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Исследован механизм взаимодействия криопротекторов (КП): этиленгликоля (ЭГ), глицерина и N,N-диметилформамида
(ДМФА) с липидным бислоем липосом, сформированных из суммарных липидов сперматозоидов собаки методом флуоресцентной
спектроскопии с применением нового флуоресцентного зонда флавонольной природы – 3-гидрокси-4‘-(N,N-диметил-
амино)флавона (ФМЕ). Установлено, что из изученных КП (глицерин, ЭГ, ДМФА), наибольшее влияние на форму спектра
флуоресценции ФМЕ, связанного с липидным бислоем, оказывает ДМФА. Степень влияния исследованных КП на липосомы
определяется гидрофобно-гидрофильным балансом их молекул. ДМФА преимущественно воздействует на липидный бислой
путем гидрофобного взаимодействия, а глицерин и ЭГ – на гидратный слой полярных “головок” фосфолипидов, образуя
межмолекулярные водородные связи.
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Досліджено механізм взаємодії кріопротекторів (КП): етиленгліколю (ЕГ), гліцерину і N,N-диметилформаміду (ДМФА) з

ліпідним бішаром ліпосом, які утворені з сумарних ліпідів сперматозоїдів собаки методом флуоресцентної спектроскопії із
застосуванням нового флуоресцентного зонда флавонольної природи – 3-гідрокси-4‘-(N,N-диметиламіно)флавону (ФМЕ).
Встановлено, що з досліджених КП (гліцерин, ЕГ, ДМФА) найбільший вплив на форму спектра флуоресценції, що зв’язаний
з ліпідним бішаром ліпосом ФМЕ, спричиняє ДМФА. Ступінь впливу досліджених КП на ліпосоми зумовлюється гідрофобно-
гідрофільним балансом їх молекул. ДМФА переважно впливає на ліпідний бішар шляхом гідрофобної взаємодії, а гліцерин і
ЕГ – на гідратний шар полярних “голівок” фосфоліпідів, які утворюють міжмолекулярні водневі зв’язки.

Ключові слова: собака, сперматозоїди, ліпіди, кріопротектори, флуоресцентний зонд, ФМЕ.
The mechanism of interaction between the cryoprotective agents (CPAs): ethylene glycol (EG), glycerol and N,N-dimethylformamide

(DMFA) with lipid bilayer of liposomes formed from total lipids of canine spermatozoa by fluorescent spectroscopy using new
fluorescent probe of flavonoid origin: 3-hydroxy-4’-(N,N-dimethylamine)flavon (FME). It has been established that among the
studied CPAs (glycerol, EG, DMFA) the highest effect on the form of FME fluorescence spectrum associated to lipid bilayer is
rendered by DMFA. The effect rate of the studies CPAs on liposomes is determined by hydrophobic-hydrophilic balance of their
molecules. DMFA predominantly affects lipid bilayer by hydrophobic interaction, and glycerol and EG mainly influence hydrate layer
of polar “heads” of phospholipids by forming intermolecular hydrogen bonds.

 Key-words: dog, spermatozoa, lipids, cryoprotectants, fluorescent probe, FME.
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Существуют несколько методов криоконсер-
вирования сперматозоидов собаки (СС) [9, 10, 12,
13, 17, 21], отличающихся условиями подготовки
клеток и режимами охлаждения в присутствии
одного криопротектора – глицерина. Однако
установлено, что глицерин не является оптималь-
ным криопротектором (КП) для криоконсервирова-
ния СС [9, 15, 17-20], поскольку негативно влияет
на клеточные мембраны.

Предприняты попытки исследовать криозащит-
ную активность других КП, в частности этиленгли-
коля (ЭГ) и диметилсульфоксида (ДМСО), при
криоконсервировании СС [13, 17]. Установлено
существенное повреждающее действие этих ве-
ществ на мембраны СС, однако при изучении дан-
ного вопроса авторы не пришли к единому мнению.

There are several cryopreservation methods for
canine sperm (CS)[9, 10, 12, 13, 17, 21] differing by
the protocols of cell preparing and cooling regimens in
the presence of glycerol as a cryoprotectant. However
it is established that glycerol is not optimal cryoprotec-
tive additive (CPA) for CS cryopreservation [9, 15,
17-20], since it negatively affects cell membranes.

