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ВВЕДЕНИЕ

Для изучения кинетики функционирования 
белков, осуществляющих транспорт протонов 
через мембрану, используют соединения, выде-
ляющие протоны на поверхности мембраны при 
поглощении ими света (caged-H+). Адсорбцию 
и фотохимические реакции таких соединений 
можно изучать на бислойных липидных мембра-
нах (БЛМ) с помощью методов, позволяющих 

измерять скачок электростатического потен-
циала на границе мембраны с раствором [1, 2]. 
Существуют два типа таких соединений. В сое-
динениях первого типа освобождение протона 
при поглощении света происходит в результате 
необратимой реакции, в ходе которой от моле-
кулы отрывается кислотный остаток [3–6]. Сое-
динение этого типа – 2-метокси-5-нитрофенил-
сульфат натрия (MNPS), молекула которого при 
возбуждении необратимо высвобождает сульфат 
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Изучены адсорбция и фотохимические реакции пиранина на бислойной липидной мембране (БЛМ) 
с помощью измерения электростатических потенциалов на границе мембраны с водой. Зависимость 
электростатических потенциалов, возникающих из-за адсорбции пиранина, от его концентрации 
в растворе описывается теорией Гуи–Чепмена в предположении, что на мембране адсорбируются 
анионы с тремя заряженными группами. При освещении БЛМ с адсорбированным на ней пирани-
ном существенных изменений граничного потенциала не обнаружено. Значительные изменения по-
тенциала наблюдались, если на БЛМ помимо пиранина были адсорбированы молекулы стириловых 
красителей di-4-ANEPPS или RH-421. Знак и величина этих изменений соответствуют исчезнове-
нию дипольного потенциала, создаваемого молекулами стириловых красителей на БЛМ. Скорость 
исчезновения потенциала была пропорциональна концентрации пиранина и интенсивности осве-
щения. Исчезновение потенциала может быть вызвано как связыванием протонов, освободившихся 
из молекулы пиранина, с молекулами красителей с их последующей десорбцией с БЛМ, так и их 
разрушением. Молекулы пиранина и стириловых красителей могут образовывать комплексы на гра-
нице БЛМ. Об этом говорят эксперименты, в которых сумма изменений потенциала, вызванных их 
адсорбцией по отдельности, значительно отличалась от изменения граничного потенциала при их 
одновременной адсорбции. Кинетика исчезновения дипольного потенциала БЛМ со стириловыми 
красителями при возбуждении пиранина оказалась аналогичной наблюдавшейся ранее с другим 
соединением – 2-метокси-5-нитрофенилсульфатом натрия, освобождающим протоны на границе 
мембраны при освещении. Это позволяет предположить, что она связана с десорбцией с мембраны 
молекул красителя, из-за связывания с ними протонов, освободившихся из возбужденных молекул 
пиранина. 
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и протон, изучалось нами ранее на БЛМ мето-
дом компенсации внутримембранного поля [1, 2]. 
Было показано, что его молекулы адсорбируются 
на БЛМ как анионы, а при их возбуждении воз-
никает скачок потенциала, вызванный частично 
разрушением на БЛМ этих анионов, частично – 
связыванием на  БЛМ протонов, освободив-
шихся в  результате этой реакции. Вызванные 
связыванием протонов изменения потенциала 
определялись зависимостью поверхностного за-
ряда БЛМ от рН, вызванной наличием титруе-
мых групп фосфолипидов [2]. Это ограничива-
ло чувствительность данного метода и область 
рН, в которой можно было проводить измере-
ния. Более чувствительные методы используют 
флуоресцентные зонды, позволяющие оценить 
изменение концентрации протонов на поверх-
ности мембраны с помощью оптических изме-
рений [7–12]. Возможен также альтернативный 
метод оценки изменения концентрации прото-
нов на  поверхности мембраны по изменению 
электростатических потенциалов, вызванных 
стириловыми красителями – di-4-ANEPPS или 
RH-421. Их молекулы обладают значительным 
дипольным моментом, образованным отрица-
тельно заряженной сульфогруппой на  одном 
конце молекулы и положительно заряженным 
атомом азота – на другом. Из-за этого диполь-
ного момента молекулы красителя, адсорбируясь 
на поверхности мембраны, создают на ней ска-
чок потенциала [13]. Эти красители изначаль-
но использовались для регистрации электриче-
ского поля в мембране [14, 15]. Молекулы этих 
красителей также могут окисляться синглетным 
кислородом, что позволило найти им еще одно 
применение – для изучения фотосенсибилиза-
торов, причем кинетику их окисления в  мем-
бране можно регистрировать, измеряя скачок 
потенциала на границе мембраны с раствором 
[16]. Адсорбция молекул красителей на мембра-
не зависит от рН, поэтому их можно использо-
вать и как зонды для регистрации протонов, свя-
занных на поверхности БЛМ. Это было проде-
монстрировано в экспериментах с MNPS: при 
фотоиндуцированном освобождении протонов 
из молекул MNPS происходило уменьшение по-
тенциала, вызванного адсорбцией di-4-ANEPPS 
на поверхности БЛМ [17].

