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На примере монослоев фосфолипида димиристоил фосфатидилсерина (DMPS) на поверхности во-

ды показана возможность изучения их структурной организации в различных фазовых состояниях с

использованием метода рентгеновской рефлектометрии в лабораторных условиях.
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Интерес к исследованиям различных систем на

основе фосфолипидов обусловлен как фундамен-

тальными аспектами физики конденсированного со-

стояния, так и тем, что они являются основой биоло-

гических мембран [1]. Однако приготовление на твер-

дых подложках макроскопических образцов фосфо-

липидных бислоев либо мультислоев ограничено тем

обстоятельством, что радиус спонтанной кривизны

липидного бислоя в водной среде составляет ме-

нее 50 мкм [2]. Как следствие, работы по анализу

структурной организации липидного бислоя в вод-

ной среде методом рентгеновского и нейтронного ма-

лоуглового рассеяния ограничены исследованиями

трехмерных агрегатов (везикул) [3–6]. Рентгеновские

исследования макроскопически плоских монослой-

ных и многослойных липидных структур на протя-

женной горизонтальной поверхности жидких подло-

жек в этой связи представляют безусловный инте-

рес.

Изучение пространственной структуры таких

образцов методом рентгеновской рефлектомет-

рии обычно проводится на специализированных

синхротронных станциях. Специфика постановки

эксперимента для жидких образцов (в частно-

сти, необходимость горизонтального расположения

образца) существенно усложняет конструкцию

оптического тракта и дефлекторной системы син-

хротронного пучка. Как следствие, количество

станций, оборудованных для изучения границ раз-

дела жидкостей, сравнительно мало, а их рабочая

загрузка высока. Кроме того, интенсивность син-
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хротронного пучка зачастую оказывается настолько

высокой, что может вызвать деградацию липидных

пленок за время, соизмеримое с длительностью

одного измерения угловой зависимости отраженного

излучения [7].

Ранее нами был создан рентгеновский дифрак-

тометр с горизонтальным расположением образца и

подвижной системой излучатель – детектор [8]. Та-

кая конструкция прибора позволяет проводить рент-

геновские исследования жидких образцов методом

рентгеновской рефлектометрии. Возможность изуче-

ния на данном приборе структуры фосфолипидных

мультислоев, нанесенных на жидкую кремнезольную

подложку, была нами показана в [9, 10]. Следует, од-

нако, отметить, что образование фосфолипидных мо-

нослоев и их структура на поверхности воды (что,

возможно, в большей мере моделирует биологиче-

ские мембраны) отличается от исследованных нами

ранее.

Кроме того, контраст в рентгеновских экспери-

ментах в значительной мере определяется соотноше-

нием электронных плотностей пленки и подложки.

Например, по литературным данным [6], это соот-

ношение плотностей липидной мезофазы и воды ле-

жит в интервале 0.95–1.05. Для подобных низкокон-

трастных систем значимое изменение кривых отра-

жения и рассеяния может быть сопоставимо по по-

рядку величины с экспериментальной погрешностью

регистрируемого сигнала. Таким образом, проведе-

ние рефлектометрических экспериментов при иссле-

довании липидных слоев на воде накладывает допол-

нительные требования к уровню паразитного шума

прибора.
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Отметим также, что решение обратной задачи

рентгеновской рефлектометрии, т.е. восстановления

плотности структуры образца в направлении, пер-

пендикулярном его поверхности, становится тем луч-

ше определенным, чем в большем интервале углов

скольжения проведен эксперимент. При этом, есте-

ственно, уменьшается и отраженный сигнал. Для

аналогичных экспериментов, проводимых на синхро-

тронных станциях, удается зарегистрировать отра-

женное излучение при падении его интенсивности от-

носительно первичного пучка на 8–10 порядков.

В данной работе мы показываем на примере ис-

следования монослоев димиристоил фосфатидилсе-

рина (DMPS) на водных подложках, что сравнимые

по качеству результаты могут быть получены и в

лабораторных экспериментах. Созданная нами уста-

новка и разработанные методы анализа данных поз-

воляют регистрировать структурные эффекты в тон-

ких плоских слоях на поверхности жидкостей, в том

числе и в присутствии поверхностно-активных соеди-

нений, к которым относятся и фосфолипиды. Пред-

ставленные результаты позволяют оценить геомет-

рические факторы, отражающие изменения в моле-

кулах фосфолипида DMPS при фазовом переходе в

монослое на поверхности воды из состояния “расши-

ренной жидкости” в гелевое, жидкокристаллическое.

