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l] статье oll}1cag r.{eToll коjlиtlественного оtlрoJlеления проницао]\4ости цитоIIлазfuIатиtIсск!.lх iл,tепlбран к во-

де. Метод во_rIюN,tоN,lетрии позволяет изN{ерять из[,{еI]ения клеточног0 объсма во вре\!ени в растворах разлиЧ-
нOго состава и температ}-ры, I,1спользованrrе dlirзllко-пtаL,еivаl,ической п{одеjIи ме,1,Iбранного траttслорта КеДе-

ма_Качальсltого и ана.lliтItческой пIоJсли ослtо,ги.lеской реакции KjleтOlt в раствора\ IlепроникаюIдих веЩеСТВ

лi]ет воз}lожность опреде,]шть коэффlлllиенты проItиIlаеIlос,ги цитоп,,]азl\Jаглlческих rtel,tбpall ooIll1'IoB, яйttекltе-
.1,oK и эмбрионов л4леко1]l.iтак)щих к воле и энсргrlJо ilктит]аIlии транспорта I]олы через клетOчнун] мелlбранr'.

КЛЮЧЕЕЫЕ СЛФВА: ос1!1отлlчсская реакциr. проницаеNlос,гь цитоттлiв]\{атLiческих л,rембран. it;lgго'lныЙ
объеьt. энергия активаl{ии,

Гiереп,tешение водьi через е,lембрану шз одной чаатtt систеft/jы в друг}то вызывается дtsумя oсноtsЕыми

11риtiинаNIи: jловышенi{ем гидростатi{ческого давления в 0дной Llз частей систе}лы и увелiгlением в дрУгоЙ
ее частi{ концентрации растворенItого вещества} для которого меNlбрана меЕее прон{{цаеN{а, чеп,{ для воДы"

Второй случай известен как oce,Ioc. Попtеltlая LrIе,гки в растворы различноЙ тоничностлл I,Iлl.{ температ}Рь{,

I\,{ы стаJхкиваемся с осмоl,лl1{Oскшми эффектаьт1.I, влияi{лlе которых необходимо оценить на всех этапах кек

замораживан!Iя, так !1 оттаl{ваFlиrl.
В начаце эксiloз[Iциi1 клетки будут изменять свой объеh,I в соответсllви1l с закоЕом Вант-Гоффа, Ско-

рость Iiзменения объема клеткt{ при даЕн0I1 темпераryре зависi,lт от значения коэффиIдиента lrрOницаеМо-

сти к воде и веществам, пронцкающлlм в клетку, 14 гiоtsерхtiосттrо-объе\,Iного отноIIIеЕIия, Скорость транс-

порта вещес,Iв через цитOп.11азма,гL{ческие пtеь,tбраны мOжно Iiзучать с помощь}о волюмоi\4етрии [1, 2].

В основу изученtlя прониI(аемости пrембран к воде и проникалOщир{ Bel]iecтBan{ полоя(ен r,4e,i'oll изN{е-

peнlul из]\,lенений кле,го,лного сlбъема ltри лON,IещениI{ в растворы разлrrтного состава и осмолярности, Ко-
л!Iчественнс,е описание IIроцесса перенOса вOдьi через биологические tчtетrrбраны дает сис,гема уравнений
моJ{елII Кедема-Качацьского [З, 4]. Примеltив даннlто систему для обоснованIт1 методI{ки волIомсметрии
и аналлIза осмо,iического поведеitия клетlil4 в растворах криопротекторов, была разработана аналитиtIе-

ская ь,lодель осмотической реакшии клеток в растворах различного состава и осL{олярнос'ги [5].
Рассмотрим I10веленriе одLiночноLi, изолIIрованной клетки при IIоN,IеIдеЕии ее в ратвор непроцикаю-

lцих веществ неизотониаIеской коЕlцеIlтрации. Изменение объема клетк}l будет происходI4ть) в основноМ,

из-за перераспреде,цения воды межлу клеткоli и окружаюIJdей к-петку средолi. Прlа таких условиях коэф-

фичиент проницаемостIt к лрон}lкаюшему веществу равен н\цю) а коэфФицие1lт отрахiенllя - ед!lниЦе,

с]lел,ова],ельно, IioToK раствореrriiого вещества oTc}.тcTBveT и КК- уравнения прицимаIот вид;

Ju : Lо(лр - RrАСl) (t),

где: .-/о - общий объемный поток клеткрI, Lo- коэффиLiиеFIт проницаемости к воде, R - универ-

сальная газовая постоянная. Г - темпераryра, АР и ДС, - разностI4 гидростатитlеског0 давJ-IенIбI !t кон*

центрации непроникающего вещества на кJIеточной меп,tбране, соответственно.
Учitтывая, что потоки через Liитоплазматическую мембрану прямо rrропорцион;lльны измеЕаниям

соOтветствуIощrtх объепtов в клетке, пол)чаеп,I уравнение изменен}ul объел,та внутриклеточной воды:

dV*
= LpS (ор - RrAcl) trl,

ое
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где S - плотцадь поверхности мембра,ны

