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РЕЗЮМЕ

Цель – изучить влияние гипоксии на параметры электрической и сократительной активности гладкомы-
шечных клеток (ГМК) мочеточника морской свинки. 

Материал и методы. Регистрацию параметров электрической и сократительной активности гладких 
мышц мочеточника осуществляли методом двойного сахарозного моста.

Результаты. Обнаружено, что снижение содержания кислорода в перфузионном растворе в течение  
10 мин приводило к усилению электрической и сократительной активности ГМК мочеточника. Присут-
ствие тетраэтиламмония хлорида (ТЭА, 5 мМ) – неселективного блокатора калиевой проводимости мем-
браны – в условиях гипоксии вызывало дополнительное увеличение амплитуды и длительности плато 
потенциала действия, сократительных ответов гладких мышц мочеточника. При воздействии гипоксии 
калиевая проводимость мембраны ГМК мочеточника снижалась. Угнетение влияния агониста α1-адре-
нергических рецепторов – фенилэфрина (ФЭ, 10 мкМ) на электрические и сократительные свойства 
ГМК в условиях понижения парциального напряжения кислорода в растворе может служить указанием 
на участие С-киназной ветви кальциевой сигнальной системы в эффектах гипоксии. Предобработка 
гладких мышц мочеточника селективным ингибитором Na+, K+, 2Cl--котранспортера (NKCC) – бумета-
нидом (100 мкМ) – вызывала снижение активирующего действия гипоксии на гладкомышечные сегменты 
мочеточника морской свинки, что является подтверждением вовлеченности данного ионного переносчи-
ка в механизмы действия гипоксии на гладкие мышцы.

Заключение. Таким образом, влияние гипоксии на механизмы регуляции электрической активности и 
сокращений гладких мышц мочеточника морской свинки может быть обусловлено изменением ионной 
проницаемости мембран ГМК и оперированием ион-транспортирующих систем клеток.
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Введение
Недостаточное поступление кислорода или же 

нарушение его утилизации в ходе биологического 
окисления может приводить к нарушению рабо-

ты функционально-метаболических систем орга-
низма [1, 2]. Процессы, запускаемые гипоксией, 
являются универсальными и протекают во мно-
гих клетках и тканях организма.

В последние годы были получены убедитель-
ные данные о том, что снижение парциального 
напряжения кислорода в клетках приводит к 
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угнетению их функциональной активности [2]. 
Гладкомышечные клетки (ГМК) висцеральных ор-
ганов и кровеносных сосудов в ýтом не являются 
исключением. Действие гипоксического фактора, 
как правило, нарушает процессы сопряжения воз-
буждения – сокращения гладких мышц [3, 4, 5]. 
Показано, что в условиях гипоксии наблюдается 
снижение миогенного тонуса сосудов, за исклю-
чением, может быть, легочных сосудов [6]. Име-
ются данные о том, что гипоксическое угнетение 
силы сокращений ГМК может быть обусловлено 
снижением кальциевого метаболизма, поскольку 
именно ионы Са2+ играют главенствующую роль 
в цикле сокращение – расслабление мышечных 
клеток [4]. Однако при развитии релаксирующих 
ýффектов гипоксии необходимо также учитывать 
вклад калиевой проводимости мембраны, актива-
ция которой при открывании калиевых каналов 
также приведет к ее гиперполяризации и рас-
слаблению ГМК [3, 5]. Роль каждого из компо-
нентов калиевой проводимости мембраны в реа-
лизации ýффектов гипоксии на сократительные 
свойства ГМК до сих пор активно обсуждается. 
При ýтом нельзя исключить участие и других 
ион-транспортных систем, в частности Na+, K+, 
2Cl–-котранспортера (NKCC), обеспечивающего 
поддержание неравновесного трансмембранного 
распределения ионов хлора в гладких мышцах 
[7]. Ранее отмеченная особенность оперирова-
ния NKCC в ГМК мочеточника морской свинки 
и вклад в механизмы регуляции сопряжения воз-
буждения  – сокращения позволяют использовать 
ýтот висцеральный гладкомышечный объект в ка-
честве маркера влиянии гипоксии.

Целью настоящей работы явилось изучение 
ýффектов гипоксии на сократительную и ýлек-
трическую активность гладких мышц мочеточни-
ка морской свинки и выявление возможных мо-
лекулярных мишеней ее воздействия.

