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Резюме: В статье рассмотрен процесс использования метода импульсной кондуктометрии при измерении 

проводимости биологических клеток. Показаны значения интервалов напряженности импульсного 
электрического поля (ИЭП), которые соответствуют различным режимам  электроманипуляции с клетками, 
такими как обратимая электропорация, электрослияние, обратимый и необратимый электропробои. 
Представлены комплекс измерительный аппаратуры и результаты исследования проводимости мембраны 
клетки.
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1. Введение
Одним из основных биотехнологических 

приемов является метод импульсной кондукто- 
метрии и создание аппаратура для его реализа- 
ции. При этом представляет особый интерес 
изучение электропроводящих свойств клеток 
по характеру полученных графических зависи- 
мостей удельной проводимости от напряжен- 
ности ИЭП. Выделение интервалов напряжен- 
ности поля, соответствующих различным режи- 
мам электроманипуляции с клетками.

2. Постановка задачи
Для получения информации о репродуктив- 

ных и эмбриональных клетках любого вида 
животного необходимо получить зависимости 
проводимости от напряженности ИЭП. Проана- 
лизировать их предложенными методами и 
принять решение о применении того или ино- 
го режима воздействия ИЭП для получения 
конкретного эффекта, - обратимой электропора- 
ции, слияния, стимуляции или точечного разры- 
ва мембраны (лизиса). Таким образом, графи- 
ческое представление измерения удельной 
проводимости клетки с ростом напряженности 
поля позволяет обнаружить и исследовать все 
стадии электропорации мембраны, обратимый и 
необратимый электропробои и целенаправленно 
подобрать необходимый режим воздействия ИЭП 

на клетку в соответствии с поставленной задачей 
электроманипуляции [1].

3. Оценка режимов 
электроманипуляции при 
взаимодействия клетки с ИЭП
На рис.1 показано расположение ооцита и 

2-клеточного эмбриона в процессе измерения 
электрических характеристик. Конечное значе- 
ние амплитуды определяется условиями экспери- 
мента. Далее измеряют напряжение на калибро- 
ванном резисторе (пропорциональное протекаю- 
щему через биообъект току) [2]  при действии 
импульса и рассчитывают проводимость клетки 
в среде по формуле (1), а удельную проводимость 
по формуле (2).

( )Rвх
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эл UUR
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−
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где Gэл - проводимость биообъекта, UR - напря- 
жение на калибровочном резисторе Uвх - входное 
напряжение, R – сопротивление калибровочного 
резистора.
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где L - расстояние между микроэлектродами, 
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S – расстояние между микроэлектродами, k – 
константа электродной кондуктометрической 
ячейки.

 

 Рис. 1. Размещение клеток между микроэлектродами 
при измерениях: 1 – ооцит,  

2 – двухклеточный эмбрион.

Величину геометрического параметра k берут 
с учетом форм-фактора, получение значения 
которого описано в работе [3].

Вычисленные значения удельной проводи- 
мости наносят на график в зависимости от 
напряженности ИЭП (рис.2).

Числовые значения электрических парамет- 
ров в каждом из интервалов оцениваются одним 
из описанных в [2] способов. 

На примерах зависимостей проводимости 
ооцита и 2-клеточного эмбриона мыши можно 
наблюдать все стадии процесса взаимодействия 
клетки с ИЭП, соответствующие различным 
режимам электроманипуляции – электрослияния  
(1) и электростимуляции (2), оба входящие в 
режим обратимой электропорации (3), а также 
режим необратимого пробоя мембраны (4) с 
разрушением клетки. 

Выбирая определенную напряженность 
поля, можно не только реализовать любой из 
этих режимов, но и управлять процессами, 
находясь в области обратимой электропорации. 
При этом мембрана клетки остается полностью 
функциональной, что доказывается обратимос- 
тью ее проводимости при взаимодействии с ИЭП. 

Из рис.2 видно, что слабая обратимая электро- 
порация появляется уже при напряженности 0,3-
0,6 кВ/см, это может использоваться, например, 
для электропереноса в клетку небольших наномо- 
лекул непроникающих через мембрану в нор- 
ме веществ (лекарств, криопротекторов и т.п.).  
При напряженности поля около 1 кВ/см прово- 
димость 2-клеточного эмбриона резко растет –  
возникает обратимый электропробой места 
контакта мембран двух бластомеров. Это режим 

электрослияния, который, удобно отрабатывать 
на этом модельном объекте [3]. В случае прекра- 
щения повышения напряженности и завершения 
процесса обработки эмбриона ИЭП, через неко- 
торое время бластомеры образовывают об- 
щую мембрану [4]. При дальнейшем повыше- 
нии напряженности наступает фаза стабилиза- 
ции мембран (напряженность 1,2-1,8 кВ/см)  
квазилинейный участок [3]. Это стадия объеди- 
нения мембран и цитоскелетов двух бластомеров, 
в данном случае такой процесс можно рассмат- 
ривать, как адекватную стимуляцию. 
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Рис 2. Зависимость проводимости ооцита и 
2-клеточного эмбриона мыши от напряжен-ности 

ИЭП в 0,3М растворе Сахарозы с интервалами 
1-4, соответствующими различным режимам 

электроманипуляции

Оба этих режима входят в состав обратимой 
электропорации, когда возможен и обратим 
процесс временного повышения проницаемости 
мембран клеток, который  используется для 
"загрузки" клеток макромолекулами различной 
природы, - ДНК, РНК, белками, плазмидами, 
генами, лекарственными препаратами и т.п. Эти 
электроманипуляции, называемые соответствен- 
но электротрансфекция, электродиффузия, 
электротрансформация, клеточная и субклеточ- 
ная терапия, являются предметом клеточной и 
генной инженерии. 

