
НАЦИОНАЛЬНА АКАДЕМИЯ НАУК УКРАИНЫ 

ИНСТИТУТ ПРОБЛЕМ КРИОБИОЛОГИИ И КРИОМЕДИЦИНЫ 

 

                                                               На правах рукописи 
 
 
 

 
СТРИХА Оксана Анатольевна 

 
 

УДК 547.569.2:57.043:577.352.5 
 
 

ВЛИЯНИЕ КРИОПРОТЕКТОРОВ И ЗАМОРАЖИВАНИЯ НА 

ЭЛЕКТРОИЗОЛЯЦИОННЫЕ СВОЙСТВА ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ 

МЕМБРАН ООЦИТОВ И ДВУКЛЕТОЧНЫХ ЭМБРИОНОВ МЫШИ 

 
 

03.00.19 – криобиология  
 
 
 
 

 
Диссертация  

на соискание ученой степени кандидата 

биологических наук 

 

 

Научный руководитель: 

член–корреспондент НАН Украины,  

доктор биологических наук, профессор 

Евгений Александрович Гордиенко 

 
 

Харьков – 2015 



 2 

СОДЕРЖАНИЕ 

 

ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ………...………4 

ВВЕДЕНИЕ……………………………………………………………….….............6 

РАЗДЕЛ 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПРИЧИНАХ, МЕХАНИЗМАХ И 

ЗАКОНОМЕРНОСТЯХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ПРОБОЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 

МЕМБРАН……………………………….................................................................18 

РАЗДЕЛ 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Физико–математическое моделирование процессов трансмембранного 

переноса вещества при замораживании клеток……………………………..43 

2.2. Получение двуклеточных эмбрионов мыши.………………………...…44 

2.3. Криоконсервирование двуклеточных эмбрионов мыши...…………….45 

2.4. Определение электрической проводимости двуклеточных 

эмбрионов……………………………………………………………………...47 

2.5. Химические реагенты...…………………………………………………..50 

2.6.Приготовление растворов………………………………………………...50 

2.7. Методы анализа и статистической обработки результатов …………...51 

РАЗДЕЛ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ 

ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ 

МОДЕЛИРОВАНИЕ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ПРОБОЯ КЛЕТОК ПРИ 

КРИОКОНСЕРВИРОВАНИИ……………………………………………………..52 

3.1. Физико–математическая модель трансмембранного переноса веществ и 

электропорации клеток при замораживании клеточной суспензии…………….52 

3.2. Усовершенствованная модель электрического пробоя клеточных 

мембран…………………………...…………………………………………...........85 

3.3. Экспериментальное изучение электрического пробоя двуклеточных 

эмбрионов мыши до и после экспозиции в криозащитных растворах и после 

полного цикла криоконсервирования методом витрификации…………………94 



 3 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ……………………………………………………………………108 

ВЫВОДЫ………………………………………………………………………….110 

СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННОЙ ЛИТЕРАТУРЫ………………………………112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4 

 

ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

a  радиус мембранной поры 
−Cl  ион хлора 

[ ]inCl−  концентрация ионов хлора во внутриклеточном растворе 

[ ]out
Cl−  концентрация ионов хлора во внеклеточном растворе 

0ε  электрическая постоянная 

mε  относительная диэлектрическая проницаемость воды 

F  число Фарадея 

mϕ∆  трансмембранный потенциал 

h  толщина клеточной мембраны 

k  постоянная Больцмана 

+K  ион калия 

[ ]inK +  концентрация ионов калия во внутриклеточном растворе 

[ ]out
K +  концентрация ионов калия во внеклеточном растворе 

+Na  ион натрия 

[ ]inNa+  концентрация ионов натрия во внутриклеточном растворе 

[ ]out
Na+  концентрация ионов натрия во внеклеточном растворе 

br  радиус бластомера в двуклеточном эмбрионе 

cr  радиус клетки 

or  радиус ооцита мыши 

R  универсальная газовая постоянная 

T  абсолютная температура 
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wU  энергия активации трансмембранного переноса молекул воды 

V  объем клетки 

БЛМ бислойные липидные мембраны 

ГСЖК гонадотропин сыворотки жеребых кобыл 

ДМСО диметилсульфоксид 

ИЭП импульсное электрическое поле 

чХГ человеческий хорионический гонадотропин 

ЭГ этиленгликоль 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы 

Одной из актуальных задач современной криобиологии является 

разработка способов длительного консервирования биологических объектов 

путем их глубокого замораживания. На сохранность криоконсервируемых 

клеток влияет большое количество факторов, действию которых они 

подвергаются как на этапах подготовки к замораживанию, так и на этапах 

замораживания и последующего отогрева. В процессе низкотемпературного 

консервирования биологических объектов существенно нарушается ионный и 

водный гомеостаз клеток. Такие нарушения могут иметь место на различных 

этапах низкотемпературного консервирования, и обусловлены дегидратацией и 

регидратацией клеток, выходом из цитоплазмы клеток или поступлением в нее 

основных ионов, обеспечивающих ионный баланс клетки, изменения 

концентраций вне− и внутриклеточных ионов. Эти процессы могут отражаться 

на значениях мембранного потенциала клеток. В последнее время показано, что 

нарушение ионного цитоплазматического баланса клеток может привести к 

метаболическим нарушениям, существенно снижающим жизнеспособность 

клеток после криоконсервирования [1, 2].  

Большинство факторов, вызывающих повреждение клеток на этапе 

замораживания непосредственно или косвенно связаны с образованием в 

клеточной суспензии кристаллов льда [3]. По мере замораживания все большая 

часть воды превращается в лед и концентрация растворенных веществ в 

межкристаллическом растворе соответственно возрастает. Это приводит к 

значительному обезвоживанию клеток, которые вытесняются кристаллами льда 

в жидкую фазу, а также к перераспределению растворенных в клеточной 

суспензии электролитов между клетками и окружающей их жидкой фазой и, 

как следствие, к изменению мембранного потенциала клеток. Можно 

предположить, что электропорация биомембран может быть одним из 

механизмов криоповреждения клеток на этапе кристаллизации и плавления 

клеточной суспензии. Как отмечалось ранее, одной из причин дестабилизации 
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мембран при замораживании может быть возникновение электрического поля с 

напряженностью, достаточной для гиперполяризации мембран, приводящей к 

необратимому электрическому пробою [4]. Как значительное обезвоживание 

клеток, так и чрезмерное увеличение (по абсолютной величине) мембранного 

потенциала может приводить к повреждению клеток в процессе 

криоконсервирования. Наблюдаемые после отогрева повреждения, такие как 

набухание и лизис клеток, свидетельствующие о нарушении полупроницаемых 

свойств плазматических мембран во многом похожи на явления, наблюдаемые 

при действии электрического поля на клетки [5 – 7]. 

Получить непосредственное экспериментальное подтверждение или же 

опровержение этой гипотезы сложно. Напротив относительно несложно 

сделать это путем физико − математического моделирования процессов 

трансмембранного переноса веществ, которые происходят при замораживании 

и отогреве клеток. В криобиологической литературе есть всего несколько работ 

посвященных такому моделированию [8, 9]. Кроме того, целесообразным 

является и экспериментальное изучение условий, при которых возникает 

необратимый электрический пробой мембран клеток.  

Как известно, при нормальных для жизнедеятельности клеток условиях 

клеточные мембраны проявляют уникальные электроизолирующие свойства. 

Их электропроводность имеет значения около 5×10-7 См/м и на несколько 

порядков меньше электропроводности окружающих мембраны водных 

растворов электролитов [10, 11]. Типичное значение трансмембранного 

напряжения, при котором происходит электрический пробой биологических 

мембран, как правило, превышает напряжение пробоя применяемых в технике 

жидких изоляторов, в частности, жидких углеводородных пленок, толщина 

которых равна толщине мембранных бислоев [12]. Поскольку наличие примеси 

воды и электролитов в углеводородной пленке существенно снижает 

напряжение ее пробоя, можно утверждать, что биомембраны в живых клетках 

даже при типичных нормальных значениях мембранного потенциала 

функционируют на грани условий, которые ведут к их электрическому пробою. 
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Например, в норме на внутренних мембранах энергизированных митохондрий 

перепад электрического потенциала составляет около 175 мВ и сопоставим с 

потенциалом электрического пробоя этих мембран, который равен примерно 

200 мВ [13]. Такой риск, по-видимому, оправдан тем, что энергия, которую 

клетка запасает в виде мембранного потенциала, используется клеткой для 

реализации таких жизненно важных функций, как передача информации, 

клеточное дыхание, рецепция и механическая работа. 

Электрический пробой биомембраны можно вызвать искусственно, 

действуя на клетки внешним электрическим полем [7, 14–16]. При этом 

внешнее поле индуцирует дополнительный трансмембранный перепад 

потенциала электрического поля, который суммируется с обычным 

мембранным потенциалом и может привести к электрическому пробою 

мембраны. Экспериментально установлено, что электрический пробой 

клеточных мембран осуществляется путем образования в них сквозных 

гидрофильных пор [17–22], через которые в клетку могут проникать довольно 

крупные молекулы, такие, как ДНК [23–26], РНК [27, 28], антитела [29, 30], 

флуоресцентные зонды [31] и молекулы лекарственных веществ [32]. В связи с 

этим процесс электрического пробоя клеточных мембран имеет эквивалентное 

название – электропорация. Очевидно, в результате образования в мембране 

сравнительно крупных сквозных пор, заполненных растворами электролитов, 

которые окружают мембрану, электропроводность мембраны значительно 

увеличивается, то есть происходит электрический пробой мембраны. 

В зависимости от условий осуществления электропорации она может 

оказаться обратимой или необратимой. При обратимой электропорации 

возникающие в мембране поры после отключения внешнего электрического 

поля со временем самопроизвольно залечиваются, а электропроводность и 

проницаемость мембран восстанавливаются до исходных значений [33–36]. 

Если же напряженность приложенного к клеткам внешнего электрического 

поля является достаточно большой и электрическое поле действует на клетки 

достаточно долго, то электрический пробой клеток становится необратимым и 
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клетки погибают [37]. Явление необратимого электрического пробоя клеток 

широко используется на практике для стерилизации пищевых продуктов, 

питательных сред для культивирования клеток и тканей и других растворов 

[38–47]. 

С другой стороны, обратимое электропорообразование в импульсном 

электрическом поле все шире применяется не как способ деструкции клеток, а 

как составной элемент прогрессивных биологических и медицинских 

технологий, например, в генной терапии [23, 48, 49], для целенаправленной 

блокировки определенных внутриклеточных эпитопов высокоспецифическими 

антителами, попадающими внутрь клеток в результате их электропорации [29, 

30, 37, 49], для трансдермального переноса лекарственных веществ в организм 

человека [50–52], для обработки клеток ex vivo в процессе операции, в 

частности, для нагружения эритроцитов молекулами веществ, которые 

изменяют сродство кислорода к гемоглобину путем их электропорации в 

проточной системе с последующим возвращением обработанной крови в 

организм [53]. 

Еще одним эффектом, который возникает при действии импульсов 

электрического поля на клетки, является слияние клеток (так называемое 

электрослияние) [54, 55]. В настоящее время метод электрослияния считается 

наиболее приемлемым при проведении исследований в области клеточной 

инженерии [56–64]. В основе процесса электрослияния двух клеточных 

мембран в области их контакта лежит электропорация этой области мембран 

под воздействием импульсов внешнего электрического поля [65, 66], что 

является существенным доводом в пользу актуальности и перспективности 

дальнейшего, более глубокого теоретического и экспериментального изучения 

собственно процесса электропорации.  

Реконструированные путем электрослияния клетки, созданные из ядра и 

цитоплазмы различного происхождения, могут использоваться для решения 

таких важнейших общебиологических проблем, как выяснение механизмов 

реализации генетической информации и роли внеядерной наследственности для 
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развития, взаимодействия ядра с цитоплазмой и мембранными рецепторами, 

тотипотентность генома клеток на разных уровнях их дифференцировки, 

репрограммирование генома, клонирование ценных для сельского хозяйства 

особей и растений, получение гибридных животных и межвидовых химер 

путем формирования реконструированных зигот и ранних эмбрионов [63, 67, 

68]. Создание межлинейных и межвидовых химер путем замены ядра в одной 

из клеток на стадии двух бластомеров может содействовать преодолению 

несовместимости реципиента и донора при межвидовой трансплантации 

эмбрионов [56], в том числе с использованием генетической информации 

криоконсервированных геномов. При этом следует подчеркнуть, что, как 

показано, например, в работах [56, 69–71], при электрослиянии клеток геном не 

повреждается. Поскольку хромосомы, как правило, более устойчивы к 

процедуре замораживания-отогрева, чем клеточные мембраны [72], 

перспективной с точки зрения сохранения генетических ресурсов Земли может 

оказаться пересадка хромосом из криоконсервированных клеток в 

энуклеированные зиготы другого близкого вида. 

Электрический пробой мембраны может наблюдаться не только под 

действием напряжения, подаваемого на мембрану от внешнего источника, но и 

под действием собственного мембранного потенциала. Некоторые ученые 

считают, что электрический пробой мембран является универсальным 

механизмом нарушения их барьерной функции при различных патологиях или 

стрессовых состояниях живой клетки [13, 73]. При этом пробой мембраны 

осуществляется не в результате воздействия на нее внешнего электрического 

поля, а собственным мембранным потенциалом, когда диэлектрическая 

проницаемость и стабильность липидного бислоя уменьшаются, например, 

вследствие перекисного окисления мембранных липидов, охлаждения, 

изменения концентрации ионов хлора во внеклеточной среде и рН 

внутриклеточного раствора [13, 74]. Все эти факторы уменьшают 

электрическую прочность мембран, то есть снижают потенциал их пробоя.  
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Поскольку в процессе низкотемпературного консервирования 

биологических объектов существенно нарушается ионный и водный гомеостаз 

клеток, можно предположить, что явление электропорации биомембран может 

быть одним из механизмов их криоповреждения на этапе кристаллизации и 

плавления клеточной суспензии. В работе [8] с помощью простой 

термодинамической модели количественно описано изменение 

трансмембранного потенциала и содержания воды в клетке при замораживании 

ооцитов мыши в изотоническом фосфатно – буферном соляном растворе. В 

результате компьютерного моделирования авторы этой работы показали, что в 

начале замораживания происходит быстрый рост кристаллов льда во 

внеклеточном растворе, который вызывает резкое (до –90 мВ) увеличение 

мембранного потенциала.  

Авторы работы [75] экспериментально изучили электрические свойства 

клеточных мембран одно– и двуклеточных эмбрионов мыши после действия на 

них различных криопротекторов (диметилсульфоксид (ДМСО), формамид, 

этиленгликоль (ЭГ)) в концентрациях до 5 М и после процедуры 

замораживания, описанной в работе. Они показали, что при экспозиции клеток 

с криопротекторами значение мембранного потенциала эмбрионов плавно 

понижается с ростом их концентрации, а величина электропроводности их 

мембран сильно увеличивается. После возвращения в физиологический раствор 

электрические характеристики мембран сохраняли пониженные значения. На 

основе результатов измерения электрических параметров клеток после их 

замораживания авторы [75] пришли к следующему выводу: чем сильнее 

криопротектор уменьшает электропроводность клеточной мембраны, тем он 

более эффективен при криоконсервации. 

Предположение о том, что электрический пробой клеточных мембран 

является одним из факторов криоповреждения, подтверждается следующими 

соображениями. Как показано в работе [76], фазовый переход липидных 

бислоев из жидкокристаллического в твердое гелеобразное состояние 

сопровождается увеличением их поверхностного натяжения и способствует 
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повышению вероятности их электропорации. По данным рентгеноструктурного 

анализа при фазовом переходе мембраны из жидкокристаллического состояния 

в гель, происходит изменение толщины бислоя и площади на молекулу липида. 

Поэтому молекулы в жидкокристаллических доменах будут изотропно 

растянуты, и в мембране возникнет упругое натяжение, способствующее 

образованию пор в мембране [76]. 

Содержание ионов в окружающем клетки растворе резко повышается при 

образовании кристаллов льда в переохлажденном водном растворе. При этом 

мембранный потенциал  цитоплазматических мембран клеток может превысить 

уровень, необходимый для осуществления электропорации клеток, 

расположенных между кристаллами льда. По–видимому, этот эффект объясняет 

негативное действие чрезмерного переохлаждения клеточной суспензии при 

замораживании на жизнеспособность клеток [77] и обусловливает 

целесообразность применения процедуры сидинга в процессе замораживания 

клеточной суспензии.  

В процессе замораживания клеточной суспензии pН внеклеточного 

раствора уменьшается [3], вследствие чего изменяется и pН внутриклеточного 

раствора. В соответствии с уравнением Нернста при сдвиге pH на 1,2 

трансмембранный потенциал изменяется на 72 мВ [13]. Такое изменение pН 

внутриклеточного раствора способно привести к электрическому пробою 

митохондрий, мембранный потенциал которых обусловлен перепадом 

концентрации ионов водорода и даже в норме является аномально высоким. 

