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Введение

Метод локальной фиксации потенциала (МЛФП, patch 
clamp) – это вершина человеческого изобретательства в из-
учении так называемого «животного электричества». Исто-
рический путь этот метод начал с описания электрических 
явлений в физиологии животных. В течение долгого времени 
ничего не было известно об ионных каналах, мембранном 
потенциале, и запись проводилась с помощью грубых прово-
лочных макроэлектродов на ограниченном числе препаратов, 
наиболее известным из которых стал гигантский аксон каль-
мара [8, 15]. К. Коул на основе полученных данных с гигант-
ского аксона кальмара сформулировал основные принципы 
метода фиксации потенциала, которые в последующем лег-
ли в основу многих современных электрофизиологических 
методик [16]. Однако для регистрации потенциалов с других 
возбудимых клеток требовались более тонкие электроды. Усо-
вершенствование методов фиксации потенциала с помощью 
одного или двух тонких (2–5 мкм) стеклянных электродов за-
няло около 10 лет и блестяще показало себя в опытах на ней-
ронах заднежаберных моллюсков [27]. В этих экспериментах 
кончик пипетки, содержащей хлор-серебряный электрод и 
раствор электролита, вводился непосредственно в клетку, 
а второй электрод размещался внеклеточно, в омывающей 
жидкости. Данная схема позволяла измерять разность потен-
циалов при фиксированном токе.

Э. Неер (Neher) и Б. Сакманн (Sakmann) превосходно ис-
пользовали все достоинства микроэлектродов и фиксации 
потенциала. Кардинальное отличие их метода заключалось 
в использовании пипеток с относительно широким отвер-
стием, которые не проникали внутрь клетки, а формиро-

вали с ее мембраной очень плотный (гигаомный) контакт. 
Данный участок мембраны называется patch – (от англ.; 
«заплатка, фрагмент»), а слово clamp в названии метода 
можно интерпретировать как изоляцию (фиксацию) транс-
мембранного потенциала этого фрагмента или, в других 
конфигурациях метода, потенциала либо тока целой клет-
ки [24]. Хотя МЛФП нужно рассматривать как усовершен-
ствование разработок Кула, Ходжкина и Хаксли середины 
ХХ века, он позволяет регистрировать токи от единичного 
канала, что значительно расширяет возможности в изуче-
нии вовлечения каналов в фундаментальные процессы 
клетки. За это открытие Неер и Сакман в 1991 г. получили 
Нобелевскую премию по физиологии и медицине [28].

В знаменитой работе О. Хамилла и соавт. были показаны 
огромные возможности МЛФП, а также его основные кон-
фигурации: «с прикрепленной клеткой», «целая клетка», 
«наружная сторона снаружи» и «внутренняя сторона снару-
жи» [14]. За два последних десятилетия были разработаны 
модификации некоторых конфигураций, такие как «фик-
сация потенциала с клеточным ядром» [30] и «перфориро-
вания фиксированной мембраны» [23] (рис. 1).

Представлены все основные конфигурации МЛФП и спо-
собы их получения. Из конфигурации «с прикрепленной 
клеткой» получают все остальные конфигурации. При рез-
ком увеличении отрицательного давления в пипетке про-
исходит разрыв располагающейся под ней мембраны и об-
разуется конфигурация «целая клетка». При оттягивании 
кончика пипетки из этой конфигурации можно получить 
конфигурацию «наружная сторона снаружи», что достига-
ется отрывом части мембраны и самопроизвольным смы-
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канием ее концов. Из конфигурации «целая клетка» можно 
получить конфигурацию «фиксация потенциала с клеточ-
ным ядром» при вытягивании клеточного ядра из клетки 
пипеткой и обертывании вокруг него клеточной мембра-
ны. Из конфигурации «с прикрепленной клеткой» можно 
получить также конфигурацию «внутренняя сторона сна-
ружи» при простом оттягивании пипетки от клетки. При 
экспозиции воздухом образующаяся мембранная везикула 
разрывается, обнажая ее внутренний слой. Если добавить 
во внутриклеточный раствор пипетки такие перфорирую-
щие мембрану вещества, как амфоторицин В, то из конфи-
гурации «с прикрепленной клеткой» образуется конфигу-
рация «перфорирования фиксированной мембраны».

Принцип действия и преимущества МлФП

Предметом электрофизиологических исследований явля-
ется активность белков, обеспечивающих проводимость 
через биологические мембраны. К таким белкам относятся 
ионные каналы, рецепторы трансмиттеров и ионные насо-
сы. Работа каналов, как потенциал-зависимых, так и лиганд-
зависимых, отражается в виде изменения проводимости 
мембраны, что может быть измерено записью мембранных 
токов при постоянном потенциале мембраны или запи-
си потенциалов при фиксированном токе. При «фиксации 
потенциала» ток прямо пропорционален исследуемой про-
водимости. Наиболее часто в экспериментах исследуются 
суммарные ионные токи при фиксированном потенциале 
мембраны целой клетки, т.е. в режиме «целая клетка». В ре-
жиме фиксации тока исследуется мембранный потенциал 
при помощи введения тока в клетку через записывающий 
электрод. Эта техника используется для изучения ответов 
клетки на вхождение в нее электрического тока. Уникаль-
ность режимов «наружная сторона снаружи» и «внутренняя 
сторона снаружи» заключается в том, что с их помощью 
можно напрямую измерять открытие, проницаемость, изби-
рательность и потенциал-чувствительность единичных ион-
ных каналов на молекулярном уровне. Все вышеуказанные 
возможности значительно расширяют область исследований 
в нейронауке. Именно поэтому МЛФП стал золотым стан-
дартом в исследованиях клеточной электрофизиологии [7].

