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Развитие и внедрение современных экспериментальных методов исследования в междисциплинарные
проекты способствует решению фундаментальных задач в области молекулярной биологии и медици-
ны. Одной из таких задач является понимание физики молекулярных взаимодействий, происходящих в
узком слое (< 1 нм) на поверхности клеточных липидных мембран (гидратная оболочка мембраны), где
происходит большинство важных электрохимических взаимодействий с ионами и протеинами, транс-
мембранный транспорт молекул, а также эндоцитоз. Решение данной задачи требует использования
неинвазивных методов, чувствительных к изменениям молекулярной структуры поверхностного слоя
мембран. Цель данного мини-обзора – осветить преимущества нелинейной оптической микроскопии и
спектроскопии для изучения структурных и электростатических особенностей липидных мембран, опи-
сать разработанный метод визуализации гидратации липидных мембран, а также обсудить границы
применимости данного метода.
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Введение. Современные физические методы ис-

следования, а также инструменты фотоники стано-

вятся основой для междисциплинарных исследова-

ний в биофизике [1–5]. Получение фундаменталь-

ных знаний о структурных и динамических свой-

ствах сложных биологических систем начинается с

отработки экспериментальных методов на модель-

ных объектах [6–9]. В случае с клеточными мембра-

нами такими модельными объектами являются вези-

кулы, состав и окружение которых могут быть подо-

браны под конкретную задачу.

Липидные мембраны являются неотъемлемой ча-

стью всех живых клеток. Они выполняют широкие

спектр критически важных функций, в частности,

являются защитным барьером, контролируют транс-

мембранные концентрационные градиенты и переда-

ют электрические сигналы. Существование, а также

правильное функционирование мембран неотъемле-

мо связано с их гидратным слоем и связанными с

гидратацией поверхностными взаимодействиями.

Гидратный слой или гидратная оболочка – это

тонкий слой (< 1 нм), состоящий из молекул воды,

которые напрямую связаны с поверхностью мем-

браны посредством электростатического взаимодей-
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ствия и водородных связей. В этом слое свойства и

ориентация молекул воды принципиально отличают-

ся в сравнении с молекулами вдали от поверхности.

Из-за отсутствия достаточно чувствительных мето-

дов изучение данного вида молекулярных взаимо-

действий в гидратном слое без нарушения структуры

самого слоя существенно затруднено.

Один из основных и исторически первых мето-

дов изучения электростатических свойств мембран

основывается на емкостных измерениях. В этом ме-

тоде плоская липидная мембрана в жидком растворе

размещается между двумя электродами [10, 11]. Бла-

годаря этому методу были получены значения элек-

трической емкости и сопротивления мембран [12, 13].

К недостаткам данного метода необходимо отнести

отсутствие пространственного разрешения и молеку-

лярной чувствительности, что приводит к невозмож-

ности описать весь спектр процессов, происходящих

в гидратном слое мембран. Большинство оптических

методов исследований опирается на использование

флуоресцентной микроскопии [14–16], комбинацион-

ного рассеяния света [17–20], атомно-силовую микро-

скопию [21], а также интерферометрию [22]. Данные

методы позволили получить ценную информацию о

составе и структуре мембран, формировании микро-

и нанодоменов, взаимодействии с протеинами, а так-
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же внутримолекулярных взаимодействиях в мембра-

нах. Однако эти методы либо являются инвазивны-

ми, либо не обладают избирательной чувствительно-

стью к интерфейсам, что не позволяет исследовать

явления, происходящие в гидратном слое мембран.

