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Определение проводимости эмбриональных клеток животных

УДК 57.08:632.082

В.А. Шигимага
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОВОДИМОСТИ эмбриональных клеток животных
В мировой практике уже давно и успешно проводится реконструкция эмбрионов животных методом электрослияния, который является составной частью технологии эмбрионального клонирования [1,2]. Для этого используется известное явление электропробоя контактирующих мембран сливаемых клеток во внешнем импульсном электрическом поле высокой напряженности [3,4]. Однако, несмотря на известность и результативность этого метода, существует ряд весомых причин, по которым необходимо углубленно исследовать действие импульсного поля на эмбриональные клетки. Одна из них состоит в особенности этого действия на мембраны и аппарат клеток. Дело в том, что электрическое поле высокой напряженности может значительно снижать жизнеспособность реконструированных клеточных гибридов [5,6]. Отсюда возникает необходимость изучения электрофизических свойств клеток, связанных с их проводимостью в импульсном поле, которая может служить показателем целостности мембраны. Удобным модельным объектом исследования могут быть эмбриональные клетки мыши. Несмотря на то, что результаты, полученные на этом объекте нельзя напрямую экстраполировать на другой объект, однако, используя принцип биологического подобия, можно ожидать качественно близких характеристик проводимости эмбриональных клеток других животных. Изучая эти характеристики, можно определить (как будет показано ниже) физическое состояние мембраны клетки, которая подвергается воздействию импульсного поля. Полных аналогов исследования проводимости (электрической прочности) мембран эмбриональных и половых клеток животных в импульсном поле в доступной литературе автором не обнаружено. Поэтому определение проводимости эмбриональных клеток становится актуальной задачей.

Определение проводимости клеток проведено с помощью аппаратуры, разработанной и подробно описанной ранее [7]. Аппаратура включала генератор одиночного импульса, напряжение которого подавалось на микроэлектроды из тонкой золотой нити, запаянной в стеклянный капилляр по методике [8]. Микроэлектроды закреплены в манипуляторах и юстированы соосно в поле зрения инвертированного микроскопа. Объект исследования размещался в капле среды 0,3М маннита между микроэлектродами на предметном стекле микроскопа. Для видеозаписи объектов использована видеокамера, вмонтированная в микроскоп, видеомагнитофон и телевизор. Процесс слияния после электропробоя наблюдали в окуляр микроскопа и на экране телевизора, одновременно записывая видеоизображение, которое потом оцифровано с помощью компьютера. Подключение измерительных средств установки выполнено через плату внешних соединений. Плата закреплена на предметном столике микроскопа в непосредственной близости от микроэлектродов для того, чтобы снизить электрические наводки на сигнальные провода. 

Проводимость эмбриональных клеток определена косвенно методом последовательного с микроэлектродами калиброванного резистора путем измерения на нем амплитуды импульса с изменяемой длительностью. Проводимость объекта в межэлектродном пространстве определена по формуле: 

G = {Uр / R(Uвых-Uр)} *103 ,

где  G – проводимость, мкСм; 

Uр – напряжение, измеренное на калиброванном резисторе, В; 

Uвых – выходное напряжение генератора, В; 

R – номинал калиброванного резистора, 1кОм (0,05%). В экспериментах по определению проводимости были использованы ооциты и 2-клеточные эмбрионы мыши, а также ооциты коровы, полученные по стандартной методике [9]. 

Вначале была определена проводимость сред, которые обычно используются для работы с ооцитами и эмбрионами, а также в методе электрослияния. На рис.1 в сравнении показаны зависимости проводимости стандартного фосфатносолевого буфера (ФСБ), дистиллированной воды и 0,3М раствора маннита (SIGMA) в этой воде от напряженности поля между микроэлектродами. Раствор маннита (6-атомный спирт С6Н14О6) в воде применяется в качестве одной из биологически нейтральных диэлектрических сред, в которых обычно проводится электрослияние клеток [3-5].
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	Рис.1. Проводимость 0,3М маннита, дистиллята и ФСБ в зависимости 

