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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ И ФОРМУЛИ НА ХИМИЧНИ СЪЕДИНЕНИЯ 

SOPC  Стеароил олеоил фосфатидилхолин 

POPC  Палмитил олеоил фосфатидилхолин 

DOPS  Диолеил фосфатидилсерин 

PDPC Палмитил докозахексаеноил фосфатидилхолин 

Lyso-PC Лизо-фосфатидилхолин 

DHA  Докозахексаенова киселина 

PUFA  Полиненаситени мастни киселини 

PLA2  Фосфолипаза А2 

LPAT  Лизофосфолипидацилтрансфераза 

kc Модул на еластичност на огъване на мембраната 

TSFA  Анализ на термичните флуктуации на формата 

GUVs  Гигантски липидни везикули 

SUVs  Малки липидни везикули 

Rh-DHPE Родаминов маркер 

rms  Средноквадратичнa стойност  

PDM  Петров-Держански-Митов (модел) 

γ  Ръбна енергия  

fps  Образи в секунда (frames per second) 

HPLC  Високоефективна течна хроматография 

(RP-)HPLC Обратна фаза при високоефективната течна хроматография 

ЯМР Ядрено магнитен резонанс 

DOPE  Диолеил фосфатидилетаноламин 

HCl  Солна киселина 

С12Н22О11 Захароза 

С6Н12О6 Глюкоза 

NaCl Натриев хлорид 

KCl Калиев хлорид 

C3H4N2  Имидазол 
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1. Въведение 

Физичните свойства на липидните мембрани и тяхното структурно и 

функционално значение за биологичните клетки са обект на интензивни изследвания 

през последните няколко десетилетия [1–4]. Независимо от множеството функционални 

различия между отделните видове биомембрани, всички те се характеризират с основна 

роля в осигуряване на интегритета и компартментализацията на клетките, транспорта на 

вещества и обмена на информация [5]. Във връзка с изясняването на ролята на липидния 

бислой във функционално отношение, през последните години бяха намерени 

доказателства за значението на еластичността на огъване на мембраната при 

механотрансдукцията и молекулната организация в биомембраните [6]. Описанието и 

познаването на тези процеси са свързани със задълбоченото изследване на механичните 

свойства на биомембраните като функция на техния химичен състав и физикохимичните 

параметри на водната среда. 

Основната структурна единица на биомембраните са липидните молекули, които в 

резултат на лиотропния мезоморфизъм се организират в двуслойна структура [2,3,7]. 

Според флуидно-мозаечния модел, биологичната мембрана може да бъде описана най-

общо като двумерна матрица от липидни молекули, в която са включени протеиновите 

молекули [7]. Способността на липидния бислой лесно да се деформира под въздействие 

на външни сили, напр. в хидродинамичен поток, е предпоставка за успешното използване 

на функционализирани липидни везикули във фармакологията за транспортиране на 

лекарствени субстанции в кръвния поток на човешкия организъм. Предимствата в 

използването на липидните везикули (липозоми), като преносители на лекарствени 

препарати, е тяхната биосъвместимост с организма, в тази насока за приложението на 

липозомите е от особено значение изследването на всички фактори, които могат да  

повлияят мембраната еластичност и стабилност.  

Липидният бислой представлява двумерен лиотропен течен кристал [3,4]. 

Транспортът на вещества през мембраната се осъществява посредством порообразуване 

и канали. Прилагането на електрични импулси (електропорация), е широко използван 

метод за инкорпорирането на големи молекули, лекарствени препарати, донорски гени и 

други в клетката [8]. 

Разкриването на фундаменталните принципи, управляващи клетъчната 

сигнализация и предаването на нервния импулс, предполага детайлното характеризиране 

на електрическите свойства на мембраните и по-специално, капацитивните свойства на 

липидните бислоеве.  
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Стабилизиращият ефект на нискомолекулните въглехидрати върху биологичните 

мембрани се прилага широко в медицината и индустрията, при крио- и биопрезервацията 

на тъкани и материали [9,10]. В настоящата дисертация е изследвано влиянието на 

нискомолекулни въглехидрати (захароза и глюкоза) върху мембранните свойства.  

В научните изследвания липозомите се използват освен като директни преносители 

на лекарствени вещества, също така и като базов физичен модел на биологичната 

мембрана [11]. Те са лесновъзпроизводими в лабораторни условия с определен липиден 

състав на мембраната им.  

В настоящата работа е използван течнокристален подход към структурата на 

мембраните [12,13]. Изследвани са три основни течнокристални свойства на липидните 

мембрани, а именно еластичността на огъване, ръбната енергия и електричният 

капацитет на мембраната. Експерименталните методи, използвани за изследване на 

влиянието на нискомолекулните въглехидрати върху свойствата на липидни мембрани, 

включват анализ на термичните флуктуации на формата на почти сферични гигантски 

еднослойни везикули (GUVs), електродеформация и електропорация на GUVs. 

2. Цел и задачи 

2.1. Цел 

Количествено описание на механичните и електричните свойства на моделни 

мембрани с различен липиден състав и физикохимични параметри на водната среда 

посредством измерване на модула на еластичност на огъване, ръбната енергия и 

електричния капацитет. 

