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ПЕРЕЧЕНЬ ПРИНЯТЫХ СОКРАЩЕНИЙ

АЦ – аденилатциклаза

БАВ – биологически активные вещества

ГМК – гладкомышечная клетка

ГТФ – гуанозинтрифосфат

ГЦ – гуанилатциклаза

ДАГ – диацилглицерол

КЛЦМ – киназа легких цепей миозина

КМ – кальмодулин

ЛЦМ – легкие цепи миозина

МН – механическое напряжение

МП – мембранный потенциал

ПД – потенциал действия

ПК-А – цАМФ-активируемая протеинкиназа

ПК-G – цГМФ-активируемая протеинкиназа

ПК-С – протеинкиназа-С 

ПП – потенциал покоя

СГМК – сосудистая гладкомышечная клетка

СГМС – сосудистые гладкомышечные сегменты

ТЭА – тетраэтиламмония хлорид

ФЛЦМ – фосфатаза легких цепей миозина

ФЛ-С – фосфолипаза С

ФЭ – фенилэфрин

цАМФ – циклический 3:5-аденозинмонофосфат

цГМФ – циклический 3:5-гуанозинмонофосфат

ЭГТА – этиленгликоль-бис-(-аминоэтиловый эфир)-N,N,N',N'-тетрауксус­

ная кислота

[Ca2+]i – внутриклеточная концентрация ионов кальция

[Ca2+]o – внутриклеточная концентрация ионов кальция

[Cl-]i – внутриклеточная концентрация ионов хлора
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DIDS – 4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disulfonic acid

ICl(Ca) – Са2+-зависимый Сl- ток 

IP3 – инозитолтрифосфат

К1/2 – константа ингибирования

KCC – K+,Cl- котранспорт

[Na2+]i – внутриклеточная концентрация ионов натрия

NKCC – Na+,K+,2Cl- котранспорт

NPPB – 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino) benzoic acid

ROCK – протеиновая киназа, ассоциированная с малыми G-белками се­

мейства Rho

RhoA – малые G-белки семейства Rho

RVD – regulatory volume decrease – регуляторное снижение объема

RVI – regulatory volume increase – регуляторное увеличение объема

SITS – 4-acetoamido-4’-isothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic acid

SHR – линия крыс со спонтанной, генетически обусловленной гипертони­

ей 

WKY – крысы линии Wistar-Kyoto

WKY-7 – линия сосудистых гладкомышечных клеток, полученная из аор­

ты крыс WKY и обладающая наибольшей экспрессией α-актина, белка SM22 и 

киназы легких цепей миозина, специфичных для гладких мышц. 
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ВВЕДЕНИЕ

АКТУАЛЬНОСТЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

В общей структуре заболеваемости населения развитых стран одно из ве­

дущих мест принадлежит патологическим состояниям, связанным с нарушени­

ем сократительной функции гладких мышц.

Несмотря на существенный прогресс в изучении механизмов регуляции 

электрических и сократительных свойств гладкомышечных клеток (ГМК),  до 

настоящего времени остается открытым целый ряд вопросов, касающихся опе­

рирования  механизмов  сопряжения  возбуждения-сокращения  в  сосудистых 

ГМК. Это в первую очередь касается роли изменений объема клеток в регуля­

ции ионного транспорта, электрогенеза и сократительной активности ГМК. Нет 

достаточной ясности и в определении роли внутриклеточных моновалентных 

ионов в регуляции функций клеток, хотя в последние годы появились данные о 

наличии в клетках Na+
i- и Cl-

i-опосредованной сигнализации [Taurin et al., 2002; 

2003; Borin et al., 1993; Liedtke et al., 2002; Muimo et al., 1998; Treharne, 1994].

Многие годы среди исследователей доминировала точка зрения, согласно 

которой в основе электрогенеза ГМК лежит изменение ионной проницаемости 

мембраны для ионов Са2+, К+ и Na+. Однако в последние годы пристальное вни­

мание уделяется возможному участию электронейтрального ионного транспорта 

в механизмах сопряжения возбуждения-сокращения в ГМК [Chipperfield и Harp­

er, 2000]. Было показано, что, кроме потенциал-зависимых и рецептор-управляе­

мых каналов, важный вклад в регуляцию электрической и сократительной ак­

тивности ГМК вносят Na+,K+,2Cl- и K+,Cl- котранспортеры, основной особенно­

стью которых является чувствительность к изменениям объема клеток, а основ­

ной функцией – регуляция их объема и поддержание внутриклеточного гомео­

стаза моновалентных ионов [Adragna et al, 2000; Akar et al., 1999; 2001; Russell, 

2000]. Кроме влияния на ионтранспортирующие системы мембраны, клеточный 

объем вовлечен в регуляцию разнообразных функций клеток, включая пролифе­

рацию,  рост,  программируемую гибель  и  некроз  [Van Cruchten and Van Den 
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Broeck, 2002; Lang et al., 2000; Barros et al., 2001; Okada et al., 2001]. Тонкие ме­

ханизмы связи объема клеток и регуляции их функциональной активности оста­

ются малоизученными, а большинство экспериментальных данных о роли кле­

точного  объема  и  объем-чувствительного  ионного  транспорта  в  регуляции 

функций клеток были накоплены при исследовании эпителиальных и эритроид­

ных клеток. 

Учитывая важную роль Na+,K+,2Cl-  и K+,Cl- котранспортеров в поддержа­

нии неравновесного электрохимического потенциала ионов хлора, можно пола­

гать, что объем-чувствительный ионный транспорт может быть вовлечен в регу­

ляцию электрической и сократительной активности ГМК, а также реактивности 

гладких мышц к действию физиологически активных веществ (ФАВ). Так, было 

показано,  что  в  сосудистых  сегментах  и  культуральных  ГМК  сосудов 

Na+,K+,2Cl- котранспорт активируется при действии вазоконстрикторов, повы­

шающих внутриклеточную концентрацию Ca2+. Напротив, ингибирование этого 

переносчика  наблюдается  под  влиянием  вазодилаторов,  стимулирующих 

цАМФ- и цГМФ-опосредованные сигнальные системы [Akar et al, 1999; 2001; 

Orlov et al, 1992; Owen and Ridge, 1989; Smith and Smith, 1987; Tseng and Berk, 

1992].  Противоположная  регуляция  вазоконстрикторами  и  вазодилататорами 

была  обнаружена  при  исследовании  Na+-независимого  K+,Cl- котранспорта 

[Adragna et al, 2000; 2004], другого члена суперсемейства Cl--сопряженных ко­

транспортеров,  который  обеспечивает  направленный  наружу  перенос  Cl- 

[Adragna  et al.,  2000;  2004].  Имеются  сведения  о  вовлечении  Na+,K+,2Cl- ко­

транспорта в патогенез гипертонической болезни: генетически модифицирован­

ные  мыши,  имеющие  дефектный  ген  Na+,K+,2Cl- котранспортера,  (NKCC1-/- 

knockout mice) характеризуются пониженной величиной кровяного давления и 

снижением тонуса и величины сократительных ответов сегментов сосудистых 

ГМК при действии α1-адреноагониста фенилэфрина [Flagella et al., 1999; Meyer 

et al., 2002].

Важная  роль  клеточного  объема  в  регуляции  сократительной  функции 

ГМК подтверждается тем, что аппликация биологически активных веществ, ак­
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тивирующих цАМФ-зависимую сигнальную систему, ведет к стрикции культу­

ральных ГМК аорты [Orlov et al., 1996]. К сходному результату ведет дезинте­

грация актинового цитоскелета, состояние которого, в свою очередь, модулиру­

ется активностью ряда протеинкиназ [Burgstaller and Gimona., 2004; Nunes, 2002; 

Matrougui et al.,  2001;  Abedi and Zachary,  1998].  Таким образом, несмотря на 

определенные  успехи,  достигнутые  в  изучении  механизмов  объем-зависимой 

регуляции функций сосудистых гладких мышц, многие вопросы требуют допол­

нительного изучения.

В течение длительного времени физиологическая роль Cl- каналов в вис­

церальных и сосудистых гладкомышечных клетках обсуждалась в связи с их 

участием в регуляции клеточного объема. Однако, в последние годы появились 

данные о важной роли хлорных каналов в механизмах сопряжения возбужде­

ния-сокращения в ГМК [Lamb et al., 2000; Chipperfield and Harper, 2000; Robert 

et al., 2004]. К настоящему времени в сосудистых ГМК обнаружены объем- и 

Са2+-зависимые Cl- каналы, а также хлорные каналы семейства CFTR (cystic fi­

brosis transmembrane regulator), которые могут регулировать активность других 

мембранных протеинов, некоторые типы Na+ и Cl- каналов, и принимать участие 

в трансмембранном переносе Н2О и ионов [Hume at al., 2000]. Роль хлорных ка­

налов и соответствующих ионных токов в обеспечении сократительных реакций 

ГМК при сжатии и набухании, а также при действии физиологических стимулов 

изучена недостаточно.

Все вышеизложенное определяет необходимость изучения роли объема 

клеток,  объем-чувствительного  Na+,K+,2Cl-  котранспорта,  хлорных  каналов  и 

внутриклеточной концентрации ионов хлора в регуляции сократительной актив­

ности ГМК. Выявление существующих взаимосвязей в объем-зависимой систе­

ме регуляции сократительной функции ГМК имеет  важное фундаментальное 

значение и может служить теоретической базой для создания новых подходов 

при коррекции патологических состояний,  связанных с  нарушением сократи­

тельной функции гладких мышц.
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ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Изучить роль объема клеток и объем-зависимых механизмов в регуляции 

сократительной активности гладких мышц аорты крысы.

ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Исследовать  динамику  механического  напряжения  гладкомышечных 

сегментов аорты крысы, объема гладкомышечных клеток линии WKY-

7 и активности Na+,K+,2Cl-  котранспорта в моделях изменения объема 

клеток.

2. Изучить роль Na+,K+,2Cl-  котранспорта в сократительных реакциях со­

судистых гладкомышечных сегментов при активации α1-адренергиче­

ских рецепторов, аппликации ангиотензина  II, гиперкалиевой деполя­

ризации мембраны и в моделях набухания и стрикции клеток.

3. Исследовать  динамику  внутриклеточной  концентрации  ионов  хлора 

при игибировании  Na+,K+,2Cl-  котранспорта в интактных и активиро­

ванных стрикцией ГМК изолированных сегментов аорты. 

4. Выявить роль хлорной проводимости мембраны в обеспечении сокра­

тительных ответов сосудистых сегментов при активации α1-адренерги­

ческих рецепторов, деполяризации мембраны и изменении объема кле­

ток.

5. Провести сравнительный анализ особенностей оперирования  Ca2+-за­

висимых  механизмов  регуляции  сократительных  ответов  гладкой 

мышцы сосудов при активации α1-адренергических рецепторов, депо­

ляризации и изменениях объема клеток.

ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ

1. Изменение объема сосудистых гладкомышечных клеток при гипоос­

мотическом набухании,  гипер-  и  изоосмотической стрикции ведет  к 

развитию  сократительных  реакций  гладких  мышц  аорты  крысы. 

Основными механизмами объем-зависимой регуляции сократительной 

активности  сосудистых  гладких  мышц  являются  1)  активация 
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Na+,K+,2Cl-  котранспорта и 2) увеличение внутриклеточной концентра­

ции ионов Cl-.

2. Ключевую роль в обеспечении сокращений сосудистых гладких мышц 

при гипоосмотическом набухании, гиперкалиевой деполяризации мем­

браны и стимуляции α1-адренорецепторов играют неравновесное рас­

пределение ионов Cl-, деполяризующие хлорные токи и потенциал-за­

висимый вход Са2+.

3. При уменьшении объема клеток снижается потенциал-зависимый вход 
45Са в изолированные ГМК и существенно изменяется оперирование 

Ca2+-зависимых механизмов регуляции сократительных ответов глад­

кой мышцы сосудов при деполяризации мембраны и активации α1-ад­

ренорецепторов.  Сократительные  ответы,  индуцированные  гипер-  и 

изоосмотической стрикцией клеток, лишь частично зависят от внекле­

точного кальция. Они устойчивы к блокаторам потенциал-зависимых 

Са2+ каналов, сохраняютя после длительной предобработки ЭГТА-со­

держащим бескальциевым раствором и обусловлены увеличением вну­

триклеточной концентрации ионов Cl-, опосредованным Na+,K+,2Cl- ко­

транспортом. 

4. Регуляторное увеличение объема клеток, опосредованное активацией 

Na+,K+,2Cl- котранспорта, является одним из механизмов, обеспечиваю­

щих  транзиторный  характер  сокращений  гладких  мышц  в  модели 

изоосмотической стрикции клеток.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА

Впервые показано, что изменение осмолярности инкубационной среды ве­

дет к сокращению сосудистых гладких мышц. При гипоосмотическом набуха­

нии и изоосмотической стрикции клеток сокращения имеют транзиторный ха­

рактер, а в случае гиперосмотического сжатия развивается поддерживаемый со­

кратительный ответ.
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Впервые продемонстрирована согласованность динамики изменения ме­

ханического напряжения сосудистых сегментов и объема клеток в моделях ги­

поосмотического набухания, гипер- и изоосмотической стрикции.

Впервые  представлены  данные,  характеризующие  различия  клеточных 

механизмов индукции и поддержания сократительных ответов ГМ при набуха­

нии и стрикции клеток. Показано, что гипоосмотическое набухание клеток ве­

дет к активации входа кальция по Са2+ каналам L-типа. При гипер- и изоосмоти­

ческой стрикции уменьшается потенциал-зависимый вход  45Са, а сокращения, 

индуцированные стрикцией, мало чувствительны к действию антагонистов вхо­

да  Са2+ и  лишь снижаются  по  величине  в  бескальциевом ЭГТА-содержащем 

растворе. 

Впервые исследована роль Na+,K+,2Cl- котранспорта в сократительных ре­

акциях сосудистых гладких мышц, индуцированных изменениями клеточного 

объема.  Гиперосмотический  раствор  трехкратно  увеличивал  активность  ко­

транспорта  в  течение  всего  времени  эксперимента.  В  отличие  от  этого  при 

изоосмотической стрикции начальное повышение активности NKCC, сменялось 

ее  снижением  до  контрольного  уровня.  Транзиторный  характер  сокращений 

гладких мышц в модели изоосмотической стрикции клеток обусловлен регуля­

торным  увеличением  объема  клеток  вследствие  активации  Na+,K+,2Cl-  ко­

транспорта. 

Впервые установлено, что при гипер- и изоосмотической стрикции клеток 

резко уменьшается величина сокращений ГМ, индуцированных гиперкалиевой 

деполяризацией и α1-адреномиметиком фенилэфрином. Напротив, гипоосмоти­

ческое набухание клеток, не изменяя реактивности сегментов к ФЭ, ведет к по­

тенцированию сократительных ответов на действие гиперкалиевого раствора. 

Представлены новые  данные  о  механизмах  регуляции  сокращений  ГМ 

при  стрикции  клеток,  оперирующих  с  участием  Na+,K+,2Cl- котранспортера. 

Установлено,  что  выключение  буметанид-чувствительного  Na+,K+,2Cl- ко­

транспорта снижает внутриклеточную концентрацию ионов хлора как в интакт­

ных, так и подвергнутых стрикции сегментах аорты. 
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Впервые  установлено,  что  выключение  буметанид-чувствительного 

Na+,K+,2Cl- котранспорта подавляет сократительные ответы сосудистых гладких 

мышц при умеренной, но не субмаксимальной деполяризации мембраны.

Впервые выявлена роль хлорной проводимости мембраны в сокращениях, 

вызванных изменением объема клеток. Сократительные ответы на деполяриза­

цию, действие ФАВ и стрикцию подавляются при блокировании Са2+-активиру­

емых и объем-зависимых хлорных каналов.  Это свидетельствует о ключевой 

роли изменений внутриклеточной концентрации Cl- и хлорной проводимости в 

реализации вышеперечисленных воздействий на ГМК. 

НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ

Результаты исследования являются важным вкладом в развитие фунда­

ментальных знаний о роли объема, ионного транспорта и ионных каналов в ре­

гуляции функций сосудистых гладких  мышц.  Существенно  дополнены пред­

ставления об участии объем-чувствительного ионного транспорта в регуляции 

сопряжения  возбуждения-сокращения  сосудистых  гладкомышечных  клеток. 

Установлено, что вклад  Na+,K+,2Cl- котранспорта в обеспечение реакций глад­

ких мышц на уменьшение объема клеток реализуется через увеличение внутри­

клеточной концентрации ионов хлора.

Сокращение в гипоосмотической среде обусловлено оперированием клас­

сических кальций-зависимых механизмов и индуцируется Cl--зависимой деполя­

ризацией мембраны и открыванием Са2+-каналов L-типа. Сократительный ответ 

гладких мышц на стрикцию мало чувствителен к наружному кальцию и дей­

ствию блокаторов потенциал-зависимого входа ионов кальция. 

Полученные данные фундаментального характера открывают новые под­

ходы к объяснению сосудистых реакций при гипертонической болезни и пато­

логических состояниях,  сопровождающихся нарушениями водно-солевого об­

мена или метаболических процессов в организме, а также механизмов действия 

широко применяемых в клинической практике петлевых диуретиков. Результа­

ты исследования расширяют научную базу для создания новых средств лечения 
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заболеваний,  связанных  с  дисфункцией  сосудов  и  органов,  сформированных 

гладкими мышцами.

Основные положения работы используются в курсах лекций и практиче­

ских занятиях, проводимых на кафедре биофизики и функциональной диагно­

стики, на кафедре нормальной физиологии Сибирского государственного меди­

цинского университета, на кафедре физиологии человека и животных Томского 

государственного университета, на кафедре физиологии человека и животных 

Кемеровского государственного университета и на кафедре нормальной физио­

логии Омского медицинского университета. 

Методические приемы и новые данные используются в научных исследо­

ваниях, проводимых на кафедрах биофизики и функциональной диагностики и 

нормальной физиологии Сибирского государственного медицинского универси­

тета, а также на кафедре нормальной физиологии Омского медицинского уни­

верситета.  Областями применения полученных данных являются физиология, 

биофизика, фармакология.
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ГЛАВА I

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Структурно-функциональная характеристика гладких мышц

Основной специализированной функцией сосудистых гладких мышц яв­

ляется их способность к поддержанию базального тонуса и развитию сократи­

тельных  реакций,  что  обеспечивает  адекватные  параметры  центрального  и 

местного кровотока. Базальный тонус и сократительные реакции СГМК контро­

лируются большим числом дистантных и локальных медиаторов и гормонов и 

подвержены гуморальному, нервному и миогенному контролю [Davis and Hill, 

1999; Kuriyama et al., 1998]. 

Обычно гладкие мышцы классифицируют на два основных типа в зависи­

мости  от  способа  объединения  отдельных  ГМК  на  уровне  ткани.  Single-unit 

мышцы организованы в плотные полосы или слои. Отдельные ГМК расположе­

ны примерно параллельно друг другу, но даже при довольно плотной упаковке 

их взаимное расположение нерегулярно, и близко расположенные порции кле­

ток могут перекрещиваться с  другими.  Между плазматическими мембранами 

соседних гладкомышечных волокон обнаруживаются поперечные мостики, ко­

торые действуют как пути низкого электрического сопротивления для ускоре­

ния распространения электрических сигналов вдоль ткани. Multi-unit гладкомы­

шечные волокна не образуют соединительных мостиков и окружены волокнами 

соединительной ткани.

ГМК главным образом находятся под контролем автономной нервной си­

стемы. Single-unit гладкие мышцы имеют пейсмекерные регионы, которые обес­

печивают спонтанную ритмическую генерацию сокращений. При этом ГМК со­

кращаются в унисон,  так как  single-unit гладкие мышцы представляют собой 

синцитий. Волокна multi-unit гладких мышц иннервируются симпатическими и 

парасимпатическими нервными волокнами и независимо стимулируются соот­

ветствующими нервными окончаниями. Стимуляция нервных окончаний вызы­

вает деполяризацию мембраны ГМК. Возбуждение является электрохимическим 

процессом, протекающим на уровне мембраны клетки и влекущим за собой ме­

ханический ответ – сокращение. 
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Передача информации с деполяризованной мембраны к сократительным 

белками получила название электромеханического сопряжения, ключевым ме­

ханизмом которого является вход Ca2+ в цитоплазму ГМК. Первые данные о свя­

зи мембранного потенциала и сократительными ответами ГМК были получены 

еще 50 лет назад Bülbring [Bülbring, E., 1955]. В настоящее время считается об­

щепринятым, что деполяризация мембраны обеспечивает вход Са2+ по потенци­

ал-зависимым кальциевым каналам, что является основополагающим механиз­

мом электромеханического сопряжения возбуждения и сокращения в ГМК и мо­

дулируется большим числом внутриклеточных сигнальных механизмов. Мем­

бранный потенциал покоя СГМК составляет от 40 до 75 мВ [Kuriyama et al., 

1998;  Nelson et al,  1990],  при этом существенные различия в величине могут 

быть  обусловлены отличающимися  экспериментальными условиями проведе­

ния измерений. ГМК эластических и емкостных сосудов не способны генериро­

вать потенциал действия в физиологических условиях. При этом возбуждение 

вдоль мышечного слоя сосудов этого типа распространяется посредством транс­

порта  низкомолекулярных  молекул  через  межклеточные  контакты  (gap junc­

tions) [Kuriyama et al., 1998]. 

Среди сосудистых ГМК способностью генерировать потенциалы действия 

у всех экспериментальных животных обладают только СГМК портальной вены. 

Однако получить спайки с регулярной амплитудой у «молчащих» СГМК можно, 

обработав их блокатором калиевой проводимости мембраны ТЭА. СГМК брюш­

ных артерий способны генерировать потенциалы действия при электрической 

стимуляции периферических нервов [Kuriyama et al., 1998].

Число  синхронно  вовлекаемых  в  сокращение  клеток  является  важным 

фактором регуляции сокращение брюшной артерии крысы и спонтанных изме­

нений ее тонуса (vasomotion). Были исследованы эффекты KCl и фенилэфрина 

на уровень внутриклеточного кальция, кальциевые осцилляции и сократитель­

ные свойства изолированных брюшных артерий крысы, включая спонтанные из­

менения просвета сосудов. При низких концентрациях вазоконстрикторов отме­

чались отдельные несинхронные кальциевые осцилляции, не ведущие к местно­

му сокращению. При средних концентрациях в процесс синхронно вовлекались 
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все клетки, при этом гиперкалиевая стимуляция вела к сокращению полосок, а 

фенилэфрин индуцировал вазомоторные реакции. Высокие концентрации  KCl 

вели к поддерживаемому не осциллирующему увеличению внутриклеточного 

кальция и поддерживаемому сокращению, а высокие концентрации фенилэфри­

на вызывали синхронные кальциевые осцилляции и полноценное сокращение 

[Lamboley M et al., 2003].