В фотоактивируемых соединениях другого 
типа освобождение протона происходит из-за 
диссоциации молекулы, pK которой в возбуж-
денном состоянии оказывается значительно 
ниже pK в  основном состоянии [18, 19]. Наи-
более изученным соединением такого класса 
является пиранин. При возбуждении молекулы 

пиранина происходит диссоциация протона, ко-
торый затем может присоединяться к акцептору, 
прежде всего к молекуле воды. Пиранин приме-
нялся и как флуоресцентный индикатор измене-
ния рН в растворе, и как индикатор степени ги-
дратации среды [20], и как фоточувствительный 
источник протонов при изучении кинетики про-
тонного транспорта через мембраны [21]. В на-
стоящей работе показано, что пиранин способен 
адсорбироваться на БЛМ и вызывать при осве-
щении десорбцию с мембраны молекул стири-
ловых красителей аналогично изученному нами 
ранее MNPS. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бислойную липидную мембрану формиро-
вали из дифитаноилфосфатидилхолина (Avanti 
Polar Lipids, США), растворенного в  н-декане 
в концентрации 15 мг/мл, по методу Мюллера–
Рудина [22] на отверстии диаметром 0.8 мм в пе-
регородке тефлоновой ячейки. 

Водные растворы, применявшиеся в  экспе-
риментах, содержали KCl («Реахим», Россия), 
лимонную кислоту («Реахим», Россия), HEPES 
(Sigma, США), Tris (Sigma) и были приготовле-
ны на  дважды дистиллированной воде. В  экс-
периментах были использованы стириловые 
красители di-4-ANEPPS и  RH-421, а  также 
8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (пиранин) 
(Sigma-Aldrich, США). 

Стириловые красители и  пиранин добавля-
ли в дальний (по отношению к источнику света) 
отсек ячейки. Растворы в обоих отсеках ячейки 
непрерывно перемешивались с  помощью маг-
нитной мешалки. При освещении БЛМ посто-
янным светом использовали ультрафиолетовый 
светодиод с длиной волны 375 нм и максималь-
ной электрической мощностью 3 Вт. Мощность 
освещения регулировали, варьируя величину по-
даваемого на светодиод напряжения.

В электрических измерениях использовали 
хлорсеребряные электроды, контакт которых 
с растворами в ячейке осуществлялся через ага-
ровые мостики, изготовленные из пластиковых 
носиков. Нижняя часть носика была заполнена 
агаром (использовался 3% агар, приготовлен-
ный в растворе 100 мМ KCl), верхняя – тем же 
раствором, который находился в ячейке. Элек-
тростатические потенциалы на  границе мем-
браны с раствором измеряли методом компен-
сации внутримембранного поля [23, 24]. Уста-
новка для электрических измерений емкости 
мембраны и разности граничных потенциалов 
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была идентична описанной нами ранее [2, 17]. 
Измеренное значение разности граничных по-
тенциалов непрерывно записывалось на  диск 
компьютера. Кинетику изменения граничного 
потенциала при освещении аппроксимирова-
ли экспоненциальными функциями с помощью 
программы, написанной авторами. Это позво-
лило определить скорость изменения потенциа-
ла в момент начала освещения как производную 
соответствующей экспоненты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При добавлении пиранина в раствор с одной 
стороны БЛМ наблюдалось изменение разно-
сти граничных потенциалов Djb, знак которой 
соответствовал адсорбции на мембране отрица-
тельно заряженных молекул. Зависимость Djb 
от концентрации пиранина в растворе изобра-
жена на рис. 1. Если предположить, что скачок 
потенциала удовлетворяет теории Гуи–Чепмена, 
то наклон этой зависимости от логарифма кон-
центрации C адсорбирующихся ионов в растворе 
определяется количеством их заряженных групп 
z [23–25]. Величина предельного наклона при 
увеличении концентрации ионов определяется 
простой формулой

