембранами и
проникновение внутрь клетки имеют определяю-
щее значение для реализации противоопухолево-
го эффекта [11].

С начала 1980-х гг. большое внимание уделяет-
ся исследованиям, направленным на выяснение
различий в доставке доксорубицина к резистент-
ным/чувствительным раковым клеткам [11–17].
Как показано в [12, 13, 17], восприимчивость кле-
ток к доксорубицину во многом определяется
биофизическими свойствами мембраны (упаков-
ка липидов, текучесть мембраны, электрический
заряд), взаимодействием доксорубицина с липи-
дами. Взаимодействие доксорубицина с липид-
ными молекулами широко изучалось в модель-
ных экспериментах с использованием липидных
бислоев на твердых подложках, липосом и т.д.
[15–19]. Многочисленные опубликованные ис-
следования посвящены выявлению особенностей
взаимодействия доксорубицина с ленгмюровски-
ми монослоями, состоящими из синтетических
фосфолипидов [20–22], а также липидов, выде-
ленных из раковых клеток [12]. Наиболее часто в
таких исследованиях применяются брюстеров-
ская микроскопия, метод изотерм сжатия и флуо-
ресцентная микроскопия, что позволяет детально
охарактеризовать морфологию монослоя, его
термодинамические свойства, фазовое поведение
и т.д. Однако изменения в структуре монослоя,
вызванные действием доксорубицина, еще не
рассматривались систематически.

Механизмы действия доксорубицина на фосфо-
липидные монослои обусловлены тем, что моле-
кулы доксорубицина в водных растворах заряже-
ны положительно (при нейтральных значениях
рН). С другой стороны, часть молекулы доксору-

бицина в виде планарной структуры ароматиче-
ских колец обладает выраженными гидрофобны-
ми свойствами. Таким образом, в зависимости от
химического строения и структуры фосфолипида
возможно как электростатическое, так гидрофоб-
ное взаимодействие. В связи с этим в представ-
ленных исследованиях экспериментальные изме-
рения были проведены для четырех различных
типов фосфолипидов. Изучали монослои дипаль-
митоилфосфатидилглицерина (ДПФГ), который
выбрали в качестве одного из основных отрица-
тельно заряженных фосфолипидов в клеточных
мембранах. Чтобы выяснить роль состояния гид-
рофобной части монослоя, в частности ненасы-
щенности ацильной цепи молекул липида, прове-
ли измерения на монослоях фосфолипида с двумя
ацильными цепями ненасыщенной жирной кис-
лоты – диолеоилфосфатидилсерин (ДОФС).
Кроме того, рентгеновские эксперименты были
выполнены для двух нейтральных фосфолипи-
дов: дипальмитоилфосфатидилхолин (ДПФХ) –
основной компонент клеточных мембран живот-
ных клеток, а также дипальмитоилфосфатидил-
этаноламин (ДПФЭ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Формирование монослоя фосфолипида 

на поверхности жидкости
Использовали следующие реактивы: 1,2-dipal-

mitoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerol) sodi-
um salt (ДПФГ), 1,2-Di-(cis-9-octadecenoyl)-sn-
glycero-3-phospho-L-serine sodium salt (ДОФС),
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(ДПФЭ), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline (ДПФХ).

Растворы ДПФГ и ДПФЭ были приготовлены
в концентрации 0.45 мг/мл с использованием
смеси хлороформ:метанол (9:1). ДОФС и ДПФХ
растворяли в хлороформе в концентрации 0.42 мг/мл.
Для формирования монослоя раствор фосфоли-
пида наносили на поверхность чистой воды в
ленгмюровской ванне. После испарения раство-
рителя (через 15 мин) слой поджимали до поверх-
ностного давления π = 25 мН/м.

Для каждого фосфолипида было выполнено
по три серии измерений:

1) монослой формировали на поверхности
раствора доксорубицина. Концентрация доксо-
рубицина в субфазе составляла 1.255 × 10−4 M,
выбранное значение соответствует концентрации
доксорубицина в плазме крови крыс при введе-
нии препарата NanoDox, в состав которого вхо-
дит доксорубицин;

2) монослой формировали на поверхности чи-
стой воды. После поджатия слоя фосфолипида до
давления π = 25 мН/м, под монослой с помощью
шприца вводили 300 мкл раствора доксорубицина
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(концентрация 1.47 × 10−3 M). Монослой оставля-
ли на 40 мин до начала рентгеновских измерений;

3) контрольные измерения для монослоя,
сформированного на поверхности чистой воды.

