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Одним из распространенных подходов, решающих задачу трансмембранного переноса в клетки биоло
гически активных соединений, комплексов макромолекул и других микро- и нанообъектов, является обра
тимая пермеабилизация — образование пор в плазматической мембране, в частности при действии внеш
него электрического поля (электропорация). Метод электропорации имеет ряд недостатков, самым суще
ственным из которых является значительное снижение жизнеспособности клеток после воздействия. В на
шей работе мы впервые применили комбинированный режим воздействия на клетки импульсными элект
рическими полями и акустическими ударными волнами, реализованный в разработанной в ГНЦ РФ  
ТРИНИТИ лабораторной установке для электропорации и сонопорации клеточных культур. Проведенные 
нами анализ цитотоксичности воздействия и эффективности трансмембранного переноса флуоресцент
ных зондов (кальцеин и пропидий йодид) показали, что комбинированный режим электропорации и соно
порации эффективнее электропорации в 1,25 раза и обладает меньшей цитотоксичностью по сравнению с 
сопоставимой по эффективности электропермеабилизацией. Оптимизированные режимы комбинирован
ной соноэлектропорации могут найти практическое применение для доставки в высокочувствительные 
клетки различных химических соединений и макромолекул, в частности, могут использоваться для транс
фекции стволовых клеток.
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Введение

Одной из важнейших функцией плазматической 
мембраны является барьерная. Эволюционно 
сформировался ряд «путей доступа» в цитоплазму 

клеток — в частности, это каналы, переносчики; эндо- и 
пиноцитоз. Подобные механизмы не всегда эффективны 
при их использовании в биомедицинских исследованиях 
и направленных модификациях клеток и клеточных 
структур. Поиск новых экономически целесообразных 
способов переноса биологически активных соединений, 
комплексов макромолекул и других микро- и нанообъек
тов через мембрану без существенного нарушения функ
ционирования клеток in vivo и in vitro является, на наш 
взгляд, актуальной задачей.

Одним из распространенных подходов, решающих за
дачу трансмембранного переноса, является обратимая 
пермеабилизация — образование пор в плазматической 
мембране под действием различных физических и хими
ческих факторов. Обратимый «пробой» плазматической 
мембраны во внешнем электрическом поле с образовани
ем короткоживущих пор — электропорация, или электро- 
пермеабилизация — уже достаточно давно используется 
для инициирования слияния клеток (электрослияние мем
бран), а также для доставки в клетки различных биологи
чески активных соединений, генных конструкций (элект
ротрансфекция), наночастиц.

Феномен резкого возрастания проводимости бислой
ных липидных мембран в условиях интенсивного внеш
него электрического поля известен с 40-х годов XX века 
[19—21]. Проницаемость клеточных мембран и искусст

венных плоских бислоев существенно меняется при росте 
трансмембранной разности потенциалов с 0,2 В до 1 В 
[22]. Ионный и молекулярный транспорт при этом возра
стает в несколько раз, нарушается барьерная функция 
мембраны. Этот процесс может иметь как обратимый, так 
и необратимый характер [22].

Изменения свойств мембран под действием электри
ческого поля обусловлены особенностями поведения ло
кальных дефектов типа сквозной поры в липидном бис
лое [8, 14]. При этом предполагается следующая последо
вательность событий: первичные конформационные из
менения липидов бислоя (нарушения ориентации дипо
лей), увеличение имеющихся и возникновение новых 
гидрофобных пор [23], развитие последних в более ста
бильные вторичные гидрофильные поры. Размеры гидро
фильных пор изменяются во времени в зависимости от 
продолжительности и силы электрического воздействия, 
что определяет дальнейшую судьбу мембраны и клетки, в 
целом, — либо «затягивание» пор и восстановление низ
кой проницаемости мембраны, либо необратимые изме
нения вплоть до гибели клетки.

Метод электропорации, будучи сравнительно эффек
тивным и дешевым способом внутриклеточной доставки, 
тем не менее, имеет ряд недостатков, самым существен
ным из которых является значительное снижение жизне
способности клеток после воздействия.