Неоценимый вклад МЛФП внес в развитие фармакологии, 
т.к. с помощью этого метода можно наблюдать эффект ис-
следуемого вещества на живой клетке ex vivo в реальном 
времени. МЛФП позволяет изучать взаимодействие кон-
кретного лекарственного вещества с определенным типом 
ионных каналов или рецепторов, а также исследовать из-
менение метаболизма клетки на такое воздействие. Так, с 
помощью МЛФП подбираются оптимальные дозы новых 
антиконвульсантов [29], исследуются вещества, подавляю-
щие специфические рецепторы, ответственные за триге-
минальную и другие типы боли [1]. В психофармакологии 
МЛФП широко используется для изучения агонистов опи-
оидных рецепторов, таких как DAMGO и др., влияющих на 
страх и его угнетение, беспокойство и пр. [3].

Широко известны работы по выделению и изучению влия-
ния природных ядов на ионные каналы клеток животных. 
Так, было выявлено действие на P/Q-типы кальциевых 
каналов яда американских воронкообразных водяных пау-
ков – ω-агатоксина [2], а также точно установлено место 
приложения (быстрые потенциал-зависимые натриевые 
каналы) яда спинороговых и иглобрюхих рыб – тетродо-
токсина (знаменитая рыба фугу) [17]. На сегодняшний день 
эти вещества широко применяются в экспериментальной 
нейробиологии для выделения и изучения новых ионных 
каналов.

В нейробиологии МЛФП широко используется для изуче-
ния патомеханизмов различных заболеваний, а также вы-
явления потенциальных терапевтических целей. Неоце-
нимый вклад МЛФП внес в изучение патогенетических 
механизмов цереброваскулярных заболеваний. С помощью 
МЛФП исследуются факторы повреждающего действия, 
такие как NOX [31], Tnf-α R1 [22] и др. Пристальное внима-
ние уделяется роли синаптической пластичности нейронов 
и их регенеративной способности в первые часы инсульта 
в зоне пенумбры [12].

Кроме того, МЛФП идеально работает в сочетании с дру-
гими методами и позволяет исследовать такие сложные 
структуры, как нейроваскулярная единица. К примеру, в 
конфигурации «целая клетка» можно получить суммарные 
токи или паттерн импульсов от отдельного преваскуляр-
ного интернейрона, оценить его размер при исследовании 
емкости мембраны. Также содержимое этой клетки при за-
боре с помощью присасывающейся пипетки может быть 
исследовано с помощью ПЦР на интересующие гены в 
пределах конкретного нейрона без контаминации генами 
окружающих структур. Более того, внутриклеточная окра-
ска исследуемого интернейрона и использование маркеров 
к другим компонентам нейроваскулярной единицы позво-
ляет четко визуализировать данные структуры [6].

МЛФП также можно использовать на живых срезах челове-
ческого мозга, полученных при заборе биоптатов во время 
нейрохирургических операций. Такие эксперименты вно-
сят неоценимый вклад в изучение формы, проводимости 
и возбудимости единичных клеток – нейронов и клеток 
глии, таких как астроциты, при опухолевых процессах го-
ловного мозга [4].

Запись данных в режиме «целая клетка» in vivo 

Вживление внутримозговых электродов у человека и жи-
вотных используется достаточно давно. Здесь применяют-
ся специальные внутримозговые макроэлектроды, кото-

рис. 1: Конфигурации МлФп. 



56

Том 9. № 4 2015
www.annaly-nevrologii.ru

что значительно упрощает эксплуатацию данного прибо-
ра и снижает уровень шума из-за уменьшения количества 
соединений и проводов [25].

Перспективным направлением в усовершенствовании 
МЛФП являются также компьютерная визуализация и 
автоматизация наложения электрода на исследуемую 
клетку. Один из таких автоматизированных методов назы-
вается «Flip-Tip» и значительно облегчает образование гига- 
омного контакта [21]. Настоящим прорывом в произво-
дительности метода можно считать появление прибора на 
основе технологии «Flip-Tip» с одновременной фиксацией 
нескольких клеток. В этом приборе используется отрица-
тельное давление или статическое электричество, которые 
помогают каждой клетке занять отдельную лунку в гори-
зонтально расположенном планшете. Далее отрицательное 
давление помогает образовать гигаомный контакт между 
клеткой и кончиком пипетки [11]. Данный прибор имеет 
множество фиксирующих электродов и может записывать 
информацию сразу с нескольких клеток. На сегодняшний 
день существуют приборы для автоматизированной записи 
данных одновременно с нескольких тысяч разобщенных 
клеток [26].

