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популяцию в равновесном состоянии по закономерности Кастла – Харди – 
Вайнберга.  
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Предложен метод определения проводимости 0,3М маннита, ооцитов и двухклеточных 
эмбрионов под действием импульсного электрического поля при различной температуре. 
Получена обратная зависимость напряженности электропробоя мембран клеток от 
температуры среды.     
Ключевые слова: проводимость, температура,  ооцит, эмбрион, электропробой 
 
Запропоновано метод визначення провідності 0,3М маніту, ооцитів та двохклітинних ембріонів 
під дією імпульсного електричного поля при різній температурі. Отримана зворотна залежність 
напруженості електропробою мембран клітин від температури середовища.  
Ключові слова: провідність, температура, ооцит, ембріон, електропробій 
 
The method of conductivity determination of 0,3М mannitol, oocytes and two-cell embryos under 
action of the impulse electric field at different temperature is suggested. Inversely association of 
electro-breakdown field strength of cell membranes with the temperature is obtained.      
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Введение 
В технологии клонирования животных для реконструкции эмбрионов 

широко применяется метод электрослияния. Он основан на известном явлении 
пробоя мембран в импульсном электрическом поле [1]. Электрослияние клеток 
обычно проводят в диэлектрических средах, таких, как маннит или различные 
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сахара [2,3], чтобы свести к минимуму влияние проводимости среды на 
электропроводящие свойства клетки. При этом важно подобрать оптимальные 
технологические параметры слияния для различных клеток [3]. Несмотря на то, 
что основной механизм влияния температуры среды на состояние мембраны 
клетки известен [4,5], углубленное исследование этого варьируемого 
технологического параметра, практически не проводилось. Исследовать влияние 
температуры среды на клетку удобно по изменению ее проводимости, а 
критерием этого целесообразно выбрать напряженность электропробоя 
мембраны, поскольку при электрослиянии пробивается место контакта мембран 
сливаемых клеток, т.е. мембрана может служить своеобразным ”датчиком” 
влияния температуры среды. В качестве простого и недорогого модельного 
объекта исследования можно взять ооциты и эмбрионы мыши. В предыдущих 
исследованиях [6,7] установлено, что проводимость этих объектов связана с 
параметрами импульсного напряжения, которое прикладывается к их мембране. 
В связи с этим целью работы было исследование проводимости этих клеток в 
импульсном электрическом поле в зависимости от температуры диэлектрической 
среды. Полных аналогов исследования проводимости и электропробоя мембран 
эмбриональных и половых клеток животных в импульсном поле в разных 
условиях диэлектрической среды в доступной литературе авторами не 
обнаружено. Поэтому в контексте вышеизложенного такая работа становится 
актуальной. 

Метод определения проводимости 
Определение проводимости клеток и диэлектрической среды, в качестве 

которой был взят 0,3М маннит (SIGMA) на деионизованной воде, проведено с 
помощью аппаратуры и способа, разработанных и подробно описанных ранее [6-
8]. Объекты исследования располагались в капле на предметном стекле 
микроскопа между двумя соосными микроэлектродами и подвергались 
воздействию линейно возрастающего по амплитуде импульсного напряжения. 
Вначале определена проводимость маннита при разной температуре в 
импульсном поле с возрастающей напряженностью, затем при таком же 
воздействии определены проводимости клеток при разных температурах в среде 
маннита. В качестве критерия влияния температуры среды на проводимость 
клеток была взята напряженность поля в момент электропробоя клеточной 
мембраны. Значение этой величины вычислялось графоаналитическим способом 
в области резкого роста зависимости проводимости клетки от напряженности [9]. 
Вычисленные напряженности пробоя мембран клеток с целью сравнения 
нанесены на один график в зависимости от температуры маннита. Все 
вычисления и построение графиков выполнены с помощью программного пакета 
Microsoft Excel 2002. В экспериментах использованы ооциты и двухклеточные 
эмбрионы мыши, полученные по стандартной методике [10].  

