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Abstract 
This paper provides a new approach for ion channels activity registration in noisy conditions 

with stochastic incoherent open-close transitions on membranes. The required result is obtained 
using phase-selective nanovoltmetric techniques with frequency discrimination. This technical 
principle is the foundation for different phase-selective (φ-path-clamp) methods, based on vector 
voltmeters or lock-in nanovoltmeters for indication of the real and imaginary components of the 
complex electrophysiological signals in the ion channel activity.  
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1. Введение 
Развитие нейробиологии и клеточной биофизики предъявляет особые требования к 

качеству метрологии и, как следствие, измерительной технике, используемой в указанных 
отраслях. Появление новейших отраслей, таких как "наноцитобиология" (Nano Cell Biology – 
см., например, сборник (NanoCellBioolgy, 2014)) и «нанонейронаука» («nanoneuroscience», 
(Woolf et al., 2010)), становящихся в последнее время предметом необоснованных 
спекуляций, однако, ведёт к улучшению технических параметров исследовательских 
установок, преимущественно, "по пространственному аргументу" или, что не менее важно, 
по частоте дискретизации или скоростям регистрируемых процессов, но не затрагивает и без 
того удовлетворительные (для большинства существующих биофизических задач) 
электрофизических характеристики, поэтому метрологический аспект наномасштаба 
в указанных направлениях смещен в сторону "имэджинга", то есть фиксации 
пространственных паттернов (Lyubchenko, 2013; Kawata, 2013) c нанометровым 
разрешением (как правило, субдлинноволновым оптическим или атомно-
силовым/зондовым инструментарием), либо скоростной регистрации процессов 
с наносекундным разрешением (Resink et al., 2014; Schickinger et al., 2013).  

Хорошим примером такого подхода в развитии биофизической техники может 
считаться общеизвестный метод локальной фиксации потенциала, хорошо известный как 
«patch-clamp», в котором предельные возможности фиксации по частоте и амплитуде были 
достигнуты задолго до конца прошлого столетия, но регистрируемая динамика зачастую не 
могла быть корректно эксплицирована из выборки и интерпретирована в терминах 
математической и молекулярной биофизики без учета фазы сигнала и синхронизации – 
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попадания или непопадания отдельных электрофизиологических состояний ионных 
каналов во фреймы или бины данных стандартной продолжительности или емкости памяти, 
что кардинально смещало интерпретацию кинетики процесса. 

Проиллюстрируем этот тезис. Хемометрический физико-химический подход к анализу 
данных патч-клампа позволяет рассматривать скорость реакции закрывания и открытия 
каналов как аналог константы скорости реакции в химической кинетике. В наиболее 
элементарном случае реакция может рассматриваться как переключение канала из 
закрытого состояния в открытое (Colquhoun and Hawkes, 1995): 

    
В случае если для активации канала необходима супрамолекулярная фиксация 

лиганда. то в эту элементарную модель добавляется промежуточная стадия, так как для 
данного механизма, согласно классической модели (del Castilio and Katz, 1957), характерно 
наличие двух дискретных закрытых состояний и одного открытого: 

   
где  − занятое лигандом дискретное состояние, причем на выделенных квадратной 

скобкой стадиях: T − канал закрыт,   − канал открыт, − канал вакантен для фиксации 

лиганда,   − канал занят.  

  
 

 
 
Рис. 1. Эффект воздействия периода на вероятность попадания в бин (по Неру и Саксу) 

 
Однако, так как процесс открытия каналов носит вероятностный характер, попадание 

или непопадание в период записи также носит вероятностный характер. В итоге 
формирующаяся в результате записи может содержать: сигналы, не попавшие в бин целиком; 
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сигналы, попавшие в него частично; сигналы, только конец которых приходится на данный 
бин; сигналы, которые не могут быть интерпретированы из-за длительности 
открытого/закрытого состояния канала, превышающей длительность бина; пачечные 
сигналы, после которых наступает «истощение» по статистике накопления на несколько 
бинов, и т.д. Данная ситуация продемонстрирована на Рис. 1. Пачечная активность канала, 
как правило, приводит к двухфазному характеру релаксаций (Neher and Steinbach, 1978). 
Отсутствие учета фазовых распределений и принятие во внимание только функций плотности 
вероятности времён усугубляет ситуацию, связанную с парадоксами времен ожидания и 
времен жизни в открытом состоянии в пачечных сигналах, а также артефактами, связанными 
с интерпретацией распределений времен жизни на неблокированных каналах (Colquhoun and 
Hawkes, 1995). Таким образом, необходима дополнительная техника для задач, связанных с 
обеспечением селективности подобных измерений. 

Потенциальные источники частотно-фазовой селективности. Принцип патч-
кламп, позволяющий регистрировать активность одиночных ионных каналов (Single-
Channel Recording, 2009), позволивший также индивидуально работать с множеством 
одиночных клеток в среде или в ткани и проводить ультрамикромасштабный скрининг 
фармацевтических препаратов (Brueggemann et al., 2014), не может быть сделан более 
эффективным средством измерения без внедрения источника фазовой селективности. 
Переход на наномасштабы пространственного разрешения не вносит качественных 
изменений в метрологический уровень электрофизиологической диагностики, так как 
стандартизированная и оптимальная для данных задач чувствительность, достигаемая 
специализированными коммерческими приборами без специальных преобразований, не 
может быть улучшена оптимизацией аддитивных параметров. Пример подобной картины 
наблюдался в Швейцарском проекте нано-патч-клампа, где существенное улучшение 
качества аппаратуры (Lehnert and Gijs, 2000), исходно позиционировавшейся как микро-
патч-кламп (Lehnert et al., 2002), не было сопряжено с направленным изменением 
селективности в сопряженной с амплитудой сигнала переменной (АЧХ, ФЧХ и пр., в 
которых возможно улучшение за счет оптимизации частотных полос или фазы и частоты), 
по причине чего извлечь заявленные параметры зачастую не было возможно без 
применения специальных математических техник, реализованных на цифровом уровне.   