Таким образом, обобщая приведенные выше рассуждения, можно 

утверждать, что дальнейшее теоретическое и экспериментальное изучение 

электрического пробоя клеточных мембран является актуальным и 

перспективным для решения общебиологических проблем и создания новых 

биомедицинских технологий, а также для понимания связанных с 

электропорацией механизмов повреждения клеток в процессе их 

низкотемпературного консервирования и способов предотвращения этих 

повреждений. 
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Связь с научными программами, планами, темами 

Диссертация выполнена в отделе низкотемпературного консервирования 

Института проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины в рамках 

бюджетных НИР: «Теоретический анализ и экспериментальное исследование 

специфических механизмов криоповреждения и криозащиты клеток, 

обусловленных особенностями их функционирования» (2006 – 2010 гг.), № 

государственной регистрации 0106U002164; «Теоретическое обоснование и 

экспериментальное подтверждение способов увеличения адгезивной 

способности клеток до и после криоконсервирования путем модификации 

физико–химических характеристик подложки и поверхности клеточных 

мембран» (2011 – 2015 гг.), № государственной регистрации 0111U001198. 

 

Цели и задачи исследования 

Цель работы – выяснение условий нарушения электроизоляционных 

свойств цитоплазматических мембран (электрического пробоя) ооцитов и 

двуклеточных эмбрионов мыши в процессе низкотемпературного 

консервирования. 

Задачи исследования: 

– Создать оригинальную физико−математическую модель процессов 

трансмембранного переноса веществ между клетками и окружающей их средой 

в процессе низкотемпературного консервирования, которая позволяет оценить 

изменение объема и мембранного потенциала клеток. 

– Теоретически оценить влияние сил гидратационного отталкивания между 

липидами в стенке гидрофильной поры на мембранный потенциал, которое 

приводит к электрическому пробою мембран ооцитов и двуклеточных 

эмбрионов мыши. 

– С помощью созданной модели проанализировать влияние растворов 

этиленгликоля, диметилсульфоксида и замораживания на мембранный 

потенциал ооцитов и двуклеточных эмбрионов мыши. 
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– Экспериментально изучить условия возникновения обратимого и 

необратимого электрического пробоя двуклеточных эмбрионов мыши. 

Объект исследования – изменение мембранного потенциала клеток под 

влиянием растворов этиленгликоля, диметилсульфоксида и замораживания. 

Предмет исследования – электрический пробой как фактор 

криоповреждения цитоплазматических мембран ооцитов и двуклеточных 

эмбрионов мыши под влиянием растворов этиленгликоля, диметилсульфоксида 

и замораживания. 

Методы исследований. В работе использованы следующие теоретические 

и экспериментальные методы исследования: физико–математическое и 

компьютерное моделирование – для расчета зависимостей состава вне– и 

внутриклеточной сред, мембранного потенциала и объема клеток при 

низкотемпературном консервировании; метод импульсной кондуктометрии – 

для изучения электропроводности эмбрионов мыши под влиянием 

криопротекторов и после охлаждения; метод гормональной суперовуляции – 

для получения достаточного количества эмбрионов мыши; метод оптической 

микроскопии – для визуальной оценки морфологического состояния эмбрионов 

и при манипуляциях с отдельными клетками. 

 

Научная новизна полученных результатов 

Создана оригинальная модель для расчета изменяющихся во времени 

мембранного потенциала, объема клеток и состава вне– и внутриклеточной 

сред в течение экспозиции клеток в криозащитном растворе и при их 

замораживании. Впервые теоретически обоснована возможность повреждения 

клеток в процессе их замораживания путем электрического пробоя их мембран. 

Экспериментально установлены условия, при которых происходит 

электрический пробой эмбрионов мыши. Показано, что электропроводность 

мембран эмбрионов мыши может служить чувствительным тестом для 

выявления их латентных повреждений. 
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Практическая значимость 

Теоретически обоснован механизм образования поры критического 

радиуса при действии повышенной напряженности поля. Полученные в работе 

результаты в дальнейшем могут быть использованы при усовершенствовании 

существующих и разработке новых способов низкотемпературного 

консервирования эмбрионов млекопитающих и других типов клеток, а также 

для диагностики функциональной полноценности клеток при реализации 

различных клеточных биотехнологий. Предложенная физико – математическая 

модель позволяет существенно сузить область поиска оптимальных условий 

криоконсервирования биологических объектов. 

 

Личный вклад соискателя 

Диссертация является самостоятельным научным исследованием. 

Автором работы проведен анализ литературы по теме диссертации, лично 

получены и статистически обработаны представленные в ней 

экспериментальные данные, выполнены численные расчеты и сформулированы 

выводы.  

В опубликованных с соавторами публикациях личный вклад диссертанта 

состоит в следующем: 

в работах [189, 191–195] – в получении клеток заданной стадии развития, 

проведении экспериментов, обработке и анализе полученных результатов;  

в работах [190, 197, 199] – в изучении электрических параметров ооцитов 

и 2–клеточных эмбрионов до и после полного цикла криоконсервирования 

методом витрификации, в обработке и анализе результатов;  

в работах [175, 176] – в построении теоретической модели 

трансмембранного переноса веществ при замораживании клеточных суспензий;  

в работе [180] – в подготовке аналитического обзора по теме 

диссертации;  

в работах [181, 182, 184] – в построении физико–математической модели 

электропорации сферической бислойной липидной мембраны;  
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в работе [196] – участие в планировании и выполнении экспериментов, в 

обсуждении результатов и выводов;  

в работе [183] – в моделировании явления электропорации яйцеклеток 

мыши;  

в работе [185] – в обобщении литературных данных по теме диссертации 

и обосновании актуальности темы диссертации;  

в работе [198] – в обобщении возможности применения 

электропроводимости мембран ооцитов и эмбрионов млекопитающих для 

диагностики их функциональной полноценности. 

 

Апробация результатов диссертации 

Материалы диссертационной работы были представлены на: X 

Всеукраїнській науковій конференції студентів та молодих науковців 

«Біологічні дослідження молодих вчених в Україні» (г. Киев, 2010); V З’їзді 

українського біофізичного товариства (г. Луцк, 2011); 8th EBSA European 

Biophysics Congress (г. Будапешт, Венгрия, 2011); міжнародних науково–

технічних конференціях «Актуальні питання біологічної фізики та хімії» (г. 

Севастополь 2011, 2012); конференциях молодых ученых ИПКиК НАН 

Украины совместно с кафедрой UNESCO «Холод в биологии и медицине» (г. 

Харьков, 2011, 2012, 2014); The international conference of the society for low 

temperature biology (г. Ганновер, Германия, 2013); международной заочной 

научно–практической конференции «Теоретические и практические аспекты 

современной криобиологии» (г. Сыктывкар, Россия – Украина, 2014); 

міжнародній науковій конференції «Актуальні проблеми біофізики» (г. Львов, 

2014); международной конференции «Консервация генетических ресурсов» (г. 

Пущино, Россия, 2014). 

 

Публикации 

Результаты диссертации отражены в 19 публикациях: 5 статей в ведущих 

научных профильных журналах, 2 статьи в зарубежных научных журналах, 12 
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тезисов докладов – в сборниках научных работ научно–практических 

конференций и симпозиумов.  

 

Объем и структура диссертации 

Диссертация состоит из введения, 3 разделов оригинальных 

исследований, выводов, списка использованных источников. Работа изложена 

на 132 страницах, из них 111 страниц основного текста, 34 рис., 3 фото, 2 табл., 

1 схема, список использованных источников из 199 наименований на 21 

странице. 
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РАЗДЕЛ 1 

 

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О ПРИЧИНАХ, 

МЕХАНИЗМАХ И ЗАКОНОМЕРНОСТЯХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО 

ПРОБОЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ МЕМБРАН 

 

Липидные бислои и клеточные мембраны значительно затрудняют 

диффузионный перенос сквозь них ионов и молекул по сравнению с диффузией 

в контактирующих с мембранами растворах. В частности, типичное значение 

электропроводности искусственных бислойных липидных мембран (БЛМ) для 

ионов натрия или калия равно 10–4 См/м2 [15, 78]. Значение этой величины для 

клеточных мембран при нормальных физиологических условиях составляет 

около 10 См/м2 и зависит как от трансмембранного электрического потенциала, 

так и от состава соприкасающихся с мембраной растворов [12, 15]. 

Электропроводность физиологического раствора значительно превышает оба 

эти значения [79].  

Электрическим пробоем клеточной мембраны или БЛМ называется 

явление резкого роста их электропроводности при определенном значении 

перепада электрического потенциала на мембране. Это явление было 

обнаружено в 40–х годах двадцатого столетия при измерении вольт – амперной 

характеристики Chara Australia Голдманом [80]. Обнаруженный эффект 

оказался обратимым: вольтамперная характеристика оставалась неизменной 

после повторного воздействия аналогичных трансмембранных потенциалов. В 

соответствии с этим указанное явление было названо обратимым электрическим 

пробоем. После этого в результате изучения вольтамперных характеристик 

большого количества других клеток было доказано, что электрический пробой 

клеточных мембран является универсальным ответом клетки на приложенное к 

ней извне достаточно сильное электрическое поле. В работах [7, 20, 81] 
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показано, что, когда перепад электрического потенциала на мембране 

неоплодотворенной яйцеклетки морского ежа становится достаточно большим 

(≈1 В), электропроводность мембраны резко увеличивается и через несколько 

микросекунд может достичь значения 104 См/м2. Повреждение искусственных 

бислойных липидных мембран и клеточных мембран наблюдалось при 

величинах трансмембранного электрического потенциала в диапазоне 150–

600 мВ и более и при длительности его действия от нескольких микросекунд до 

нескольких миллисекунд [10, 15, 41, 82–84]. При этом напряженность 

электрического поля в мембране, толщина которой равна около 5 нм, достигала 

значений порядка 105 кВ/м.  

Большое количество экспериментальных работ посвящено изучению 

механизмов электропорации в разных типах мембран, начиная от липидных 

бислоев [35, 85] до мембран эритроцитов [20, 86, 87]. Проведены исследования 

процессов образования и исчезновения мембранних пор в результате действия 

на клетки электрических импульсов разной интенсивности и 

продолжительности [88], кинетики электропорации мембран методом петч–

кламп [81, 89], проведен анализ движения ионов и флуоресцентних красителей 

сквозь электропорированные мембраны [90–92]. Получены данные о 

трансмембранном потенциале с помощью чувствительных к трансмембранной 

разности потенциалов красителей [91, 93].  

В конце 1970–х возникло представление о том, что в результате 

электрического пробоя в мембране возникает сквозная пора, которая, если 

действующий на мембрану импульс внешнего электрического поля имеет 

небольшую длительность, залечивается, так что в итоге повреждения мембраны 

не возникает [94, 95]. В начале 1980–х годов представление об образовании 

мембранных пор косвенно подтвердилось данными о том, что небольшие 

молекулы, такие, как сахароза, некоторые красители, одно– и двухвалентные 

ионы, которые в норме не проникают в клетки, обнаруживаются в клетках 

после электрического пробоя их цитоплазматических мембран. Сразу после 

этого электрические импульсы начали применять как способ внутриклеточной 
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микроинъекции, который можно использовать для введения в клетки 

лекарственных препаратов [48, 96, 97], ДНК [25, 26] и протеинов [98] путем 

временного повышения проницаемости клеточных мембран при действии на 

них импульсов электрического поля [11]. 

Первопричиной, которая приводит к образованию пор в мембране при 

действии на нее электрического поля, считается возникновение достаточно 

большого и длительно действующего трансмембранного перепада 

электрического потенциала. Теоретический анализ показывает [10], что при 

включении внешнего электрического поля мембрана клетки заряжается 

подобно соединенным параллельно сопротивлению и емкости. В стационарном 

случае трансмембранный потенциал, наведенный внешним однородным 

электрическим полем с напряженностью E


 на мембране сферической клетки с 

нулевой электропроводностью мембраны, равен  

 

θϕϕϕ cos
2
3

coutinm Er=−=∆ ,    (1.1) 

 

где ∆  – оператор Лапласа, inϕ  – электрический потенциал, в окружающей 

клетку среде, outϕ  – внутриклеточный электрический потенциал, cr  – радиус 

клетки, θ  – угол между направлением электрического поля и радиусом –

вектором r . Он найден Шванном [99] в 1957 г. как решение системы 

уравнений  

 

0=∆ inϕ       (1.2) 

0=∆ outϕ       (1.3) 

Вдали от клетки  

 

θϕ coslim Eroutr
−=

∞→
,     (1.4) 
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где r  – расстояние от центра клетки до рассматриваемой точки 

внеклеточного пространства. Равенство (1.4) используется как одно из 

граничных условий при решении системы уравнений (1.2) – (1.3). В качестве 

второго граничного условия использовано условие ограниченности 

внутриклеточного электрического потенциала ( ) ∞<= 0rinϕ . Еще два 

граничных условия, являются условиями непрерывности электрического 

потенциала, на внешней и внутренней поверхностях мембраны и условиями 

отсутствия трансмембранного тока.  

Решение системы уравнений (1.2) – (1.3) с учетом указанных граничных 

условий показывает, что при действии внешнего постоянного электрического 

поля с напряженностью outE


 на взвешенную в физиологическом растворе 

клетку, мембрана которой является сферой с радиусом cr  и имеет 

пренебрежимо малую электропроводность, на мембране клетки возникает 

мембранный потенциал [100, 101] 

 

( ) 















−−=∆

m
outcm

tErt
τ

θϕ exp1cos
2
3

,   (1.5) 

 

где t  – время после включения внешнего электрического поля, θ  – угол между 

силовой линей поля и нормалью к сферической поверхности клетки в 

рассматриваемой точке поверхности мембраны, 







+=

outin
mcm Cr

σσ
τ

2
11

 – 

характерное время перезарядки мембраны при включении внешнего 

электрического поля, 
h

C m
m

εε0=
 
– емкость на единицу площади поверхности 

мембраны, 0ε  – диэлектрическая постоянная, mε  – относительная 

диэлектрическая проницаемость мембраны, h  – толщина мембраны; inσ  и 
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outσ  – удельные электрические сопротивления внутриклеточной и 

внеклеточной сред соответственно. Изменение емкости мембраны во время 

электропорации пренебрежимо мало, поскольку только малая часть 

поверхности мембраны содержит поры (экспериментально установлено, что 

емкость изменяется менее чем на 2%), а сопротивление мембраны меняется на 

порядок [12]. 

В соответствии с (1.5) при нулевом потенциале покоя максимальное по 

абсолютной величине значение трансмембранного потенциала 

( ) outcm Ert
2
3

=∆ϕ  достигается на полюсах мембраны ( 0=θ  и πθ = ) за время 

порядка 1 мкс. В соответствии с (1.5) величина индуцированного внешним 

полем перепада трансмембранного потенциала mϕ∆  меняет знак при 
2
πθ = . 

Обобщение на случай отличной от нуля электропроводности мембраны 

приводит к следующему результату [101]: 
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где mσ  – удельная электропроводность клеточной мембраны. При 0→mσ  

этот результат совпадает с (1.5). Для создания достаточных для электрического 

пробоя клеток потенциалов используются специальные устройства, которые 

генерируют короткие (от 10 мкс до 10 мс) импульсы электрического поля с 

амплитудой до 10 кВ и более [102, 103]. 

Эксперименты подтверждают приведенные выше результаты 

теоретического анализа при сравнительно небольших трансмембранных 

перепадах электростатического потенциала [104, 105]. В работе K. Kinosita [20] 

исследован трансмембранный потенциал, возникающий при действии внешнего 

электрического поля на клеточные мембраны неоплодотворенных яйцеклеток 

морского ежа. Пока mϕ∆  на мембране яйцеклетки морского ежа не 

превосходит значение 0,75 В, клетку можно рассматривать как сферический 

проводник, окруженный тонкой диэлектрической мембраной с небольшой 

электропроводностью, и экспериментальные результаты вполне 

удовлетворительно согласуются с вычисленными по формулам (1.5) или (1.6). 

Однако, когда перепад электрического потенциала на мембране 

неоплодотворенной яйцеклетки морского ежа становится достаточно большим 

(около 0,75 В), электропроводность мембраны резко увеличивается и через 

несколько микросекунд достигает значения 105 См/м2 [20, 86, 87, 106]. При 

этом изменение трансмембранного потенциала со временем и его 

распределение вдоль поверхности клеточной мембраны отклоняются от 

предсказываемых равенствами (1.5) и (1.6). Так, например, при напряженности 

приложенного к яйцеклетке морского ежа электрического поля, равной 

4×104
 В/м, рассчитанная по (1.5) теоретическая зависимость трансмембранного 

потенциала от времени имеет вид, показанный на рис. 1.1 пунктирной линией с 

максимальным значением трансмембранного потенциала около 3 В [107].  

Однако в процессе экспериментов такая величина mϕ∆  не достигается. 

Экспоненциальный рост mϕ∆ , соответствующий равенству (1.5) и 

представленный на рис. 1.1 пунктирной линией, примерно через одну 
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микросекунду после начала действия на клетку внешнего электрического поля 

прекращается. Спустя одну милисекунду после начала действия электрического 

импульса это распределение имеет вид, показанный на рис. 1.1 сплошной линией 

[107]. 

 

 
Рис. 1.1. Изменение трансмембранного потенциала на полюсе сферической 

клетки со временем при экспозиции во внешнем электрической поле с 

напряженностью outE


 = 400 кВ/м. Пунктирная кривая – зависимость, 

рассчитанная по (1.5), сплошная линия – экспериментальные данные [107]. 