В последние годы значительно возрос интерес к  изуче
нию механизмов образования пор в плазматической мем
бране клеток в результате сонопорации — инициирова
ния ударной волной кавитации в жидкой среде [1]. Клю
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чевым событием этого процесса является образование за
полненных паром и газом кавитационных каверн (поло
стей, или пузырьков) при локальном понижении давле
ния в жидкости до давления насыщенных паров [10, 13]. 
В фазе разрежения акустической волны в жидкости образу
ется разрыв в виде полости, которая заполняется насыщен
ным паром данной жидкости. Через стены полости в нее 
диффундирует растворенный в жидкости газ, который за
тем подвергается сильному адиабатическому сжатию — 
под действием повышенного давления и сил поверхностного 
натяжения полость схлопывается, а пар конденсируется на 
границе раздела фаз. В момент схлопывания, давление и 
температура газа достигают значительных величин. После 
схлопывания полости в окружающей жидкости распро
страняется сферическая ударная волна, быстро затухаю
щая в пространстве. Процесс возникновения кавитацион
ных пузырьков является цепной реакцией [12].

Несмотря на растущее число исследований, механизмы 
генерации пор в мембранах при сонопорации клеток изуче
ны недостаточно. Потенциальными факторами пермеаби- 
лизации при сонопорации могут быть сдвиговые течения 
вблизи клеток; микроструи, «инъецирующие» клетку, на
гретый газ в пузырьках, находящихся в контакте с клеточ
ной мембраной. Вероятно, также, что различные субмикро- 
скопические структуры внутри клетки могут играть роль 
центров зарождения кавитационного процесса [1].

Целью нашей работы было исследование на клеточных 
линиях in vitro различных режимов раздельной и комби
нированной электро- и сонопермеабилизации, включая 
оценку эффективности трансмембранного переноса флу
оресцентных зондов и анализ цитотоксичности. Для со
здания комбинации электрического и акустического по
лей нами была впервые применена созданная в ГНЦ РФ 
ТРИНИТИ лабораторная установка для электропорации 
и ударно-волновой сонопорации клеточных культур. 
Установка обеспечивает широкие возможности воздейст
вия на клетки импульсными электрическими полями раз
личной длительности и амплитуды, акустическими удар
ными волнами и комбинированное воздействие.

Материалы и методы исследования
Лабораторная установка для электропорации

и ударно-волновой сонопорации клеточных культур
Установка имеет блочный принцип построения и со

стоит из трех функционально независимых устройств:
1) ударно-волновой сонопоратор;
2) электропоратор миллисекундного диапазона;
3) высоковольтный электропоратор субмикросекунд- 

ного диапазона.
Каждое из этих устройств может использоваться неза

висимо или совместно с другими под управлением син
хронизирующего генератора импульсов. В состав базовой 
модели лабораторной установки входят (рис. 1):

1) ударно-волновая ванна;
2) многопучковый излучатель акустических ударных 

волн;
3) кювета для суспензий клеточных культур;
4) генератор мощных импульсов тока многопучкового 

излучателя;
5) генераторы импульсов напряжения электропоратора;
6) зарядный блок генератора мощных импульсов тока;

7) зарядный блок генератора импульсов напряжения;
8) блок позиционирования кюветы в зоне фокуса мно

гопучкового излучателя акустических ударных волн;
9) система управления, контроля и измерения рабочих 

параметров.
При работе генератора на катушку каждого из излуча

телей через общий управляемый разрядник разряжался 
конденсатор емкостью 1 мкФ. Импульсы тока, проходя
щие через катушки излучателей, возбуждают в мембранах 
вихревые токи, взаимодействие которых с токами кату
шек приводит к  ударному ускорению мембран и прилега
ющих к ним слоев жидкости толщиной =ся/ш, где с — 
скорость звука в жидкости, ш — угловая частота разряда. 
Ускорение присоединенных масс жидкости приводит к 
формированию в ней ударно-акустических импульсов, 
которые проходят через акустические фокусирующие 
линзы и распространяются независимо вплоть до зоны 
пересечения пучков, являющейся фокальной областью 
генератора. Вблизи фокуса линзы импульсы давления 
распространяются в виде плоской волны. В фокус акусти
ческой линзы в ударно-волновую ванну помещается стан
дартная кювета для электропорации.