Между тем, общеизвестно, что различные каналы имеют разные частоты открытия и 
блокирования, разные постоянные времени. Так: быстрые калиевые каналы имеют порог 
активации – 70 мВ, активируются за 1-2 мс и инактивируются за 10-15 мс, то есть меняют 
состояние с на порядок отличающимися скоростями; в то же время, для калиевых каналов с 
медленной активацией константы скоростей могут достигать секунд. С другой стороны, 
электробиологическое взаимодействие каналов приводит к смещению аддитивного набора 
скоростей или гистограммы частот, так как, например: кальциевый ток через т.н. "CRAC-
каналы" (Са-Releаse-Activated Ca-channels) может увеличивать частоту постсинаптических 
сигналов; каналы, обеспечивающие действие If-токов, контролируют частоту ритмических 
осцилляций нейронных структур; активация Кir-каналов уменьшает частоту сокращений в 
сердечной мышце в силу гиперполяризации мембраны; КСа-каналы участвуют в регуляции 
интервалов потенциала действия и настройке на определенные частоты при акустическом 
восприятии и т.д. (см., напр., сводку (Ситдикова и др., 2011) российско-немецкой группы 
авторов (Sitdikova et al., 2010; Hermann et al., 2010)). То есть, иными словами, происходит 
индуцированное изменение по иерархии ритма, связанное с активностью ионных каналов.  

Существует иерархия времён и соответствующих частот, на которых происходят 
физически-отличимые друг от друга процессы, характер которых может быть однозначно 
сопоставлен их частотно-временной характеристике (а учитывая различимые параметры 
нарастания и спада – и фазе), вследствие чего становится возможным, исследуя процессы на 
определенном узком частотном диапазоне, селективно исследовать процессы генерации 
потенциала (voltage-clamp)/ионного тока (current clamp) в определенных физиологией и 
биофизикой клетки ограниченных частотных зонах без параллельной регистрации шумов 
на других – нерепрезентативных или нерелевантных для данной задачи частотах. Этот факт 
мог бы весьма упростить саму процедуру регистрации и способствовать внедрению патч-
клампа в исследовательских DIY условиях, становящихся всё более распространенными в 
бывшем СССР и СЭВ (Schiermeier, 2002), а также – в полевых условиях, где возможности 
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фильтрации шумов сводятся к минимуму, а использование принципиально необходимых 
клеток Фарадея (Bazzone et al., 2013), показанных на Рис. 2-а, Рис. 2-b) не всегда возможно 
или целесообразно. 

 

 
 
Рис. 2-a. Патч-кламп-стенд с клеткой Фарадея (Гарвард, Lichtman Lab) 
 

 
 
Рис. 2-b. Патч-кламп-стенд без полноценной клетки Фарадея (Китай) 

 
Для внедрения этого иерархического подхода необходимо использование устройств, 

работающих в диапазоне от одного (или менее) до сотен герц при узкой эквивалентной 
полосе пропускания, что позволило бы "вытягивать" сигнал из шумов с максимальной для 
частотно-селективного детектирования эффективностью. Из последнего также следует, что 
этот прибор, в идеальном случае, должен быть также фазочувствительным. Можно доказать, 
что новизна подобного подхода вытекает из отсутствия аналогичных средств измерений в 
приложении к методикам патч-кламп, в связи с чем предварительно требуется дать краткий 
аналитический обзор последних в рамках данного качественного перечня технических 
требований.  

Следует дать ответ на вопросы: является ли сейчас современным требование фазовой 
чувствительности в локальной фиксации потенциала и требуется ли селективность по 
частоте, а также в каких границах потенциала это может/должно применяться? Корректный 
ответ на поставленный комплекс вопросов тождественен биофизически-точному 
"техническому заданию" и упрощает подбор метрологического инструментария 
потенциальными пользователями. 

Фазочувствительность. В интернациональной периодике, как правило, не делается 
принципиальных различий между терминами "lock-in amplifier" и "phase-sensitive detector" – 
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обозначениями усилителей, предназначенных для вытягивания сигнала из экстремально 
зашумленного фона (на понятных радиоэлектронных принципах, связанных с синхронным 
детектированием и фазой). Поэтому, хотя в работах по патч-клампу используются и первый, 
и второй вариант терминологии, в настоящей работе мы не разделяем типически-
однородный класс приборов на две группы, а используем единую терминологию. 

Фазовые детекторы были впервые применены в технике патч-клампа в 1980-х гг. при 
исследовании экзоцитоза и эндоцитоза, когда оказалось, что фазово-емкостные параметры 
данных процессов лучше фиксируются в означенной технике детектирования (Joshi and 
Fernandez, 1988). Более полное описание этого детектирования попало в "Handbook of 
Membrane Channels", где было напрямую указано на его оптимальность ("by applying a 
sinusoidal voltage and using a phase-sensitive detector"). Данная практика была достаточно 
распространенной в 1990-е и 2000-е гг. как при исследованиях трансмембранного 
везикулярного переноса как такового (Solsona et al., 1998), так и при расширенных сводных 
исследованиях секреции как цитофизиологического процесса (Pan and Fox, 2000), что было 
обусловлено появлением компьютерно-управляемых детекторов с дружественным GUI 
(графическим интерфейсом пользователя).  

