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Введение
Открытие Са2+-зависимых калиевых каналов 

(К+(Са2+)-каналы) связано с обнаружением так 
называемого Gardos-ýффекта: предотвращение 
ЭДТА утечки ионов К+ из АТФ-истощенных ýри-
троцитов [1], который основан на хелатирова-
нии ЭДТА ионов кальция, что препятствует их 
накоплению в цитоплазме клеток. Впоследствии 
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – изучить влияние донора сероводорода NaHS на изменения мембранного потенциа-
ла эритроцитов, вызванные  активацией Са2+-зависимых К+-каналов в присутствии кальциевого ионофо-
ра либо искусственной электронно-донорной системы аскорбат – феназинметосульфат (ФМС).

Материал и методы. В работе использовались упакованные эритроциты, полученные из венозной крови 
25 здоровых добровольцев в возрасте 20–27 лет. Регистрацию мембранного потенциала эритроцитов в 
присутствии Са2+-ионофора (А23187) или искусственной электронно-донорной системы аскорбат – ФМС 
проводили потенциометрическим методом, основанным на том, что в присутствии протонофора распре-
деление Н+ зависит от мембранного потенциала Еm как Em = RT/F (pHi – pH0), где рНi и рН0– значения 
рН цитоплазмы и среды инкубации соответственно. В качестве интегральной характеристики Са2+-за-
висимой К+-проницаемости эритроцитов рассчитывали амплитуду гиперполяризационного ответа (ГО).

Результаты. Установлено, что добавление в среду инкубации клеток NaHS в концентрациях от 0,005– 
0,2 мМ вызывало изменение амплитуды гиперполяризационного ответа мембраны эритроцитов, вызван-
ного обоими способами. В присутствии 0,005 мМ NaHS амплитуда А23187-зависимого ГО существенно 
увеличивалась, тогда как амплитуда редокс-зависимого ГО снижалась. Подавление А23187-зависимого 
ГО в присутствии более высоких концентраций NaHS было более выраженным, чем редокс-зависимого. 
Амплитуда А23187-зависимого ГО при совместном действии сероводорода и блокатора Na+,K+,2Cl--
котранспорта (NKCC) буметанида увеличивалась, редокс-зависимого ГО снижалась по сравнению с 
параметром, полученном в отсутствии блокатора. 

Заключение. Установлено, что сероводород оказывает модулирующее действие на К(Са2+)-каналы мем-
браны эритроцитов. Эффект H2S зависит от способа активации исследуемых каналов. А23187-зависимый 
ГО оказался более чувствителен к H2S по сравнению с редокс-индуцированным ГО мембраны эритро-
цитов. Влияние NaHS на амплитуду ГО в присутствии блокатора NKCC буметанида также зависело от 
способа стимуляции канала. 

Ключевые слова: сероводород, эритроциты, Са2+-зависимые калиевые каналы. 

оказалось, что при любых воздействиях, умень-
шающих содержание АТФ в цитозоле клеток, 
увеличение проницаемости ýритроцитов для ио-
нов калия коррелирует с уровнем накопления 
45Са в клетке [2].

Со времени своего обнаружения К+(Са2+)-ка-
налы ýритроцитов, которые относятся к каналам 
средней проводимости (intermediate conductance 
Ca2+-activated K+-channel, IKCa) [3], достаточ-
но интенсивно изучаются, но только недавно 
была установлена их физиологическая роль. 
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К+(Са2+)-каналы вносят определенный вклад в 
ýриптоз [4], изменение объема клеток [5]. Не ис-
ключено их участие в деформируемости клеток: 
Са2+-индуцируемое снижение деформируемости 
ýритроцитов устраняется вследствие выравнива-
ния градиента ионов калия или обработки клеток 
блокатором ýтих каналов [6, 7]. 