	 ϕ ϕ=
+

( )+2

2 1 0z

RT

F
ln C ,� (1)

где R – газовая постоянная, T – абсолютная тем-
пература, F – число Фарадея, φ0 – постоянная. 
Экспериментальная зависимость потенциала 
от логарифма концентрации хорошо аппрокси-
мируется прямой, построенной при z = 3. Это 
свидетельствует об адсорбции на  БЛМ моле-
кул с тремя отрицательными зарядами, что со-
гласуется со структурой пиранина, молекула 
которого имеет три отрицательно заряженные 
сульфогруппы. 

Освещение БЛМ с адсорбированными на ней 
молекулами пиранина не приводило к измене-
нию Djb. Это можно объяснить тем, что в воз-
бужденное состояние переходит лишь неболь-
шая часть молекул пиранина, и поэтому коли-
чество освободившихся из них протонов мало 
по сравнению с  общим количеством анионов 
пиранина, адсорбированных на мембране, ко-
торые и создают скачок потенциала на ее грани-
це. Если измеренное нами изменение потенциа-
ла при адсорбции пиранина составляло десятки 
милливольт, то его изменение при освещении 
должно быть на порядки меньше и составлять 
микровольты. Измеренное в работе [26] изме-
нение потенциалов при возбуждении пиранина 

мощной короткой вспышкой лазера было поряд-
ка 100 мкВ. В экспериментах с MNPS измене-
ние потенциала было значительно больше из-за 
того, что при освещении происходило необра-
тимое разрушение этих молекул на БЛМ [1, 2]. 
Поэтому продукты этой реакции накапливались, 
и количество выделившихся протонов было зна-
чительно больше. 

Если в  ячейку, помимо пиранина, добавля-
ли di-4-ANEPPS, то освещение БЛМ приводи-
ло к изменению потенциала противоположного 
знака по отношению к потенциалу, вызванному 
адсорбцией di-4-ANEPPS (рис. 2). При прекра-
щении освещения происходило восстановление 
потенциала. Если освещение происходило в те-
чение короткого времени, менее 1 мин, восста-
новление было почти полным. При более дли-
тельном освещении восстановление потенциала 
было неполным. 

Изменение потенциала при освещении про-
исходило только тогда, когда и  di-4-ANEPPS, 
и пиранин были добавлены в раствор с одной 
стороны БЛМ. В случае, когда эти соединения 
добавляли по разные стороны БЛМ, измене-
ния потенциала при освещении не происходило. 
Аналогичная кинетика изменения потенциала 
при освещении с пиранином наблюдалась и с 
другим красителем – RH-421. 

Для количественной оценки скорости реакции 
в работе [17] определяли наклон относительного 
изменения потенциала в момент начала освеще-
ния. Аналогичный параметр был использован и в 
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Рис. 1. Зависимость разности граничных потенциа-
лов БЛМ Djb от концентрации пиранина C в раство-
ре с одной стороны от мембраны. БЛМ сформиро-
вана в растворе 20 мМ KCl, 2 мМ Tris, HEPES и ци-
трат, pH 6.0. Прямая проведена по уравнению (1) 
при z = 3.
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настоящей работе. Он определялся как наклон 
зависимости от времени изменения потенциа-
ла в момент начала освещения, нормированный 
на величину потенциала, возникающего при ад-
сорбции этих красителей. Этот параметр оказался 
пропорционален концентрации пиранина в рас-
творе и интенсивности освещения (рис. 3). 