С начала 2000-х гг. программно-аппаратные комплексы такого рода были настолько 
оптимизированы, что говорить о прямом аппаратном или программно-опосредованном 
методе регистрации сигнала по отдельности стало невозможно: с одной стороны, 
экспоненциально-релаксационное фитирование, как правило, реализуемое не без 
использования программных вычислительных средств, и чисто аналоговые подходы в 
техниках фазового детектирования стали совместимы по выборке и технически 
сопоставимы (Thompson et al., 2001); с другой стороны, с равным результатом 
использовались как установки с программным контролем − "lock-in software-based phase-
sensitive detector" (Granfeldt et al., 2006), так и используемый в рамках автоматизированных 
систем (напр., в картировании потенциала − "voltage imaging"-е) т.н. "off-line digital phase-
sensitive detector" (Ceriani and Mammano, 2013).  

 
Рис. 3. Самобалансирующийся фазочувствительный детектор - усилитель для локальной 
фиксации потенциала с оптической трансмиссией ("Optopatch"). 

 
Различия между автоматической и неавтоматической модальностью возможно 

пояснить следующим образом: в чисто-аппаратной модальности прибор должен быть 
способен без использования цифровых паттернов из баз данных и подгружаемых в память 
результатов компенсационного моделирования корректировать показания и фиксировать 
сигнал среди шумовых помех (что является сложной схемотехнической задачей), тогда как 
при наличии ЭВМ указанные функции берет на себя последняя. Хорошим примером этого 
может быть программно-управляемый фазочувствительный детектор (SLIA, software lock-in 
amplifier) популярной в Европе конструкции ЕРС-9, снабженный программным 
обеспечением типа "PULSE" различных версий, корректирующим ослабление при 
фильтрации низких частот и фазовые сдвиги во избежание артефактов при регистрации 
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(Gillis, 2000). Хорошим же примером полностью аналоговой регистрации, в которой 
корреляция измерений замещает цифровую сравнительную модель, может являться версия 
патч-кламп с двумя фазовыми детекторами на двух мембранных токовых выходах 
(Dempster, 2001) или двойной патч-кламп (Elhamodani et al., 2006); при этом, зная о 
пространственно-временной динамике движущейся волны (возбуждения) вдоль клеточной 
мембраны, можно снимать сигнал в различных точках.  

В начале 2000-х гг. за рубежом был внедрен в производство самобалансирующийся 
фазочувствительный детектор, усилитель для патч-клампа с оптической трансмиссией 
(Johnson et al., 2002), названный при вводе в серию "Optopatch" (см. Рис. 3). Этот прибор 
имеет режим записи калибровки по натурному объекту ("track-in"), полосу до 200 кГц, 
заведомо превышающую известные в физиологии характеристики генерации сигнала, 
четырех- (модель 7700-4) или восьми- (модель 7700-8) полюсную фильтрацию (фильтрами 
Бесселя). Таким образом, он совмещает в себе аппаратные свойства классических моделей 
высокого уровня и средства записи, свойственные для программных комплексов, включая 
хронологически более новые (Neef et al., 2007). Безусловно, по сравнению с работами начала 
1990-х гг., выполнявшимися с использованием более простых фазовых детекторов (Zierler, 
1992; Debus et al., 1995), достигнут существенный системотехнический прогресс! 
Современный фазовый детектор - усилитель для локальной фиксации потенциала 
представляет собой высокотехнологичный продукт, оптимальный и для поверхностно-
контактных методов регистрации ("cell attached" (Klyachko et al., 2008)), и для регистрации 
потенциала с подсосом клеточно-цитоплазматического содержимого (т.н. "whole cell" метод 
(Olapinski et al., 2008)).  

Однако усовершенствование функциональных характеристик для пользователя 
привело к усложнению ремонтно-эксплуатационных условий, а также цен на приборы 
такого уровня (до десятков тысяч долларов, в зависимости от числа каналов, не считая 
периферии; так, известный EPC-10 USB Quadro Patch Clamp Amplifier можно найти не менее, 
чем за $ 32 000), что сделало их малодоступными для развивающихся стран. Это 
обстоятельство порождает (в последних) необходимость поисков функциональных замен 
дорогостоящим установкам, одновременно допускающих работу в упрощенных условиях, 
без ячейки Фарадея, а значит – с дополнительным механизмом селективности для 
шумоподавления, пренебрежения наводками в частотной полосе без ущерба для 
регистрации сигнала в режиме реального времени (Alexandrov, Gradov, 2014; Александров, 
Градов, 2014).  

Частотная селективность. Достижение эксплуатационной выгоды при упрощении 
и достижении робастности экспериментальной конструкции в неблагоприятных условиях не 
может быть достигнуто без понижения размерности пространства переменных урезанием 
широкодиапазонных выборок измерений до отдельных не зашумленных диапазонов 
контроля. Это, в свою очередь, требует использования узкой полосы пропускания. Если 
говорить об электрофизиологических измерениях, где используют вторичный анализ 
регистрируемых в цифровой форме данных локальной фиксации потенциала, получая из 
них амплитудные гистограммы (Schröder et al., 2005; Yakubovich et al., 2009), спектры 
мощности (Hoshiko, 1978), характеристики частотного отклика (Zimmermann et al., 2008) 
etc., то достаточно рациональной (для ограниченного круга задач) представляется 
возможность вести измерения на отдельных частотах.  