2.2. Задачи 

1) Определяне на модула на еластичност на огъване на липидни мембрани, както 

следват:  

 Заредени двукомпонентни мембрани в зависимост от съдържанието на 

фосфатидилсерин и повърхностния заряд; 

 Мембрани от синтетичен фосфатидилхолин, съдържащи лизолипид и/или липид с 

полиненаситена ацилна верига; 

 Еднокомпонентни мембрани от синтетичен фосфатидилхолин при различна 

киселинност и йонна сила на водната среда; 
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 Еднокомпонентни мембрани от синтетичен фосфатидилхолин в присъствие на 

различни концентрации на захароза във водната среда; 

2) Определяне на ръбната енергия на липидни бислоеве в присъствието на 

нискомолекулни въглехидрати (захароза и глюкоза); 

3) Определяне на електричния капацитет на липидни мембрани във водни разтвори на 

захароза. 

3. Методи 

3.1. Методи за формиране на гигантски липидни везикули (giant unilamellar 

vesicles, GUVs) 

 Електроформиране [14] 

 Спонтанна хидратация (gentle hydration method) [15] 

3.2. Методи за наблюдение и запис на липидни везикули 

1) Апаратура за анализ на термичните флуктуации на почти сферични липидни 

везикули и електродеформация на GUVs 

 Фазово-контрастна микроскопия  

 Флуоресцентна микроскопия  

2) Апаратура за електропорация на GUVs 

3.3. Методи за предварителен анализ на липидните и водните разтвори 

 Диференциална сканираща калориметрия 

 Високоефективна течна хроматография  

 Измервания на киселинността на водните разтвори 

3.4. Методи за анализ на механичните и електричните свойства на GUVs 

 Определяне на еластичността на огъване на липидната мембрана [16]  

 Измерване на ръбното напрежение на липидната мембрана [17] 

 Измерване на електричния капацитет на липидната мембрана [18] 
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4. Резултати и дискусия 

4.1. Морфология и стабилност на липидните мембрани във водни разтвори с 

висока киселинност 

За да се установи стабилността на двукомпонентни липидни бислоеве във водни 

разтвори с висока киселинност беше проведенa серия от експериментални изследвания, 

както следва. Получени бяха липидни везикули, съдържащи отрицателно зареден липид 

DOPS в матрица от незареден SOPC, във водни разтвори с различни стойности на рН, 

по-ниски от физиологичното, рН 7.  

Изследванията на двукомпонентните заредени мембрани във водни разтвори с рН 

3.4, систематично показват множество дефекти по мембраната. Подобни дефекти са 

установени при еднокомпонентни SOPC бислоеве в предходно наше изследване, както и 

от други автори [19,20]. 

При работата във фазов контраст систематично е наблюдавано наличието на 

нефлуктуиращи участъци по SOPC/DOPS мембрани, при температури по-ниски от 29℃ 

(фигура 13). От направения анализ, чрез диференциална сканираща калориметрия, се 

вижда, че няма наличие на гел фаза в мембраната, при изследваните от нас условия. 

Възможно съсществуването на течна подредена и течна неподредена фази. 

 

  
а)    б) 

Фигура 13 Липидни везикули от DOPS/SOPC 1:9 (mol:mol), във воден разтвор на 
0,19 М C12H22O11 и 0,01 M NaCl, рН 5,0: а) везикула с хомогенна мембрана, при 

температура 30˚С; б) везик фазово разделяне в мембраната при температура 25˚С. 
 

При работата във флуоресцентен режим ясно се отличават тъмните участъци по 

мембраната съдържаща DOPS, както е показано на фигура 15. На базата на наблюденията 

във фазов контраст и флуоресценция може да се заключи, че тъй като използваният 

родаминов маркер се разпределя в течната (неподредена) част на мембраната и понеже 

10µm 10µm 
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във флуоресцентен режим, твърдата (неподредена) част от мембраната остава тъмна, 

което говори за отсъствието на маркер, то тези участъци представляват бислой в течна 

подредена фаза. Проведени са систематични експерименти, които целят да се получи 

зависимостта на фазовото поведение от температурата при различни концентрации на 

зареден липид. Получените данни за тази зависимост са представени в приблизителна 

частична фазова диаграма за използваната система, фигура 15 [21].  

 

Фигура 14 Флуоресцентни изображения на две липидни везикули, с мембрани, 
съставени от SOPC , 1,5 mol% Rh-DHPE и: (a) 20 mol% DOPS при 23℃; (b) 50 mol% 

при 24℃ във воден разтвор на 0,19 М захароза, 0,01 М NaCl, рН 5. 

 

Фигура 15 Приблизителна частична фазова диаграма за SOPC/DOPS мембрани, 
установена чрез флуоресцентна микроскопия на липидни везикули  

(размер на пиксела 0.106  µm). 
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За да се получи информация за стабилността на липидните разтвори, с 

увеличаването  на концентрацията на зареден липид в тях и при различни стойности на 

рН на водните разтвори, е проведен анализ на химичния състав на пробите чрез HPLC. 

В светлината на резултатите, дискутирани по-горе, е абсолютно необходимо да се 

определи дали методът за получаване на липидните везикули (електроформиране), 

оказва влияние върху химичния състав на техните мембрани. Анализът не показа 

изменения в качеството на използваните липидни разтвори. 