Образцы монослоев фосфолипида DMPS приго-

тавливались и изучались при комнатной темпера-

туре T в герметичной ячейке с рентгенопрозрачны-

ми окнами в соответствии с методикой, описанной в

[10, 11]. На поверхность жидкой подложки (раствор

KCl в деионизованной воде при pH≈ 7), помещенной

во фторопластовую тарелку диаметром D = 100мм,

с помощью микрошприца наносился калиброванный

объем раствора фосфолипида в смеси хлороформ-

метанол 5:1. Концентрация липида в этом растворе

составляла 0.5 мг/мл. В работе в качестве примера

проведен анализ данных, полученных для двух мо-

нослоев DMPS на поверхности фонового электроли-

та KCl 10 и 100 ммоль/л. Для первого образца (обра-

зец “a”) расчетное значение удельной площади A на

молекулу в монослое составляет 100 Å2, а для вто-

рого A = 46 Å2 (образец “b”). Согласно изученной

ранее зависимости поверхностного давления Π(A),

монослой “a” находится в состоянии “расширенной

жидкости”; монослой “b”, по-видимому, представля-

ет собой пространственно-неоднородную структуру,

состоящую из равновесной смеси доменов жидкой и

гелевой фаз [12–15].

Измерение угловой зависимости интенсивности

отраженного излучения проведено нами в два этапа.

На первом этапе режим трубки выбирается таким,

чтобы интенсивность отраженного излучения не пре-

вышала 104 имп./с во избежание просчетов детекто-

ра. По мере увеличения угла и спада интенсивно-

сти до значений менее 10 имп./с, режим трубки уста-

навливается на максимальные значения и измере-

ние продолжается с перекрытием углового диапазо-

на предыдущего этапа на 0.1 град. Оценочное значе-

ние интенсивности падающего пучка при максималь-

ной мощности на трубке составляет ∼ 106 имп./с, а

собственный фон детектора составляет 10−1 имп./с.

Таким образом, диапазон измерений достигает 7 по-

рядков по падению интенсивности сигнала.

Если kin, ksc – волновые вектора падающего и

рассеянного лучей в направлении точки наблюдения,

соответственно, то вектор рассеяния q = kin−ksc при

зеркальном отражении имеет только одну ненулевую

компоненту qz = (4π/λ) sinα, где α – угол сколь-

жения в плоскости, нормальной к поверхности (см.

вставку на рис. 1). Значение угла полного внешнего

отражения для поверхности воды αc ≈ λ
√

reρw/π ≈
≈ 0.15 град (qc = (4π/λ) sinαc ≈ 0.022 Å−1) фикси-

руется объемной электронной концентрацией в ней

ρw ≈ 0.333 e−/Å3, где re = 2.814 · 10−5 Å – классиче-

ский радиус электрона.

На примененном в работе рентгеновском дифрак-

тометре подготовка рентгеновского излучения осу-

ществляется с помощью трехщелевой системы кол-

лимации и кристалла-монохроматора однократного

отражения Si(111). Для повышения интегральной

интенсивности рентгеновского пучка использована

широкофокусная (12×2мм) трубка с медным ано-

дом. За счет большего диаметра нити накала трубки

ее максимальная разрешенная мощность оказывает-

ся на 20 % выше, но интенсивность распределяется

по большей площади, что в результате сказывает-

ся на увеличении ширины падающего пучка и обу-

славливает необходимость введения геометрическо-

го фактора. Кристалл-монохроматор настроен на ли-

нию Kα1
(энергия фотоновE ≈ 8048 эВ, длина волны

λ = 1.5405 ± 0.0001 Å). За ширину пучка d прини-

мается расстояние между точками на распределении

интенсивности, где она оказывается на порядок ни-

же максимума. В нашем случае значение d составля-

ло около 0.55мм. Оценка размера области засветки

s = d/ tanα показывает, что на первом этапе измере-

ний угловой зависимости интенсивности отраженно-

го излучения при этом значении d и при углах α ∼ αc

область засветки рентгеновским пучком оказывается

существенно больше площади поверхности образца.