Рентгеновские измерения
Измерения с помощью метода рентгеновской

дифракции в скользящей геометрии и рентгенов-
ской рефлектометрии проведены на станции
ID10 (Европейский центр синхротронного излу-
чения ESRF, Франция). Было использовано из-
лучение с длиной волны 0.563 Å. При измерении
картин двумерной дифракции угол падения излу-
чения на поверхность воды составлял 0.8 × θC
(θС – критический угол полного внешнего отра-
жения для воды). В каждой серии эксперимен-
тальные исследования проводили в течение 3 ч
после поджатия слоя. Перед каждым новым изме-
рением ленгмюровскую ванну сдвигали в попе-
речном направлении на 200 мкм, что позволило
снизить радиационные повреждения фосфоли-
пидного слоя. Поверхностное давление поддер-
живалось постоянным во время измерений.

Анализ экспериментальных данных
Для анализа экспериментальных кривых рент-

геновской рефлектометрии использовали при-
ближение “свободной формы”, позволяющее
проводить поиск профиля распределения элек-
тронной плотности без каких-либо ограничений
на форму профиля. Такой подход имеет ряд суще-
ственных преимуществ при решении обратных
задач рентгеновской рефлектометрии для систем
со сложными границами раздела и заведомо не-
известной структурой. Возможности метода были
продемонстрированы в исследованиях периоди-
ческих многослойных структур [23], тонкопле-
ночных систем [24], а также полимерных тонких
пленок на поверхности жидкости [25].

В классическом подходе к анализу экспери-
ментальных данных рентгеновской рефлектомет-
рии планарную систему представляют в виде на-
бора слоев, где каждый слой определяется тремя
параметрами: толщиной, оптической константой
и толщиной переходного слоя [26]. Влияние гра-
ниц раздела на кривую отражения моделируется
ослабляющими коэффициентами типа Нево-
Кроше для интенсивности френелевского отра-
жения. Такой способ учета шероховатостей гра-
ниц применим только для фиксированной фор-
мы профиля с нормальным распределением вы-
сот шероховатости и справедлив только для
малых значений шероховатости. Специфика
классического подхода заключается в том, что
корректное решение удается найти в том случае,
если используется адекватная модель планарной
системы. По сути в рамках классического подхода

проводится тестирование гипотезы о соответ-
ствии структуры образца выбранной модели с
уточнением ее параметров в некоторых пределах.
В случае значительных структурных перестроек в
образце либо для неизвестной структуры образца
принятая модель становится недостаточной для
описания реальной структуры и требует усложне-
ния путем введения дополнительных подслоев,
при этом появляется новая степень свободы фор-
мы профиля.

В приближении “свободной формы” планар-
ная система представляется в виде массива тон-
ких ламелей заданного химического состава и
плотности по аналогии с методом “Groove-Track”
[27]. Все ламели имеют одинаковую толщину dmin,
величина которой определяется максимальным
угловым диапазоном (θmax) экспериментально
полученной кривой зеркального отражения:

, где  – мак-
симальная длина вектора рассеяния, на котором
наблюдается значимая картина зеркального отра-
жения; λ – длина волны падающего излучения.
Число ламелей определяется максимальной тол-
щиной образца. Варьируемым параметром явля-
ются числовые кодификаторы ламелей, значение
которых определяется возможными вариациями
базовых материалов планарной системы. Таким
образом, в расчете прямой задачи рентгеновской
рефлектометрии используется массив ламелей
равной толщины, для каждой из которых в ком-
плексном показателе преломления сохраняется
соотношение Крамерса–Кронига и наследуются
свойства плотности и химического состава ба-
зовых материалов системы [23]. Для предотвра-
щения появления выбросов и осциллирующего
поведения профиля распределения электрон-
ной плотности вблизи истинного решения в
процессе независимого варьирования большо-
го числа несвязанных ламелей используется ре-
гуляризация Тихонова. Критерий согласия в
этом случае дополняется средним значением
квадрата производной второго порядка от про-
филя: , где  –
числовой кодификатор ламели,  – параметр ре-
гуляризации.