4.2. Механични свойства на липидните мембрани като функция от липидния 

състав на мембраната 

1) Еластичност на огъване на двукомпонентни заредени липидни мембрани 

във водни среди с контролирана киселинност  

Модулът на еластичност на огъване на двукомпонентните фосфатидилсерин-

съдържащи липидни мембрани е определен чрез анализ на термичните флуктуации на 

формата на гигантски липидни везикули с хомогенни заредени мембрани, без видими 

дефекти. Експерименталната работа, свързана с получаването и изследването на 

еластичните свойства на заредени мембрани, е проведена при T > 31℃. Изборът на тази 

работна температура е следствие от факта, че при провеждането на експерименти със 

заредени мембрани при температури по ниски от 31℃, по мембраната систематично се 

наблюдават твърди нефлуктуиращи участъци дори и при ниски концентрации на 

заредения липид (10 mol % DOPS). 

Получени са данни за модула на еластичност на огъване на SOPC/DOPS бислоеве, 

съдържащи до 20 mol%  зареден липид, при T > 31℃. Работата с по-високи концентрации 

изисква по-високи температури, което води до технически затруднения при 

натрупването на експериментални данни за еластичността на огъване на SOPC/DOPS 

мембрани за концентрации на DOPS, по-големи от 4/1 (mol/mol). За определянето на 

модула на еластичност на огъване за всяка от изследваните концентрации на зареден 

липид в мембраната, са записани и обработени десетки флуктуиращи везикули, при 

съответните стойности на рН (рН 4 и рН 5).  

Експерименталните резултати, поучени чрез TSFA за модула на еластичност на 

огъване, kc, на DOPS-съдържащи SOPC липидни мембрани, са показани на фигура 19. 

Абсолютните стойности за модула на еластичност на огъване са изчислени на базата на 

ансамбъл от около десет везикули за всяка концентрация на зареден липид, отговарящи 
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на всички наложени критерии за допустимост. Съответните доверителни интервали са 

изчислени, като са взети предвид грешките на единичните измервания. 

 

Фигура 16 Модул на еластичност на огъване на мембрани във воден разтвор на 0,19 М 
захароза и 0,01 М натриев хлорид, като функция от повърхностната плътност на заряда 

на мембраната: плътни точки–зависимост на kc от молното съдържание на DOPS в 
мембраната при рН 5; прекъснатата права–данните се описват с линейна зависимост 

bxay   със стойност на параметъра 𝑎 = 1,35 ± 0,13 и наклон 𝑏 = 0,67 ± 0,39; 

непрекъсната линия–изчислена теоретична крива въз основа на [22,23]. Включена 
графика: Модулът на огъване като функция от концентрацията на DOPS в SOPC 
мембрани: с прекъсната линия– линеен фит на данните y = a + bx със стойност на 

параметъра 𝑎 = 1,35 ± 0,11и наклон 𝑏 = 1,83 ± 0,88; непрекъсната линия–изчислена 
теоретична крива въз основа на [22,23]. 

 

На базата на получени резултати от електрокинетични измервания, които не са част 

от настоящата дисертация, е представен модулът на еластичност на огъване като 

функция от повърхностната плътност на заряда на мембраната. Получената зависимост 

е представена на фигура 19. При концентрация от 20 mol% DOPS в мембраната, 

повърхностната плътност на заряда достига до около 50% от максималната за 

мембраната [21].  
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Таблица 1 Модул на еластичност на огъване на мембрани, съдържащи 10 mol% DOPS и 

20 mol% DOPS, във водни разтвори на 0,19 М C12H22O11 и 0,01 М NaCl с рН 4 и рН 5. 

SOPC/DOPS 

[mol/mol] 

kc [10-19J] 

pH 4 pH 5 

9/1 1,24±0,32 1,22±0,23 

4/1 1,56±0,30 1,73±0,18 

Измерената стойност за модула на огъване на SOPC/DOPS 5/1 (mol/mol) мембрани 

при рН 4 е малко по ниска от тази при рН 5, но разликата остава в рамките на 

експерименталната грешка. При съотношение на SOPC/DOPS 9/1(mol/mol) в бислоя не 

се наблюдава промяна в модула на огъване при увеличаване на киселинността на водната 

среда от рН 5 до рН 4. Получените данни за еластичността на огъване, при тези липидни 

съотношения в мембраната, в среди с контролирана киселинност са показани в табл. 1.  

2) Еластичност на огъване на мембрани, съдържащи полиненаситени 

мастни киселини и/или лизолипиди 

Всички везикули, които са използвани за определяне на модула на еластичност на 

огъване, чрез анализ на термичните флуктуации на формата, са подбрани да отговарят 

на наложените критерии, описани по горе и в [16].  