Этот миниобзор призван осветить преимущества

нелинейной оптической микроскопии и спектроско-

пии, в частности, генерации второй гармоники (ГВГ)

и генерации суммарной гармоники (ГСГ) при изу-

чении структурных и электростатических особенно-

стей липидных мембран без нарушения ее целост-

ности, а также представить последние достижения

в области высокоэффективной широкопольной мик-

роскопии ГВГ для визуализации гидратного слоя

липидных мембран. Данный миниобзор начинает-

ся с обсуждения взаимодействий, происходящих в

гидратной оболочке мембран, подчеркивая важность

процессов, происходящих в слое толщиной < 1 нм у

поверхности мембраны. Далее будет показано, как,

смещая фокус на водный интерфейс и анализируя

структуру гидратного слоя с помощью ГВГ мик-

роскопии, можно получить важнейшие электрохи-

мические параметры поверхности мембран, такие,

как электростатический поверхностный потенциал,

энергия и сила связи липид-ионного взаимодействия.

В последней части обсуждается использование ГВГ

микроскопии для исследования пассивного транс-

порта дивалентных ионов через липидные мембраны.

Гидратация мембран и поверхностные эф-

фекты связанные с ионами. Роль гидратации

мембраны, а также связанные с ней фундаменталь-

ные поверхностные электрохимические взаимодей-

ствия остаются без внимания в абсолютном большин-

стве научных исследований, так как эти поверхност-

ные эффекты достаточно сложно изучать экспери-

ментальными методами, не нарушая целостности мо-

лекулярной поверхности мембраны.

Рентгеновская спектроскопия и спектроскопия

ядерного магнитного резонанса показали, что не ме-

нее 30-ти молекул воды в поверхностном гидратном

слое мембраны непосредственно связаны с одним от-

рицательно заряженным липидом [23]. Это означает,

что молекулы воды в количественном соотношении

превосходят все другие виды молекул в поверхност-

ном слое мембран и, следовательно, имеют большое

влияние на поверхностные эффекты. Колебательная

спектроскопия ГСГ показала упорядочение молекул

воды вокруг липидных мембран [24]. При этом ани-

онные липиды ориентируют диполи воды сильнее,

чем цвиттер-ионные (нейтрально заряженные) ли-

пиды. В других работах было показано формирова-

ние слабых водородных связей глубоко внутри гид-

рофильной группы липидов [25, 26], которые нельзя

объяснить простыми электростатическими сообра-

жениями.

Электростатические взаимодействия мембран с

молекулами воды в гидратном слое становятся еще

более сложными, если в системе появляются различ-

ные ионы. Такие взаимодействия могут влиять на

упорядочивание липидов [27–30], вызывать частич-

ную дегидратацию мембран [29, 31–33], способство-

вать слиянию и разделению мембран [34, 35], влиять

на проницаемость мембран [36, 37], а также способ-

ствовать работе ионных каналов в процессах сигна-

лизирования [38–40]. Дивалентные ионы, такие как

кальций или магний, взаимодействуют с анионными

мембранами значительно сильнее, чем моновалент-

ные ионы, за счет формирования ионных связей с

головными группами липидов [41–43]. Такие взаимо-

действия приводят к нейтрализации, а в некоторых

случаях даже к изменению заряда мембраны [44–46].

При этом дивалентные ионы имеют сильное воздей-

ствие не только на электростатику мембран, но и на

их механические свойства. Присутствие ионов каль-

ция на поверхности мембраны влияет на натяжение

мембраны [47] и приводит к изменению формы мем-

браны, формированию областей с локальной отри-

цательной кривизной [48–50]. Некоторые работы по-

стулировали, что отрицательно заряженные липиды

могут служить в качестве хранилища ионов кальция

в клеточных мембранах [15]. Взаимодействие ионов

меди с анионными мембранами носит совершенно

другой характер. Уже при пикомолярных концентра-

циях эти ионы начинают образовывать связи с го-

ловными группами липидов. Более того, при низких

концентрациях взаимодействие ионов меди с мем-

браной не приводит к изменению заряда мембраны

за счет ее депротонации [51]. Понимание эффектов,

связанных с взаимодействием протонов с липидными

мембранами, также является фундаментально важ-

ной задачей [52, 53].