 

При больших напряженностях внешнего электрического поля outE  

распределение трансмембранного потенциала вдоль поверхности мембраны 

также отклоняется от косинусоидальной зависимости (1.6). Оно уплощается в 
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полярных областях на уровне mϕ∆  ≈ 1 В (рис. 1.2). Из литературы известно, 

что трансмембранный потенциал неэлектропорированной клетки имеет 

косинусоидальное распределение (пунктирная линия), а по экспериментальным 

данным распределение трансмембранного потенциала вдоль профиля клетки 

уплощено в полярных областях (сплошная линия) [107]. 

Когда в процессе электропорации размер поры чересчур увеличивается, 

через нее начинает течь больший трансмембранный ток, вследствие чего 

приложенный к поре перепад напряжения падает.  

 

 
Рис. 1.2. Распределение трансмембранного потенциала mϕ∆  вдоль профиля 

клетки сразу после действия прямоугольного импульса электрического поля с 

напряжением 4 кВ/м и продолжительностью 1 миллисекунда [107]. 
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При этом размер поры, который зависит от приложенного к поре перепада 

напряжения, уменьшается и параллельно с этим уменьшаются размер и 

электропроводность поры. Из–за сужения поры шунтирующий 

трансмембранный потенциал ток уменьшается, перепад напряжения на поре 

растет, и размер поры снова увеличивается. В результате возникают 

флуктуации размера поры и вызванные этим эффектом флуктуации текущего 

через пору тока и значение мембранного потенциала некоторое время 

удерживается в окрестности определенного стационарного размера поры. 

Knisley наблюдал подобный эффект при изучении процесса электропорации 

миоцитов кролика [108]. Повреждение искусственных бислойных липидных 

мембран и естественных клеточных мембран наблюдалось при величинах 

трансмембранного электрического потенциала в диапазоне 150–600 мВ и более 

при длительности его действия от нескольких микросекунд до нескольких 

миллисекунд [10, 41, 84, 109]. При этом напряженность электрического поля в 

мембране, толщина которой равна 5 нм, достигает значений порядка 105 кВ/м. 

Хотя процесс образования пор в мембране под действием внешнего 

электрического поля является вероятностным, многие исследователи выявили 

существование определенной «критической величины» mϕ∆ , при которой 

возникает заметная электропорация клеточной мембраны. По данным разных 

авторов эта величина изменяется в области от 250 мВ до 1 В и зависит от 

длительности экспозиции клеток в электрическом поле, от экспериментальных 

условий и типа клеток [15, 20, 110, 111]. Более того, как показывают 

эксперименты, эта величина может значительно изменяться даже для клеток 

одного типа [112]. Как правило, более длительный импульс приводит к 

большей электропорации мембраны [82, 88, 113]. 

Из экспериментальных данных Kinosita с соавт. [19, 20] следует оценка, 

согласно которой доля мембранной поверхности, занятой порами, находится в 

пределах от 10-4  до 10-3, что согласуется и с другими экспериментальными 

данными [114, 115]. 

До 1990–х годов концепция образования мембранных пор под действием 
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электрического поля оставалась, главным образом, теоретической гипотезой. 

Однако, после серии экспериментальных работ [20], в которых методом 

электронной микроскопии (быстрое замораживание – скалывание) мембранные 

поры, возникающие в результате электрического пробоя мембран эритроцитов 

человека, наблюдались визуально (рис. 1.3), указанная гипотеза стала 

общепризнанным фактом. 

Использованный в [20] комбинированный метод криофиксации и 

замораживания – cкалывания позволил зарегистрировать изменения в 

структуре мембраны с временным разрешением порядка 1 мс и исследовать 

динамику образования и закрытия мембранных пор.  

 

 
Рис. 1.3. Увеличенное изображение порообразных структур на внешней 

поверхности эритроцита [20]. 

 

В экспериментальной работе Kinosita [19] определен трансмембранный 

потенциал, который возникает при действии внешнего электрического поля на 
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клеточной мембране яйцеклеток морского ежа. Визуализация распределения 

трансмембранного потенциала mϕ∆  вдоль поверхности мембраны 

осуществлялась при помощи потенциалзависимого флуоресцирующего 

красителя, который связывается с мембраной. В указанной работе 

использовался краситель RH292, интенсивность флуоресценции которого 

растет при положительном mϕ∆  и уменьшается при отрицательном mϕ∆ . В 

отсутствие внешнего поля наблюдалась однородная интенсивность 

флуоресценции. При действии импульса электрического поля интенсивность 

флуоресценции за 2 мкс повышалась на стороне мембраны, обращенной к 

положительному электроду, в то время как на стороне, обращенной к 

отрицательному электроду, она уменьшалась. В соответствии с (1.5) во 

внешнем поле с напряженностью outE  = 104 В/м максимальная величина mϕ∆  

равна 0,75 В при cr  = 50 мкм. При mC  ≈ 10–2 Ф/м2, inr  ≈ 2 Ом·м и outr  ≈ 

0,2 Ом·м имеем mτ  ≈ 1 мкс. Трансмембранный потенциал mϕ∆ , 

экспериментально определенный по интенсивности флуоресценции, 

действительно достигал такой величины, по крайней мере, за 10 мкс. Мембрана 

сферической клетки во внешнем электрическом поле поляризуется так, что 

максимальное и минимальное значения трансмембранного потенциала 

возникают на полюсах клетки, а трансмембранный потенциал на экваторе равен 

потенциалу покоя [101]. Kinosita et. al. [20] определили электропроводность 

мембраны вдоль профиля клетки. Она достигает наибольшего значения у 

полюсов клетки, а наименьшего значения – у ее экватора. 

В принципе, стенки мембранной поры могут быть образованы либо 

углеводородными хвостами липидов (гидрофобные поры), либо полярными 

головами переориентированных липидных молекул (гидрофильные поры). Для 

относительно больших радиусов пор (> 0,5 нм) свободная энергия 

гидрофильной поры значительно меньше, чем энергия гидрофобной поры, то 

есть в соответствии с термодинамическим принципом минимума свободной 

энергии [116], существование гидрофильной поры энергетически более 
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выгодно по сравнению с гидрофобной порой [35]. Имеются экспериментальные 

данные, показывающие, что большие поры, которые приводят к разрыву 

липидного бислоя при его электрическом пробое, гидрофильны. Одним из 

доводов в пользу того, что проводимость клеточной мембраны определяется 

гидрофильными, а не гидрофобными порами, приведена в работе Глазера [35], 

в которой показано, что добавление во внеклеточную среду фосфатидилхолина 

приводит к увеличению электропроводности мембран в несколько раз. 

Молекулы фосфатидилхолина имеют большую положительную кривизну, то 

есть большую гидрофильную головку и сравнительно небольшой гидрофобный 

хвост. Поэтому включение указанного фосфолипида в кромку поры, которая 

также имеет большую положительную кривизну, энергетически выгодно и 

уменьшает энергетический барьер, который необходимо преодолеть для 

образования и роста гидрофильной поры. Этот эффект предсказан теоретически 

в работах [117, 118].  

Эксперименты показывают [20], что проницаемость мембраны, в которой 

образовались поры, для ионов на верхнем и нижнем полюсах мембраны не 

одинакова. Это объясняется тем, что на одном из полюсов мембранный 

потенциал покоя суммируется с потенциалом, который индуцирует внешнее 

электрическое поле, а на противоположном полюсе – вычитается.  

Процесс электропорации в значительной мере зависит от липидного 

состава мембраны. Кроме того, наличие у клетки гликокаликса и цитоскелета 

также модулирует ответ клетки на действие электрического импульса. Так, 

например, показано, что гликокаликс повышает, а натяжение цитоскелета 

уменьшает вероятность электропорации мембраны эритроцита человека.  

Экспериментально установлено, что проницаемость мембраны имеет 

максимальное значение, когда одна половина липидов находится в транс-

конформации, а другая половина – в цис – конформации, то есть при 

температуре фазового перехода липидов из жидкокристаллического в твердое 

гелеобразное состояние [76].  

В конце 1990–х годов в результате чрезвычайно точных измерений 
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электропроводности БЛМ было зарегистрировано появление единичных пор, 

которые возникают в этих мембранах вследствие электрического пробоя [7, 53, 

119].  

Совокупность накопленных к настоящему времени экспериментальных 

данных показывает, что наиболее вероятным местом, с которого начинает 

развиваться электрический пробой мембраны, являются не интегральные белки, 

не зона контакта между белками и липидами, а непосредственно липидный 

компонент мембраны [12, 115]. 

По данным работы [107] состав внеклеточной среды и концентрация 

ионов в ней влияют на плотность распределения пор при электропорации 

брюшных клеток морской свинки. Результаты экспериментов с клетками 

миеломы мышей и крыс в разных солевых растворах [120], яиц морского ежа в 

морской воде [106, 121] и овариальных клеток яичника китайского хомячка в 

калиевых буферных растворах [122] не выявили значительного влияния ионной 

силы и состава солевого раствора на процесс электропорации, тогда как другие 

исследователи сообщили о значительном влиянии этих параметров на 

локальный захват меченых молекул (в слабосолевой среде в 

гиперполяризованной области клеток, а в концентрированных растворах солей 

– в деполяризованной области клеток). Kinosita с соавторами [19, 20, 90] 

наблюдали сложно зависящий от времени захват ионов кальция на обоих 

полюсах клетки, но захват этих ионов был большим в деполяризованной 

области. Этот результат находится в противоречии с результатами модельных 

экспериментов [107]. 

Показано, что площадь мембраны, на которой образуются поры, больше 

на полюсе, обращенном к положительному, а степень пермеабилизации больше 

на полюсе, обращенном к отрицательному электроду. Поэтому больше молекул 

способно попасть в клетку при ее электрическом пробое на обращенной к 

отрицательному электроду части мембраны [115, 123]. Действительно, 

эксперименты показывают [91], что проницаемость мембраны для ионов, в 

которой образовались поры, в верхнем и нижнем полюсах мембраны не совсем 
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одинакова. Это объясняется тем, что на одном из полюсов физиологический 

мембранный потенциал (потенциал покоя) суммируется с потенциалом, 

индуцированным внешним электрическим полем, а на противоположном 

полюсе – вычитается. 

Общей чертой электропорации является тот факт, что в мембранах клеток 

с меньшим радиусом образование пор происходит при более сильном внешнем 

электрическом поле (см. уравнение (1.5)). Поэтому величина мембранного 

потенциала, вызывающая пробой мембран для клеток млекопитающих, как 

правило, меньше, чем для бактерий. Вследствие этого же эффекта митохондрии 

и другие внутриклеточные органеллы могут избежать электрического пробоя 

при напряженности внешнего электрического поля, достаточной для пробоя 

клеточной мембраны. Однако в ряде экспериментов показано, что очень 

короткие импульсы (< 1 мкс) большой амплитуды могут повредить клеточные 

органеллы и при этом клеточная мембрана не повреждается. Возможно, это 

обусловлено тем, что при очень коротких импульсах клеточная мембрана не 

успевает зарядиться до значения, предсказываемого равенством (1.5) [113, 124, 

125]. Если имеется гетерогенная по размерам популяция клеток (например, 

клетки асцитной карциномы Эрлиха), трудно добиться электропорации всех 

клеток одновременно без их значительной гибели. Экспериментальные 

исследования в этом направлении пока что отсутствуют.  

В работе [114] приведены аргументы в пользу того, что при 

существовании одной поры второй поре выгодно образоваться в месте, 

наиболее удаленном от первой поры. Поэтому образование нескольких пор не 

могут рассматриваться как совершенно независимые события. Поры не только 

имеют тенденцию образовываться далеко друг от друга, но, более того, в 

плоской БЛМ поры мигрируют друг от друга. Это связано с тем, что 

образование одной поры приводит к появлению касательной к поверхности 

мембраны составляющей градиента поля. С учетом этой составляющей 

пондеромоторная сила, действующая на стенку поры со стороны, более 

удаленной от соседней поры, превышает силу, действующую на стенку поры со 
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стороны, более близкой к первой поре. В искривленной мембране эффект 

результирующей тангециальной компоненты поля приводит к миграции пор в 

область больших mϕ∆ . Качественно, это может приводить к контакту пор в 

области полярных шапочек и к контакту между порами, что, в свою очередь, 

может приводить к коалесценции пор [126]. 

Было предложено несколько теорий электрического пробоя, из которых 

мы остановимся только на теории Ю. А. Чизмаджева с соавт., изложенной в 

серии работ [127–133], поскольку она представляется нам наиболее 

обоснованной. Эта теории опирается на расчет изменения свободной энергии 

мембраны клетки, на которую действует внешнее постоянное однородное 

электрическое поле, при образовании в липидном бислое мембранной поры с 

радиусом a . Пора считается гидрофильной и имеющей цилиндрическую 

форму. 

Образование круглой поры в мембране увеличивает свободную энергию 

мембраны на величину γπahF 21 =∆ , что связано с необходимостью затратить 

работу на образование границы раздела фаз между водным раствором, 

заполняющим пору, и липидно – белковой стенкой поры. Эта работа 

пропорциональна произведению радиуса поры a  и толщины мембраны h . 

Коэффициент пропорциональности γ  – удельная свободная энергия (на 

единицу площади) стенки поры. Величина этого коэффициента для разных 

биологических мембран изменяется в пределах от 3×10–5 Н/м до 3×10–3 Н/м 

[134]. Теоретическая оценка свободной энергии единицы длины кромки поры 

дана в работе [135]. Изменение электростатической составляющей свободной 

энергии мембраны за счет увеличения радиуса поры определяется как 

изменение свободной энергии плоского (поскольку выполняется условие a  << 

or ) конденсатора при замене его липиднобелковой прокладки (с 

диэлектрической проницаемостью mε ,) на водный раствор (с диэлектрической 
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проницаемостью wε ), заполняющий образовавшуюся пору. Это изменение 

задается равенством [35, 127, 136, 137] 
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, mϕ∆ – мембранный потенциал в точке 

образования поры, h  – толщина клеточной мембраны, 0ε  – диэлектрическая 

постоянная, равная 0ε  = 8,854×10–12 Кл2/м2·Н. Так как диэлектрическая 

проницаемость водных вне– и внутриклеточного растворов слабо зависит от их 

состава и определяется, в основном, поляризацией растворов за счет изменения 

ориентации молекул воды в электрическом поле, wε  ≈ 80. Диэлектрическая 

проницаемость липидного бислоя, как известно, равна mε  ≈ 2. Искомое 

изменение свободной энергии рассматриваемой системы при образовании на 

мембране круглой поры радиуса a  равно 
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Суммарное изменение свободной энергии мембраны при образовании в 

ней поры с радиусом a  за счет поверхностной и электростатической 

составляющих равно 
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Зависимость (1.7) представлена на рис. 1.4. График зависимости свободной 

энергии мембраны от радиуса поры имеет максимум при  
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Очевидно, поры, радиус которых удовлетворяет неравенству caa < , в силу 

термодинамического принципа минимума свободной энергии [116] имеют 

тенденцию к исчезновению, а поры с радиусом caa > , превышающим 

критический размер ca , будут необратимо увеличиваться, приводя в конечном 

итоге к разрыву мембраны.  

 

 
Рис. 1.4. Зависимость изменения свободной энергии мембраны (в единицах 

энергии теплового движения kT ) от радиуса мембранной поры a  при значении 

мембранного потенциала mϕ∆  = 50 мВ; hγ  = 1×10-12 H. 
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Как следует из (1.8) увеличение трансмембранной разности электрического 

потенциала mϕ∆  приводит [18] к уменьшению критического радиуса поры. 

Легко вычислить высоту энергетического барьера, который должна преодолеть 

рассматриваемая система для образования поры с критическим радиусом. 

Высота этого энергетического барьера равна 
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Как следует из (1.9), увеличение трансмембранной разности электрического 

потенциала mϕ∆  приводит к снижению высоты энергетического барьера *F∆ , 

который за счет тепловых флуктуаций должна преодолеть мембрана для 

образования в ней поры c критическим радиусом.  

В соответствии с теорией процессов активационного типа [138–140] 

среднее время pt  образования поры критического размера в мембране 

клетки, мембранный потенциал которой равен mϕ∆ , определяется решением 

второго уравнения Понтрягина [141]. 
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где a  – радиус мембранной поры, k  – постоянная Больцмана, T  – абсолютная 

температура, D  – коэффициент диффузии по размеру поры. Изменение 

свободной энергии мембраны ( )aF∆  при образовании в ней мембранной поры 

с радиусом a  определено равенством (1.7). 
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Решение (1.10) с граничными условиями 0=pt
da
d

 при 0=a  и 

0=pt  при caa =  есть  
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С учетом (1.9) эта зависимость принимает вид 
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По истечении промежутка времени 2 pt  мембрана необратимо повреждается, 

поскольку ее свободная энергия при caa >  монотонно уменьшается с 

увеличением радиуса поры. Величина γ  для разных биологических мембран 

изменяется в пределах от 3×10-5 Н/м до 3×10-3 Н/м [134]. В работе Barnett и 

Weaver принято ( )0D  = 5×10–14 м2/с [142], в работе [137] Powell и Weaver, 

( )0D  = 1×10–12 м2/с.  

Для биологических мембран h  ≈ 5×10-9 м, mε  ≈ 2. Учитывая, что ≅0ε  

8,854×10-12 Кл2/м2∙Н, mε  ≈ 80, ≅k 1,38×10-23 Дж/К, и полагая hγ  = 1×10-12 Н, 

( )0D = 1×10–18 м2/с при T  = 273,15 K из (1.11), получаем зависимость между 

амплитудой mϕ∆  и длительностью прямоугольного трансмембранного 
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электрического импульса, который вызывает электропорацию мембраны (рис. 