Верификацию стабильности и корректности
восстановления профиля распределения элек-
тронной плотности в ленгмюровских пленках
проводили для монослоев четырех фосфолипи-
дов – ДПФХ, ДПФЭ, ДПФГ, ДОФС, сформиро-
ванных на поверхности чистой воды при давлении
25 мН/м. Экспериментальные кривые рентгенов-
ского отражения для всех четырех монослоев
имеют характерную форму с ярко выраженными
осцилляциями (рис. 1а). Небольшие различия на-
блюдаются в периоде осцилляций (позициях ин-
терференционных минимумов), что связано с
различной длиной углеводородных хвостов и раз-

( )=min maxπ/ zd q ( ) =max max4π sin(θ )/λzq

− += +  − + −2 2
1 1GOF χ Λ ( 2 )i i ip p p ip

Λ
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личным химическим составом головной группы.
Результаты анализа экспериментальных данных
рентгеновской рефлектометрии представлены на
рис. 1б в виде профилей распределения электрон-
ной плотности по глубине структуры, нормиро-
ванных на значение в водной субфазе. На всех
профилях четко различаются две области: область
голов молекул фосфолипидов (HG) на глубине
20–35 Å с повышенной электронной плотностью,
а также область хвостов фосфолипидов (TG) на
глубине до 20 Å с плотностью, сравнимой или
меньшей, чем плотность водной субфазы. По-
скольку модель фосфолипидного монослоя полу-
чена в приближении свободной формы, она не
параметризована в традиционном представлении

толщин слоев голов и хвостов молекул; физиче-
ски значимой является сама форма профиля. Ко-
личественные оценки этих параметров, для их
сравнения со структурой липидной молекулы и
результатами других исследований, получаются
из анализа первых производных профиля как рас-
стояния между экстремумами (табл. 1).

Как видно из рис. 1а, использование прибли-
жения “свободной формы” для определений мо-
лекулярной организации липидных монослоев,
сформированных на поверхности жидкости, поз-
воляет добиться хорошего согласия между теоре-
тической кривой и экспериментальными данны-
ми. Полученные профили распределения элек-
тронной плотности не содержат артефактов
восстановления и являются физически значимы-
ми с полным соответствием общепринятой моде-
ли ленгмюровского слоя. Количественные пара-
метры моделей адекватно отражают различия в
структурах четырех липидов и демонстрируют
высокую чувствительность к деталям структуры.
Таким образом, предложенный подход позволяет
получать информацию о молекулярной организа-
ции ленгмюровкого слоя, а также о структурных
изменениях в монослое, возникающих при взаи-
модействии молекул монослоя с компонентами

Рис. 1. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоев фософлипидов – ДПФХ, ДПФЭ, ДПФГ, ДОФС, сфор-
мированных на поверхности чистой воды. Сплошные линии – расчетные кривые отражения, соответствующие наи-
лучшему совпадению (а). Распределение электронной плотности в монослоях фософлипидов – ДПФХ, ДПФЭ,
ДПФГ, ДОФС. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плотности воды. Для на-
глядности кривые смещены по вертикали (б).
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Таблица 1. Параметры монослоев фосфолипидов, по-
лученные из анализа экспериментальных данных
рентгеновской рефлектометрии

DTG, Å DHG, Å ρTG/ρsub ρHG/ρsub

ДПФХ 16.6 8.8 0.96 1.26
ДПФЭ 17.9 8.7 0.97 1.34
ДПФГ 18.0 8.7 0.94 1.34
ДОФС 13.9 9.2 0.88 1.25
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жидкой субфазы, включая полное разрушение
пленки.