Кинетика изменения потенциала при освеще-
нии напоминает наблюдавшуюся ранее при раз-
рушении молекул di-4-ANEPPS синглетным кис-
лородом, образующимся при освещении в при-
сутствии фотосенсибилизаторов [16], а  также 

с другим соединением, освобождающим протоны 
на поверхности мембраны, – MNPS [17]. 

Уменьшение потенциала при освещении объ-
ясняется десорбцией молекул ANEPPS с  мем-
браны, что может быть вызвано их взаимодей-
ствием с возбужденными молекулами пиранина. 
Возможно, с этим связана необратимость фото-
эффекта. Для того чтобы проверить, не происхо-
дит ли окисление молекул ANEPPS активными 
формами кислорода, были проведены экспери-
менты в атмосфере аргона. Они показали, что 
в  отсутствие кислорода фотоэффект на  БЛМ 
остается таким же, каким он был в  атмосфе-
ре воздуха. Дополнительным свидетельством, 
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Рис. 2. Кинетика изменения разности граничных по-
тенциалов БЛМ при добавлении в в раствор с одной 
стороны от мембраны di-4-ANEPPS в концентрации 
6 мкМ (а) или RH-421 в концентрации 7.5 мкМ (б) 
и пиранина в концентрации 100 мкМ, а также при 
последующем включении (L) и  выключении све-
та (D). БЛМ сформирована в растворе 20 мМ KCl, 
0.2 мМ Tris, HEPES и цитрат, pH 7. Моменты до-
бавления di-4-ANEPPS, RH-421 и пиранина, а также 
включения и выключения света показаны стрелками.
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Рис. 3. Зависимость скорости уменьшения дипольно-
го потенциала, вызванного адсорбцией di-4-ANEPPS, 
от концентрации пиранина С (а, мощность освеще-
ния 0.4 Вт), и от мощности освещения Р (б, концен-
трация пиранина 10 мкM). БЛМ сформирована в рас-
творе 20 мМ KCl, 0.2 мМ Tris, HEPES и цитрат, pH 7.0.
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позволяющим исключить участие в реакции син-
глетного кислорода, служит отсутствие эффекта 
освещения, если пиранин и di-4-ANEPPS нахо-
дились в растворах по разные стороны мембра-
ны. В случае реакций с синглетным кислородом 
фотоэффект наблюдался, когда di-4-ANEPPS 
и фотосенсилизатор были с разных сторон мем-
браны, поскольку синглетный кислород, образу-
ющийся на противоположной стороне мембра-
ны, способен проникать через нее [16]. Поэтому 
исчезновение молекул ANEPPS на поверхности 
мембраны не может быть связано с их окисле-
нием активными формами кислорода. Разруше-
ние молекул ANEPPS, если и происходит, может 
быть вызвано прямым взаимодействием этих мо-
лекул с возбужденными молекулами пиранина. 

О взаимодействии пиранина и  стириловых 
красителей говорят эксперименты, в  которых 
сравнивали изменения граничного потенциа-
ла БЛМ, вызванные адсорбцией этих соедине-
ний на мембране по отдельности, с изменени-
ями потенциала, вызванными их адсорбцией 
вместе. После того, как в раствор с одной сто-
роны мембраны добавляли di-4-ANEPPS и вы-
званное его адсорбцией изменение граничного 
потенциала достигало стационарной величины, 
в растворы с разных сторон БЛМ поочередно 
добавляли пиранин. В этом случае изменения 
потенциала, вызванные адсорбцией пирани-
на на разных сторонах мембраны, заметно раз-
личались. Зависимость изменения Djb от сум-
марной концентрации пиранина, добавленного 
в раствор с двух сторон БЛМ, показана на рис. 
4. Как можно видеть на  рисунке, изменение 
потенциала, вызванного адсорбцией пирани-
на с той стороны БЛМ (цис), где находится di-
4-ANEPPS, значительно выше, чем с противо-
положной стороны (транс), где его нет. Зависи-
мость изменения потенциала от концентрации 
пиранина с транс-стороны близка к зависимо-
сти, полученной в эксперименте, где пиранин 
добавлялся в ячейку в отсутствие di-4-ANEPPS 
(рис. 1). Это означает, что адсорбция пирани-
на на БЛМ не зависит от того, присутствует ли 
di-4-ANEPPS в противоположном от мембраны 
растворе. Однако, если пиранин и di-4-ANEPPS 
находятся в растворе вместе, то изменение по-
тенциала, вызванное увеличением концентра-
ции пиранина в этом растворе, оказывается су-
щественно больше изменения, вызванного адсо-
рбцией пиранина в растворе с противоположной 
стороны, где нет di-4-ANEPPS. Иначе говоря, 
измерение потенциала при одновременной ад-
сорбции di-4-ANEPPS и  пиранина не равно 
сумме изменений потенциала при их адсорбции 