Сократительные протеины

Электронная микроскопия гладких мышц показала, что актиновые фила­

менты в ГМК упорядочены посредством прикрепления к электронно-плотным 

образованьям (тельцам), которые содержат α-актинин, протеин, соответствую­

щий белку  Z-полосок скелетных мышечных волокон.  Соотношение тонких и 

толстых филаментов в ГМК существенно выше, чем в скелетных мышцах: ~15:1 

и ~6:1, соответственно. ГМК богаты промежуточными филаментами и содержат 

два специфических протеина, десмин и виментин.

В целом, ГМК содержат меньше протеинов (~110 мг/г),  чем скелетные 

мышцы(~200 мг/г), при этом наблюдается существенно более низкое содержа­

ние миозина: ~20 мг/г в ГМК против ~80 мг/г в скелетной мускулатуре. С дру­

гой стороны, содержание актина и тропомиозина примерно одинаково во всех 

типах мышц. В отличие от исчерченных мышечных волокон, ГМК не содержат 

тропонин, вместо которого имеются два других фибриллярных протеина – каль­

десмон и кальпонин. 

Аминокислотная последовательность актина гладких мышц сходна с тако­

вой в других типах мышц, причем, вероятно, это сходство распространяется и 

на трехмерную структуру актина. Актин гладких мышц способен объединяться 

с миозином, выделенным как из гладкой, так и скелетной мускулатуры. Однако, 

имеется принципиальное различие в регуляции АТФ-азной активности миозина 

актином.  При  этом  условием актин-зависимой  активации  является  предвари­

тельное фосфорилирование миозина в ГМК.

Размер и форма молекул гладкомышечного миозина сходны с таковыми в 

скелетных мышцах. Имеется незначительное различие в составе легких цепей. 

Из четырех легких цепей гладкомышечного миозина две имеют молекулярный 
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вес 20000 и две – 17000. Легкие цепи массой 20000 могут подвергаться фосфо­

рилированию, в случае чего актин-зависимая активация АТФ-азной активности 

миозина возрастает в ~50 раз, настолько, что в физиологических условиях в се­

кунду на 1 моль головок миозина гидролизуется 0.16 молей АТФ. Характерной 

особенность  ГМК  является  то,  что  при  повышении  ионной  силы  раствора 

происходит повышение АТФ-азной активности миозина, что может быть одним 

из модулирующих факторов при пертурбациях объема клеток. 

Было описано 4 изоформы тяжелый цепей миозина – SMB, SMA, SM1 и 

SM2 [Quevillon-Cheruel et al., 1999], отличающиеся небольшим числом амино­

кислот в области головки или хвостовой части стержня. Отличия в хвостовых 

участках стержня миозина гладких мышц оказались ответственны за различия в 

сборке филаментов. Полученные результаты свидетельствовали также, что го­

могенные  толстые  филаменты,  содержащие  SM1 или  SM2,  могут  выполнять 

различные функции в ГМК [Rowner et al., 2001; Quevillon-Cheruel et al.,1999]. 

Несмотря на то, что сборка толстых филаментов очищенного гладкомы­

шечного миозина была описана in vitro, регуляция этого процесса в интактной 

ГМК не выяснена. Электронная микроскопия показала, что плотность толстых 

филаментов существенно увеличивается (до 144%) при активации ГМК [Herrera 

et al., 2002]. В покоящихся клетках, в отсутствие Ca2+, плотность толстых фила­

ментов снижается на 35%. Это свидетельствует, что полимеризованный миозин 

в гладких мышцах существует в равновесии с мономерным миозином; актива­

ция клетки способствует полимеризации этого белка.

Kathleen Trybus был первым, кто провел эксперименты по молекулярной 

инженерии миозина и тяжелого меромиозина гладких мышц [Trybus, 2000].  C 

использованием методов молекулярной инженерии было показано, что взаимо­

действие между регуляторными доменами легкой цепи и двумя головками яв­

ляется критическим для регуляции миозина ГМК [Li et al., 2000; Sweeney et al., 

2000]; вытянутая, слабо заряженная актин-связывающая петля необходима для 

зависимой от фосфорилирования регуляции миозина ГМК [Rovner, 1998]; свое­

образное «раскручивание» взаимноскрученного соединения головки и стержня 
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миозина необходимо для оптимального механического функционирования [Lau­

zon et al., 2001].

In vitro, как кальдесмон, так и кальпонин ингибируют актин-зависимую 

активацию  АТФ-азной  активности  фосфорилированного  миозина  гладких 

мышц. В случае кальпонина, эта ингибирующая активность обращается при свя­

зывании Ca2+ с кальмодулином (КМ) или при фосфорилировании. Кальпонин – 

это протеин массой 34-kDa, содержащий сайты связывания для актина, тропо­

миозина  и  Ca-КМ.  Электронная  микроскопия  и  реконструкция  трехмерного 

изображения изолированных тонких филаментов ГМК выявили, что кальпонин 

и кальдесмон расположены периферически вдоль спирали полимеризованного 

актина (along the long-pitch actin helix) [Hodgkinson et al., 1997;  Lehman et al., 

1997]. 

Физиологическая роль кальдесмона и кальпонина в течении длительного 

времени  была  изучена  недостаточно.  Сейчас  получены  данные,  что  уровень 

этих протеинов в СГМК снижается при вазоспазме мозговых артерий, в то вре­

мя  как  уровень  их  фосфорилирования  увеличивается  [Tani and Matsumoto, 

2004]. Было обнаружено, что экспрессия кальдесмона и кальпонина в СГМК ар­

териол совпадает с устойчивостью к гипероксии [Hughes and Chan-Ling, 2004]. 

Существует гипотеза, что кальдесмон вовлечен в регуляцию фосфорили­

рования ЛЦМ в СГМК. Кальдесмон ингибирует АТФ-азную активность миози­

на. В свою очередь фосфорилирование кальдесмона обращает его ингибирую­

щее действие. Главными кандидатами, которые могут катализировать фосфори­

лирование кальдесмона, являются p42/p44 ERK MAP киназы [D’Angelo G, Adam 

LP., 2002; Gorenne I et al, 1998; 2004]. Наряду с каталитическим действием ERK 

MAP киназ в отношении фосфорилирования кальдесмона, важная роль в этом 

процессе принадлежит также стауроспорин-чувствительной киназе, что может 

вносить важный вклад в регуляцию сократительной активности СГМК [Gorenne 

et al., 2004]. Было показано, что фосфорилирование кальдесмона посредством 

ERK MAP киназ может модулировать сократительную активность ГМК in vivo, 

но активация этого пути не обязательна для развития сокращения. В то же вре­

мя, максимальные амплитудные характеристики сократительной активности мо­
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дулируются  сигнальным путем,  включающим  p38  MAP киназу/HSP27  [Yam­

boliev et al., 2000].

Существует взаимосвязь между экспрессией и функционированием сокра­

тительных и регуляторных белков ГМК. В экспериментальной модели мышей с 

нокаутированным геном миозина SMB (и заменой его на SMA), а также у мы­

шей дикого типа со сниженной экспрессией этого гена отмечалось снижение 

скорости укорочения ГМК, повышение силы сокращения ГМК брюшной арте­

рии и аорты. При этом экспрессия кальпонина и митоген-активируемой киназы 

(МАРК) в ГМК аорты и мочевого пузыря повышалась, а экспрессия кальдесмо­

на снижалась [Babu et al, 2004]. Гончарова Е. А. с соавторами получила данные, 

что активация p38 МАРK и дальнейшее фосфорилирование немышечного каль­

десмона является важным механизмом миграции ГМК, стимулированной уроки­

назой [Goncharova et al, 2002].

Была предложена модель, согласно которой прикрепление актина к мио­

зину с помощью кальдесмона может играть роль в регуляции сосудистого тону­

са. Важным механизмом регуляции считают позиционирование С-терминально­

го домена кальдесмона таким образом, чтобы этот протеин приобретал способ­

ность блокировать актомиозиновое взаимодействие [Lee et al, 2000]. В покоя­

щихся СГМК, кальдесмн способен блокировать образование активных попереч­

ных мостиков [Earley et al, 1998]. 

Кальпонин также играет важную роль в регуляции сокращения ГМК, при 

этом в тонически активированных ГМК кальпонин может функционировать как 

сигнальный протеин,  облегчающий  ERK-зависимую сигнализацию, но не  как 

непосредственный регулятор акто-миозинового взаимодействия на уровне мио­

филаментов [Je et al., 2001].

Были получены данные, что существует прямая причинно-следственная 

связь между активацией МАРК и  Ca2+-независимым сокращением ГМК, под­

тверждающая  концепцию  фосфорилирования  кальдесмона  как  ранее  неиз­

вестное звено между этими событиями [Dessy et al.,  1998].  Ca2+-независимые 

изоформы ПК-С также могут играть роль в поддерживаемой фазе сокращения 

СГМК коронарной артерии через киназный каскад, вовлекающий фосфорилиро­
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вание кальдесмона и MARCKS (myristoylated, alanine-rich C-kinase substrate), но 

не легкие цепи миозина [Throckmorton et al., 1998].

Фосфорилирование и дефосфорилирование 20-kDa легких цепей миозина

Киназа и фосфатаза легких цепей миозина. ГМК содержат киназу легких 

цепей миозина (КЛЦМ), активируемую комплексом Са-КМ и переносящую тер­

минальную фосфатную группировку АТФ на сериновые (и/или треониновые) 

гидроксильные группы фосфорилируемой легкой цепи в соответствие со следу­

ющей реакцией:

LC-OH + MgATP2- → LC-O-PO3
2- + MgADP- + H+ 

Дефосфорилирование осуществляется фосфатазой легких цепей миозина 

(ФЛЦМ) ГМК в соответствие с реакцией:

LC-O-PO3
2- + H2O → LC-OH + HPO4

2-  [Stull et al., 1996; Hartshorne et al., 

1998].

Обычно считают, что соотношение степени фосфорилирования-дефосфо­

рилирования легких цепей контролирует цикл сокращения-расслабления ГМК.

В течение  длительного  времени  исследования  были  сфокусированы на 

роли КЛЦМ в регуляции сократительной активности ГМК, однако в последние 

годы интерес переключился на ФЛЦМ. Важным механизмом сокращения может 

выступать ингибирование ФЛЦМ [Knapp et al., 2002; Feng et al., 1999; Kaibuchi 

et al., 1999; Nagumo et al., 2000; Somlyo and Somlyo, 2000; Sward et al., 2000; Ito 

et al., 2004]. Было установлено, что ФЛЦМ состоит из трех субъединиц: 1) ката­

литической субъединицы 37-38-kDa фосфатазы 1-го типа, 2) субъединицы 20-

kDa с неизвестной функцией, 3) субъединицы 110-130-kDa (MYPT), мишенью 

которой  является  миозин.  Было  описано  семейство  MYPT,  включающее 

MYPT1, MYPT2, MYPT3, MBS85 и TIMAP. Фосфатазная активность каталити­

ческой субъединицы низка и значительно повышается в присутствие субъеди­

ницы 110-130-kDa (targeting subunit). После фосфорилирования серина и треони­

на в субъединице 110-130-kDa, ее активирующий эффект в отношении катали­

тической субъединицы исчезает и, таким образом, осуществляется ингибирова­

ние ФЛЦМ [Ito et al., 2004]. 
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В последнее  время появились  данные,  показывающие существование  в 

ГМК  Rho-зависимой системы регуляции ФЛЦМ [Feng et al., 1999;  Kaibuchi et 

al., 1999; Nagumo et al., 2000; Somlyo and Somlyo, 2000; Sward et al., 2000; Ito M. 

et al., 2004]. Rho-ассоциированная киназа является ключевым звеном этой систе­

мы. Этот фермент фосфорилирует субъединицу ФЛЦМ 130-kDa, обеспечиваю­

щую связь фосфатазы с  миозином, и,  таким образом,  ингибирует активность 

ФЛЦМ. Благодаря антагонизму между КЛЦМ и ФЛЦМ, результатом ингибиро­

вания ФЛЦМ является повышение уровень фосфорилирования легких цепей с 

последующим повышением механического напряжения ГМК. В этих условиях, 

субмаксимальный уровень  Ca2+ достаточен для генерации максимальной силы 

сокращения,  феномена,  названного  Ca2+-сенситизацией  [Somlyo and Somlyo, 

1994]. В настоящее время доступны специфические ингибиторы Rho-киназы Y-

27632 [Feng et al., 1999;  Kaibuchi et al., 1999] и  HA-1077 [Nagumo et al., 2000; 

Sward el al., 2000]. Активность ФЛЦМ может быть также подавлена ингибитор­

ным протеином миозиновой фосфатазы 17-kDa, названным CPI-17 [Kitazawa et 

al.,  2000],  который ингибирует каталитическую единицу ФЛЦМ и холоэнзим 

ФЛЦМ. Фосфорилирование CPI-17 в положении Thr38 повышает его ингибиру­

ющее действие в 1000 раз. 

Большой круг вторичных посредников регулирует активность ФЛЦМ в 

физиологических и патофизиологических условиях [Solaro, 2000] посредством 

фосфорилирования или targeting субъединицы ФЛЦМ или CPI-17. В частности, 

было показано, что цГМФ-зависимая протеинкиназа фосфорилирует и ингиби­

рует RhoA с последующим ингибированием RhoA/ROCK-индуцированной каль­

циевой  сенситизации  СГМК.  При  этом  организация  актинового  цитоскелета 

вносит вклад в вазодилатирующее действие NO [Sauzeau et al., 2000]. 

Гипоосмотическая среда может напрямую активировать  Rho.  Rho/ROK–

зависимый путь вносит вклад также в  гиперосмотическое фосфорилирование 

ЛЦМ в эпителиоцитах канальцев [Ciano-Oliveira et al., 2003] и мезангиальных 

клетках [Takeda et al., 1992]. 

Фосфорилирование легких цепей миозина
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Сокращение ГМК коррелирует с фосфорилированием ЛЦМ [обзор Bárány 

and Bárány, 1996c], центральная роль в котором принадлежит Ca2+. В то время 

как в скелетных мышцах мишенью для цитоплазматического Ca2+ является тро­

понин-С, в ГМК  Ca2+ активирует КЛЦМ в виде комплекса Са-КМ. В соответ­

ствии  с  исследованиями  in vitro,  интактные  ГМК  прекращают  сокращение, 

когда из омывающего раствора удаляют  Ca2+ или хелатируют его с помощью 

ЭГТА. Более того, ингибиторы кальмодулина, такие как трифлуоперазин или 

хлорпромазин также ингибируют сокращение.

В покоящихся ГМК [Ca2+]i ~0.1 µM, а после стимуляции [Ca2+]i может уве­

личиваться в ~100 раз, что является одним из ключевых этапов электро- или 

фармакомеханического сопряжения. 

Для исследования изменений [Ca2+]i непосредственно после стимуляции 

или в течение фазы плато механической активности обычно используют флуо­

ресцентные зонды. Информация о величине кальциевого сигнала разноречива и 

свидетельствует о зависимости его параметров от типа ГМК, методики подго­

товки ткани и используемых реактивов. Однако, исследователи согласны, что 

для запуска расслабления уровень [Ca2+]i должен быть возвращен к значению, 

близком к величине [Ca2+]i покоя. В снижении уровня [Ca2+]i принимают два ме­

ханизма: 1) Транспортная  Ca2+ АТФ-аза плазматической мембраны выкачивает 

Ca2+ из цитоплазмы во внеклеточное пространство. 2) Транспортная Ca2+ АТФ-

аза мембраны саркоплазматического ретикулума закачивает Ca2+ в просвет СПР.

Фосфорилирование легкой цепи миозина может происходить не только 

при электрической или химической стимуляции ГМК, но и при так называемой 

механохимической активации гладкой мышцы. Растяжение артериальных ГМК 

индуцирует фосфорилирование в такой же степени, как и при сокращении ГМК 

при гиперкалиевой деполяризации мембраны или аппликации норэпинефрина 

[Bárány and Bárány, 1996c]. При растяжении ГМК в 1.6 раз по сравнению с дли­

ной покоя сокращение не развивается, но при устранении натяжения и возвра­

щении к исходной длине происходит сокращение. Важно, что это сокращение 

развивается спонтанно, показывая, что стреч-индуцированная активация несет 

всю необходимую информацию для запуска полноценного сокращения. Моби­
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лизация Ca2+ необходима для реализации стреч-индуцированного фосфорилиро­

вания и сокращения. Было показано также, что в ГМК имеются механо-чувстви­

тельные рецепторы, опосредующие высвобождение Ca2+ из СПР. В то же время 

имеются свидетельства, что сокращение ГМК и фосфорилирование легких це­

пей миозина могут разобщаться. Это является подтверждением гипотезы, что 

фосфорилирование легких цепей миозина играет роль в процессе активации, но 

не сокращения  per se. Более того, имеются и другие свидетельства отсутствия 

сопряжения между степенью фосфорилирования ЛЦМ и сократимостью глад­

ких мышц. Так, при K+-индуцированном сокращении ГМК наблюдается поддер­

живаемое сокращение, несмотря на то, что легкие цепи миозина остаются де­

фосфорилированными.

Важную  роль  в  сопряжении  возбуждения  и  сокращения  играет  также 

фосфорилирование протеинов теплового шока (Heat-Shock proteins) [Bárány and 

Bárány,  1996c].  Вазорелаксация,  опосредуемая  циклическими  нуклеотидами, 

ассоциирована с фосфорилированием белка теплового шока массой 20-kDa, на­

званного HSP20 [Beal et al., 1997; Rembold et al., 2000]. Были получены данные, 

что  HSP20  является  актин-ассоциированным  протеином  [Brophy et al.,1999; 

Rembold et al. 2000], свидетельствуя о возможном участии в расслаблении со­

единения фосфорилированного HSP20 с актиновыми филаментами.

Трансляция сигналов 

Начиная с установления Сазерлендом [Sutherland, 1956] сигнальной роли 

цАМФ,  круг  молекул,  претендующих  на  роль  вторичных  посредников,  был 

расширен весьма небольшим числом молекул, включая цГМФ, инозитол-1,4,5-

трифосфат (ИТФ), диацилглицерол и Ca2+.

Связывание агониста с поверхностным рецептором ГМК индуцирует сиг­

нал, который распространяется с наружной к внутренней поверхности мембра­

ны и активирует несколько эффекторов, которые, в конечном счете, иницииру­

ют сокращение. Основными компонентами этой системы являются: 1) инози­

тол-1,4,5-трифосфат, 2) G-белки, 3) фосфоинозитид-специфичная фосфолипаза-

С (ФЛ-С) и ионы Са2+. 
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Инозитольное  кольцо  содержит  шесть  гидроксильных  сайтов, 

большинство из которых может быть фосфорилироно специфическими киназа­

ми. Инозитол-1-монофосфат – это составляющая фосфатидилинозитола, одного 

из фосфолипидов мембран животных клеток. PI 4-киназа и PI (4) P 5-киназа ге­

нерируют PI (4) P and PI (4,5) P2, соответственно, последовательно фосфорили­

руя  PI.  Со внутренне стороны мембраны размещается фосфоинозитид-специ­

фичная ФЛ-С, одним из гидролитических продуктов которой является инозитол 

1,4,5-трифосфат. 

G  -белки  . ГТФ-связывающие белки (G-белки) являются гетеротримерами, 

состоящими из α-, β- and γ-субъединиц. α-субъединицы вариабельны и отвечают 

за  специфическое  взаимодействие  различных  G-белков с  их  эффекторами.  В 

основном состоянии, α-субъединица содержит связанный ГДФ, а ассоциация α-, 

β- и γ-субъединиц в высшей степени стабильна, что удерживает G-белок в неак­

тивной форме. Стимуляция  G-белка происходит при присоединении  G-белком 

ГТФ. Рецепторы взаимодействую наиболее эффективно с гетеротримерной фор­

мой  G-белка  и  ускоряют  его  активацию,  увеличивая  степень  диссоциации  с 

ГДФ и ассоциации с ГТФ. Активация сопряженного с рецептором G-белка при­

водит к диссоциации гетеротримерного  G-белка на  α-субъединицу и  βγ-димер. 

Фосфоинозитид-специфичная  ФЛ-С. Этот  фермент  принадлежит  к  семейству 

энзимов, специфичных в отношении фосфоинозитидной части молекулы фосфа­

тидилинозитола,  но  различающихся своей специфичностью в  зависимости от 

числа фосфорильных групп инозитольного кольца. 

β-, γ- и δ-изоформы фосфоинозитид-специфичной ФЛ-С (ФИ-ФЛ-С) про­

являют высокую специфичность в отношении трифосфорилированных фосфо­

липидов. Имеется два основных механизма, посредством которых агонисты ак­

тивируют их гидролиз. В случае гормонов, нейромедиаторов и некоторых дру­

гих агонистов, сигнал переносится к ФИ-ФЛ-С β-изоформы. Другим фундамен­

тальным активирующим механизмом, как, например, в случае ростовых факто­

ров, активация их рецепторов ведет к повышению активности тирозиновой ки­

назы. Во всех случаях активированная ФИ-ФЛ-С гидролизует  PIP2 до ИТФ и 
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диацилглицерола. ИТФ ведет к высвобождению  Ca2+ из СПР и таким образом 

запускает сокращение ГМК. Дацилглицерол активирует ПК-С.

Активация  α1-адренорецепторов  вовлекает  многочисленные  сигнальные 

пути, контролирующие взаимодействие актина и миозина. Эти сигнальные пути 

могут быть классифицированы в зависимости от принадлежности к миозин- или 

актин-зависимому типу регуляции. Миозин-зависимый путь регуляции охваты­

вает как кальциевую активацию, так и кальциевую сенситизацию, что вовлекает 

активацию КЛЦМ комплексом Са-КМ и регуляцию активности ФЛЦМ. В отно­

шении кальциевой активации было продемонстрировано существование адре­

нергически-индуцированных транзиторных повышений [Са2+]i в  индивидуаль­

ных СГМК интактных артерий. При визуализации с высоким разрешением было 

установлено, что при этом происходит СПР-зависимое распространение асин­

хронных Са2+ волн, которые при использовании высоких доз адреномиметиков 

переходят в синхронные осцилляции. Эти волны отличаются от пространствен­

но однородных повышений [Ca2+]i, как предполагалось раньше. 