1.5).  

Основной особенностью этой зависимости является то, что разрыв 

мембраны возникает не только при больших мембранных потенциалах, но даже 

при сравнительно небольших потенциалах, если они действуют на мембрану 

достаточно длительный промежуток времени [20, 98].  

 

 

Рис. 1.5. Вычисленная по уравнению (1.9) зависимость времени pt  (в 

минутах), за которое возникает электрический пробой мембраны, от перепада 

электрического потенциала (в миливольтах) на клеточной мембране при 

следующих параметрах hγ  = 1×10-12 H, ( )0D  = 1×10–18 м2/с, T  = 273,15 K. 

 

Некоторые ученые считают, что электрический пробой мембран является 

универсальным механизмом нарушения их барьерной функции при различных 

патологиях или стрессовых состояниях живой клетки [13, 73]. При этом пробой 

мембраны осуществляется не в результате воздействия на нее внешнего 
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электрического поля, а собственным мембранным потенциалом. 

Диэлектрическая проницаемость липидного бислоя уменьшается, например, 

вследствие перекисного окисления мембранных липидов. При этом в 

соответствии с (1.8) и (1.9) уменьшаются критический радиус поры ca  и 

энергетический барьер *F∆ , то есть понижается устойчивость мембраны к ее 

электрическому пробою. При этом в соответствии с (1.8) и (1.9) уменьшаются 

критический радиус поры ca  и энергетический барьер *F∆ , то есть 

понижается устойчивость мембраны к ее электрическому пробою. 

В отсутствие внешнего электрического поля критический радиус пор в 

жидкокристаллической мембране достигает значения порядка толщины 

мембраны, вследствие чего вероятность ее разрыва при физиологических 

условиях очень мала [35]. Однако любое физическое или химическое 

воздействие, которое влияет на поверхностное натяжение липидного бислоя 

может нарушить стабильность мембраны, которая первоначально содержит 

поры докритического размера. Как показано в работе [76], фазовый переход 

липидных бислоев из жидкокристаллического в твердое гелеобразное 

состояние при охлаждении клеток сопровождается увеличением их 

изотропного натяжения и тем самым способствует электропорации мембраны. 

Действительно, при фазовом переходе липидов из жидкого в твердое состояние 

площадь поверхности мембраны уменьшается на несколько процентов, в 

результате чего в жидких участках мембраны, сосуществующих с участками 

твердой фазы, возникает натяжение, которое способствует разрыву мембраны. 

Так, коэффициент линейного натяжения кромки поры hγ  при замораживании 

бислоев из гидрированного яичного лецитина возрастает от значения 11,1×10-3 

до 5,6×10-3 Н/м, что способствует электропорации клеточной мембраны [76]. 

Как известно, в процессе низкотемпературного консервирования 

биологических объектов на клетки действуют физико – химические факторы 

(перекисное окисление мембранных липидов [143, 144], фазовый переход 

мембраны из жидкокристаллического в твердое гелеобразное состояние [145], 
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нарушение ионного гомеостаза клеток), которые могут способствовать 

электропорации биомембран собственным мембранным потенциалом даже в 

отсутствие внешнего электрического поля. Можно предположить, что 

электрический пробой клеточных мембран является одним из механизмов 

повреждения клеток при низкотемпературном консервировании клеточных 

суспензий.  

Общие соображения о возможности криоповреждения клеток сильным 

электрическим полем, которое возникает в процессе замораживания 

биообъектов при растрескивании твердой фазы в области субэвтектических 

температур высказывались в работе Де Гроот [146]. 

В статье Toner [8] с помощью простой термодинамической модели 

количественно описано изменение трансмембранного потенциала и содержания 

воды в клетке при замораживании ооцитов мыши в изотоническом буферном 

солевом растворе. Авторы этой модели учитывают только процесс переноса 

молекул воды между клетками и окружающей их средой, который происходит 

при замораживании клеточной суспензии, пренебрегая трансмембранным 

переносом других растворенных в ней веществ. В приближении линейной 

неравновесной термодинамики трансмембранный перенос в этом случае 

описывается простым уравнением 
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где −V  объем клетки, −wν  молярный объем воды, −in
wN  количество молей 

воды во внутриклеточном растворе, −S  площадь поверхности клеточной 

мембраны, −pL  коэффициент фильтрации клеточной мембраны, который 

связан с коэффициентом проницаемости мембраны для молекул воды 

равенством 
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абсолютная температура, out
wc  и in

wc  – концентрация воды вне и внутри клетки 

соответственно. 

Связь изменяющейся в процессе замораживания клеточной суспензии 

концентрации воды в окружающем клетки растворе с температурой 

определялась по соотношению Гиббса – Гельмгольца 
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где q  – скрытая теплота плавления воды, которая в рамках рассматриваемой 

модели считается постоянной величиной. Интегрирование этого простого 

дифференциального уравнения дает искомую связь: 
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где 0T  – равновесная температура кристаллизации воды (273,15 К). 

Концентрация (мольная доля) внутриклеточной воды in
wc  в работе [8] 

приближенно определялась как 
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где in
sN  – суммарное количество растворенных во внутриклеточном растворе 

молекул и ионов, nV  – суммарный объем растворенных внутри клетки веществ. 
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Считается, что зависимость коэффициента проницаемости клеточных 

мембран для молекул воды от температуры удовлетворяет закону Аррениуса 

 

















−−=

0

11exp
0 TTRT

Upp w
ww ,    (1.15) 

 

где 
0wp  – коэффициент проницаемости мембраны для молекул воды при 

температуре 0T , wU  – энергия активации процесса трансмембранного переноса 

воды. 

Для вычисления изменения мембранного потенциала в процессе 

замораживания клеток в работе Toner [8] использовалось полученное в 

приближении постоянного поля уравнение Гольдмана – Ходжкина – Катца 

[139]:  
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[ ] [ ] [ ]out

Cl
in

Na
in

K

in
Cl

out
Na

out
K

m
ClpNapKp

ClpNapKp
F

RT
−++

−++

++

++
=∆ lnϕ   (1.16) 

 

где F  – число Фарадея, Kp , Nap , Clp  – коэффициенты проницаемости 

клеточной мембраны для ионов калия, натрия и хлора соответственно, [ ]out
K + , 

[ ]out
Na+ , [ ]out

Cl−  – концентрации соответствующих ионов во внеклеточном 

растворе, [ ]inK + , [ ]inNa+ , [ ]inCl−  – концентрации соответствующих ионов во 

внутриклеточном растворе. 

 Из уравнения 1.16 видно, что как гиперконцентрация внеклеточного 

раствора в процессе замораживания, так и дегидратация – регидратация клеток 

должны приводить к изменению мембранного потенциала. Поэтому можно 



 
 

42 

предположить, что при определенных условиях это может способствовать 

электрическому пробою клеточных мембран [3, 135]. 

Решение уравнения (1.12) с учетом равенств (1.13) – (1.16) описывает 

изменение трансмембранного потенциала и содержания воды в клетке при 

замораживании ооцитов мыши в изотоническом буферном растворе. В 

результате компьютерного моделирования авторы этой работы показали, что в 

начале замораживания происходит быстрый рост кристаллов льда во 

внеклеточном растворе, который вызывает резкое (до –90 мВ) увеличение 

мембранного потенциала. Однако возможность электрического пробоя клеток 

при этом авторы указанной статьи не рассматривали.  

Анализ литературных данных подтверждает, что теоретическое и 

экспериментальное изучение электрического пробоя клеточных мембран 

является актуальным и перспективным для решения общебиологических 

проблем и создания новых биомедицинских технологий, а также для понимания 

связанных с электропорацией механизмов повреждения клеток в процессе их 

низкотемпературного консервирования и способов предотвращения этих 

повреждений. В настоящее время созданы предпосылки для более 

углубленных, чем представленные в литературе, количественных 

исследований, направленных на выяснение роли электрического пробоя клеток 

в повреждении клеток при их криоконсервировании и для разработки 

связанных с ним критериев оптимальности режимов их замораживания. 
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РАЗДЕЛ 2 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

2.1. Физико-математическое моделирование процессов трансмембранного 

переноса веществ при замораживании клеток 

 

Для достижения поставленной цели в работе использовали следующие 

методы теоретической физики и математические методы. Для теоретического 

анализа явления электрического пробоя клеточных мембран, индуцированного 

приложенным к исследуемой клеточной суспензии внешним электрическим 

полем и собственным мембранным потенциалом, в качестве одного из 

основных методических принципов в работе применен известный в 

равновесной термодинамике принцип минимума свободной энергии [116]. При 

моделировании и анализе процессов трансмембранного переноса в процессе 

замораживания клеток использованы некоторые положения и принципы 

неравновесной термодинамики [146], электродинамики [147], теории упругих 

конечных деформаций [148, 149] и асимптотический метод решения 

сингулярно возмущенных систем [150]. 

Расчет временных и температурных зависимостей объема клеток, 

концентраций внеклеточного и внутриклеточного растворов и мембранного 

потенциала клеток при фазовом переходе внеклеточного раствора из жидкого в 

твердое состояние осуществлялся путем численного решения системы 

обыкновенных нелинейных дифференциальных уравнений, полученных на базе 

фундаментальных положений теории процессов активационного типа [138, 

151]. Для решения системы дифференциальных уравнений, описывающих 

изменение состава вне– и внутриклеточного растворов и мембранного 

потенциала клеток при кристаллизации клеточной суспензии, применяли 

стандартный метод Рунге – Кутта четвертого порядка [152]. 
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2.2. Получение двуклеточных эмбрионов мыши 

 

Экспериментальные животные содержались в условиях вивария при 

Институте проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины.  

В качестве объекта экспериментальной части исследования были 

выбраны двуклеточные эмбрионы мыши из–за их сравнительно большого 

размера и почти сферической формы, что облегчает манипуляции с 

одиночными клетками.  

Двуклеточные эмбрионы были получены от гибридных самок линии 

F1(СВА×С57ВІ) 8–12 недельного возраста после контролируемой 

гиперстимуляции яичников животных. Мышей содержали при световом 

режиме 12 час: 12 час / ночь: день. Стимуляция суперовуляции проводилась 

одинаковыми дозами гонадотропных гормонов. У самок вызывали 

гиперстимуляцию яичников по стандартной методике [153] путем 

внутрибрюшинного введения гонадотропных гормонов: 5 у.е. гонадотропина 

сыворотки жеребых кобыл (ГСЖК) («Folligon», Нидерланды) и 7,5 у.е. 

человеческого хорионического гонадотропина (чХГ) («Chorulon», Нидерланды) 

с интервалом между инъекциями 46–48 часов [153]. Для оплодотворения самок 

подсаживали к самцам. На следующий день проверяли наличие копулятивной 

пробки, что соответствовало первому дню беременности самок. Через 48 часов 

после введения чХГ животных забивали путем дислокации шейных позвонков. 

Эмбрионы на стадии двух бластомеров получали путем промывания 

отпрепарированных яйцеводов теплой физиологической средой Дюльбекко с 

добавлением 5% – фетальной телячьей сыворотки («Sigma», США) при 

комнатной температуре. Затем клетки трижды отмывали физиологической 

средой и немедленно использовали в экспериментах. В экспериментах 

использовали только морфологически полноценные эмбрионы, без признаков 

фрагментации (рис. 2.2.1).  
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Рис. 2.2.1 Микрофотографии двуклеточных эмбрионов мышей, полученных 

после гормональной стимуляции животных. 

 

Эксперименты на животных выполняли в соответствии с «Общими 

принципами экспериментов на животных», одобренными I – III 

Национальными конгрессами по биоэтике (Киев, Украина, 2001 – 2007 гг.) и 

согласованными с положениями «Европейской Конвенции о защите 

позвоночных животных, которые используются для экспериментальных и 

других научных целей» (Страсбург, Франция, 1986 г.) [154], а также под 

контролем Комитета по биоэтике ИПКиК НАН Украины. 

 

2.3. Криоконсервирование двуклеточных эмбрионов мыши 

 

В работе использовали протокол криоконсервирования методом 

витрификации, описанный ранее в работах [155–157]. Эмбрионы были 

разделены на пять групп: контрольную и четыре экспериментальных. В 

контрольную группу (n = 32) входили свежевыделенные 2–клеточные 

эмбрионы без признаков морфологических нарушений.  
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В первой серии экспериментов исследовали влияние инкубации в 

растворе криопротектора и среде витрификации на электрическую 

проводимость эмбрионов мыши. Эмбрионы I (n = 25) и II (n = 28) 

экспериментальных групп подвергали обработке 10%–м раствором 

этиленгликоля (ЭГ) в течение 5 мин, после чего переносили в среду 

витрификации (30% ЭГ + 0,7 М сахарозы) и выдерживали в ней 1,5 мин (I 

группа) и 3 мин (II группа). Затем зародыши переносили в капли раствора 0,5 М 

сахарозы, выдерживали 10 мин и переносили в физиологическую среду 

Дюльбекко для удаления криопротектора.  

Во второй серии экспериментов исследовали влияние полного цикла 

низкотемпературного консервирования двуклеточных эмбрионов мыши на их 

электрическую проводимость. Эмбрионы III и IV экспериментальных групп (n 

= 26 и n = 18 соответственно) после предварительной эквилибрации в 10%–м 

растворе этиленгликоля и среде витрификации переносили (по 5 – 7 эмбрионов) 

в заранее подготовленные пластиковые соломинки диаметром 2 мм («Pacific 

Vet», Австралия), содержащие 5 мкл среды витрификации. Соломинки быстро 

погружали в жидкий азот и хранили 7 суток. Время экспозиции в 

этиленгликоль–сахарозной среде перед охлаждением для III группы составило 

1,5 мин, для IV группы 3 мин. Соломинки отогревали на водяной бане (311 К). 

Для удаления криопротектора эмбрионы, извлеченные из соломинок, 

переносили в раствор сахарозы с концентрацией 0,5 М, выдерживали в нем 

10 мин и затем трижды отмывали физиологической средой при комнатной 

температуре. Сохранность деконсервированных эмбрионов оценивали по 

морфологическим признакам: целостность бластомеров и прозрачность их 

цитоплазмы. В дальнейших экспериментах использовали эмбрионы без 

морфологических нарушений.  
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2.4. Определение электрической проводимости двуклеточных эмбрионов 

 

Электрическую проводимость определяли методом импульсной 

кондуктометрии с использованием электропоратора, разработанного в 

Институте животноводства НААН [103]. Функциональная схема устройства 

показана на рис. 2.4.1.  

 

 

Устройство содержит задающий генератор, который вырабатывает 

прямоугольный импульс заданной длительности (60 мкс), напряжение от 

которого подается на микроэлектроды, изготовленные из тонкой золотой нити, 

 

 

Рис. 2.4.1. Функциональная схема электропоратора. 
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запаянной в стеклянные капилляры, и последовательно соединенное с 

электродами калибровочное сопротивление RR . 

Каждый эмбрион перед измерением трижды отмывали в изотоническом 

растворе сахарозы для удаления следов солевого буфера, а затем в капле 

раствора сахарозы помещали между микроэлектродами так, как показано на 

рис. 2.4.2. Удельную проводимость определяли косвенно – путем измерения 

амплитуды напряжения на калиброванном резисторе, последовательно 

соединенном с микроэлектродами.  

 

 
Рис. 2.4.2. Изображение двуклеточного эмбриона мыши, размещенного между 

микроэлектродами. 

 

На вход устройства подавали серию прямоугольных импульсов 

напряжения с длительностью 60 мкс с линейно возрастающей амплитудой 

inU .и периодом следования (~10 – 15 сек). Измеряя осциллографом скачок 



 
 

49 

амплитуды напряжения на калиброванном резисторе RR , определяли 

электрическую проводимость помещенного между ними образца по алгоритму, 

описанному в работах [103, 158]. 

В соответствии со вторым законом Кирхгофа [159] 

 

elRin UUU +=                                                 (2.4.1) 

 

где RU  – скачок напряжения на калиброваном резисторе, elU  – амплитуда 

импульса напряжения, подаваемого на электроды. По первому закону Киргофа 

[159]. 

 

Rel II = ,      (2.4.2) 

 

где RI  и elI  – ток, протекающий через калиброванный резистор и помещенный 

между электродами образец, а по закону Ома  

 

R

R
R R

UI = ; 
emb

el
el R

UI =      (2.4.3) 

 

где embR  – сопротивление исследуемого образца. Комбинируя (2.4.1) с (2.4.2) и 

(2.4.3), получаем для проводимости исследуемого образца 

 

( )Rin

R

emb
emb UUR

U
R

G
−

==
1

 

 

Таким образом, измеряя скачки напряжения RU  на резисторе с известным 

сопротивлением RR  при подаче на вход системы прямоугольного импульса с 
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заданной амплитудой inU , получили зависимости удельной электрической 

проводимости отдельных двуклеточных эмбрионов от напряженности 

электрического поля между электродами ( )elembemb EGG = , где 
L

UE el
el = , L  

– расстояние между электродами.  

 

2.5. Химические реагенты 

 

В качестве криозащитных веществ, а также реагентов, воздействующих 

на биологические объекты, использовали реактивы марки «х.ч.» или «ч.д.а.»: 

гонадотропин сыворотки жеребых кобыл («Folligon», Нидерланды); 

человеческий хорионический гонадотропин («Chorulon», Нидерланды); 

фетальная телячья сыворотка («Sigma», США); сахароза («Sigma», США); 

этиленгликоль («Реахим»); среда Дюльбекко («Sigma», США). 

