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Введение

Электропорация как метод искусственного по-
вышения проницаемости мембраны клетки уже 
давно и успешно применяется в различных облас-
тях науки и технологии: репродуктивной биоло-
гии, биофизике, медицине, животноводстве, рас-
тениеводстве и традиционно является предметом 
биотехнологии. 

Реакция живых клеток на приложенное извне 
электрическое поле вызывает большой интерес ис-
следователей уже длительное время [1-6]. В первой 
части статьи отмечалось, что применение этого 
поля требует осторожности для выбора правиль-
ных электрических режимов обработки клеток. 
Для этого нужно знать критические и безопасные 
параметры воздействия на них. В частности, нало-
жение интенсивного электрического поля поперек 
мембраны клетки, как полагают, ответственно за 
мембранный разрыв или обратимые мембранные 
процессы для некоторых типов повреждений кле-
ток ткани в случаях электрической травмы, кото-
рые не могут быть отнесены к джоулеву нагреву. 
Удлиненные клетки, подобные нервным, особен-
но уязвимы к такому повреждению [5]. В этой ра-
боте исследована простая модель цилиндрической 
клетки, соответствующей нервной или мышечной. 
Получена система дифференциальных уравнений 
первого порядка для мембранного электрического 
поля, которая объединяет произвольную времен-
ную зависимость во внешнем поле и нелинейный 
мембранный отклик (неомическая проводимость). 
Поведение этой модели исследовано для различ-
ных полей в линейных и сильно нелинейных режи-
мах. Показано, что пиковые поля, предсказанные 
нелинейной моделью, приблизительно вдвое ин-
тенсивнее в условиях травмы с разрывом мембра-
ны, чем таковые в линейном случае. 

Многократная электрическая импульсная элек-
тропорация (стимуляция) используется также при 
изучении нервных волокон [7]. Было исследова-

но повреждение (пробой) мембраны как функции 
параметров импульса и геометрии электрода, ис-
пользуя флуоресцентную метку на хориоалланто-
идной оболочке цыпленка in vivo и сетчатке in vitro. 
Данные по этой модели были проверены также на 
свиной сетчатке in vitro. Для некоторых размеров 
электрода плотность тока при повреждении мемб-
раны была независима от них. Порог повреждения 
плавно уменьшался с ростом числа импульсов, а 
на больших электродах при плотности тока, вы-
численной по половине длительности импульса, 
явился характеристикой электропорации [7].

Фундаментальные исследования динамики 
нейронных сетей – необходимость для понима-
ния, как работает нервная система [8]. Формиро-
вание и развитие памяти связаны с изменениями 
в электрической деятельности нейронов. Чтобы 
понять суть этих изменений, необходимо провести 
изучение in vitro на отдельных нейронах. Для это-
го разрабатываются специальные системы мик-
роэлектродов, пространственно выстраивающих 
упорядоченные нейроны путем генерации гради-
ентного поля в диэлектрофоретических ловушках 
[8, 9]. Необходимо отметить, что параметры поля 
при этом, безусловно, должны быть значительно 
ниже пробоя мембраны. Однако этот порог точно 
не определялся. Тем не менее, была зарегистриро-
вана внеклеточная электрическая активность отде-
льного нейрона и снят ее спектр с использованием 
быстрого Фурье-преобразования, чтобы опреде-
лить нормы всплеска деятельности индивидуаль-
ных нейронов [8]. 

Для нормальной функции центральной не-
рвной системы критическое значение имеет под-
держание объема мозговой клетки [10]. В обзоре 
рассматривается, как проходит регулирование 
объема клетки, прежде всего, в ответ на изменение 
осмолярности жидкости тела. Мозговые клетки 
противостоят тенденции набухать или сжиматься 
путем соответствующей настройки их внутреннего 
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осмотического потенциала [10]. Каким же обра-
зом клетка регулирует свой объем? Это достигает-
ся за счет сброса или ввода неорганических ионов 
и низкомолекулярных органических веществ, что 
почти наверняка происходит за счет управляемого 
гуморально изменения проницаемости мембра-
ны. Отсюда следует замечательная возможность 
внешнего управления проницаемостью нервных 
клеток, а значит и некоторыми функциями мозга, 
посредством обратимой электропорации. 