от напряженности  поля между микроэлектродами 

(ряд3 ( маннит; ряд2  ( дистиллят; ряд1 ( ФСБ); длительность импульса 50мкс


По рис.1 можно сделать такие выводы. Во-первых, проводимость дистиллята подчиняется закону Ома, поскольку практически не зависит от напряженности поля между микроэлектродами, и это свидетельствует в пользу его качества. Отсюда также следует, что в данном интервале напряженности нет заметного электролиза, который в противном случае тут же проявил бы себя существенным повышением проводимости. Во-вторых, проводимость ФСБ, который содержит очень много ионов, даже при низких значениях напряженности более, чем на два порядка превышает таковую дистиллята. Это также однозначно показывает и на наличие сильнейшего электролиза. Следует обратить внимание на две интересные квазистабильные площадки на кривой проводимости ФСБ в интервале напряженности 0,7-1,2кВ/см. Они могут означать, по нашему мнению, электролизное разложение каких-то компонентов ФСБ, тем более что дальше проводимость резко возрастает. Из этого наблюдения становится ясно, почему электрослияние клеток энергетически выгоднее проводить в средах, которые по проводимости подобны дистилляту, таких, как, например, 0,3М маннит. Действительно, проводимость последнего в среднем всего лишь на 25% выше дистиллята. Тем не менее, следует заметить, что при некоторых значениях напряженности и в водном растворе 0,3М маннита, по-видимому, тоже происходят какие-то электролизные явления, которые нельзя, как уже отмечено выше, отнести к влиянию воды (рис.1, ряд 2 и 3). Однако последствия этих явлений приводят к тому, что проводимость маннита в этих условиях изменяется незначительно и потому в нашем случае ими можно смело пренебречь. Кстати, по степени отклонения проводимости от прямой линии можно определять чистоту непроводящих сред. Всякое отклонение от прямой указывает на присутствие каких-то ионов. Поэтому вольтамперная характеристика непроводящих сред должна иметь вид прямой, наклон которой есть проводимость согласно закону Ома I=G*U. 

Что касается влияния длительности импульса на проводимость рассмотренных выше сред, установлено незначительное и плавное ее снижение в диапазоне 7-170мкс при фиксированной напряженности 0,5кВ/см. Это значение выбрано потому, что при нем еще нет заметного влияния электролизных явлений, которые приводят потом к особенностям изменения проводимости.  

Далее определена проводимость ооцитов мыши в растворе 0,3М маннита при различной длительности импульса с напряженностью поля 0,5кВ/см (рис.2 а,б). При этом значении еще нет явления пробоя и поэтому клетки интактны (рис.3а). Оказалось, что в диапазоне 7-170 мкс проводимость ооцитов с целой мембраной изменяется хотя и нелинейно, но не сильно – меньше, чем в 2 раза. В противоположность этому заведомое повреждение мембраны приводит не только к значительному общему росту проводимости – почти на порядок,  но и к значительной нелинейности кривой проводимости (рис.2а). Это означает, что прозрачная оболочка клетки не имеет барьерной функции по отношению к ионному содержимому цитоплазмы клетки с поврежденной мембраной (хорошо известный факт!). Однако, все же удерживая цитоплазму разрушенной клетки от расползания, прозрачная оболочка образует, по-нашему мнению, вместе с ней конструкцию наподобие электролитического конденсатора с небольшой утечкой, который начинает эффективно работать на высоких частотах (коротких импульсах), что и приводит к повышению проводимости. Оценка емкости этого конденсатора дала величину порядка 250пф, разумеется, с учетом паразитных емкостей. На рис.2б изображена зависимость проводимости трех разных интактных ооцитов мыши от длительности импульса. Проводимость их изменяется нелинейно, но не больше, чем в 2 раза при изменении длительности импульса в 25 раз. Отсюда следует, что в данном случае мембрана играет свою барьерную роль относительно ионов цитоплазмы, а вся клетка в целом под влиянием импульса действует, как конденсатор с хорошим диэлектриком и соответственно очень малой утечкой, но с емкостью раза в 3 меньше приведенной выше.
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	Рис. 2. Проводимость ооцитов мыши в 0,3М манните в зависимости 
от длительности импульса при напряженности 0,5кВ/см 

(а ( ряд 1 ( с поврежденной мембраной, 
ряд 2 – интактный; б ( проводимость трех интактных)


Установлено, что проводимость ооцитов мыши и коровы нелинейно зависит от напряженности импульсного поля  (рис.3 а,б). Прямой участок в начале зависимости на рис.3а отвечает закону Ома. Это обусловлено квазистационарным состоянием мембраны, когда она еще сопротивляется приложенному внешнему полю, а ток в данном случае определяется в основном присутствием привнесенных ионов в среде. Далее на кривой виден довольно резкий подъем проводимости, что произошло, видимо, вследствие электропорации [3] клеточной мембраны, т.е. образования малых пор с истечением небольшого количества ионов цитоплазмы клетки. За ним следует второй квазистационарный участок, но намного короче первого (0,7-0,9кВ/см). Это уже предпробойное состояние мембраны, после чего следует основной пробой с истечением значительного количества ионов цитоплазмы. Однако это еще не  полное разрушение мембраны, поскольку она все еще способна к удержанию проводящей цитоплазмы. Это хорошо иллюстрирует третий квазистационарный участок (1,2-1,4кВ/см). 