Материал и методы
Исследование выполняли на изолированных 

гладкомышечных препаратах мочеточника мор-
ской свинки, которых умерщвляли методом церви-
кальной дислокации в соответствии с требовани-
ями «Правил проведения работ с использованием 
ýкспериментальных животных» (Приказ МÇ СССР 
№ 755 от 12.08.1977 г.). Регистрацию параметров 
ýлектрической и сократительной активности глад-
ких мышц мочеточника осуществляли методом 
двойного сахарозного моста, представляющего 
собой ограниченную с двух сторон сахарозными 
секциями камеру (раствор сахарозы 0,3 М с удель-
ным сопротивлением 15 мОм·см), омываемую рас-

твором Кребса следующего состава (в мМ): 120,4 
NaCl, 5,9 KCl, 2,5 CaCl

2
, 1,2 MgCl

2
, 5,5 глюкозы, 

15 NH
2
C(CH

2
OH)

3
 [tris(hydroxymethyl)-amino- 

methane], рН 7,35–7,40. Отпрепарированные глад-
комышечные сегменты фиксировали в камере уста-
новки и перфузировали до начала ýксперимента в 
течение 40–45 мин при 37 ºС раствором Кребса. 
Отведение ýлектрических потенциалов произво-
дили при помощи неполяризующихся ýлектродов. 
Механическое напряжение (МН) гладкомышеч-
ных препаратов регистрировали изометрическим 
датчиком силы FT10G, соединенным с 14-битным 
АЦП L-791 (Л-КАРД, Россия). Полученные сиг-
налы обрабатывали с использованием соответ-
ствующего программного обеспечения (LGraph2, 
Л-КАРД, Россия). В качестве контрольных (100%) 
служили значения параметров амплитуды анýлек-
тротонических потенциалов при действии гипер-
поляризующего стимула и потенциала действия 
(ПД): амплитуда пикового компонента и длитель-
ность плато (величина сокращений ГМК при дей-
ствии деполяризующего стимула).

Гипоксический раствор Кребса готовился 
непосредственно перед началом ýксперимента 
путем пропускания газообразного азота через 
раствор Кребса в течение 10 мин. Содержание 
кислорода в растворе составляло не более 10,0 ± 
± 0,5 об.%, контролировалось портативным окси-
метром HI 9146-04 (HANNA, Германия). Тести-
руемые растворы готовились путем добавления в 
раствор Кребса или его модификаций следующих 
реактивов: буметанида, тетраýтиламмония хлори-
да (ТЭА), фенилýфрина (ФЭ) (Sigma, США).

Анализ полученных результатов проводили 
при помощи программы SPSS Statistics 17.0.1 for 
Windows. Фактические данные представлены в 
виде медианы (Me) и интерквартильного размаха 
(Q

1
–Q

3
). Сравнение количественных показателей 

выполняли при помощи непараметрических кри-
териев: U-критерий Манна – Уитни (U test Mann – 
Whitney) и Т-критерий Уилкоксона (Wilcoxon 
Singed Ranks Test). Различия считали статистиче-
ски значимыми при значении р < 0,05.

Результаты
После инкубации изолированных препаратов 

ГМК морской свинки в течение 40–45 мин в сба-
лансированном растворе Кребса регистрировали 
параметры исходного МН и мембранного потен-
циала (МП). При воздействии ýлектрическим то-
ком в диапазоне 0,1–1,5 мкА регистрировались 
изменения МП гладкомышечных препаратов в 
виде кат- и анýлектротонических потенциалов. 
Увеличение силы тока приводило к линейному 
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росту величин обоих ýлектротонических потен-
циалов. Однако, начиная с силы тока 0,5–0,7 мкА, 
катýлектротонический потенциал ГМК возрастал 
в меньшей степени, чем анýлектротонический 
потенциал (АЭТ). При дальнейшем повышении 
амплитуды раздражающего стимула ýффект вы-
прямления сопровождался достижением порога 
раздражения и ответом на стимул в виде потен-
циала действия и сокращения. 

Снижение содержания кислорода в перфузи-
онном растворе в течение 30 мин не изменяло 
исходные значения МН и МП сегментов мочеточ-
ника. В условиях гипоксии происходило посте-

Так, начиная уже с 1-й мин, регистрировалось 
увеличение амплитуды и длительности плато ПД, 
как и величины сокращений исследуемых сегмен-
тов гладких мышц. Восстановление содержания 
кислорода в растворе Кребса приводило к посте-
пенной нормализации величин изучаемых параме-
тров ýлектрической и сократительной активности.

Изменение проводимости калиевых каналов 
мембраны ГМК рассматривается как один из воз-
можных механизмов реализации ýффектов гипок-
сии на гладкие мышцы, поскольку она является 
одним из важнейших регуляторов ýлектрических 
и сократительных свойств гладких миоцитов.