Известно, что высокая напряженность вне-
шнего поля может индуцировать также высокий 
потенциал снаружи мембраны клетки [1, 2]. При 
электропорации потенциалы мембраны снаружи 
и внутри выравниваются, мембранный потенциал 
становится постоянным из-за перехода ее от со-
стояния изолирования к высокой проводимости и 
проницаемости [11]. При этом, как полагают, со-
здаются поры, через которые различные молекулы 
могут транспортироваться внутрь и наружу клетки 
[6, 11]. За расширением пор или созданием многих 
мелких пор поперек некоторой части мембранной 
поверхности может последовать разрыв мембра-
ны. В неоднородных электрических полях трудно 
предсказать электропорируемую мембранную об-
ласть [11]. Поэтому в этой работе индуцированный 
мембранный потенциал и мембранная область, где 
этот потенциал превышает пробойный уровень, 
исследованы путем моделирования. Результаты 
экспериментов, в которых был обнаружен коллапс 
нейронных клеток, были сопоставлены с вычис-
ленной напряженностью поля, чтобы исследовать 
мембранный пробой или разрыв. Обнаружено, что 
в неоднородном поле разрыв мембраны зависит от 
ее положения, особенно при более высоких про-
бойных уровнях. Это указывает на то, что размер 
мембранного участка, который подвергается элек-
тропорации, определяет его разрыв [11].

Ранее предпринимались попытки оценить тре-
буемое напряжение между электродами для адек-
ватного воздействия на клетки мозга, например, 
при электрошоковой терапии [3]. Показано, что 
это напряжение в 2–3 раза больше, чем потенци-
алы мембраны, при которых происходит их элек-
трический пробой. В работе теоретически обос-
нована связь напряжения между электродами с 
мембранным потенциалом отдельных нейронов. 
Оказалось, что для некоторых нейронов вычис-
ленные значения превышают уровень пробоя. 
Исследование показало, что электрический про-
бой действительно имеет место при электрошоке. 
Предположено, что электрический пробой мог бы 
отчасти объяснить сам электрошок и некоторые 
его побочные эффекты [3]. 

Проводились также исследования повреждаю-
щего действия электрического поля на клетки че-
рез нетепловые механизмы [4]. Предположено, что 

для многих видов электрической травмы местное 
электрическое поле имеет достаточную величину, 
чтобы вызвать электрический пробой мембран и 
лизис клетки. Для иллюстрации значения разме-
ра клетки и ее ориентации относительно силовых 
линий поля проанализирована геометрически 
простая модель вытянутой клетки. Теоретически 
показано, что большие (удлиненные) клетки, на-
пример, нервные, более уязвимы к электрическо-
му пробою [4].

Измерение сопротивления (проводимости) — 
важный метод для оценки электрических контак-
тов между культивируемыми клетками и подлож-
кой с внедренными микроэлектродами [12]. Это 
подходит для любого типа клеток, будь то нейроны 
или нет. Однако правила перевода измеренного 
сопротивления в параметры успешной стимуля-
ции, то есть установление потенциала действия, 
не известны. Поэтому предложен метод для обна-
ружения активных мембранных токов по внекле-
точному току стимуляции. Метод базируется на 
предсказании линейной части отклика на прило-
женный стимулирующий импульс тока, используя 
модель импеданса нейрон-электродного контакта. 
Требуемые параметры модели импеданса получе-
ны путем его спектроскопии или непосредственно 
из измеренных откликов. Обнаружены активные 
мембранные токи в нелинейном отклике, полу-
ченные вычитанием предсказанного линейного 
отклика из измеренного [12]. Здесь также, безу-
словно, внешняя импульсная стимуляция должна 
быть значительно ниже порога пробоя мембраны, 
что легко предварительно определить по измеряе-
мому току, но в этой работе такое измерение, по-
видимому, не проводилось.