Дальнейшее увеличение напряженности 
поля до 1,9-2,5 кВ/см приводит к тому, что 
проводимость эмбриона продолжает расти – 
возникает второй обратимый пробой обоих 
бластомеров. При этом разрушаются цитоскелеты 
и клетка входит в состояние гиперстимуляции.  
При напряженности поля около 2,8 кВ/см 
возникает последний, но уже необратимый 
электропробой c разрывом мембраны, как 
правило, одного из бластомеров (со стороны 
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анода) и клетка лизирует. По зависимости 
проводимости ооцита можно также проследить 
те же стадии развития и режимы электропорации 
с ростом напряженности ИЭП, за исключением, 
электрослияния, поскольку клетка одна. Поэто- 
му все режимы и их применение, можно также  
использовать и для ооцита. Методы и матема- 
тические модели для количественного анализа 
зависимостей проводимости от напряженности 
ИЭП подробно представлены в [5].

4. Аппаратный комплекс импульсной 
кондуктометрии
Разработанный аппаратный кондукто- 

метрический комплекс, благодаря универ- 
сальности, позволяет определять удельную 
электропроводность одиночных биологических 
клеток и жидких сред в диапазоне 0,1 - 105 
мкСм/см (с погрешностью ±3,5%) при ИЭП 
напряженностью 0 - 10 кВ/см и некоторые био- 
физические параметры клетки, например, электри- 
ческую прочность мембраны и емкость, а также 
реализовать известные и разрабатывать новые 
методы электроманипуляции с биологическими 
клетками и жидкими средами [6].

Все измерения проводятся под управлением 
компьютера, который задает параметры для 
формирования импульсного электрического 
поля (ИЭП) в режиме «реального времени» 
рассчитывает проводимость клетки в среде после 
окончания каждого импульса – с индикацией 
результатов измерений в графическом виде (рис. 
2) на экране монитора компьютера.

Измерительный блок связан с ПЭВМ через 
кабель с USB-интерфейсом (рис. 3). Перед 
началом формирования каждого импульса 
компьютер посылает в микроконтроллер измери- 
тельного блока параметры этого импульса:

- 	амплитуда импульса Аимп – от 0,1 В до 100 
В (с дискретностью 0,1 В);

- 	длительность импульса  tимп – от 2 мкс до 
200 мкс (с дискретностью 2 мкс);

Период повторения импульсов Тимп – от 1 
с до 100 с (с дискретностью 1 с) определяется 
программно в ПЭВМ.

С выхода микроконтроллера цифровой 
код (пропорциональный амплитуде импульса) 
подается на цифроаналоговый преобразователь 
(ЦАП). Разрядность ЦАПа определяется макси- 
мальной амплитудой выходного импульса (Uмакс = 
100 В) и дискретностью формирования амплиту- 
ды импульса (ΔU = 0,1 В): NЦАП = log2 (Uмакс / 

ΔU)=10. Импульсное напряжение, подаваемое 
на микроэлектроды (Uвх), преобразовывается в 
цифровые коды аналогоцифровым преобразо- 
вателем (АЦП 1). Разрядность АЦП 1 должна 
соответствовать разрядности ЦАПа и составляет:  
N = 10.

 

 
 

Микро-
контроллер 

USB-
интерфейс 

 
ЦАП 

Формировател
ь выходного 

импульса 

 

АЦП 1 
 

АЦП 2 

 

ОЗУ 

Микро-

электроды клетка 

R 

Рис. 3. Структурная схема измерительного 
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Рис. 3. Структурная схема измерительного блока

Напряжение на калибровочном резисторе 
(UR), пропорциональное протекающему через  
биообъект току, преобразовывается в цифро- 
вые коды вторым аналогоцифровым преобра- 
зователем (АЦП 2). Разрядность этого АЦП 
определяется максимальной величиной измеряе- 
мой проводимости (Gуд макс = 105 мкСм/см) и диск- 
ретностью измерений (Gуд макс  = 0,1 мкСм/см):  
N = log2 (Gуд макс  / Gуд макс ) = 10.

Частота квантования  АЦП 1 и АЦП 2 (с 
учетом теоремы Котельникова - Найквиста) 
должна в два и более раз превышать величину, 
обратную минимальной длительности импульса:   
Fкв = (2,,,5) / tимп мин, поэтому частота квантования: 
Fкв = 2 МГц. Коды с выходов АЦП 1 и АЦП 2 
сохраняются в оперативном запоминающем 
устройстве (ОЗУ) и после окончания каждо- 
го импульса напряжения считываются микро- 
контроллером и передаются через USB-интерфейс 
в ПЭВМ.

5.Выводы
Предложен вариант аппаратурной реализации 

метода импульсной кондуктометрии, что позво- 
ляет измерять напряженность электромагнитного 
поля, а так же реализовать любой из режимов 
электроманипуляции, и автоматизировать про- 
цесс управления процессом, в области обратимой 
электропорации.
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The article considers the option of a hardware implementation of the method of pulse con-ductometry for 
determining the parameters of the electromagnetic field in the evaluation of modes of elektromonipulation that 
allows realizing of a reversible electroporation process control in the au-tomated mode. 
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