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Известно, что при освещении клетки водоросли Chara согаШnа вблизи мембраны возникают

участки, неоднородные по величине рН. Экспериментально показано, что в определенном

диапазоне освещенности одной и той же величине интенсивности света могут соответствовать

два состояния в распределении рН: полностью гомогенное состояние и полностью сформи

рованные структуры. Переход к состоянию с высокой амплитудой пиков рН происходит при

большем значении интенсивности света, чем переход к гомогенному состоянию, т.е. в системе

наблюдается гистерезис. Данное явление исследовано с помощью математической модели.

Обсуждается возможный механизм возникновения гистерезиса.

Ключевые слова: структуры с распределением рН. гистерезис. клеточная мембрана. протонный

транспорт. мембранный потенциал.

в биологических системах явления гистере

зиса распространены достаточно широко [1].
Известно, что триггерные свойства фермента

тивных систем играют важную роль в регули

ровании внутриклеточных процессов метабо

лизма [2], в процессах клеточной дифференциа

ции [3], при изменении скорости распростране

ния нервного импульса [4].
Для гигантских клеток водоросли Chara со

,аШna показано, что при освещении клетки

вдоль ее поверхности могут возникать зоны,

отличающиеся значениями рН и трансмембран

ного потенциала. При освещении значение рН

в «щелочной» зоне увеличивается до 9,5 - 10
от исходного уровня рН 7 - 8 в темноте, тогда

как в «кислой» зоне значение рН уменьшается

до 6 - 6,5. Таким образом, разница в значениях

рН полностью сформированных зон может дос

тигать 2,5 - 3 единиц. В работах [5,6] была

исследована зависимость величины таких сфор

мированных структур рН от интенсивности по

стоянного освещения. В области значений ин

тенсивностей от 1 до 100 Вт/м? изменение ос

вещенности сказывается в основном на числе

щелочных и кислых зон, но слабо влияет на
перепады рН между этими зонами. Однако сам

характер формирования рН зон меняется при

освещении светом с интенсивностью -1 Вт/м?

и ниже. При одном и том же значении интен

сивности света может реализоваться как гомо-

генное распределение рН, так и рН зоны в

зависимости от того, увеличивается интенсив

ность света в эксперименте или уменьшается,

Т.е. в системе наблюдается гистерезис. Наблю

дения двух устойчивыхпрофилей рН при одной

и той же интенсивности света в зависимости

от режима изменения освещенности в опытах

на отдельных клетках были дополнены объе

диненными данными, полученными на разных

клетках.

, Ранее [7] нами была разработана модель

потенциалозависимого переноса протонов через

мембрану, описывающая образование зон plj
в примембранной области клетки Спат со

,аШnа. Целью данной работы является иссле

дование с помощью модели экспериментально

обнаруженного явления гистерезиса. Обсужда

ется возможный механизм возникновения гис

терезиса в системе с учетом пространствеиных

взаимодействий.

ЭКСПЕРИМЕНТ

Для изучения явления гистерезиса была вы

полнена серия экспериментов. Методика про

ведения эксперимента описана в работах [5,6].
Профили рН вдоль поверхности клетки изме

ряли с помощью сурьмяных pH-электроДов и

сканирующего микроскопного столика. Для ос

вещения клеток использовали диапроектор с
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протонного переноса через плазмалемму. раз

работанную нами ранее [7]. Для получения кон

кретного вида потока протонов была исполь

зована кинетическая схема работы транспорт

ной системы, включающей в себя потоки ~a

ружу клетки через АТФазу, а также поток про

тонов через каналы (рис. 2). Существуют пред

положения, что АТФаза и протонные каналы

структурно связаны между собой в единую

транспортную систему [8]. Поэтому потоки че

рез АТФазу и каналы были объединены в одной
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Рис. 1. Появление бистабильных состояний (гисте

резисных переходов) для профиля рН у клеток

Chara сотйта. Эксперимент. (а) - Диаграмма из

менения интенсивности действующего света в пер

вом цикле одного из опытов. Перед началом опыта

клетку адаптировали к темноте, а затем последо

вательно выдерживали при интенсивностях света

0,24; 0,5; 1,78 и 0,5 BT/M2, как показано на диа

грамме. Стрелками отмечены моменты измерения

продольных профилей рН, представленных на рис.

16. (6) - Профили рН J и 2 измерены на стадиях

ступенчатого повышения и понижения интенсивно

сти действующего света, как показано на рис. la.
При интенсивности света, равной 1,78 Ifт/M 2, воз

никал устойчивый профиль с щелочными и кис

лыми зонами. J ~ через 30 мин после повышения

интенсивности от 0,24 до 0,5 BT/M2; 2 - через 30 мин

после понижения интенсивности от 1,78 до

0,5 BT/M 2.