Интересно применение электропорации в ка-
честве метода загрузки нейронов чувствительным 
к кальцию красителем с целью изучения миграции 
этого иона в нейронной сети [13]. Описано исполь-
зование метода на изолированном спинном мозге 
новорожденной мыши in vitro. Эта техника приво-
дит к быстрой и полной маркировке нейронов для 
наблюдения за их деятельностью во всех глубинах 
спинного мозга и определяется положением и раз-
мером электродов. Электропорация прерывает 
местные рефлекс и функцию сети ненадолго (при-
близительно на 1 ч), после чего они восстанавлива-
ются [13]. Возможно, было бы корректнее сначала 
определить более безопасные параметры электро-
порации для ускорения восстановления жизнен-
ных функций.

Вообще говоря, жизнеспособность клетки, под-
вергнутой действию внешнего поля, должна быть 
обязательно всесторонне исследована. Мембран-
ный потенциал, индуцированный этим полем, 
играет критическую роль в сохранении жизнеспо-
собности. Мембрана может быть фактически пред-
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ставлена емкостью с параллельно подключенным 
большим сопротивлением. При высоких инду-
цированных потенциалах это представление для 
мембраны больше не действительно. В этой точке 
пробой мембраны обычно и происходит [9]. 

Создание мелких отверстий, называемых по-
рами — необходимая предпосылка для истечения 
медиатора из синаптических пузырьков. Известно, 
что высокая интенсивность электрического поля 
может создать поры в пузырьках за счет электро-
порации [14]. Благодаря скоплению заряженных 
молекул фосфатидилсерина на внутренней час-
ти мембраны, могло бы возникнуть достаточно 
сильное электрическое поле, способное вызвать 
самоэлектропорацию синаптического пузырька. 
В предположении плоской геометрии мембраны 
показано, что поля, достаточные, чтобы вызвать 
электропорацию, могут возникнуть в межмемб-
ранных зазорах меньше, чем 3 нм. Несмотря на то, 
что мембрана в целом не плоска, но в том месте, 
где в пузырьке возникает отверстие, она близка к 
этому. Обнаружено также, что поля, превышаю-
щие порог электропорации, возникают на расстоя-
нии 2 нм или меньше, подтверждая заявление, что 
самоэлектропорация могла бы быть возможным 
механизмом для формирования поры [14].

Как следует из анализа доступной литературы, 
по этому направлению все еще мало аналитических 
методов определения параметров пробоя мембра-
ны, поэтому и в аспектах научных исследований 
и в практических приложениях эта задача по-пре-
жнему вызывает интерес. Тем более, что на сегодня 
пока не существует полного понимания природы 
электропорации и обусловленной ею дополнитель-
ной проницаемости мембраны [6], особенно в не-
управляемых режимах пробоя с необратимыми 
последствиями для мембраны и клетки в целом [9]. 
Тем не менее, этот запредельный режим с успехом 
используется в медицине, например, для терапии 
опухолей мозга [15] или подавления эпилепсии [3].

В то же время есть возможность аналитическо-
го подхода к экспериментальным исследованиям 
электропорации от начальных этапов до необра-
тимого пробоя мембраны по измеренным и вы-
численным параметрам проводимости с целью 
дальнейшего их использования, например, в тех-
нологии управления нейропередачей или нейроте-
рапии. 

Несмотря на краткость этого, далеко неполного 
обзора, становится очевидной необходимость раз-
работки объективных методов определения пара-
метров электропробоя мембраны клетки. 

1. Цель и задачи исследования

В качестве ближайшего аналога (прототипа) 
предлагаемого метода, который описан ниже, вы-
бран метод, описанный в первой части статьи [16]. 

Напомним вкратце его суть. В капле среды рас-
полагают исследуемую клетку между микроэлек-
тродами, подают на них импульсы напряжения с 
возрастающей от нуля амплитудой и определяют 
зависимость проводимости клетки от напряжен-
ности поля. Полученную зависимость прово-
димости от напряженности поля аналитически 
аппроксимируют двумя прямыми и вычисляют ко-
ординаты точки их пересечения, которые считают 
значениями параметров электропробоя мембраны 
клетки. 