Регуляция К+(Са2+)-каналов ýритроцитов осу-
ществляется несколькими путями. Один из них 
связан с вторичными посредниками, ýффект ко-
торых реализуется при воздействии активаторов 
или ингибиторов протеинкиназ А или С [8, 9, 10]. 
Другой путь регуляции осуществляется посред-
ством белков цитоскелета ýритроцитов без уча-
стия протеинкиназ [11].

Наконец мембрана ýритроцитов содержит не-
которые компоненты ýлектронно-транспортной 
цепи, обычно присутствующие на внутренней 
мембране митохондрий (НАДН-дегидрогеназа, 
цитохром С) [12, 13], которые могут включаться 
в регуляцию К+(Са2+)-каналов ýритроцитов [12].

В последнее время пристальное внимание ис-
следователей привлекает новый класс регуля-
торных молекул, а именно газовые посредники, 
к которым относят монооксиды азота и углеро-
да, сульфид водорода, образующиеся в клетках 
организма. Молекулы газов свободно проника-
ют через биологические мембраны, их синтез 
регулируется определенными ферментами, они 
осуществляют как межклеточную, так и внутри-
клеточную регуляцию различных физиологиче-
ских функций [14]. Известны данные о роли NO 
[6] в регуляции Са2+-зависимых калиевых кана-
лов ýритроцитов. Работы о регуляторной роли 
CO и H

2
S относительно Са2+-зависимой калие-

вой проницаемости мембраны ýритроцитов еди-
ничны. 

Кровь человека содержит существенное коли-
чество сероводорода: 10–100 мкМ H

2
S [15]. Кро-

ме того, ýритроциты могут восстанавливать S0 до 
HS-, используя восстанавливающие ýквиваленты, 
полученные при окислении глюкозы [16]. Воз-
можно также и неферментативное образование 
H

2
S в красных клетках крови  из глутатиона, а 

также  при окислительном стрессе. Установле-
но, что при некоторых патологических процессах 
происходит изменение концентрации сероводо-
рода в межклеточном пространстве, в перифе-
рической крови, а также в самих ýритроцитах. 
Нельзя исключить, что в условиях повышенной 
или пониженной продукции H

2
S изменяется 

функционирование как самих К+(Са2+)-каналов, 
так и внутриклеточных сигнальных систем, уча-
ствующих в их регуляции. В связи с вышеизло-

женным представляется актуальным изучение 
роли сульфида водорода в регуляции К+(Са2+)-ка-
налов мембраны ýритроцитов.

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние влияния донора сероводорода NaHS на из-
менение мембранного потенциала ýритроцитов, 
вызванного  активацией Са2+-зависимых К+-кана-
лов в присутствии кальциевого ионофора либо 
искусственной ýлектронно-донорной системы 
аскорбат – феназинметосульфат.

Материал и методы 
В работе использовалась венозная кровь 25 

здоровых добровольцев в возрасте 20–27 лет. 
Кровь забиралась из локтевой вены утром нато-
щак в пробирки с гепарином (25 ед/мл крови). 

Процедура получения упакованных ýритро-
цитов: после центрифугирования (1000 g, 5 мин, 
4 ºС) плазму и клетки белой крови удаляли, а 
ýритроциты дважды промывали тремя частями 
изоосмотического раствора NaCl (150 мМ), со-
держащего 5 мМ Na-фосфатного буфера (рН 
7,4) при тех же условиях центрифугирования. 
Последний раз осадок ýритроцитов промывали 
средой, содержащей 150 мМ NaCl, 1 мМ KCl, 1 
мМ MgCl

2
, 10 мМ глюкозы, при тех же условиях 

центрифугирования. После ýтого упакованные 
ýритроциты переносили на лед и хранили не бо-
лее 12 ч.