There were attempts to study cryoprotective activity
of other CPA in particular ethylene glycol (EG) and
dimethylsulfoxide (DMSO) during CS cryopreservation
[13, 17]. Significant damaging effect on CS membranes
was found, however when studying this question the
authors’ opinion did not coincide. Till now the molecular
mechanisms of CPAs effect on CS during freeze-thaw-
ing have not been elucidated yet [12, 18, 19], therefore
the choice of effective CPA is still actual.
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До настоящего времени не выяснены молекуляр-
ные механизмы влияния КП на СС в процессе
замораживания-оттаивания [12, 18, 19], поэтому
выбор эффективных КП остается актуальным.

Перспективным направлением является изуче-
ние молекулярных механизмов взаимодействия
КП с клеточными мембранами с помощью флуо-
ресцентных зондов [2]. Поскольку для СС, как и
для сперматозоидов других млекопитающих, ха-
рактерны сложная морфология, неоднородная
структура цитоскелета и гетерогенная цитоплазма-
тическая мембрана, отличающаяся составом и
свойствами на разных участках [5], то интер-
претация данных, полученных методом флуорес-
центных зондов на целых клетках, достаточно
сложна. В связи с этим целесообразно приме-
нение модельных систем, например липосом [3].

Цель настоящей работы – исследование влия-
ния КП: ЭГ, N,N-диметилформамида (ДМФА),
глицерина на искусственные мембраны (липосо-
мы), сформированные из суммарных липидов СС
методом флуоресцентных зондов.

Материалы и методы
Сперму 3-х клинически здоровых кобелей по-

роды ротвейлер получали при комнатной темпера-
туре (20°С) с помощью массажа предстательной
железы в присутствии эстральной самки [7].
Концентрацию сперматозоидов определяли ви-
зуально под микроскопом “Биолар” (Польша). Для
получения суммарных липидов СС эякуляты
объединяли и отмывали от спермальной плазмы
трехкратным центрифугированием при 3000 об/мин
в течение 10 мин. Липиды экстрагировали из СС
по модифицированной методике [4].

Однослойные липосомы со средним диаметром
80-100 нм получали из предварительно растворен-
ных в 10 %- м растворе спирта суммарных липидов
СС инжекционным методом с последующим диа-
лизом против физиологического раствора с 5 мМ
натрий-фосфатным буфером [2]. Концентрация
липидов в опытах составляла 4,7 мг/мл.

Криопротекторы марки “х.ч.” или “ч.д.а.”
(“Реахим”, Россия) дополнительно очищали. Гли-
церин и ДМФА подвергали двукратной вакуумной
перегонке, ЭГ очищали тем же способом, но с пред-
варительной обработкой активированным углем
марки “А” [1]. Концентрацию КП выражали в
объемных процентах.

В работе использовали новый флуоресцентный
зонд 3-гидрокси-4‘-(N,N-диметиламино)флавон
(ФМЕ) класса гидроксифлавонолов [11] (рис. 1),
который применяли в виде спиртового раствора
(7×10-4 М), добавляли в суспензию липосом до
конечной концентрации 3,6×10-6 М за 15 мин до на-
чала измерений.

Perspective direction is the studying of molecular
mechanisms of CPAs interaction with cell membranes
using fluorescent probes [2]. Since for CS the same
as for all other mammalian spermatozoa a complicated
morphology, non-uniform cytoskeletal structure and
heterogenous cytoplasm membrane, differing by the
composition and properties at different sites [5], are
characteristic, then the interpreting of data obtained
by means of fluorescent probes in the solid cells is
quite difficult. Herewith it is expedient to apply model
systems, for instance liposomes [3].

The research aim was to investigate the effect of
CPAs: EG, N,N-dimethylformamide (DMFA), glycerol,
on artificial membranes (liposomes) formed from total
lipids of CS by means of fluorescent probes.

Materials and methods
The sperm from 3 clinically healthy male dogs of

Rottweiler breed were obtained at room temperature
(20оC) by means of prostate massage in presence of
estrum female [7]. Spermatozoa concentration was
visually found with microscope (“Biolar”, Poland). To
obtain total CS lipids the ejaculates were joined and
washed-out from sperm plasma with three-fold
centrifugation at 3000 rot/min for 10 min. Lipids were
extracted from CS according to the modified method
[4].

Monolayer liposomes with average diameter of
80-100 nm were obtained from preliminary dissolved
in 10% alcohol solution of total CS lipids by injection
method with following dialysis vs. physiological solution
with 5 mM sodium-phosphate buffer [2]. Lipid concen-
tration in the experiments made 4.7 mg/ml.