Однако этот метод не обеспечивает достаточной 
точности вычисления параметров электропробоя 
мембраны. Это объясняется особенностью линей-
ной аппроксимации двумя прямыми такой сущес-
твенно нелинейной функции, как проводимость 
клетки в возрастающем импульсном электричес-
ком поле. Линейная аппроксимация двумя пере-
секающимися прямыми двух ветвей этой функции 
(до и после пробоя) дает несколько смещенные ко-
ординаты точки предполагаемого электропробоя, 
а именно, заниженное значение проводимости и 
завышенное – напряженности. Это происходит 
потому, что точка пересечения прямых при такой 
аппроксимации ложится ниже и правее той части 
кривой проводимости, где она начинает резко рас-
ти, то есть там, где ее кривизна максимальна. При 
малых скоростях роста проводимости клетки в об-
ласти электропробоя этим смещением координат 
можно практически пренебречь, но при больших 
скоростях роста оно становится особенно замет-
ным и уже требует учета. Кроме того, в последнем 
случае, вследствие отсутствия фиксации, клетка 
часто начинает либо поворачиваться, либо ее вы-
талкивают из межэлектродного пространства реак-
тивные силы, возникающие вследствие истечения 
компонентов цитоплазмы сквозь сильно элект-
ропорированную мембрану, то есть клетка теряет 
неподвижность. Тем самым нарушается геометрия 
эксперимента и его продолжение становится прос-
то некорректным. Потому и возникла необходи-
мость разработки более продвинутого метода. 

Цель статьи — представить второй из разрабо-
танных графоаналитических методов определения 
параметров необратимого электропробоя мембра-
ны клетки, реализованный с помощью более слож-
ной математической модели, которая позволяет 
использовать также известные программные про-
дукты, но получаемые при этом результаты оказы-
ваются точнее и информативнее. 

В первой части статьи был рассмотрен простой 
метод для определения параметров электропробоя 
и только. В этой части предлагается более сложный 
метод обработки данных, который позволяет опре-
делить не только эти параметры, но и может обес-
печить вычисление промежуточных допробойных 
параметров электропорации. Эти последние как 
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раз и необходимы для реализации различных прак-
тических приложений электропорации, например, 
загрузки клеток различными веществами с тем, 
чтобы они остались живыми и полностью функци-
ональными.

2. Методика

Проводимость клеток в линейно возрастающем 
импульсном поле определена с помощью аппара-
туры и по методике, которые подробно описаны 
ранее [17, 18]. 

Удобной моделью исследования снова послу-
жили довольно крупные и легко доступные оди-
ночные клетки – ооциты (яйцеклетки) мыши. 
Клетка размещалась в капле среды между микро-
электродами на предметном стекле микроскопа. 
Микроэлектроды выполнены из золотой проволо-
ки, запаянной в стеклянный капилляр, закрепле-
ны в манипуляторах и юстированы соосно в поле 
зрения инвертированного микроскопа. 

Построение графиков по экспериментальным 
точкам выполнено с помощью программного паке-
та Microsoft Excel 2000 v.9.0. Подгонка по ним ап-
проксимирующих уравнений полиномов выполне-
на с помощью прикладной программы TableCurve 
v.1.10. Координаты точки, отвечающей необрати-
мому пробою мембраны, получены визуально на 
графике подогнанного полинома по максимуму 
кривизны в области резкого роста функции. Ниже 
в качестве примеров приведены рассчитанные по 
этому алгоритму параметры электропробоя мем-
бран ооцитов мыши в диэлектрических растворах 
маннита.

3. Результаты и обсуждение

В основу разработанного метода поставлен усо-
вершенствованный способ определения парамет-
ров электропробоя мембраны клетки [19]. Суть 
усовершенствования состоит в нелинейном ана-
лизе экспериментальной зависимости ее проводи-
мости от напряженности поля, который проводят 
путем аппроксимации проводимости полиномом 
нечетной степени не ниже 5, а затем вычисляют 
его максимальную кривизну в точке, координаты 
которой и считают значениями параметров элект-
ропробоя [20]. 

Сущность метода поясняется графиком. На 
нем изображены экспериментальные точки зави-
симостей проводимости ооцитов мыши от напря-
женности импульсного поля в 0,3М и 0,4М водных 
растворах маннита при температуре 25 °С. 