Подчеркнем, что экспериментальные измере-
ния, а также анализ данных рентгеновской ре-
флектометрии в биоорганических слоях, сформи-
рованных на поверхности жидкости, представля-
ют собой достаточно нетривиальную задачу. Это
связано с самой спецификой формирования та-
ких систем, когда органические и биоорганиче-
ские молекулы, сохраняющие свою подвижность,
могут свободно распределяться в приповерхност-
ных слоях жидкой субфазы. Кроме того, функци-
онально значимые молекулы, присутствующие в
жидкой субфазе, могут концентрироваться под
слоем, оказывая заметное влияние на упаковку
молекул в слое, и/или встраиваться в слой. Все
эти факторы существенно затрудняют процесс
математической обработки и интерпретации дан-
ных рентгеновской рефлектометрии при иссле-
довании биоорганических систем на жидкости.
В связи с этим методы анализа кривых отраже-
ния, не требующие какой бы то ни было априор-
ной информации о распределении электронной
плотности в планарной системе, представляют
особый интерес для развития рентгеновской на-
нодиагностики молекулярных слоев на поверх-
ности жидкой субфазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отрицательно заряженные фосфолипиды

Монослой ДПФГ. Наглядное представление о
резких нарушениях молекулярной организации
слоя ДПФГ под действием доксорубицина дают
результаты измерений с помощью метода рентге-
новской дифракции в скользящей геометрии.
В случае, когда монослой ДПФГ формировали на
растворе доксорубицина в первом измерении, за-

писанном через 40 мин после поджатия слоя, не
удалось зарегистрировать ни одного дифракци-
онного пика, что однозначно указывает на силь-
ное повреждение кристаллической структуры мо-
нослоя. Во второй серии измерений, когда моно-
слой ДПФГ формировали на чистой воде, а затем
под монослой вводили раствор доксорубицина,
также наблюдалось разрушение двумерной упа-
ковки монослоя (рис. 2). Через 40 мин после вве-
дения раствора доксорубицина под монослой
ДПФГ еще можно было наблюдать картину ди-
фракционного рассеяния, которая оказалась
идентична картине рассеяния, наблюдаемой для
монослоя ДПФГ на чистой воде (рис. 2а). Однако
с течением времени картина заметно размывается
и спустя еще 30 мин дифракционный пик стано-
вится трудно различимым на фоне шума (рис. 2б).

Экспериментальные кривые рентгеновской
рефлектометрии, записанные в этих измерениях,
имеют четкую осцилляционную структуру и по
форме схожи между собой (рис. 3а). Эти кривые
заметно отличаются от кривой рентгеновской ре-
флектометрии для монослоя ДПФГ на чистой во-
де. Отметим, что в первой серии изменения на
кривых наблюдались сразу после поджатия слоя.
В измерениях, которые были проведены в тече-
ние последующих 3 ч, изменений формы кривой
отмечено не было, что свидетельствует о стабиль-
ности слоя, сформировавшегося на растворе док-
сорубицина. В случае, когда раствор доксоруби-
цина вводили под монослой ДПФГ, первая кри-
вая была записана через 1 ч после введения
доксорубицина. В течение последующих 2 ч изме-
рений форма кривой менялась незначительно.

Реконструированный профиль распределения
электронной плотности в обеих сериях измере-
ний имеет сходный характер: в монослое можно
выделить область хвостов, плотность которой
меньше, чем плотность водной субфазы, а толщи-

Рис. 2. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФГ до (а) и после (б) введения доксору-
бицина.
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на DTG составляет 8.2 и 10 Å в первой и второй се-
рии измерений соответственно. Также на профи-
ле хорошо видна область голов с повышенной
электронной плотностью толщиной DHG = 10 Å в
первой серии и DHG = 12 Å во второй серии. Плав-
ные переходы между областью хвостов и голов
молекул фосфолипида, а также на верхней и ниж-
ней границах связаны с наличием шероховатости
поверхности жидкости и дисперсией наклона
хвостов липидных молекул.

Обращает на себя внимание сильное размытие
профиля распределения электронной плотности
у верхней границы монослоя. Сопоставляя эти
результаты с данными контрольных измерений
для слоя ДПФГ на чистой воде (серая линия на
рис. 3), можно сделать заключение, что в резуль-
тате взаимодействия доксорубицина с монослоем
ДПФГ происходит заметное уменьшение толщи-
ны области хвостов монослоя, а также сильное
размытие верхней границы и некоторое увеличе-
ние толщины области голов. Отметим, что в обла-
сти голов фосфолипида сохраняется достаточно
высокое значение электронной плотности.