Так как упругостью tlи,I,оIlJ{азN4атIЕlеских мембран для клеток животных можно пренебречь, то есl'Ь

Ар = 0, выра?кеi{ие (2) запишется следующим образом:

dV,,,-* =-LpSRr^C, (з),
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I,Iryчение прониц&емоети цитQIIлазматическюс мембран, .,

Переходя от абсолютных к относитеJБным значениям объема внутриклеточной в9д61 '} V *u* = W,"
безразмерной KoшreHTpau"" i; = g, .ле Ci- - изотонлдlеская концентрашд{ непроникаюших ве-

vi

ществ, 
" 

У;- - изотониlIеский объем внутриклеточной воды, поJIучим

+ =Г."[9l *.с:l[* _ iil (4)dt L-,t4 ) о"' "'_](у, , 
)

Выражение, обратное стоящему в квал)атных скобках, имеет размерность времени и может быть
оцределен0 как характерное время осмотиtIеской реакции в растворах нецроникающих веществ, которое
обратно пропорциона,rьно коэффш{иенту Iтроницаемости к вод€ и поверхностно-объемному отношению:

.,*rc[fl,),
(5)

Введя равновесное (конечное ) значение относитедьного объема Й*, оrrрaо"ляющееся из условая
paBцoBeci{rl при f -+ .о ;

и, интегрцруя методом разделениrI переменных, пол)цим решение уравнениrI (4) в пределах о, Йf
оо Й, , .оa Й,п} - нач;IJIьнOе значеЕие относительного объема. Решение будет ипаеть вид:

t =т-[йя(й; -й,)**л,[lп#*) l 
",

Применив метод наименьIпIID( квадратов для аппроксимации оIытнык данных к )равнению (б), по-
Jryчаем:

rде п - коли.{ество экспериментальных значений, f,ffР- значение времени, Iтри котором фиксирова-
lr0сь изменение кJIеточного объема.

Проницаемость к воде изrtали в гипертоЕиЕIескlD( растворах NaCl. Так как NaCl в норме явJиетýя
непроникающим через цитоплазматиtIеские мембраны веществOм при переносе клетки в его гипертони-
ческий раствор осмотическое равЕовесие достигается путем обезвоживаниrl цитоплr}змы. Массив экспе-

рименfilльных данных, характеризующий кинетику выхода воды из кJIетки, является базовым для опре-
деленI,IJI удельной цроницаемости. Через массив экспериментальных точек проводилась расчетная крЕвм,
которая наименьшим образом откJIоняется от экспериментu}льных данных (рис.1). Определялись BpeMrI

осмотической реакции кJIеток в растворах непроника}ощих веществ и искомый коэффициент riроЕицае-
мости к воде, характеризуощие данЕую кривуо.

Темпераryрная зависимость коэффициента проницаемости изlлlzшась в диапазоЕе полOжитеJIьньD(
температур в цредuOложении, что она подчиняется закону Аррениуса:

Lp = Le(To)**p ЩУt + - +l (8),
р IJ\U,l l 

л \rъ т)

,l
лl|rщ --w л€1Ul
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Е, ý: Беsуrлый, А, Г. Трохи-меruсо

гле: iр(I") - коэффичие}п rроницаемости при температуре То, ЛЕаd - зfiергиrI ацтщации п9реНо-

са Bo,ФI черЕз кпеточиу,ю мембрану.
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Рис.1. Измецсяц€ относит9льного объема клетки во времени и аппрокOймация экспфимý.Етальиых данных ме,

тодом вариациоrrЕо1lс аflаJIиза. Точки - эксперимеrпалыtыý даllные, лиции - расчетные данныý, Пуrrктиром покtваны

пOисковые значеfiия I* сплошной линией - QIrгимальцоо значение lu, 
'/с 

РаВНОВеСнос зЕач_ени€ клсточного обьема.
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рис.2. Графrлс дрвениуса коэффичиевта проЕццаgмостц к воде, по оси ординат в квадратных скобкаt указаны

звачеfiия коэффшrиента црOЕицаýмости.

Искомая эЕергиlI аюиваrIии определялась как коэффиItrиеfiт, ,(аракторизующий темпераТур}гую зави,

сшvlость в коордпнатах Аррениуса фис. 2), rФименяя м€тод наименьших квадратов к уравяеmПо (8):
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Изуlение проýицаемости цитошIr}зматическшс мембран. . .

Et" LT: -lлr,(ц))t+ 
+jAEuo = д

где k - колшIеств0 эксперименТальньгх точек, Tola Т, - начальное и текущее значениjI температу-

ры, соответственно.

такшц образом, вышеописанные методщ позволяют рассчитать коэффиlшенты проницаемости ци-
тоIIлазматшIескIтх мембран половьгх кJIеток млекопитающих, оцределить характерные времена осмотиче-
ской реакции и энергиЮ активаIц{и трацспорта воды через кJIеточцlю мембраку, что дает вOзможность
оценить дегидратацию кJIеток при снижении температуры.
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