Далее с ростом напряженности следует полное и необратимое разрушение мембраны, поскольку проводимость уже довольно медленно растет, как в проводящей среде типа ФСБ, только со значительно низшей концентрацией ионов, которые появляются между микроэлектродами благодаря выходу в окружающее пространство из цитоплазмы разрушенной клетки. При этом в микроскоп видно заполнение вытекшей цитоплазмой всего внутреннего объема прозрачной оболочки ооцита. Подобным же образом ведет себя и проводимость ооцитов коровы с ростом напряженности (рис.3б) с той лишь разницей, что в данном случае имеют место только два квазистационарных участка, которые можно отнести к состоянию мембраны перед пробоем и разрушением. В общем, рис.3 иллюстрирует видовые особенности проводимости подобных клеток у коровы и мыши.

В заключение определена проводимость 2-клеточных эмбрионов мыши в зависимости от напряженности поля, ( основная задача данной работы. Типичная кривая проводимости показана на рис.4. На рис.4а  также видно стадию электропорации мембраны  и  предпробойный квазистационарный участок, как на рис.3а, но большей протяженности, что можно объяснить двойным сопротивлением мембран контактирующих бластомеров. На рис.4а видно, что повышать напряженность больше 1кВ/см нецелесообразно, поскольку это влечет за собой рост проводимости из-за разрушения мембран сливающейся пары. Сам процесс слияния после пробоя длится довольно долго – почти 2 часа до полного завершения объединения мембран двух бластомеров в одну общую. Промежуточный этап этого процесса показан на рис.4б. Рядом находится контрольный несливающийся 2-клеточный эмбрион. У сливающегося эмбриона хорошо видна общая мембрана, объединяющая два бывших бластомера, причем видны также два их ядра и место бывшего контакта мембран. У контрольного эмбриона видны оба отдельных бластомера со своими мембранами, а также место их контакта.    
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	Рис.3. Проводимость: а ( ооцитов мыши; б ( ооцитов коровы в 0,3М манните в зависимости 
от напряженности поля при длительности импульса 60мкс
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	Рис.4. а ( проводимость 2-клеточного эмбриона мыши в 0,3М манните в зависимости 

от напряженности поля;  б ( микрофотография в ФСБ на этапе слияния, 
рядом контрольный несливающийся эмбрион


Таким образом, характер изменения проводимости различных сред под действием импульсного поля с возрастающей напряженностью между микроэлектродами позволяет оценить чистоту диэлектрических сред типа дистиллята и 0,3М маннита, а также степень электролиза проводящих сред типа ФСБ. Характер изменения проводимости эмбриональных клеток под действием того же импульсного поля в 0,3М растворе маннита позволяет наблюдать последовательно все состояния их мембраны: электропорацию, пробой и необратимое разрушение, а также определить соответствующие им значения напряженности поля. 

Автор благодарит м.н.с. Пинигина И.В. за оказанную большую методическую помощь в подготовке эмбриональных клеток мыши к измерениям. 
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Диаграмма6
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ооц. коров

		напряж коров		0.11		0.26		0.35		0.5		0.59		0.71		0.8		0.93		1.02		1.15		1.21

		проводим		11.1		13.6		18.6		18.2		18.8		24.5		25		25.8		26.4		27.6		31.1





ооц. коров
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Диаграмма3
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ооциты  мыши

		данные взяты из графика на миллиметровке (кульман)  1кОм, 60мкс, d=100мкм

		Ооцит мыши

		напряженность, кВ/см		0.15		0.38		0.53		0.73		0.87		1.07		1.17		1.38		1.5		1.68		1.8

		провод., мкСм		11.1		11.1		11.1		13.6		14.3		17.2		20.6		20.5		22.2		23.8		25





ооциты  мыши
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Диаграмма1

		7		7										7

		10		10										10

		20		20										20

		40		40										40

		80		80										80

		120		120										120

		170		170										170



t   мкс

G   мкСм
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9.7610232245

9.4212651413

9.0477952306

9.2514718251

8.2847396105

8.2847396105

8.4033613445



3 ооц. длит. имп.