Волны асинхронных осцилляций Ca2+ при действии фенилэфрина в сосу­

дистых ГМК полой вены кролика вызываются высвобождением Са2+ из СПР че­

рез  ИТФ-чувствительные каналы.  При этом  пополнение  СПР ионам кальция 

осуществляется Са2+-АТФазой и требует поддерживаемой генерации повторных 

волн Са2+. Блокирование потенциал-зависимых Са2+ каналов  L-типа нифедипи­

ном снижает частоту вызванных фенилэфрином Са2+
i осцилляций,  в то время 

как  дополнительное  блокирование  рецептор-оперируемых  и  Са2+-зависимых 

Са2+ каналов (ROC/SOC) соединением SKF96365 устраняет оставшиеся осцилля­

ции и отменяет тонический компонент фенилэфрин-индуцированного сокраще­

ния. Ингибиторы Na+/Ca2+ обмена 2’,4’-дихлорбензамил и KB-R7943 полностью 

отменяют нифедипин-чувствительный компонент Са2+
i-осцилляций и резко сни­

жают сокращение. Таким образом, Са2+ волны зависят от начального высвобо­

ждения  Са2+ из  СПР  по  ИТФ-чувствительным  каналам.  Вход  Na+ через 

ROC/SOC облегчает вход Са2+ через Na+/Ca2+ обменник, оперирующий в обрат­

ном направлении, что ведет к восполнению запасов Са2+ в СПР и способствует 

поддержанию фенилэфрин-индуцированных Са2+
i-осцилляций. Вход Са2+ по по­
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тенциал-зависимым Са2+ каналам и ROC/SOC служит модулятором частоты ак­

тивации осцилляций и величины амплитуды сокращения [Lee et al., 2001] .

При адренергической активации происходит динамическая транслокация 

в мембрану и другие внутриклеточные сайты ряда протеиновых киназ (в частно­

сти, Са2+-активируемых протеинкиназ, ROCK и ПК-С), которые вовлечены в ре­

гуляцию ФЛЦМ и обеспечивают кальциевую сенситизацию сокращения. Актин-

зависимая  регуляция  включает  возможную дезинтеграцию актин-миозиновых 

взаимодействий посредством фосфорилирования кальдесмона, возможно, с уча­

стием  MAPK, которые также транслоцируются при адренергической стимуля­

ции [Wier and Morgan, 2003].

Кальций-зависимая сигнализация в гладкомышечных клетках

Как  указывалось  выше,  тонус  сосудистых  гладких  мышц определяется 

степенью фосфорилирования легких цепей миозина,  зависящей от множества 

регуляторных воздействий, реализующих свой эффект через системы внутри­

клеточной сигнализации [11], которые в свою очередь обеспечивают передачу 

информации от рецепторов плазматической мембраны к исполнительным систе­

мам с помощью сигнальных молекул, называемых вторичными посредниками 

[4,11,84,86-88]. 

Ионам кальция принадлежит центральная роль в регуляции сопряжения 

возбуждения и сокращения СГМК. Одним из ключевых условий развития со­

кратительного ответа интактных ГМК является повышение концентрации ионов 

Са2+  в цитозоле свыше 5−10 мкМ [Шуба, Кочемасова, 1988]. При этом оно мо­

жет быть достигнуто при деполяризации клеточной мембраны, активации ре­

цепторуправляемого входа Са2+, либо мобилизации его из внутриклеточных де­

по. В физиологических условиях внеклеточный кальций необходим для сокра­

щения ГМК [Шуба, 1981]. При использовании блокаторов Са2+  каналов или в 

бескальциевой среде [Шуба, 1981; Kuriyama et al., 1998] амплитуда сокращения 

значительно  снижается.  Нет  однозначного  мнения  о  роли  внутриклеточных 

депо Са2+, так как в ГМК слабо развит саркоплазматический ретикулум. Однако, 

имеются сообщения, что в клетках стенки сосудов роль внутриклеточного Са2+ 

достаточно существенна [Бурый с соавт.,  1989].  Предполагается возможность 
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Са2+-индуцированного высвобождения кальция из депо. Практически одновре­

менно с мобилизацией Са2+ в цитозоль активируются системы его удаления и 

компартментализации.  Они  представлены  прежде  всего  Са2+-АТФ-азами  и 

Na+/Са2+- обменником [Kuriyama et al., 1998]. 

После снижения концентрации кальция в цитозоле равновесие смещается 

в  сторону дефосфорилирования ЛЦМ, осуществляемого кальцинейрин-подоб­

ной фосфатазой,  что приводит к последующему расслаблению. Данная точка 

зрения является общепринятой. Однако имеются факты, не объяснимые в рам­

ках данной гипотезы. Например, степень фосфорилирования КЛЦМ не всегда 

коррелирует с амплитудой сократительного ответа. Вероятно, наряду с миозин­

зависимой регуляцией, в ГМК реализуется и путь актин-зависимой регуляции 

сокращения. В литературных источниках есть указания, по меньшей мере, на 

два таких механизма. Один связывают с участием тропомиозина, содержание 

которого в ГМК крайне низко, другой − кальдесмона − актин-ассоциированного 

белка, способного модулировать актомиозиновое взаимодействие [Kuriyama et 

al., 1998]. 

Взаимодействие  с  рецепторами  мембраны  биологически  активных  ве­

ществ  вызывает  открывание  Са2+ каналов,  получивших  название  рецептор-

управляемых или хемочувствительных [Тепперман, 1989; Ткачук, 1987; Шуба, 

1984, 1991; Шуба с соавт., 1988;  Somlyo and Somlyo, 1994;  Van Breemen et al., 

1986]. Входящий Са2+ ток, протекающий по хемочувствительным ионным кана­

лам приводит к деполяризации мембраны СГМК и последующей активации по­

тенциал-зависимых  кальциевых  каналов  [Шуба,  1984,  1991;  Шуба  с  соавт., 

1988]. По кинетике активации и инактивации пул потенциал-зависимых кальци­

евых каналов неоднороден. М.Ф.Шуба выделяет как минимум два типа – бы­

стрые инактивирующиеся и медленные неинактивирующиеся кальциевые кана­

лы, которые отличаются параметрами активации и инактивации, а так же меха­

низмами регуляции [Костерин, 1990; Шуба, 1984, 1991; Шуба с соавт., 1988]. 

Для них характерны метаболические [Скок, Шуба, 1986] и/или кальций-зависи­

мые механизмы модуляции ионной проницаемости [Шуба, 1991; Barnes, 1993]. 
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В литературе нет единого мнения о взаимодействии хемо- и потенциал-за­

висимых путей активации кальциевых каналов ГМК. Существуют гипотезы о 

синергизме,  полной  независимости  и  антагонизме  в  их  функционировании 

[Баскаков с соавт., 1987; Шуба, 1991; Шуба с соавт., 1988; Bialecki et al., 1995; 

Kuriyama et al., 1998; Noguera et al., 2001]. Не исключается присутствие в мем­

бране ГМК особой группы кальциевых каналов, активность которых характери­

зуется одновременно хемо- и потенциал-зависимостью [Баскаков с соавт., 1987].

В отличие от потенциал-зависимого, рецепторуправляемый вход Са2+  со­

провождается взаимодействием рецепторов-лигандов с ГТФ-связывающими G-

белками мембраны [Баскаков с соавт., 1987, Тепперман, 1989; Ткачук, 1987], ак­

тивирующими фосфолипазу  С с  последующей активацией  метаболизма  мем­

бранных фосфоинозитидов [Кочемасова, 1982; Расмуссен, 1989; Berridge, 1984].

Основным ионным током в генерации потенциала действия ГМК является ток 

ионов  кальция  через  потенциал-оперируемые  кальциевые  каналы.  При  этом 

основным субтипом кальциевых каналов в ГМК являются каналы  L-типа, что 

показано в микроэлектродных экспериментах с использованием кальциевых ан­

тагонистов. Потенциал-зависимые кальциевые каналы ГМК классифицируются 

на каналы  L-типа (long-lasting; или  high voltage activated,  HVA; проводимость 

20–28  pS),  T-типа (transient;  или  low voltage activated,  LVA; проводимость 7–

15 pS) и  N-типа (ни L, ни T). Исключительно кальциевые каналы L-типа были 

идентифицированы в сосудистых ГМК из брюшных артериях человека, крысы и 

кролика,  портальных вен  крысы,  кролика  и  морской свинки,  ушной артерии 

кролика, сафенозной вены собаки, коронарных артерий морской свинки и кро­

лика, базилярной артерии кролика [Kuriyama, 1998]. Предполагают, что в аорте 

крысы могут присутствовать также каналы других типов, включая N- и R-типы 

каналов [Smirnov and Aaronson, 1992;  Bkaily, 1992].  T-тип кальциевых каналов 

также был обнаружен в некоторых сосудистых объектах [Hughes, 1995]. 

Кальциевые каналы L-типа активируются при относительно высоких зна­

чениях мембранного потенциала, в большей степени проницаемы для Ba2+, чем 

для  Ca2+, блокируются блокаторами Са2+ каналов (дериватам дигидропиридина 

(ДГП)), инактивируются как деполяризацией мембраны, так и внутриклеточным 
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кальцием. Т-тип каналов характеризуется активацией при низких значениях по­

тенциала, устойчивостью к дериватам ДГП, быстрой инактивацией [Yoshino et 

al., 1988; Inoue et al., 1990]. 

В  целом,  каналы  L-типа  представляет  основной путь  для  входа  Са2+ в 

клетку во время генерации потенциала действия, в то время как роль каналов Т-

типа или каналов с низковольтным порогом активации остается неопределен­

ной, потому что эти каналы обычно инактивированы при потенциале покоя в 

ГМК различных тканей. Не так давно прозвучало сообщение о том, что ДГП-

чувствительные Са2+ каналы с низким порогом активации и значением тока 10-

pS в нейронах дорсальных ганглиев крысы вовсе не способствуют развитию по­

тенциала действия, а вместо этого участвуют в модуляции частоты спайков. Эта 

идея может быть также протестирована и в тех ГМК, которые обладают Са2+ ка­

налами Т-типа.

В ГМК присутствуют каналы большой и малой проводимости, блокируе­

мые ДГП [Caffrey et al., 1986; Inoue and Isenberg, 1990]. Каналы большой прово­

димости имеют характеристики подобные таковым для типичных каналов  L-

типа, в то время как каналы малой проводимости имеют низкий порог актива­

ции и при этом малую инактивацию [Caffrey et al., 1986; Inoue et al., 1990]. 

Полного понимания структуры ДГП -резистентных каналов (T-тип) или 

чувствительных к ДГП каналов низкой проводимости нет до настоящего време­

ни. 

Имеются многочисленные указания, что ИТФ, обладая высокой способно­

стью к перемещению в цитозоле, дополнительно высвобождает ионы кальция из 

немитохондриальных депо во всех типах гладких мышц [Кочемасова, 1992; Теп­

перман, 1989; Ткачук, 1998; Шуба с соавт, 1991; Berridge et al., 1984; Kumar et 

al., 1997]. 

Повышение внутриклеточной концентрации Cа2+ до 1 мкМ и выше яв­

ляется пусковым моментом сокращения ГМК [Антипенко, 1991; Баскаков, 1987; 

Бурый с соавт.,  1989;  Крутецкая,  1992;  Шуба,  1984, 1988,  1991].  По мнению 

ряда исследователей, поступающие во время деполяризации мембраны в ГМК 

ионы кальция не участвуют непосредственно в сокращении, а, вероятнее всего, 
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активируют  Cа2+-зависимое  высвобождение  Cа2+ из  внутриклеточных  запасов 

[Бурый с соавт., 1989; Расмуссен, 1989; Karaki and Weiss, 1988]. 

Но существует и другая точка зрения, согласно которой поступившего в 

момент развития потенциала действия внеклеточного кальция вполне достаточ­

но для сокращения ГМК [Шуба, 1984].

Многочисленные внутриклеточные эффекты Cа2+ реализуются благодаря 

системе Са2+–кальмодулин (КМ) [Баскаков, 1984, 1987; Курский с соавт., 1981; 

Орлов, 1987;  Hamilton et al., 2000]. Она способна одновременно инициировать 

механизмы как поступления ионов кальция в клетку, так и выведения его во 

внеклеточную среду,  либо депонирование в саркоплазматическом ретикулуме 

(СПР) [Баскаков, 1987; Орлов, 1987]. Это, а также другие многочисленные про­

цессы участия ионов кальция в качестве регулятора внутриклеточного метабо­

лизма, позволяет считать, что КМ в процессах электро- и фармако-механическо­

го сопряжения ГМК занимает одно из центральных мест [Баскаков, 1987; 1988].

Считается, что при достижении «пороговой» внутриклеточной концентра­

ции ионов кальция выше 1мкМ происходят конформационные изменения КМ в 

виде экспонирования гидрофобных областей [Баскаков, 1987; Курский с соавт., 

1981;  Орлов,  1987; 199].  По  этим  участкам  осуществляется  взаимодействие 

комплекса Са2+-КМ с эффекторными системами, в том числе с кальций-кальмо­

дулин-зависимыми протеинкиназами (Са-КМ-ПК), наиболее значимой из кото­

рых является КЛЦМ – важный участник сократительного процесса ГМК [Баска­

ков, 1987; Курский с соавт., 1981; Орлов, 1987; De Alfonzo et al., 1996; Hamilton 

et al., 2000]. 

После активации Са-КМ-ПК реализуются и другие, широко представлен­

ные в литературе многочисленные процессы, предполагающие участие ионов 

кальция в качестве регулятора внутриклеточного метаболизма, который осуще­

ствляется за счет взаимодействия системы Са2+-кальмодулин с другими система­

ми вторичных посредников. [Антипенко, 1991; Баскаков, 1987, 1988; Курский с 

соавт., 1981; Орлов, 1987; 86-88]. Широко обсуждаются кальций-зависимые ме­

ханизмы  регуляции  аденилат-  и  гуанилатциклазной  активности,  метаболизма 

мембранных фосфолипидов, циклических нуклеотидов и углеводов и т.д. [Анти­
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пенко,  1991;  Баскаков,  1987;  Кочемасова,  1982;  Рекалов,  1985;  Ткачук,  1987, 

1998]. Разнонаправленность и видоспецифичность внутриклеточной сигнальной 

организации не позволяет однозначно судить о роли ионов кальция во внутри­

клеточном метаболизме [Баскаков, 1984, 1987; 64, Рекалов, 1985; Ткачук, 1987, 

1998].

Активность  Са2+ каналов существенно модулируется агонистами и  вто­

ричными  посредниками.  В  1996  году  С.Н. Орлов  с  соавторами,  используя 

культуральные  ГМК  из  аорты  крысы,  показал,  что  увеличение  продукции 

цАМФ (путем аппликации форсколина, изопротеренола, холерного токсина) су­

щественно снижает вход 45Са, индуцированный деполяризацией мембраны в ги­

перкалиевой среде. Точно такое же действие на индуцированный деполяризаци­

ей вход  45Са оказала предобработка клеток цитохалазином В, дезинтегратором 

F-актина. При этом аппликация цитохалазина В не оказывала влияния на про­

дукцию цАМФ, индуцированную форсколином и изопротеренолом. Ингибитор 

ПК-А Р-89 предотвращал действие цАМФ-повышающих соединений на инду­

цированный деполяризацией вход 45Са, но не оказывал влияния на базальное на­

копление кальция. Действие форсколина и цитохалазина В было неаддитивным, 

то есть в присутствие цитохалазина В, форсколин не вызывал никакого дальней­

шего  угнетения  Са2+  каналов  L-типа.  Ингибитор  микротрубочек  винбластин, 

напротив, не влияя на вход 45Са, индуцированный деполяризацией мембраны в 

гиперкалиевой среде, достоверно увеличивал его базальное накопление [Orlov et 

al., 1996].

На основании этих данных было сделано предположение, что цАМФ иг­

рает ключевую роль в вазорелаксации, запускаемой активацией рецепторов, со­

пряженных с аденилатциклазой. При этом ингибирующее действие цАМФ на 

Са2+ каналы L-типа, вероятно, связано с реорганизацией актинового цитоскелета 

(по всей видимости, цАМФ сдвигает равновесие между F- и G-актином в сторо­

ну G-актина) [Orlov et al., 1996].

Активация рецептор-управляемых ионных каналов и модуляция внутри­

клеточных кальциевых депо, а также прямая и непрямая регуляция потенциал-

зависимых Са2+ каналов агонистами различных рецепторов продолжают интен­
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сивно исследоваться. Модуляция каналов агонистами рецепторов может осуще­

ствляться по одному из двух различных механизмов, а именно через прямую 

модуляцию G-белками или непрямую модуляцию вторичными посредниками с 

последующим фосфорилированием белка канала. С помощью методов молеку­

лярной биологии были получены свидетельства наличия в α1- и β-субъединицах 

различных сайтов,  фосфорилируемых протеинкиназами  A и  C (PKA и  PKC) 

[564]. В аортальных α1-субъединицах имеются пять сайтов, фосфорилируемых 

PKA [Biel et al., 1990; Koch et al., 1990] и локализованных в COOH-терминаль­

ном регионе. 

В коронарных артериях свиньи как β-адренергическая стимуляция, так и 

форсколин повышают Са2+ ток через сAMP-зависимые механизмы [Fukumitsu et 

al., 1990], в то время как в некоторых других тканях увеличение Са2+ тока при 

активации β-адренорецепторов не вовлекает сAMP-зависимые пути [Muraki et 

al., 1993; Tajimi et al., 1991]. Получены данные, что коэкспрессия различных ти­

пов  β-субъединиц  может  быть  ключевым  фактором  для  cAMP-зависимого 

фосфорилирования Са2+ каналов  L-типа в ГМК. Интерлейкин-1β и фактор не­

кроза опухолей-α также активируют потенциал-зависимые Са2+ каналы в ГМК 

хвостовой артерии крысы. Однако этот эффект не модулируется простагланди­

нами,  но  ингибируется  дибутирил-cGMP [Takeshima et al.,  1995].  Лежащие в 

основе этого явления механизмы в сосудистых ГМК все же не выяснены [Xiong 

and Sperelakis,  1995]. Не связанная с рецептором тирозиновая киназа (pp60c), 

введенная в ГМК ушной артерии кролика, активировала потенциал-оперируе­

мые кальциевые каналы и, более того, пептид А, тирфостин-23 и генистин (ин­

гибиторы pp60c) ингибировали входящий Са2+ ток [Wijetunge and Hughes, 1995]. 

Авторы заключили, что эта модуляция потенциал-зависимого Са2+ тока зависела 

от фосфорилирования тирозина, но не была связана с активацией PKC. 

Хорошо известно, что сопряжение различных агонистов рецепторов с Gq 

протеин-PLC системой обуславливает активацию каналов L-типа в сосудистых 

ГМК. Считают, что повышение тока происходит из-за активации PKC и/или из-

за прямой активации через PTX-чувствительные и –нечувствительные G проте­

ины, но не через образование InsP3/InsP4 [Ohya et al., 1988; Oike et al., 1992; Vi­
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vaudou et al., 1991]. Было показано, что непосредственная аппликация DAG или 

форболового эфира PDBu вызывала повышение Са2+ тока, при этом H-7 или ста­

уроспорин предотвращали повышение тока, индуцированное  PDBu [Loirand et 

al., 1993; Oike et al., 1992]. Однако Oike с соавторами [Oike et al., 1992] сообщи­

ли, что в сосудистых ГМК кролика гистамин-индуцированная активация кана­

лов  L-типа не модулировалась этими ингибиторами протеинкиназ, свидетель­

ствуя, что  PKC-опосредованная активация тока не является основным процес­

сом, возникающим в ответ на стимуляцию агонистом. Есть основания считать, 

что имеется несколько согласованных регионов фосфорилирования в α1-  и β-

субъединицах [Hullin et al.m 1992; Steenbergen and Fay, 1996]. Были получены 

результаты, свидетельствующие 1) что фосфорилируемые PKC сайты в β1b-субъ­

единице не играют никакой роли в повышении тока, индуцированном PKC, и 2) 

что сайты в α1-субъединице, фосфорилируемые PKC, не всегда модулируют ак­

тивность канала.  В гладкомышечных клетках,  именно присутствие α1С,  но не 

других α1-субъединиц, обусловливает повышение тока при стимуляции рецепто­

ров, сопряженных с PLC, и может косвенно вовлекать регуляцию через α1- и/или 

β-субъединицы. 

Интересно, что все типы α1-субъединиц Са2+ канала обладают EF-рукой в 

СООН-терминальном регионе; связывание здесь ионов Са2+ могло бы влиять на 

модуляцию канала [Babitch, 1990]. Исследование первичных структур Са2+ кана­

ла  L-типа  (α1С-,  α1S-  и  α1D-субъединиц)  показало,  что  различие  между  этими 

субъединицами касается только одной аминокислоты в 29-ой позиции EF-руки, 

в то время как различие между L- и другими типами Са2+ каналов заключается 

уже в 12 аминокислотных остатках. В связи с тем, что Са2+ каналы L-типа про­

являют выраженные инактивационные свойства в ответ на экспонирование вы­

сокого  внутриклеточного  Са2+ (Са2+-индуцированная  инактивация  Са2+ тока), 

различия в Са2+-связывающих аминокислотных последовательностях  L- и дру­

гих типов Са2+ каналов могло бы быть важным для инактивации в ответ на депо­

ляризацию и ионные потоки [Babitch, 1990].

Пути поддержания кальциевого гомеостаза включают вход и выход Са2+ 

через сарколеммальную мембрану, а также высвобождение и накопление Са2+ во 
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внутриклеточных кальциевых депо (главным образом, в саркоплазматическом 

ретикулуме (СПР)). 