На обеих зависимостях приведены также соот-
ветствующие кривые аппроксимирующих полино-
мов, которые в обозначенных на графике точках их 
максимальной кривизны дают координаты пара-
метров электропробоя мембраны клетки при дан-
ной молярности раствора маннита. 

Рис. График зависимости проводимости ооцитов мыши  
от напряженности импульсного поля в 0,3  

и 0,4М манните. Экспериментальные точки сглажены 
полиномами 7 и 5 степени соответственно

Метод реализуется следующим образом. Между 
микроэлектродами, погруженными в среду, поме-
щают исследуемую клетку — ооцит. Микроэлек-
троды слегка поджимают, тем самым фиксируя 
клетку, и подают на них известное линейно воз-
растающее импульсное напряжение. По измерен-
ным значениям напряжения и тока через клетку 
рассчитывают ее проводимость и строят график 
зависимости проводимости от напряженности. За-
тем, используя, например, пакет Excel, проводят 
аппроксимацию полученной зависимости поли-
номом нечетной степени не ниже 5:

G a bE cE dE eE fE= + + + + +2 3 4 5 ,             (1)

где G  и E  – текущие переменные — проводимость 
клетки и напряженность поля соответственно; 
a b c d e, , , ,  и f  — свободный член и коэффициенты 
при степенях E  соответственно. 

Возможна также аппроксимация полиномом 
степени 7 и выше в зависимости от требуемого кри-
терия согласия модельной функции с эксперимен-
тальными точками. Полиномы четной степени не 
используют, поскольку они не имеют физическо-
го смысла по причине резкого роста вблизи нуля. 
Далее по известной формуле дифференциальной 
геометрии определяют кривизну полученного по-
линома как функцию напряженности поля:

K
G

G

f E= ′′

+ ′( )





=
1

2
3

2
( ) ,                 (2)

где K  – текущая кривизна полинома; ′G  и ′′G  
первая и вторая производные полинома соответс-
твенно.

Затем проводят анализ функции кривизны по-
линома K f E= ( )  на наличие максимума, то есть 
выполняют необходимое условие, которое требует 
равенство нулю первой производной этой функ-
ции:

′ = ′ =K f E( ) 0 .                             (3)
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Решая соответствующее степенное уравнение, 
получают несколько корней, из которых выбирают 
наибольший — абсциссу точки максимальной кри-
визны полинома, то есть напряженность поля, при 
которой случается необратимый пробой мембраны 
клетки. Подставляя полученное значение напря-
женности пробоя в исходное уравнение полинома, 
определяют ординату — значение проводимости 
клетки при пробое мембраны. Вычисленные зна-
чения координат максимума кривизны считают 
началом необратимого разрыва мембраны, то есть 
параметрами ее электропробоя. Решение уравне-
ния (3) можно получить, например, с помощью 
программы MathСad, однако, проще и с не худшей 
точностью можно визуально найти точку максиму-
ма кривизны по графику K f E= ( ) . Еще проще сра-
зу визуально найти эту точку и непосредственно по 
графику подогнанного полинома G E( ) , как описа-
но ниже, находясь в среде TableCurve и оправдывая 
название метода — графоаналитический. 

Пример 1. Получена экспериментальная зави-
симость проводимости ооцита мыши от напряжен-
ности поля в 0,4М манните. Проведена аппрок-
симация этой зависимости по уравнению (1), но 
обратным полиномом 5 степени: 

G E E E

E E

− = − + − +

+ −

1 2 3

4 5

0 094 0 226 0 313 0 204

0 061 0 007

, , , ,

, , ,
 

где G  и E  – текущие переменные — проводимость 
клетки и напряженность поля соответственно. 

Критерием согласия аппроксимирующего по-
линома с экспериментом взят коэффициент детер-
минации, составивший R2 = 0,994. 

Далее по графику полинома, построенному про-
граммой TableCurve, путем перемещения указате-
ля текущих координат визуально подобрана точка 
максимальной кривизны полинома, координаты 
которой автоматически отображаются указателем. 
Таким образом, определенные графоаналитичес-
ким методом параметры электропробоя мембраны 
ооцита мыши в 0,4М манните составили: напря-
женность поля E0 4, = 2,92 кВ/см, проводимость в 
момент разрыва мембраны G0 4, = 76,34 мкСм /см.