Първата стъпка в изследванията беше да определим дали избраният метод за 

получаване на гигантски липидни везикули влияе върху получената стойност за модула 

на еластичност на огъване за даден липиден състав на мембраната. Във връзка с това 

бяха проведени два успоредни експеримента за определяне на 𝑘௖, веднъж на везикули, 

получени чрез спонтанно набъбване и втори път, на такива, получени чрез 

електроформиране. Двете изчислени стойности за модула на еластичност на огъване на 

PDPC/POPC мембрани, статистически не се различаваха. Следователно може да се 

направи заключение, че евентуална пероксидация, причинена от ITO електродите, не 

води до измерими промени в еластичността на изследваните мембрани. Стойностите на 

модула на еластичност на огъване са определени чрез TSFA на везикули, получени чрез 

електроформиране, който се предпочита поради по-голямото количество получени 

квазисферични везикули, характеризиращи се с подходящи размери и униламеларност. 
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Фигура 17 Еластичност на огъване на POPC мембрани, съдържащи различни 
концентрации lyso-PC или PDPC, полученa чрез анализ на термичните флуктуации на 

формата на гигантски липидни везикули. Включена графика: Данните за POPC/lyso-PC 
мембрани са описани с линеен фит с: 𝑘௖൫𝐶௟௬௦௢ି௉஼൯ = ൣ1 − 𝑏𝐶௟௬௦௢ି௉஼൧ и параметри 𝑎 =

 1,93 ±  0,06 и 𝑏 =  11,6 ±  1,2; а изчисления концентрационен праг е 𝐶௖௥ = (1/𝑏)  ≤
 0,09, над който молекулите на lyso-PC в бислоя не могат да се разглеждат като идеален 
двумерен случай и трябва да се отчитат и междумолекулните им взаимодействия [24]. 

 
В нашето изследване, за бислоеве съставени от POPC/lyso-PC 99/1 (mol/mol), е 

измерено почти 20%-но намаляване на константата на огъване, в сравнение със 

стойността за чиста POPC мембрана (фигура 17). Теоретично е определено, че 

включването в бислоя на молекули, с голяма молекулна асиметрия, какъвто е случаят с 

lyso-PC, ще доведе до силно намаляване на константата на огъване на мембраната. 

Експерименталните резултати [24], показани в дисертацията, напълно потвърждават тези 

теоретични изчисления. От получените данни може да се определи максималната 

концентрация на lyso-PC в мембраната, над която се очаква включените молекули да 

окажат влияние върху стабилността на бислоя (фигура 17). От линейния фит на 

получените данни, ние определихме концентрационния праг за lyso-PC в POPC/lyso-PC 

мембрани, който е 9 mol% (виж фигура 17). 
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Експерименталните резултати, получени за твърдостта на POPC мембрани, 

съдържащи PDPC- и/или lyso-PC, са показани на фигура 17 [24]. Получено е силно 

намаляване на модула на еластичност на огъване за POPC/PDPC мембрани, в сравнение 

със стойността за чиста POPC мембрана. Концентрации на PDPC от порядъка на 50 mol% 

в мембраната, водят до редуциране на стойността за 𝑘௖ с повече от две трети.  

От получените резултати следва, че наличието на lyso-PC в POPC мембрани има 

значително по-голям ефект върху еластичността на огъване от ефекта на PDPC в бислоя. 

Наличието на 10 mol% PDPC в мембраната, води до около 40% намаляване на твърдостта 

на мембраната, докато само с 3 mol% lyso-PC се постига същият ефект.  

 

Фигура 18 Еластичност на огъване на POPC/PDPC мембрани, определена чрез анализ 
на термичните флуктуации на формата на квази сферични липидни везикули [24]. 

 

Както е показано на фигура 18, експериментално определената зависимост на 𝑘௖ от 

концентрацията на PDPC в POPC/PDPC мембрани може да се опише с експоненциална 

крива ( с два свободни параметъра 𝐶଴ и 𝑘௖
௠௜௡) от вида показан на фигурата, където 𝐶 е 

моларното съдържание на PDPC в бислоя (𝐶 = 0 за чисти  POPC бислоеве, а 𝐶 = 1, за 

чисти PDPC мембрани), 𝐶଴ = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡, 𝑘௖(0) е модулът на еластичност на огъване на 

еднокомпонентна POPC мембрана, 𝑘௖
௠௜௡ е друга константа. Стойността на 𝑘௖

௠௜௡ може да 
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се изчисли с помощта на фита на експерименталните данни: 𝑘௖
௠௜௡ =  (0,58 ±  0,03)10ିଵ  

J. Това се интерпретира като минималната възможна стойност за модула на еластичност 

на огъване на чисти PDPC мембрани, които на практика са недостъпни за директни 

изследвания, чрез TSFA, както е описано по-горе. 

Получените резултати показват, че трикомпонентната мембрана POPC/PDPC/lyso-

PC 4/8/1 с [𝑘௖ =  (1,22 ±  0,19)10ିଵଽ J], има модул на огъване, колкото и 

двукомпонентната POPC/lyso-PC 97/3 мембрана (виж фигура 17). Тези резултати 

поставят основа на бъдещи изследвания определящи мембранната структура, 

пропускливостта ѝ, както и механичните ѝ свойства. 