Впервые внутриклеточная концентрация кальция ([Ca2+]i) была измерена в 

ГМК желудка Fay с соавторами [Fay et al., 1979] при использовании люминес­

центного Са2+-индикатора  aquaporin, что открыло дорогу многочисленным ис­

следованиям цитозольной концентрации Са2+ в различных объектах. В клетках 

покоящихся и активных тканей концентрацию Са2+ определяют,  главным об­

разом,  используя  aequoporin,  quin 2,  fura 2,  furaptra,  fluo 3,  rhod 2,  indo 1 

[Kuriyama, 1998].  Для покоящихся клеток среднее значение [Ca2+]i составляет 

100–150 нM. Однако это значение находится под влиянием различных факторов 

(температура,  растяжение,  цитозольное и внеклеточное ионное микроокруже­

ние,  экспериментальные  условия)  и  характеризуется  видовыми  и  тканевыми 

особенностями [Ganitkevich and Isenberg, 1990; 1991]. Согласно оценкам Bukoski 

с соавторами [Bukosi et al., 1989], в резистивных артериях [Ca2+]i составляет 79 

нM в состоянии покоя (был использован fura 2), в то время как Jensen с соавто­

рами [Jensen et al., 1992], используя тот же  fura 2, получили значение 114 нM 

для ГМК брюшной артерии крыс Wistar-Kyoto при мембранном потенциале по­

коя –61.2  mV. В коронарных артериях свиньи,  Ganitkevich и  Isenberg [Ganitke­

vich and Isenberg, 1990; 1991] обнаружили значение [Ca2+]i 155 нM, когда значе­

ние мембранного потенциала фиксировалось около потенциала покоя. Согласно 

Itoh с соавторами [Itoh et al., 1992], значение [Ca2+]i в невозбужденных клетках 

брюшной артерии кролика составляло ~100 нM. В бескальциевом ЭГТА-содер­

жащем растворе это значение падало до 70–80 нM, а добавление соединения, 

открывающего К+ каналы, обусловливало его дальнейшее снижение до 50–60 

нM; [Itoh et al., 1991]. В ГМК портальной вены крысы, внеклеточная аппликация 

АТФ (10 мкM) повышала значение [Ca2+]i с 92 нM (в невозбужденных клетках) 

до 557 нM. Однако при предобработке норэпинефрином АТФ-индуированое по­

вышение [Ca2+]i составляло лишь 23.6% по сравнению с контролем (только в 

присутствие АТФ) [Pacaud and Loirand, 1995].

Значение [Ca2+]i, необходимое для активации сократительных белков, мо­

жет быть оценено количественно. Для этого исследуют сокращение, индуциро­
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ванное аппликацией Са2+ в гладких мышцах, скенированных сапонином, α-ток­

сином  (Staphylococcus exotoxin)  или  β-эсциом  (эфиром  сапонина).  Сапонин 

обычно используется для приготовления полностью проницаемых клеток, пото­

му что формирует небольшие поры, пронизывающие плазматическую мембра­

ну, в то время как два других соединения используют для частичной пермеаби­

лизации мембраны [Fussle et al., 1981; Ikigai and Nakae, 1987]. В соответствие с 

полученными данными, минимальная концентрация Са2+, вызывающая сокраще­

ние составляет ~200 нМ, а максимальное сокращение вызывается 0,8–1,0 мкМ. 

Между этими пределами, величина механического ответа пропорциональна кон­

центрации Са2+.  Таким образом, концентрация Са2+,  необходимая для запуска 

сокращения в экспериментах на скенированных мышцах, выше, чем цитозоль­

ная концентрация покоя. Высказано мнение [Fay et al., 1992], что сократитель­

ные ответы на широкий круг физиологических стимулов in vivo влекут повыше­

ние [Ca2+]i не более чем до 600–800 нМ, так как существующая мощная система 

регуляции с обратной связью приводит к развитию резистентности к дальней­

шему увеличению уровня этого иона [Becker et al., 1989; Tang et al., 1993; Yagi 

et al., 1988]. Таким образом, различия между [Ca2+]i в состояниях покоя и актив­

ности варьируют с 100–150 нМ до 600–800 нМ. 

Важным  вопросом  о  механизмах  кальций-зависимой  сигнализации  яв­

ляется выяснение: насколько однородно распределяется Са2+
i в течение активно­

го состояния ГМК. В сердечной, скелетной и артериальной мускулатуре транзи­

торные, пространственно локальные повышения [Ca2+]i называют кальциевыми 

осцилляциями (Ca2+ sparks).  Это явление было обнаружено с использованием 

конфокальной лазерной сканирующей микроскопии. Считают, что Ca2+ осцилля­

ции являются элементарными актами высвобождения Ca2+ из саркоплазматиче­

ского ретикулума через каналы, рецепторы которых чувствительны к рианоди­

ну. Предполагают, что в поперечно-полосатой мускулатуре Ca2+ осцилляции яв­

ляются ключевыми элементами сопряжения возбуждения и сокращения,  в  то 

время как относительно артериальных гладкомышечных клеток предполагается, 

что Ca2+ осцилляции препятствуют миогенной вазоконстрикции и влияют на ва­

зорелаксацию [Jaggar et al., 1998; Gollasch et al., 1999].  Глобальное повышение 
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[Ca2+]i ведет к поддерживаемому сокращению артериальных ГМК, в то время 

как Ca2+ осцилляции индуцируют расслабление сосуда через локальную актива­

цию  Ca2+-активируемых  K+ каналов. В мозговых артериях глобальная [Ca2+]i и 

Ca2+ осцилляции частотой <10-2 Гц не могут обеспечить активность Ca2+-активи­

руемых K+ каналов в достаточной мере, чтобы регулировать мембранный потен­

циал и миогенный тонус ГМК. Частота Ca2+ осцилляций и Ca2+-активируемые K+ 

каналов, в свою очередь, регулируются агентами, модулирующими активность 

PK C и PK A. При этом элементарные акты высвобождения кальция могут пред­

ставлять новую цель в кардиоваскулярной терапии. [Gollasch et al., 2000; Furste­

nau, et al, 2000]. Считают, что вход кальция через Ca2+ каналы L-типа и рецирку­

ляция Ca2+ от СПР к плазмалемме значительно повышает [Ca2+] около Ca2+-акти­

вируемых K+ каналов и активирует их [Asano et al, 2002].

Существование функциональной связи между СПР и сарколеммой в ГМК 

дискутируется в основном, чтобы найти объяснение реаккумуляции кальция в 

СПР из внеклеточного пространства. Было высказано предположение, что суще­

ствует прямой путь между СПР и сарколеммой [Bourreau et al., 1991; Casteels 

and Droogmans, 1981] или постоянное направленное высвобождение Са2+ из про­

света  СПР  во  внеклеточное  пространство  [Chen et al.,  1992; Chen and Van 

Breemen, 1993]. Существуют, по крайней мере, два пути, вносящие вклад в реак­

кумуляцию кальция во внутриклеточных депо: один из них не активируется при 

деполяризации  мембраны или  аппликации  ацетилхолина,  а  второй  вовлекает 

прямой контакт с СПР и, таким образом, проводит внеклеточный кальций непо­

средственно в СПР, минуя цитозоль. 

Механизмы сокращения ГМК, независимые от повышения внутриклеточ­

ной концентрации кальция

В последние года внимание многих исследователей было направлено на 

изучение механизмов регуляции сократительной активности, не связанных с по­

вышением внутриклеточной концентрации кальция. Kravtsov et al (2003) проде­

монстрировал  возможность  K+-индуцированного  сокращения  аорты  крысы  в 

бескальциевой, не содержащей магний среде, не сопровождающееся увеличени­

ем внутриклеточной концентрации кальция. При этом  K+-индуцированное со­
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кращение в присутствие Mg2+ коррелировало с повышением [Ca2+]i, что было по­

казано с использованием fura-2. В то же время, блокаторы кальциевых каналов, 

модуляторы Са2+-связывающих белков и модулятор полимеризации актина ин­

гибировали все типы K+-индуцированных сокращений. Повышение К+ в изото­

нической среде вызывало увеличение связывания  45Са с плазмалеммой свеже-

изолированных ГМК аорты. Хотя Са2+-зависимые события лежат в основе меха­

низма  K+-индуцированного сокращения как в присутствие, так и в отсутствие 

наружного  Са2+,  авторы  предположили,  что  К+-индуцированная  модуляция 

Мg2+-зависимого связывания Ca2+ с кальциевым каналом является пусковым ме­

ханизмом, запускающим сокращение аорты. В противоположность общеприня­

той точке зрения о ключевой роли [Ca2+]i в сопряжении возбуждения и сокраще­

ния ГМК, авторы выдвинули гипотезу, что именно Мg2+-зависимое связывание 

Ca2+ с кальциевым каналом может активировать взаимодействие актина и мио­

зина [Kravtsov et al, 2003]. 

Одним из возможных путей сокращения ГМК может выступать увеличе­

ние  чувствительности  сократительного  аппарата  клеток  к  внутриклеточному 

кальцию, что получило название кальциевой сенситизации и что также может 

вести к повышению тонуса ГМК без изменения внутриклеточной концентрации 

этих ионов. Считают, что механизм кальциевой сенситизации вовлекает актива­

цию  ПК-С,  тирозиновых  и  rhoA-зависимых  серин/треониновых  киназ  ROCK 

[Nakao et al., 2003; Damron et al, 2002; Crowley et al, 2002; Shirao et al., 2002; Shi­

rasawa,  2003].  Согласно полученным результатам индуцированное гиперкали­

евой  средой  фосфорилирование  ЛЦМ  опосредуется  не  только  классической 

Са2+/кальмодулин-зависимой активацией КЛЦМ, но и ROCK-зависимым фосфо­

рилированием ЛЦМ. При этом гиперкалиевая деполяризация мембраны ведет к 

активации ROCK с последующим ингибированием фосфатазы ЛЦМ, повышени­

ем степени фосфорилирования  ЛЦМ и сокращением СГМК [Sakamoto et al., 

2003] и респираторных ГМК [Janssen et al., 2004]. Участие ROCK рассматрива­

ется как главный механизм регуляции кальций-независимой компоненты сокра­

щения аорты морской свинки, индуцированного активацией простаноидного ре­

цептора ЕР3 [Shum et al., 2003]. Sakurada S. с соавторами сообщили о существо­

39



вании нераспознанной до сих пор Са2+-зависимой стимуляции Rho в СГМК, ме­

ханизмы которой могут быть вовлечены в эффекты возбуждающих рецепторы 

агонистов, таких как норадреналин и тромбаксан А2 [Sakurada et al, 2003]. Дан­

ные Urban с соавторами подтвердили гипотезу, что гиперкалиевая деполяриза­

ция мембраны ведет к кальциевой сенситизации СГМК через активацию RhoA-

асоциированной каназы. Был предложен новый механизм, согласно которому 

активация этой киназы сопряжена с ее транслокацией в область кавеол, зависи­

мой от нифедипин-чувствительного входа Са2+ и вовлекающей активацию каль­

модулина  [Urban et al.,  2003].  Существует  сложное  взаимодействие 

RhoA/ROCK-зависимой  сигнализации  с  кальций-зависимыми  механизмами. 

Так, активация норадреналин-индуцированного входа Са2+, не связанного с по­

тенциал-зависимыми каналами и каналами СПР, вовлекает ROCK [Ghisdal et al., 

2003].

Главенствующая роль  RhoA/ROCKs-зависимой сигнализации была пока­

зана в стабилизации параметров циркуляции в системе легочных артерий крысы 

при системном ацидозе [Hyvelin et al, 2004]. Опубликованы данные, указываю­

щие на то, что ROCKs принимают участие не только в регуляции фосфорилиро­

вания ЛЦМ, реорганизации цитоскелета и сократительной активности СГМК, 

но и участвуют в перестройке сосудистой стенки. Так, было показано, что акти­

вация этих киназ вносит существенный вклад в развитие гиперплазии и пере­

стройки поврежденных артерий [Pearce et al., 2004], а также вовлечена также в 

ангиотензин-II-индуцированную  кардиоваскулярную  гипертрофию  у  крыс  in 

vivo [Higashi et al., 2003] и принимает участие в вазоактивных эффектах агони­

стов [Lan et al., 2004]. Есть основания считать, что RhoA-асоциированная киназа 

может стать важной мишенью для предотвращения гиперплазии интимы и про­

филактики операционного рестеноза [Pearce et al., 2004].

Было показано, что  ROCK-опосредованная сигнализация испытывает ре­

гуляторные влияния со стороны других сигнальных систем. Ранее указывалось, 

что как ПК-С, так и RhoA-асоциированная киназа играют важную роль в разви­

тии коронарного спазма в экспериментальной модели у свиньи. Были получены 

данные, что обе эти киназы сосуществуют в пределах общего сигнального пути, 
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где ПК-С располагается в начальных этапах сигнального каскада (upstream), и ее 

изоформа ПК-С-δ вовлечена в регуляцию активности ROCK [Kandabashi.  et al., 

2003]. Открытие данного механизма позволяет считать более эффективной стра­

тегией ингибирование RhoA-асоциированной киназы, чем ПК-С, и такой подход 

может  стать  более  специфичным  и  полезным  при  лечении  коронароспазма 

[Kandabashi et al., 2003; Hu and Lee, 2003]. 

Было показано, что на актиновых филаментах локализован недавно иден­

тифицированный протеин взаимодействия фосфатазы миозина и RhoA, связыва­

ющий  RhoA-асоциированную киназу нуклеотид-независимым способом.  Этот 

протеин колокализован с  RhoA и  MBS и ассоциирован с активностью  ROCK 

[Surks et al., 2003].

Инсулин способен быстро стимулировать фосфатазу легких цепей миози­

на  и  одновременно  ингибировать  RhoA/ROCK сигнальный  путь  через 

NO/цГМФ-зависимый механизм. СГМК, изолированные из  SHR и диабетиче­

ских крыс проявляли повышенную активность  ROCK, что вело к ингибирова­

нию ФЛЦМ [Begum, 2003].

В настоящее время в литературе широко дискутируется вопрос о возмож­

ном использовании ингибиторов  ROCK в качестве терапевтического средства 

при лечении сердечно-сосудистой патологии [Asano and Nomura, 2004; Sward et 

al., 2003; Nakayama et al., 2003; Shimokawa et al., 2003; Kawano et al., 2002]. 

1.2. Механизмы регуляции объема клеток

Объем клеток является жестко детерминированным параметром, стабиль­

ность  которого  обеспечивается  целым рядом  регуляторных  механизмов.  Для 

своего выживания, клетки вынуждены избегать изменений клеточного объема, 

которые подвергают опасности внутриклеточный гомеостаз. Нативное функцио­

нирование клеточных протеинов особенно чувствительно к их разведению или 

концентрации [Kinjo and Takada, 2002; Rohwer et al., 1998; Colclasure and Parker, 

1992; Burg, 2000; Schaefer et al., 2003]. Однако даже у млекопитающих, несмотря 

на относительное постоянство их внутренней среды, клеточный объем постоян­

но изменяется, что обусловлено, в частности, переносом осмотически активных 

соединений через клеточную мембрану или изменениями внутриклеточной сре­

41



ды в ходе метаболических процессов [Mongin and Orlov,  2001;  O’Neill,  1999; 

Lang et al.,  1998].  Таким  образом,  для  сохранения  постоянства  клеточного 

объема  требуется  непрерывное  оперирование  механизмов  его  регуляторного 

восстановления и/или поддержания, включая специфический ионный транспорт, 

а также накопление или, напротив, вывод органических осмолитов и метабо­

литов. С другой стороны, ряд физиологических процессов протекает с неизбеж­

ным изменением объема клеток, что касается в первую очередь пролиферации, 

роста, апоптоза, а также при модуляциях мембранного потенциала, обусловлен­

ных массивными потоками ионов. 

Механизмы регуляторного восстановления клеточного объема запускают­

ся многочисленными стимулами, включая колебания мембранного потенциала, 

изменения активности ионных насосов и переносчиков, модуляцию внутрикле­

точных сигнальных систем и изменения экспрессии генов. Установлено, что из­

менение клеточного объема и механизмы его регуляции могут играть важную 

роль в  целом ряде клеточных функций,  таких как  эпителиальный транспорт, 

внутриклеточный метаболизм, возбуждение клеток, высвобождение гормонов и 

медиаторов,  миграция,  клеточный рост,  пролиферация и апоптоз.  Гормоны и 

медиаторы также могут использовать для реализации своих эффектов системы 

регуляторного восстановления клеточного объема. Более того, существует точка 

зрения, что клеточный объем может являться своего рода информационным зве­

ном гормональной сигнализации [Lang et al., 1998]. Увеличение или уменьше­

ние клеточного объема является частным случаем изменений пространственной 

геометрии клеток, что всегда сопутствует таким видам клеточной подвижности, 

как миграция, адгезия и сократительные реакции. Последние являются специа­

лизированной  функцией  гладкомышечных  клеток,  во  многом  определяющей 

физиологический (или патофизиологический)  статус  сосудов и  висцеральных 

органов.

Чтобы компенсировать аккумуляцию воды, обусловленную присутствием 

непроникающих органических осмолитов, клетки удаляют из цитоплазмы неор­

ганические ионы, преимущественно  Na+ и  Cl-. Это способствует поддержанию 

клеточного  объема  в  соответствии  с  так  называемым  равновесием  Доннана 
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[Lang et al.,  1998;  Macknight and Leaf,  1977]. Ключевая роль в этом процессе 

принадлежит  Na+,K+-насосу, который в большинстве клеток транспортирует 3 

Na+ из клетки в обмен на 2 K+. 

Даже  незначительные  отклонения  клеточного  объема  нарушают  опти­

мальные концентрации внутриклеточных ферментов и метаболитов, а также со­

отношение между площадью поверхности и объемом клетки. Небольшое набу­

хание  клеток  коррелирует  с  усилением  пролиферации  трансформированных 

клеток, в то время как выраженное набухание ведет к некрозу [Lang et al., 1998; 

2000; Okada et al., 2001]. Сжатие клеток, напротив, является одним из сигналов, 

запускающих гибель  клеток  различных типов [Lang et al,  1998;  Okada et al., 

2001; Bortner and Cidlowski, 1996; Orlov et al., 1999], обладающих не идентифи­

цированным пока объем-чувствительным механизмом процесса апоптоза.  Для 

защиты от нарушений своего объема, в процессе эволюции клетки животных 

приобрели системы быстрой ауторегуляции своего объема. Механизмы быстрой 

регуляции объема при нестационарных условиях являются чрезвычайно консер­

вативными и принципиально сходны в клетках различных тканей и представи­

телей эволюционно далеких видов [Gilles, 1988;  Chamberlin and Strange, 1989; 

Lang et al., 1998b]. Они включают гипотетический сенсор(ы) клеточного объема, 

внутриклеточные сигнальные системы, сопряженные с этим сенсором и, нако­

нец, мембранные ионные транспортеры, посредующие высвобождение/накопле­

ние осмотически активных соединений для компенсации набухания/сжатия. Вы­

свобождение осмолитов и компенсаторное сжатие клеток в ответ на исходное 

набухание  называют  регуляторным  уменьшением  объема  (Regulatory Volume 

Decrease, RVD). Противоположный процесс накопления осмолитов и компенса­

торное набухание клеток в ответ на их сжатие называют регуляторным увеличе­

нием объема (Regulatory Volume Increase, RVI). 

В ответ на набухание подавляющее число клеток животных активируют 

вход K+ и Cl- через K+ и анионные каналы, функционально сопряженные посред­

ством мембранного потенциала [Lang et al., 1998b; Strange et al., 1996; Kirk and 

Strange, 1998]. 
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Электронейтральный  K+,Cl- котранспорт (KCC) является альтернативной 

системой, способствующей RVD в эритроцитах и некоторых типах эпителиаль­

ных клеток с относительно высоким содержанием Cl-
i.. 

RVD может быть опосредовано параллельной активацией нескольких ре­

гуляторных систем, включая  KCC, К+ и  Cl- каналы [Perry and O’Neill, 1993], а 

также функционально сопряженные Са2+ насос,  Na+/Ca2+ обмен или K+/H+ и  Cl-

/HCO3- обменники [Lang, 1998; Lang et al., 1998b; Bursell and Kirk, 1996]. 

В большинстве типов клеток,  RVI опосредовано активацией электроней­

трального  Na+,K+,2Cl- котранспортера  и  Na+/H+ обмена  [Lang,  1998;  O’Neill, 

1999]. Были клонированы две изоформы Na+,K+,2Cl- котранспортера (NKCC1 и 

NKCC2) [Gamba et al.,  1994; Russel,  2000].  NKCC2 экспрессирован исключи­

тельно в апикальной мембране эпителиальных клеток петли Генле и macula den­

sa. Чувствительность к клеточному объему у этой изоформы NKCC не исследо­

валась.  NKCC1 экспрессирован повсеместно и активируется клеточным сжати­

ем. В ряде клеток, включая сосудистые ГМК, гипертоническое сжатие клеток не 

сопровождается  RVI в связи с отсутствием направленного внутрь суммарного 

градиента  Na+,  K+ и  Cl-.  Действительно, гиперосмотическое сжатие повышает 

внутриклеточную концентрацию  всех  транспортируемых  ионов,  способствуя, 

таким  образом,  выходящей  моде  оперирования  этого  переносчика  [O’Neill, 

1999]. Более того, в нескольких типах клеток при базальных условиях NKCC1 

оперирует как Na+- и Cl--зависимый K+/K+ обменник, что критическим образом 

влияет на осмотическую эффективность переносчика [Orlov et al., 1996; Mongin 

et al., 1997]. 

Стимуляция  Na+/H+ обмена имеет результатом защелачивание цитоплаз­

мы и последующую активацию Cl-/HCO3- обмена. Как следствие, клетки акку­

мулируют Na+ и Cl- и удаляют H+ и HCO3
- [Lang, 1998, O’Neill, 1999]. До настоя­

щего времени у млекопитающих было клонировано шесть изоформ Na+/H+ об­

менника  (NHE-1–6)  [Wakabayashi et al,  1997;  Orlowski and Grinstein,  1997; 

Counillon and Pouyssegur, 2000]. Из них все активируются сжатием, за исключе­

нием  NHE-3,  который,  напротив,  ингибируется при снижении объема клеток 

[Kapus et al, 1994; Bookstein et al., 1994].
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Активация Na+ каналов – более быстрый и термодинамически эффектив­

ный механизм RVI. Однако, в связи с тем, что в клетках животных имеется тен­

денция избегать быстрой деполяризации мембраны и диссипации Na+ градиента, 

этот тип RVI был обнаружен в незначительном числе типов клеток (мастоциты, 

эпителиальные клетки собирательных почечных канальцев, культуральные ге­

патоциты) [Lang, 1998; Wehner, 1998; Wehner et al., 2000]. В противоположность 

Na+ каналам относительно низкая активность объем-зависимого NKCC и Na+/H+ 

обмена, сопряженная с вторичной активацией Na+,K+-насоса позволяет клеткам 

частично компенсировать снижение Na+ градиента. 