				4 апреля  2002

				вымыты зрелые яйцеклетки,

		ув. х160; межэлеткр расст.13дел, размер яйцекл. без ЗП 10дел, 2 ч после вым., 1кОм

		входное напряжение 6В. 0,3М маннит

		длительность, мкс		7		10		20		40		80		120		170

		вых напр. 1		0.0717		0.0717		0.0672		0.0672		0.0582		0.056		0.0493

		U 1-клетки, В		5.9283		5.9283		5.9328		5.9328		5.9418		5.944		5.9507

		I клетки   мкА		71.7		71.7		67.2		67.2		58.2		56		49.3

		G клетки, мкСм		12.0945296291		12.0945296291		11.3268608414		11.3268608414		9.7950116126		9.4212651413		8.2847396105

		вых напр. 2		0.0762		0.0694		0.065		0.0616		0.0582		0.0538		0.0493

		U 2-клетки		5.9238		5.9306		5.935		5.9384		5.9418		5.9462		5.9507

		I клетки   10-3		76.2		69.4		65		61.6		58.2		53.8		49.3

		G клетки, мкСм		12.8633647321		11.7020200317		10.951979781		10.3731644888		9.7950116126		9.0477952306		8.2847396105

		вых.напр.В, 3-ооцит		0.088		0.083		0.077		0.067		0.058		0.055		0.05

		U клетки, В		5.912		5.917		5.923		5.933		5.942		5.945		5.95

		I клетки, мкА		88		83		77		67		58		55		50

		G клетки, мкСм		14.885		14.027		13.000		11.293		9.761		9.251		8.403





3 ооц. длит. имп.
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Диаграмма1
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ооц. 1 длит. имп

		Влияние длительности импульса на проводимость опыт 2

				Целая яйцеклетка

		длительность, мкс		7		10		20		40		80		120		170

		Uрезист, В		0.088		0.083		0.077		0.067		0.058		0.055		0.05

		U клетки, В		5.912		5.917		5.923		5.933		5.942		5.945		5.95

		I клетки, мкА		88		83		77		67		58		55		50

		G клетки, мкСм		14.885		14.027		13.000		11.293		9.761		9.251		8.403

				Лопнувшая яйцеклетка

		длительность, мкс		7		10		20		40		80		120		170

		Uрезист, В		0.42		0.39		0.35		0.31		0.28		0.28		0.26

		U клетки, В		5.58		5.61		5.65		5.69		5.72		5.72		5.74

		I клетки, мкА		420		390		350		310		280		280		260

		G клетки, мкСм		74.97		69.52		61.95		54.48		48.95		48.95		45.30
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Диаграмма1

		0.19		0.2										0.2

		0.43		0.5										0.5

		0.52		0.7										0.7

		0.69		1										1

		0.83		1.2										1.2

		0.92		1.5										1.5

		1		1.7										1.7

		1.18		2										2

		1.25		2.2										2.19

		1.3		2.49										2.49

				2.69										2.69



Е  кВ/см

G (ФСБ)  мкСм

G (маннит и дист)     мкСм
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пров.ман.ФСБ и воды

		Проводимость 0,3М маннита; 0,3 Осм ФСБ; дист. воды; межэлектрод.100мкм; 60мкс; R=1кОм 0,05%

		Uвых \ Uвх,В		2		5		7		10		12		15		17		20		22		25		27

		Напряженность, кВ/см		0.2		0.5		0.7		0.99		1.19		1.49		1.69		1.99		2.18		2.48		2.68

		стандартный ФСБ		0.11		0.7		1.8		3.1		3.7		5.8		7		8.2		9.5		12

		Напряженность, кВ/см		0.19		0.43		0.52		0.69		0.83		0.92		1		1.18		1.25		1.3

		хороший дистиллят		0.004		0.01		0.016		0.02		0.025		0.03		0.04		0.045		0.05		0.055		0.06

		Напряженность, кВ/см		0.2		0.5		0.7		1		1.2		1.5		1.7		2		2.2		2.49		2.69

		пров.ФСБ, мкСм		58		162.8		346.2		449		446		630		700		694.9		760		923.1

		пров.дист., мкСм		2		2		2.29		2		2.09		2		2.36		2.25		2.28		2.2		2.23

		Uвых. (маннит, SIGMA)		0.005		0.012		0.017		0.022		0.03		0.035		0.045		0.05		0.055		0.06		0.065

		Напряженность, кВ/см		0.2		0.5		0.7		1		1.2		1.5		1.7		2		2.19		2.49		2.69

		пров. маннит SIGMA, мкСм		2.56		2.41		2.43		2.21		2.51		2.34		2.45		2.51		2.51		2.41		2.4





пров.ман.ФСБ и воды
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Диаграмма2
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2кл. эмбр.

		5.3		8.7		12.9		13.6		13.2		16.3		18		пров.мкСм

		0.17		0.42		0.56		0.8		0.96		1.17		1.32		напряж.поля кВ/см





2кл. эмбр.
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