Для исследования явления гистерезиса мы

использовали модель потенциалозависимого

МОДЕЛЬ

галогенной лампой накаливания. Максималь

ная интенсивность света составляла 100 Вт/м-',

для ослабления интенсивности использовали

нейтральные светофильтры. Эксперимент про

водили следующим образом. Перед началом

опыта клетку адаптировали к темноте для дос

тижения однородного распределения рН, а за

тем последовательно выдерживали при интен

сивностях света 0,24; 0,5; 1,78 и 0,5 Вт/м-', как

показано на диаграмме для одного из опытов

(рис. la).

При интенсивности света, равной 0,24 и 0,5
вт/м2, наблюдалось гомогенное распределение
рН (рис. 1б, кривая J). При интенсивности

света, равной 1,78 Вт/м2 , возникал устойчивый
профиль с щелочными и кислыми зонами (рис.

1б, кривая). Повышение интенсивности про

водилось через каждые 30 минут. При интен

сивности света, равной 1,78 Вт/м 2, амплитуда
структур достигает максимума. После получе

ния устойчивого профиля структур интенсив

ность света ступенчато понижали до 0,5 вт/м2

через каждые 30 минут, при этом амплитуда

структур не изменялась (рис. 1б, кривая 2).
Таким образом, одной и той же интенсивности

света 0,5 вт/м2 соответствовали два типа рас
пределения рН: гомогенное и устойчивый про

филь рН с амплитудой пиков, равной 2,5 единиц

рН. Аналогичные результаты получены и во

втором цикле изменения интенсивности, в ко

тором наибольшая интенсивность составляла

1,2 Вт/м2.

Различное влияние изменения условий ос

вещенности на характер формирования зон рН
наглядно выявляется прванализесовокупиости

данных, полученных на разных клетках. По

скольку амплитуда щелочных пиков на разных

клетках различается, была проведена норми

ровка сдвигов рН. Для каждой клетки опреде

лялисреднее значение перепада рН между кис

лыми и щелочными зонами в интервале интен

сивноегей 10 - 100 вт/м2 и принимали его за

единицу. Совокупные экспериментальные ре

зультаты, полученныепри такой нормировке,

представлены на рис. 4а. Видно, что при по

нижении интенсивности света щелочной пик

(последний из нескольких пиков в исходном

профиле) зачастую сохраняется при очень низ

ких интенсивностях (Д() 0,1 - 0,01 Вт/м"), тогда

как при повышении освещенности пики рН

возникают при интенсивности света не менее

1 Вт/м2. Полученные данные свидетельствуют
о наличии гистерезиса.
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'"Рис. 2. Кинетическая схема работы транспортной системы. 0iIt - внешняя сторона мембраны, In -внутренняя

сторона мембраны, Hin - концентрация протонов в цитоплазме, Hout - концентрация протонов вблизи внешней

стороны мембраны. E1, Е2, Е). Е4• Es, Е(, - конформвционвые-состоянвя транспортной системы. k~. k~~'!',

~e'l' - потенциалозависимые константы переноса протона через мембрану.

кинетической схеме (рис. 2). Чтобы получить

выражение для изменения концентрации про

тонов снаружи клетки, применили метод Кин

га-Альтмана (метод графов). В ходе вывода

было сделано допущение о том, чтопроцессы

переноса протонов с одной стороны мембраны

на другую (Ез ";' E~(E6·.z..Es; рие. I) происходят
гораздо медленнее п.qсрщ~щ<>с,.I1РОЦе<;~МИ

присоединения и отщеnления npoтoнoa(E1 , -

Ез; Ез- Es; Е2 - Е4; Е4 - Е6; рис. 1).
Модель представляет собой систему двух

дифференциальных уравнений в частных про

взводных. Переменвымя модели являются кон

центрация протонов ~БЛИЗИ,внешней стороны

мембраны (Ь) и трансмембранный потенциал

('!').