 

2.6. Приготовление растворов 

  

Для криоконсервирования эмбрионов мыши использовались следующие 

растворы: 0,5 М, 0,7 М и 1 М сахарозы, приготовленные на физиологической 

среде Дюльбекко; 10% ЭГ, приготовленные на физиологической среде 

Дюльбекко; 30% ЭГ, приготовленный на 1 М растворе сахарозы. В состав 

среды криоконсервирования входили 30% раствор ЭГ и 0,7 М сахарозы. 

Криопротекторы были предоставлены отделом криопротекторов ИПКиК НАН 

Украины. Для определения электрической проводимости эмбрионов мыши 

использовали изотонический 0,3 М раствор сахарозы, приготовленный на 

ионизированной воде. 
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2.7. Методы анализа и статистической обработки результатов  

 

Статистическую обработку экспериментальных данных осуществляли с 

использованием пакета параметрического анализа данных программы Microsoft 

Office Excel 2010 и методом Стьюдента для оценки достоверности различий 

[160]. Данные представлены в виде M±SE. 
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РАЗДЕЛ 3 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 

ОБСУЖДЕНИЕ 

 

ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ 

МОДЕЛИРОВАНИЕ ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ПРОБОЯ КЛЕТОК ПРИ 

КРИОКОНСЕРВИРОВАНИИ 

 

3.1. Физико–математическая модель трансмембранного переноса веществ 

и электропорации клеток при замораживании клеточной суспензии 

 

Как известно, даже в норме клетки функционируют при таких значениях 

мембранного потенциала, при которых их технические аналоги разрушаются. 

Скорее всего, жизнедеятельность клетки в таких рискованных условиях 

оправдывается тем, что энергия, которую клетка запасает в виде мембранного 

потенциала, используется для реализации таких жизненно важных функций, 

как передача информации, клеточное дыхание, рецепция и механическая 

работа. Поскольку, в процессе низкотемпературного консервирования 

клеточной суспензии существенно нарушается ионный гомеостаз клеток, 

можно допустить, что в процессе замораживания повреждение мембран может 

происходить в результате их электрического пробоя. Эта гипотеза является 

более приемлемой с учетом современных представлений о роли электрического 

пробоя мембран при некрозе клеток и других патологиях [74, 76]. 

Эффективность физико – математического моделирования для решения 

фундаментальных и прикладных задач криобиологии убедительно 

продемонстрирована в классических научных работах P. Masur, S. P. Leibo и 

других криобиологов [8, 9, 161, 162]. Созданные ими количественные модели 

трансмембранного переноса веществ при замораживании клеточных суспензий 

основаны на уравнениях линейной термодинамики необратимых процессов, 
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область применения которых ограничивается малыми мембранными 

потенциалами: ϕ∆  << 
F

RT
 = 25,4 мВ при 295 K, где R  – универсальная 

газовая постоянная, T  – абсолютная температура, F  – число Фарадея. Однако 

это приближение, как правило, не соответствует действительности даже в 

нормальной физиологической среде. Поэтому на первом этапе работы мы 

отказались от обычного подхода и сформулировали количественную модель 

трансмембранного переноса веществ при замораживании клеток, которая не 

подчиняется указанному ограничению. 

Физико – математическая модель, которая использована нами для 

количественного описания трансмембранного переноса веществ и связанного с 

ним изменения мембранного потенциала клеток в процессе замораживания 

клеточной суспензии, вытекает из фундаментальных положений теории 

процессов активационного типа [141]. Считается, что при нулевом мембранном 

потенциале для переноса через клеточную мембрану из внутриклеточного во 

внеклеточный раствор в поперечном к ее поверхности направлении z  

молекулы или ионы должны преодолеть симметричный по отношению к 

срединной поверхности мембраны S  энергетический барьер 12W∆ , а при 

переносе в обратном направлении – энергетический барьер 32W∆  (рис. 3.1.1 А, 

3212 WW ∆=∆ ). Для разных веществ высота указанного барьера неодинакова.  

Индексы in  и out  помечают величины, которые относятся ко 

внутриклеточному и внеклеточному растворам. Если между внешней и 

внутренней поверхностями мембраны создается разность электрического 

потенциала inout ϕϕϕ −=∆  и внутримембранный электрический потенциал 

линейно зависит от координаты z  (гипотеза постоянного поля), то симметрия 

мембранного энергетического барьера для заряженных частиц вещества 

нарушается – он принимает вид, показанный на рис. 3.1.1 В. 
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Рис. 3.1.1. Профиль энергетического барьера, который преодолевает ион в 

мембране в отсутствие (А) и при наличии (В) мембранного потенциала *ϕ∆ . 

 

Для ионов (в отличие от электронейтральных молекул) симметрия 

энергетического барьера нарушается, поскольку электрическое поле, созданное 

внутри мембраны, способствует трансмембранному переносу ионов одного 

знака, затрудняя трансмембранный перенос ионов противоположного знака в 

том же направлении. 

Скорость изменения количества молей k –го компонента 

внутриклеточного раствора определяется равенством [139] 
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 (3.1.1) 

 

где t  – время, in
kN  – количество молей k –го компонента во 

внутриклеточном растворе (под k –м компонентом будем считать основные по 

содержанию ионы +K , +Na , −Cl ; w  – молекулы воды; cr  – молекулы 

криопротектора; s  – непроникающие через клеточную мембрану вещества), S  

– площадь поверхности клеточной мембраны, kp  – коэффициент 

проницаемости клеточной мембраны для k –го компонента, kz  – валентность 

k –го компонента растворов, контактирующих с клеточной мембраной, 

ϕϕ ∆=∆
RT
F*  – безразмерный перепад электрического потенциала между 

внешней и внутренней поверхностями мембраны, ( )in
k

out
k cc  – концентрация k –

го компонента в мембранном слое, ограниченном внешней (внутренней) и 

срединной поверхностями мембраны, выраженная в моль/м3, n  – количество 

веществ, содержащихся во вне– и внутриклеточном растворах. 

По определению  

 

n
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k VV
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= , ∑
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k
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kk
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wwn

in NNVV
1
υυ ,   (3.1.2) 

 

где inV  – объем клетки, nV  – объем осмотически неактивных внутриклеточных 

веществ, wυ  и in
wN  – молярный объем и внутриклеточная концентрация воды, 

kυ  – молярный объем k –го растворенного вне или внутри клетки вещества, n  

– количество растворенных вне или внутри клетки веществ. 

Дифференцирование (3.1.2) по времени дает 
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Система уравнений (3.1.3), (3.1.4) с учетом (3.1.1) принимает вид 
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где введены следующие обозначения: 
( )0in

in

V
Vy =  – относительный объем 

клетки, ( )0inV  – начальный объем клетки, 
( )0in
n

V
V

=α , 
( )0inV

S
=γ  – 

отношение площади поверхности клетки к начальному значению ее объема. 

Если в клеточной суспензии рассматривать процессы перераспределения 

веществ между клетками и окружающим их раствором в отсутствие 

химических или фазовых превращений, то в силу законов сохранения 

количества каждого из растворенных во вне– или внутриклеточном растворах 

компонентов и полного количества вещества в суспензии имеем 
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out
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k NxNNxN +=+ )0()0( , nk ,.....,2,1=   (3.1.7) 

 
outinoutin NxNNxN +=+ )0()0(     (3.1.8) 

 

где x  – количество клеток в клеточной суспензии, которое считается 

неизменным, откуда следует 
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где введено обозначение 
)0()0(

)0(
inout
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xVV
xVH

+
=  – отношение суммарного 

объема клеток к полному объему суспензии в начальный момент времени, x  – 

количество клеток в клеточной суспензии, которое считается неизменным. Если 

же k –ое растворенное вещество не проникает через клеточную мембрану, то, 

учитывая (3.1.2) и (3.1.9) для внутриклеточной и внеклеточной концентраций 

этого вещества получаем 
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Как известно, клеточную мембрану можно рассматривать как 

конденсатор с утечкой [12]. Обкладками этого конденсатора являются 

внутриклеточный и внеклеточный электролиты. Током утечки является 

трансмембранный ток проводимости 
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который связан со скоростью изменения суммарного заряда 

внутриклеточного раствора равенством inQ
dt
dI −= . С другой стороны 

ϕ∆= m
in CQ  и ϕ∆=

dt
dCQ

dt
d

m
in , где 

h
SC m

m
εε0=  – емкость клеточной 

мембраны, 0ε  – электрическая постоянная, mε  – относительная 

диэлектрическая проницаемость мембраны, h  – толщина мембраны. Подставив 

эти величины в приведенное выше уравнение, получаем 
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Умножая обе части данного уравнения на коэффициент b  = 1 моль/м3. И 

вводя следующие обозначения: 
b

cc
out
kout

k =~ ; 
b

cc
in
kin

k =~ ; 
bphF

RT

k

m
k 2

0εεθ = , m  – 

количество проникающих через клеточную мембрану ионов, получаем 

уравнение в безразмерных величинах 
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С учетом (3.1.9), и введя обозначения ( ) 1−= ww pγτ , 
w

tt
τ

=* , 
w

k

τ
θν = , 

( )
yH

ycHcHcHf
in
k

in
k

out
k

k −
−−−+−

=
1

)(~0~)1()0(~)1( αα
, ( ) in

kk cyg ~⋅−= α  и 

bkk νν =~ , kν  – молярный объем k –го растворенного вне и внутри клетки 

вещества, можно представить (3.1.5), (3.1.6) и (3.1.11) в виде: 
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(3.1.14) 

 

Допустим, что фигурирующие в этой системе уравнений транспортные 

параметры клеток удовлетворяют следующим сильным неравенствам 

 

kθ  ‹‹ wτ  ‹‹ iτ  (i  = 1, 2, …, n ).    (3.1.15) 

 

Тогда по теореме Тихонова [163] за исключением малого промежутка времени 

(≈ 10 kθ ) решение порождающей системы уравнений (3.1.12) – (3.1.14) c 

точностью до ν  совпадает с решением редуцированной системы уравнений, 

которая состоит из уравнений (3.1.12), (3.1.13) и равенства 
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Последнее равенство следует из (3.1.14) при ν → 0. После разрешения 

относительно *ϕ∆  оно превращается в известное уравнение Гольдмана – 

Ходжкина − Катца [164] 

 

( ) ( )[ ]in
kk

aout
kk

cout
kk

ain
kk

c cpcpcpcp ~~/~~ln* ∑+∑∑+∑=∆ϕ , (3.1.16) 

 

где символы cΣ  и aΣ обозначают суммирование по катионам и анионам 

соответственно. 

Учитывая, что транспортные, диэлектрические и геометрические 

параметры двуклеточных эмбрионов при T  = 297 К имеют значения [137]  

−Cl
p  = 2,7×10-7 м/с, +K

p  = 8×10-10 м/с, +Na
p  = 12×10-10 м/с,  

wp  = 2,1576×10-5 м/с, DMSOp  = 4×10-7 м/с, br  = 33×10-6 м, h  = 5×10-9 м, mε  = 2, 

−Cl
θ ≈ 3,5×10-3 с, 

w

b
w p

r
3

=τ  = 0,55 с, 
+

+ =
K

b
K p

r
3

τ = 1,375×104 с, 

+
+ =

Na

b
Na p

r
3

τ = 0,917×104 с, 
DMSO

b
DMSO p

r
3

=τ  = 27,5 с. 

 

Таким образом, неравенства (3.1.15) действительно выполняются для 

ооцитов мыши. Можно показать, что аналогичные неравенства справедливы 

также для эмбрионов мыши на ранних стадиях эмбриогенеза и для эритроцитов 

человека. Следовательно, если считать, что основными (по содержанию) 

компонентами внеклеточного и внутриклеточного растворов наряду с не 

проникающими через клеточные мембраны веществами, которые в дальнейшем 

будем отмечать нижним индексом s , являются вода и криопротектор, ионы 

калия, натрия и хлора, то изотермический трансмембранный перенос веществ, 

изменение объема и мембранного потенциала для указанных выше клеток 



 
61 

описывается системой уравнений, которая следует из системы уравнений 

(3.1.12), (3.1.13) и (3.1.16) в рассматриваемом нами случае: Принимая +K
p ≈ 0, 

и +Na
p

 
≈ 0, в силу неравенств wp  << +K

p , +Na
p  на протяжении промежутка 

времени 10× −Cl
θ ‹ t  ‹‹ +Na

τ  вместо системы уравнений (3.1.12), (3.1.13) и 

(3.1.16) получаем 
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где введены обозначения ( ) in
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Совместно с равенством (3.1.20) решение системы уравнений (3.1.17) – 

(3.1.19) описывает искомые зависимости объема, мембранного потенциала 

клеток и состава внутриклеточной и внеклеточной сред от времени на этапе 

изотермической экспозиции клеток в криозащитном растворе.  

Для того чтобы описать процесс перераспределения веществ между 

клетками и окружающим их раствором на этапе замораживания клеточной 

суспензии, представим оператор дифференцирования по времени в виде 

dT
d

dT
d

dt
dT

dt
d β== , где β (β  < 0) – скорость изменения температуры 

замораживаемой клеточной суспензии. Будем считать, что в начальный момент 

времени при температуре 0T  в охлаждаемой клеточной суспензии начинается 

внеклеточное льдообразование. После этого по мере дальнейшего понижения 

температуры количество внеклеточного льда в окружающем клетки растворе 

увеличивается. Из литературы известно, что при бесконечно медленных 

скоростях охлаждения концентрация может изменяться вплоть до 
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эвтектической температуры [3]. За счет превращения все большего 

количества воды в лед по мере понижения температуры концентрация 

растворенных в межкристаллической жидкой фазе веществ также 

увеличивается, поскольку все растворенные в клеточной суспензии вещества и 

клетки вытесняются кристаллами льда в окружающую лед жидкую фазу. Так 

как в процессе замораживания количество воды в жидкой фазе клеточной 

суспензии непрерывно уменьшается, равенство (3.1.9) не выполняется. В этом 

случае из определения out

out
nout

n V
Nn =  и равенства (3.1.7), которое выполняется и 

в рассматриваемом случае потому, что все растворенные вещества и клетки 

вытесняются кристаллами льда в жидкую фазу, следует 

 

( ) ( ) ( )( ) ( ) 
( ) ( ) ( )( ) ( ) αα

αα
−−−+⋅−
−−−+⋅−

=
yHcHccH
yHcHccHcc in

cr
in
cr

out
cr

in
k

in
k

out
kout

cr
out
k 1001

1001
, (k =1, 2,…n –1) 

(3.1.21) 

где как out
crc  – концентрация криопротектора во внеклеточной среде. 

 Чтобы облегчить анализ механизмов повреждения клеток «эффектами 

раствора», были разработаны эмпирические уравнения фазовой диаграммы, 

которые описывают, в частности, изменение композиционного состава тройных 

систем NaCl – ДМСО – H2O и NaCl – ЭГ – H2O, происходящие при 

внеклеточном льдообразовании [165]. Уравнения позволяют точно вычислять 

композиционные значения составляющих среды в зависимости от данного 

начального состава и конечных температур замораживания, а также определять 

температуры, в которых при замораживании реализуется интересующий 

специфический концентрационный состав в зависимости от исходного состава 

среды. Несмотря на некоторые ограничения (равновесные условия охлаждения 

в области температур выше ~ –50ºС, т.е. до эвтектической зоны) уравнения 

облегчают теоретически спрогнозировать взаимосвязь между сохранностью 
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клеток и значениями композиционного состава в ряду температур, при 

которых возможно наибольшее повреждение «эффектами раствора». 

Будем считать, что в процессе замораживания клеточной суспензии 

кристаллы внеклеточного льда все время находятся в термодинамическом 

равновесии с окружающей их жидкой фазой. При этом изображающая 

состояние жидкой фазы раствора в замораживаемой клеточной суспензии точка 

по мере падения температуры движется вдоль так называемой кривой 

равновесия между жидкой и твердой фазами [166, 167]. Эта кривая равновесия 

может быть представлена в виде зависимости между температурой плавления 

криозащитного раствора и концентрацией криопротектора в жидкой фазе, 

контактирующей с кристаллами льда [166, 167]. Полагая, что n –й компонент 

исследуемого объекта является криопротектором ( )out
cr

out
n nn = , указанную 

выше кривую равновесия можно представить в виде функции ( ) ( )TfTnout
cr = . 

Для каждого конкретного криозащитного раствора указанную зависимость 

можно определить экспериментально.  

C учетом приведенных соображений можно представить систему 

уравнений (3.1.12), (3.1.13) и (3.1.14) в виде 
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где введено обозначение 
0T

Tx = , wU  – энергия активации трансмембранного 

переноса молекул воды. 

Построенная нами количественная модель массообмена между клеткой и 

окружающей ее средой является универсальной и применима для анализа 

процессов трансмембранного переноса веществ между клетками и окружающей 

их средой, в какой угодно клеточной суспензии. Мы ограничились численным 

моделированием указанных процессов применительно к ооцитам и 

двуклеточным эмбрионам мыши, взвешенным в растворах 

«диметилсульфоксид – хлорид натрия – вода» и «этиленгликоль – хлорид 

натрия – вода». Системы уравнений (3.1.17) – (3.1.20) и, (3.1.22) – (3.1.24) 

решались численно стандартным методом Рунге – Кутта четвертого порядка 

[164]. Использованные для расчета значения параметров, фигурирующих в этой 

системе уравнений, приведены в таблицах 3.1.1. 
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Таблица 3.1.1. 