Cryoprotectants of “chemically pure” and “pure for
analysis” grade (“Reakhim”, Russia) were additionally
purified. Glycerol and DMFA were subjected to two-
fold vacuum distillation, EG was purified in the same
manner but using a preliminary treatment with activated
carbon of grade “A” [1]. CPAs concentration was
expressed in % (v/v).

In the research we used 3-hydroxy-4’-(N,N-
dimethylamine)flavon (FME), the new fluorescent
probe of hydroxyflavonol class [11] (Fig. 1), which was
used as an alcohol solution (7×10-4 M) and added to
suspension of liposomes up to final concentration of
3.6×10-6M 15 min prior to the beginning of the measure-
ments.

Fluorescence spectra were recorded with spectro-
fluorimeter (Cary Eclipse, Varian, USA) with an auto-
mated correction. The width of entrance and exit slits
of monochromators made 5 nm. Fluorescence spectra
of FME were excited with the light of wave length of
405 nm and registered in the area of 410-650 nm. The
probe excitation spectra were recorded at the wave
lengths of 500 and 567 nm in the areas of maxima of
fluorescence bands of its normal (N*) and tautomeric
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Спектры флуоресценции регистрировали на
спектрофлуориметре Cary Eclipse (Varian, США)
с автоматической коррекцией. Ширина входной и
выходной щелей монохроматоров составляла 5 нм.
Спектры флуоресценции ФМЕ возбуждали светом
с длиной волны 405 нм и регистрировали в области
410-650 нм. Спектры возбуждения зонда регистри-
ровали на длинах волн 500 и 567 нм в областях
максимумов полос флуоресценции его нормальной
(N*) и таутомерной (T*) форм. Все спектральные
измерения проводили в стандартных кварцевых
кюветах 1×1×3 см при температуре 20°С.

Спектральные кривые анализировали по
программе “Microcal Origin 6.0”. Положение N*-
полосы флуоресценции ФМЕ уточняли с помощью
вторых производных спектров флуоресценции. При
статистической обработке результатов исполь-
зовали метод Стьюдента с программным пакетом
“Statgraf”.

Результаты и обсуждение
Флуоресцентный зонд ФМЕ при электронном

возбуждении способен изомеризоваться, образуя
N*- и T*- формы. Данная реакция обусловлена
внутримолекулярным фотопереносом протона [11,
14]. Каждая из форм обладает флуоресцентными
свойствами, поэтому в спектре ФМЕ можно
наблюдать полосы зелено-голубой (N*-форма) и
желтой эмиссии (T*-форма). Положение и интен-
сивность этих полос эмиссии зависят от химичес-
кой структуры зонда, в частности от способности
образовывать межмолекулярные водородные
связи, а также от полярности и вязкости микро-
окружения. В липидном бислое ФМЕ распола-
гается в области фосфатных головок и начале гли-
церольных остатков липидов [14, 16]. Высокая
восприимчивость этого красителя к параметрам
микроокружения обусловила его применение в
исследовании мембран различных клеток.

В физиологическом и водном растворах КП
флуоресценция ФМЕ тушится водой, при этом
спектр флуоресценции представлен одной полосой.
При связывании зонда с липидным бислоем
липосом, образованных из суммарных липидов СС,
наблюдаются многократное возрастание интенсив-

(T*) forms. All spectral measurements were done in
standard quartz cuvettes 1×1×3 cm at 20°C.

Spectral curves were analyzed according to
“Microcal Origin 6.0” software. The position of N*-
FME fluorescence band was specified using second
derivatives of fluorescent spectra. During statistical
processing of the results the Student’s method with
“Statgraph” software was used.

Results and discussion
FME fluorescent probe at electron excitation is

capable of isomerisation by forming N* and T* forms.
This reaction is stipulated with intramolecular photo-
transfer of a proton [11, 14]. Each of the forms has
fluorescent properties therefore in FME spectrum may
be observed the bands of green-blue (N* form) and
yellow (T* form) emission. The position and intensity
of these emission bands depend on chemical structure
of the probe, in particular on the ability to form
intermolecular hydrogen bonds, as well as on the polarity
and viscosity of microenvironment. In lipid bilayer FME
is localized in the area of phosphate heads and the
edge of lipid glycerol residues [14, 16]. High susceptibi-
lity of this dye to microenvironment parameters
stipulated its application in the study of membranes of
various cells.