Для регистрации изменений мембранного по-
тенциала ýритроцитов в присутствии Са2+ ионо-
фора (А23187) или искусственной ýлектронно-до-
норной системы аскорбат – ФМС использовался 
метод [8], основанный на том, что при наличии 
протонофора (карбонилцианид-m-хлорфенилги-
дразон) распределение протонов зависит от мем-
бранного потенциала Е

m
. E

m
 = RT/F (pH

i
 – pH

0
), 

где рН
i
 и рН

0
 – значения рН цитоплазмы и среды 

инкубации соответственно. При низкой буфер-
ной емкости среды инкубации (в наших условиях 
она примерно в 100 раз меньше буферной емко-
сти цитоплазмы) изменениями рН

i
 можно было 

пренебречь, а его квазистационарный уровень 
определялся при гемолизе клеток в присутствии 
детергента.

Эксперименты проводились по следующе-
му плану. Для получения А23187-зависимого 
ГО к 4,75 мл среды инкубации (150 мМ NaCl, 1 
мМ KCl, 1 мМ MgCl

2
, 10 мМ глюкозы), добав-

ляли 0,25 мл упакованных ýритроцитов. Через 
5 мин инкубации при 37 ºС и перемешивании 
добавляли  20 мкМ протонофора Сl-ССР, еще 
через 2 мин добавляли 0,5 мкМ Са2+-ионофора  
А23187. 
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Для получения редокс-зависимого ГО к 4,75 мл  
среды инкубации того же состава, но содер-
жащей  10 мМ аскорбата натрия добавляли  
0,25 мл упакованных ýритроцитов. Через 5 мин 
инкубации при 37 ºС и перемешивании добавляли 
20 мкМ протонофора Сl-ССР, через 2 мин добав-
ляли 0,1 мМ ФМС. 

Для исследования влияния сероводорода на 
амплитуду А23187-или редокс-зависимого гипер-
поляризационного ответа мембраны ýритроцитов 
в среду инкубации добавляли донор сероводо-
рода гидросульфид натрия в различных концен-
трациях (указаны в соответствующих сериях 
ýкспериментов). В ряде случаев среда инкубации 
содержала блокатор Na+, K+, 2Cl–-котранспорта  
(NKCC) – 5 мкМ буметанида. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили при помощи программы 
SPSS Statistics 17.0.1 for Windows. Достоверность 
различий определяли непараметрическими крите-
риями: U-критерий Манна – Уитни (U test Mann –  
Whitney) для независимых и Т-критерий Вил-
коксона (Wilcoxon Singed Ranks Test) для зави-
симых выборок. Данные представлены в виде 
медианы (Me) и интерквартильного размаха  
(Q1–Q3).

Результаты и их обсуждение
Стимуляция К+(Са2+)-каналов ýритроцитов в 

условиях ýксперимента может осуществляться в 
присутствии либо Са2+-ионофора А23187, либо 
ýкзогенных доноров ýлектронов (например, си-
стемы аскорбат – феназинметосульфат) [2]. Уве-
личение внутриклеточной концентрации ионов 
Са2+ благодаря кальциевому ионофору А23187, 
как и добавление ýлектронно-донорной системы 
аскорбат – ФМС приводит к сходным измене-
ниям мембранного потенциала ýритроцитов, что 
находит свое отражение в формировании так 
называемого гиперполяризационного ответа [7]. 
Амплитуда ГО является интегральной характери-
стикой, отражающей активность К+(Са2+)-кана-
лов ýритроцитов.

В первой серии ýкспериментов гиперполяриза-
ционный ответ мембраны ýритроцитов получали 
благодаря увеличению внутриклеточной концен-
трации ионов кальция с помощью Са2+-ионофора 
А23187. В ýтом случае индуцированный А23187 
входящий поток ионов Са2+ приводил к откры-
ванию К+(Са2+)-каналов и выходу ионов калия. 
Последнее обеспечивало гиперполяризацию мем-
браны клеток. Амплитуда А23187-зависимого ГО 
составила 22,04 (20,88–22,62) мВ (n = 25) (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1