В настоящее время не существует единой моле-

кулярной картины, которая бы описывала эти по-

верхностные эффекты. Главная проблема заключа-

ется в поиске неинвазивных экспериментальных ме-

тодов, способных извлекать информацию о поверх-

ностных процессах с высоким пространственным и

временным разрешением.

Поверхностная чувствительность нелиней-

ных оптических методов. Избирательная чув-

ствительность к интерфейсам (поверхностная “селек-

тивность”) может быть достигнута за счет исполь-

зования нелинейных оптических процессов второго

порядка, таких, как ГВГ и ГСГ. Правила отбора по
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симметрии для таких процессов разрешают генера-

цию фотонов только на несимметричных структурах

или молекулах в изотропной среде [54]. Более то-

го, пространственное распределение таких молекул

тоже должно быть нецентросимметричным для воз-

никновения нелинейной поляризации (рис. 1a). Та-

Рис. 1. (Цветной онлайн) Схематичное описание про-
цесса ГВГ от поверхностных структур. (a) – Случай-
ная ориентация нецентросимметричных молекул за-
прещает процесс генерации второй гармоники (верхняя
иллюстрация). Ориентированное расположение нецен-
тросимметричных молекул способствует появлению ко-
герентного ГВГ сигнала (нижняя иллюстрация). (b) –
ГВГ чувствительна к трансмембранной асимметрии.
(c) – Поляризация молекул воды вблизи заряженной
поверхности дополнительно вносит вклад в ГВГ сиг-
нал. Edc – напряженность электростатического поля,
χ
(2)
s – поверхностная нелинейная восприимчивость вто-

рого порядка, характеризующая асимметрию поверх-
ности, χ(3) – нелинейная восприимчивость третьего по-
рядка, характеризующая поляризацию молекул воды
в присутствии электростатического поля, создаваемо-
го поверхностью

ким образом, данные методы можно считать исклю-

чительно чувствительными к границам раздела изо-

тропных сред или поверхностям материалов, где цен-

тросимметрия нарушена из-за несбалансированного

состояния и ориентации молекул в направлении, пер-

пендикулярном поверхности. Из этого также следу-

ет, что в случае формирования симметричной ли-

пидной мембраны (состоящей в простом случае из

двух зеркально симметричных монослоев), нелиней-

ная поляризация от каждого монослоя в мембране

будет скомпенсирована такой же поляризацией, на-

правленной противоположно. Таким образом, можно

утверждать, что ГВГ и ГСГ чрезвычайно чувстви-

тельны к изменениям в симметрии липидной мем-

браны (рис. 1b).