Для точной коррекции искажений измеренной за-

висимости перед каждым экспериментом проводится

съемка профиля прямого пучка I0(β), где β – угло-
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Рис. 1. Зависимость R(qz) для монослоя DMPS на по-

верхности воды для различных значений площади на

молекулу: кружки – A = 100 Å2 при концентрации KCl

в подложке 10 ммоль/л; квадраты – A = 46 Å2 при

концентрации KCl в подложке 100 ммоль/л. Непрерыв-

ные линии – двухслойная модель монослоя (2), штри-

ховые линии – результат “безмодельного” подхода при

восстановлении профилей электронной концентрации.

Их различие становится заметным при больших углах

скольжения. Вставка: кинематика рассеяния описана в

системе координат, в которой плоскость xy совпадает с

границей между монослоем и водой, ось Ox перпенди-

кулярна к направлению луча, а ось Oz направлена по

нормали к поверхности противоположно силе тяжести.

В эксперименте рефлектометрии, в вертикальной плос-

кости yz углы α = β, а в горизонтальной плоскости xy

угол φ = 0

вое положение детектора в вертикальной плоскости,

в отсутствие образца при фиксированном положении

источника α = 0.

Линейный размер пучка в вертикальной плоско-

сти вдоль оси Oz определяется расстоянием l0 от оси

вращения (l0 ≈ 570мм). Тогда пусть z = l0 tanβ.

Длина проекции образца l на плоскость, перпенди-

кулярную направлению распространения пучка l =

= L sinα, где L ≈ D – размер образца вдоль пучка.

Геометрический фактор вводится как соотноше-

ние интегральной интенсивности всего падающего

пучка к доле интенсивности его сечения, попадаю-

щей в пределы поверхности образца, в предположе-

нии, что максимум пучка попадает в центр образца:

Π(α) =

d
∫

−d

I0(z)dz

l/2
∫

−l/2

I0(z)dz

. (1)

Наконец, коэффициент зеркального отражения, с

учетом вычисленного значения геометрического

фактора, R(α) = I(α)/[I0Π(α)], где I(α) и I0 –

интенсивности отраженного и падающего пучков,

соответственно.

Полученную таким образом угловую зависимость

коэффициента отражения можно рассматривать в

представлении бесконечной протяженности исследу-

емого образца в латеральном направлении. Отметим,

что учет зависимости Π(α) дает поправку к величине

R ∼ 8% при α = 2αc и менее 2 % при α = 3αc.

На втором этапе, начиная с углов α > 8αc, изме-

рения интенсивности отражения проводятся не толь-

ко при угле скольжения α, но также при углах α−∆β

и α + ∆β, где сдвиг ∆β равен удвоенной угловой

ширине отраженного пучка и составляет ≈ 400 угл. с.

Это необходимо для дискриминаций вклада паразит-

ного фона рассеяния в объеме в измеряемую детек-

тором интенсивность. Результирующая отраженная

интенсивность I ′(α) вычисляется по трем получен-

ным значениям I(α) с помощью формулы I ′(α) =

= I(α)− (I(α−∆β) + I(α+∆β))/2. Таким образом,

R(α) = I ′(α)/I0.

Программное обеспечение дифрактометра позво-

ляет задавать переменный угловой шаг, ширину ще-

ли детектора и время экспозиции, что позволяет оп-

тимизировать измерение быстро спадающего с уве-

личением α коэффициента отражения R. При из-

мерениях шаг в изменении α определяется характе-

ром измеряемой зависимости и обычно варьируется

в пределах от 10 до 500 угл. с.

Описанный подход к учету фона на больших уг-

лах и учету геометрического фактора на малых уг-

лах позволяет в результате получить угловую за-

висимость коэффициента отражения рентгеновских

лучей в диапазоне от 1 до 10−8, что сопоставимо с ре-

зультатами, достигаемыми на современных синхро-

тронных станциях [11, 16–21]. Такой результат, ко-

нечно, достигается не только путем совершенствова-

ния методики эксперимента, но и за счет увеличения

его времени, которое, впрочем, не превышает 10 ч.

Полученные экспериментальные зависимости ко-

эффициента отражения представлены на рис. 1. Кри-
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вая для образца “a” заметно отличается от зависимо-

сти R(qz) образца “b” и обе содержат выраженные

экстремумы. Последнее обстоятельство прямо ука-

зывает на неравномерность распределения отражаю-

щей плотности по глубине приповерхностного слоя.