Действительно, даже в исследовании нелинейных электрофизиологических процессов 
таких, как передача импульсов от механорецепторов, часто используют лишь анализ 
главных динамических мод (Marmarelis et al., 1999),  изредка синхронизируясь с измерением 
гармонических/нелинейных искажений и поиском искаженных мод (Takahashi and Santos-
Sacchi, 1999). Позитивным контрольным методом в данном контексте может являться 
анализ мембранных резонансов (Hutcheon et al., 1996; Yan et al., 2002), так как вполне 
очевидно, что нарастание амплитуды вынужденных колебаний при приближении к 
резонансным частотам приводит селективно к возрастанию сигнала (и, соотв., оптимизации 
соотношения сигнал/шум) на указанных частотах и, как следствие, не требующему 
аппаратной "эквализации" выделению уровней этих частот при детектировании из общего 
массива сканирующим по частоте устройством регистрации. Опуская вопросы добротности, 
можно лишь дать ссылки на синхронизацию локальной фиксации потенциала и 
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импедансной спектроскопии на клетках и модельных мембранах (Weckström et al., 1992; 
Mayer et al., 2004; Alberti et al., 2014), поскольку частотные восприимчивости и резонансные 
параметры клеточных структур и модельных мембран напрямую связаны с этим, а 
отсутствие частот селективности у какой-либо группы каналов (Kaestner, 1999) 
свидетельствует о малой биофизической специфичности и расширенной лабильности.  

В сущности, молекулярная биофизика клетки представляет собой множество 
процессов разной лабильности, а значит – с разной частотой предельного раздражения (как 
известно, нейрофизиолог Введенский считал мерой лабильности высшую частоту 
раздражения живой структуры, воспроизводимую последней без потери ритма, что затем 
было верифицировано осциллографическим методом на нейронной структуре (Gulyaev, 
1957)).  

Не имея целью останавливаться на этом подробно, достаточно ограничиться 
несколькими ссылками на частотно-зависимые или, что подобно, частотно-специфические 
процессы активации каналов/рецепторов (Du et al., 2000; Yin and Lovinger, 2006), а также 
явления унифицированной селективности, обусловливаемые полно-спектральными 
зависимостями (Ilyin et al., 2005; Bamann et al., 2008). Если в первом случае возможно 
измерить сигнал в одиночной полосе, то глубина флуктуаций по частоте во втором случае 
требует расширения диапазона регистрации, что не всегда доступно при синхронном 
анализе большого числа ионных каналов и большой поверхности контакта.  

Поэтому очевидно, что, если не рассматривать мало распространенный и сложно 
воспроизводимый в доступных экспериментальных условиях случай регистрации в полосе 
"мембранных резонансов", рационально характеризовать хотя бы спектрально-
узкополосные отклики клетки на возбуждение. Иными словами, нами предложен метод, в 
котором селективность достигается не только по фазе, но и по частоте, однако это 
не тождественно снятию фазо-частотной характеристики, так как измерения ведутся лишь 
на специально выделенных диапазонах, причем в базу данных автоматизирующей установку 
ЭВМ заложены значения частот/диапазонов, соответствующих каким-либо процессам или 
каналам (из литературы). 

 
2. Материалы и методы 
При выборе измерительной аппаратуры мы ориентировались по нескольким 

критериям, основными из которых являлись сопоставимость метрологических диапазонов 
приборов с параметрами сигналов биологических объектов и биомиметических мембран и 
доступность, а следовательно, элементарная воспроизводимость предлагаемых технологий 
регистрации в малобюджетных лабораториях. Кроме того, принималась во внимание 
простота автоматизации аппаратуры и возможность её встраивания в компьютерные 
системы сбора данных с помощью неэкзотических интерфейсов. 

Как следует из поставленных в тексте вводно-обзорной части задач, мы ставили цель 
подбора аппаратуры с наиболее эффективной частотной характеристикой – с минимальной 
достижимой полосой пропускания, однако так как подход адаптирован нами для российских 
или восточноевропейских условий, мы  вынуждены были упрощать схему и использовать не 
самые оптимальные (весьма дорогостоящие), а наиболее доступные и дешевые аналоги, что 
зачастую сохранились с конца 1980-х – начала 1990-х.  