по отдельности. Это можно объяснить либо тем, 
что пиранин подавляет адсорбцию di-4-ANEPPS, 
либо, наоборот, di-4-ANEPPS усиливает адсорб
цию пиранина, либо на  БЛМ адсорбируется 
комплекс di-4-ANEPPS с пиранином, вызывая 
изменение потенциала, отличное от суммарного 
изменения, вызванного этими соединениями по 
отдельности. Аналогичное влияние на измене-
ние потенциала при адсорбции пиранина ока-
зывал и другой стириловый краситель – RH-421. 

Изменение потенциала при освещении 
БЛМ с адсорбированными на ней молекулами 
di-4-ANEPPS и пиранина по знаку соответству-
ет уходу из мембраны молекул красителей. При 
этом максимальное по величине изменение по-
тенциала при освещении совпадало с потенциа-
лом, вызванным адсорбцией di-4-ANEPPS в от-
сутствие пиранина. Это свидетельствует в поль-
зу того, что дипольный потенциал, создаваемый 
молекулами di-4-ANEPPS на мембране, не зави-
сит от присутствия на ней пиранина. Тогда опи-
санные выше эксперименты с совместной адсо-
рбцией di-4-ANEPPS и пиранина (рис. 4), скорее 
всего, указывают на влияние первого соедине-
ния на адсорбцию второго, а не наоборот. 

Другой механизм изменения потенциала при 
освещении БЛМ предполагает, что уход моле-
кул красителя из мембраны вызван связывани-
ем с молекулами красителя протонов, вызвобо-
дившихся при возбуждении молекул пиранина. 
Аналогичный механизм предполагался ранее при 
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Рис. 4. Зависимость изменения граничного потенци-
ала БЛМ, вызванного адсорбцией пиранина, от его 
концентрации в растворе, в котором также присут-
ствует 5 мкМ di-4-ANEPPS (белые кружки), и в от-
сутствие di-4-ANEPPS (черные кружки). БЛМ сфор-
мирована в растворе 20 мМ KCl, 2 мМ Tris, HEPES 
и цитрат, pH 7.0.
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изучении MNPS. Десорбция молекул красителя 
вызвана тем, что их протонирование приводит 
к образованию заряженной формы, которая об-
ладает низким сродством к липидной мембране. 
Из-за образования заряженной формы краси-
теля в растворе, потенциал, вызванный его ад-
сорбцией на БЛМ, зависит от рН раствора [17]. 
Скорости процесса, определенные количествен-
но как скорости относительного изменения по-
тенциала в момент начала освещения, в случае 
с пиранином оказались значительно выше, чем 
с  MNPS. Кроме того, в  случае с  MNPS осве-
щение приводило к существенному изменению 
потенциала и в отсутствие красителей, поэтому 
кинетика изменения потенциала с красителями 
оказывалась многофазной [17]. В случае с пира-
нином освещение мембраны без красителей не 
приводило к заметному изменению потенциала. 
Поэтому кинетика изменения потенциала с кра-
сителями оказалась более простой (рис. 2). 