Значения параметров, использованных при численном моделировании 

процессов перераспределения веществ между ооцитами и двуклеточными 

эмбрионами мыши при их изотермической экспозиции в криозащитном 

растворе и при замораживании 

 

Наименование величины 
Обозна-
чение Размер-

ность 
Величина Т,°С Источ- 

ник 

1 2 3 4 5 6 

Проницаемость ооцита мыши 
для молекул воды 

wp  м/с 1,767×10-5 24 

 

[168] 

Энергия активации переноса 
молекул воды через мембрану 
ооцита мыши 

wU  кДж/ 

моль 

39,69 37–10 [168] 

Проницаемость ооцита мыши 
для молекул ДМСО 

DMSOp  м/с 3,083×10-7 24 [169] 

Проницаемость ооцита мыши 
для молекул ЭГ 

EGp  м/с 1,2×10-7 22 [170] 

Проницаемость ооцита мыши 
для ионов калия 

+K
p  м/с 8×10-10 22 [171] 

Проницаемость ооцита мыши 
для ионов натрия 

+Na
p  м/с 1,2×10-9 22 [171] 

Проницаемость ооцита мыши 
для ионов хлора 

−Cl
p  м/с 2,7×10-7 22 [171] 

Концентрация ионов калия 
внутри ооцита мыши 

+K
c  моль/м3 204 22 [171] 
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1 2 3 4 5 6 

Концентрация ионов натрия 
внутри ооцита мыши 

+Na
c  моль/м3 83 22 [171] 

Концентрация ионов хлора 
внутри ооцита мыши 

−Cl
c  моль/м3 67 22 [171] 

Объемная доля осмотически 
неактивных внутриклеточных 
веществ в ооците мыши 

α  1 0,2   

Проницаемость 2–клеточного 
эмбриона мыши для молекул 
воды 

wp  м/с 2,1576× 

10-5 

24 [168] 

Энергия активации переноса 
молекул воды через мембрану 
2–клеточного эмбриона мыши 

wU  кДж/ 

моль 

30,9 37–10 [172] 

Проницаемость 2–клеточного 
эмбриона мыши для молекул 
ДМСО 

DMSOp  м/с 4×10-7 24 [169] 

Проницаемость 2–клеточного 
эмбриона мыши для молекул 
ЭГ 

EGp  м/с 1,25×10-7 22 [170] 

Проницаемость 
двуклеточного эмбриона 
мыши для ионов калия 

+K
p  м/с 8×10-10 22 [171] 

Проницаемость 
двуклеточного эмбриона 
мыши для ионов натрия 

 

+Na
p  м/с 1,2×10-9 22 [171] 
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1 2 3 4 5 6 

Проницаемость 
двуклеточного эмбриона 
мыши для ионов хлора 

−Cl
p  м/с 2,7×10-7 22 [171] 

Концентрация ионов калия 
внутри двуклеточного 
эмбриона мыши 

+K
c  моль/м3 128 22 [173] 

Концентрация ионов натрия 
внутри двуклеточного 
эмбриона мыши 

+Na
c  моль/м3 116 22 [173] 

Концентрация ионов хлора 
внутри двуклеточного 
эмбриона мыши 

−Cl
c  моль/м3 99 22 [173] 

Объемная доля осмотически 
неактивных внутриклеточных 
веществ в двуклеточном 
эмбрионе мыши 

α   0,21   

Радиус гидратированного 
иона калия 

+K
r  нм 0,283    

Радиус гидратированного 
иона натрия 

+Na
r  нм 0,34   

Радиус гидратированного 
иона хлора 

−Cl
r  нм 0,228   

Молярный объем ионов калия +K
υ  м3/моль 77,4×10-6   

Молярный объем ионов 
натрия 

+Na
υ  м3/моль 133,8×10-6   
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1 2 3 4 5 6 

Молярный объем ионов хлора −Cl
υ  м3/моль 40,34×10-6   

Молярный объем воды wυ  м3/моль 18×10-6   

Молярный объем ДМСО DMSOυ  м3/моль 71×10-6   

Молярный объем ЕГ EGυ  м3/моль 56×10-6   

Молярный объем сахарозы sυ  м3/моль 215,69×10-6   

 

Молярный объем ионов рассчитывался по формуле Aionion Nr ⋅= 3

3
4πυ ×1,35, 

где ionυ  – молярный объем ионов, ionr  – эффективный радиус иона, AN  – 

число Авогадро. Множитель 1,35 учитывает тот факт, что при плотной 

упаковке сфер объем, который они занимают, превышает суммарный объем 

сфер вследствие наличия пустот между плотно упакованными сферами. 

В качестве модели криозащитных сред выбраны растворы ДМСО – 

0,15 М NaCl – Н2О и ЭГ – 0,15 М NaCl – вода, при концентрациях 

криопротекторов 1 М, 2 М и 3 М. 

Как следует из результатов численного решения системы уравнений 

(3.1.17) – (3.1.20), на этапе изотермической экспозиции двуклеточных 

эмбрионов в криозащитном растворе диметилсульфоксида протекают 

следующие процессы. Концентрация диметилсульфоксида внутри клеток 

достигает максимального значения через 10–15 минут после помещения ооцита 

или эмбриона в криозащитный раствор и в дальнейшем не изменяется. Так для 

ооцита мыши (рис. 3.1.2) максимальные значения криопротектора внутри 

клетки равны: 0,55 М в 1 М растворе ДМСО, 1,1 М в 2 М растворе и 1,66 М – в 
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3 М растворе криопротектора. А для двуклеточного эмбриона (рис. 3.1.3): 

0,832 M в 1 М растворе криопротектора, 1,664 М – в 2 М растворе 

диметилсульфоксида и 2,496 М – в 3 М растворе, соответственно. 

 

 
Рис. 3.1.2. Зависимость внутриклеточной концентрации ДМСО от времени 

экспозиции ооцита мыши в криозащитном растворе ДМСО. 

 

На рис. 3.1.4 и 3.1.5 показана кинетика обезвоживания ооцитов и 

двуклеточных эмбрионов мыши на этапе экспозиции клеток в криозащитном 

растворе при Т = 297 К. Проницаемость мембран клеток для молекул воды 

гораздо выше проницаемости для криопротектора. Поэтому в результате 

обезвоживания объем клеток сначала уменьшается. Максимальное 

обезвоживание происходит в течение первых нескольких секунд. Объем ооцита 

уменьшается до 47% в 3 М растворе, до 55% – в 2 М и до 70% в 1 М растворе 

криопротектора. А в случае двуклеточного эмбриона объем уменьшается до 
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40% от начального значения в 3 М растворе криопротектора, до 47,7% – 2 М 

растворе и до 62,7% – в 1 М растворе ДМСО. 

 

 

Рис. 3.1.3. Зависимость внутриклеточной концентрации ДМСО от времени 

экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в криозащитном растворе ДМСО. 

 

По мере проникновения криопротектора внутрь клетки одновременно в клетку 

поступает некоторая часть воды так, что концентрация криопротектора вне– и 

внутри клетки остается постоянной в каждый момент времени [3]. Объем 

клетки при этом начинает увеличиваться и через 2–5 минут достигает 

первоначального значения.  
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Рис. 3.1.4. Зависимость относительного объема ооцитов мыши от времени при 

экспозиции в криозащитном растворе «ДМСО – хлорид натрия – вода». 

 
Рис. 3.1.5. Зависимость относительного объема бластомеров от времени при 

экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в криозащитном растворе «ДМСО 

– хлорид натрия – вода». 
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Степень обезвоживания клеток, как и ожидалось, увеличивается с 

ростом концентрации криопротектора. Далее при более длительной 

продолжительности экспозиции до 25 минут клетки незначительно набухают. 

Такое незначительное превышение исходного объема происходит из–за 

проникновения внеклеточных ионов внутрь клетки и может быть устранено 

путем добавления в криозащитный раствор небольшого количества не 

проникающего в клетки вещества, например, сахарозы (рис. 3.1.6). 

 

 
Рис. 3.1.6. Зависимость относительного объема бластомеров от времени при 

экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в криозащитном растворе «1 M 

ДМСО – 0,15 M хлорид натрия –0,04 M сахароза – вода». 

 

Как следует из результатов численного моделирования, представленных 

на рис. 3.1.7 мембранный потенциал ооцитов после перемещения в 

криозащитный раствор быстро (за несколько секунд) изменяется от 

нормального значения (–20 мВ) до максимального значения +17,3 мВ 3 М 
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растворе, до +9,2 мВ в 2 М и до –2,4 мВ в 1 М растворе ДМСО. Аналогичная 

кинетика изменения мембранного потенциала характерна и для двуклеточных 

эмбрионов (рис. 3.1.8). Мембранный потенциал бластомеров после 

перемещения эмбриона в криозащитный раствор за несколько секунд 

увеличивается до максимального значения +16,8 мВ в 3 М растворе ДМСО, до 

+8,7 мВ в 2 М растворе, до –2,8 мВ в 1 М растворе.  

 

 
Рис. 3.1.7. Зависимость мембранного потенциала ооцитов мыши от времени 

экспозиции в криозащитном растворе ДМСО. 

 

При больших концентрациях криопротектора происходит деполяризация 

клеточных мембран. Это может способствовать увеличению ионной 

проницаемости и отражаться на величине мембранного потенциала при 

условиях приводящих к гиперполяризации. Примерно через 5 минут 

мембранный потенциал клеток возвращается к первоначальному значению и в 
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дальнейшем остается практически постоянным и равным первоначальному 

значению.  

 

 
Рис. 3.1.8. Зависимость мембранного потенциала бластомеров от времени 

экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в криозащитном растворе ДМСО. 

 

Как видно из рисунков 3.1.4 – 3.1.8 динамика изменения мембранного 

потенциала клеток отражает изменение относительного объема клеток. 

Подобная кинетика изменения объема и потенциала также характерна для 

ооцитов мыши при экспозиции в растворах криопротекторов. 

Аналогичный вид имеют зависимости концентраций ионов калия и хлора 

внутри клетки от времени (рис. 3.1.9 и 3.1.10).  
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Рис. 3.1.9. Зависимость внутриклеточной концентрации ионов калия от 

времени экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в растворе ДМСО. 

 
Рис. 3.1.10. Зависимость внутриклеточной концентрации ионов хлора от 

времени экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши в растворе ДМСО. 
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По данным численного моделирования, внутриклеточные концентрации 

ионов за несколько секунд после помещения двуклеточного эмбриона мыши в 

криозащитный раствор достигают максимальных значений (0,8 М +K  и 0,26 M 
−Cl  в 3 М растворе ДМСО, 0,58 М +K  и 0,18 М −Cl  в 2 М растворе ДМСО, 

0,34 М +K и 0,12 М −Cl  в 1 М растворе ДМСО). Затем концентрации ионов 

восстанавливаются до исходных значений примерно за 5 минут. 

Из полученных нами результатов следует, что при решении системы 

дифференциальных уравнений (3.1.20), (3.1.22) – (3.1.24), описывающих 

процессы трансмембранного переноса веществ в процессе замораживания 

клеточной суспензии, в качестве начальных значений для объема клеток и 

внутриклеточных концентраций ионов можно использовать нормальные 

значения этих величин, если предварительная выдержка клеток в 

криозащитном растворе превышает 5 минут. При этом начальное условие для 

концентрации криопротектора внутри клеток следует задавать с учетом 

данных, полученных для этапа экспозиции клеток в криозащитной среде до 

начала замораживания. Из проведенных расчетов видно, что увеличивать 

продолжительность экспозиции двуклеточных эмбрионов мыши сверх 10 

минут нецелесообразно, так как при более длительных временах экспозиции 

уже не происходит существенных изменений ни в клетке, ни в криозащитной 

среде. При этом минимальное время экспозиции составляет 5 мин. 

Изменение объема бластомеров двуклеточного эмбриона мыши, 

внутриклеточных концентраций ионов и криопротектора, мембранного 

потенциала клеток и переохлаждения их цитоплазмы в процессе 

замораживания рассчитывали путем численного решения системы 

обыкновенных дифференциальных уравнений (3.1.20), (3.1.22) – (3.1.24).  

На рис. 3.1.11 – 3.1.17 приведены полученные нами методом 

компьютерного моделирования графики решений системы уравнений (3.1.20), 

(3.1.22) – (3.1.24), которые описывают зависимость изменение объема ооцита и 

бластомеров двуклеточного эмбриона мыши, внутриклеточных концентраций 
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ионов и криопротектора, мембранного потенциала клеток и переохлаждения 

их цитоплазмы в процессе охлаждения с разными скоростями и 

концентрациями криопротекторов в криозащитном растворе. 

На рис. 3.1.11 представлены зависимости объема ооцита мыши в процессе 

охлаждения со скоростями 1, 5, 10, 100 К/мин в 1 М растворе ЭГ. Как видно, в 

процессе охлаждения со скоростью 100 К/мин относительный объем клеток 

остается практически неизменным, в то время как при более медленном 

охлаждении происходит дегидратация клеток. 

 

 
Рис. 3.1.11. Изменение объема ооцита мыши в процессе охлаждения с 

разными скоростями в 1 М растворе этиленгликоля. 

 

Аналогичные зависимости изменения объема ооцита мыши в процессе 

замораживания с разными скоростями охлаждения получены и для 1 М 

раствора диметилсульфоксида. 
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Зависимости объема бластомеров в процессе охлаждения двуклеточного 

эмбриона мыши со скоростями 1, 5, 10, 100 К/мин в 1 М растворах 

этиленгликоля и диметилсульфоксида представлены на рисунках 3.1.12 и 

3.1.13.  

 

 
Рис. 3.1.12. Изменение объема бластомеров в процессе охлаждения 

двуклеточного эмбриона мыши с разными скоростями в 1 М растворе ЭГ. 

 

Сравнивая зависимости изменения объемов ооцита и двуклеточного 

эмбриона мыши в 1 М растворе ЭГ (рис. 3.1.11 и 3.1.12) при охлаждении можно 

увидеть, что при скорости 1 К/мин эти зависимости практически не 

отличаются. А при больших скоростях охлаждения видно, что объем ооцита 

уменьшается сильнее, чем объем эмбриона. Так при скорости охлаждения 

5 К/мин объем ооцита изменяется на 41%, тогда как объем эмбриона на 36%; 

при 10 К/мин – на 23% и 20%; при 100 К/мин – на 4% и 6%, соответственно. 
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Рис. 3.1.13. Изменение объема бластомеров в процессе охлаждения 

двуклеточного эмбриона мыши с разными скоростями в 1 М растворе ДМСО. 

 

Изучая влияние одномолярных растворов ЭГ и ДМСО на изменение 

объема двуклеточного эмбриона мыши в процессе охлаждения можно заметить 

(рис. 3.1.12 и 3.1.13), что влияние ДМСО на изменение объема клетки является 

более сильным, по сравнению с ЭГ. Так, при скоростях охлаждения 1 К/мин 

объем клетки в обоих случаях уменьшается на 80%. однако при использовании 

ДМСО конечный объем достигается при 255 K, а при использовании ЭГ – при 

234 К. При скорости охлаждения 5 К/мин объем эмбриона в ДМСО также 

уменьшается на 80%, достигая минимума при 226 К. А при этой же скорости в 

ЭГ объем эмбриона уменьшается только на 36%. При скорости охлаждения 

10 К/мин в ДМСО объем клетки уменьшается на 50%, а в ЭГ только на 20%. 
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При скорости охлаждения 100 К/мин объемы эмбрионов уменьшаются 

примерно одинаково для обоих случаев (6 – 7%). 

На рис. 3.1.14 – 3.1.16 представлены полученные нами методом 

компьютерного моделирования зависимости мембранного потенциала ооцитов 

и двуклеточных эмбрионов мыши в процессе их охлаждения со скоростями 1; 

5; 10 и 100 К/мин в 1 М растворах диметилсульфоксида и этиленгликоля в 

физиологическом растворе. Как видно из рисунка 3.1.14 – 3.1.16, с увеличением 

скорости охлаждения наблюдается рост отрицательного мембранного 

потенциала (гиперполяризация), значения которого находятся в интервале –

50÷–80 мВ, что соответствует увеличению напряженности поля на мембране 

~107 В/м. 

 

 
Рис. 3.1.14. Изменение мембранного потенциала ооцита мыши в процессе 

охлаждения с разными скоростями в 1 М растворе ЭГ. 
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Рис. 3.1.15. Изменение мембранного потенциала двуклеточного эмбриона 

мыши в процессе охлаждения с разными скоростями в 1 М ЭГ. 

 

Рис. 3.1.16. Изменение мембранного потенциала двуклеточного эмбриона 

мыши в процессе охлаждения с разными скоростями в 1 М ДМСО. 
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С увеличением скорости охлаждения и с уменьшением концентрации 

криопротектора в криозащитной среде, мембранный потенциал ооцита и 

двуклеточного эмбриона мыши в течение охлаждения достигает все больших 

максимальных значений. Аномально высокие значения сохраняются на 

мембранах клеток все больший промежуток времени. 

Графики на рис. 3.1.14 – 3.1.16 не сильно отличаются друг от друга, 

очевидно из–за того, что величины проницаемости мембран клеток для молекул 

ЭГ и ДМСО близки. Что касается увеличения мембранного потенциала (для 

скоростей охлаждения 1 К/мин и 5 К/мин) с последующим его уменьшением 

при снижении температуры, то это, очевидно, связано с выходом ионов ( +K  и 
+Na ) из клетки в процессе охлаждения. 