4.3. Механични свойства на липидните мембрани като функция от 

киселинността и йонната сила на водната среда 

1) Еластичност на огъване на бислойни липидни мембрани в среди с 

контролирана киселинност и йонна сила на водната среда 

Експерименталните резултати за модула на еластичност на огъване на SOPC 

мембрани при различни физикохимични параметри на водната среда са представени в 

Таблица 2. От резултатите, показани в таблицата, се вижда, че наличието на 0,01 mol/L 

KCl  във водната среда води до почти двойно намаляване на модула на еластичност на 

огъване на SOPC в сравнение с модула на еластичност на огъване на SOPC мембрани в 

двойно дестилирана вода. Бовре и колектив публикуват данни за по-слабото влияние на 

натриевия хлорид върху механичните свойства на мембраните [25]. Те са наблюдавали 

20% намаление на модула на еластичност на огъване на POPC мембрани в присъствието 

на десет пъти по-големи концентрации на натриев хлорид в сравнение с данните във вода 

без сол.  

Модулът на еластичност на огъване на SOPC мембрани е измерен чрез анализ на 

термичните флуктуации на формата (TSFA) на гигантски липидни везикули (GUVs) във 

водни разтвори с три различни стойности на рН, които са показани в таблица 2. 

Контролирането на рН на водните разтвори е извършено, чрез добавянето на 0,1 M HCl. 

На фигура 19 е представена зависимостта на модула на еластичност на огъване на SOPC 

мембрани от рН на водния разтвор. Данните ни показват, че с увеличаване на 

киселинността на водния разтвор се увеличава и модулът на еластичност на огъване на 

мембраната, което е в съгласие с данните получени и от други автори [20].  
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Таблица 2 Данни за модула на еластичност на огъване на SOPC мембрани в различни 
водни разтвори и техните стойности за рН  
Номер Липид / Воден разтвор рН kc(10-19 J) 

1. SOPC / Двойно дестилирана вода 5,60 1,88±0,15 

2. SOPC / 0,01 M KCl 5,60 0,85±0,22 

3. SOPC / 0,05 M С12Н22О11 5,60 1,46±0,13 

4. SOPC / 0,19 М С12Н22О11 + 0,01 M NaCl 5,60 1,20±0,12 

5. SOPC / 0,19 М С12Н22О11 + 0,01 M NaCl 5,00 / HCl 1,26±0,08 

6. SOPC / 0,19 М С12Н22О11 + 0,01 M NaCl 4,00 / HCl 1,36±0,22 

7. SOPC / 0,18 М С12Н22О11 + 0,0025М 

C3H4N2 
7,78 2,03±0,23 

 

 

Фигура 19 Модул на еластичност на огъване на SOPC мембрани във водни разтвори на 
0,19 М захароза, 0,01 M NaCl при различни стойности на pH; на малката  графика са 

показани резултатите от микроманипулационни изследвания в 0,2 M разтвори на 
захароза [20,26]. 

 

От данните, публикувани в литературата, за връзката между електрическите и 

механичните свойства на SOPC бислоеве изложени на различни стойности на рН на 

водната среда, става ясно, че не се наблюдава монотонна зависимост на модула на 
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еластичност на огъване на SOPC мембрани от рН на водната среда [20]. Нашите 

резултати, получени чрез анализ на термичните флуктуации, също показват ефекта на 

рН върху механичните свойства на мембраната в изследвания диапазон от стойности на 

рН. Изследването на по-широк диапазон от стойности на рН ще увеличи статистиката и 

ще потвърди тенденцията на ефекта на киселинността на средата върху еластичните 

свойства на мембраната.  

4.4. Механични и електрични свойства на липидните мембрани, като функция 

от концентрацията на захари във водната среда 

1) Еластичност на огъване на мембрани в присъствието на захароза във 

водната среда 

За да се изследва влиянието на захарозата върху еластичните свойства на 

липидните мембрани са използвани SOPC и POPC липидни бислоеве. Данните за 

модулите на еластичност на огъване на двата вида липидни мембрани са получени чрез 

анализ на термичните флуктуации на формата на квазисферични липидни везикули, 

както е описано в [16]. Резултатите получени чрез TSFA на гигантски везикули показват 

повече от 20%-но намаляване на модула на еластичност на огъване на SOPC мембрани 

при концентрации на захароза от 0,05 mol/L (фигура 25). Същата тенденция се наблюдава 

и при POPC мембраните, за този липид е получено почти 20% намаляване на модула на 

еластичност на огъване при наличието на 0,1 mol/L захароза във водната среда. В 

предходни изследвания чрез микроманипулация на гигантски липидни везикули [27,28] 

е измерено намаляване на еластичната константа на фосфатидилхолинови мембрани, във 

водни разтвори съдържащи захароза. Този ефект се потвърждава и от данните, получени 

чрез TSFA за двата вида липид. Нейгъл и колектив публикуват данни за отсъствието на 

ефект върху модула на еластичност на огъване при наличието на сравнително високи 

концентрации (≥0,2 mol/L) различни моно- и дизахариди. Методът, който са използвали, 

е рентгеноструктурен анализ (Diffuse X-ray scattering) [29]. Данните, показващи 

увеличаването на еластичността на мембраната, са в пълно съгласие с направените 

заключения, от други автори, за комплексния механизъм на взаимодействието между 

захарите и мембраната. Андерсен и колектив използват неутронно разсейване (small-

angle neutron scattering) и термодинамични измервания, за да покажат, че захарите могат 