Относительно  природы  гипотетического  сенсора  объема  существует 

несколько гипотез, проливающих свет на механизмы ауторегуляции такого ин­

тегрального параметра клетки, как ее объем. Все эти концепции постулируют, 

что изменения клеточного объема запускают сигнал(ы), ведущие к конформаци­

онным изменениям некоего сенсора, что, в свою очередь, генерирует сигналы, 

сопряженные с активацией ионного транспорта, вовлеченного в регуляторное 

увеличение или уменьшение объема (RVI или  RVD, соответственно). Рассмат­

ривают следующие версии сенсора [Mongin and Orlov, 2001]:

1) Механическое напряжение цитоплазматической мембраны

2) Трехмерная структура цитоскелета

3) Двухмерная структура цитоскелета

4) Кавеолы

5) Внутриклеточное концентрация макромолекул (macromolecular crowd­

ing)

6) Ионная сила цитоплазмы

7) Внутриклеточная концентрация ионов хлора 

В соответствии с концепцией механического напряжения цитоплазмати­

ческой  мембраны  как  сенсора  клеточного  объема,  молекулярная  структура 

ионного транспортера, активирующегося при набухании или стрикции, должна 

претерпевать конформационные изменения в ответ на механическую деформа­

цию клеточной мембраны, что впоследствии ведет к изменению его проницае­

мости. Действительно, сосудистые ГМК экспрессируют механочувствительные 
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ионные каналы, активность которых модулируется растяжением или компресси­

ей клеточной мембраны [Masuda et al., 2004; Kimura et al., 2000; Lee et al., 2000; 

Remillard et al., 2000; Doughty et al., 1999]. В то же время, растяжение или ком­

прессия мембраны запускают многообразные клеточные ответы, включая про­

лиферацию, гиперплазию сосудистой стенки, экспрессию протеинов [Iwasaki et 

al., 2000; Langton et al., 1998; Standley et al., 1999].

Архитектура ядерных клеток поддерживается трехмерной (3D) структу­

рой цитоскелета, сформированного актиновыми микрофиламентами, микротру­

бочками и  промежуточными филаментами [Konev,  1987.;  Papakonstanti et al., 

2000]. В большинстве типов клеток набухание индуцирует быструю деполиме­

ризацию актинового цитоскелета, что частично обусловлено повышением [Ca2+]i 

[Lang et al, 1996; Papakonstanti et al., 2000; Hoffmann, Dunham, 1995]. Баланс по­

лимеризация/деполимеризация  актина  модулирует  активность  объем-чувстви­

тельных анионных каналов в лимфоцитах и эритроцитах [Levitan et al.,  1995; 

Nilius et al, 1996], K+ каналов опухолевых клеток [Cantiello et al., 1993] и NKCC 

котранспортера в гладкомышечных клетках [Orlov et al., 1996]. Деполимериза­

ция актина подавляет объемную регуляцию NKCC1 в клетках асцитной опухоли 

Эрлиха [Jessen et al., 1993] и NHE-4 (Na/H обменник 4 типа) в нервных клетках 

[Bookstein et al., 1996]. 

Структура плазматической мембраны неоднородна и содержит различные 

специализированные регионы, включая кавеолы. Высока вероятность того, что в 

качестве сенсора клеточного объема могут выступать именно эти мембранные 

образования. Кавеолы – это инвагинации плазматической мембраны диаметром 

около  50  нм.  Они  организованы  четырьмя  изоформами  специализированных 

протеинов,  кавеолинов,  и  содержат  высокую  концентрацию  холестерола 

[Anderson, 1998]. Первоначально считали, что кавеолы вовлечены в формирова­

ние мембраны и транспорт. Однако дальнейшие исследования показали, что ка­

веолы секвестрируют различные сигнальные протеины, включая рецепторы, со­

пряженные с G-белками, несколько изоформ аденилатциклазы, тирозиновые ки­

назы src-семейства и синтазу оксида азота [Okamoto T. et al, 1998]. Было показа­

но,  что  некоторые  типы  опухолевых  клеток,  не  экспрессирующих  ключевой 
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scaffolding протеин кавеол кавеолин-1, не способны к объем-чувствительной ак­

тивации анионных каналов и не способны к регуляции собственного объема. 

Транзиторная трансфекция этих клеток кавеолином-1 восстанавливала актива­

цию анионных каналов и RVD [Trouet et al., 1999]. Эти данные согласуются со 

свидетельством, что экспрессия доминантно-негативного кавеолина-1 в эндоте­

лиальных клетках сопровождается выраженным снижением активации объем-

чувствительных анионных каналов [Trouet D. et al, 2001]. 

Было высказано предположение, что кавеолы могут функционировать как 

клеточный осмометр,  в  котором  важную роль  играет  экспрессия  аквапорина 

(AQP) 1, колокализованного с кавеолином 1 и потенциал-чувствительными ка­

налами KCNQ1 и KCNQ4 [Kordylewski et al, 1993;  Kang et al, 2000;  Page et al, 

2000; Grunnet et al, 2003].

Относительно роли аквапоринов в гладких мышцах информация в литера­

туре  недостаточна.  Тем не  менее,  установлено,  что  AQP-1  экспрессирован в 

гладкомышечных клетках человеческих артерий и аорты крысы [Shanahan et al, 

1999], а также в висцеральных ГМК [Gannon et al, 2000]. Считают, что лабиль­

ная экспрессия аквапоринов может иметь регуляторное значение для быстрого 

транспорта  воды.  Гиперосмотическое  воздействие  индуцирует  экспрессию 

AQP3 в MDKC клетках [Matsuzaki et al, 2001] и в культуральных человеческих 

кератиноцитах  [Sugiyama  et  al,  2001].  Экспрессия  аквапоринов  регулируется 

cAMP-зависимо [Wang et al, 2003; Fasshauer et al, 2003]. Отмечено, что актив­

ность аквапоринов в различных типах клеток модулируется вазоактивными пеп­

тидами. Стимуляция α-адренорецепторов ведет к транслокации AQP-5 из вну­

триклеточных мембран в сторону апикальных [Ishikawa et al, 1999]. На актив­

ность аквапорина в эпителиальных клетках кишечника человека влияет вазоак­

тивный интестинальный пептид [Itoh et al 2003].

Относительно малые изменения концентраций макромолекул, происходя­

щие при изменении клеточного объема, также могут служить его сенсором, так 

как ведут к выраженным изменениям активности макромолекул [Kinjo and Taka­

da 2002; Rohwer et al., 1998; Colclasure and Parker, 1992; Burg, 2000; Schaefer et 

al., 2003].

47



Среди  систем  внутриклеточной  сигнализации,  связанных  с  регуляцией 

клеточного объема, дискутируется роль внутриклеточного кальция, кальмоду­

лина,  G-протеинов,  серин-треониновых  киназ,  тирозин-киназных  сигнальных 

каскадов,  арахидоновой  кислоты  и  ее  метаболитов  [Mongin  and Orlov,  2001; 

Wang et al., 2004; Masuda et al., 2004].  Гипоосмотическое набухание СГМК ле­

гочной артерии собаки ведет к запуску каскада, включающего активацию фос­

фатидил-инозитол-3 киназу (PI3k), которая, в свою очередь, активирует  объем-

чувствительную серин-треониновую протеинкиназу SGK, но не ПК-С-ε. Эффек­

торным звеном  каскада  является  активация  объем-чувствительных  анионных 

каналов (volume-sensitive osmolyte and anion channels (VSOACs)) [Wang et al., 

2004]. 

В таблицах 1 и 2 приведены данные о внутриклеточных системах, активи­

рующихся при стрикции и набухании клеток.

Таблица  1.  Внутриклеточные  сигнальные  системы,  модулируемые  при 

стрикции клеток

Тип клеток Система Ссылка
ГМК аорты крысы Запуск Ca(2+)/Pyk2/JNK сиг­

нальный каскада с последующей 
экспрессией гена HB-EGF

Koh et al., 2001

Эритроциты крысы ПК-С, ПК-А, ПК-G Shnyrov et al., 1990
Активация фосфоинозитидного 
обмена (PI, PIP, PIP2 х10)

Orlov et al., 1989, 1990

Продукция лактата (х5) Levko et al., 1995
Ehrlich ascites cells ЦГМФ, цАМФ Grummt and Grummt, 

1977
ROCK- и p38-опосредованная 
реорганизация миозина II из ци­
тозоля в примембранные слои 

Pedersen and Hoff­
mann, 2002

Полимеризация актина, сменяю­
щаяся ПК-C- и КЛЦМ-зависи­
мой деполимеризацией

Pedersen et al., 1999; 
Pedersen and Hoff­
mann, 2002

Shark rectal glands Фосфорилирование NKCC1 Darman and Forbush, 
2002

48



Утиные эритроциты Фосфорилирование NKCC1 Lytle and McManus, 
2002; Lytle, 1997; 
1998

Эритроциты индей­
ки

Фосфорилирование NKCC1 Muzyamba et al., 1999

Эритроциты барана Фосфорилирование NKCC1 Lytle, 1997; Palfrey 
and Pewitt, 1993

Эритроциты хорька Фосфорилирование NKCC1 Mairbaurl and Herth, 
1996

Эндотелиоциты 
быка

Фосфорилирование ЛЦМ Klein and O’Neill, 
1995

Фосфорилирование NKCC1 Klein and O’Neill, 
1995, 1993

Активация MAPK; экспрессия 
p38, ERK-1/2 и JNK 

Duzgun et al., 2000

Эндотелиоциты JNK-опосредованное фосфори­
лирование NKCC1

Klein et al., 1999

Фосфорилирование гистон-
подобного белка

Santell et al., 1993

Эндотелиоциты кры­
сы

Фосфорилирование NKCC O’Donnell et al., 1995

Эпителий почечных 
канальцев

Зависимое от ROCK фосфорили­
рование ЛЦМ

Активция NKCC

Ciano-Oliveira et al., 
2003

Астроциты крысы Фосфорилирование ЛЦМ Shrode et al., 1997

Дрожжи S. cerevisiae Потеря актиновых микрофила­
ментов 

Adames and Cooper, 
2000

MTAL
(medullary thick as­
cending limb)

Полимеризация актина Bustamante et al., 2003

Фосфорилирование ERK и p38 
киназы

Roger et al., 1999

Таблица 2. Внутриклеточные сигнальные системы, модулируемые при на­

бухании клеток
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Тип клеток Система Ссылка

Культуральные ГМК 
легочной артерии со­
баки 

Активация фосфатидил-инози­
тол 3-зависимой протеинкиназы 
(PI3Ks), мишенями которой яв­
ляются Akt/PKB и SGK, фосфо­
рилирующие белки объем-чув­
ствительных хлорных каналов

Wang et al., 2004

Ehrlich ascites cells Усиление синтеза лейкотриенов Lambert, 2004; Lam­
bert et al., 1987 

Высвобождение арахидоновой 
кислоты, транслокация и актива­
ция ФЛ-А в ядро

Lambert, 2004; Peder­
sen and Hoffmann, 
2002; Thoroed et al., 
1997

Транзиторная перестройка цито­
скелета 

Pedersen et al., 1999, 
2001; Pedersen and 
Hoffmann, 2002

Интестинальные 
клетки 407

Транзиторное увеличение содер­
жания F-актина и реорганизация 
цитоскелета

Tilly et al., 1996

Эритроциты Активация тирозиновых киназ 
р72syk и р56lyn

Minetti et al., 1998

Эндотелиоциты быка Зависимое от тирозиновых киназ 
фосфорилирование Cl- каналов, 
активируемых набуханием

Voets et al., 1998

Классическим подходом, позволяющим изучить роль клеточного объема в 

регуляции клеточных функций является изменение осмолярности среды инкуба­

ции [Lang et al., 1998; Mongin and Orlov, 2001]. Использование подобной модели 

управления объемом клеток остается широко востребованным, несмотря на то, 

что осмолярность внеклеточной среды у млекопитающих строго фиксирована за 

исключением дистального отдела нефрона. Объем клеток находится под влия­

нием многочисленных факторов,  приводящих к изменению внутриклеточного 
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содержания моновалентных ионов и органических осмолитов. В физиологиче­

ских условиях возможны как плавные (в результате ката- и анаболических про­

цессов и гормональной регуляции Na/K-АТФазы и других систем мембранного 

транспорта), так и чрезвычайно быстрые модуляции примембранных концентра­

ций осмотически активных соединений. Это, в частности, наблюдается при ге­

нерации потенциалов действия, связанных с массивным переносом ионов через 

мембрану электровозбудимых клеток [Lang et al., 1998; Lytle, 1997]. Очевидно, 

что ионные потоки в этом случае индуцируют осмотически обусловленное по­

ступление воды в примембранные слои клетки и изменение, пусть даже локаль­

ное, пространственных и физико-химических характеристик клетки. Изучения 

последствий осмотически-обусловленных изменений клеточного объема имеет 

большое значение при разработке методов криоконсервации клеток и тканей, 

что обычно связано с использованием высоких концентраций криопротекторов 

[Ebertz and McGann, 2004; Zhao et al., 2004; Rutllant et al., 2003]. 

1.3. Участие NKCC в регуляции функций ГМК

К настоящему моменту с использованием библиотек кодирующей ДНК 

(cDNA)  позвоночных  были  клонированы  две  изоформы  Na+,K+,2Cl- ко­

транспортера. Повсеместно представленная изоформа NKCC1 была обнаружена 

во всех типах клеток, изученных до настоящего времени, в то время как экс­

прессия нефроспецифичной изоформы NKCC2 ограничена апикальной мембра­

ной эпителиальных клеток восходящей петли Генле (the thick ascending limb) и 

macula densa [Mount et al., 1999; Russell, 2000].

Вслед  за  первыми работами об  увеличенной  проницаемости мембраны 

для одновалентных ионов в клетках крови [Postnov et al., 1976; 1977] и ГМК со­

судов  [Jones et al,  1973] при  первичной  гипертензии,  рядом  исследователей 

были представлены данные о том, что эти изменения, по крайней мере частично 

связаны с активацией NKCC [Orlov, 2003; Orlov et al, 1999]. Было показано, что 

важный вклад в регуляцию сопряжения возбуждения и сокращения СГМК вно­

сит работа электронейтральных ионных переносчиков, таких как NKCC и K+,Cl- 
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котранспортер, активность которых зависит от степени фосфорилирования их 

молекул  и  реципрокно  модулируется  вазоконстрикторами  и  вазодилаторами 

[Adragna et al, 2000; Akar et al., 1999; 2001].

Ингибирование  NKCC буметанидом  снижает  амплитуду  сокращений 

СГМС аорты крысы и мочеточника морской свинки, индуцированные апплика­

циями фенилэфрина, деполяризующего гиперкалиевого раствора и электрости­

муляцией [Akar et al., 1999; Kovalev et al., 2003]. Необходимо отметить, что Akar 

не удалось обнаружить ингибирующее влияние буметанида на сокращение, ин­

дуцированное гиперкалиевой деполяризацией и высокими (>0.1 мкМ) концен­

трациями фенилэфрина,  в  то  время как  в  случае концентрации фенилэфрина 

0.01 мкМ буметанид блокировал сокращение практически полностью  [Akar et 

al., 1999]. 

Brown с соавторами был первым, кто предположил возможность вклада 

NKCC в поддержание сосудистого тонуса посредством регулирования транс­

мембранного градиента Cl- [Brown et al, 1999]. Действительно, буметанид сни­

жает [Cl-]i [Kreye et al.,  1981;  Davis  et al,  1993],  вызывает гиперполяризацию 

мембраны СГМК [Davis  et al,  1993] и устраняет различия в этих параметрах 

между нормотензивными и гипертензивными крысами в модели DOCA-индуци­

рованной гипертонии (DOCA-salt-hypertensive rats) [Brown et al., 1999]. 

Подобно  регуляции вазоактивными соединениями,  активность  NKCC и 

KCC также реципрокно модулируется  изменениями клеточного объема.  Дей­

ствительно,  индуцированная  уменьшением  объема  клетки  активация  NKCC, 

Na+/H+ обмена и Na+-сопряженного транспорта органических осмолитов посред­

ством направленных внутрь клетки ионных потоков способствует регуляторно­

му увеличению объема (regulatory volume increase, RVI), в то время как индуци­

рованные набуханием клеток и направленные наружу потоки ионов через KCC, 

K+ и анионные каналы обеспечивают регуляторное уменьшение объема (regula­

tory volume decrease,  RVD) [Hoffmann  and Simonsen,  1989;  Lang  et al.,  1998; 

Mongin  and  Orlov,  2001].  Важно подчеркнуть,  что  сжатие  клеток  активирует 
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NKCC1  во  всех  типах  ядерных  клеток,  изученных  к  настоящему  времени 

[O'Neill, 1999]. Таким образом, накопленный экспериментальный материал поз­

воляет предполагать существование новой ветви регуляции функций СГМК со 

стороны объем-чувствительного катион-сопряженного транспорта хлора. 

Еще в 1981 году Kreye et al. опубликовал сообщение, что при ингибирова­

нии  «активного  хлорного  транспорта»  фуросемидом  наблюдается  снижение 

[Cl-]i, что, в свою очередь, обуславливает гиперполяризацию мембраны СГМК и 

расслабление аорты кролика. В том же году было показано, что в культураль­

ных СГМК мозговых артерий (линия ВС3Н1) присутствует фуросемид-чувстви­

тельный вход  K+, косвенно свидетельствующий об экспрессии  NKCC [Aiton et 

al., 1981]. Однако более убедительные данные о наличии NKCC были получены 

[Owen, 1984] на культуральных клетках  A7r5 аорты крысиных эмбрионов при 

исследовании  буметанид-чувствительного  входа  86Rb,  что  в  настоящее  время 

считается  обычной процедурой для  оценки активности  NKCC [O’Donnel and 

Owen, 1994]. Было установлено, что уабаин- и буметанид-чувствительные пото­

ки  86Rb независимы, и буметанид-зависимый компонент полностью зависит от 

Na+ и Cl-. Более того, в отсутствии Na+ и Cl- эффект буметанида не проявлялся, 

равно как не проявлялся эффект ингибиторов Na/H обмена и Cl-/HCO3
-. 

Основные  данные  о  функционально-структурной  организации  NKCC 

были получены с использованием негладкомышечных клеток. Так, было обна­

ружено,  что  существуют  три  уникальные  функциональные  характеристики 

NKCC: 1) для нормального оперирования котранспортера необходимо присут­

ствие всех трех ионов (Na+, K+ и Cl-) с одной стороны мембраны; 2) буметанид и 

его аналоги (петлевые диуретики – производные 5-сульфамил бензойной кисло­

ты) связываются с белком котранспортером и ингибируют перенос всех трех 

ионов; 3) в нормальных условиях транспорт всех трех ионов является электри­

чески нейтральным процессом в большинстве клеток со стехиометрией перено­

са: 1Na+: 1K+: 2Cl-; реже: 2Na+: 1K+: 3Cl- [Alvarez-Leefmans et al., 1988; Alvarez-
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Leefmans, 1990; 1997; Haas et al., 1982; Hannafin et al., 1985; Kracke et al., 1987; 

Mcroberts et al., 1982]. 

Были получены данные,  что  действие  фуросемида  возможно связано  с 

конкуренцией молекул этого диуретика с ионами хлора за транспортирующие 

сайты на апикальной мембране клеток восходящей петли Генле. Немного позже, 

Ludens [Ludens J.H., 1982] на клетках роговицы жабы показал, что способность 

фуросемида блокировать кратковременные токи, которые зависели от NKCC1 

апикальной мембраны, снижались по мере увеличения концентрации ионов хло­

ра в окружающем растворе. При этом Кm для хлора в отсутствии фуросемида со­

ставляла 53 мM, а в присутствии фуросемида (22 мкM) Кm для ионов хлора со­

ставляла 145 мM. 

Haas и McManus [Haas and McManus, 1983], измеряя стимулированное но­

радреналином накопление 86Rb и Li+ как функцию от внешних ионов хлора, по­

казали, что увеличение концентрации ионов хлора в окружающем растворе сни­

жает чувствительность к буметаниду. Аналогичные результаты, демонстрирую­

щие конкурентное взаимодействие между ионами хлора и петлевыми диурети­

ками были получены и описаны другими авторами [Frelin et al., 1986;  Kinne et 

al., 1985]. Математическое описание результатов показало, что процесс ингиби­

рования котранспортера петлевыми диуретиками не подчинялся уравнению Ми­

халэлиса-Ментон.  Однако,  выражая  степень ингибирования котранспортера  в 

процентах и соотнося эти цифры с концентрацией петлевых диуретиков (буме­

танид, фуросемид) было получено соответствие уравнению Хилла. Это позволя­

ет предположить, что взаимодействие между молекулой буметанида и белком 

котранспортера носит кооперативный характер. 

Palfrey и др. [Palfrey et al., 1980] исследуя эффекты снижения внеклеточ­

ной концентрации ионов калия и натрия на цАМФ-индуцированный вход 86Rb+ в 

эритроциты индюка, показали, что уменьшение концентрации катионов приво­

дило к смещению кривой доза-эффект буметанида вправо, что указывает на сни­

жение чувствительности к ингибитору. Kracke и др. [Kracke et al., 1983] показа­
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ли зависимость между уровнем ингибирования NKCC1 фуросемидом и внекле­

точной концентрацией ионов калия. Полученные результаты указывают на то, 

что транспортируемые ионы необходимы для проявление ингибирующего влия­

ния петлевых диуретиков и возможно для связывания диуретиков с NKCC1.

Тот факт, что высокая концентрация ионов хлора снижает чувствитель­

ность к буметаниду, тогда как Na+ и K+ ее увеличивают, подтверждает точку 

зрения о том, что буметанид конкурирует за второй хлорсвязывающий сайт ко­

транспортера, обладающий более низким сродством к ионам хлора и более низ­

кой селективность к анионам. Связывание буметанида с этим участком NKCC1 

приводит к ингибированию котранспорта.