В результате тестирования множества отечественных и зарубежных приборов были 
использованы несколько моделей, наиболее удовлетворяющих критерию минимальной 
эквивалентной полосы пропускания при весьма хорошем соотношении «цена/качество»; в 
частности, доступный на постсоветской территории селективный фазочувствительный 
нановольтметр "Unipan 232B" (lock-in nanovoltmeter), аннотируемый как аналоговый 
корреляционный приёмник с эквивалентной полосой пропускания, доводимой до 0,001 Гц. 
Данный прибор может быть использован в рассматриваемой технике регистрации, так как 
при диапазоне 1 Гц – 100 кГц и указанной минимальной полосе пропускания он способен 
аналоговым путем «вытягивать» сигналы из сильного зашумления. До настоящего времени 
данные приборы использовались в: лазерной физике и лазерной химии (Krasiński et al., 
1974;  Stacewicz, 1981;  Stacewicz and Krasiński, 1981); фотонике кристаллов (Zimmerman et al., 
1983; Pfleger, 1990) или фотовольтаике (Zhechev and Todorov, 1997; Bryushinin et al., 1999; 
Sergeev et al., 2011), в частности – в измерениях проводимости и фотопроводимости (Gotszak 
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and Lisowski, 1987; Georgobiani et al., 1984; Zaretskii et al., 1988; Bletskan et al., 2006); анализе 
параметров катодных разрядов оптогальваническим методом (Zhechev and Atanassova, 1998) 
и измерениях на сцинтилляторах (Autrata et al., 1983; Barbu et al., 1995; Horak and Shauer, 
2006; Wandrol and Horak, 2007); анализе параметров тонких пленок и мультислоев (Hajiek 
and Ošt′ádal, 1984; Yankelevich et al., 1992; Nesheva et al., 1994, 1995); фотолюминесцентных и 
электролюминесцентных измерениях (Mugeński and Cywiński, 1984; Misiewicz et al., 1989; 
Chimpu et al., 2005; Radeva et al., 2009); измерениях синглетного кислорода и кислородных 
включений в физике твердого тела (Cywińaski and Damm, 1983; Ryskin et al., 1983); техниках 
измерения фотоингибирования в фотобиохимии (Nedbal et al., 1986); спектроскопических и 
спектрофлуориметрических техниках (Bierzynski and Jasny, 1975; Pavluch and Eckertova, 1985; 
Rostami, 2004; Avakyants et al., 2005; Ulasevich et al., 2013); поляризационных методиках 
измерений (Nowak et al., 1984; Petkova et al., 2007, 2010; Ivanov et al., 2013) и радиочастотных 
измерениях (Masterov et al., 1997; Bakhushev et al., 2003; Uvarov and Kornilovich, 2010); целом 
ряде кристаллохимических и кристаллофизических направлений (Strek et al., 1987; Aneva et 
al., 1994; Nesheva et al., 1995; Bunzarov et al., 2008; Bletskan et al., 2010) и т.д.* Однако в патч-
кламп-регистрациях подобные аппараты не замечены.  

До последнего времени фазочувствительные нановольтметры, если и использовались в 
исследованиях с применением патч-клампа или технически им подобных, то 
исключительно во вспомогательных целях (Petrov, 2002, 2008; Nguyen et al., 2012), поэтому 
мы вынуждены были в компаративных целях внедрить в установку фазочувствительный 
анализатор (англ. «two phase lock-in analyzer») типа EC&G 5208 ("Princeton Instruments"), 
классически используемый в исследованиях на базе патч-клампа и смежных методов (Niles 
et al., 1988; Reid et al., 2007; Huang et al., 2013). Нами была собрана нановольтметрическая 
установка для реализации методов локальной фиксации потенциала (патч-кламп) на базе 
нескольких селективных нановольметров с узкими полосами, одного фазочувствительного 
нановольтметра, фазочувствительного анализатора EC&G, генератора сигналов специальной 
формы (для внедрения возможности управления стимуляцией ткани) и вспомогательного 
оборудования. Впоследствии было обнаружено, что ряд из устройств не оптимален, либо 
не подходит по частотным характеристикам, вследствие чего установка была 
конфигурирована иным путем.  

Также была использована система для микроскопии в патч-клампе; принципиальное 
отличие этой системы от широко распространенных аналогов состоит в том, что управление 
подводом стеклянного капилляра к клетке осуществляется не с использованием шаговых 
двигателей или пневматики на модуле установки капилляра, а контрнаправленным ему 
перемещением столика по осям Х, Y, Z, что осуществляется с использованием шаговых 
двигателей при возможности контроля в специализированном программном обеспечении 
управляющей ЭВМ (конструктор системы – В.А. Оганесян) или манипуляции с помощью 
манипуляторов типа сайдстик/джойстик и т.п. аналогов.  

В силу управляемости контакта столиком, а не блоком подачи капилляров на шаговых 
двигателях или пневматике, становится возможным создание на данной основе (при замене 
столика на пятиосный столик Е. Федорова) роботизированного патч-клампа, основанного на 
гибридизации наших ранних конструкций (Нотченко и Градов, 2012; Notchenko and Gradov, 
2013) с современным трендом в методах локальной фиксации потенциала – роботизизацией 
патч-кламп-установок (Milligan et al., 2009; Estacion et al., 2010). До сих пор на практике не 
существовало роботизированных установок фазового патч-клампа, как и не было установок 
локальной фиксации потенциала (voltage clamp) с использование нановольтметрической 
фазо-селективной техники. 

                                                 
* Коллектор литературы по данному разделу – С.К. Панкратов, которому авторы выражают искренне 
благодарность за проделанную работу, равно как и за помощь в форматировании библиографии.  
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Рис. 4. Установка для реализации фазочувствительного патч-клампа. Стенд 1 из 2 (2013) 

 
3. Результаты 
Будучи основанной на фазочувствительных нановольтметрах, данная установка может 

быть также преобразована в установку векторметрического патч-клампа, так как, измеряя 
квадратурные составляющие первой гармоники и индицируя в таком случае 
действительную и мнимую составляющую комплексного напряжения, возможно получить 
много ценной информации и биофизической кинетике и биоэлектродинамике живой 
клетки (об этом подробнее рассказывается в работах, находящихся сейчас в печати). 
Наличие индикаторов, соответствующих действительной и мнимой составляющих, 
позволило бы определять составляющие, принимая за нуль некоторую известную фазу 
опорного сигнала (по которой происходит калибровка и разметка тайм-кода – см., напр., 
генераторы на рис. 1). В то же время, так как в патч-клампе для нужд наноинжиринга и 
нанобиоэлектроники недавно также используются фазовые техники и фазовые детекторы 
(Zhao et al., 2008), применение селективных фазово-чувствительных нановольтметров в 
методах локальной фиксации потенциала для этих целей позволило бы внести новое 
«нано»-измерение, помимо пространственного в технологии voltage-clamp.  