In physiological and aqueous solutions of CPAs the
FME fluorescence is quenched by water, herewith the
fluorescence spectrum is represented with one band.
During binding of the probe with lipid bilayer of
liposomes formed from total lipids of CS multiple rise
in the intensity of fluorescence and change in the shape
of spectrum curve are observed, where long wave T*
fluorescence band with the maximum at 567±1 and
short wave N* band about 490±2 nm (Fig. 2) are dis-
tinctly observed. The value of intensity ratio of FME’s
N* and T* fluorescence bands (found as I490/I567 ratio)
in liposmes of this type makes 0.24±0.01 in combination
with short wave position of N* band is stipulated by
the presence in liposomes of significant cholesterol
amount and formation of resistant complexes between
cholesterol and some kinds of phospholipids [20].

The obtained results have shown that all studied
CPAs reduce the fluorescence quantum yield of FME,
bound with lipid bilayer however they affect in diffe-
rent extent the intensity and position of N* and T*
fluorescence bands. Fig. 3 demonstrates the example
of FME titration by DMFA in liposomes formed from
total CS lipids. Fig. 4 shows the normalized spectra of
FME fluorescence during titration differing most of all
on their chemical structure CPAs: glycerol and DMFA.

In investigated concentration area of the glycerol
renders the least effect on the shape of spectrum of
FME fluorescence: spectrum keeps two-band structure
when increasing the glycerol content in the medium
up to 14% (Fig. 4, a). Similar effect on FME fluo-
rescence spectrum is also rendered by EG. In contrast

Рис. 1. Структурная формула ФМЕ.
Fig. 1. Structural formula of FME.
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Рис. 2. Спектры возбуждения (1, 2) и флуоресценции (3)
зонда ФМЕ в липосомах из суммарных липидов СС:
λрег=567 нм; λрег=500 нм; λвозб=405 нм.
Fig. 2. Spectra of excitation (1, 2) and fluorescence (3) of
FME probe in liposomes from total CS lipids: λreg=567 nm;
λreg=500 nm; λxc=405 nm.

Рис. 3. Титрование встроенного в липосомы ФМЕ
возрастающими концентрациями ДМФА.
Fig 3. Titration of FME embedded into liposomes with in-
creasing DMFA concentrations.
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ности флуоресценции и изменение формы кривой
спектра, в котором отчетливо проявляются длин-
новолновая Т*-полоса флуоресценции с максиму-
мом при 567±1 нм и коротковолновая N*-полоса
около 490±2 нм (рис. 2). Величина отношения
интенсивностей N*- и T*-полос флуоресценции
ФМЕ (определяемого как соотношение I490/I567) в
липосомах данного вида составляет 0,24±0,01.
Вероятно, столь низкая величина I490/I567 в соче-
тании с коротковолновым положением N*-полосы
обусловлена присутствием в липосомах значитель-
ного количества холестерина и образованием ус-
тойчивых комплексов между холестерином и неко-
торыми видами фосфолипидов [20].

Полученные результаты показали, что все ис-
следованные КП снижают квантовый выход флуо-
ресценции ФМЕ, связанного с липидным бислоем,
однако они в различной степени влияют на
интенсивность и положение N*- и T*- полос флуо-
ресценции. На рис. 3 представлен пример титро-
вания диметилформамидом ФМЕ в липосомах,
сформированных из суммарных липидов СС. На
рис. 4 приведены нормированные спектры флуорес-
ценции ФМЕ при титровании наиболее отличающи-
мися по своей химической структуре КП – глице-
рином и ДМФА.

В исследованной области концентраций глице-
рин оказывает наименьшее влияние на форму спек-
тра флуоресценции ФМЕ: спектр сохраняет двух-
полосную структуру при увеличении содержания
глицерина в среде до 14% (рис. 4, а). Сходное
влияние на спектры флуоресценции ФМЕ оказы-
вает также ЭГ. В отличие от этих КП влияние

to these CPAs the DMFA effect is strengthened with
a rise in its concentration in the solution (Fig. 4b).
Herewith the FME spectrum shape approaches to
single-band and its maximum shifts towards short wave
side by 2.5±0.5 nm at 14% DMFA content in the
medium. Similar changes of the shape and localization
of FME fluorescence spectrum bands are characteristic
for the probe being in the solution.