да бъдат свързани с бислоя или отблъснати от него в зависимост от тяхната концентрация 

[30]. Установено е, че при ниски концентрации нискомолекулните въглехидрати се 
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свързват с мембраната с помощта на водородни връзки. Акумулирането на 

въглехидратни молекули по повърхността на мембраната, води до нейното изтъняване и 

разширяване. В съответствие с изтъняването на мембраната, се очаква модулът ѝ на 

еластичност на огъване да намалее. Именно това се наблюдава в получените от нас 

резултати, при анализа на термичните флуктуации на формата на квазисферични 

липидни везикули. При концентрации на захароза ∼0,2 mol/L, захарните молекули 

постепенно се отблъскват от мембранната повърхност, което противодейства на 

изтъняването на бислоя. Следователно, при такива концентрации на захароза не се 

очаква еластичността на огъване на бислоя да се изменя, ясно потвърждение на което е 

представено и от нашите експериментални данни. 

Чрез TSFA е измерено намаляване на модула на еластичност на огъване, при двата 

вида мембрани, с увеличаване на концентрацията на захароза във водната среда. Този 

измерен ефект е по-слаб от намаляването на kc, получено чрез микропипетна техника с 

гигантски везикули [28]. Измерените чрез механична микроманипулация на GUVs 

абсолютни стойности на модула на еластичност на огъване са значително по-ниски от 

стойностите получени чрез анализ на термичните флуктуации на формата на 

квазисферични везикули. Причините, водещи до разминаване на данните, могат да бъдат 

от различен произход. При модула на еластичност на огъване, измерен чрез механична 

микроманипулация на везикули, не са подлагани на т. нар. престресиране чиято цел е да 

се усвои цялата скрита площ на мембраната [28]. По отношение на предишни резултати, 

получени чрез TSFA, за влиянието на захароза върху еластичните свойства на 

мембраната, които показват по ниски стойности на 𝑘௖, идващи от факта, че при тази 

обработка не е отчетено влиянието на белия шум при регистрирането на флуктуациите 

на формата на мембраната на везикулата или при наличието на неконтролирано 

изпарение по време на измерванията, което води до нестационарност на везикулите или 

от неравномерното разпределение на средния радиус на везикулата по всички 

направления [16]. За всички резултати за модула на еластичност на огъване на липидни 

бислоеве, определен чрез анализ на термичните флуктуации на формата на 

квазисферични везикули, получени по време на докторантурата, са взети предвид 

последните корекции в използвания метод [16]. 
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Фигура 20 Модул на еластичност на огъване на SOPC и POPC мембрани като функция 
от концентрацията на захароза; за сравнение са показани данните, получени чрез 

микроманипулация на SOPC мембрани [28]. 
 

2) Ръбно напрежение палмитил олеоил фосфатидилхолинови мембрани във 

водни разтвори на нискомолекулни въглехидрати 

Ръбното напрежение на фосфатидилхолинови мембрани е изследвано чрез анализ 

на динамиката на затваряне на пори на електропорирани GUVs [17]. Чрез прилагането на 

краткотрайни електрични импулси с интензитет 60-80 V/mm за 5 ms е инициирано 

формирането на пори по мембраната. Целта на експерименталните изследвания е да се 

изследва зависимостта на ръбната енергия на мембраната от наличието на 

нискомолекулни въглехидрати във водната среда. Проведени са две паралелни серии 

измервания, които да определят ръбната енергия на липидния бислой при симетрични и 

асиметрични условия на водния разтвор, а именно захароза от двете страни на 

мембраната, или захароза от вътре и глюкоза във външния суспендиращ разтвор. При 

всички проведени експерименти, разтворите от двете страни на мембраната са 

изотонични, за да не се внася допълнителен фактор (осмотични ефекти), който може да 
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окаже влияние върху изследваното мембранно свойство. Концентрациите на захарите, 

при които са получени данни за ръбната енергия на мембраната, са в диапазона от 0 до 

0.4 mol/L.  

Прилагането на електрични импулси инициира образуването на пори, при 

достигането на трансмембранния потенциал. Порите се формират на двата полюса на 

везикулата, в непосредствена близост до електродите (фигура 21).   

 

 

Фигура 21 Електропорация на POPC везикули, във воден разтвор на  200 mM C6H12O6; 

от вътрешната страна на мембраната има разтвор на 200 mM C12H22O11; при прилагане 

на електричен импулс с интензитет 60-80 V/mm и продължителност 5 ms. 

За всяка от концентрациите на захари е изследван ансамбъл от поне десет порирани 

везикули. За всяка везикула са измерени размерът на пората, 𝑑௣௢௥௘, времето за което се е 

формирала пората, 𝑡௣௢௥௘, и времето на живот на пората, 𝜏௣௢௥௘ , както и радиусът на 

везикулата. Времето на формиране на порите съответства на времето от прилагането на 

импулса до момента, в който е направена първата снимка с видима пора, това се случва 

около 1 ms след прилагане на импулса. Посредством фазово контрастна микроскопия са 

детектирани и записани пори, които се намират на екваториалното сечение на 

везикулата. Образувалите се пори, които не са във фокалната равнина на микроскопа, не 

могат да бъдат анализирани. За всяка везикула, по мембраната на която са формирани 

повече от една пора, са измерени и анализирани всички пори, намиращи се във фокалната 

равнина. 
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Риске и Димова теоретично са определили, че времето на живот на всяка пора 

зависи от нейния радиус, а също така и от ръбното напрежение и от вискозитета на 

мембраната [17].  

