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Визначено провідність 0,1-0,5М маніту, 
ооцитів та двоклітинних ембріонів під дією 
імпульсного електричного поля зростаю-
чої напруженості. Отримано логарифмічну 
залежність напруженості електропробою 
мембран клітин від осмотичної концентра-
ції маніту

Ключові слова: провідність, осмотична 
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Определена проводимость 0,1-0,5М ман-
нита, ооцитов и двухклеточных эмбрио-
нов под действием импульсного электриче-
ского поля возрастающей напряженности. 
Получена логарифмическая зависимость 
напряженности электропробоя мембран 
клеток от осмотической концентрации 
маннита

Ключевые слова: проводимость, осмо-
тическая концентрация, ооцит, эмбрион, 
электропробой

Conductivity of 0,1-0,5М mannitol, oocytes 
and two-cell embryos under action the increa-
sing impulse electric field strength are determ-
ined. Logarithmic association of electro-break-
down field strength of cell membranes with the 
osmotic concentration of mannitol is obtained
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Введение

В современных технологиях клонирования для ре-
конструкции эмбрионов животных применяется метод 
электрослияния, основанный на эффекте пробоя мем-
бран в импульсном электрическом поле [1,2]. Среда для 
электрослияния должна иметь диэлектрические свой-
ства, чтобы снизить влияние на электропроводность 
клетки. Важнейшей характеристикой среды является 
осмотическая концентрация - суммарная концентра-
ция всех растворённых в воде веществ [3]. Будем 
применять здесь именно этот термин, чтобы не оста-
вить без внимания факт возникающего осмотического 
давления изнутри или снаружи мембраны клетки при 
понижении или повышении концентрации растворен-
ных веществ относительно цитоплазмы клетки. Для 
создания необходимого осмотического давления без 
увеличения проводимости в среду добавляют маннит, 
сахарозу или сорбит [1,2]. Эти вещества не проникают 

через мембрану и в определенных концентрациях не 
оказывают токсического эффекта на клетку в целом 
[2,4]. В состоянии пробоя клеточная мембрана теряет 
свойства селективного осмотического барьера, что 
сразу должно отразиться на проводимости клетки.

В предыдущих исследованиях [5,6] установлено, 
что проводимость клеток связана с параметрами сре-
ды и импульсного напряжения, которое прикладыва-
ется к мембране во время пробоя. Теперь необходимо 
исследовать проводимость этих клеток при том же 
воздействии, но в условиях различной осмотической 
концентрации среды, что в биотехнологии получения 
реконструированных эмбрионов животных практи-
чески неизвестно, но используется для облегчения 
электропорации клеток [7,8] и, по нашему мнению, 
имеет перспективы с точки зрения повышения реаль-
ной эффективности электрослияния. Для этой цели 
удобно использовать ооциты и эмбрионы мыши, как 
недорогие модельные объекты.
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Методика определения проводимости

Определение проводимости клеток и диэлектри-
ческой среды, в качестве которой был взят маннит (SI-
GMA) на деионизованной воде, проведено с помощью 
аппаратуры и способа, разработанных и подробно опи-
санных ранее [5,6,9]. Объекты исследования располага-
лись в капле на предметном стекле микроскопа между 
двумя соосными микроэлектродами и подвергались 
воздействию линейно возрастающего по амплитуде им-
пульсного напряжения. Вначале определена проводи-
мость маннита концентраций 0,1-0,5М в импульсном 
поле с возрастающей напряженностью 0-3,5кВ/см при 
комнатной температуре. Затем при тех же условиях и па-
раметрах определены проводимости клеток. В качестве 
критерия влияния осмотической концентрации среды 
на проводимость клеток взята напряженность поля в 
момент электропробоя клеточной мембраны. Значение 
этой величины вычислено графоаналитическим мето-
дом в области резкого роста зависимости проводимости 
клетки от напряженности [10]. Вычисленные напряжен-
ности пробоя мембран клеток нанесены на один график 
в зависимости от концентрации маннита. Все вычисле-
ния и построение графиков выполнены с помощью про-
граммного пакета Microsoft Excel 2002. В экспериментах 
были использованы ооциты и двухклеточные эмбрионы 
мыши, полученные по стандартной методике [11].

Результаты исследования

Установлено, что проводимость маннита для всех 
исследованных концентраций практически не зависит 
от напряженности поля. Обнаружена только концен-
трационная зависимость его проводимости, рис. 1, 
которая оказалась качественно подобной известным 
данным по кондуктометрии неэлектролитов [12].

Рис. 1. Проводимость маннита в зависимости от 
концентрации

Если концентрация растворенного вещества не пре-
вышает 0,1М, раствор неэлектролита обычно считают 
разбавленным. В таких растворах взаимодействие меж-
ду растворителем преобладает над взаимодействием 
растворителя и растворенного вещества, поэтому по-
следним можно пренебречь [12]. В случае более кон-
центрированных растворов такое приближение непра-
вомерно и для учета взаимодействия растворителя и 
растворенного вещества, а также молекул растворенного 
вещества между собой, вводится эмпирическая величи-
на, заменяющая концентрацию – активность, которая 
уменьшается с увеличением концентрации [12]. Поэтому 
максимум на кривой рис. 1 обусловлен тем, что, с одной 

стороны, с ростом концентрации маннита растет коли-
чество диссоциирующих ионных примесей, вносимых с 
ним, а с другой стороны, уменьшается активность и про-
водимость падает. Максимум несколько смещен вправо 
от малых концентраций. Сам по себе этот факт может 
представлять известный интерес для кондуктометрии 
диэлектрических жидкостей. Однако, детальный поиск 
причины такого поведения концентрационной зависи-
мости проводимости маннита выходит за рамки цели 
статьи, поэтому остается лишь констатировать этот факт 
и довольствоваться тем, что найденный максимум не-
значителен и практически не влияет на проводимость 
клеток, что видно из показанных ниже результатов.