Культуральные  клетки  часто  используются  для  определения  сродства 

NKCC к Na+,  K+ и  Cl-. Так же как и афинность к петлевым диуретикам, афин­

ность NKCC к Na+, K+ и Cl- варьирует в зависимости от типа исследуемых кле­

ток. Тем не менее, общей является наибольшее сродство для К+ и наименьшее 

для Cl- [Chipperfield, 1986]. Полумаксимальная активация NKCC ионами K+ на­

блюдается при концентрации этих ионов в пределах 1-10 мМ, ионами Na+ – при 

10-20 мМ и Cl- – при 60-80 мМ. Приведенные характеристики, в целом, типичны 

и для ГМК. Активация  NKCC ионами Na+ и  K+ носит гиперболический харак­

тер. Активация ионами Cl- при стехиометрии 1:1:2 носит S-образный характер. 

В то же время, концентрации всех трех ионов влияют на сродство  NKCC для 

двух других, как в случае с петлевыми диуретиками, афинность для которых за­

висит от Na+,  K+ и Cl- [Chipperfield, 1986; Russel, 2000]. Более того, в негладко­

мышечных клетках сродство и форма кривой активации для Cl- (выпуклая, ли­

нейная или S-образная) строго зависит от природы замещающего аниона [Owen 

and Prastein, 1985; Chipperfield, 1986] и, вероятно, это является справедливым и 

для ГМК.

Rhoden and Douglas (1995) сделали подобные наблюдения на ГМК возду­

хоносных путей (трахеи и бронхов морских свинок) и существенно обогатили 

представление о  NKCC в ГМК. Во-первых, были определены константы инги­
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бирования (К1/2) для буметанида и фуросемида в ГМК, составившие 0.18 и 5.6 

мкМ,  соответственно.  К1/2 буметанида  обычно находится  в  пределах  0.05-0.5 

мкМ [Haas, 1989] и его сродство в ~30 раз выше, чем у фуросемида. В целом, 

сродство NKCC для петлевых диуретиков существенно варьирует в зависимости 

от объекта исследования [Haas,  1989:  Russel,  2000], включая различные типы 

ГМК. Тем не менее, 30-кратное различие аффинностей буметанида и фуросеми­

да  остается  постоянной  величиной  в  ряду  афинностей 

буметанид>пиретанид>фуросемид  [Cabantchik and Greger,  1992].  Во-вторых, 

Rhoden и Douglas измерили вход Cl- и определили соотношение K:Cl 1:1.75, что 

соответствует обычной стехиометрии NKCC 1:1:2 во всех исследованных клет­

ках, за исключением гигантского аксона кальмара (2:1:3) и эритроцитов хорька 

(2:1:3) [Russel, 2000]. 

Aickin and Brading проводили эксперименты в бесхлорной среде и наблю­

дали реаккумуляцию Cl-, в то время как другие исследовательские группы сна­

чала  помещали  клетки  в  хлоридсодержащую среду,  а  потом  подавляли вход 

хлора ингибиторами [Davis, 1992; Koncz and Daugiras, 1994;  Davis et al., 2000]. 

Было  показано,  что  фуросемид  снижает  как  [Cl-]i,  так  и  вход  и  выход  Cl- в 

культуральных СГМК аорты [Koncz and Daugiras, 1994] и в аорте кролика [Gers­

theimer et al., 1987]. Подобно этому, Davis (1992), используя хлор-чувствитель­

ные микроэлектроды, обнаружил, что [Cl-]i снижается в СГМК бедренной арте­

рии  крысы  с  44  до  34  мМ  при  добавлении  4,4'-diisothiocyanostilbene-

2,2'-disulfonic acid (DIDS) или буметанида, и снижается еще сильнее в присут­

ствие обоих соединений, но все же не до уровня электрохимического равнове­

сия [Davis et. al, 2000].

NKCC в СГМК модулируется рядом гормонов и вторичных посредников, 

а также изменением клеточного объема и внутриклеточной концентрации ионов 

Cl- [O’Donnel and Owen, 1994; Mongin and Orlov, 2001; Lang, 1998; Russell, 2000; 

Owen, 1984]. [Owen, 1984] впервые измеряла буметанид-чувствительный вход 

К+ по входу  86Rb в культуральных клетках.  Были выдвинуты аргументы, что 
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культуральные клетки не отражают реальное функционирование NKCC на уров­

не ткани. Во-первых, в одной из линий культуральных СГМК были обнаружены 

буметанид-чувствительные потоки калия, не связанные с обычными характери­

стиками функционирования NKCC [Orlov et al., 1996]. Во-вторых, были получе­

ны данные, что мРНК для NKCC не обнаруживается в свежеизолированных со­

судистых ГМК аорты крысы, но появляется в тех же клетках при их культивиро­

вании [Raat et al., 1996], что предостерегает от экстраполяции данных, получен­

ных на клетках, на тканевые особенности функционирования NKCC. Однако, в 

гладких мышцах бедренных артерий крысы было обнаружено увеличение [Cl-]i 

после стимуляции норадреналином, и это увеличение частично блокировалось 

буметанидом,  что  было  интерпретировано  как  присутствие  NKCC в  СГМК 

[Davis et al., 1997]. В аорте крысы была обнаружена подобная стимуляция ко­

транспорта фенилэфрином, которая ассоциировалась с фосфорилированием мо­

лекул котранспортера [Akar et al., 1999]. 

По всей видимости,  эффекты мессенджеров,  клеточного объема и [Cl-]i 

конвергируют к одной киназе, которая фосфорилируя переносчик, активирует 

NKCC. Все эти пути, за исключением [Cl-]i, влияют на активность NKCC сход­

ным образом, в то время как [Cl-]i-зависимая регуляция NKCC зависит от вида 

воздействия.  В  целом,  повышение  [Cl-]i снижает  активность  NKCC [Russel, 

2000]. В эндотелиальных клетках активация NKCC на действие Ca2+-мобилизу­

ющих агонистов является результатом сжатия клеток вследствие выходящих по­

токов К+ по Ca2+-зависимым К+ каналам или потери Cl- при открывании Ca2+-за­

висимых Cl- каналов [O’Neill and Steinberg, 1995]. В большинстве типов клеток 

повышение [Cl-]i ингибирует NKCC [Haas and Forbush, 1998; Russel, 2000], одна­

ко данные, полученные на аорте и артериях [Davis et al., 1997; Akar et al., 1999], 

свидетельствуют, что [Cl-]i не участвует в подобной регуляции NKCC в сосуди­

стых гладких мышцах [Akar et al., 1999]. Высокая внеклеточная концентрация 

KCl предотвращает сжатие клеток, которое могло бы иметь место при актива­

ции Са2+-активируемых К+ каналов, и предотвращает потерю Cl- через Cl- кана­
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лы [O’Neill and Steinberg, 1995]. Тем не менее активация NKCC, измеренная как 

поток 86Rb, все же происходит  [Akar et al., 1999]. Более того, внутриклеточная 

концентрация Cl- в ГМК артерий крыс не только не снижается, но, напротив, по­

вышается в присутствии фенилэфрина [Davis et al., 1997]. Было высказано пред­

положение,  что  стимуляция  NKCC в  сосудистых  ГМК  при  действии  вазо­

констрикторов является скорее прямым эффектом увеличения [Ca2+]i, чем вто­

ричным ответом на снижение [Cl-]i или клеточного объема. 

Активность  NKCC зависит от состояния цитоскелета и при разрушении 

актиновых филаментов цитохалазинами в большинстве типов клеток происхо­

дит ингибирование этого переносчика [Orlov et al., 1996; Haas and Forbush, 1998; 

Russel, 2000]. В частности, в культуральных ГМК из аорты крысы цитохалазин 

или не оказывает влияния на активность NKCC [Smith and Smith, 1987], или ин­

гибирует его на ~70% [Orlov et al., 1995]. Однако имеются также сообщения о 

том, что деполимеризация актинового цитоскелета ассоциирована с активацией 

NKCC в клетках  Ehrlich ascites tumor cells [Jessen et al.,  1992] и клетках  T84 

[Mathews et al., 1997]. Таким образом, в настоящее время неясно, полимериза­

ция или деполимеризация является физиологически уместным механизмом сти­

муляции NKCC. Тем не менее, многообещающие результаты в плане выяснения 

регуляции NKCC могут быть получены при исследовании взаимодействия [Cl-]i 

и белков цитоскелета, так как имеются данные, указывающие на [Cl-]i-опосредо­

ванное фосфорилирование актина [Russell, 2000]. 

Как указывалось в предыдущем разделе, клетки многих типов способны 

восстанавливать свой объем при стрикции, индуцированной гиперосмотическим 

воздействием [Hoffmann and Simonsen, 1989; Russel, 2000]. Первое предположе­

ние о ключевой роли NKCC в развитии RVI в сосудистых ГМК было представ­

лено Chipperfield et al. и основывалось на данных о блокируемом петлевыми ди­

уретиками повышении выхода  86Rb в  артериях  крыс при гиперосмотическом 

воздействии [Chipperfield et al., 1991]. Существует мнение, что этот поток нуж­

но классифицировать как объем-чувствительный, нежели как объем-регулируе­

58



мый [Russel, 2000]. В гиперосмотических условиях в культуральных ГМК, полу­

ченных из аорты крысы, был обнаружен RVI, при этом буметанид-чувствитель­

ный вход и выход  86Rb увеличивался в 8, а активность  N+/H+ обмена в 6 раз 

[Orlov et al., 1992a,b]. Однако позднее были представлены данные, что основ­

ным механизмом RVI в культуральных СГМК является Nao-зависимый (K+Cl)-

котранспорт  [Orlov et al.,  1996],  но  не  NKCC.  Тем  не  менее,  учитывая,  что 

NKCC-опосредованное RVI было установлен в большом количестве клеточных 

линий, имеет смысл предполагать, что и в сосудистых ГМК активация  NKCC 

вовлекается в реализацию RVI [Chipperfield AR, Harper AA, 2000]. 

Был высказано  предположение,  что  если  активация  NKCC участвует  в 

RVI, то при наличии базальной активности этого переносчика его ингибирова­

ние, напротив, будет индуцировать сжатие клеток [Russel, 2000]. Несмотря на 

явный  недостаток  информации,  касающейся  участия  NKCC в  поддержании 

объема интактных клеток, в литературе все же представлены данные, что инги­

бирование NKCC в кардиомиоцитах желудочков, в которых не было RVI, ведет 

к снижению их объема на ~13% [Drewnowska and Baumgarten, 1991]. Напротив, 

буметанид не оказывает влияния на объем культуральных СГМК аорты крысы 

[Orlov et al., 1992a,b], но это не исключает возможности участия NKCC в под­

держании объема интактных клеток. 

Существуют  эндогенные  вещества,  модулирующие  активность  NKCC. 

Так, в моче крыс был обнаружен фактор, ингибирующий котранспорт (cotrans­

port inhibitory factor, CIF, ЕC50=16-24 мкМ) [Garay et al., 1993; Alda et. al., 1995]. 

Считают, что основным компонентом CIF является соединение стероидной при­

роды эквол (equol,  эстроген-подобный изофлавоноид, молекулярная масса 242 

Da), который ингибирует NKCC в эритроцитах человека и культуральных клет­

ках почки собаки (MDKC) [Alvarez-Guerra et al., 1997]. До настоящего времени 

основными объектами исследований были задняя доля гипофиза, секретирую­

щая CIF, а также его эффекты на почки и вовлечение в гипертонию.  Equol яв­

ляется умеренным натрийуретическим и сосудорасширяющим агентом [Giminez 
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et al., 1997], однако его физиологическое влияние на функции СГМК еще пред­

стоит исследовать. 

В последние годы появились данные об идентификации еще одного эндо­

генного вещества, модулирующего активность NKCC. Речь идет о так называе­

мом катион-хлорид-взаимодействующем протеине (cation-Cl interacting protein, 

CIP), который является мембранно-связанным белком, имеющим 25% гомоло­

гию с NKCC [Caron at al., 2000]. Механизм действия CIP заключается в образо­

вании надмолекулярных комплексов с транспортирующими протеинами супер­

семейства катион-хлорид транспортеров, что ведет к ингибированию транспор­

та. Выраженная экспрессия CIP была обнаружена в сердечных и скелетных мио­

цитах, однако его вовлечение в регуляцию  NKCC в СГМК остается неизвест­

ной.

Гипотеза о вовлечении объем-чувствительного NKCC1 в патогенез гипер­

тонии базируется на следующих наблюдениях. Во-первых, в эритроцитах F2 ги­

бридов SHR и нормотензивных крыс, активность NKCC положительно коррели­

рует с  величиной кровяного давления  [Bianchi  et al.,  1985;  Kotelevtsev  et al., 

1987]. В экспериментах по трансплантации костного мозга F1 гибридам нормо­

тензивных крыс и SHR, Bianchi с соавторами показал, что повышение активно­

сти NKCC в этой экспериментальной модели гипертонии скорее генетически де­

терминировано, нежели является следствием гипертензивной среды [Bianchi  et 

al, 1985]. Во-вторых, генетически модифицированные мыши, имеющие нокаути­

рованный ген  NKCC1, (NKCC1-/- knockout mice) характеризуются пониженной 

величиной кровяного давления и снижением тонуса и величины сократительных 

ответов сегментов СГМК при действии α-адреноагониста фенилэфрина [Flagella 

et al., 1999; Meyer et al., 2002]. 

Ряд исследователей обнаружили повышение активности NKCC в клетках 

СГМС грызунов со вторичной гипертензией [Davis et al, 1993; Jiang et al, 2003] и 

повышенное содержание эндогенного ингибитора  NKCC в плазме крови крыс, 

чувствительных к солевой диете (Dahl  salt-sensitive rats) [Alvarez-Guerra  et al., 
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1998]. Данные находки свидетельствуют о том, что котранспортер подвержен 

тканеспецифичной  регуляции  со  стороны  разнообразных  стимулов.  Действи­

тельно, не было обнаружено однозначного вовлечения Ca2+, cAMP и cGMP в ре­

гуляцию NKCC в эритроцитах человека и крысы [Garay, 1982], в то время как в 

СГМС происходит активация этого переносчика при действии вазоконстрикто­

ров, повышающих Ca2+
i, включая фенилэфрин и ангиотензин II. С другой сторо­

ны, наблюдается ингибирование  NKCC при аппликации вазодилататоров, сти­

мулирующих цАМФ- и цГМФ-зависимые сигнальные системы [Akar et al, 1999; 

2001; Orlov et al, 1992; Owen and Ridge, 1989; Smith and Smith, 1987; Tseng and 

Berk, 1992]. Полностью противоположная регуляция вазоконстрикторами и ва­

зодилататорами  была  обнаружена  при  исследовании  Na+-независимого  K+,Cl- 

котранспорта (KCC) [Adragna et al., 2000; 2004], другого члена суперсемейства 

катион-Cl--сопряженных  котранспортеров,  способствующего  выходящему 

транспорту Cl- [Adragna et al., 2000; 2004].

1.4. Хлорные каналы

Согласно одной из классификаций выделяют шесть типов хлорных токов, 

которые в свою очередь опосредуются соответствующими хлорными каналами.

- Хлорные токи, регулируемые клеточным объемом (ICl.vol);

- Хлорные токи, регулируемые цитоплазматическими ионами кальция (ICl.Ca);

- Хлорные токи, регулируемые связыванием пуринергических рецепторов с аго­

нистами (ICl.ATP);

- Хлорные токи, регулируемые цАМФ зависимой протеинкиназой (ICl.PKA)

- Хлорные токи, регулируемые протеинкиназой С (ICl.PKС);

- Базальный хлорный ток (ICl.b).

Объем-чувствительные анионные каналы, опосредующие ICl.vol

К основным характеристикам ионных каналов, регулируемых клеточным 

объемом, относится:

1. способность активироваться,  при набухании клеток в гипоосмотиче­

ской среде;
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2. чувствительность потенциала реверсии к изменению градиента ионов 

хлора;

3. выпрямляющие  свойства  при  несимметричном распределении ионов 

хлора и линейная вольт-амперная характеристика при симметричном 

распределении Cl-;

4. чувствительность к блокаторам хлорных токов SITS, DIDS, NPPB, и в 

высоких концентрациях 9-AC;

5. проницаемость к анионом в следующей последовательности: SCN->I-

>NO-
3>Br->Cl->F-;

6. проводимость этих каналов составляет 30 – 60 pS [Clemo et al., 1999; 

Duan et al., 1992; Duan et al., 1995, 1997a, 1997b, 1999; Hagiwara et al., 

1992;  Higgins et al.;  Kawasaki et al.,  1994,  1995;  Sorota,  1992,  1998; 

Tseng, 1992; Vandenberg et al., 1994].

В СГМК легочной артерии и кардиомиоцитах морской свинки с использо­

ванием специфических антител была обнаружено присутствие объем-чувстви­

тельных каналов, проницаемых для анионов и органических осмолитов класса 

ClC-3 [Wang et al., 2003]. Роль объем-чувствительных анионных каналов заклю­

чается  в  регуляции клеточного объема [Hume et al.,  2000]  и участии в  RVD 

[Zhang and Lieberman, 1993, 1996].

Как было показано в работах [Nilius et al., 1996; Okada, 1997; Strange et al., 

1996],  активация  ICl.vol в  большинстве  клеток  не  требует  фосфорилирования 

объем-чувствительных хлорных каналов, эти каналы активируются и в отсут­

ствии ионов магния в цитоплазме и в присутствии негидролизируемых аналогов 

АТФ. Тем не менее, протеинкиназы могут модулировать активность этих кана­

лов или каких-либо вспомогательных белков, которые, в свою очередь, регули­

руют активность каналов [Hume et al., 2000].

Другой ключевой механизм регуляции  ICl.vol представлен  тирозиновыми 

киназами [Nilius et al.,  1996;  Okada, 1997]. Данные, подтверждающие участие 

тирозиновых киназ в регуляции объем-зависимого хлорного тока были получе­
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ны на кишечных клетках человека [Tilly et al., 1993] и бычьем эндотелии [Voets 

et al., 1998]. Однако на данный момент не понятно, что является субстратом для 

этих протеинкиназ: сам ионный канал или какой-то регуляторный белок. Воз­

можно, регуляция ICl.vol тирозиновыми киназами связана с оперированием Rho 

киназ [Nilius et al., 1999; Tilly et al., 1996].

В связи с тем, что молекулярные свойства протеина, опосредующего ICl,swell 

не известны, фармакологическая характеристика этого тока обычно проводится 

с использованием нативных клеток. В связи с тем, что блокаторы могут влиять и 

на другие молекулы, включая те сигнальные протеины, которые ведут к актива­

ции тока, специфическое взаимодействие между препаратом и каналом трудно 

установить. Более того, сходные объем-активируемые токи могут быть опосре­

дованы  молекулярно  (и  фармакологически)  различными  ионными  каналами. 

Тем не менее, каналы, активируемые набуханием, в различных тканях и орга­

низмах проявляют сходные ответы на фармакологические агенты, особенно те, 

которые  блокируют  открытый  канал.  Наиболее  эффективными  блокатороми 

ICl.vol являются  DIDS,  ариламинобензоат  NPPB,  DNDS и  тамоксфен,  который 

первоначально  разрабатывался  как  антагонист  эстрогеновых  рецепторов,  но 

позднее был определен как селективный ингибитор объем-активируемых хлор­

ных токов [Boese et al., 2000; Dick et al., 1999; Von Weikersthal et al., 1999; Ehring 

et al., 1994; Valverde et al., 1993; Duan et al., 1992; Hagiwara et al., 1992; Sorota, 

1992, 1994;  Tseng, 1992;  Vandenberg et al., 1994]. Менее выражено ингибирую­

щее действие у производных карбоновой кислоты 9-АС (1 мМ) и DPC [Jentsch et 

al., 2002; Clemo and Baumgarten, 1997;  Hagiwara et al., 1992;  Sorota, 1994;  Van­

denberg et al., 1994; Zhang et al., 1993]. Нифлумовая кислота (100 мкМ) и NPPB 

(10 – 40 мкМ) индолилуксусная кислота (100 мкМ) способны полностью инги­

бировать ICl.vol.  Блокатор калиевых АТФ-чувствительных каналов – глибенкла­

мид – также ингибирует ICl.vol и CFTR Cl- каналы кардиомиоцитов [Tominaga et 

al., 1995;  Sakaguchi et al., 1997]. Кроме того, ICl.vol блокируется цАМФ и АТФ 

[Nilius et al., 1996; Strange et al., 1996]. 
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Основная физиологическая роль ICl.vol – это участие в поддержании посто­

янства  клеточного  объема  посредством инициации  RVD [Garber et al.,  1997; 

Lang et al., 1998]. Кроме того, в кардиомиоцитах ICl.vol оказывает незначительное 

деполяризующее  влияние  на  величину  потенциала  покоя  и  реполяризующее 

влияние в течение потенциала действия [Herzig et al., 1993]. Набухание клетки 

усиливает влияние ICl.vol на мембранный потенциал. Укорочение потенциала дей­

ствия и дополнительная деполяризация мембраны в покое в результате актива­

ции ICl.vol способствуют развитию аритмий [Hiraoka et al., 1998].

Кальций-зависимый хлорный ток (ICl.Ca).

ICl.Ca первоначально был выделен как компонент кратковременного выхо­

дящего тока, активирующегося при деполяризации мембраны кардиомиоцитов 

[Hiraoka and Kawano, 1989;  Kenyon and Gibbons, 1979a, 1979b;  Kuriyama et al., 

1998; Zygmunt, 1991, 1992, 1994]. Активация этого Сl- тока происходила при ак­

тивации  Ca2+ тока,  блокирование  которого  низолдипином  или  замещением 

ионов кальция Cd2+ предотвращало инициирование хлорного тока.  Необходи­

мым условием для активации ICl.Ca в кардиомиоцитах является высвобождение 

ионов кальция  из  саркоплазматического  ретикулума,  поступления  внеклеточ­

ных ионов кальция по кальциевым каналам недостаточно для активации ICl.Ca 

[Sipido et al., 1993; Zygmunt, 1994]. 

Хлорные Ca2+-зависимые каналы обладают линейной вольт-амперной ха­

рактеристикой  при  симметричном распределении  ионов  хлора  и  пропускают 

анионы в следующей последовательности SCN->I->Br->Cl- [Kawano et al., 1995]. 