Монослой ДОФС. Известно, что монослои не-
насыщенных липидов не обладают дальним по-
рядком, поскольку наличие в углеводородном
хвосте двойных связей приводит к ослаблению
межмолекулярных взаимодействий в области
гидрофобных хвостов. Поэтому дифракционные
измерения не дают какой-либо информации о ла-
теральной организации в монослое ДОФС, име-
ющем две ацильные цепи ненасыщенной жирной

кислоты в цис-конфигурации. Важная информа-
ция об изменениях в монослое ДОФС была полу-
чена при измерениях с помощью рентгеновской
рефлектометрии. На рис. 4а показаны кривые
рентгеновского отражения для монослоя ДОФС
до и после введения доксорубицина, соответству-
ющие профили электронной плотности пред-
ставлены на рис. 4б. Как видно, доксорубицин су-
щественно изменяет молекулярную упаковку в
монослое ДОФС. Примечательно, что эти изме-
нения очень похожи как для насыщенного ДФПГ,
так и для ненасыщенного ДПФХ: размытие гра-
ницы раздела воздух/монослой, уменьшение тол-
щины хвостовой области и увеличение электрон-
ной плотности в области головной группы. По-
видимому, взаимодействие доксорубицина с от-
рицательно заряженными монослоями происхо-
дит по сходному механизму.

На основании экспериментальных данных,
полученных для монослоев фосфолипидов с от-
рицательно заряженными головными группами
(ДПФГ и ДОФС), можно предположить, что вза-
имодействие доксорубицина с анионными фос-
фолипидами происходит преимущественно за
счет электростатических сил: положительно заря-
женные молекулы доксорубицина встраиваются
между отрицательно заряженными головками
молекул фосфолипидов. Это оказывает выражен-
ное влияние на молекулярную организацию мо-
нослоя, заметно разрыхляя плотную упаковку уг-
леводородных хвостов. В результате в смешанном
слое фосфолипид/доксорубицин существенно

Рис. 3. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФГ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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увеличивается разброс углов наклона хвостов мо-
лекул фосфолипида, при этом в области голов со-
храняется достаточно высокое значение элек-
тронной плотности. Важно подчеркнуть, что в
случае отрицательно заряженного монослоя спо-
собность доксорубицина встраиваться между по-
лярными головками фосфолипидных молекул не
зависит от ненасыщенности ацильной цепи. Со-
гласно данным дифракционных измерений моле-
кулы доксорубицина встраиваются в конденси-
рованный монослой насыщенного ДПФГ так же
эффективно, как и в жидкий монослой ДОФС с
двумя ацильными цепями ненасыщенной жир-
ной кислоты.

Необходимо учитывать, что доксорубицин яв-
ляется амфифильным соединением, содержащим
как гидрофобную, так и гидрофильную части; по-
этому координация с углеводородными хвостами
молекул фосфолипидов может играть важную
роль во взаимодействии доксорубицина с липид-
ным монослоем [11, 12]. Представленные данные
рентгеновской рефлектометрии не дают прямой
информации о локализации гидрофобной части
молекулы доксорубицина (ароматические циклы
и метильные группы). Тем не менее полученные
результаты, прежде всего наблюдаемое уменьше-
ние толщины и плотности в области хвостов, сви-
детельствуют о том, что проникновения доксору-
бицина в гидрофобную часть монослоев ДПФГ
или ДОФС не происходит.

Нейтральные фосфолипиды

Исследованные нейтральные фосфолипиды
относятся к цвитер-ионным соединениям с раз-
деленными положительными и отрицательными
зарядами в головной группе (в целом электроней-
тральной). Отрицательный заряд локализован на
фосфатной группе, а положительный – на амино-
группе.