Additional information on the effect of CPAs on
lipid bilayer may be obtained from probe excitation
spectra (Fig. 5). Insignificant changes of the position
and half-width of FME excitation spectra bands after
introduction of glycerol and EG testify to the fact that
probe microenvironment in the presence of these CPAs
alters slightly. In DMFA presence there is observed
slight long wave shift of excitation spectra bands (by
∼ 2.5 nm) as well as their broadening speaking about
the rise in heterogeneity of FME microenvironment in
membranes. The obtained data enable the supposing
that glycerol and EG affect only hydrate layer of
liposomes surrounding the area of lipid polar heads in
contrast to them DMFA is capable of penetrating
deeper competing with FME for the site of binding in
liposomes.

Since FME is capable of embedding into lipid bilayer
of into both the area of polar heads and the edge of
lipid carbohydrate tails, it is important to estimate the
effect of the studied CPAs on the ratio of I490/I567,
reflecting polarity and heterogeneity of probe environ-
ment in membranes. In the presence of all the studied
CPAs there is observed the growth of I490/I567 ratio
the most manifested in case of DMFA (Fig .6). The
data on the effect of CPAs under 14% concentration
on the ratio of N* and T* bands of FME fluorescence
in lipid bilayer are presented in the Table: glycerol and

404

414

567

490

1

2

3

0%

14%

500 550 600
0

50

100

150

200

250

300

350

400

 

 

 

И
нт
ен
си
вн
ос
ть

 I,
 у
сл

.е
д.

In
te

ns
ity

 I,
 re

l. 
un

its

PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY
 Vol. 17, 2007, №2

ПРОБЛЕМЫ
КРИОБИОЛОГИИ
Т. 17, 2007, №2



145

450 500 550 600 650 700
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

450 500 550 600 650 700
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

 

Длина волны,нм
Wave length, nm

Длина волны,нм
Wave length, nm

Рис. 4. Влияние глицерина (а) и ДМФА (б) в концентрациях 0-14% на нормированные спектры флуоресценции ФМЕ
в липосомах из суммарных липидов СС.
Fig. 4. Effect of glycerol (a) and DMFA (b) under concentrations of 0-14% on leveled FME fluorescence spectra in
liposomes from total CS lipids.

ДМФА усиливается по мере увеличения его кон-
центрации в растворе (рис. 4, б). При этом форма
спектра ФМЕ приближается к однополосной, а его
максимум сдвигается в коротковолновую сторону
на 2,5±0,5 нм при содержании ДМФА в среде 14%.
Подобные изменения формы и положения полос
спектра флуоресценции ФМЕ характерны для зон-
да, находящегося в растворе.

Дополнительную информацию о влиянии КП на
липидный бислой можно получить из спектров воз-
буждения зонда (рис. 5). Незначительные изме-
нения положения и полуширины полос спектров воз-
буждения ФМЕ после введения глицерина и ЭГ
свидетельствуют о том, что микроокружение
зонда в присутствии этих КП изменяется несу-
щественно. В присутствии ДМФА наблюдаются
небольшое длинноволновое смещение полос
спектров возбуждения (на ~2,5 нм) и их уширение,
свидетельствующее о повышении гетерогенности
микроокружения ФМЕ в мембранах. На основании
полученных данных можно предположить, что
глицерин и ЭГ влияют только на гидратный слой
липосом, окружающий область полярных головок
липидов, в отличие от них ДМФА способен прони-
кать глубже, конкурируя с ФМЕ за места связыва-
ния в липосомах.

Поскольку ФМЕ способен встраиваться в ли-
пидный бислой не только в область полярных “голо-
вок”, но и в область начала углеводородных “хвос-
тов” липидов, важно оценить влияние изучаемых
КП на отношение I490/I567, отражающее полярность
и гетерогенность микроокружения зонда в мем-
бранах. В присутствии всех исследованных КП
наблюдается рост отношения I490/I567, наиболее

EG increase the value of I490/I567 in respect to the
control by 20 and 24%, correspondingly and DMFA
by 44%. These data also confirm the fact that DMFA
actively interacts with liposomes by significantly
changing the shape and position of FME fluorescence
spectrum bound with artificial membrane.

Additional criterion of the probe microenvironment
properties in lipid bilayer is the position of fluorescence
bands. The position of T* form of the probe is shifted
towards short-wave area by 2 nm approximately with

0%

14%

0%

14%

И
нт
ен
си
вн
ос
ть

 I,
 у
сл

.е
д.

In
te

ns
ity

 I,
 re

l. 
un

its

И
нт
ен
си
вн
ос
ть

 I,
 у
сл

.е
д.