Линии клеток

Исследования проводились in vitro на линиях клеток, 
полученных из Российской Коллекции Культур Клеток 
позвоночных (Институт цитологии РАН): линии Jurkat 
лимфобластоподобной морфологии Т-лимфобластной 
лейкемии человека, линии эпителиоидной карциномы 
шейки матки HeLa.

Культивирование клеток

Адгезивные клетки HeLa культивировали на среде 
DMEM (Gibco, Invitrogen Corporation) c 10% FBS (Gibco, 
Invitrogen Corporation) в атмосфере 5% СО2, суспензион
ные Jurkat — RPMI1640 (Gibco, Invitrogen Corporation) c 
10% FBS (Gibco, Invitrogen Corporation) в атмосфере 5% 
СО2. Пересев клеток HeLa производился снятием с мат
расов смесью трипсин 0,25%: версен 0,02% (1:3), к р а^  
ность рассева составляла 1:3, оптимальная плотность 
4,0х104 клеток/см2. Пересев клеток Jurkat произодился с 
плотностью 5,0х105 клеток/мл. Подсчет клеток произво
дили на автоматическом счетчике клеток фирмы Invitro- 
Gen Countess.

Электропорация, 
воздействие импульсным электрическим полем

Клетки Jurkat снимали с матрасов и после однократ
ной отмывки в PBS при 4°С готовили стандартную кле
точную суспензию в PBS для линии Jurkat с плотностью 
4,0х106 кл/мл. Аликвоты клеточных суспензий помещали 
в охлажденную кювету для электропорации типа Biorad с 
расстоянием между электродами 4 мм.

Исследованы эффекты электрического поля напря
женностью от 750 В/см до 2,25 кВ/см при длительности 
импульса 700 мкс до 3700 мкс.

Воздействие ударно-волновым акустическим полем

Исследованы эффекты ударно-волнового акустиче
ского поля при максимально достижимой мощности им
пульсов при зарядном напряжении на емкости 19 и 23 кВ 
и числе импульсов от 10 до 100.

60 ПАТОГЕНЕЗ



Сочетанное воздействие 
электрическим и ударно-волновым акустическим полем

Исследованы эффекты сочетанного электрического 
поля напряженностью от 1 до 7 кВ/см, (импульс длитель
ностью 6 мкс) и ударно-волнового акустического поля с 
максимально достижимой мощностью (амплитуда удар
ной волны 100 МПа).

Определение цитотоксичности

Цитотоксичность импульсов определяли с помощью 
MTT-теста. Для этого после электропорации кювету ин
кубировали 30 мин при комнатной температуре, после че
го отбирали в стерильных условиях суспензию из кюветы 
и переносили на 96-луночный микропланшет так, что ко
нечный объем суспезии в лунке составил 100 мкл. План
шет после предварительной инкубации разной продолжи
тельности (до 24 ч) выдерживали 4 ч при 37°С в СО2-ин- 
кубаторе, по окончании инкубации в каждую лунку вно
сили по 10 мкл раствора МТТ (3[4,5-диметил-тиазол-
2-ил]-2,5-дифенилтетразолий) (2,5 мг/мл в PBS (150 мМ

натрий-фосфатный буфер, рН 7,2, 150 мМ NaCl), стери
лизованного через фильтры с диаметром пор 0,22 мкм). 
После инкубации в течение 4 ч при 37°С в увлажненной 
атмосфере 5% СО2 в лунки вносили по 100 мкл диметил- 
сульфоксида (ДМСО) и, вращая планшеты на орбиталь
ном шейкере при комнатной температуре в течение 
60 мин, растворяли образовавшиеся кристаллы формаза- 
на. Развитие окраски регистрировали путем измерения 
оптической плотности при длине волны 540 нм с помо
щью фотометра Hidex Chameleon.