Нахождение этого распределения (т.е. решение

обратной задачи) было проведено двумя различны-

ми способами. Первый из них (модельный) учиты-

вает данные о строении молекулы изучаемого ли-

пида. Известно, что молекула исследуемого липи-

да состоит из плотной “головы” (фосфатидилсерино-

вой группы) и менее плотных углеводородных хво-

стов. В процессе перехода жидкость–гель углеводо-

родные хвосты упорядочиваются, а головная часть

де-гидратируется, что также приводит к изменению

ее электронной плотности.

По этой причине липидный монослой логично мо-

делировать в виде двуслойной структуры на поверх-

ности воды с плавными границами раздела [22]:

ρ =
1

2
ρ0 +

1

2

2
∑

j=0

(ρj+1 − ρj)erf

(

lj

σ0

√
2

)

,

lj = z +

j
∑

n=0

Ln,

erf(x) =
2√
π

∫ x

0

exp(−y2)dy,

(2)

где ρ0 ≡ ρw, L0 ≡ 0 – положение границы вода–слой

полярных групп (z = 0), L1, ρ1 и L2, ρ2 – толщина

и электронная плотность полярных групп фосфати-

дилсерина и углеводородных хвостов соответствен-

но, а ρ3 ≈ 0 – объемная электронная концентрация в

воздухе.

Величина σ0, определяющая ширину границ раз-

дела, фиксировалась равной значению “капиллярной

ширины” σ2
0 = (kBT/2πγ) ln(Qmax/Qmin) (kB – по-

стоянная Больцмана, поверхностное натяжение под-

ложки γ = 50 − 70мН/м), которая задается корот-

коволновым пределом в спектре капиллярных волн

Qmax = 2π/a (a ≈ 10 Å – по порядку величины меж-

молекулярное расстояние) и Qmin = qmax
z ∆β (2∆β ≈

≈ 1.7 · 10−3 рад – угловое разрешение детектора, а

qmax
z ≈ 0.5 Å−1) [23–28]. В этом представлении теоре-

тическое значение σ0 для выбранных нами значений

A составляет 2.7 − 3.2 Å. Отражение рентгеновских

лучей R(qz) от заданной таким образом двуслойной

модели легко может быть рассчитано, например, в

рамках борновского приближения искаженных волн

[29]. Далее искомая структура находится путем ми-

нимизации невязки между расчетной кривой и экс-

периментальными данными, при этом подгоночны-

ми параметрами являются толщины и электронные

плотности обеих частей модели липидного слоя.

Вычисление коэффициента отражения R(qz) и

подгонка параметров модельного профиля прово-

дились в среде C-PLOT (разработчик – Certified

Scientific Software) с помощью одной из стандартных

функций. При этом погрешности в определении па-

раметров модели могут быть установлены с исполь-

зованием стандартного критерия χ2.

Второй подход основан на экстраполяции асимп-

тотического поведения кривой отражения R(qz) в об-

ласть больших qz, и при этом не используется ника-

ких априорных предположений о поперечной струк-

туре поверхности [30, 31]. Этот подход условно мож-

но назвать “безмодельным”. В рамках подхода пред-

полагается, что распределение поляризуемости по

глубине δ(z) содержит особые точки zj, в которых

значение поляризуемости (либо ее n-й производной)

меняется скачкообразно:

∆n(zj) ≡
dnδ (zj + 0)

dzn
− dnδ (zj − 0)

dzn
. (3)

Сочетание таких особых точек однозначно определя-

ет асимптотическое поведение амплитудного коэф-

фициента отражения r(qz) при qz → ∞ (R(qz) ≡
≡ |r(qz)|2)). Расположение zj можно определить из

экспериментальной кривой R(qz), измеренной в огра-

ниченном интервале значений qz, с помощью про-

цедуры модифицированного Фурье-преобразования,

которая подробно изложена в [30].