Первое уравнениеописывает изменение кон

центрации протонов вблизи Внешней стороны

мембраны. Второе уравнение описывает изме

нение трансмембранного потенциала.

he'i'(l- n)

щего изменения ковцентрациипротонов сна

ружи мембраны клетки учитывалась также от

ток протонов из примембранной области в сре

дууп и диффузия вдоль мембраны клетки

"а2п
D1ar2·

Изменение трансмембранного потенциала

ПРОЩ:ХOДJ.jт За, счет тока ПРОТОНОВ, через транс

ПОР!I'нуюсистему;пассивного тока утечки g(ф

фJ и распределения' потенциала вдоль менбра-

a~ , ,
ны D 2- -2 • Чтобы перевести выражение для

дг

потока протонов через транспортную систему

в единицы электрического тока полученное вы

ражение умножали на константу Фарадея F.
В модели были использованы безразмерные

переменные:

о. [Hout]
h - к- - концентрация протонов вблизи

I

" о ,',. tk_2[EoJ
внещ~й стороны мембраны; 't .' к - вре-

. ' '1

Х
мя,Г· L - пространственная координата,

'Ф:. :::'т -трансмембранный потенциал. При

~I "
этом К. - г' моль,м-3; Ео - полная концен-

•
грация всех состояний транспортера, моль.м-2;

L - длина клетки," м. Следующие параметры

модели были выражены через элементарные

константы кинетической схемы и электрические

~характеристики мембраны:

БИОФИЗИКА том 50 вып.б 2005 '
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1 1 + h1)2K 'l!' k_2
n- кзhj + г ч- hj К2 - т;'

kз [Hin] кК, pf2K1
Кз ... 2k

2
' hj ... -К;-' g - Ck_

2[EOJ'
z ... CRT'

СРоЕ' DK, РК1
'Фо - 2RT D, - L2k [Е г D2"" игясн [Е г где

-2 OJ I -2 OJ

константы k" моль-сг-м? и k_" c- I , характе

ризуют присоединение и отщеппение протона;

константы k2, c-I, kз, с-, - перенос протона

через мембрану во внешнюю среду за счет

работы АТФазы; k_b с- I - пееенос протонов в

клетку через каналы (рис. 2); g - проводимость

пассивных каналов, OM-1' M- 2; С - емкость мем

браны, мкф,м-2; р - диаметр клетки, м; % 
потенциал покоя на плазматической мембране,

В; Rj - сопротивление цитоплазмы, Ом·м. Эле-.

ментарные константы переноса протонов с од

ной стороны мембраны на другую зависят от

трансмембранного потенциала [9]:

k_2 ... ~2exp( - 2~CPT} k2 - k~ex12~CPT) и

kз ... k~ex р(2~CPT)-
В качестве начальных условий брались ста

ционарные значения мембранного потенциала

и концентрации протонов в примембраннной

области клетки: h = 9,1, 'Ф ::: - 4,18. В качестве

граничных условий принимается отсутствие по

тока Н+ и градиента потенциала на торцах

клетки:

dh dh д'Ф д'Ф
~O"T) ... -::i 1;Т) ... О, ~O,.t) -~1,1:) "" О.
дУ дУ дУ дУ

РЕЗУЛЬТАТЫ МОДЕЛИРОВАНИЯ

Заввсямоста рН циговлязмы от витенсввво

етв света. Известно [1 О], что при включении

света рН цитоплазмы увеличивается, а концен

трация протонов в цитоплазме соответственно

уменьшается. Для проведениячисленных экс

периментов мы ввели феноменологическую за

висимость коицентрации протонов в .цитоплаз
ме hj от интенсивности света-1. Мы предполо

жили, что такая зависимость является экспо-

ненциальной и имеет вид: h1-hge-
l , где 1- ll.

. о

h? - концентрация протонов в цитоплазме в

темноте, h? =6,98. 1 - величина интенсивности

света, которая в эксперименте менялась от О

до 1,78 BT/M2. 10 - насыщающая интенсивность
света, выбранная из диапазона интенсивностей

БИОФИЗИКА том 50 вып.б 2005

в котором амплитуда рН структур не меняется

[6]. Значение 10 = 40 BT/M2 выбиралось таким
образом, чтобы рН цитоплазмы в модели ме

нялась в экспериментально измеряемых преде

лах от 6,9 до 7,4 [10].

Численный эксперимент. С помощью модели

был воспроизведен лабораторный эксперимент.

Численный эксперимент проводился с помощью

программы ТRЛХ, разработанной для решения

обыкновенных дифференциальных уравнений и

программы. решения уравнений в частных про

изводных [9]. Были использованы параметры.

при которых изменение рН вблизи мембраны

в модели совпадало с экспериментально наблю

даемым изменением рН. Для модельных экспе

риментов мы брали ряд значений интенсивно

сти света (1 = 0,006 - 0,04), соответствующий

значениям интенсивностей, используемых в ла

бораторном эксперименте (1= 0,24 - 1,78 BT/M2) ,

при этом рН цитоплазмы в модели менялось

от 6,9 до 7,4. В данном интервале значений

интенсивности в точечной системе существует

только одно устойчивое стационарное состоя

ние (устойчивый фокус).