Влияние донора сероводорода на амплитуду А23187-зависимого гиперполяризационного ответа мембраны эритроцитов  
в присутствии ингибитора NKCC, Me (Q

1
–Q

3
)

Концентрация NaHS, мМ
Çначение амплитуды А23187-зависимого ГО, мВ

В отсутствии буметанида В присутствии буметанида

0 22,04 (20,88–22,62) 25,44 (25,39–25,52)

0,005 26,1 (25,52–26,68)* 27,59 (27,56–7,82)#

0,01 20,3 (19,72–20,88)* 27,31 (27,25–27,42)#

0,1 8,7 (8,12–8,95)* 17,42 (17,40–17,56)#

0,2 2,9 (2,9–3,77)* 4,52 (4,42–4,64)#

* – значения амплитуды, достоверно отличающиеся от контрольного значения, полученного в отсутствии NaHS и буметанида  
(n = 25, р < 0,01). # – значения амплитуды, достоверно отличающиеся от значений, полученных в присутствии NaHS, но в отсут-
ствии буметанида (n = 25, р < 0,01)

В качестве донора сероводорода использовал-
ся гидросульфид натрия (NaHS), который в вод-
ном растворе подвергается гидролизу, образуя 
ионы Na+ и HS-. HS-, в свою очередь, взаимодей-
ствует с Н+ с формированием H

2
S [19]. Показа-

но, что HS- свободно проникают через мембрану 
ýритроцитов [20].

Инкубация ýритроцитов с различными кон-
центрациями NaHS привела к изменению Са2+-за-
висимой калиевой проницаемости мембраны ýри-
троцитов, что нашло свое отражение в изменении 
амплитуды ГО. Так, в присутствии 0,005 мМ NaHS 
амплитуда ГО возрастала и составила 26,1 (25,52–
26,68) мВ (n = 25, p < 0,001). Внесение  более 

высоких концентраций NaHS (0,01–0,2 мМ) при-
водило к достоверному снижению амплитуды ГО 
(см. табл. 1). При концентрациях NaHS, превы-
шающих 0,2 мМ, получить ГО ýритроцитов не 
удалось. Разнонаправленный ýффект серово-
дорода, зависящий от концентрации, ранее был 
продемонстрирован в работе [21]. Сероводород 
в концентрациях до 100 мкМ увеличивал меха-
ническое напряжение изолированных сегментов 
аорты крысы, а при повышении концентрации  
вызывал расслабление последних. Таким обра-
зом, нам также удалось получить разнонаправ-
ленное изменение амплитуды Са2+-зависимо-
го ГО при низкой (0,005 мМ) и более высоких 
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(выше 0,01 мМ) концентрациях донора серо- 
водорода.

Другим способом активации К+(Са2+)-каналов 
является внесение в среду инкубации ýритроци-
тов искусственной ýлектронно-донорной системы 
аскорбат – ФМС. В следующей серии ýксперимен-
тов мы изучали влияние сероводорода на ампли-
туду редокс-зависимого ГО. В отсутствии донора 
сероводорода исследуемый параметр составил 
49,88 (49,60–50,75) мВ (n = 25). Известно, что 
система аскорбат – ФМС, являясь искусствен-
ной системой переноса ýлектронов, индуцирует 
Са2+-зависимую калиевую проницаемость мембра-
ны за счет увеличения сродства К+(Са2+)-каналов 
к Са2+ [2]. Следствием ýтого является развитие 
гиперполяризационного ответа мембраны ýри-
троцитов. Добавление в среду инкубации ýритро-