Проводимость этих каналов составляет от 1 до 3 pS в гладкомышечных клетках 

[Klockner, 1993;  Van and Lazdunski, 1993] и культуральных клетках линии А6 

[Marunaka and Eaton,  1990].  Как и другие типы хлорных каналов,  ICl.Ca могут 

обеспечивать как входящий, так и выходящий токи, в зависимости от соотноше­

ния мембранного потенциала и равновесного хлорного потенциала ЕCl [Hume et 

al., 2000].
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ICl.Ca блокируется  SITS и  DIDS в  концентрациях  от  100 мкМ до 2  мМ 

[Kawano et al., 1995; Kokubin and Irisawa, 1984; Zygmunt, 1991, 1994], нифлумо­

вой кислотой (50 мкМ) [Collier et al., 1996;  White et al., 1990], флуфенамовой 

кислотой [White et al., 1990], 9-АС, DPC и ариламинобензоатом NPPB. Индоли­

луксусная  кислота ингибируют  ICl.Ca в  гладкомышечных  клетках  [Large and 

Wang, 1996]. Другие блокаторы могут ингибировать  Ca2+-активируемую хлор­

ную проводимость, однако между различными объектами наблюдаются суще­

ственная  разница,  как  например,  для  глибенкламида  в  кардиомиоцитах  [Ya­

mazaki et al., 1997] и клетках протоков поджелудочной железы [Winpenny et al., 

1998].  Хотя  чувствительность  к  нифлумовой кислоте  и  DIDS является  свой­

ством всех Ca2+-активируемых хлорных каналов, самый первый клонированный 

протеин, претендующий на роль каналов этого типа,  bCLCA1, был нечувстви­

телен к нифлумовой кислоте и лишь незначительно ингибировался DIDS [Cun­

ningham et al.,  1995].  Другой гомологичный протеин,  bCLCA1, тем не менее, 

опосредовал токи, чувствительные к обоим соединениям [Gandhi et al., 1998].В 

экспериментах  с  применением  методики  patch-clamp было  показано  наличие 

Ca2+-зависимого Cl- тока в ГМК портальной вены [Hogg et al., 1993; Wang et al., 

1992;  Wang and Large, 1993] и толстого кишечника кролика [Sun et al., 1992], 

тонкого кишечника крысы [Ohta and Ito, 1993], трахеи свиньи [Liu and Farley, 

1996], а также в культуральных ГМК аорты крысы линии А10 [Holevinsky et al., 

1994].

В ГМК коронарных артерий активность Са2+-зависимых Сl- каналов повы­

шается при дефосфорилировании канала или ассоциированного с ним регуля­

торного протеина. Активность Са2+-зависимых Сl- каналов зависит от баланса 

регуляторных влияний со стороны Са2+-зависимой фосфатазы кальцинейрина, 

СаМ-зависимой киназы II и уровня [Ca2+]i [Ledoux et al., 2003].

Модель  активации  Са2+-зависимых  Cl- каналов  в  свежеизолированных 

СГМК легочной артерии кролика была предложена [Piper and Large, 2003]. В со­

ответствии с этой моделью каналы имели две области проницаемости (3.5 и 1.8 
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pS), открывающиеся либо спонтанно, либо в ответ на повышение [Ca2+]i. В бес­

кальциевой среде каналы неактивны при значениях МП от –100 мВ до +100 мВ. 

При низких концентрациях [Са2+]i (10-250 нМ) проявляются потенциал-зависи­

мые  свойства  каналов,  которые  исчезают  при  более  высоких  концентрациях 

кальция. Повышение внутриклеточной концентрации кальция ведет к увеличе­

нию вероятности открывания каналов. Распределение времен открытого состоя­

ния каналов описывается двумя экспонентами (5 и 30 мс), которые не зависят ни 

от мембранного потенциала, ни от Са2+. Замещение наружного Cl- на I- переклю­

чает потенциал реверсии на 30 мВ и удлиняет времена отрытых состояний кана­

лов, не влияя на кинетические параметры.

Хлорные токи, регулируемые цАМФ-зависимой протеинкиназой (ICl.PKA)

Чувствительность  ICl.PKA сердечных  клеток  к  различным  антагонистам 

хлорных каналов в некоторой степени сходна с чувствительностью ICl.PKA эпите­

лиальных клеток [Gadsby et al., 1995;  Schultz et al., 1999]. Было показано, что 

ICl.PKA относительно не чувствителен к стильбеновым производным дисульфоно­

вой кислоты таким как SITS, DIDS, DNDS, но блокируется производными каро­

боновой кислоты, такими как 9-АС, DPC, феноламинобензоатами, такими как 

NPPB,  аналогами  клофибриновой  кислоты,  глибенгламидом  [Bahinski et al., 

1989; Harvey, 1993; Harvey et al., 1990; Shida et al., 1992; Tanaka et al, 1996; Tomi­

naga et al., 1995; Walsh and Wang, 1996; J. Yamazaki and Hume 1997].

Хлорные токи, регулируемые протеинкиназой С (ICl.PKС )

Доказательства, указывающие на вовлечение протеинкиназы С в регуля­

цию хлорного тока были, получены в целом ряде работ [Conte-Camerino et al., 

1988; Overholt et al., 1993; Shuba et al., 1996; Walsh, 1991; Walsh and Long, 1994; 

Valverde et al., 1993]. Было показано, что эти токи активируются форболовыми 

эфирами, обладают селективностью к ионам хлора, блокируются 9-АС, но не 

DIDS [Berger et al., 1993;  Collier and Hume, 1995;  Jia et al., 1997; Middleton and 

Harvey, 1998; Walsh, 1991; Yamazaki et al., 1999; Valverde et al., 1993]. Вольт-ам­

перная характеристика при условии, что [Cl-]i=[Cl-]o носит линейный характер, а 
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при условии несимметричного распределения ионов хлора ([Cl-]i<[Cl-]o) эти ка­

налы проявляют выпрямляющие свойства, проводимость каналов составляет 7 – 

13 pS. Так как свойства этих хлорных каналов близки к свойствам хлорных ка­

налов, регулируемым протеинкиназой А, возникло предположение о том, что 

это один и тоже ионный канал [194, Valverde et al., 1993]. Структурно, хлорный 

канал,  регулируемый  протеинкиназой  С  представляет  собой  cystic  fibrosis 

transmembrane conductance regulator (CFTR) [Berger et al., 1993; Tabcharani et al., 

1991]. Активация PKC-зависимого пути регуляции CFTR хлорных каналов, по-

видимому, осуществляется посредством активации пуринэргических и/или ан­

гиотензиновых рецепторов [Bescond et al., 1994; Morita et al., 1995], но не α-ад­

ренергических рецепторов [Hool et al., 1997;  Iyadomi et al., 1995;  Oleksa et al., 

1996].

Хлорный ток, регулируемый пуринэргическими рецепторами (ICl.ATP).

ICl.ATP способен активироваться внеклеточным АТФ, АДФ и ATPγS, но не 

АМФ и аденозином, что указывает на вовлечение Р2-пуринэргических рецепто­

ров [Kaneda et al., 1994]. По данным [Duan et al., 1997b] активация ICl.ATP может 

быть связан с пуринэргической активацией CFTR Cl- канала посредством проте­

инкиназ А и С. Активация Р2-пуринэргических рецепторов инициирует метабо­

лизм мембранных фосфоинозитидов с последующей активацией протеинкиназы 

С [Leung et al., 1994; Yamada et al., 1992], а так же влечет за собой возрастание 

внутриклеточной концентрации цАМФ [Puceat et al., 1998]. 

Недавно  были получены свидетельства,  указывающие на  то,  что  ICl.ATP, 

ICl.PKA, ICl.PKС могут регулироваться так называемым регулятором трансмембран­

ной проводимости муковисцедоза,  что позволяет объединить их в отдельную 

группу [Hume at al., 2000]. Сокращенное международное название этого регуля­

тора трансмембранной проводимости – CFTR (epithelial cystic fibrosis transmem­

brane conductance regulator). Свое название CFTR получил потому, что этот мем­

бранносвязанный белок является продуктом гена, рецессивная мутация которо­

го обусловливает развитие у гомозигот тяжелого наследственного заболевания – 
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муковисцедоза.  CFTR – это политопный интегральный мембранный гликопро­

теин (М~160000),  который формирует АТФ-зависимый хлорный канал в апи­

кальной мембране эпителиальных клеток.  CFTR регулирует также активность 

других мембранных протеинов, включая некоторые типы  Na+ и  Cl- каналов, и 

играет важную роль в трансмембранном переносе воды и ионов. 

Учитывая важную патофизиологическую роль  CFTR, были предприняты 

попытки найти активаторы и ингибиторы этих каналов в надежде на их терапев­

тическое использование при лечении муквисцедоза [Hwang and Sheppard, 1999; 

Schultz et al.,  1999].  CFTR блокируется  ариламинобензоатами,  подобными 

NPPB, глибенкламидом [Sheppard et al., 1992], 9-АС и клофибриновой кислотой 

(clofibric acid) [Jentsch et al., 2002]. Дисульфоновые стильбены тоже блокируют 

эти каналы, но только при их внутриклеточном применении [Jentsch et al., 2002]. 

Наиболее специфичным и сильным блокатором является сурамин [Bachmann et 

al., 1999], хорошо известный своими антагонистичными свойствами в отноше­

нии пуринергических рецепторов. Однако, это соединение проявляет эффектив­

ность также только при его внутриклеточном применении. В последние годы, 

были охарактеризованы  CTRF-активирующие соединения,  которые напрямую 

взаимодействуют с протеином самого канала. Они включают ксантины и флаво­

ноиды,  среди  которых  изофлаваноид  генистеин  (genistein)  является  наиболее 

сильным активатором. Однако, замещенные ксантины, такие как 3-изобутил-1-

метилксантин, модулируют активность CTRF не прямым образом, а за счет ин­

гибирования фосфодиэстераз. Генистеин, который известен как ингибитор тиро­

зиновых киназ, проявляет двойственный эффект на канал. Он увеличивает вре­

мя  открытого  состояния  канала  при  низких  концентрациях,  но  увеличиваетn 

время его закрытого состояния при высоких концентрациях [Wang et al., 1998].

В сосудистых ГМК аорты крысы присутствуют хлорные каналы – CFTR, 

которые активируются типичными активаторами подобных каналов в эпители­

альных клетках линий MPB-07 и MPB-91 и ингибируются глибенкламин-2-кар­

боксильной кислотой. Были получены данные, что активаторы CFTR вызывали 
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зависимое от концентрации расслабление сегментов аорты, предсокращенных 

гиперкалиевым раствором или норэпинефрином, что свидетельствует о фунда­

ментальной роли CFTR в гормональной и местной регуляции СГМК [Robert et 

al., 2004]. 

Блокирование Cl- каналов различными препаратами вызывало гиперполя­

ризацию мембраны гладкомышечных клеток [Kuriyama et al., 1998]. В скелет­

ных мышцах блокирование ClC-1 хлорных каналов приводило к развитию тони­

ческого сокращения, что указывает на важную роль этих каналов в мышечном 

расслаблении [Kuriyama et al., 1998]. Sun и др. [Sun et al., 1993], показал, что Cl- 

каналы, связанные с G-белками, в ГМК толстой кишки кролика активировались 

субстанцией Р (агонист нейрокинин-1 рецепторов (NK-1)). Автор предположил, 

что активация этих хлорных каналов при стимуляции NK-1 может приводить к 

первоначальной деполяризации мембраны и таким образом открывать потенци­

ал-зависимые кальциевые каналы. Физиологическая роль Cl- каналов в висце­

ральных и сосудистых гладкомышечных клетках, как и в других типах клеток, 

связана с регуляцией клеточного объема и является важным механизмом моду­

ляции сократительных реакций [Criddle et al., 2002; Yamakage et al., 2002; Burdy­

ga et al., 2002;  Salvail et al., 2002;  Curtis et al., 2001;  Koh et al., 2001;  Bae et al., 

2001;  Yamazaki and Kitamura, 2001; Dai and Zhang, 2001; Jury et al., 2001;  Jack­

son, 2000; Remillard et al., 2000; Lamb et al., 2000; Welsh et al., 2000; Graves et al., 

2000; Chipperfield and Harper, 2000; Zhang et al., 2000; Kuriyama et al., 1998; Sun 

et al., 1993]. 

Известно, что  Cl- каналы присутствуют не только в цитоплазматической 

мембране, но и в мембранах внутриклеточных органелл. На гладкомышечных 

клетках было показано, что вход  Cl- в саркоплазматический ретикулум (СПР) 

играет важную роль при компенсации заряда мембраны СПР, в отличие от воз­

можного выхода К+. Мембрана СПР проницаема для Cl-, и вход Cl- в СПР дол­

жен предотвращать развитие электрического потенциала, который мог бы быть 

следствием реаккумуляции ионов Са2+ [Pollock et al., 1998]. Два блокатора  Cl- 
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каналов ингибировали накопление Са2+ в СПР на 90% (К1/2=10 мкМ для NPPB и 

46 мкМ для индолилуксусная кислота) [Pollock et al., 1998]. Два других блокато­

ра, нифлумовая кислота и DNDS, не оказывали влияния на накопление Са2+.  В 

целом, в сравнении с катионными каналами, для которых были получены высо­

коспецифические блокаторы, фармакология  Cl- каналов довольно ограничена. 

За некоторым исключением, блокаторы Cl- каналов неспецифичны и имеют низ­

кое сродство, при этом эффективные концентрации являются микро- или даже 

миллимолярными. Низкая специфичность для индивидуальных ионных каналов 

ведет к развитию побочных эффектов этих соединений, главным образом,  на 

ионные другие транспортеры и сигнальные пути.

1.5. Роль ионов хлора в регуляции сократительной активности гладкомы­

шечных клеток 

Кроме NKCC существуют еще две ионтранспортирующие системы, обес­

печивающие  противоградиентный  перенос  хлорид-ионов  внутрь  клетки  –  Cl-

/HCO3
- обменник и насос III.  Bannister et al.  (1999) сообщали, что любые мани­

пуляции, которые снижают влияние Cl-
i на мембранный потенциал, обусловли­

вают расслабление бедренных артерий крыс, предсокращенных фенилэфрином. 

Эти манипуляции включали ингибирование  NKCC или/и  Cl-/HCO3
- обменник, 

насос  III и  хлорные  каналы.  Последние  блокировали  с  помощью  блокатора 

хлорных каналов NPPB. Была обнаружена сильная линейная корреляция между 

степенью  расслабления  и  снижением  [Cl-]i (r=0.96)  и  деполяризацией  Em 

(r=0.86).  

Lamb and Barna (1998a) измеряли механическое напряжение, генерируе­

мое сегментами аорты в ответ на стимуляцию норадреналином с последующим 

ингибированием NKCC буметанидом, выключением Cl-/HCO3
- обменника путем 

удаления  HCO3
- и  ингибированием  насоса  III этакриновой  кислотой  [Davis, 

1992, 1996]. Сокращения снижались при блокировании  NKCC и  Cl-/HCO3
- об­

менника,  однако ингибирование  насоса  III оказывало лишь пограничный эф­
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фект, свидетельствуя о его несущественной роли в регуляции сократительной 

активности ГМК аорты крысы. 

В этих экспериментах [Lamb and Barna, 1998a] был использован  DIDS в 

высокой концентрации (1 мМ) с целью выявления прежде всего его действия на 

хлорные каналы, нежели на Cl-/HCO3
- обменник. Концентрация DIDS, необходи­

мая для этой цели обычно выше, чем это требуется для блокирования Cl-/HCO3
- 

обменника (обычно <100 мкМ). Однако это не абсолютное правило: в миоцитах 

портальной вены крысы  DIDS блокировал хлорный ток с К1/2=5 мкМ [Green­

wood and Large, 1998]. По всей видимости, DIDS может блокировать по крайней 

мере 3 из девяти типов хлорных каналов, перечисленных  Alexander and Peters 

(2000).  Остальные  блокаторы  также  характеризуются  подобным  отсутствием 

специфичности.  Тем  не  менее,  предполагается,  что  DIDS должен  обладать 

способностью гиперполяризовать мембрану при блокировании Cl-/HCO3
- обмен­

ника и/или хлорных каналов. 

Lamb et al.  (2000) исследовал влияние  DIDS на давление крови и регио­

нальный  кровоток  у  анестезированных  крыс  после  введения  норадреналина. 

При использовании низких доз норадреналина,  DIDS обусловливал снижение 

кровотока и расслабление сосудов дистальнее брюшной аорты. Эти результаты 

согласуются с концепцией блокирования хлорных каналов, что обусловливает 

гиперполяризацию мембраны и последующее расслабление. При более высоких 

дозах нораденалина DIDS не оказывал существенного влияния на исследуемые 

параметры, что согласуется с данными Akar et al. (1999) о том, что Cl- не вовле­

кается в сократительную регуляцию при высоких концентрациях фенилэфрина 

[Akar et al., 1999]. 

В изолированных сегментах аорты крысы блокатор хлорных каналов ни­

флумовая кислота ингибировала сокращение, индуцированное норадреналином, 

при низких концентрациях, ранее использованных при блокировании Са2+-зави­

симых Сl- токов (ICl(Ca)) [Criddle et al., 1996]. Блокатор кальциевых каналов нифе­

дипин блокировал сокращение сходным образом, но эффект двух блокаторов 
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был неаддитивным. В противоположность этому, нифлумовая кислота не влияла 

на норадерналин-индуцированное сокращение в бескальциевой среде и на со­

кращения, индуцированные деполяризацией в гиперкалиевом (25 мМ) растворе. 

По мнению авторов, деполяризация мембраны в этих случаях могла реализо­

ваться и без участия хлорных каналов. Akar et al.  (1999) таким же образом ин­

терпретировал данные об отсутствии влияния буметанида на гиперкалиевое со­

кращение аорты крысы. 

Относительно роли хлорных каналов в регуляции сократительного дей­

ствия норадреналина,  Criddle et al.  (1996) рассматривал такую последователь­

ность событий:

- норадреналин-индуцированное  высвобождение  Са2+ из  внутриклеточных 

депо

- открывание Са2+-зависимых Cl- каналов

- деполяризация мембраны

- открывание потенциал-зависимых Са2+ каналов

- сокращение.

Данное  утверждение  было  основано  на  исследованиях  ICl(Ca) [Large and 

Wang, 1996] и  Criddle et al. (1996). С другой стороны,  Criddle et al. (1996) был 

первым, кто показал и явно обосновал последовательность предложенных выше 

событий и сделал подобные наблюдения на брюшных артериях крыс [Criddle et 

al., 1997]. 

Lamb and Barna (1998a) исследовали Cl- каналы с помощью других мето­

дических подходов. Они исследовали сократительные реакции аорты крысы в 

бесхлорных и обогащенных хлором средах. Снижение [Cl-]o и замещение его не­

проникающим через мембрану соединением метансульфонатом, в свою очередь, 

должно было изменить хлорный градиент, повысить хлорный ток и вызвать де­

поляризацию мембраны, изменив ее потенциал с –30 до +44 мВ [Lamb and Bar­

na, 1998a]. Подобные манипуляции приводили к усилению сокращений, индуци­

рованных фенилэфрином и серотонином, а также вызывали транзиторное сокра­
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щение,  развивавшееся  раньше,  чем  обычное  поддерживаемое  сокращение.  В 

противоположность  этому,  манипуляции,  связанные с  уменьшением [Cl-]o,  не 

проявлялись в условиях, когда деполяризация мембраны и сокращение индуци­

ровали повышением KCl до 18 мМ, что предположительно не вело к активации 

Са2+-зависимых Cl- каналов.

Как известно, хлорные токи могут быть модифицированы при использова­

нием различных внеклеточных анионов и блокаторов Cl каналов. Действитель­

но,  DIDS, 9-аминоакридин и нифлумовая кислота снижали как транзиторные, 

так и поддерживаемые сокращения [Lamb and Barna, 1998a]. При замещении Cl- 

ионами  Br- или  I-,  амплитуда  пикового  компонента  сокращения  снижалась. 

Предполагается,  что  ряд  селективности  Cl- каналов  соответствует  I->Br->Cl-

>>methanesulfonate-, что согласуется с характеристиками Ca2+-зависимых Cl- ка­

налов [Large and Wang, 1996; Alexander and Peters, 2000].

[Nelson et al., 1997] показал, что в миогенные ответы мозговых артерий 

крысы вовлекаются различные типы хлорных каналов. Тонус артерий снижался 

при  использовании  таких  блокаторов  хлорных  каналов  как  индолилуксусная 

кислота (indanyloxyacetic acid-94) и DIDS, K1/2 которых составили 26 и 69 мкМ, 

соответственно. Использование указанных блокаторов сопровождалось развити­

ем гиперполяризации мембраны (на 17 и 14 мВ, соответственно). Более того, 

при снижении внеклеточной концентрации Cl- до 60 мМ и замещении его непро­

никающими анионами миогенные реакции усиливались. В исследованиях  Nel­

son et al. нифлумовая кислота, тем не менее, не оказывала подавляющего эффек­

та, что позволило опровергнуть гипотезу о вовлечении Са2+-зависимых Cl- кана­

лов в регуляцию тонуса ГМК мозговых артерий крысы.  

[Gould and Hill, 1996] исследовали вовлечение Са2+-зависимых Cl- каналов 

в сократительную регуляцию гладких мышц артерий радужной оболочки кры­

сы. Они показали, что Са2+ активирует как хлорные каналы, так и сокращение, 

при этом каналы оказались более чувствительными к ионам кальция, нежели со­

кратительный аппарат. В ГМК почечных артериол кролика, замещение  Cl- не­
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проникающими анионами снижало сокращения, индуцированные KCl, и предот­

вращали сократительное действие ангиотензина II [Jensen et al., 1997]. Замеще­

ние  Cl- глюконатом оказывало несущественное действие на МП интактных и 

стимулированных  норадреналином  брюшных  артерий  крысы  [Nilsson et al., 

1998]. Индолилуксусная кислота вызывала гиперполяризацию мембраны на 20 

мВ и ингибировала ответы на норадреналин, но не гиперкалиевый раствор [Nils­

son et al., 1998]. Роль Cl- в сокращении артериол радужной оболочки и почек и 

мелких брюшных артерий [Jensen et al., 1997; Nilsson et al., 1998] отличается от 

таковой в других сосудистых ГМК. Этот вывод подтверждается данными об от­

личающихся  эффектах  DIDS на  почечные  и  брюшные  артерии  [Lamb et al., 

2000].  В СГМК, полученных из брюшных артерий крысы, был идентифициро­

ван новый цГМФ-зависимый Са2+-активируемый Cl- ток, который активировался 

при высвобождении кальция из внутриклеточных депо и имел характеристики, 

отличающие его от других кальций-активируемых токов [Matchkov et al., 2004]. 