Определены проводимости клеток в зависимости 
от напряженности поля в средах с осмотической кон-
центрацией маннита 0,1-0,5М. На рис.2 и 3 показаны 
средние по 3 клеткам зависимости проводимости (за 
вычетом проводимости маннита [6]). Максимальная 
ошибка средних для ооцитов и эмбрионов не превыша-
ла 10 и 15% соответственно и, чтобы не загромождать 
графики, не приведена.

На рис. 2 видно, что все ооциты во всех средах пре-
терпели электропробой мембраны с резким ростом про-
водимости при соответствующей напряженности поля.

Рис. 2. Семейство концентрационных зависимостей 
проводимости ооцитов от напряженности поля в манните

Оказалось, что напряженность пробоя ооцитов с 
ростом концентрации маннита увеличивается. Этот 
факт можно объяснить тем, что в гипотонической сре-
де (менее 0,3М) объем клетки увеличивается благода-
ря осмотическому давлению изнутри и, следователь-
но, механическое напряжение мембраны растет, она 
становится более чувствительной к повреждениям, 
которые наносит ей электрический импульс [7,8]. В ги-
пертонической среде (более 0,3М) наоборот, осмотиче-
ское давление снаружи растет, клетка сжимается, вы-
зывая эффект “упрочнения” мембраны, что приводит к 
увеличению электрической прочности на пробой.

Получено аналогичное семейство концентраци-
онных зависимостей проводимости двухклеточных 
эмбрионов от напряженности поля, рис. 3. На рис. 3 
видно, что с уменьшением концентрации маннита, на-
пряженность пробоя мембраны эмбрионов, так же, как 
и ооцитов, уменьшается. Это объясняется той же при-
чиной, что и для ооцитов, то есть посредством осмоти-
ческой реакции бластомеров эмбриона на гипотони-
ческие или гипертонические свойства среды. Однако, 
как видно из рис. 2 и 3, характер проводимости эмбри-
онов и ооцитов в 0,1М среде существенно различный. 
Качественное объяснение этому факту дано ниже.
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Рис. 3. Семейство концентрационных зависимостей 
проводимости двухклеточных эмбрионов от 

напряженности поля в манните

Из семейства концентрационных зависимостей 
проводимости клеток (рис. 2 и 3) графоаналитиче-
ским методом [10] получены значения напряженности 
пробоя мембран и нанесены на общий график в зави-
симости от осмотической концентрации маннита, рис. 
4. Справа на рис. 4 приведены уравнения логарифми-
ческой аппроксимации полученных зависимостей с 
коэффициентами детерминации. Экстраполяция ап-
проксимирующих кривых к нулевой напряженности 
пробоя дает концентрацию 0,044М (для ооцитов) и 
0,025М (для эмбрионов). Это означает, что при таких 
осмотических концентрациях маннита для повреж-
дения (разрыва) мембраны клеток даже не нужно 
прикладывать внешней силы в виде импульса. Дей-
ствительно, в эксперименте клетки не выдерживают 
помещения в среду маннита с концентрацией ниже 
0,1М - мембрана быстро и непроизвольно рвется.

Теперь, имея эти данные, можно предложить объяс-
нение различного характера проводимости эмбрионов 
и ооцитов в 0,1М среде маннита.

Рис. 4. Зависимость напряженности пробоя мембраны 
ооцитов и эмбрионов от концентрации маннита

По видеоизображению клеток установлено, что 
объем перивителлинового пространства эмбриона в 
изотонической среде (0,3М) превышает аналогичный 
объем ооцита в 2-3 раза в предположении сферично-
сти клеток в зоне и самой зоны пеллюцида. Поэтому 
понятно, что эмбрионы могут терпеть большую ги-
потонию, чем ооциты, поскольку их бластомерам еще 
есть куда расширяться, в то время, как ооцит достигает 
предела в виде зоны, которая удерживает мембрану 
от разрыва и лишь небольшое усилие способно ее 
пробить. Это подтверждает почти двойная разница 
значений экстраполированных концентраций, рис. 4 
(0,025М против 0,044М), а также меньшая напряжен-

ность пробоя ооцитов в 0,1М манните. Поэтому кривая 
проводимости эмбрионов в 0,1М манните, рис. 3, лежит 
значительно выше остальных, т.к. ее рост сопровожда-
ется и объясняется множественной электропорацией с 
выходом ионов цитоплазмы в диэлектрическую среду 
маннита перед необратимым пробоем.

Выводы

1. Проводимость маннита нелинейно зависит от 
концентрации в интервале 0,1-0,5М, имея максимум 
при 0,3М, и не зависит от напряженности поля в диа-
пазоне 0-3,5 кВ/см.

2. Напряженность пробоя ооцитов и эмбрионов 
мыши при изменении осмотической концентрации 
маннита в интервале 0,1-0,5М изменяется по логариф-
мическому закону.
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