Наши расчеты хорошо согласуются с литературными данными. Так в 

работе [8] компьютерное моделирование показало, в начальном периоде 

льдообразования (при –1ºС) быстрый рост внеклеточных кристаллов приводит 

к резкому возрастанию потенциала мембраны ооцитов мыши в метафазе II. При 

замораживании со скоростью охлаждения 120 К/мин мембранный потенциал 

ооцитов может достигать –90 мВ. В то же время мембранный потенциал покоя 

ооцита равен –38,4 мВ [174]. Ниже этой величины может наступать 

электрический пробой мембраны. 

Благодаря рассчитанным зависимостям мембранного потенциала клеток 

от температуры легко установить, какое количество времени клеточная 

мембрана находится под действием того или иного перепада электрического 

потенциала. Соответствующие данные представлены на рис. 3.1.17. 

Характер поведение клеток (изменение мембранного потенциала и 

объема) в растворах ДМСО и ЭГ аналогично, потому как фазовые диаграммы и 

молекулярных вес этих криопротекторов различаются незначительно. Оба 

криопротектора успешно используют для криоконсервирования ооцитов и 

эмбрионов. 
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Рис. 3.1.17. Зависимость среднего времени образования поры от 

электрического потенциала на мембране двуклеточного эмбриона мыши при 

охлаждении с разными скоростями в 1 М растворе ДМСО. 

 

Созданная модель описывает трансмембранный перенос веществ между 

клетками и окружающей средой в процессе низкотемпературного 

консервирования клеточной суспензии и учитывает влияние на эти процессы 

экспозиции клеток в растворах криопротекторов, скорости охлаждения, 

геометрические и транспортные характеристики клеток. 

 Материалы подраздела 3.1 опубликованы в работах [175, 176]. 
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3.2. Усовершенствованная модель электрического пробоя клеточных 

мембран 

 

На втором этапе исследования для того, чтобы ответить на вопрос, 

происходит электрический пробой мембран при том или ином режиме 

замораживания, кратко рассмотрим современные теоретические представления 

об электрическом пробое клеточных мембран. Основные положения теории 

электрического пробоя бислойных липидных мембран сформулированы Ю. А. 

Чизмаджевым с коллегами в серии научных работ [127–133]. 

Сформулированная этими авторами теория опирается на расчет зависимости 

свободной энергии ( )aF  от радиуса a  гидрофильной цилиндрической поры, 

которая пронизывает липидный бислой. По теории Ю. А. Чизмаджева эта 

свободная энергия равна  

 

( ) ( ) 2
0

2
2 mmwm h

aahaF ϕεεεπσπ ∆−−= ,  (3.2.1) 

 

где h  – толщина клеточной мембраны, mσ  – удельная поверхностная 

энергия бислоя, 0ε  – электрическая постоянная, wε  и mε  − диэлектрическая 

проницаемость воды и липидного бислоя соответственно, mϕ∆  − мембранный 

потенциал.  

Наличие первого слагаемого в правой части равенства (3.2.1) обусловлена 

пропорциональным радиусу поры увеличением поверхности контакта 

липидного бислоя с водным раствором, который заполняет пору, вследствие 

чего поверхностная энергия системы повышается.  
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Рис. 3.2.1. Зависимость свободной энергии мембраны от размера мембранной 

поры: 1 – без учета гидратационного отталкивания между головками липидов, 

выстилающих стенку мембранной поры; 2 – с учетом гидратационного 

отталкивания. 

 

Второе слагаемое уравнения – ( ) 2
0

2

mmwh
a ϕεεεπ

∆−  отражает тот факт, 

что на боковую поверхность мембранной поры при наличии мембранного 

потенциала действует электрическая пондеромоторная сила, которая стремится 

расширить пору. Вследствие противоположного действия этих эффектов 

график зависимости ( )aFF =  имеет вид, показанный на рис. 3.2.1, 1. Как 

видно, свободная энергия мембраны как функция радиуса поры достигает 

максимума при некотором (критическом) радиусе поры 
( ) 2

0

2

mmw
c

ha
ϕεεε

γ
−

= , 
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где γ  – линейная плотность свободной энергии кромки мембранной поры. 

Потом, с увеличением радиуса поры свободная энергия мембраны монотонно 

уменьшается. 

В соответствии с принципом минимума свободной энергии в отсутствие 

трансмембранного потенциала электрического поля термодинамически 

устойчивым является состояние с нулевым радиусом поры. При наличии 

мембранного потенциала достаточно большой величины состояние с нулевым 

радиусом становится метастабильным. В соответствии с принципом минимума 

свободной энергии, если за счет тепловых флуктуаций радиус поры достигнет 

большего, чем критическое, значения ( a > ca ), происходит спонтанный разрыв 

мембраны, то есть возникает ее электрический пробой. 

Для того чтобы электрический пробой произошел, мембрана как 

термодинамическая система должна преодолеть энергетический барьер 

( ) 2
0

2

max
2

mmw
F

ϕεεε
πγ
−

=∆ . Как видно (рис. 3.2.1, 2), высота этого барьера 

уменьшается по мере увеличения величины мембранного потенциала. Вместе с 

уменьшением высоты барьера ОА и увеличением (по абсолютной величине) 

мембранного потенциала, время, за которое происходит разрыв мембраны под 

действием внутримембранной напряженности электрического поля, также 

уменьшается. Расчет этого времени на основе теории процессов 

активационного типа осуществляется по общеизвестному механизму [141]. 

Теория электрического пробоя биомембран Ю. А. Чизмаджева не 

учитывает существование очень сильных короткодействующих 

гидратационных сил отталкивания между липидными бислоями [177], которым 

соответствует увеличение свободной энергии приближающихся друг к другу по 

экспоненциальному закону 





−=∆

δ
lAF exp , где A  – работа по сближению 

бислоев, l  – расстояние между липидными бислоями, δ  – максимальное 

расстояние взаимодействия сил отталкивания, которое приблизительно равно 
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0,25 нм. Физической причиной гидратационного отталкивания является 

необходимость затраты сравнительно большой работы на отрыв 

гидратированных полярными головками липидов молекул воды для 

достижения непосредственного контакта между липидными бислоями. 

Гидратационная сила препятствует уменьшению радиуса гидрофильной 

мембранной поры до нуля даже в отсутствие мембранного потенциала. С 

учетом силы гидратационного отталкивания зависимость свободной энергии 

мембраны от радиуса гидрофильной мембранной поры определяется функцией 

 

( ) ( ) 





−+∆−−=

δ
ϕεεεπσπ aA

h
aahaF mmwm exp2 2

0

2
, 

 

график этой функции представлен на рис. 3.2.1, 2.  

Таким образом, даже в отсутствие мембранного потенциала стабильной 

является мембранная пора с отличным от нуля радиусом поры 0a . По данным 

робот [178, 179] 0a  ≈ 0,5 нм, что при h  = 5×10-9 м, mσ  = 0,004 Дж/м2, что 

приводит к значению A  ≈ 8×10-20 Дж. Существование гидрофильных пор с 

размером ≈ 0,5 нм в цитоплазматических мембранах клеток согласуется с 

экспериментальными даными о большей электропроводности клеточных 

мембран по сравнению с искусственными БЛМ, объясняет возможность 

перемещения мембранных компонентов из одного монослоя в другой монослой 

по кромке мембранных пор, а также высокую проницаемость молекл 

диметилсульфоесида, этиленгликоля, 1,2−пропандиола по сравнению с 

криопротекторами, эффективный размер молекул которых превышает 0,5 нм. 

Одним из наиболее существенных следствий существования сил 

гидратационного отталкивания между липидами, расположенными в стенке 

гидрофильной поры, является понижение высоты барьера, который система 

должна преодолеть, чтобы мембрана разорвалась: ОА > ВА (рис. 3.2.1).  
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Расчет времени, за который осуществляется разрыв мембраны при 

заданном значении мембранного потенциала осуществлялся по известному 

алгоритму [141].  

 

( ) ( )

( ) ( )
kT

aFaF

aF
da
daF

da
dD

kTt minmax

2
1

max2

2

min2

2

exp −









−

=
π

 

 

где k  – постоянная Больцмана, T  – абсолютная температура, D  – 

коэффициент диффузии системы в простпанстве размера поры, ( )maxaF  и 

( )minaF  – значения свободной энергии мембраны соответственно в максимуме 

А и в минимуме В (рис. 3.2.1). Вторые производные ( )min2

2
aF

da
d

−  и 

( )max2

2
aF

da
d

 определялись численно как коэффициенты при квадрате радиуса 

поры в квадратичных ролиномах, апрокимирующих функцию ( )aF  в 

окрестности ее экстремумов. 

Значения параметров, использованных при компьютерном 

моделировании процесса электропорации ооцитов и двуклеточных эмбрионов 

мыши приведены в таблице 3.2.1. 
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Таблица 3.2.1. 

Значения параметров, использованных при компьютерном моделировании 

процесса электропорации ооцитов и двуклеточных эмбрионов мыши 

 

Наименование величины Обозначение Численное значение 

1 2 3 

Модуль изотропного растяжения 
мембраны 

Γ  0,5 Н/м  

Модуль растяжения мембраны при 
постоянной площади 

µ  5×10-5 Н/м  

Радиус ооцита мыши or  35,5×10-6 м 

Радиус бластомера в двуклеточном 
эмбрионе мыши 

br  28×10-6 м  

Линейная плотность свободной 
энергии кромки мембранной поры 

γ  10-12 Н 

Диэлектрическая проницаемость 
мембраны липосомы или клетки 

mε  2 

Диэлектрическая проницаемость 
водного внеклеточного и 
внутриклеточного раствора 

ε  80 

Электрическая постоянная 0ε  8,854×10-12 Кл2/м2Н 

Толщина мембраны h  10-8 м 
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1 2 3 

Диаметр zona pellucida яйцеклетки 
мыши 

L  1,15×10-4 м 

Радиус мембранной поры в 
недеформированной мембране 
яйцеклетки 

0a  35,5×10-10 м  

Температура T  293,15 К 

Постоянная Больцмана k  1,38×10-23 Н·м/К 

Коэффициент диффузии в 
пространстве размера поры 

D  5×10-14 м2/с 

 

Расчитаная таким образом зависимость времени, за которое происходит 

разрыв мембраны, от величины собственного мембранного потенциала клетки 

имеет вид (рис. 3.2.2).  

Важной особенностью этой зависимости является то, что разрыв 

мембраны наступает не только при больших значениях мембранного 

потенциала, но и при сравнительно небольших значениях мембранного 

потенциала, если они сохраняются достаточно длительный промежуток 

времени. Приведенная на рис. 3.2.2 кривая делит площадь рисунка на две 

области: область выше этой кривой соответствует условиям, при которых 

электрический пробой мембран в процессе замораживания происходит, а если 

временная зависимость мембранного потенциала лежит ниже кривой, 

электрического пробоя мембран не происходит.  

Следует подчеркнуть, что экспериментальные данные об электрическом 

пробое биомембран в подавляющем большинстве получены при действии на 
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мембрану очень коротких (до мс) прямоугольных импульсов внешнего 

электрического поля, при которых напряженность электрического пробоя 

биомембран слабо зависит от продолжительности существования на мембране 

аномально высоких значений мембранного потенциала. 

 

 

Рис. 3.2.2. Зависимость среднего времени образования поры в клеточной 

мембране от приложенного к ней мембранного потенциала. 

 

Совместим полученные в предыдущем разделе расчеты зависимости 

продолжительности экспозиции клеток при разных значениях мембранного 

потенциала в процессе их замораживания (рис. 3.1.17) и зависимость, 

представленную на предыдущем рисунке (рис. 3.2.2). Смещенные таким 

образом кривые представлены на рис. 3.2.3. 



 
93 

 

Рис. 3.2.3. Зависимость среднего времени образования поры в клеточной 

мембране от приложенного к ней мембранного потенциала при охлаждении 

двуклеточного эмбриона мыши с учетом сил гидратационного отталкивания. 

 

Понятно, что критерием повреждения клеток при замораживании путем 

электрического пробоя их мембран является пересечение соответствующей 

данному режиму замораживания кривой со штриховой линией. Очевидно, что 

если при охлаждении двуклеточного эмбриона мыши под защитой 1 М 

раствора диметилсульфоксида скорость охлаждения превышает значение 

5 К/мин., его мембрана повреждается путем электрического пробоя, тогда как 

при меньших скоростях охлаждения электрического пробоя мембран не 

происходит. Как видно из графика при скорости охлаждения 10 К/мин 

электрический пробой мембраны в среднем возникает через 320 с. 
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Таким образом, использование созданной модели для анализа явлений, 

которые происходят в результате низкотемпературного консервирования, 

позволяет определить причины влияния скорости охлаждения на электрический 

пробой клеточных мембран.  

Использованный нами алгоритм компьютерного расчета условий 

криоконсервирования, при которых наступает электрический пробой мембран, 

является универсальным и может быть для любой клеточной суспензии. 

Материалы подраздела 3.2 опубликованы в работах [180 – 185]. 

 

3.3. Экспериментальное изучение электрического пробоя двуклеточных 

эмбрионов мыши до и после экспозиции в криозащитных растворах и 

после полного цикла криоконсервирования методом витрификации 

 

Основной мишенью действия неблагоприятных факторов 

криоконсервирования являются плазматические мембраны клеток, поэтому 

расширение набора клеточных параметров, которые бы отражали состояние 

мембран на различных этапах протокола криоконсервирования является 

актуальной задачей современной криобиологии. Известно, что напряжение, при 

котором происходит электрический пробой мембран, может быть 

информативным параметром, так как изменения в структуре мембраны под 

действием различных факторов отражаются на значении критического 

напряжения электрического пробоя [6].  

В задачу исследований этого раздела входило изучение влияния 

различных этапов протокола криоконсервирования методом витрификации в 

этиленгликоль – сахарозной среде на электрическую проводимость 

двуклеточных эмбрионов мыши. Экспериментально методом импульсной 

кондуктометрии было изучено влияние на электрическую проводимость 

двуклеточных эмбрионов мыши экспозиции клеток в криозащитной среде и 

полного этапа криоконсервирования методом витрификации. В первой серии 
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экспериментов эмбрионы после 5–минутной экспозиции в 10%–м растворе 

этиленгликоля были экспонированы в этиленгликоль–сахарозной среде 

(30% ЭГ + 0,7 М раствор сахарозы) в течение 1,5 и 3 минут. Во втором серии 

экспериментов двуклеточные эмбрионы мыши, после 5–минутной экспозиции в 

10%–м растворе ЭГ и экспозиции в этиленгликоль–сахарозной среде в течение 

1,5 мин и 3 мин подверглись охлаждению до температуры 77 К, хранению в 

жидком азоте в течение 7 дней, последующему отогреву при 311 К и отмывке 

клеток от криопротектора.  

На рис. 3.3.1 и 3.3.2 представлены экспериментальные данные 

зависимости удельной электрической проводимости отдельных двуклеточных 

эмбрионов мыши контрольной группы от напряженности электрического 

поля. Как видно, электропроводность эмбрионов монотонно повышается по 

мере увеличения амплитуды прямоугольных импульсов электрического поля. 

При этом наблюдаются флуктуации величины проводимости, которые 

свидетельствуют о незначительных спонтанных колебаниях радиуса 

мембранных пор вблизи значения, которое соответствует локальному 

минимуму свободной энергии плазматических мембран бластомеров. При 

относительно небольших значениях напряженности поля 0,5–1×105 В/м 

электрическая проводимость отдельных эмбрионов характеризуется близкими 

значениями. По мере увеличения амплитуды подаваемого импульса значения 

проводимости для отдельных эмбрионов характеризуются большим разбросом, 

что отражает индивидуальные особенности эмбрионов на действие 

электрического поля (рис. 3.3.1, а).  

Значения электрической проводимости начиная с напряженности поля 

1,2×105 В/м достоверно (р≤0,05) превышают начальные значения (рис. 3.3.2), 

что свидетельствует о нарастающей порации плазматических мембран 

эмбрионов [7].  
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Рис. 3.3.1. Характерные зависимости удельной электрической проводимости 

отдельных двуклеточных эмбрионов мыши контрольной группы от напряжения 

ИЭП: а – в диапазоне напряженности ИЭП 0,2–3×105 В/м; б – в диапазоне 

напряженности ИЭП 1–8×105 В/м. 
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В этом диапазоне напряженностей электрического поля необратимого 

электрического пробоя и лизиса бластомеров не наблюдалось, что 

свидетельствует о достаточно высокой устойчивости двуклеточных эмбрионов 

мыши контрольной группы к действию импульсов электрического поля. 

 

 

Рис. 3.3.2. Усредненная зависимость удельной электрической проводимости 

двуклеточных эмбрионов мыши контрольной группы от напряжения ИЭП. 

Примечание: * – статистически достоверное отличие по сравнению с 

электропроводностью при напряженности поля 0,2×105 В/м, р≤0,05. 

 

При превышении значений напряженности поля 3×105 В/м для 

большинства эмбрионов наблюдается резкий рост проводимости, что 

свидетельствует о развитии необратимого электрического пробоя. При этом 

наблюдается лизис бластомеров (рис. 3.3.1, б). 
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Под напряженностью электрического поля на рис. 3.3.1 и далее имеется 

в виду величина L/ϕ∆ , де ϕ∆  – разность электрического потенциала между 

электродами электропоратора, L  – расстояние между электродами.  