Для изучения роли калиевой проводимости 
мембраны ГМК мочеточника морской свинки в 
ýффектах гипоксии использовали неизбиратель-
ный блокатор калиевых каналов – тетраýтилам-
мония хлорид. Добавление ТЭА в концентрации 
5 ммоль в перфузионный солевой раствор Кребса 
приводило к статистически значимому возраста-
нию значений изучаемых параметров ýлектриче-
ской и сократительной активности ГМК моче-
точника. Амплитуда ПД при ýтом составила 127 
(124,1–156,6)%, длительность плато ПД – 104,7 
(99,4–129,4)%, амплитуда сокращения – 146,7 
(138,1–155,2)%, n = 6, p < 0,05 соответственно 
от контрольных значений в нормальном раство-
ре Кребса (рис.). На фоне действия ТЭА  сни-

жение уровня кислорода в перфузионном раство-
ре сопровождалось дополнительным приростом 
амплитуды и длительности плато ПД в ответ на 
ýлектрический стимул, которые к 10-й мин иссле-
дования составили 131,5 (127,2–159,1)% и 112,7 
(102,2–130,8)%,  n = 6, p < 0,05 соответственно от 
контроля. Амплитуда сокращений гладких мышц 
мочеточника при аппликации ТЭА увеличилась до 
161,23 (150,7–187,7)%, n = 6, p < 0,05  по срав-
нению с контролем. Присутствие ТЭА вызывало 
статистически значимое увеличение параметров 
ýлектрической активности и МН гладких мышц 
мочеточника при гипоксии в сравнении с гипок-
сическим раствором в отсутствии блокатора ка-
лиевой проводимости. Таким образом, на фоне 
угнетения калиевой проводимости мембраны ГМК 
мочеточника морской свинки дополнительное ак-
тивирующее действие гипоксии сохранялось.

Т а б л и ц а  1

Влияние гипоксии на параметры электрической и сократительной активности гладкомышечных клеток мочеточника морской 
свинки, Me (Q

1
–Q

3
)

Группа Амплитуда АЭТ, % Амплитуда ПД, % Длительность ПД, % Амплитуда сокращения, %

Контроль (n = 9) 100 100 100 100

Гипоксия
(n = 9)

1 мин 96,2* (80,2–97,9) 98,5 (94,4–105,1) 100,4 (91,9–101,9) 106,3 (85,9–113,9)

3 мин 98,3 (95,6–102,4) 97,2 (88,6–102,9) 99,9 (96,7–106,6) 112,8* (94,1–137,9)

5 мин 93,9* (87,8–98,8) 101,8 (97,2–107,1) 104,8* (100,1–114,2) 124,1* (96,8–157,7)

10 мин 99,1 (92,7–102,3) 104,7* (99,6–112,3) 107,1* (101,1–112,3) 123,7* (100,0 –131,7)

15 мин 85,7* (80,3–98,5) 108,8* (106,4–117,5) 112,0* (93,6–120,3) 125,6* (101,6–152,1)

20 мин 84,1* (80,1–98,8) 104,3* (101,4–113,2) 104,5* (98,7–119,9) 131,3* (89,9–155,7)

* – различия по сравнению с контролем.
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пенное достоверное угнетение амплитуды АЭТ 
вплоть до 20 мин исследования. 

При ýтом смена гипоксического перфузионно-
го раствора на нормальный раствор Кребса при-
водила к восстановлению величины анýлектрото-
нических потенциалов. Наблюдаемые колебания 
АЭТ могут быть связаны с изменением потенци-
ал-зависимого компонента калиевой проницае-
мости мембраны под влиянием гипоксии.

Кроме ýтого понижение содержания кисло-
рода в перфузионном растворе вызывало усиле-
ние ýлектрической и сократительной активности 
ГМК мочеточника морской свинки (табл. 1). 