Определение эффективности 
трансмембранного транспорта флуоресцентных зондов: 

кальцеин и пропидий иодид

В кювету для электропорации после внесения аликвот 
клеточных суспензий добавляли равный объем PBS с рас
творенными кальцеином и пропидий йодидом так, что 
конечная концентрация кальцеина составляла 10~4 М/л, 
пропидий йодида — 0,1 мг/мл. После электропорирова- 
ния кювету инкубировали 30 мин при комнатной темпе-

Рис. 1.
А — общий вид базовой модели лабораторной установки для электропорации и ударно-волновой сонопорации клеточных культур: слева на столе раз
мещена ударно-волновая ванна с тремя излучателями акустических ударных волн, два из которых размещены на боковых стенках ванны и один на дне 
ванны. Сверху ванны размещен блок позиционирования кюветы с клеточной культурой в зоне фокуса многопучкового излучателя акустических удар
ных волн. Рядом с ванной находится блок питания шаговых двигателей и контролеров. Внизу стойки размещены генератор миллисекундных импуль
сов напряжения и системный блок компьютера. Над ними размещается кабельный генератор высоковольтных импульсов субмикросекундного диапа
зона. Над монитором — зарядные блоки генераторов и блок осциллографа, наверху стойки — многоканальный генератор запускающих импульсов.
Б — ударно-волновая ванна с излучателями акустических ударных волн: два электромагнитных излучателя акустических фокусированных ударных волн 
размещены на боковых стенках ванны. Они создают две встречные волны, которые одновременно приходят в кювету с клеточной культурой. Один из
лучатель укреплен на дне ванны, ударная волна от него приходит в кювету через 300 — 400 мкс после прихода боковых волн и предназначена для инду
цированного схлопывания микропузырьков, образовавшихся после прохождения первых двух ударно-волновых импульсов.
В — конструкция макета трехпучкового генератора ударных волн: 1 — общая база; 2 — планарная спиральная катушка; 3 — металлическая мембрана; 4
— акустическая линза. Источники излучения ударных волн симметрично установлены на общей базе 1 так, чтобы оси источников излучения пересека
лись в их общем фокусе. Углы пересечения а  между осями источников излучения и осью симметрии генератора составляют а=20°. Каждый источник 
излучения состоит из планарной спиральной катушки 2, металлической мембраны 3 и акустической линзы 4, которая изготовлена из органического 
стекла. Выходной диаметр линз составляет 100 мм, фокусное расстояние f=170 мм. Расстояние от точки пересечения осей источников излучения до 
плоскости базы (эффективное фокусное расстояние трехпучкового генератора) составляет F=140 мм. Измерения области давления каждого источни
ка излучения показали, что диаметр фокусного пятна у каждого из источников излучения составил 2ro=8 мм, а продольная длина фокусной области 
(расстояние между точками на оси источника излучения, в которых амплитуда давления равняется половине максимальной величины в фокусе) равна 
70 мм. При суммировании трех пучков продольная длина фокусной зоны в эксперименте составила 10—15 мм.
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ратуре, суспензию клеток отмывали трехкратно в PBS при 
500 об./мин и анализировали на проточном цитометре. 
Флуоресценцию зондов регистрировали также с помо
щью флуоресцентной микроскопии. В качестве контроля 
использовали стандартные клеточные суспензии, сме
шанные с равными объемами PBS с растворенными флу
оресцентными зондами до идентичных конечных концен
траций.

Анализ
трансмембранного транспорта флуоресцентных зондов 

с помощью проточной цитометрии

Анализ клеточных суспензий осуществлялся на про
точном цитометре Partec Pas. Клетки Jurkat отмывали по
сле электропорации, до момента анализа хранили при 4°С 
(не более часа). Анализировались только свежие суспен
зии клеток.