В результате линейного анализа были по

лучены параметры системы, при которых в

распределенной системе возникает неустойчи

вость, Было найдено критическое значение ин

тенсивности света I Kp = 0,025, при котором в

системе возникают CТPYKTY~Ы (зоны рН и по

тенциала). Оно составляет lкр = 1,6 BT/M2•

В численном эксперименте была исследова

на динамика возникновения структур в зави

симости от изменения интенсивности света. Бы

ло обнаружено, что время установления струк

тур зависит от близости параметра 1 к п~

говому значению I Kp ' Вблизи I Kp время, требуе

мое для установления неоднородного стацио

нарного профиля рН и потенциала 1: - 200.
При удалении параметра интенсивности от I Kp
время роста структур сильно уменьшается и

составляет 1: - 5.

Для воспроизведения лабораторного экспе

римента, где интенсивность света изменялась

через каждые 30 минут, в численном экспери

менте параметр интенсивности также меняли

через определенный интервал времени 1: = 40.
В размерном виде этот интервал равен -30
мин. В численном счете было обнаружено, что

при увеличениипараметраинтенсивностив сис

теме возникают pH-структуры при значении

интенсивности света больше порогового 11 =
0,04 ( 1; = 1,78 Вт/м") (рис. 3а). При дальнейшем

увеличении значения интенсивности их ампли-
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Рис. 3. Результаты численного эксперимента. (а) - Рост структур при порогоном значении интенсивности света

11 = 0,04. (6) - Уменьшение амплитуды структур при значении интенсивности ниже порогового /2 = 0,006.
Параметры системы: h? = 6,98, z =1, У = 0,025, g = 0,08, 'Ро =-1,335.

туда остается постоянной. При уменьшении па

раметра интенсивности через тот же интервал

времени структуры исчезают при значении ин

тенсивности, ниже порогового значения 12 =
0,006 (1; =0,24 BT/M2) (рис. 3б). Таким образом,

в модельной системе наблюдается гистерезис в

изменении рН, как это было и в эксперименте.

Как указывалось выше, для объединения экс

'периментальных данных, полученных на разных

клетках, была проведена нормировка сдвигов

рН. Поэтому ДЛЯ сопоставления результатов

численного счета с экспериментальными дан

ными (рис. 4а) амплитуда рН структур была

выражена в относительных единицах (рис. 46).
Величина амплитуды рН структур, полученная

в численном счете, была нормирована на мак

симальную амплитуду рН структур.

Интервалы параметров модели для числен

ного счета были оценены в статье [7]. Для

сравнения полученных результатов на модели

с экспериментом мы перевели безразмерные пе

ременные в размерный вид. Параметры К1 =
015·10-7 моль-м'-' k = 336·109 с- I К =, '-2" 2
8,484-10-4, Кз = 0,996, п = 0,912, q = 0,0948,
g = 0,08, <РО = -1,335 ( - -50 мВ) были опре

делены с помощью процедуры идентификации

в работе [7]. Остальные параметры были взяты

из литературы: Ео = 5'10-12 моль-м-' [П], р =
1 мм [8], g = 3,12 OM-1'M-2 [4], <РО = -220 мВ

[12].
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ОБСУЖДЕНИЕ
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параметра интенсивности через равные проме

жутки времени наблюдалось постепенное уве

личение амплитуды структур, пока не достига

лось их максимальное значение. При уменьше

нии параметра интенсивности света величина

амплитуды начинала уменьшаться лишь при

значениях интенсивности света гораздо ниже

критического (рис. 4б). Таким образом, в сис-

о

3
1, вт/м2

2

1.2 (а) •
•2 .- ~

1.0 r --.-J--:-~~--

0.8 о g (;1
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Рис. 4. Гистерезис в распределении рН вблизи мем

браны клетки водоросли Спаса сотёта. (а) - Экс

периментальный результат, полученный при обра

ботке данных Д11я разных клеток при циклическом

.повышении и пониженин интенсивности действую

щего света. Светлые КРУЖКИ обозначают повыше

ние интенсивности, темные квадратики соответст

вуют понижению интенсивности. (б) - Результат

численного эксперимента. Изменение максимально

го перепада рН между щелочными и кислыми зо

нами (АрН) в зависимости от повышения и пони

жения интенсивности действующего света. Расстоя

ния между ромбиками соответствуют интервалам

изменения интенсивности света в численном счете.