In
te

ns
ity

 I,
 re

l. 
un

its

400 500
0,0

0,5

1,0

Длина волны,нм
Wave length, nm

Рис. 5. Влияние КП в концентрации 14% на норми-
рованные спектры возбуждения флуоресценции ФМЕ в
липосомах из суммарных липидов СС: 1 – контроль; 2 –
глицерин; 3 – ЭГ; 4 – ДМФА.
Fig. 5. Effect of 14% CPAs on normalized excitation spectra
of I490/I 567 FME fluorescence in liposomes form total CS
lipids: 1 – control; 2 – glycerol; 3 – EG; 4 – DMFA.
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the increase in concentrations of glycerol and EG up
to 14% and by 5% in case of DMFA (Fig. 7,b). At the
same time the position of N* band under increasing
concentrations of CPAs (glycerol, EG and DMFA) up
to 9% practically did not change (within error of
experiment) and sharply shifted towards long wave
side under DMFA concentrations, exceeding 9%
(Fig. 7, a). Mutual approaching of the positions of FME
N* and T*  fluorescence bands in lipid bilayer observed
in the presence of DMFA under the concentration hig-
her than 9% likely testifies to an increse in the content
of hydrogen bond donor (either water molecules, or
cryoprotectant itself) in probe environment [2, 11].
Under these concentrations a remarkable DMFA
“disordering” effect on the structure of liposomes,
resulting in the rise of amount of water molecules or

выраженный в случае ДМФА (рис.6). Данные о
влиянии КП в концентрации 14% на отношение N*-
и T*-полос флуоресценции ФМЕ в липидном бислое
приведены в таблице: глицерин и ЭГ повышают
величину I490/I567 по отношению к контролю на 20
и 24 % соответственно, а ДМФА – на 44 %. Эти
данные также подтверждают, что ДМФА активно
взаимодействует с липосомами, значительно изме-
няя форму и положение полос спектра флуорес-
ценции ФМЕ, связанного с искусственной мембра-
ной.

Дополнительным критерием свойств микро-
окружения зонда в липидном бислое является поло-
жение полос флуоресценции. Положение Т*-формы
зонда смещается в коротковолновую область
приблизительно на 2 нм при увеличении концен-
трации глицерина и ЭГ до 14 %, а в случае ДМФА –
на 5 нм (рис. 7, б). В то же время положение
N*-полосы при возрастающих концентрациях КП
(глицерин, ЭГ и ДМФА) до 9% практически не
изменяется (в пределах ошибки эксперимента) и
резко сдвигается в длинноволновую сторону при
концентрациях ДМФА более 9% (рис.7, а). Взаим-
ное сближение положения N*- и Т*-полос флуорес-
ценции ФМЕ в липидном бислое, наблюдаемое в
присутствии ДМФА при концентрации более 9%,
возможно свидетельствует об увеличении содер-
жания в окружении зонда доноров водородной
связи (молекул воды или самого криопротектора)
[2, 11]. Вероятно, при этих концентрациях начинает
проявляться заметное “разупорядочивающее”
влияние ДМФА на структуру липосом, приводящее
к увеличению количества молекул воды или
криопротектора в начале неполярной области
липидного бислоя. Возможна конкуренция ДМФА
с ФМЕ за места связывания на мембране, при этом
криопротектор частично вытесняет зонд из липосом
в раствор.

Учитывая, с одной стороны, различия липо-
фильности исследуемых КП (коэффициенты рас-
пределения в системе вода-октанол составляют
0,005; 0,040; 0,233 для глицерина, ЭГ и ДМФА соот-
ветственно [5]), можно предположить, что наибо-
лее “гидрофобный” ДМФА (по сравнению с глице-
рином и ЭГ) способен к гидрофобному взаимо-
действию с липидами бислоя. С другой стороны,
все исследуемые КП образуют сильные водород-
ные связи с молекулами воды и могут влиять на
структуру не только свободной, но и связанной с
полярными головками липидов (гидратной) воды
[5]. Значения дипольного момента у глицерина –
2,56, ЭГ – 2,28, ДМФА – 3,86 Д. Таким образом, по
полярности эти вещества можно расположить в ряд:
ДМФА>глицерин>ЭГ. Из исследованных КП толь-
ко в молекуле ДМФА не имеется протондонорных
центров, в то время как глицерин имеет наибольшее

Рис. 6. Влияние КП на отношение полос флуоресценции
ФМЕ I490/I567 в липосомах из суммарных липидов СС: 1 –
глицерин; 2 – ЭГ; 3 – ДМФА.
Fig. 6. Effect of CPAs in respect of FME fluorescence bands
in liposomes form total CS lipids: 1 – glycerol; 2 –EG; 3 –
DMFA.
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количество протондонорных центров и потен-
циально способен к образованию 9-ти водородных
связей. Следует отметить, что ДМФА может об-
разовывать Н-связи исключительно с протон-
донорными функциональными группами (–ОН, –
СООН, =NН, –NН2) липидов или молекулами воды.