Возбуждение флуоресценции осуществлялось лазером 
с длиной волны 488 нм, эмиссия регистрировалась с по
мощью узкополосных светофильтров и фотоумножителей 
каналов FL1 (530/30 нм), FL2 (585/42 нм). Накопление 
событий визуализировали на 1-параметрической гистог
рамме. Контрольные клетки без воздействия формирова
ли пик аутофлуоресценции, от конца которого до макси
мального значения трехдекадной логарифмической ш ка
лы выставляли гейтинг. После индукции пор в плазмати
ческой мембране флуоресцентные зонды кальцеин и про
пидий йодид преодолевают плазматическую мембрану 
клеток. Клетки с порами приобретают большую интен
сивность флуоресценции благодаря диффузии кальцеина 
в цитоплазму клеток, поэтому события, регистрируемые 
при их прохождении через проточную кювету, располага
ются на шкале интенсивности правее пика аутофлуорес
ценции. При условии эффективной диффузии пропидий 
йодида через ядерную мембрану (благодаря образованию 
пор в ядерной мембране) зонд интеркалирует в ДНК, что 
сопровождается резким возрастанием квантового выхода 
флуоресценции в красной области. Это дает возможность 
регистрировать события флуоресценции в красной облас
ти на проточном цитометре.

Флуоресцентная микроскопия и цейтраферная съемка

Детектирование флуоресценции зондов проводили на 
инвертированном микроскопе Nikon Eclipse TE 2000, осна
щенном контрастом Хоффмана и конфокальным модулем 
C1 с лазерами 488 и 543 нм. Использовался фильтр возбуж
дения (450—490 нм) и эмиссии (>515 нм) флуоресценции.

Для цифровой обработки изображений использова
лось программное обеспечение Adobe Photoshop, Image 
Pro Plus (Media Cybernetics), EZ-C1 v2.30 (Nikon).

Статистическая обработка результатов исследований

Производилась с помощью программного обеспече
ния Statistica ver.6.0 (StatSoft Inc, U.S.A.), а также Micro
soft Excel. Использовались однофакторный дисперсион
ный анализ и критерий Крускала—Уоллиса. Различия 
считались достоверными при p<0,05

Результаты
Цитотоксичность электропорации

Для определения общей цитотоксичности нами был ис
пользован МТТ-тест, основанный на способности митохон
дриальных дегидрогеназ конвертировать водорастворимый
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н- тетразолиум 
бромид (МТТ) в окрашенный формазан, который кристал
лизуется внутри клетки. Растворение формазана с помощью 
диметилсульфоксида (ДМСО) позволяет осуществить фото
метрию и фиксировать изменение оптической плотности 
раствора, пропорциональной числу жизнеспособных клеток. 
Характер зависимости оптической плотности от количества 
клеток в 1 мл суспензии для использованных линий клеток 
близок к линейному в рабочем диапазоне концентраций кле
точных суспензий (данные не приведены).

МТТ-тест проводили с клетками Jurkat спустя 24 ч ин
кубации после электропорации.

Из графиков (рис. 2А) видно, что цитотоксичность 
электропорации увеличивается с ростом напряженности 
электрического поля почти линейно, исключение состав
ляет лишь напряжение 750 В/см, где наблюдается увели
чение оптического поглощения.

Рис. 2. Цитотоксичность при различных режимах электропорации, линия клеток Jurkat:
А — при различной длительности импульсов и напряженности электрического поля; Б — подробное разрешение по напряженности электрическо
го поля для длительностей импульсов 700 и 1400 мкс, 24 ч после электропорации
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Рис. 3. Микрофотография (А) и гистограмма яркости вдоль оси x=909 (Б) клеток Jurkat, подвергнутых электропорации (1300 мкс, 1500 В/см) в 
присутствии избытка флуоресцентных зондов кальцеин и пропидий йодид

Эффективность трансмембранного транспорта 
флуоресцентных зондов при электропорации