Монослой ДПФЭ. Измерения для монослоя
ДПФЭ проводили в течение 2 ч после введения
доксорубицина, в этот период наблюдались лишь
слабые изменения на двумерных картах дифрак-
ционного рассеяния: интенсивность брэгговско-
го пика незначительно снижалась со временем.
Этот результат заметно отличается от данных для
монослоя ДПФГ, когда брэгговский пик полно-
стью исчезал в течение 1 ч. Двумерные карты ди-
фракционного рассеяния для монослоя ДПФЭ, а
также интегральная интенсивность дифракцион-
ного отражения в зависимости от компонент век-
тора рассеяния qxy и qz представлены на рис. 5; со-
ответствующие структурные параметры приведе-
ны в табл. 2. Согласно полученным данным после
введения доксорубицина параметры решетки в
монослое ДПФЭ несколько увеличились по срав-
нению с монослоем ДПФЭ на чистой воде, также
наблюдалось некоторое увеличение наклона
ацильных цепей от вертикали. Эти изменения,
хотя незначительные, указывают на “разрыхле-
ние” липидной упаковки в монослое ДПФЭ, что
может быть связано с конформационными моди-

Рис. 4. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДОФС: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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фикациями полярной группы молекул ДПФЭ в
присутствии доксорубицина.

Измерения с помощью метода рентгеновской
рефлектометрии, проведенные на монослое
ДПФЭ в течение 2 ч после введения доксоруби-
цина, не показали каких-либо изменений. Более
того, форма кривых рентгеновской рефлектомет-
рии оказалась практически идентичной кривой
для монослоя ДПФЭ на чистой воде (рис. 6). Дан-
ные рентгеновских исследований, полученные для

ДПФЭ, однозначно указывают на то, что распре-
деление электронной плотности в монослое ДПФЭ
после введения доксорубицина оставалось неиз-
менным, а двумерная решетка монослоя имеет
практически такую же структуру, как и в монослое
ДПФЭ на чистой воде. Таким образом, можно сде-
лать вывод, что доксорубицин не вызывал суще-
ственных изменений молекулярной упаковки в
монослое ДПФЭ: проникновение гидрофобной
части молекулы доксорубицина в область углево-

Рис. 5. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФЭ до (а) и после (б) введения доксорубици-
на. Интегральная интенсивность дифракционного отражения в зависимости от компонент вектора рассеяния qxy и qz
до (в и г) и после (д и е) введения доксорубицина.
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дородных хвостов было затруднено благодаря
плотной упаковке фосфолипидных молекул.

Монослой ДПФХ. Для фософолипида дипаль-
митоил-фосфатидилхолина результаты рентге-
новских измерений представлены на рис. 7 и 8.
Как хорошо видно на рис. 8, после введения рас-
твора доксорубицина под монослой ДПФХ на-
блюдаются резкие изменения на кривых отраже-
ния со временем – заметно уменьшается ампли-
туда осцилляций. В случае, когда монослой
ДПФХ формировали на растворе доксорубицина
(данные не представлены), уже на первой кривой
были заметны существенные отличия от данных
для монослоя ДПФХ на чистой воде. Весьма при-
мечательно, что при резких изменениях, наблю-
даемых на кривых рентгеновского отражения,
картина дифракционного рассеяния на монослое
ДПФХ в обоих случаях мало отличалась от дан-
ных, полученных для монослоя ДПФХ на чистой
воде (рис. 7).

При обсуждении результатов, полученных для
монослоя ДПФХ, следует учесть два фактора. Во-

первых, в положительно заряженной триметил-
аммониевой группе гидрофильных головок моле-
кул ДПФХ атом азота окружен тремя метильны-
ми группами, что обусловливает более сильное
экранирование положительного заряда на азоте.
Это в свою очередь снижает степень ион-диполь-
ного отталкивания между молекулами доксору-
бицина и головками ДПФХ по сравнению с моле-
кулами ДПФЭ.

Во-вторых, полярные группы в молекулах
ДПФХ имеют более сложный химический состав
и конформацию благодаря наличию внутримоле-
кулярных водородных связей [28]. В монослоях
ДПФХ при поджатии наблюдается одновремен-
ное существование двух фаз: кристаллические до-
мены неправильной формы в окружении неупо-
рядоченной фазы. При увеличении поверхност-
ного давления выше фазового перехода (обычно
при π ~ 10–15 мН/м) кристаллические домены
сливаются вместе, однако при давлении 25 мН/м
в монослое все еще присутствуют неупорядочен-
ные области с менее плотной упаковкой молекул.