Идеи использования эффекта ГВГ в качестве ин-

струмента для изучения поверхностных электроста-

тических феноменов мембран (мембранного потен-

циала, поверхностной плотности зарядов) существо-

вали уже давно [55, 56]. Однако из-за низкой эф-

фективности нелинейного преобразования фотонов,

большинство исследований по микроскопии ГВГ бы-

ли сделаны с использованием резонансных усили-

телей, помещенных в мембрану [57–59]. В этих ра-

ботах, измерение мембранного потенциала произ-

водилось с помощью так называемых потенциал-

чувствительных красителей (voltage sensitive probe),

которые демонстрируют пропорциональную зависи-

мость сигнала ГВГ от величины поверхностного по-

тенциала. Первые работы по микроскопии ГВГ, в ко-

тором не использовались никакие вспомогательные

красители, были проведены в группе Джона Кон-

боя (John Conboy) [60, 61]. В этих работах изуча-

лись силы химической связи хиральных молекул и

анестетика тетракаина и липидов в плоской мульти-

компонентной мембране на подложке. Несмотря на

то, что сами исследуемые молекулы обладали вы-

сокими молекулярными нелинейными поляризуемо-

стями, время накопления одного изображения бы-

ло крайне велико – составляло 20–30 мин из-за ис-

пользования сканирующей конфокальной схемы. В

других работах метод ГСГ использовался для хими-

ческой визуализации дейтерированных фосфолипид-

ных мембран и липидных монослоев [62, 63]. Однако

и в этих экспериментах время накопления достига-

ло 1 ч. Такие времена накопления не позволяют ис-

следовать динамические процессы, происходящие на

поверхности мембран. К примеру, процесс пассивно-

го транспорта дивалентных ионов через липидную

мембрану, обсуждаемый в следующей главе, занима-

ет в среднем от 10 до 30 мин (для типичных везикул

с диаметром 10 мкм) и остался бы незамеченным при

использовании существующих методов ГВГ.

Контраст ГВГ/ГСГ может возникать не толь-

ко за счет нарушения структурной симметрии ли-

пидных мембран, но и за счет асимметрии гидрат-

ного слоя, окружающего мембрану. Действительно,

за счет электростатических взаимодействий и водо-

родных связей, на каждую головную группу липи-

дов приходится несколько десятков ориентирован-

ных молекул воды, непосредственно связанных с ней

[23]. Поэтому интенсивность ГВГ напрямую показы-

вает степень ориентации молекул воды на поверх-

ности мембраны. Данное свойство справедливо для

большого круга водных интерфейсов, что делает мо-

лекулы воды уникальными зондами для изучения

поверхностных электрохимических свойств [64]. При

этом необходимо отметить, что данный метод спра-

ведлив и для других растворителей, которые обла-

дают молекулярной асимметрией, а значит и моле-

кулярной поляризуемостью второго порядка.
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Группа проф. Кеннета Эйзенталя (Kenneth

Eisenthal) первой показала, что поляризация мо-

лекул воды поверхностным электростатическим

полем вблизи границы раздела воды и кварцевого

стекла вносит существенный вклад в интенсивность

ГВГ от поверхности [65, 66]. Меняя pH раствора,

они показали наличие постоянной составляющей в

ГВГ сигнале (поверхностные молекулы кварца при

pH-2), а также составляющей, зависящей от поверх-

ностного заряда (поляризованные молекулы воды).

В дальнейшем было показано, что ориентированные

молекулы воды на поверхности липидных пленок

также вносят существенный вклад в ГВГ, при этом

интенсивность генерируемого излучения может быть

представлена в следующем виде (рис. 1c) [67]:

I(2ω) ∝ |χ(2)
s E1(ω)E2(ω) + χ(3)E1(ω)E2(ω)Φ0|

2, (1)

где χ
(2)
s – поверхностная нелинейная восприимчи-

вость второго порядка, характеризующая асиммет-

рию поверхности, χ(3) – нелинейная восприимчи-

вость третьего порядка, характеризующая поляриза-

цию молекул воды в присутствии электростатическо-

го поля, Φ0 – поверхностный потенциал. Из данного

выражения видно, что интенсивность сигнала ГВГ

пропорциональна квадрату поверхностного потенци-

ала материала. Также было показано, что в случае

положительно заряженных липидов, ориентация по-

верхностных молекул воды приводит к увеличению

суммарной нелинейной поляризации интерфейса (а

значит и сигнала ГВГ), а в случае отрицательно

заряженных липидов происходит деструктивная ин-

терференция нелинейных поляризаций, что приво-

дит к исчезновению сигнала ГВГ (меняется знак Φ0

в уравнении (1)).