Нами была применена комбинация флуоресцентных 
зондов — кальцеина и пропидий йодида для определения 
изменений в проницаемости цитоплазматической и ядер
ной мембран при электропорации. Зонды добавлялись во 
внеклеточную среду в высоких концентрациях на сравни
тельно короткий промежуток времени, включающий в се
бя воздействие и последующую 30-минутную инкубацию 
вплоть до отмывки. Избыток зондов создавал значитель
ный трансмембранный концентрационный градиент, так 
как проницаемость нативных клеток для кальцеина и про- 
пидиум йодида мала (рис. 5А.Б) Порация обусловливала 
быстрое выравнивание концентраций и, соответственно, 
обеспечивала достаточные для детектирования внутрикле
точные количества зондов.

Данные проточной цитометрии (рис. 4) свидетельствуют
об увеличении эффективности проникновении кальцеина с

ростом продолжительности импульса с максимумом около 
3700 мкс при амплитуде импульса 1500 В/см, при этом про
цент клеток с флуоресценцией больше порогового значения 
по каналу F11 превышает 40%. По каналу F12, соответствую
щему эмиссии интеркалирующего зонда пропидий йодид, 
также наблюдается статистически значимый рост числа 
клеток в гейте, однако относительная величина прироста 
мала. Для высокоамплитудных импульсов средняя интен
сивность флуоресценции клеток выше (рис. 4В,Г).

Визуализация элекропермеабилизованнъа клеток линии HeLa
с помощью цейтраферной флуоресцентной микроскопии

Нами были проведены исследования мембранного 
транспорта флуоресцентных зондов при электропорации 
на адгезивной линии клеток HeLa с использованием спе
циального погружного кольцевого электрода с примене
нием цейтраферной съемки на конфокальном лазерном 
сканирующем микроскопе. Был использован режим, вы

Рис. 4. Эффективность трансмембранного транспорта флуоресцентных зондов кальцеина и пропидий иодида при электропорации с помощью 
проточной цитометрии:
А, В — при напряженности электрического поля 750 В/см; Б, Г — при напряженности электрического поля 1500 В/см
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Т=840 с Т=1120 с Контроль
(+ кпльцеин. пропидий! нодид, 

1120 с)

Рис. 5. А—Е: цейтраферная съемка электропермеабилизации клеток HeLa (>1750 В/см, 5 мс) в присутствии кальцеина и пропидий иодида; Ж — 
кривые накопления флуоресцентных зондов во внутриклеточных регионах различных клеток

зывающий необратимую пермеабилизацию. На представ
ленных микрофотографиях начало заметного роста флуо
ресценции приходится на время около 10 мин от импуль
сного воздействия электрическим полем. Этому процессу 
предшествует характерный блеббинг мембраны, начина
ющийся уже до временной точки T=840 с. Накопление 
пропидий йодида носит плавный характер, в отличие от 
кальцеина, демонстрировавшего через 10 мин короткий 
период быстрого роста, что хорошо видно на кривых ин
тегральной интенсивности флуоресценции регионов, 
установленных в цитоплазматической и ядерной зонах 
нескольких клеток.

Сопоставление эффективностей 
трансмембранного транспорта флуоресцентных зондов 

и цитотоксичности при сонопорации 
и комбинированной электропорации и сонопорации 

Сонопорация при максимально достижимой в режи
мах установки интенсивности акустического поля в 
20 единиц вызывала пермеабилизацию около 40% клеток. 
Комбинированная электро- и сонопорация с интенсивно
стью и длительностью электрического поля (1000 В/см и 
Д.И. 2500 мкс) при цитотоксичности, не превышающей 
значения, наблюдавшегося при соответствующем режиме 
электропорации, приводила к  пермеабилизации в сред

Рис. 6. Эффективность трансмембранного транспорта флуоресцентных зондов и цитотоксичность при электропорации, сонопорации и комбинирован
ной электропорации-сонопорации:
А — сводный график; Б — гистограммы проточной цитометрии, канал fl1
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нем около 53% клеток. Эффективность комбинированной 
электросонопорации выше электропермеабилизации в 
1,25 раза при сохранении того же уровня токсичности.