Рисунок. Влияние гипоксии на параметры ýлектрической 
и сократительной активности ГМК мочеточника морской 
свинки в присутствии тетраýтиламмония, 5 мМ: А – сокра- 
тительная активность, Б – ýлектрическая активность. Справа – 

калибровочный сигнал и отметка времени. 
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Т а б л и ц а  2 

Влияние гипоксии на электрические и сократительные свойства ГМК мочеточника морской свинки при ингибировании  
Na+, K+, 2Cl--котранспортера, Me (Q

1
–Q

3
)

Группа Амплитуда ПД, % Длительность ПД, % Амплитуда сокращения, %
Контроль  (n = 9) 100 100 100

+Буметанид, 100 мкМ (n = 9) 101,1 (100,6–106,8) 98,2 (90,4–105,1) 96,7* (83,0–108,3)

Гипоксия
(n = 9)

3 мин 102,1 (97,2–111,7) 100,3 (96,9–106,7) 85,3*# (81,8–104,6)
5 мин 97,5 (88,1–99,5) 100,9# (98,5–101,9) 88,8*# (82,8–91,1)
10 мин 100# (91,8–115,6) 100# (91,2–105,2) 90,7*# (76,8–103,1)

* – различия по сравнению с контролем; # – различия по сравнению с гипоксией в отсутствии буметанида.

Предобработка гладкомышечного препарата 
мочеточника селективным ингибитором Na+, K+, 
2Cl–-котранспортера (NKCC) – буметанидом (100 
мкМ) в течение 10 мин вызывала статистически 
значимое снижение величины амплитуды сокра-
щений ГМК мочеточника до 96,7 (83–108,3)%, n = 
6, p < 0,05 , но не влияла на параметры ПД (табл. 
2). При ýтом на фоне буметанида снижение кис-
лорода в перфузионном растворе приводило к 
статистически значимому уменьшению активиру-
ющего воздействия на величину амплитуды, дли-
тельности плато ПД (на 10-й мин исследования), 
сокращения гладкомышечных сегментов мочеточ-
ника морской свинки. Таким образом, апплика-
ция буметанида (100 мкМ) вызывала угнетение 
активирующего влияния гипоксии на параметры 
ýлектрической и, в большей степени, сократи-
тельной активности гладких мышц мочеточника 
морской свинки, что может свидетельствовать о 
вовлечении NKCC в механизмы действия гипок-
сии на ГМК.

Добавление агониста α
1
-адренергических ре-

цепторов – ФЭ (10 мкМ) в нормоксический 
перфузионный раствор Кребса привело к 
статистически значимому увеличению амплитуды 
и длительности ПД до 107,6 (92,1–113,4)% и 112,4 
(105,2–118,1)%, n = 6, p < 0,05; сократительных 
ответов гладкомышечных препаратов до 153,4 
(145,6–160,3)%, n = 6, p < 0,05 соответственно по 
сравнению с контролем. На фоне ФЭ снижение 
содержания кислорода в омывающем сегменты 
растворе индуцировало достоверный прирост 
величин изучаемых параметров ýлектрической и 
сократительной активности ГМК мочеточника, 
но меньший, чем при действии адреномиметика в 
условиях нормоксии.

Обсуждение
Поддержание оптимального уровня парциаль-

ного напряжения кислорода в клетках различных 
органов и тканей способствует стабильному про-
теканию метаболических и пластических процес-
сов, обеспечивающих их функциональную актив-
ность [1]. В ýтом отношении ГМК не являются 

исключением. Детальное изучение механизмов их 
регуляции как при физиологических, так и пато-
логических процессах различного генеза лежит в 
основе формирования целостного представления 
о работе гладких мышц и, следовательно, двига-
тельной функции внутренних органов.

Показано, что гипоксия оказывает активиру-
ющее действие на параметры ýлектрической и 
сократительной активности ГМК мочеточника, 
увеличивая амплитуду, длительность плато ПД и 
величину их сокращений. 

Важная роль в инициации сокращения ГМК 
отводится ионам Са2+, и повышение их внутри-
клеточной концентрации при гипоксии с помо-
щью стимуляции α

1
-адренергических рецепторов 

ФЭ приводило к увеличению параметров ПД и со-
кратительных ответов ГМК мочеточника. Данный 
ýффект может быть обусловлен как увеличением 
проводимости потенциал-зависимых Са2+-каналов 
мембраны ГМК в гипоксических условиях, так 
и дополнительной активацией С-киназной ветви 
кальциевой сигнальной системы [8]. Однако угне-
тение влияния ФЭ на параметры ýлектрической и 
сократительной активности в условиях гипоксии 
по сравнению с нормоксией может свидетель-
ствовать о том, что С-киназная ветвь кальциевой 
сигнальной системы более уязвима к снижению 
парциального напряжения кислорода [4, 9]. 

Участие калиевой проводимости как одной из 
основных ýффекторных систем в гладких мыш-
цах в механизмах действия гипоксии было под-
тверждено в ýкспериментах с использованием не-
селективного блокатора калиевых каналов ТЭА. 
Дополнительное увеличение величин изучаемых 
параметров ýлектрических и сократительных 
свойств ГМК при аппликации ТЭА могут свиде-
тельствовать об угнетении потенциал-зависимых и 
Са2+-активируемых калиевых каналов при гипок-
сии наряду с общепринятым мнением о ведущей 
роли АТФ-чувствительных калиевых каналов мем-
браны ГМК в реализации ýффектов гипоксии [5].