В составе суммарных липидов СС, из которых
сформированы липосомы, преобладают фосфати-
дилхолин (ФХ) (27,5±1,0%), фосфатидилэтаноламин
(ФЭ) (20,1±0,9%), в меньшей степени представле-
ны  сфингомиелин (СМ) (18,3±2,0%) и этаноламин
плазмалоген (ЭП) (15,3±0,9) [9]. Известно, что СМ
и ФХ – нейтральные липиды, а ФЭ и ЭП – “кислые”
[8]. Содержание всех нейтральных липидов в СС
составляет 49,4% от общего количества фосфо-
липидов, а их фосфолипидные головки практически
не содержат протондонорных групп. Поэтому мож-
но предположить, что ДМФА в меньшей степени
связывается с полярной областью липидного
бислоя липосом и преимущественно встраивается
в начало его неполярной области путем гидрофоб-
ного взаимодействия. Однако наличие “кислых”
липидов (35,4%), имеющих протондонорные груп-
пы, не исключает возможности образования водо-
родных связей ДМФА с ними. Поэтому, даже при
высоких концентрациях ДМФА, сохраняется флуо-
ресценция ФМЕ, связанного с липосомами, что
подтверждает лишь частичное вытеснение зонда
в раствор под влиянием этого КП.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что ДМФА оказывает наибольшее воздейст-
вие на липидный бислой липосом. По изменению
положения N*- и T*-полос зонда и интенсивности
их флуоресценции после введения ДМФА в
суспензию липосом можно предположить, что

Рис. 7. Влияние КП на положение N*- (а) и Т*- (б) полос флуоресценции ФМЕ в липосомах из суммарных липидов
СС: 1 – глицерин; 2 – ЭГ; 3 – ДМФА.
Fig. 7. Effect of CPAs on the position of N* (a) and T* (b) bands of FME fluorescence in liposomes form total CS lipids: 1 –
glycerol; 2 – EG; 3 – DMFA

0 5 10 15

490

500

510

520

 Концентрация криопротектора, %
Cryoprotectant concentration, %

0 4 8 12 16

564

565

566
 

 

 Концентрация криопротектора, %
Cryoprotectant concentration, %

cryoprotectant is getting manifested on the edge of
non-polar lipid bilayer area. The competition between
DMFA and FME is possible because of the binding
site on membrane, herewith cryoprotectant partially
displaces probe from liposomes into the solution.

Taking into account from one hand the differences
in lipophility of the studied CPAs (distribution coef-
ficients in water-octanol system makes 0.005; 0.040;
0.233 for glycerol, EG and DMFA, correspondingly
[5]) it may be supposed that as the most “hydrophobic”
DMFA (if compared with glycerol and EG) is capable
of hydrophobic interaction with bilayer lipids. Form
another hand, all studied CPAs form strong hydrogen
bonds with water molecules and may affect the water
structure both free one and bound with lipid polar heads
[5]. Values of dipole moment in glycerol are 2.56, 2.28
for EG and 3.86 for DMFA. Thus on polarity these
substances may be placed in the row: DMFA>
glycerol>EG. From the studied CPAs only in the
molecule of DMFA there are no proton-donor centers,
whilst as glycerol has a big number of proton-donor
centers and potential ability of forming 9 hydrogen
bonds. It should be noted that DMFA can form H-
bonds exceptionally with lipid proton-donor functional
groups (–OH, –COOH, =NH, –NH2) or water mole-
cules.