Обсуждение

Сонопермеабилизация клеточных мембран при испо
льзовании лабораторной установки для комбинирован
ной электропорации и сонопорации обусловлена эффек
тами акустической кавитации, индуцируемой при про
хождении акустических колебаний через воду в удар
но-волновой ванне (рис. 1А).

Прохождение ударной волны в зоне фокуса акустиче
ской линзы сопровождается комплексом гидромеханиче
ских процессов, основную роль в которых играет явление 
кавитации, обусловленное имеющимися в водной среде 
центрами зарождения кавитации в виде газовых или па
ровых микропузырьков.

К  физическим факторам, действующим непосредст
венно на клетки, находящиеся в зоне кавитационного 
следа, можно отнести, по-видимому, сдвиговые течения 
вблизи клеток, микроструи, нагретый газ в пузырьках, на
ходящихся в контакте с клеточной мембраной. Вероятно, 
также, что различные субмикроскопические структуры 
внутри клетки могут играть роль центров зарождения ка
витационного процесса [1].

Наложение электрического поля на среду, в которой 
распространяется ударная волна, может привести к  изме
нению динамики кавитационного процесса из-за поляри
зации пузырьков, из-за наличия на их поверхностях ад
сорбированных заряженных частиц, электрофоретиче
ского движения пузырьков в электрическом поле. Обра
зование кавитационного следа изменяет напряженность 
электрического поля в среде. Сложная и нерегулярная ди
намика процесса затрудняет выделение и количественную 
оценку всех факторов при комбинированном воздейст
вии, которые могут влиять на пермеабилизацию клеток в 
кавитационном следе за ударной волной в среде, находя
щейся в электрическом поле.

Примененный нами подход, основанный на использо
вании внеклеточных флуоресцентных зондов, позволяет 
количественно оценить эффективность пермеабилизации 
клеточной суспензии. Интенсивность внутриклеточной 
флуоресценции зондов после пермеабилизации является 
параметром, характеризующим эффективность индукции 
пор в мембране. Проникновение флуоресцентных зондов: 
кальцеина (calcein) и пропидий иодида — через плазмати
ческую мембрану жизнеспособной клетки без поврежде
ний мембраны затруднено. Диффузия зондов в цитоплаз
му становится возможной благодаря индукции времен
ных пор в мембране под действием кратковременного 
электрического поля. При нелетальном воздействии поры 
в течение интервала времени (вплоть до нескольких ми
нут) закрываются, и трансмембранный потенциал восста
навливается.

Для анализа трансмембранного транспорта при соно
порации рядом исследователей использовались также 
различные по размерам молекул фракции флуоресцентно 
меченого декстрана — в частности, продемонстрировано, 
что эффективность трансмембранного транспорта в бак
териях зависит как от амплитуды, так и от продолжитель
ности и скважности импульсов [25].

В проведенном нами исследовании показано, что уве
личение напряженности электрического поля и длитель
ности импульса электропорации приводило к росту 
трансмембранного транспорта кальцеина. Однако в ис
пользованном диапазоне режимов работы установки мы 
не наблюдали существенной зависимости интенсивности 
внутриклеточной флуоресценции пропидий йодида от па
раметров электропермеабилизации. Возможно, это обу
словлено затрудненной диффузией пропидий йодида че
рез ядерную мембрану и связано с высоким порогом пер
меабилизации ядерного конверта. Интеркаляция в Д Н К 
зонда регистрировалась в случае необратимой пермеаби
лизации спустя ~15 мин от импульса, что может быть вы
звано уже вторичными изменениями, ассоциированными 
с некротическими изменениями в клетках. На диаграммах 
проточной цитометрии при обратимой электропермеаби
лизации этому временному интервалу соответствует срав
нительно небольшое увеличение среднего значения ин
тенсивности флуоресценции по каналу fl1. Достижение 
плато процессом мембранного транспорта на фоне роста 
интенсивности электрического поля наблюдались также в 
ряде работ [16—18].