Как видно из представленных данных, в области напряженностей поля 

0,2–3×105 В/м средние значения электрической проводимости двуклеточных 

эмбрионов этой группы при увеличении амплитуды подаваемого импульса 

меняются в диапазоне значений ((1,4±0,6)÷(6,5±1,4))×10-3 См/м (рис. 3.3.2).  

Рис. 3.3.3 и 3.3.4 иллюстрируют характер изменения электропроводности 

эмбрионов I–й экспериментальной группы, для которой время экспозиции 

клеток в этиленгликоль–сахарозной среде составило 1,5 минуты. 

 

 
Рис. 3.3.3. Характерные зависимости электрической проводимости отдельных 

двуклеточных эмбрионов мыши от напряженности электрического поля после 

полутораминутной экспозиции в среде витрификации. 
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Рис. 3.3.4. Усредненная зависимость электрической проводимости 

двуклеточных эмбрионов мыши от напряженности электрического поля после 

полутораминутной экспозиции в среде витрификации. Примечание: * – 

статистически достоверное отличие по сравнению с электропроводностью при 

напряженности поля 0,5×105 В/м, р≤0,05. 

 

Как видно из представленных данных зависимость электропроводности 

от напряженности поля носит также монотонно возрастающий характер, 

близкий к линейному. 

Достоверное превышение (р≤0,05) значений электрической 

проводимости, эмбрионов, определенных при 4 – 4,5×105 В/м, начальных 

значений этого параметра (определенных при 0,5×105 В/м) свидетельствует о 

равномерной порации плазматических мембран эмбрионов без нарушения их 

структурной целостности. 
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Средние значения удельной электрической проводимости этой группы 

практически совпадают со значениями электропроводности эмбрионов 

контрольной группы и находятся в диапазоне ((1,7±0,6)÷(3,4±0,9))×10-3 См/м 

(рис. 3.3.4). Полученные результаты свидетельствуют о неповреждающем 

действии криозащитного раствора на структуру плазматических мембран 

эмбрионов мыши в данных условиях. Следует отметить, что эмбрионы этой 

экспериментальной группы, демонстрируют устойчивость к действию 

электрического импульса вплоть до 5×105 В/м, что можно объяснить 

стабилизирующим действием криопротектора на плазматические мембраны 

эмбрионов (рис. 3.3.3).  

Криопротекторы, оказывают сложное воздействие на клетки. 

Криопротекторы могут адсорбироваться на плазматической мембране, тем 

самым увеличивая ее эффективную толщину, взаимодействовать с липидными 

компонентами, гидрофильными и гидрофобными участками молекул белков, 

проникать внутрь мембранного бислоя, тем самым изменяя 

электроизоляционные характеристики плазматической мембраны.  

На рис. 3.3.5 и 3.3.6 представлены измеренные нами зависимости 

электрической проводимости отдельных эмбрионов мыши от напряженности 

электрического поля после их трехминутной экспозиции в среде витрификации. 

В этом случае средние численные значения проводимости эмбрионов в 

диапазоне напряженностей поля 0,5–3,5×105 В/м менялись в диапазоне 

значений (1,9±0,4)÷(5,0±1,7))×10-3 См/м. Значения электрической проводимости 

эмбрионов этой группы, определенные при 0,5×105 В/м были недостоверно, но 

несколько выше по сравнению со значениями электропроводности эмбрионов 

контрольной и I–й экспериментальной групп (рис. 3.3.6). 

Кроме того, когда напряженность электрического поля между 

электродами превышала значение 3,5×105 В/м, наблюдался резкий рост 

электрической проводимости значительной части эмбрионов, 

сопровождающийся лизисом бластомеров, что свидетельствует о необратимом 

электрическом пробое их плазматических мембран (рис. 3.3.5). 
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Рис. 3.3.5. Характерные зависимости удельной электрической проводимости 

отдельных двуклеточных эмбрионов мыши от напряжения ИЭП после 

трехминутной экспозиции в среде витрификации.  

 

Значения проводимости, определяемые при 2,5 – 3,5×105 В/м достоверно 

(р≤0,05) превышают значения, полученные при малых значениях 

напряженностей поля (0,5×105 В/м). В диапазоне напряженностей 1,4–

2×105 В/м на кривой проводимости (рис. 3.3.6) появляется участок с точкой 

перегиба, характерный для слияния бластомеров, как было показано в работе 

[186]. 

Можно предположить, что при структурных нарушениях мембраны, 

которые могут иметь место при длительной экспозиции эмбрионов в среде 

консервирования, может меняться количество и характер распределения 

мембранных пор, индуцированных внешним электрическим полем. 
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Рис. 3.3.6. Усредненная зависимость удельной электрической проводимости 

отдельных двуклеточных эмбрионов мыши от напряжения ИЭП после 3–

минутной экспозиции в среде витрификации. Примечание: * – статистически 

достоверное отличие по сравнению с электропроводностью при напряженности 

поля 0,5×105 В/м, р<0,05. 

 

В следующей серии экспериментов определяли электрическую 

проводимость и устойчивость двуклеточных эмбрионов мыши к действию 

импульсов электрического поля после полутораминутной и трехминутной 

экспозиции в этиленгликоль–сахарозной среде, охлаждения до 77 К, хранения 

при температуре жидкого азота в течение 7 дней, отогрева на водяной бане при 

температуре 311 К и отмывки клеток от криопротектора. 

 На рис. 3.3.7 и 3.3.8 приведены зависимости электрической проводимости 

двуклеточных эмбрионов от напряженности электрического поля после 

полутораминутной экспозиции в этиленгликоль – сахарозной среде и 

последующего охлаждения – отогрева.  
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Рис. 3.3.7. Характерные зависимости электрической проводимости отдельных 

двуклеточных эмбрионов мыши от ИЭП после 1,5–минутной экспозиции 

клеток в этиленгликоль–сахарозной среде и быстрого охлаждения–отогрева. 

 

Удельная электрическая проводимость эмбрионов этой группы 

изменялась в следующих пределах: ((2,1±0,7)÷(3,9±0,7))×10-3 См/м. 

Необратимый электрический пробой и лизис бластомеров не наблюдался (рис. 

3.3.8). Достоверное различие (р≤0,05) между начальными (при 0,5×105 В/м) и 

конечными (при 4,5×105 В/м) значениями электрической проводимости 

эмбрионов свидетельствует о нарастающей порации мембран эмбрионов в 

ответ на увеличение амплитуды электрического импульса. 

Следует отметить, что начальные значения электрической проводимости 

(при 0,5×105 В/м) эмбрионов данной группы достоверно выше (р≤0,05) 

значений электропроводности контрольной группы и на уровне тенденции 

значений этого параметра эмбрионов I–й группы (рис. 3.3.8), что 
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свидетельствует об изменении электроизоляционных свойств 

плазматических мембран эмбрионов на этапах охлаждения и отогрева, что в 

свою очередь можно объяснить изменением кинетики образования мембранных 

пор и времени их жизни вследствие фазовых переходов мембранных липидов 

[76]. 

 

 

Рис. 3.3.8. Усредненная зависимость электрической проводимости 

двуклеточных эмбрионов мыши от ИЭП после 1,5–минутной экспозиции 

клеток в этиленгликоль–сахарозной среде и быстрого охлаждения – отогрева. 

Примечание: # – статистически достоверное отличие по сравнению с 

контролем; * – с электропроводностью при напряженности поля 0,5×105 В/м, 

р≤0,05. 

 

Рис. 3.3.9 и 3.3.10 иллюстрируют характер изменения 

электропроводности эмбрионов IV–й экспериментальной группы.  



 
105 

 

Рис. 3.3.9. Характерные зависимости удельной электрической проводимости 

отдельных двуклеточных эмбрионов мыши от напряжения ИЭП после 3–

минутной экспозиции в среде витрификации и быстрого охлаждения–отогрева. 

 

Перед криоконсервированием клетки выдерживали в среде витрификации 

3 минуты. Электропроводность эмбрионов в диапазоне от 0,5 до 3×105 В/м 

изменялась в пределах ((2,3±0,9)÷(3,4±1,2))×10-3 См/м (рис. 3.3.10). Начальные 

значения электрической проводимости эмбрионов (определенные при 

0,5×105 В/м) после трехминутной экспозиции и быстрого охлаждения – 

отогрева достоверно выше (р<0,05) по сравнению с электропроводностью 

эмбрионов контрольной группы, недостоверно (р≥0,05), но существенно выше 

значений электрической проводимости эмбрионов I–й экспериментальной 

группы и выше на уровне тенденции значений этого параметра эмбрионов II–й 

группы. 
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Рис. 3.3.10. Усредненная зависимость удельной электрической проводимости 

отдельных двуклеточных эмбрионов мыши от напряжения ИЭП после 3–

минутной экспозиции в среде витрификации и быстрого охлаждения – 

отогрева. Примечание: # – статистически достоверное отличие по сравнению с 

контролем, р≤0,05 

 

По достижении напряженности электрического поля значения 4×105 В/м 

электропроводность всех клеток этой экспериментальной группы резко 

увеличивалась за счет необратимого электрического пробоя мембраны, что 

приводило к лизису и разрушению бластомеров. 

Отсутствие достоверного различия между начальными (при 0,5×105 В/м) 

и конечными (при 3,5×105 В/м) значениями электрической проводимости (рис. 

3.3.10) может свидетельствовать о структурных нарушениях мембран 

эмбрионов, вызванных как действием чрезмерной экспозиции в этиленгликоль–

сахарозной среде, так и этапов охлаждения – отогрева. 

В работе [157] было показано, что длительность экспозиции эмбрионов 

мыши в этиленгликоль – сахарозной среде перед погружением в жидкий азот  
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существенно влияет на морфофункциональную сохранность эмбрионов. 

Увеличение экспозиции от 1,5 до 3 мин в среде криоконсервирования приводит 

к снижению количества развившихся эмбрионов в условиях in vitro  за счет 

увеличения доли апоптотических эмбрионов. 

Анализ полученных и литературных данных показывает, что этап 

экспозиции в этиленгликоль – сахарозной среде является наиболее 

критическим этапом протокола криоконсервирования двуклеточных эмбрионов 

мышей методом витрификации, оказывающим влияние на структуру и 

целостность их плазматических мембран, что проявляется в увеличении их 

электрической проводимости по сравнению с физиологической нормой и 

нарушении устойчивости к действию импульсного электрического поля. 

Увеличение времени экспозиции от 1,5 до 3 мин приводит к снижению 

устойчивости мембран эмбрионов к действию приложенного поля, что 

отражается в явлении необратимого электрического пробоя. По–видимому, 

увеличение электрической проводимости плазматических мембран после 

действия криозащитных растворов может быть следствием изменения 

проницаемости мембраны для ионов и нарушения ионного гомеостаза, если 

время экспозиции в этих растворах превышает оптимальное значение. Это 

согласуется с литературными данными. Ранее методом электронно – зондового 

микроанализа было показано, что при увеличении времени экспозиции 2–

клеточных эмбрионов мыши в этиленгликоль–сахарозной среде от 1,5 до 3 мин 

происходит трехкратное снижение цитоплазматической концентрации 

основных неорганических элементов – калия и натрия [187, 188]. Снижение 

внутриклеточной концентрации этих элементов после экспозиции в среде 

замораживания приводит к нарушению интегральной целостности мембраны и 

ее связи с цитоскелетными структурами, что отражается в резком возрастании 

электрической проводимости и наблюдаемом необратимом электрическом 

пробое мембраны при воздействии импульсного электрического поля.  

Материалы подраздела 3.3 опубликованы в работах [189–199]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Физико – математическое и компьютерное моделирование уже многие 

годы успешно применяется в области криобиологии для решения множества 

прикладных и фундаментальных задач. Благодаря этим методам исследования 

на основе полученных расчетов можно прогнозировать, какие протоколы 

криоконсервирования являются более эффективными, и тем самым заменить 

часть реальных экспериментов теоретическими расчетами. Созданная модель 

учитывает скорость охлаждения, состав криозащитной среды, геометрические и 

транспортные характеристики клеток, а также позволяет оценить изменение 

мембранного потенциала клеток. Поэтому физико – математическая модель 

трансмембранного переноса веществ и электропорации клеток при 

замораживании клеточной суспензии может быть использована для анализа и 

трактовки результатов различных криобиологических экспериментов и для 

прогнозирования оптимальных протоколов криоконсервирования. 

В настоящее время явление электропорации клеточных мембран широко 

применяется не только в прогрессивных биотехнологических и медицинских 

технологиях, но является актуальным с криобиологической точки зрения. В 

модели учитывается существование сильных короткодействующих сил 

гидратационного отталкивания между головками полярных липидов, которые 

выстилают стенку гидрофильной мембранной поры. Учет этого эффекта 

приводит к уменьшению значений мембранного потенциала клеток, при 

которых происходит электрический пробой их мембран. Также на основе 

модели электрического пробоя клеточных мембран теоретически рассчитано 

время, за которое происходит электрический пробой мембран при том или 

ином мембранном потенциале. Например, результаты компьютерного 

моделирования для конкретных клеток (ооциты и двуклеточные эмбрионы 

мыши) показывают, что при их замораживании в криозащитном растворе «1 М 

ДМСО – 0,15 М NaCl – вода» электроизоляционные свойства 
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цитоплазматических мембран ооцитов и двуклеточных эмбрионов мыши 

нарушаются при скоростях охлаждения, превышающих 5 К/мин. 

Экспериментальная часть работы посвящена изучению условий 

возникновения обратимого и необратимого электрического пробоя 

двуклеточных эмбрионов мыши методом электрокондуктометрии. Показано, 

что устойчивость эмбрионов к электропробою остается практически 

неизменной в процессе криоконсервирования по стандартному режиму. В 

случае отклонения (увеличения времени экспозиции) от оптимальных условий, 

происходит снижение стойкости мембран к электрическому пробою, что 

подтверждается резким ростом проводимости при напряженности поля >3,5 – 

4×105 В/м. Следовательно, метод электропорации может быть использован как 

экспресс–тест для оценки сохранности барьерной функции биологических 

мембран после действия на них экстремальных факторов. 

Таким образом, в результате проведенных теоретических и 

экспериментальных исследований разработана физико–математическая модель, 

позволяющая наряду с процессами массопереноса в системе «клетка – 

окружающая среда» оценивать изменение мембранного потенциала на 

различных этапах низкотемпературного консервирования.  

Получены экспериментальные доказательства возможного нарушения 

электроизоляционных свойств цитоплазматических мембран не только при 

действии внешнего электрического поля, но и за счет гиперполяризации 

мембран, возникающей в процессе замораживания.  
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ВЫВОДЫ 

 

В диссертационной работе представлено теоретическое обобщение и 

новое решение научной задачи, которое заключается в определении условий 

нарушения электроизоляционных свойств цитоплазматических мембран при 

низкотемпературном консервировании клеток. Путем компьютерного 

моделирования показано, что такие нарушения могут быть вызваны 

увеличением мембранного потенциала вследствие роста внеклеточной 

концентрации солевого раствора. Увеличение концентрации внутриклеточного 

раствора приводит к уменьшению мембранного потенциала, что способствует 

защите клеток. 

1. Создана оригинальная физико–математическая модель 

трансмембранного переноса веществ между клетками и окружающей их средой 

в процессе замораживания клеточной суспензии, которая учитывает скорость 

охлаждения, геометрические и транспортные характеристики клеток и состав 

криозащитной среды и позволяет оценить изменение мембранного потенциала 

клеток. 

2. Теоретически доказано, что учет сил гидратационного отталкивания 

между липидами в стенке гидрофильной поры, приводит к уменьшению 

значений мембранного потенциала клеток, при которых происходит нарушение 

электроизоляционных свойств их цитоплазматических мембран. 

3. Теоретически установлено, что при экспозиции ооцитов и 

двуклеточных эмбрионов мыши в растворах ЭГ и ДМСО наблюдается обратная 

деполяризация мембран, тем более выражена, чем выше концентрация 

криопротекторов. 

4. Теоретические расчеты показали, что при медленном охлаждении 

ооцитов и двуклеточных эмбрионов мыши (<5 К/мин) после гиперполяризации 

мембран наблюдается их деполяризация, в то время как при быстром 
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охлаждении мембранный потенциал достигает значений в интервале –50÷–

80 мВ, что может стать причинной электрического пробоя мембран.  

5. Установлено, что теоретически рассчитанная величина напряженности 

электрического поля на мембранах клеток при замораживании достигает 

уровня (107 В/м), что превышает экспериментально установленный 

критический порог напряженности поля (4×105 В/м), при котором происходит 

нарушение электроизоляционных свойств цитоплазматических мембран.  

6. Показано, что экспозиция двуклеточных эмбрионов мыши в 

этиленгликоль – сахарозной среде на протяжении 1,5 минут не приводит к 

необратимому электрическому пробою и лизису бластомеров как до, так и 

после охлаждения клеток до 77 К. Электроизоляционные свойства эмбрионов 

нарушаются после 3–минутной экспозиции в этиленгликоль – сахарозной 

среде. 

7. Экспериментально установлено, что обратимая электропорация 

двуклеточных эмбрионов реализуется в интервале напряженностей 

электрического поля 0,5–3×105 В/м, а необратимая электропорация при 

напряженностях поля больших 3,5×105 В/м. 
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