Таким образом, очевидны перспективы совершенствования данного подхода по 
технической части и масштабам времен, токовых параметров и частот, на которых этот 
подход может применяться (в частности, возможности усовершенствования лежат в области 
вариаций фазово-частотной и амплитудно-фазовой характеристики на гигаомном контакте 
(Malboubi and Jiang, 2014)). Повышение чувствительности в данной технологии достигается 
за счет использования нановольтметрического спецоборудования с фазовой и частотной 
селективностью.  
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На основе этого подхода предполагается также развитие векторметрического патч-
клампа, при котором индицируются действительная и мнимая составляющая комплексного 
сигнала, что является полезной информацией для развития технологий нейроинтерфейсов 
и биомиметической электроники. 

Энергетические измерения с частотной дискриминацией или на отдельных 
диапазонах спектра. Приведем ряд данных по тестированию программного обеспечения, 
благодаря которому реализуется возможность подобных измерений. В качестве исходного 
сигнала использовалась запись глутаминового рецептора, расположенная в сети в открытом 
доступе. Оцифровка данных графика производилась с использованием ПО «GRAPH2DIGIT» 
по яркости инвертированного изображения*. В качестве средства измерения использовались 
алгоритмы получения энергетических спектров Прони со следующими компонентами:   

 
Вычисления производились в рамках комплексной экспоненциальной модели Прони 

порядка m c суммированием продуктов комплексных амплитуд h и комплексного же 
экспоненциального z: 

 
Здесь для указанных h и z, A – комплексная амплитуда, γ – «демпфирующий фактор» 

(затухание), ν  - частота, θ – фаза (в иных выислениях обозначаемая как φ). Производится 
разложение по затухающим синусоидам: 

 
Здесь А – амплитуда, k – демпфирующий фактор (скорость экспоненциального 

затухания первого порядка), ν - частота, θ – фаза. Данная модель редуцирует незатухающие 
синусоиды (k=0), а также экспоненциальные затухания с частотой, близкой к 0 и фазой π/2. 

Ниже приведены: 
1) энергетические спектры Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового 

рецептора в линейном (Рис. 5) и логарифмическом (Рис. 6) масштабе [алгоритм 
UNDAMPED]; 

2) энергетические спектры Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового 
рецептора в линейном (Рис. 5) и логарифмическом (Рис. 6) масштабе [для UNDAMPED SVD 
NE]; 

3) энергетические спектры Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового 
рецептора в линейном (Рис. 5) и логарифмическом (Рис. 6) масштабе [для UNDAMPED 
SVD]; 

1) вспомогательные преобразования (Рис. 11) для реконструированной 
регистрограммы (Рис. 11-A): спектральное разложение матрицы {eigendecomposition} – на 
Рис. 11-B; её собственные вектора {eigenvectors} – на Рис. 11-C; преобразование Кархунена-
Лоэва/Хотеллинга – на Рис. 11-D; Фурье-разложение – на Рис. 11-E; авторегрессионный                
(AR-) анализ – на Рис. 11-F, Рис. 11-G. 

                                                 
* https://upload.wikimedia.org/wikipedia/ru/4/44/SCh-GlyR.jpg 
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Рис. 5. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum): 40-
й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300;  алгоритмика 
– Undamped; линейная шкала частот.  
 

 
 
Рис. 6. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum):     
40-й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300;  
алгоритмика – Undamped; логарифмическая шкала частот. 
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Рис. 7. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum): 40-
й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300;  алгоритмика 
– Undamped Svd NE; линейная шкала частот.  
 

 
 
Рис. 8. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum):    
40-й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300;  
алгоритмика – Undamped Svd NE; логарифмическая шкала частот.  
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Рис. 9. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограммы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum):    
40-й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300;  
алгоритмика – Undamped Svd; линейная шкала частот. 
 

 
 
Рис. 10. Энергетический спектр Прони патч-кламп-регистрограмы глицинового рецептора, 
выполненный для тестирования программной части установки (Prony Energy Spectrum):    
40-й порядок; 6 подпростр. (signal subspace); отношение сигнал/шум – S/N=300; 
алгоритмика – Undamped Svd; логарифмическая шкала частот 
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А) Data Registrogramm 
 

B) Eigendecomposition 
 

С) Eigenvectors 
 

D) Principal Components 
 
Рис. 11. Вспомогательные преобразования регистрограммы (начало иллюстрации) 
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E) FFT comp 
 

 
 
F) Autoregressive comp 
 

 
 
G) Autoregression (AR) for AR Comp. 
Рис. 11. Вспомогательные преобразования регистрограммы (завершение иллюстрации) 

 
Следует указать на различия данных UNDAMPED-алгоритмов, базирующихся на неких  

модификациях метода наименьших квадратов Прони в стандартном UNDAMPED-режиме и 
наиболее робастного при больших массивах данных в режиме UNDAMPED SVD NE (где SVD 



European Journal of Medicine. Series B, 2017, 4(1) 

45 

 

– Singular Value Decomposition; SVD для рассматриваемого массива данных приведен на 
Рис. 12). Для заданного порядка и сигнального подпространства, оцененные частоты 
идентичны в авторегрессионных спектрах (Рис. 11) и SVD. Процедура UNDAMPED SVD 
включает в себя отображение корней сигнала в единичную окружность (что нужно для 
обеспечения нулевых коэффициентов демпфирования, затухания), выполнение 
комплексной аппроксимации по методу наименьших квадратов с использованием данных 
модифицированных комплексных экспоненциальных коэффициентов. Алгоритм линейной 
синусоидальной подгонки AR SVD FB в данном случае непосредственно выполняет функцию 
наименьших квадратов в методе Прони. 