Обращает на себя внимание факт значительной неод
нородности клеток по эффективности трансмембранного 
транспорта кальцеина, отмеченный также во многих ра
ботах, посвященных исследованию электропорации 
[16—18] и действия ультразвука [24]. Нами показано, что 
повышение интенсивности акустического поля приводит 
к росту эффективности транспорта кальцеина, обуслов
ленного, по-видимому, увеличением числа и размеров 
пор. Следует отметить, что в работе [1] как результат дей
ствия акустической кавитации визуализировались круп
ные, около 1 мкм диаметром долгоживущие поры в мемб
ранах адгезивных клеток HeLa.

Нами показано, что комбинация электро- и сонопора
ции, в целом, эффективнее, чем каждый метод в отдель
ности. Действие сонопорации в комбинированном режи
ме можно рассматривать как фактор, способствующий 
дополнительному снижению порога индукции пор в мем
бранах клеток.

Цитотоксичность искусственных систем и способов 
трансмембранного переноса является одним из основных 
лимитирующих факторов — баланс между эффективно
стью и цитотоксичностью важен для методов, основан
ных на пермеабилизации мембраны. При выборе метода 
оценки цитотоксичности соно- и электропорации мы ис
ходили из предположения, что действие на клетку может 
быть обусловлено не только прямым мембранотропным 
эффектом, но и иметь отсроченный эффект.

Рядом исследователей [22] показан рост цитотоксич
ности при увеличении амплитуды действующего поля — 
после порогового значения напряженности электриче
ского поля пермеабилизация становится необратимой, 
что приводит к существенному росту цитотоксичности.

Мы показали, что цитотоксичность прямо зависела от 
амплитуды воздействий электрическим полем. Интересен 
пик, соответствующий повышению оптической плотно
сти для клеток Jurkat в широком диапазоне длительностей 
импульсов при амплитуде 750 В/см — это может свидете
льствовать о стимулирующем действии сравнительно низ
коамплитудных импульсов на клетки Jurkat.

Сочетание электропорации и сонопорации, впервые 
примененное нами, обладает меньшим стресс-индуциру-
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ющим воздействием на клетки по сравнению с близкими 
по мощности раздельными режимами.

Применение комбинированного режима работы уста
новки перспективно для переноса в клетку широкого 
спектра нанообъектов, проникновение которых через 
мембрану затруднено в отсутствие генерируемых установ
кой пор. Сочетание соно- и электропорации имеет потен
циал для использования и в условиях in vivo — метод по
зволяет на несколько порядков увеличить внутриклеточ
ные концентрации, в частности, терапевтических препа
ратов, чем обеспечивает эффективное их действие на 
клетки.
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A new method for the combined electroporation and sonoporation 
with reduced stress-inducing effects on cells

Mesherskiy M.E., Kaba S.I., Sokolovskaya A.A., Moscovtsev A.A., 
Blokhin D.Yu., Andrianov Ju.V., Kubatiev A.A.

One of the common approaches that solve the problem of the intracellular delivery of bio logically active com
pounds, macromolecular complexes, and other micro-and nano-objects is a reversible permeabilization — the 
formation of pores in the plasma membrane, in particular in the external electric field (electroporation). 
Electroporation has drawbacks, the most significant of which is a decrease in cell viability alter exposure. We first 
investigated the effects on cells of mixture of pulsed electric fields and acoustic shock waves using a laboratory 
setup for the combined electroporation and sonoporation cell cultures developed in the SRC RF Troitsk «TRINITI». 
Our analysis of the cytotoxicity of the impact and effectiveness of intracellular delivery of fluorescent probes 
(calcein and propidium iodide) showed that the combined regimen efficient electroporation of 1.25 times and has 
less cytotoxicity. Optimized modes combined sono-electroporation can be used for delivery to the highly sensitive 
cells of various chemical compounds and macromolecules, in particutar, for stem cells transfection.

Key words: permeabilization, electroporation, sonoporation
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