Развитие методов ГВГ микроскопии за последние

10 лет привело к появлению отдельного направле-

ния безмаркерной высокоэффективной широкополь-

ной микроскопии ГВГ, основной акцент в которой

делается на изучение пространственно-временных

электрохимических характеристик липидных мем-

бран с размерами, соизмеримыми с клеточными (10–

100 мкм) [68, 69]. В этом методе использование ши-

рокопольной засветки образца (∼ 100 мкм в диамет-

ре) фемтосекундными (<200 фс) лазерными импуль-

сами с частотой следования импульсов < 1 МГц, поз-

волило увеличить эффективность ГВГ микроскопии

(контраст, время накопления) на 2–3 порядка вели-

чины по сравнению со сканирующими схемами. Это

позволило использовать данную методику для ви-

зуализации трансмембранной асимметрии гидратной

оболочки липидной мембраны в виде сферических

везикул [69, 70]. В указанных работах везикулы бы-

ли сформированы из смеси цвиттерионных DPhPC

(1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) и анион-

ных DPhPA (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphate)

липидов, осажденных на полимерной пленке из по-

ливинилалкоголя и гидрированные раствором саха-

розы. Рассмотрим этот пример подробнее. Интенсив-

ность сигнала ГВГ в этом случае может быть пред-

ставлена в следующем виде:

I(2ω) ∝ |χ(3)E1(ω)E2(ω)(Φ0,1 − Φ0,2|
2, (2)

где индексами “1” и “2” показаны поверхностные по-

тенциалы каждой стороны мембраны.

На рисунке 2a показано изображение везикулы

в микроскопе в белом свете. На рисунке 2b показа-

ны ГВГ изображения экваториальных сечений той

же самой везикулы в отсутствие и в присутствии

CaCl2 в растворе [70]. В данном случае асиммет-

рия, приводящая к появлению сигнала ГВГ, возни-

кает за счет электростатического связывания ионов

кальция с отрицательно заряженными липидами на

внешней оболочке мембраны, что нарушает ориен-

тацию молекул воды у поверхности (рис. 2b, схема-

тическая молекулярная картина). В экспериментах

использовалось линейно поляризованное излучение

(двойная стрелка YY на рис. 2b показывает направ-

ление поляризации лазера и сигнала ГВГ), из-за чего

сигнал ГВГ имел явную зависимость от угла между

направлением поляризации и нормалью к поверхно-

сти везикулы.

Попытки визуализировать липидные мембраны

и измерить мембранный потенциал данным спосо-

бом производились и на плоских липидных мем-

бранах [71, 72]. В данном случае, сигнал ГВГ был

значительно ниже, чем при использовании гигант-

ских везикул. Однако преимуществом плоских мем-

бран является возможность прикладывать напряже-

ние сквозь липидную мембрану с помощью элек-

тродов. Исследование поведения сигнала ГВГ от

мембраны в зависимости от приложенного напря-

жения позволило провести калибровку измеряемых

на камере отсчетов от трансмембранного потенци-

ала (Φ0,1 − Φ0,2) [71]. Данная калибровка впослед-

ствии использовалась для восстановления абсолют-

ного значения трансмембранного потенциала на по-

верхности везикул (рис. 2b).

Как уже было отмечено, ГВГ является очень чув-

ствительным методом получения молекулярной ин-

формации из поверхностного гидратного слоя мем-

бран. Интенсивность сигнала напрямую характери-

зует степень воздействия различных ионов и молекул

на структуру гидратной оболочки мембраны и поз-

воляет проводить количественную характеризацию
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Рис. 2. (Цветной онлайн) Высокоэффективная ГВГ микроскопия для визуализации трансмембранной асимметрии гид-
ратной оболочки. (a) – Изображение гигантской везикулы, сформированной из анионных (DPhPA) и цвиттерионных
(DPhPC) в водном растворе сахарозы. (b) – Изображение данной везикулы в контрасте ГВГ до и после добавления
5мМоль/л CaCl2 во внешний раствор (верхняя панель). Схематическая иллюстрация молекулярной картины интер-
фейса (нижняя панель). (c) – Гистограмма усредненного сигнала от везикул одинакового состава (1:1 DPhPC:DPhPA),
помещенных в контакт с различными солевыми растворами