цитов 0,005 мМ NaHS привело к достоверному 
снижению амплитуды редокс-зависимого ГО, в 
то время как амплитуда А23187-зависимого ГО 
в ýтих условиях увеличивалась. Дальнейшее уве-
личение концентрации NaHS  в среде инкубации 
привело к снижению исследуемого параметра. 
Кроме того, оказалось, что снижение амплитуды 
редокс-зависимого ГО в присутствии NaHS менее 
выражено по сравнению с А23187-зависимым ГО. 
Так, в присутствии 0,1 мМ NaHS амплитуда ре-
докс-зависимого ГО снижается в среднем на 10%, 
а А23187-зависимого – на 60%. Практически пол-
ного подавления редокс-зависимого ГО удалось 
достичь при инкубации ýритроцитов в присут-
ствии 1,6 мМ NaHS, тогда как А23187-зависимый 
ГО практически полностью подавлялся в присут-
ствии 0,2 мМ NaHS (табл. 2).

Т а б л и ц а  2 

Влияние донора сероводорода на амплитуду редокс-зависимого гиперполяризационного ответа мембраны эритроцитов в присут-
ствии ингибитора NKCC, Me (Q

1
–Q

3
)

Концентрация NaHS, мМ
Çначение амплитуды редокс-зависимого ГО, мВ

В отсутствии буметанида В присутствии буметанида

0 49,9 (49,6–50,7) 46,40 (46,30–46,50)

0,005 45,30 (45,25–45,33)* 45,24 (45,22–45,28)#

0,1 44,80 (43,78–45,24)* 37,34 (37,12–38,40) #

0,15 44,15 (44,08–44,52)* 32,50 (32,48–32,84) #

0,3 34,80 (34,68–35,10)* 27,84 (27,56–28,07) #

0,8 15,08 (14,21–15,37)* -

1,6 4,64 (3,48–4,64)* -

* – значения амплитуды, достоверно отличающиеся от контрольного значения, полученного в отсутствии NaHS и буметанида (n = 25,  
р < 0,01).# – значения амплитуды, достоверно отличающиеся от значения, полученного в присутствии NaHS, но в отсутствии буме-
танида (n = 25, р < 0,01). 

Таким образом, оказалось, что зависимость 
амплитуды ГО от концентрации NaHS опреде-
ляется способом стимуляции Са2+-зависимой ка-
лиевой проницаемости мембраны ýритроцитов. 
Причину следует искать в механизмах активации 
К+(Са2+)-каналов. Так, в работе [18] было показа-
но, что Са2+ играет определенную роль в запуске 
калиевой проводимости в условиях искусственной 
ýлектронно-донорной системы аскорбат – ФМС. 
Однако возможны и другие пути регуляции кали-
евой проницаемости мембраны ýритроцитов, не 
связанные с ионами кальция. Система аскорбат –  
ФМС приводит к образованию редокс-агентов, 
которые, возможно, оказывают свое влияние на 
Са2+- зависимую калиевую проницаемость мем-
браны ýритроцитов опосредованно через -SH- 
группы. Окисление и восстановление -SH-групп 
играет определенную роль в редокс-зависимой 
калиевой проводимости мембраны ýритроцитов 
человека. Возможно, что сульфгидрильные груп-
пы белка калиевого канала  являются конечным 

или промежуточным акцептором в ýлектронном 
транспорте на мембране ýритроцитов. Тогда мо-
дуляция -SH-групп может оказаться пусковым 
конформационным сигналом для запуска  работы 
К+(Са2+)-канала.

В работе [18] также было показано, что умень-
шение калиевого градиента на мембране ýритро-
цитов, вследствие блокирования Na+, К+-АТФа-
зы вызывает снижение амплитуды как Са2+-, так 
и редокс-зависимого ГО мембраны ýритроцитов. 
Известно, что в поддержании ионных градиентов 
на мембране ýритроцитов, кроме Na+, К+-АТФа-
зы, принимают участие и другие ионтранспор-
тирующие системы, в частности NKCC. С дру-
гой стороны, имеются сведения, что активность 
ýтого обменника модулируется сероводоро- 
дом [22].