Однако, как установлено, в ýффекты гипок-
сии также вовлечены механизмы, опосредующие 
объем-чувствительный транспорт, которому от-

Бюллетень сибирской медицины, 2016, том 15, № 3, с. 48–54



52

водится важная роль в регуляции гомеостаза 
внутриклеточных моновалентных ионов и со-
кратительной функции ГМК. Таковым являет-
ся ýлектронейтральный ионный переносчик – 
NKCC. Участвуя в изменении ýлектрохимиче-
ского градиента анионов хлора, он способствует 
поддержанию хлорной проводимости мембра-
ны гладких мышц [7, 10, 11]. Полученные нами 
данные свидетельствуют о том, что на фоне ин-
гибирования NKCC буметанидом происходило 
ослабление активирующих ýффектов гипоксии 
на параметры ПД и амплитуду сокращений ГМК 
мочеточника морской свинки. Известно, что ак-
тивность данного котранспортера модулируется 
сигнальными каскадами, опосредуемыми «клас-
сическими» вторичными посредниками (цикли-
ческие нуклеотиды и ионы Са2+), в том числе 
зависит и от степени фосфорилирования проте-
инкиназами [10]. 

В ýтом случае дополнительное включение вну-
триклеточных сигнальных и ýффекторных систем 
при гипоксии, обусловленное особенностями их 
влияния на ýлектрическую и сократительную ак-
тивность ГМК, может служить указанием на мо-
лекулярные мишени, задействованные в измене-
нии функциональной активности клеток.

Заключение
Таким образом, активирующее действие ги-

поксии на ýлектрическую и сократительную ак-
тивность гладких мышц мочеточника морской 
свинки обусловлены угнетением калиевой прони-
цаемости мембран ГМК и оперированием NKCC. 
Нельзя также исключить и роль кальциевой 
проводимости мембраны ГМК в случае стимуля-
ции ГМК мочеточника агонистами α

1
-адреноре-

цепторов. Поиск и выявление внутриклеточных 
ýффекторных механизмов, задействованных при 
гипоксии, может стать основой для разработки 
подходов к управлению ýлектрофизиологически-
ми свойствами ГМК при различных физиологиче-
ских и патологических состояниях. 
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The effect of hypoxia on electrical and contractile properties of smooth 
muscles of the guinea pig ureter
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Nosarev A.V.1,2, Petrova I.V.1, Medvedev M.A.1, Orlov S.N.1,3

1 Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation 
2 Moscow Trakt, Tomsk, 634050
2 Nationai Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, Russian Federation   

30 Lenina Ave., Tomsk, 634050
3 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation 
Leninskiye Goru, Moscow, 119991

ABSTRACT

Aim. The effect of hypoxia on the electrical and contractile activities of smooth muscles cells (SMCs) of the 
guinea pig ureter was studied by the method of the double sucrose bridge. 

Materials and methods. This method allows registering simultaneously parameters of the action potential 
(AP) and the contraction of SMCs, caused by an electrical stimulus. 

Results. It was found that lowering the oxygen content in the perfusion solution for 10 min resulted to an increase 
of electrical and contractile activity of ureteral SMCs. Addition of tetraethylammonium chloride (TEA, 5 mM) – 
nonselective blocker of potassium membrane conductance – in hypoxic conditions causing an additional increase 
in the amplitude of the AP, duration of the AP plateau and the contractile responses of smooth muscles. Thus, 
the hypoxia decreased the potassium membrane conductance of ureteral SMCs. Inhibition of the effect of the 
α1-adrenergic receptors agonist phenylephrine (PE, 10 mM) on the electrical and contractile properties of SMCs 
in hypoxic condition indicate the involvement of the protein kinase C-dependent signaling system in effects of hy-
poxia. Pretreatment of ureteral smooth muscles with bumetanide (100 mM) – selective inhibitor of Na+,K+,2Cl- -  
cotransporter (NKCC) – caused a decrease of the activating effect of hypoxia on the SMCs of guinea pig ureter.
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Conclusion.Thus, the impact of hypoxia on the regulation of electrical activity and contractions of smooth 
muscles of guinea pig ureter may be due to changes in ion permeability of membranes SMCs and operation of 
ion-transporting systems.
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