силы электростатической связи между различными

ионами и функциональными группами липидов. Ри-

сунок 2c показывает гистограмму усредненного сиг-

нала ГВГ от везикул одинакового состава в контак-

те с различными солями (Cu2+, Ca2+, Ba2+, Mg2+

и K+) одинаковой концентрации [73]. При этом сила

связи для дивалентных ионов убывает как Cu2+ >

Ca2+ > Ba2+ > Mg2+. В работе [74] было показа-

но, как из интенсивности сигнала ГВГ можно рас-

считать абсолютные значения энергии связи, а так-

же константы диссоциации KD ионов с липидными

мембранами. Полученные экспериментальные значе-

ния энергии связи для ионов кальция находятся в

диапазоне от 19 до 26 кТ, для ионов бария от 10 до

16 кТ, и для ионов магния от 5 до 8 кТ. Еще один важ-

ный результат заключается в том, что воздействие

моновалентных ионов K+ на структуру гидратного

слоя существенно слабее, чем в случае дивалентных

ионов. Дивалентные ионы образуют сильные элек-

тростатические связи с функциональными группами

липидов и могут проникать глубоко в мембрану, тем

самым в значительной мере нарушая упорядоченную

структуру гидратного слоя. Напротив, моновалент-

ные ионы оказывают лишь экранирующее действие,

что не приводит к полному разупорядочиванию мо-

лекул воды в гидратном слое.

Применение ГВГ микроскопии для иссле-

дования трансмембранного молекулярного

транспорта. В работе [75] было показано, что ГВГ

может быть использована как чувствительный метод

изучения транспорта молекул действующих веществ

лекарственных средств через модельные, а также

клеточные липидные мембраны. В данном случае

сигнал ГВГ может быть представлен в следующем

виде:

I(2ω) ∝ |Nout(t)−Nin(t)|
2, (3)

где Nout и Nin – концентрации исследуемых моле-

кул на внешней и внутренней поверхности мембра-

ны (см. рис. 1b). В момент добавления данных мо-

лекул во внешний раствор с одной стороны мембра-

ны происходит адсорбция этих молекул на поверх-

ность, что разрушает изначальную симметрию мем-

браны и приводит к возникновению ГВГ сигнала.

Затем, по мере диффузии данных молекул с одной

стороны мембраны на другую, происходит постепен-

ное выравнивание симметрии мембраны, что приво-

дит к уменьшению сигнала ГВГ. Анализ эволюции

сигнала ГВГ во времени позволяет получить значе-

ния проницаемости мембраны для той или иной мо-

лекулы, а также исследовать возможности ускоре-

ния или замедления трансмембранного транспорта

посредством изменения внешних условий или струк-

туры мембраны.

Похожим образом, в работах [70, 73] был обна-

ружен медленный транспорт дивалентных ионов че-

рез липидные мембраны, состоящие из DOPC:DOPA

(1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 1, 2-dioleoyl-

sn-glycero-3-phosphate) липидов. Основное отличие

заключается в том, что изменение сигнала ГВГ воз-

никало не напрямую из-за наличия трансмембран-

ного градиента ионов (ионы центросимметричные и
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Рис. 3. (Цветной онлайн) Транспорт дивалентных ионов через липидные мембраны. (a) – Кинетика ГВГ сигнала от
везикул с различной структурой гидрофобного ядра, помещенных в раствор CaCl2 с концентрацией 5мМоль/л. (b) –
Время затухания ГВГ сигнала от везикул, сформированных из 1:1 DOPC:DOPA липидов и помещенных в раствор
различных дивалентных солей (одинаковой концентрации 5мМоль/л). Вставка: сформированная пора в липидной
мембране