В общем случае существует всего два физиче-

ски разумных распределения δ(z), удовлетворяющих

одновременно экспериментальным значениям коэф-

фициента отражения R(qz) и заданному сочетанию

особых точек ∆n(zj) в профиле поляризуемости, и

различающихся только порядком их расположения

относительно подложки. Искомый профиль δz , раз-

битый на M ∼ 100 тонких слоев, описывается сту-

пенчатой функцией вида
∑M

m=1 ∆
n(zm)H(z − zm),

где H(z) – функция Хэвисайда [32], с фиксирован-

ным положением особых точек ∆1(zj). В свою оче-

редь, отражение R(qz, δ(z1)...δ(zM )) от такой струк-

туры можно рассчитать в рамках формализма ре-

куррентных соотношений Парратта [33]. Минимиза-

ция невязки между расчетной и эксперимертальной

кривыми отражения и подгонка модельного профи-

ля δ(z1...zM ) проводилась в среде языка Python с

использованием пакета библиотек Scientific Python,

реализующих стандартный алгоритм Левенберга–

Марквардта [34]. Наконец, для слабопоглощающих

веществ в жесткой области спектра рентгеновско-

го излучения из восстановленных распределений
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оптической постоянной δ(z) возможно рассчитать

модельно-независимые профили электронной кон-

центрации по глубине ρ(z) ≃ πδ(z)/(r0λ
2) [35].

Сопоставление расчетных и экспериментальных

кривых отражения (см. рис. 1) показывает достаточ-

но хорошее согласие между собой для обоих образ-

цов. Распределение электронной плотности в липид-

ном монослое, полученное с использованием обоих

методов восстановления, представлено на рис. 2, на

Рис. 2. Профили распределения, нормированные на

электронную концентрацию в воде при нормальных

условиях, ρw ≈ 0.333 e−/Å3: непрерывные линии – для

“модельного” подхода (см. (2)), штриховые линии –

“безмодельного”. Для удобства сравнения кривые для

образца “b” смещены вдоль ординаты на 0.75 относи-

тельно кривых для образца “a”. Положение границы

полярной области молекул липида с водой выбрано при

z = 0

котором видно, что выбранная нами двухслойная

модель структуры хорошо согласуется с профилем

электронной концентрации, полученным независимо

в рамках безмодельного подхода; это свидетельству-

ет о корректности как выбранной модели монослоя

в целом, так и рассчитанных параметров его струк-

турных компонент.

Для липидной пленки “a” общая толщина модель-

ной структуры L1 + L2 ≈ 20 Å и расстояние между

особыми точками в профиле ρ(z) безмодельного под-

хода ≈ 16 Å заметно меньше длины молекулы липи-

да ≈ 27 Å. Данный факт свидетельствует о том, что

углеводородные цепи молекулярных хвостов разупо-

рядочены относительно нормали к поверхности. По

данным для второго образца толщина второго слоя

L2 ≈ 15 Å и примерно соответствует расчетной длине

углеводородных хвостов –C14H27 у молекулы DMPS

16.7 Å (≈ 12 × 1.27 Å(С–С) + 1.5 Å(–CH3)). Концен-

трация ρ2 ≈ 0.9ρw и площадь на углеводородную

цепь ≈ 17 Å2 у образца “b” (L1 + L2 ≈ 27 Å) соответ-

ствуют кристаллической фазе высокомолекулярно-

го предельного углеводорода [2]. Оценочное значение

угла θ отклонения оси молекулярных хвостов от нор-

мали к поверхности составляет θ = arccos(15/16.7) ≈
30 град. В свою очередь, толщина слоя полярных го-

лов L1 находится для обоих образцов в интервале

10−12 Å. При этом электронная концентрация ρ1 воз-

растает с ∼ 1.2ρw у образца “a”, до ∼ 1.4ρw у образца

“b”. Такое различие связано с изменением в степе-

ни гидратации полярных групп фосфолипидов при

сжатии монослоя [12].

Итак, в настоящей работе нами эксперименталь-

но обоснована возможность исследования слоев на

водных подложках методом рентгеновской рефлек-

тометрии в лабораторных условиях. Собранные на

созданном нами дифрактометре данные для коэф-

фициента отражения R(qz) по пространственному

разрешению 2π/qmax
z ≈ 10 Å сопоставимы с получен-

ными ранее результатами при использовании синхро-

тронного излучения. Описаны методические особен-

ности организации эксперимента, позволившие до-

биться такого результата. Наконец, получены дан-

ные о структурной организации монослоев липида

DMPS на водной подложке в различных фазовых со-

стояниях.

Мы полагаем, что применение описанной выше

методики измерений к монослоям различного типа

и разработанный нами способ их анализа в комби-

нации с молекулярно-динамическими вычисления-

ми позволят уточнить особенности взаимодействия

фосфолипидов с водным окружением и геометриче-

ские факторы, которые в значительной мере влияют

на распределение электрических полей в липидных

мембранах и их окрестности [36].
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