Метод спектрального разложение матриц {eigendecomposition} на собственные вектора 
{eigenvectors}, продемонстрированный на Рис. 11-B и Рис. 11-C, может быть реализован 
также с выдачей данных в численной форме, как это показано в листинге ниже, где 
программным путем вычленены порядок/размерность данных (40) и количество 
собственных мод (также 40), а также собственные значения для всех индексов, показанных 
по ординате на Рис. 11-B и Рис. 11-C (это можно рассматривать как разновидность методов 
векторметрического патч-клампа, аннотированного выше): 
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Рис. 12. Результаты SVD (Singular Value Decomposition) для патч-кламп-регистрограммы 

 
Собственные векторы могут быть также табулированы и ранжированы по индексам, 

как это показано на листинге, приводимом далее: 
 

 
 
Фазовые Фурье-спектральные (FFT) измерения с частотным разрешением 

либо частотной дискриминацией в анализе регистрограмм. При этом, возможно, 
дополнительно к методу Прони, вычисляющему в данном случае распределение энергии 
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(или относительной мощности в дБ) на отдельных частотных линиях/полосах, получить 
полное описание Фурье-спектра с указанием статистически важнейших пиков с указанием 
значений фазы для этих пиков. Вычисление фазы возможно как для частотного анализа как 
такового (режим FREQUENCY ANALYSIS), так и для субоптимального фитирования (режим 
SINE COMPONENT FIT), но невозможно для интерполированных данных (INTERPOLATED 
SPECTRAL PEAKS), как это показано в листинге ниже: 

 

 
К сожалению, режимы вычисления энергетических спектров не предусматривают ни 

фазовой, ни иной дополнительной по дескрипторам визуализации, кроме мощностной либо 
энергетической (дБ). Однако, как можно видеть в формулах, описывающих преобразование, 
приведенных выше, фаза присутствует.  Поэтому было принято решение извлекать данные о 
фазе из спектральных измерений FFT, с помощью которых получаются данные, показанные 
на листинге выше. Режим полной выдачи (FFT DATA SUMMARY) выдает одновременно семь 
параметров спектра патч-кламп-машинограмм: частоту (Frequency),  магнитуду (Magnitude), 
амплитуду (Amplitude),  длину волны (Wavelenght), фазу (Phase), относительную  мощность 
(dB), спектральную плотность мощности (PSD), вычисленную с использованием интеграла 
квадрата амплитуды по времени (PSD TISA – по аббревиатурам «Power Spectrum Density» и 
«Time-Integral Squared Amplitude»).  Пример данного листинга приведен ниже: 
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Поэтому извлечение данных о фазе экстрагированием (автоматизированным путем) 

данных 5-6 столбца с соотнеением фреймов фазовых данных фреймам данных о мощности – 
последним двум столбцам или результатам PES (Prony Energy Spectrum) не представляет,  по 
существу, какого-либо труда. Единственной очевидной проблемой является различие вида и 
численных данных фазового спектра при изменении характера спектрального окна либо в 
случае изменения типа преобразования.  

Рассмотрим эту проблему более подробно,  приведя графические примеры: 
I. На Рис. 13 приведены три типа фазовых спектров, получаемых при разных типах 

преобразований: А) FFT RADIX 2 – простейший алгоритм, применяемый в БПФ по 
основанию 2 (в целом ряде Кули-Тьюки-подобных алгоритмов, в том числе – с 
прореживанием по времени); B) PRIME FACTOR – алгоритм БПФ Гуда-Томаса (также 
аббревиируется как PFA), связанный с вложенным алгоритмом PFA FFT Винограда 
(Winograd FFT algorithm); C) CHIRP-Z – дискретное преобразование Фурье, осуществляемое, 
как правило, с использованием алгоритма Блюстейна (в котором данное преобразование 
выражается свертка, также как и в алгоритмике Ридера); MIXED RADIX – преобразование 
Фурье по смешанному основанию, т.е. в смешанной системе счисления. 
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А) Тип преобразования:  FFT RADIX 2 

 
В) Тип преобразования:  PRIME FACTOR 

 
С) Типы преобразования:  CHIRP-Z и MIXED RADIX 
Рис. 13. Изменение формы вычисляемого фазового спектра при изменении типа 
преобразования 

 
II.На Рис. 14-А приведены три примера изменения спектра сигнала при изменении 

окон (весовых функций в спектральных оценках): контроль – без окна (синий), окно Уэлша 
(желтый), окно Бартлетта (красный). На Рис. 14-В приведено прямое сравнение результатов 
использования этих окон (как весовых коэффициентов) в ходе вычисления фазового спектра 
в логарифмическом представлении фазовой оси. Можно видеть, что изменение весовых 
функций в спектральных оценках не может не отражаться на форме спектра распределения 
фаз патч-кламп-сигнала. Более того, наблюдается смещение пиков на фазовом 
логарифмическом спектре и появление новых пиков в случае несовпадения типов окон. 
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Поэтому в любых диагностических методах, основанных на «фазовой патч-кламп-
спектроскопии» и синхронном детектировании (lock-in) необходимо применять один тип 
окон во всей выборке регистрограмм, которые планируется взаимно сравнивать между 
собой, или подвергать единым математическим преобразованиям для решения задач 
медицинской аналитики и клеточной фармакологии. 