На принципиально новый уровень исполнения МЛФП 
может быть выведен уже в ближайшие годы. Так, в 2012 г. 
был разработан робот, который автоматически произво-
дит локальную фиксацию потенциала в режиме «целая 
клетка» in vivo, алгоритмически определяя клетки по вре-
менной последовательности изменения импеданса элек-
трода [19].

Заключение

МЛФП радикально изменил современную нейронауку. Он 
быстро стал методом выбора не только для изучения еди-
ничных каналов, но и для мониторинга электрической 
активности любых типов возбудимых клеток, как изолиро-
ванных, так и в составе сложной структуры (срезы и мозг 
in vivo). МЛФП заслуженно является золотым стандартом 
в исследовании процессов, проходящих на мембранах раз-
дражимых клеток, как в физиологическом состоянии, так 
и при патологии. Однако низкая производительность и 
сложность исполнения не позволяют широко применять 
этот метод для рутинных нейробиологических и фармако-
логических исследований. В связи с этим усовершенство-
вание МЛФП происходит непрерывно. Наиболее важными 
направлениями являются компьютеризация с автоматиза-
цией техники выполнения, миниатюризация приборов и 
повышение производительности метода.
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рые могут регистрировать потенциалы определенных зон 
мозга, а также производить сложную стимуляцию этих 
зон.

Однако научным интересом нейробиологов уже давно яв-
ляются не зоны головного мозга, а группы и единичные 
нейроны. Именно МЛФП позволяет записывать инфор-
мацию непосредственно с единичной клетки. Поэтому 
реалии современной нейробиологии вынуждают иссле-
дователей применять МЛФП, несмотря на все сложности 
работы с материалом in vivo. Более того, запись в режиме 
«целая клетка» позволяет очень точно описать морфо-
физиологические свойства отдельных нейронов, а также 
динамику постсинаптических сигналов [32] и различные 
виды синаптической пластичности [18]. Данные процессы 
регистрируются только в режиме «целая клетка» в препа-
ратах с сохраненной сложной структурой нейронных це-
пей. Долгое время запись таких данных с помощью МЛФП 
была возможна лишь с культур клеток in vitro или срезов
ex vivo, т.к. это требовало высокого уровня механической 
стабильности для обеспечения физического контакта меж-
ду стеклом записывающего электрода и мембраной ней-
рона. Для преодоления этих ограничений исследования 
в конфигурации «целая клетка» in vivo стали проводиться 
на анестезированных [5] или бодрствующих животных, 
которые обездвиживались или у которых фиксировалась 
голова [13]. В последнее время появились техники, позво-
ляющие проводить исследования в режиме «целая клетка» 
на бодрствующих животных с нефиксированной головой 
и свободой их передвижения [20]. Ключевым техническим 
принципом здесь является жесткая фиксация пипетки к 
черепу с внутренней стороны, что позволяет животному 
свободно передвигаться без потери контакта пипетки с 
исследуемой клеткой мозга. С помощью этой методики 
производят пространственный анализ внутриклеточных 
событий малой амплитуды, которые невозможно опреде-
лить с помощью внеклеточной записи или срезах мозга [9], 
а также выявляют различия между работающими и молча-
щими клетками [10].

Основные направления в усовершенствовании МЛФП 

Несмотря на все описанные преимущества, существуют 
недостатки и внутренние ограничения МЛФП. Это в пер-
вую очередь низкая производительность, сложность в ис-
полнении и сверхчувствительность к изменению условий 
эксперимента. Данные недостатки мешают широкому вве-
дению его в перечень рутинных исследований клеточной 
физиологии и фармакологии. Поэтому ведется непрерыв-
ная работа по усовершенствованию методики. Немаловаж-
ная роль уделяется автоматизации и усовершенствованию 
основных электрофизиологических приборов – усилите-
лей, цифровых преобразователей и т.д. Так, современные 
усилители совмещают свои непосредственные функции с 
функциями цифрового преобразователя и осциллоскопа, 
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Modern tendencies in the development of the patch-clamp technique: 
new opportunities for neuropharmacology and neurobiology

A.N. Shuvaev, V.V. Salmin, N.V. Kuvacheva, E.A. Pozhilenkova, A.B. Salmina

V.F. Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russia
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The patch-clamp (PC) technique is the gold standard in study-
ing processes that occur on the membranes of excitable cells, 
both in the physiological condition and in pathology. However, 
gaining this unique information is associated with certain diffi-
culties. The technique is very labor intensive and requires highly 
qualified specialists and expensive equipment, which greatly 

limits its introduction into routine practice of a neurobiological 
laboratory. This article discusses the main advantages and dis-
advantages of PC as well as tendencies in improvement of the 
technique and its contribution to the development of neurophar-
macology and neurobiology.
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