Таблица 2. Параметры решетки для монослоя ДПФЭ до и после введения доксорубицина

a = b, Å
Угол наклона 

углеводородных 
хвостов, град

Площадь на 
углеводородную 

цепь, Å2

Направление 
наклона

До введения доксорубицина 4.82 9.2 20.22 NN
После введения доксорубицина 4.84 11.1 20.44 NN

Рис. 6. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФЭ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до (1) и после (2) введения доксорубицина (а). Распределение электронной плотности до (1) и
после (2) введения доксорубицина. Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плот-
ности воды. Для наглядности кривые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности
до введения доксорубицина (б).
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Можно предположить, что на кристаллические
домены с плотной упаковкой фосфолипидных
молекул доксорубицин не оказывает заметного
действия, тогда как в неупорядоченных областях
доксорубицин может встраиваться между моле-

кулами фосфолипида. Действительно, в экспери-
ментальных измерениях сохранение молекуляр-
ной организации в кристаллических доменах
подтверждается отсутствием изменений на дву-
мерных картах дифракционного рассеяния. В не-

Рис. 7. Двумерные картины дифракционного рассеяния от монослоя ДПФХ до введения доксорубицина, через 40 мин
и через 3 ч после введения.
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Рис. 8. Кривые рентгеновской рефлектометрии для монослоя ДПФХ: экспериментальные данные и соответствующие
расчетные кривые до введения доксорубицина (1), а также спустя различные интервалы после введения доксорубици-
на: 30 мин (2), 1 (3), 8 ч (4) (а). Распределение электронной плотности до (1) и после (2, 3, 4) введения доксорубицина.
Профили распределения электронной плотности нормированы на значение плотности воды. Для наглядности кри-
вые смещены по вертикали. Серой линией показан профиль электронной плотности до введения доксорубицина (б).
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упорядоченных областях благодаря наличию “по-
тенциально свободного” объема в углеводород-
ной части монослоя у молекул доксорубицина
появляется возможность проникать в гидрофоб-
ную часть монослоя за счет взаимодействия аро-
матических колец доксорубицина с углеводород-
ными хвостами фосфолипида.

В рамках таких предположений o взаимодей-
ствии доксорубицина с монослоем ДПФХ, экспе-
риментальную кривую рентгеновского отраже-
ния можно рассматривать как сумму кривых от
упорядоченной и неупорядоченной областей.
При этом важно учесть, что в этих областях замет-
но различаются углы наклона углеводородных
хвостов молекул ДПФХ, следовательно, заметно
различаются периоды толщинных осцилляций.
Понятно, что на кривых с различным значением
периода толщинных осцилляций угловое поло-
жение минимумов и максимумов будет смещено
друг относительно друга; и при сложении таких
кривых на результирующей кривой рентгенов-
ского отражения осцилляции могут заметно “раз-
мываться” вплоть до полного исчезновения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методы двумерной дифракции и рентгенов-
ской рефлектометрии были использованы для
изучения процессов структурной реорганизации
липидных моделей клеточных мембран под дей-
ствием противоопухолевого антибиотика доксо-
рубицина. Проведенные исследования выявили
существенное влияние доксорубицина на моно-
слои отрицательно заряженных фосфолипидов –
ДФПГ и ДОФС. Изменения носили одинаковый
характер как для насыщенного фосфолипида
ДФПГ, так и для ненасыщенного ДОФС. Из это-
го можно сделать вывод, что механизмы действия
антибиотика доксорубицина на монослои анион-
ных фосфолипидов определяются в основном
электростатическим взаимодействием: положи-
тельно заряженные протонированные амино-
группы доксорубицина встраиваются между от-
рицательно заряженными полярными головками
фосфолипидов. Такой характер взаимодействия
может заметно затруднить транспорт доксоруби-
цина через клеточную мембрану. В случае ней-
тральных фосфолипидов превалирует гидрофоб-
ное взаимодействие: молекулы доксорубицина
координируются с углеводородными хвостами
фосфолипида в неупорядоченных областях, что
позволяет доксорубицину проникать в гидрофоб-
ную область монослоя.

Обнаруженные закономерности представля-
ют интерес для биомедицинских исследований,
посвященных изучению механизмов цитотокси-
чеcкого действия доксорубицина, а также при-
чин формирования множественной лекарствен-

ной резистентности к противоопухолевым пре-
паратам.
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