As a part of total CS lipids, forming liposomes,
phosphatidyl choline (PC) – (27.5±1.0%), phosphatidyl
ethanolamine (PEA) (20.1±0.9%), predominate, in less
extent there presented  sphingomyelin (SM) (18.3±
2.0%) and ethanolamine plasmalogen (EP) (15.3±
0.9%) [8]. It is known that SM and PC are neutral li-
pids, PEA and EP are “acid” ones [9]. The content of
all neutral lipids in CS makes 49.4% from total amount
of phospholipids and their phospholipid heads do not
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только ДМФА обладает способностью проникать
непосредственно через липидный бислой путем
гидрофобного взаимодействия. Резкое изменение
формы спектра флуоресценции ФМЕ в липосомах
при повышении концентрации ДМФА более 9%
может быть доказательством того, что данная
концентрация является пороговой для липидного
бислоя данного состава, при превышении которой
возможны конформационные изменения липидов.

Следует отметить, что оптимальная концен-
трация ДМФА, используемая для криоконсерви-
рования СС [6] и других биологических объектов
[5], не превышает 1 М (7,5%). Поскольку в общую
цитотоксичность ДМФА основной вклад вносит не
осмотическая, а химическая компонента [5], полу-
ченные результаты можно использовать для
объяснения механизма влияния КП на мембраны
клеток, в частности сперматозоидов. Применение
флуоресцентного зонда ФМЕ для изучения меха-
низмов действия КП на модельных объектах
(липосомах) позволяет оценить предельно допусти-
мую для криоконсервирования клеток концен-
трацию КП, при повышении которой могут сущест-
венно повреждаться клеточные мембраны, а также
определить наиболее вероятный путь проникно-
вения КП через клеточные мембраны и, наконец,
более глубоко объяснить механизм как повреж-
дающего, так и криозащитного действия КП на
молекулярном и клеточном уровнях.

Выводы
1. Установлено, что из трех изученных КП

(глицерин, ЭГ, ДМФА) наибольшее влияние на
форму спектра флуоресценции ФМЕ, который
связан с липидным бислоем липосом, приготовлен-
ных из суммарных липидов СС, оказывает ДМФА.

2. Показано, что степень влияния изученных
КП на липосомы определяется гидрофобно-гидро-
фильным балансом их молекул: ДМФА преиму-
щественно воздействует на липидный бислой
путем гидрофобного взаимодействия, а глицерин
и ЭГ влияют на гидратный слой полярных “голо-
вок” фосфолипидов, образуя при этом межмолеку-
лярные водородные связи.

practically contain proton-donor groups. Therefore it
may be supposed that DMFA in less extent binds polar
area by hydrophobic interaction. However the
presence of “acid” lipids (35.4%) having proton-donor
groups does not exclude the possibility of the formation
of hydrogen bonds of DMFA with them. Therefore,
even under high DMFA concentrations the fluore-
scence of FME bond with liposomes was preserved,
that confirmed only partial displacement of a probe
into solution under DMFA effect.

Obtained results testify to the fact that DMFA
renders the highest effect on lipid bilayer of liposomes.
On the change in the position of N* and T* probe
bands and the intensity of their fluorescence after
DMFA introduction into liposome suspension it may
be supposed that only DMFA is able to penetrate
directly via lipid bilayer by means of hydrophobic
interaction. Sharp alterations in DME probe fluore-
scence spectrum shape in liposomes with a rise in
DMFA concentration over 9% may prove that this
concentration is a threshold one for lipid bilayer of this
composition, and if the latter is exceeded the
conformational changes of lipids are possible.

It should be noted that optimal concentration of
DMFA used for cryopreservation of CS [6] and other
biological objects [5] does not exceed 1M (7.5%). Since
in to total DMFA cytotoxicity the main contribution is
made by not osmotic but chemical component [5], the
obtained results can be used for explaining the
mechanisms of CPA effect on cell membranes,
especially spermatozoa. Application of FME fluore-
scent probe for studying the mechanisms of CPA effect
in model objects (liposomes) enables to estimate the
maximum allowed for cell cryopreservation CPA
concentration, the exceeding of which leads to signi-
ficant damage of cell membranes, as well as to find
the most probable way of CPA penetration through
cell membranes and finally to explain deeply the
mechanism of both damaging and cryoprotective effect
of CPAs at molecular and cells levels.

Conclusions
1. It has been established that among three

studied CPAs (glycerol, EG, DMFA) the highest effect
on the form of FME probe fluorescence spectrum
bound with liposome lipid bilayer prepared from total
lipids of CS is rendered by DMFA.

2. It has been shown that the effect rate of the
studied CPAs on liposomes is determined by hydro-
phobic-hydrophilic interaction and glycerol and EG
affect hydrate layer of polar “heads” of phospholipids
by forming herewith intermolecular hydrogen bonds.
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