Для того чтобы проверить возможность уча-
стия протонов в  уходе молекул красителя из 
мембраны, были проведены эксперименты по 
влиянию концентрации буфера на этот процесс. 
Известно, что буфер подавляет реакцию выделе-
ния протонов из возбужденных молекул пира-
нина на поверхности мембраны. В эксперимен-
тах с прямым измерением переноса протонов 
на БЛМ при возбуждении пиранина лазерной 
вспышкой буфер подавлял амплитуду сигнала, 
но почти не влиял на  кинетику восстановле-
ния его равновесия после вспышки [26]. Можно 
было ожидать, что при увеличении концентра-
ции буфера уменьшится количество протонов, 
освобождаемых на поверхности мембраны, что 
приведет к  уменьшению скорости ухода с  нее 
молекул красителей. Однако эффект буфера ока-
зался противоположным: скорость изменения 
потенциала при увеличении концентрации бу-
фера в растворе незначительно возрастала (рис. 
5). Это можно объяснить либо тем, что перенос 
протонов от молекулы пиранина к молекуле кра-
сителя происходит внутри комплекса этих моле-
кул и поэтому от буфера не зависит, либо тем, 
что в  данном случае самой медленной, лими-
тирующей процесс, является стадия диффузии 
протонов в неперемешиваемом слое воды около 
мембраны. Похожий по знаку эффект буфера на-
блюдался нами и с другим фоточувствительным 
соединением – MNPS: при увеличении концен-
трации буфера происходило ускорение измене-
ния поверхностного заряда мембраны при свя-
зывании на ней протонов, выделившихся при 
освещении. Это объяснялось влиянием буфера 
на диффузию в неперемешиваемом слое [2].

Таким образом, исчезновение дипольного по-
тенциала БЛМ со стириловыми красителями на-
блюдалось при активации двух видов Caged-H+ 
c разным механизмом освобождения протонов: 
MNPS, у которого при возбуждении происходит 
необратимый отрыв сульфогруппы с  одновре-
менным освобождением протона, и  пиранина, 
у которого протон обратимо освобождается из-за 
изменения pK при возбуждении молекулы. Это 
позволяет предположить, что вызванный осве-
щением уход молекул красителя связан с перено-
сом протонов в мембране от доноров – молекул 
Caged-H+ к акцепторам – молекулам красителей. 
Возможно, это происходит по поверхности мем-
браны. Свойства протонов на поверхности мем-
браны и возможность их переноса вдоль нее име-
ют важное значение в функционировании бел-
ков, участвующих в трансмембранном транспорте 
протонов [12, 27, 28]. Обнаруженный в работе пе-
ренос протонов в мембране от пиранина к стири-
ловым красителям может быть использован для 
разработки новых подходов к изучению данного 
процесса с помощью электрических измерений.
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Adsorption and photochemical reactions of pyranine on a bilayer lipid membrane (BLM) have been studied by 
measuring electrostatic potentials at the membrane–water interface. The dependence of the electrostatic po-
tentials due to the adsorption of pyranine on its concentration in solution is described by the Gouy–Chapman 
theory assuming that anions with three charged groups are adsorbed on the membrane. No significant changes 
in the boundary potential were found when BLM with pyranine adsorbed on it was illuminated. Significant 
changes in the potential were observed if molecules of styryl dyes di-4-ANEPPS or RH-421 were adsorbed on 
BLM in addition to pyranine. The sign and magnitude of these changes correspond to the disappearance of the 
dipole potential created by styryl dye molecules on the BLM. The rate of potential disappearance was propor-
tional to pyranine concentration and illumination intensity. The disappearance of the potential can be caused 
either by the binding of protons released from the pyranine molecule to the dye molecules with their subsequent 
desorption from the BLM or by their destruction. Pyranine and styryl dye molecules can form complexes at the 
BLM boundary. This is evidenced by experiments in which the sum of the potential changes caused by their 
adsorption separately differed significantly from the change in the boundary potential during their simultaneous 
adsorption. The kinetics of the disappearance of the dipole potential of BLM with styryl dyes upon excitation 
of pyranine turned out to be similar to that observed earlier with another compound, 2-methoxy-5-nitrophe-
nyl sodium sulfate, which releases protons at the membrane boundary upon illumination (Konstantinova et al., 
2021. Biochem. (Mosc.), Suppl. Series A: Membr. Cell Biol. 15 (2), 142–146). This suggests that it is associated 
with the desorption of dye molecules from the membrane, due to the binding of protons released from excited 
pyranin molecules to them.
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