Результаты исследования 
Установлено, что проводимость 0,3М маннита практически не зависит от 

напряженности поля в диапазоне 0-3,5 кВ/см при всех исследованных 
температурах. В то же время его проводимость растет с температурой при любой 
напряженности из указанного диапазона, рис.1.  
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Температурная зависимость проводимости 0,3М маннита линейно 
аппроксимирована с наклоном 0,18 мкСм/см·оС. Это свидетельствует о том, что 
увеличение температуры даже при одновременном росте напряженности поля не 
приводит к электростимулируемой диссоциации маннита в водном растворе, т. е. 
он в этих условиях остается хорошим диэлектриком. Общий вывод можно 
сделать такой. Температурная зависимость проводимости 0,3М маннита 
подчиняется обычному закону для жидких диэлектриков придостаточно низкой 
напряженности поля [11] со средним коэффициентом около 2,5%/оС. Кроме того, 
при 5-кратном увеличении температуры проводимость маннита растет всего 
вдвое и это можно считать несущественным в сравнении с проводимостью 
клетки 

 
Рис. 1 - Проводимость 0,3М маннита в зависимости от температуры 

. 
Определены проводимости ооцитов и двухклеточных эмбрионов в 

зависимости от напряженности поля при разных температурах в 0,3М манните. 
На рис.2 и 3 показаны средние по 3 клеткам зависимости проводимости (за 
вычетом проводимости маннита) [12]. Максимальная ошибка средних не 
превышала 10% и, чтобы не загромождать графики, не приведена. 

На рис.2 видно, что, 
начиная с температуры 
17оС, все ооциты показали  
резкий рост проводимости 
при соответствующей 
напряженности, что 
отвечает электропробою 
мембраны. Напряженность 
пробоя ооцитов с ростом 
температуры среды 
уменьшается, причем, при 
10оС пробоя не происходит 
совсем. 

 
Рис.2 – Семейство температурных зависимостей 
проводимости ооцитов от напряженности поля в 

0,3М манните 

Одним из наиболее вероятных объяснений этому может служить то, что 
мембрана клетки представляет собой жидкокристаллическую структуру [5], 
липидные компоненты которой претерпевают фазовый переход между 10 и 17оС. 
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Ближе к 10оС липиды мембраны малоподвижны, ее лабильность незначительна 
[5,13] и, следовательно, пробой невозможен даже при максимальном значении 
напряженности поля. При охлаждении до температур ниже 10°С мембрана 
попросту "замерзает", приобретая свойства двумерного кристалла [5], поэтому 
при температуре ниже 10оС электрослияние клеток млекопитающих невозможно 
[3].  

Проводимость эмбрионов так же, как и ооцитов, существенно зависит от 
температуры, но, в отличие от них, значения напряженности пробоя для 
эмбрионов несколько выше, рис.3. Скорее всего, это связано с размерами клеток, 
поскольку бластомеры эмбрионов, имея меньший диаметр, чем ооциты, 
пробиваются труднее последних [3].  

 
Рис.3 - Семейство температурных 
зависимостей проводимости 
двухклеточных эмбрионов от 

напряженности поля в 0,3 М манните 

 
Рис.4 - Зависимость напряженности 
пробоя мембран ооцитов и эмбрионов 
от температуры в 0,3 М манните 

Из температурных зависимостей проводимости клеток (рис.2,3) 
графоаналитическим методом [9] получены напряженности пробоя их мембран 
при соответствующих температурах и нанесены на общий график, рис.4.   

Из рис.4 видно, что обе зависимости Епр(Т) нелинейны и имеют точку 
перегиба, которая может означать существование оптимальной температуры 
среды для воздействия на клетку импульсным полем с целью пробоя. Эта 
температура приблизительно равна 27оС. Известно, что при температуре выше 
30оС репарация электропор мембраны после обратимого пробоя ускоряется 
благодаря термолабильности [3]. Поэтому, несмотря на снижение напряженности 
пробоя с ростом температуры, электропоры затягиваются быстрее, чем 
пробиваются. При снижении температуры все происходит наоборот. 
Своеобразная конкуренция этих процессов и отображается на рис.4, где точка их 
равновесия является точкой перегиба. Повышение температуры приводит к 
увеличению подвижности липидов в мембране [4,5], а это непосредственно 
сказывается на стабильности пор, и, значит, на скорости их репарации. И 
наоборот, снижение температуры приводит к уменьшению подвижности липидов 
мембраны, что способствует повышению ее прочности, стабилизации 
образовавшихся пор и снижению вероятности разрыва (пробоя) [4,5,13].  

Таким образом, влияние температуры среды на клетки во время действия 
на них импульсного поля приводит к существенному изменению напряженности 
пробоя мембраны, что можно использовать для оптимизации различных 
технологий электроманипуляции с клетками.    
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в работе с клетками. 
Выводы 
1. Температурная зависимость проводимости 0,3М маннита подчиняется 

линейному закону с коэффициентом 2,5%/оС. 
2. Проводимость ооцитов и двухклеточных эмбрионов мыши нелинейно 

зависит от температуры, которая связана с напряженностью электропробоя 
мембраны клеток обратной зависимостью.  
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