Пример 2. Получена экспериментальная зави-
симость проводимости ооцита мыши от напряжен-
ности поля в 0,3М манните. Проведена аппрокси-
мация этой зависимости полиномом 7 степени: 

G E E E E

E E E

= − + − + − +

+ − +

47 888 3348 6445 6792

3965 1202 148

2 3 4

5 6 7,

где G  и E  – имеют тот же смысл, что в примере 1. 
Коэффициент детерминации эксперимент – 

модель для этого уравнения составил R2 = 0,997. 
Далее проведено аналогичное определение ко-

ординат ( E G0 3 0 3, ,, ) точки максимальной кривизны 
полинома, которое выполнено по такому же при-

нципу, как в примере 1. Получены следующие зна-
чения параметров электропробоя мембраны ооци-
та мыши в 0,3М манните: напряженность поля 
E0 3, = 2,03кВ/см, проводимость в момент разрыва 
мембраны G0 3, = 67,94мкСм /см.

По определенным значениям параметров элек-
тропробоя хорошо видно влияние молярности сре-
ды на электрическую прочность мембраны ооцита, 
причем, значительно сильнее меняется напряжен-
ность пробоя мембраны клетки, чем ее проводи-
мость. 

Таким образом, эти примеры показывают, что 
предложенный метод позволяет корректнее, в со-
ответствии с выбранной моделью полиномиаль-
ной аппроксимации, вычислять параметры элек-
тропробоя мембраны клетки. Кроме того, метод 
позволяет определять также и координаты точек 
промежуточных экстремумов кривизны по графи-
ку полинома, которые являются параметрами об-
ратимой электропорации. 

Преимущество представленного метода состо-
ит в том, что в отличие от прототипа он не требует 
предварительной условной разбивки эксперимен-
тальной нелинейной зависимости на две ветви по 
характеру роста (слабый и резкий рост проводи-
мости), для того чтобы провести аппроксимацию. 
Применение предложенного метода возможно 
непосредственно к таблице экспериментальных 
данных без каких-либо предварительных предпо-
ложений о местонахождении точки необратимого 
электропробоя (вслепую). К тому же, метод обеспе-
чивает надежную фиксацию клетки путем легкого 
сжатия между микроэлектродами, что оказывается 
достаточным для компенсации выталкивающих 
реактивных сил, возникающих при истечении ци-
топлазмы в результате сильной электропорации 
мембраны в области пробоя. Данный метод явля-
ется, по-видимому, универсальным подходом к 
анализу экспериментальных нелинейных кривых 
на предмет поиска координат точек резкого изме-
нения скорости роста (падения) функции при рав-
номерном росте аргумента.

При наличии современной измерительной ап-
паратуры, ПК и соответствующего программного 
обеспечения электропорацию мембраны вплоть до 
пробоя можно автоматически контролировать в ре-
альном времени путем непрерывного вычисления 
кривизны функции G E( ) с ростом напряженности 
поля. При этом достижение и превышение крити-
ческого значения напряженности, определенное 
по максимуму кривизны, определяет необратимый 
электропробой, а все предыдущие ее значения 
– разную степень электропорации мембраны, то 
есть разную плотность пробойных отверстий в ней  
[2, 6, 11]. Это открывает возможность интеллекту-
ального автоматизированного управления электро-
порацией мембраны клетки в зависимости от цели 
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эксперимента – загрузка в клетку веществ разной 
природы и размеров, ДНК-технологии, клеточная 
или тканевая терапия с высвобождением части или 
всей цитоплазмы (лизис) клетки и тому подобное. 

Выводы

1. Предложен метод определения параметров 
электропробоя мембраны путем аппроксимации 
полиномом нечетной степени зависимости прово-
димости клетки от напряженности возрастающего 
импульсного поля и графоаналитического поиска 
координат точки максимальной кривизны поли-
нома в области пробоя. 

2. Метод позволяет исследовать влияние раз-
личных факторов на электрическую прочность 
мембраны клетки и не требует предварительной 
оценки массива экспериментальных точек по ха-
рактеру роста проводимости.
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