не могут являться источниками ГВГ), а из-за разу-

порядочивания молекул воды в гидратной оболочке

мембраны прошедшими ионами. Для DOPC:DOPA

липидных мембран (формирующих неплотную мем-

брану) данный транспорт приводил к полному исчез-

новению трансмембранного поверхностного потенци-

ала (рис. 3a). При анализе кривой затухания сигна-

ла было получено значение коэффициента проница-

емости ∼ 10−8 см/с , что свидетельствует о чрезвы-

чайно медленной скорости прохождения ионов, из-

за чего данный вид транспорта не был замечен дру-

гими методами (которые в основном измеряют при-

сутствие ионов в толще образца). Добавление мо-

лекул холестерина в такие мембраны приводило к

существенному замедлению транспорта ионов. Это

означает, что гидрофобное ядро мембраны (углево-

дородные хвосты) является основным барьером для

транспорта. Было показано полное подавление дан-

ного вида транспорта через мембраны, состоящие

из DPhPC:DPhPA, а также липидов с полиненасы-

щенными жирными кислотами наподобие Омега-3

(рис. 3a).

Для определения молекулярного механизма обна-

руженного транспорта дивалентных ионов в работе

[73] был проведен ряд экспериментов, в которых ва-

рьировался мембранный состав, а также ионный со-

став окружающего раствора. Было показано, что при

одинаковых условиях (структура мембраны, состав

окружающего раствора) различные дивалентные ио-

ны (Cu2+, Ca2+, Mg2+ и Ba2+) с разной скоростью

проникают через мембраны, причем быстрее всего

происходит транспорт ионов Cu2+, в то время как

ионы Mg2+ и вовсе не способны преодолеть гидро-

фобный барьер мембраны (рис. 3b). Полученные дан-

ные по транспорту ионов коррелируют с данными

по электростатической силе связи соответствующих

ионов с отрицательно заряженными мембранами.

На основании этих данных, а также молекулярно-

динамического моделирования была предложена мо-

дель транспорта дивалентных ионов через липидные

мембраны. В данной модели присутствие дивалент-

ных ионов на одной стороне мембраны приводило к

возникновению трансмембранного потенциала, вели-

чина которого была достаточной для локального об-

разования трансмембранного дефекта (поры), через

которую ионы проникали на другую сторону (встав-

ка на рис. 3b).

Заключение. Нелинейные оптические эффек-

ты, такие как ГВГ и ГСГ, являются уникальными

методами, позволяющими исследовать молекуляр-

ную структуру, гидратацию, а также электрохими-

ческую активность липидных мембран в естествен-

ных условиях. Микроскопия ГВГ позволяет визуали-

зировать процессы, происходящие в узком (< 1 нм)

слое у поверхности мембран. Возможность оптиче-

ски измерять данные электрохимические парамет-

ры позволит существенно расширить, а в некоторых

случаях и перевернуть наше текущее представление

о функциях мембран. В последние годы появляет-

ся все больше научных работ, в которых призна-

ется, что липидные мембраны играют значительно

более сложную роль в клеточных взаимодействиях,

чем предполагалось ранее. Представления о мембра-

нах как о не изменяющемся во времени клеточном

барьере не могут объяснить существующего разнооб-

разия структурных и химических особенностей ли-

пидов в живых клетках. Даже незначительные от-

клонения в структуре или составе липидных мем-
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бран приводят к серьезным последствиям, влияю-

щим на важнейшие биологические функции. Более

того, огромное число генетических заболеваний (в

том числе болезнь Альцгеймера) связаны с наруше-

ниями структуры клеточных мембран. Поэтому воз-

никает необходимость разрабатывать междисципли-

нарные подходы для того, чтобы выявлять новые

функции мембран, в частности, использования мик-

роскопии сверхвысокого разрешения [76, 77]. Пред-

ложенный метод ГВГ микроскопии не ограничивает-

ся визуализацией процессов на поверхности модель-

ных липидных мембран, но может применяться и для

других систем, в том числе для визуализации водных

поверхностей кварца [78], электродов [79], нейронов

[80], а также тонких пленок, в которых присутству-

ет нарушение симметрии [81, 82]. Дальнейшее разви-

тие данных методов, а также применение их к новым

системам позволит получить фундаментальную ин-

формацию, недоступную для других методов.
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