В связи с ýтим нами изучено действие инги-
битора NKCC буметанида (5 мкМ) на амплиту-
ду А23187- и редокс-зависимого ГО мембраны 
ýритроцитов в присутствии NaHS (см. табл. 1, 
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2). Оказалось, что влияние донора сероводоро-
да на амплитуду ГО в присутствии блокатора 
NKCC буметанида также зависело от способа 
стимуляции канала. Так, амплитуда А23187-за-
висимого ГО при совместном действии серо-
водорода (0,005–0,3 мМ NaHS) и буметанида  
(5 мкМ) оказалась достоверно выше по сравне-
нию с параметрами, полученными в отсутствии 
блокатора. В то же время в подобных условиях 
амплитуда редокс-стимулированного ГО ýритро-
цитов, напротив, существенно снижалась по срав-
нению со значениями в отсутствии буметанида  
(см. табл 2).

Заключение
Таким образом, в проведенном исследовании 

установлено, что сероводород оказывает моду-
лирующее действие на К(Са2+)-каналы мембраны 
ýритроцитов. Эффект H

2
S зависел от способа 

активации исследуемых каналов. А23187-зависи-
мый ГО оказался более чувствителен к H

2
S по 

сравнению с редокс-индуцированной гиперпо-
ляризацией мембраны ýритроцитов: для сниже-
ния амплитуды ГО в первом случае требовались 
существенно более малые концентрации донора 
NaHS, чем во втором случае. Кроме того, обна-
ружен разнонаправленный ответ в присутствии 
0,005 мМ NaHS: амплитуда А23187-стимулиро-
ванного ГО увеличивалась, а редокс-зависимого 
ГО снижалась. Разнонаправленным оказалось 
и влияние NaHS на амплитуду ответа в присут-
ствии блокатора NKCC: А23187-зависимая гипер-
поляризация увеличивалась, а редокс-зависимая, 
напротив, снижалась. 
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Influence hydrogen sulfide on Ca2 +-dependent potassium permeability  
of the membrane of human erythrocytes

Petrova I.V., Rosenbaum Yu. A., Birulina Yu.G., Kovalev I.V. Gusakova S.V.

Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation 
2 Moscow Trakt, Tomsk, 634050.

ABSTRACT

The purpose of the research was to study the influence of hydrogen sulfide donor NaHS on red blood cells 
membrane potential changes caused by the activation of Ca2+ dependent K+ channels in the presence of calcium 
ionophore or artificial electron donor system ascorbate phenazine methosulfate.

Materials and methods. We used the packed erythrocytes obtained from venous blood of 25 healthy 
volunteers at the age of 20-27 years. Registration of the membrane potential of erythrocytes in the presence 
of Ca2+ ionophore (A23187) or artificial electron donor system ascorbate – FMS was performed with 
potentiometric method based on the fact that in the presence of the protonophore distribution of H + depends 
on the membrane potential Em like as Em = RT/F (pHi – pH0). Here pHi and pH0 are pH of the incubation 
medium and cytoplasm, respectively. An amplitude of hyperpolarizing response (HR) was calculated as an 
integral characteristic of Ca2+-dependent permeability for K+.
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methods. In the presence of 0.005 mM NaHS the amplitude of A23187-dependent HR increased significantly, 
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of redox-dependent response. The amplitude of A23187-dependent HR increased under the joint action of 
hydrogen sulfide and the blocker of Na+, K+, 2Cl--cotransport (NKCC) bumetanide, and the amplitude of 
redox-dependent HR decreased in comparison with the parameters obtained in the absence of a blocker. 

Conclusion. It is found that hydrogen sulfide exerts a modulatory effect on K (Ca2+) - channels of erythrocyte 
membrane. The effect of H2S depends on the method of activation of the studied channels. A23187-dependent 
HR was more sensitive to H2S in comparison to redox-induced HR of erythrocyte membrane. The effect of 
NaHS on the amplitude of the HR in the presence of NKCC blocker bumetanide also depended on the method 
of stimulation of channels.
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