 

Фигура 22 Зависимост на ръбното напрежение на липидна мембрана от 
концентрацията на захари във водния разтвор. При 1/ асиметрични  условия (о) и 2/ 

симетрични условия (*). 
 

В резултат на проведените от нас измервания, целящи определянето на ефекта от 

наличието на нискомолекулни въглехидрати във водната среда върху ръбното 

напрежение на мембраната, установихме повече от 50%-но редуциране на ръбното 

напрежение на POPC мембрани при 50 mM захароза и съответно захароза/глюкоза. И при 

двете условия на водната среда ясно се вижда намаляването на ръбното напрежение с 

увеличаването на концентрацията на захарите до 50 mM, при по-високите концентрации 

се наблюдава насищане (фигура 22). Наблюдаваното насищане при по-високите 

концентрации се предполага, че се дължи на описаното от Андерсен и колектив [9] 

взаимодействие между мембраната и захарите, разтворени във водната среда. 

Получените резултати за зависимостта на ръбното напрежение от концентрацията 

на нискомолекулните въглехидрати, разтворени във водната среда, внасят яснота в 

изясняването на влиянието на захарите върху мембранните свойства.   



22 
 

3) Електричен капацитет на палмитил олеоил фосфатидилхолинова 

мембрана във водни разтвори, съдържащи захароза 

Чрез електродеформационни експерименти е получена зависимостта на капацитета 

на еднокомпонентни липидни мембрани от наличието на захароза във водната среда. 

Изследвани са палмитил олеил фосфатидилхолинови мембрани във водни разтвори на 

NaCl, съдържащи нарастваща концентрация (от 0 до 200 mM) захароза. В резултат на 

взаимодействието между честотата на полето и разликата в зарядите от двете страни на 

мембраната при ниски честоти, формата на везикулите преминава в издължен елипсоид, 

с дългата си ос ориентирана по посока на полето (фигура 23). Във всички експерименти, 

целящи определянето на електричния капацитет на мембраната, проводимостта на 

разтвора от вътрешната страна на мембраната е по-ниска от проводимостта на външния 

за мембраната, разтвор. В резултат на съотношението на проводимостите, формата на 

везикулите преминава от издължен към сплескан елипсоид с увеличаването на честотата 

на полето. При преминаването от едното издължено състояние в другото, везикулата 

приема квази сферична форма при определена критична стойност на честотата, 𝑓௖௥,  както 

е показано на фигура 23. При анализа на направените записи се определят радиусите на 

везикулата по посока на полето, 𝑎, и перпендикулярно на него  𝑏. За всяка серия от 

честоти за една везикула, степента на деформация се определя чрез съотношението 𝑎 𝑏⁄ . 

 

 

Фигура 23 Фазово контрастна микрография на POPC везикула (r = 18 µm) в 0.2 mol/L 
захароза при различни честоти на променливото електрично поле с интензитет 6 kV/m. 

Отношението на проводимостите от двете страни на мембраната е Λ=0,87, 
проводимостта на вътрешния разтвор е 1,48 mS/cm, проводимостта на суспендиращата 

среда е 1,70 mS/cm. 
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Изчислената корекция за използваните концентрации на натриев хлорид, взимайки 

предвид капацитета на двойния електричен слой от двете страни на мембраната е ~10% 

[31]. Сравнявайки, получената от нас стойност за капацитета на мембраната в разтвор 

без наличието на захароза (контролната точка) 𝐶௠ =  0,50 ±  0,02 𝜇𝐹/𝑐𝑚ଶ [31], с 

данните получени с плоски мембрани, можем да заключим, че нашите резултати 

получени при работата с GUVs дават по-ниска стойност за специфичния капацитет на 

мембраната, в сравнение със стойността, получена за плоски и окачени мембрани. 

Измерената стойност, (0,69 ± 0,05) 𝜇𝐹/𝑐𝑚ଶ, за специфичния капацитет на 

мембраната във воден разтвор на 0,1 mol/L захароза е в съответствие с измерената по-

рано [18], стойност за POPC мембрани, със същия метод и при същата концентрация на 

захароза. Получената зависимост на специфичния капацитет на мембраната от 

концентрацията на захароза във водната среда е показана на фигура 24. Специфичният 

капацитет на мембраната нараства с увеличаване на концентрацията на захароза в 

разтвора. За максималната използвана концентрация на захароза (0,2 mol/L), измерената 

стойност за капацитета, (0,77 ± 0,05) 𝜇𝐹/𝑐𝑚ଶ, е приблизително с 50 % по-висока от 

стойността измерена при отсъствие на захароза във водния разтвор [31]. Чрез неутронно 

разсейване (small-angle neutron scattering) е изследвано изтъняването на мембраната в 

резултат от наличието на сравнително ниски концентрации на захароза (≤ 0,2 mol/L) във 