 

 
А) Изменение спектрального отклика при изменении типа окна. 

 
В) Примеры фазового спектра реального патч-кламп-сигнала при разных окнах.  
Рис. 14. Изменение формы вычисляемого фазового спектра при изменении 

 
4. Обсуждение 
Данное направление работ находится в тренде исследований, ведущихся авторами по 

инициативному направлению «Разработка методов и установок патч-кламп-спектроскопии  
/ патч-кламп-спектрометрии». В настоящей статье описана одна из наиболее ранних работ в 
данном направлении. Впервые о направлении и его применимости в клеточной диагностике 
в биомедицине заявлено было в кратких сообщениях в 2015 г.  (Градов. 2015), но ряд работ, 
«столбящих позиции» в биомедицинском направлении последовал также в 2016 г. (Градов, 
2016). В конце 2016 года были достигнуты первые успехи в совмещении дескрипторов патч-
кламп-диагностики и ряда методов спектроскопии, доступных в оснащенных клиниках либо 
в экспериментальных условиях (Градов, Орехов, 2016). Однако теоретические достижения и 
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продвижения в экспериментальной программе публикуются на несколько лет позже начала 
работ – текущая работа была начата в 2013 году и проводилась совместно с представителями 
Отдела исследований мозга НЦН РАМН и Отдела динамики химических и биологических 
процессов ИХФ РАН. Последние годы работа ведется в безвозмездном (заявки на гранты не 
подавались) формате, поскольку отсутствие штатных единиц не позволяет говорить о каких-
либо сроках прогресса в настоящем направлении. Публикация настоящего материала могла 
бы быть отложена на годы вперед до улучшения ситуации, однако ближайшие перспективы 
реорганизации быв. институтов РАН, в которых до последнего времени работали участники 
данных добровольных НИР (слияние и сокращение штата), заставило авторов пересмотреть 
стратегию и предпочесть публикацию и депонирование в текущем году всего накопленного 
материала, который только может быть опубликован в подтверждение верности концепции, 
в том числе – рабочих материалов и листингов, а также технических заделов биологических 
работ, продолжение которых для прикладных биомедицинских направлений находится под 
вопросом. В условиях, когда на весь коллектив  с трудом удается достать одну полную ставку, 
а инфраструктура не обеспечивает минимально стерильных условий работы для клеточных 
и тканевых работ, культур клеток – о динамичном продвижении тематики речь, увы, идти не 
может. Поэтому авторы призывают рассматривать настоящий материал не как индикатор и 
критерий абсолютного качества труда коллектива авторов, но как полезный для развития на 
будущее концепт, демонстрирующий инициальные возможности развития данной тематики 
как в техническом, так и в биомедицинском ключе. Первый автор настоящей работы хотел 
бы не усложнять чрезмерно статью математическими подробностями, чтобы материал мог 
быть воспринят медиками и биологами без вычислительно-математического бэкграунда; по 
этой причине он старался упростить текст и лишь вскользь упоминать о специфике, посему 
он просит прощения, если эта адаптация в какой-то мере не удалась (впрочем, и не могла 
до известной меры удастся – ввиду междисциплинарности тематики и подходов в ней).  

 
5. Заключение 
Итого – предложены, описаны, рассмотрены и реализуемы следующие конструктивно-

алгоритмические нововведения, которые могут быть использованы в диагностике на уровне 
одиночных клеток и их ионных каналов:  

a) селективно-нановольтметрический патч-кламп с разделением по частоте; 
b) фазо-селективный синхронно-детектирующий «патч-кламп-спектрометр»; 
c) логарифмический по фазе патч-кламп-спектр (lg[φ]-ω-patch-clamp spectrum); 
d) патч-кламп с установлением энергии в отдельных полосах (спектр Прони);  
e) дифференциальная мультиалгоритмическая патч-кламп-спектроскопия на базе 

энергетических спектров Прони в линейных и логарифмических координатах; 
f) патч-кламп-автоматика для нейроэлектрофизиологического чипа с частотным 

дискриминатором; 
g) гибридная патч-кламп-спектрометрия в действительной и мнимой области; 
h) векторметрический патч-кламп и его аналог на собственных векторах матриц;  
i) компаративная мультиалгоритмическая фазовая патч-кламп-спектроскопия; 
j) фазовая патч-кламп-спектроскопия c разными весовыми окнами спектральных 

оценок. 
О некоторых (большинстве) из данных технологий пойдёт речь в ближайших работах, 

если тому не воспрепятствуют не зависящие от авторов форсмажорные обстоятельства.  
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Фазочувствительные спектральные нановольтметрические методы локальной 
фиксации потенциала c частотной дискриминацией –  регистрация активности 
одиночных ионных каналов в координатах «частота-фаза» для нужд клеточной 
биомедицины 
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Аннотация. В работе рассматривается новый эффективный способ регистрации 

активности ионных каналов в условиях высокого зашумления и 
асинхронной/стохастической работы каналов, физически обеспечиваемый селективностью 
по фазе и регистрацией в узком диапазоне характеристических частот. Повышение 
чувствительности достигается за счет использования технологий с фазовой и частотной 
селективностью. На основе этого подхода предполагается также развитие 
«векторметрического патч-клампа», при котором индицируются действительная и мнимая 
составляющая комплексного сигнала.  

Ключевые слова: локальная фиксация потенциала, частотный дискриминатор, 
ионные каналы, селективный нановольтметр, векторметр, комплексный сигнал. 
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