Стрелка 1 - увеличение интенсивности света, стрел

ка 2 - уменьшение интенсивности, ромбики соот

ветствуют повышению интенсивности, треугольни

ки - понижению.

Экспериментальные результаты, показанные

на рис. 1, демонстрируют существование двух

состояний в распределении рН при одной и

той же величине интенсивности света. Переход

к состоянию с высокой амплитудой пиков рН

происходит при увеличении интенсивности све

та, переход к гомогенному состоянию при

уменьшении интенсивности света (рис. 4а).

В численных экспериментах также было об

наружено, что при увеличении параметра ин

тенсивности света возникают рН структуры

вдоль клеточной мембраны, тогда как при

уменьшении параметра интенсивности света

реализуется однородное состояние (рис. 4б).

Аналитическое исследование на устойчи

вость линеаризованной распределенной систе

мы дает только одно критическое значение ин

тенсивности /кр (рис. 4б), при котором возни

кают диссипативные структуры. Поэтому в чис

ленных экспериментах можно было бы ожидать,

что независимо от увеличения или уменьшения

параметра интенсивности света рН структуры

будут возникать при одном и том же значении

интенсивности I Kp ' Однако в численном счете

было найдено два критических значения интен

сивностисвета, /1 > /кр И /2 < /кр (рис. 4б).

При значениях интенсивности /1 и выше на

блюдалея рост структуррН. При значениях

интенсивности /2 и ниже наблюдалось исчезно

вение структур рН. А в интервале интенсивно

стей от /2 до /1 В зависимости от того, увели

чивается или уменьшается величина интенсив

ности света, реализуется либо однородное рас

пределение рН, либо рН- структуры.

Механизм описанного явления гистерезиса

в распределении рН может быть связан с инер

ционными свойствами системы. Для образова

ния устойчивых рН зон (диссипативных струк

тур) необходимо определенное время. Структу

ры начинают расти при достижении значения

управляющего параметра (интенсивности света)

его критической величины. Чем ближе значение

параметрак критической величине, тем больше

времени Требуется для установления структур.

Вблизи точки бифуркации время роста структур

может на несколько порядков превышать время

роста структур при удалении от точки бифур

кации.

Поскольку интервалы времени, через кото

рые изменялась интенсивность, были ограни

чены (30 мин в лабораторном эксперименте,

40000 шагов в численном счете), структуры

сначала «не успевали» вырасти, а затем «не

успевали» исчезнуть. Поэтому при увеличении
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теме возникает «псевдогистерезис», обусловлен

ный инерционными свойствами системы.

С точки зрения биофизики процесса полу

ченный результат можно интерпретировать сле

дующим образом. Различным световым усло

виям эксперимента соответствуют разные функ

циональные состояния протонной транспорт

ной системы, обуславливающей либо однород

ное распределение рН, либо рН зоны. В темноте

активный и пассивный потоки протонов через

транспортную систему равны между собой. На

свету баланс потоков нарушается и может пре

обладать либо активный транспорт (в кислых

зонах) либо пассивный транспорт (в щелочных).

Изменение баланса между потоками в ответ на

включение и выключение света происходит с

запаздыванием вследствие постепенного под

страивания параметров транспортной системы

к изменению внешних условий. Следовательно,

за счет инерционности реагирования протонной

транспортной системы изменение световых ус

ловий может приводить к гистерезису в рас

пределении рН вблизи мембраны.
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Modeling оСHysteresis in рН Рапегп Formation along the Сеll

Метbrane оСAlgae СЬага corallina
A.I. Lavrova, Т.Уо. Plusnina, G.Yu. Riznichenko, and А.В. Rubln

Вiological йераптет, Moscow State University, Vorob'evy Gory, Мозсо«, 119899 Russia

It is known that iIIumination of the algae Chara согаШпа results in the formation along the
membrane of regions with inhomogeneous distribution of рН. It was shown that, in а рагпсшаг

range of Шumiпаtiоп intensities, two states with different рН distribution аге realized а! опе and
the same value of light intensity: ап entirely homogeneous state and completely formed structures
(рапегп). Тhe transition from the homogeneous state to the рапегп formation takes ртасе а! опе

value of light intensity, and the back transition, а! another light intensity, i.e., the hysteresis is
observed. This рЬепотепоп was studied Ьу mathematical modeling. ТЬе mechanism of hysteresis
is discussed.

Кеу уюгds: рН ранет forтation, hysteresis, cell тетдтпе, proton иапзроп, meтbrane potential
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