водния разтвор [9]. Както следва от 𝐶௠ = 𝜀௠/ℎ, изтъняването на мембраната води до 

увеличение на специфичния ѝ капацитет. Следователно, можем да очакваме, че 

капацитетът на мембраните, в среди без наличието на захароза, ще бъде по-нисък от 

капацитета на същите бислоеве във водни разтвори, съдържащи захароза. Нашите 

резултати доказват тази тенденция, но количествената разлика в стойностите за 

капацитета на мембрани във водна среда без захар и при наличието на захароза е много 

по-голяма от очакваните ~10%, дължащи се на изтъняването на мембраната. Този 

резултат ни дава основание да предположим изменение и на други материални свойства 

на мембраната, каквото е тяхната относителна диелектрична проницаемост, в резултат 

от взаимодействието на захарните молекули с мембраната. 
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Фигура 24  Зависимост на специфичния капацитет на POPC мембрана, измерен чрез 
електродеформация на везикули, от концентрацията на захарозата във водния разтвор. 

 
На базата на резултатите получени от нас в рамките на настоящия дисертационен 

труд, формирахме следните изводи. 

5. Изводи 

1) Фосфатидилхолинови мембрани, съдържащи отрицателно заредения липид 

фосфатидилсерин, показват двуфазна хетерогенност (течна подредена и течна 

неподредена фази) при температури по-ниски от 29℃. Площта на течната подредена 

фаза, както и температурата на преход към хомогенна система, зависи от молното 

съдържание на фосфатидилсерина в мембраната. 

2) Модулът на еластичност на огъване на двукомпонентни заредени мембрани се 

увеличава при нарастване на повърхностния заряд на мембраната, като при 50 %-на 

плътност на заряда на мембраната модулът на огъване се увеличава с 20% в 

сравнение със същата материална константа на незареден липиден бислой.  

3) Модулът на еластичност на огъване на липидни мембрани намалява при включване 

в състава им на лизолипиди и/или липиди, съдържащи полиненаситени мастни 

киселини. Степента на регистрирания ефект е различна при двете вещества, като 
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намалението на еластичната константа е по-силно при лизолипид-съдържащи 

мембрани. 

4) Модулът на еластичност на огъване на липидни мембрани намалява във водни 

разтвори с ниски стойности на pH  (4 ≤ pH < 6), като получените стойности са в 

съгласие с данните в литературата от микроманипулация на везикули със същия 

липиден състав. 

5) Модулът на еластичност на огъване на липидни мембрани в разтвор с контролирана 

йонна сила при 0,01 mol/L KCl намалява почти двукратно в сравнение с модула на 

еластичност на огъване на същите мембрани в двойно дестилирана вода. 

6) Във водни разтвори на захароза (≤ 0,1 mol/L) модулът на  еластичност на огъване на 

липидни мембрани намалява с 20%, като при по-високи концентрации на захарта се 

наблюдава насищане на ефекта. Установеното от нас влияние на захарозата е по-

слабо от намалението на модула на огъване, измерено по-рано чрез 

микроманипулация на везикули и анализ на флуктуациите без отчитане на белия 

шум. 

7) Електричният капацитет на липидни мембрани нараства при увеличаване на 

концентрацията на захароза във водната среда в резултат на изтъняването на бислоя 

и изменение на диелектричната му проницаемост. 

8) Ръбната енергия на липидни мембрани намалява в присъствие на нискомолекулни 

въглехидрати във водната среда, като ефектът отбелязва насищане при 

концентрации на захарите над 0.05 mol/L.  
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6. Приноси 

I. Определена е еластичността на огъване на заредени липидни мембрани в зависимост 

от повърхностния заряд на мембраната при зададена йонна сила на средата и при 

pH≤5 и е построена е приблизителна частична фазова диаграма на изследваните 

мембрани. Наблюдаваната зависимост на еластичността на мембраната от 

повърхностния ѝ заряд е описана въз основа на известната от литературата 

теоретична оценка на електростатичния принос към модула на огъване на бислоя при 

отчитане на положението на неутралната повърхност като функция от липидния 

състав на мембраната. 

II. Доказано е, че влиянието на лизолипиди върху еластичността на огъване на бислоя 

е по-силно в сравнение с включването в мембраната на липид, съдържащ 

полиненаситени мастни киселини. Установен е стабилизиращият ефект на 

последния върху ламеларната фаза на лизолипид-съдържащи мембрани и е 

определена константата на еластичност на огъване на трикомпонентна мембрана, 

съдържаща лизолипид и липид с полиненаситени ацилни вериги. 

III. Определена е еластичността на огъване на липидни мембрани във водни разтвори с 

ниски стойности на pH  (4 ≤ pH < 6) и е установено намаление на модула на огъване 

на мембраната при намаляване на киселинността на средата. 

IV. Определени са механичните и електричните свойства на липидни мембрани във 

водни разтвори на захари. Установено е, че с увеличаване на концентрацията на 

нискомолекулните въглехидрати във водата еластичната константа на огъване и 

ръбната енергия намаляват, а електричният капацитет на мембраната нараства. 

Наблюдаваните ефекти са обяснени въз основа на данните в литературата, получени 

от структурни изследвания върху ламеларна липидна фаза и водни разтвори на 

захари. 
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