[Jiang et al., 2003] продемонстрировал вовлечение хлорных каналов в сократи­

тельные ответы СГМК аорты крысы при воздействии простагландина F2α с ис­

пользованием таких антагонистов Cl- каналов, как NPPB, индолилуксусная кис­

лота and DIDS. [Moffatt and Cocks, 2004] показали, что тоническое сокращение 

при активации тромбаксановых рецепторов обусловлено высвобождением каль­

ция из IP3-зависимых внутриклеточных депо, последующим открыванием Са2+-

зависимых  Cl- каналов и затем входом Са2+ по потенциал-зависимым кальцие­

вым каналам L типа.

1.6. Роль внутриклеточных ионов Na+ и Na+/Ca2+ обмена в регуляции 

функций гладкомышечных клеток

Концентрация Na+ в цитозоле много меньше, чем во внеклеточной жидко­

сти [Skou, 1998]. Ионы натрия активно транспортируются из цитозоля Na+- и K+-

зависимой трифосфотазой (Na,K-АТФаза или Na/K насос), которая перемещает 

Na+ во внеклеточное пространство [Skou, 1998]. Особенности компартментали­

зации внутриклеточного Na+ слабо освещены в литературе и относительно этого 
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вопроса имеются лишь фрагментарные сведения.  В культуральных СГМК  Na+ 

однородно распределен в цитоплазме и ядре (Na+
n) [Blaustein, 1993]. Ингибиро­

вание Na/K насоса и активация культуральных СГМК линии A7r5 вызывает од­

нородные изменения [Na+]  в  цитоплазме и нуклеоплазме клеток [Borin et al., 

1993].  В  течение  длительного  времени,  внутриклеточная  концентрация  Na+ 

([Na+]i) в различных типах клеток исследовалась в основном в связи с непосред­

ственным вовлечением  Na+ в  формирование  потенциала  покоя  и  потенциала 

действия, трансэпителиального переноса солей и осмотических потоков воды, 

поддержания внутриклеточной ионной силы и клеточного объема. Последние 

данные представляют свидетельства, что Na+
i в сосудистых ГМК обладает неко­

торыми чертами сигнальной молекулы. Эта гипотеза подтверждается данными, 

что (1) Na+
i играет ключевую роль в регуляции разнообразных клеточных функ­

циях, (2) имеются хорошо контролируемые пути генерации и ограничения Na+
i-

опосредуемых сигналов и (3) внутриклеточные мишени  Na+
i включают специ­

фические протеины и фактор(ы) транскрипции. 

В соответствие с этой гипотезой, генерация  Na+-сигнала в цитозоле опо­

средуется через снижение натриевого градиента, которое может быть обуслов­

лено такими событиями, как игибирование Na/K насоса различными эндогенны­

ми соединениями или активацией  Na+ каналов или  Na+-сопряженного ионного 

транспорта. Последний включает Na+/H+ и Na+/Ca2+ обмен, NKCC и котранспорт 

Na+ с аминокислотами, глюкозой и фосфатом.  Na/K насос является известной 

мишенью действия гормонов [Borin et al., 1993] и уабаин- и маринобуфадженин-

подобных факторов  [Fridman et al.,  2002;  Lopatin et al.,  1999;  Fedorova et al., 

1998; De Angelis and Haupert, 1998; Ferrandi et al., 1997]. В свою очередь, моду­

ляция  Na+ каналов и  Na+-сопряженного транспорта индуцируется различными 

гормонами, агонистами и физическими стимулами, такими как МП и изменения 

клеточного объема. Таким образом, налицо универсальность процессов, запус­

кающих  Na+-сигнал. Необходимо отметить, что все ионные транспортеры, во­
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влеченные в Na+-сопряженный ионный транспорт, участвуют в  спряжении воз­

буждения-сокращения сосудистых ГМК. 

В сосудистых ГМК с их чрезвычайно низкой экспрессией  Na+ каналов 

[Wermelskirchen et al., 1992; Yuan et al., 1993; Arnon et al., 2000], основным ис­

точником Na+-сигнала в цитозоле могут быть Са2+ каналы, регулируемые выхо­

дом ионов Са2+ из СПР (“store-operated” Ca2+ channels (SOC)) [Arnon et al., 2000] 

и относительно неселективные катионные каналы[Albert et al., 2003; Kiselyov et 

al., 1998;  Zitt et al., 1996]. Было показано, что разгрузка кальциевых депо при 

применении кофеина или циклопиазоновой кислоты, являющихся ингибитора­

ми  Ca2+ насоса СПР, вызывала повышение [Na+]i,  зависимое от внеклеточной 

концентрации Na+ ([Na+]о). Одним компонентом этого повышения [Na+]i, вероят­

но, является Na+/Ca2+ обмен, а вторым компонентом – SOC [Arnon et al., 2000], 

которые у млекопитающих проницаемы как для Na+, так и для Ca2+ [Kerschbaum 

and Cahalan, 1998; Philipp et al., 1996; Zhu and Birnbaumer, 1998] с отношением 

проницаемостей (PCa/PNa) порядка 10:1 при физиологических условиях [Philipp et 

al., 1996; Zhu and Birnbaumer, 1998]. Учитывая, что [Na+]о значительно превыша­

ет [Ca2+]o, большее количество Na+ жмет входить в клетки через SOC. Таким об­

разом,  гормоны  и  нейротрансмиттеры  могут  вызывать  массивный  вход  Na+ 

[Borin et al., 1993; Brock et al., 1982], временные и пространственные характери­

стики которого могли бы быть подобными SOC-опосредуемому входу Са2+. 

До настоящего времени, главной гипотезой вовлечения Na+
i в трансляцию 

сигналов являлось его участие в регуляции кальциевой ветви внутриклеточной 

сигнализации. Действительно, существует тесная структурная и функциональ­

ная связь между SOC,  Na+/Ca2+ обменником и Na/K насосом.  SOC [Jaconi et al, 

1997;  Kiselyov et al., 1998] и  Na+/Ca2+ обменник[Juhaszova et al, 1994;  Moore et 

al., 1993], вероятно, образуют молекулярные кластеры с Na/K насосом в тех же 

самых микродоменах плазмалеммы. A. Arnon с соавторами продемонстрировал, 

что сопряженный вход Na+ и Ca2+ через SOC кардинально влияет на Са2+ сигна­

лизацию в артериальных ГМК. В покоящихся клетках,  некоторое количество 
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Na+ входит через SOC. Мобилизация Са2+ из СПР открывает эти каналы и су­

щественно увеличивает вход Na+. В свою очередь, вход Na+ влияет на депониро­

вание и высвобождение Са2+ и, таким образом, таким образом, играет важную 

роль в модуляции клеточной сигнализации. Величина этого эффекта определя­

ется количеством вошедшего Na+, активностью Na/K насоса и Na+/Ca2+ обменни­

ка, колокализованных с  SOC в определенных регионах плазмалеммы [Arnon et 

al., 2000]. Даже без повышения общей концентрации [Na+]i во всем цитозоле, ло­

кальное повышение [Na+]i является достаточным условием, чтобы повлиять на 

внутриклеточную сигнализацию. Данные Головиной В.А. с соавторами свиде­

тельствуют, что селективное снижение активности α2-субъединицы Na/K насоса 

может увеличивать локальное значение [Na+]i и , через Na+/Ca2+ обмен, [Ca2+]i в 

микрообъемах цитозоля между плазмалеммой и СПР. Это, в свою очередь, по­

вышает Са2+-зависимое высвобождение Са2+ из СПР и, таким образом, усиливает 

Ca2+-опосредуемую сигнализацию  [Golovina et al.,  2003]. Вход  Na+ через  SOC 

влияет  на  активность  Na/K насоса  и явно увеличивает  Ca2+ на  уровне целой 

клетки из-за снижения выведения Са2+ из клетки. Этот эффект особенно выра­

жен, когда активность Na/K насоса подавлена [Arnon et al., 2000]. 

Функциональная связь Na+/Ca2+ обмена и [Na+]i является важным механиз­

мом  Na+
i-чувствительной  регуляции  сопряжения  возбуждения-сокращения  в 

мышечных клетках. Согласно недавно полученным данным о роли Na+/Ca2+ об­

мена в регуляции гладких мышц, повышенный выход Са2+ в сосудистых ГМК 

крыс линии SHR, по крайней мере частично, обусловлен повышением функцио­

нальной активности Na+/Ca2+ обмена, связанным с усиленной экспрессией генов 

и фосфорилированием тирозина [Taniguchi et al., 2004]. Na+/Ca2+ обмен вовлечен 

в изопреналин-индуцированное снижение [Ca2+]i и расслабление ГМК коронар­

ных артерий свиньи [Yamanaka et al., 2003], α-адренергическую регуляцию Са2+
i 

осцилляций и сокращений [Lee et al., 2001], а также влияет на прегломеруляр­

ные СГМК и почечный кровоток [Schweda et al., 2001]. Предполагается, что в 

ГМК существует функциональная связь между митохондриями и СПР, которая 
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обеспечивается пространственной ассоциацией по крайней мере половины ми­

тохондрий  с  поверхностью СПР.  При  этом этими органеллы функционально 

связаны с внеклеточным пространством посредством Na+/Ca2+ обмена [Szado et 

al., 2003].

Кроме этого, взаимодействие между Na+/Ca2+ обменом и [Na+]i модулирует 

активность  Ca2+/КМ-зависимой  протеинкиназы,  фосфорилирование  (Ca2+-

цАМФ)-чувствительного  фактора  транскрипции  и  экспрессию  генов.  В  этом 

случае, ингибирование Na/K насоса запускает Ca2+-зависимую экспрессию гена 

c-Fos, принадлежащего к семейству  early response genes (гены раннего ответа) 

[Wellman et al., 2001; Crabtree, 2001; Taurin et al, 2003]. Вторым важным приме­

ром сигнальной роли  Na+
i является недавно открытый механизм  Na+

i-чувстви­

тельной Са2+-незавсимой экспрессии генов, предотвращающих апоптоз сосуди­

стых ГМК при увеличении соотношения [Na+]i/[K+]i [Orlov et al., 2004; Taurin et 

al., 2002]. 

Несмотря на некоторый прогресс в исследовании Na+
i-чувствительных ме­

ханизмов  регуляции,  в  отношении внутриклеточных сенсоров [Na+]i остается 

много открытых вопросов. Подобно  Na/K насосу, каждый член  Na+-сопряжен­

ных транспортеров обладает Na+-чувствительными сайтами связывания. Однако 

их трехмерная структура формируется прерванной аминокислотной последова­

тельностью, что затрудняет идентификацию генов, кодирующих гомологичные 

Na+-чувствительные протеины. 

По всей видимости, Na+-чувствительная регуляция не ограничивается экс­

прессией генов и связыванием Na+ с транспортерами. Так, в нейронах коры крыс 

было показано, что регуляция  GABAA рецепторов осуществляется с участием 

Na+-зависимой фосфатазы [Lanius et al., 1993]. Повышение [Na+]i является доста­

точным, чтобы активировать гетеротримерные  G-протеины через ГТФ-незави­

симый механизм диссоциации их α- и βγ-субъединиц [Rishal et al., 2003]. Повы­

шение [Na+]i модулирует активность рецепторов NMDA, K+ и  Ca2+ каналов по­
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средством  G-белок-зависимых и независимых механизмов [Rishal et al.,  2003; 

Yu and Salter, 1998; Blumenstein et al., 2004]. 

Исследование [Na+]i-чувствительных механизмов регуляции функций со­

судистых ГМК имеет значение и в связи с данными, что повышенная продукция 

эндогенных кардиотонических стероидов, блокирующих  Na/K насосу, способ­

ствует патологии ионного транспорта при первичной гипертензии [Orlov et al., 

1999; Orlov, 2003].
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ГЛАВА II

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1. Объект исследования

Объектами исследования служили 1) изолированные деэндотелизирован­

ные гладкомышечные сегменты (СГМС) аорты белых крыс и 2) культуральные 

сосудистые гладкомышечные клетки, полученные из аорты крыс линии Wistar-

Kyoto (WKY). Линия клеток  WKY-7 была создана в соответствии с выражен­

ным сократительным фенотипом этих клеток, что подтверждалось высокой экс­

прессией специфичных для гладких мышц α-актина, белка SM22 и КЛЦМ. Ли­

ния WKY-7 обладала наибольшей чувствительностью к ангиотензину II и эндо­

телину-1, измеренной по уровню митоген-активированного фосфорилирования 

протеинкиназы ERK1/2 [Davis et al., 2003]

2.2. Методики исследования

Подготовка гладкомышечных сегментов аорты крысы для исследования сокра­

тительной активности

Для исследования сократительной активности использовали изолирован­

ные гладкомышечные сегменты аорты белых крыс в возрасте 11-13 недель. По­

сле внутриперитонеальной анестезии нембуталом (70мг/кг) проводили декапи­

тацию, выделяли аорту, помещали ее в физиологически сбалансированный соле­

вой раствор, с помощью хирургических ножниц отпрепаровывали жировую и 

соединительную ткань и выделяли сегменты шириной 2-3 мм. Эндотелий удаля­

ли механически, вращением деревянного шпателя в просвете сегмента в течение 

1 минуты непосредственно перед выполнением эксперимента. Отпрепарирован­

ные  деэндотелизированные  сегменты  использовали  немедленно,  оставшуюся 

часть отпрепарированной аорты сохраняли в холодильнике при 4ºС. В предва­

рительных экспериментах было показано, что 24-часовое хранение аорты при 

4ºС не влияет на сократительные свойства гладких мышц.
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Исследование сократительной активности СГМС

Для исследования сократительной активности гладкомышечные сегменты 

фиксировали с помощью стальных крючков в камере объемом 1 мл, изготовлен­

ной из органического стекла. Камеру заполняли физиологическим раствором и 

термостатировали при 37˚C в условиях проточной перфузии (1мл/мин). 

Гладкомышечные сегменты, закрепленные в перфузионой камере, предва­

рительно растягивали нагрузкой 500-1000 мг, после чего с помощью шелковой 

нити  фиксировали  на  штоке  электромеханического  преобразователя  (механо­

трон МХ2Б, Москва). Сегменты отмывали физиологическим раствором в тече­

ние 40-50 минут при РН=7.4 (37˚C), после чего дважды вызывали гиперкаливое 

сокращение путем эквимолярного замещения NaCl на KCl, 30 мM. Далее в зави­

симости от целей эксперимента использовали модифицированный физиологиче­

ский раствор с измененным ионным составом или содержащий физиологически- 

или осмотически-активные вещества в отсутствие или присутствие тестируемых 

соединений. В качестве непроникающего биологически неактивного осмолита 

использовали сахарозу (50-300 мM) или холинхлорид (75 мМ). 

Аппликацию 150 мM сахарозы использовали для моделирования гиперос­

мотической стрикции СГМС. 

Изоосмотическую стрикцию вызывали восстановлением ионного состава 

раствора после 60-минутной инкубации сегментов в гипоосмотической среде, 

содержащей 40 мМ NaCl.

Для исследования сократительной активности сегментов в модели гипоос­

мотического набухания сегменты помещали в раствор с  концентрацией  NaCl 

равной 40-70 мМ

Амплитуда сократительных ответов гладкомышечных сегментов рассчи­

тывалось в процентах от амплитуды гиперкалиевого (эквимолярное замещение 

30 мM NaCl на KCl) или контрольного сокращения иной природы в зависимости 

от целей эксперимента. 
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В ряде экспериментов для оценки динамики гиперосмотически-индуциро­

ванного сокращения проводили математическое моделирование параметров из­

менения МН с использованием программного пакета MicroSoft Excel. При этом 

оцифровывали экспериментально полученные механограммы и аппроксимиро­

вали их экспонентой y(t)=A(exp(-1/αt)), где y – амплитуда сокращения в момент 

времени t; А – максимальная амплитуда, α – показатель динамики (характеризу­

ет динамику сокращения по признаку «пологость/крутизна» нарастания МН).

Изменения  механического  напряжения  регистрировали  с  помощью  XY 

рекодера (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Культивирование сосудистых гладкомышечных клеток

Точное измерение клеточного объема и входящих ионных потоков в глад­

комышечных  сегментах  затруднено  в  связи  с  существованием  относительно 

большого внеклеточного пространства,  присутствием фибробластов и  гетеро­

генностью СГМК в ткани. С другой стороны, в культуральных СГМК быстро 

снижается экспрессия ряда специфических генов, которые определяют их сокра­

тительный фенотип  in vivo.  Учитывая это,  была использована стратегия  low-

density seeding для  СГМК,  полученных  из  аорты  крыс  линии  Wistar-Kyoto 

(WKY), с целью выделить линию клеток, обладающих наиболее высокой экс­

прессией специфичного для гладких мышц α-актина, белка SM22 и КЛЦМ. Эта 

линия клеток, WKY-7, также обладала наибольшей чувствительностью к ангио­

тензину  II и  эндотелину-1,  измеренной  по  уровню  митоген-активированного 

фосфорилирования протеинкиназы  ERK1/2. Получение культуры, культивиро­

вание 

Клетки линии WKY-7 росли в течение 48-72 часов в среде DMEM, содер­

жащей эмбриональную сыворотку и сыворотку новорожденных телят (10% каж­

дой), глутамин (2 мМ), пенициллин (100 Ед/мл) и стрептомицин (100 мг/мл). 

Для  синхронизации  культуры  и  прекращения  пролиферативной  активности, 

перед экспериментами клетки инкубировали в течение 48 часов в присутствии 

0.2% телячьей сыворотки.
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Измерение активности NKCC

Активность  NKCC измеряли как  буметанид-чувствительный компонент 

входа 86Rb. Клетки WKY-7, осажденные в 24-ячеистые планшеты, дважды про­

мывали аликвотированными 2-мл порциями физиологического раствора. После 

аспирации среды, добавляли 0.25 мл физиологический раствор, содержащий 1 

мкCi/мл 86Rb и 1 мМ уабаина в присутствие или в отсутствие буметанида. После 

5-минутной инкубации при 37ºС, накопление изотопа останавливали добавлени­

ем 2 мл ледяной среды W, содержащей 100 мМ MgCl2 и 10 мМ HEPES-TRIS бу­

фер (pH 7.4). Радиоактивность инкубационной среды и лизата клеток были из­

мерены с помощью жидкого сцинциляционного анализатора, а значение входа 
86Rb (V, нМ/мл протеина·5мин) было рассчитано как v=A/am, где A – радиоак­

тивность образцов (cpm), а – специфическая радиоактивность К+ (86Rb) в среде 

(cpm/нМ), m – содержание протеинов, измеренное модифицированным методом 

Lowry [Orlov et al., 1996]. 

Измерение объема WKY-7 клеток

Объем внутриклеточной воды измеряли как пространство, доступное для 

[14C]-меченой мочевины [Orlov et al., 1996], рассчитанное как V=Ac/Amm, где Ac 

- радиоактивность клеток после 30-минутной инкубации с мочевиной, [14C]-ме­

ченой 2 мкCi/мл (dpm),  Am – радиоактивность инкубационной среды (dpm/мл), 

m – содержание протеинов в лизате клеток (мг).

Измерение внутриклеточного Cl- в WKY-7 клетках

Содержание внутриклеточного Cl- в WKY-7 измерялось как поддерживае­

мое распределение  36Cl по методу [Orlov et al., 1996]. Для расчета [Cl-]i, объем 

внутриклеточной воды оценивался в параллельных экспериментах по протоко­

лу,  приведенному выше.  Чтобы измерить содержание  Cl-
i в  СГМС, сегменты 

предварительно  инкубировали  в  физиологическом  растворе,  содержащем  2 

мкCi/мл  36Cl. В ряде экспериментов, буметанид и сахароза добавлялись в по­

следние 30 мин инкубации. Затем СГМС омывали 3×50 мл аликвотами ледяного 
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физиологического раствора и солюбилизировали в сцинциляционной смеси, со­

держащей  Triton X100:toluene 1:2,  4  г/л 2,5-дифенил-1,3,4-оксадиазол (РРО) и 

0.1  г/л  1,4-бис[5-фенил-2-оксазолил]-бензен;  2-2’-з-фенилен-бис[5-фенилокса­

зол]  (РОРОР).  Внутриклеточное  содержание  Cl- (нМ/мг)  рассчитывалось  как 

[Cl-]i=A/am, где А – радиоактивность образцов (cpm), а – специфическая радио­

активность  Cl- в  среде (cpm/нМ),  m –  влажный вес  СГМС (мг),  измеренный 

перед инкубацией.

Измерение активности потенциал-зависимых Са2+ каналов в WKY-7 

клетках

Активность потенциал-зависимых Са2+ каналов оценивалась как верапа­

мил- или нифедипин-чувствительный компонент входа 45Са. Клетки WKY-7, по­

сеянные в 24-явеистые планшеты, преинкубировали в течение 30 мин в физио­

логическом растворе. Затем среду аспирировали и добавляли физиологический 

раствор, содержащий 0.1 мМ CaCl2 в присутствие или отсутствие нифедипина и 

верапамила. Накопление изотопа инициировали добавлением 0.25 мл физиоло­

гического раствора такого же состава, содержащего 3 мкCi/мл 45Cа, и прекраща­

ли через 5 мин, как описано выше. Чтобы индуцировать деполяризацию, увели­

чивали содержание KCl до 60 мМ, эквимолярно заменяя NaCl. 

Исследование радиоактивности сред инкубации и лизата клеток проводи­

лось с помощью сцинциляционного анализатора.

2.3. Растворы и реактивы

Физиологический раствор содержал (мM): 120.4 NaCl, 5.9 KCl, 2.5 CaCl2, 

1.2 MgCl2, 5.5 глюкоза, 15 C4H11O3N [tris(oxymethyl)-aminometan] (pH 7.4; 316.4 

мосМ). Бескальциевый раствор содержал 0.5 мМ ЭГТА и 3.6 мМ MgCl2. С це­

лью избежать влияния Cl-/HCO3
- обмена на внутриклеточную концентрацию Cl-, 

физиологический раствор готовили без бикарбонат анионов во всех эксперимен­

тах. РН корректировали добавлением 0.1 N HCl. Осмолярность среды повышали 

добавлением 50 – 300 мМ сахарозы,  как непроникающего осмолита (366.4 – 

466.4 мосМ). Гипоосмотический раствор готовили, снижая концентрацию NaCl 
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(40.4 – 70.4 вместо 12.4 мМ NaCl, 156.4 – 216.4 мосМ). При исследовании пото­

ков 86Rb в WKY-7 в бесхлорном физиологическом растворе, KCl, NaCl и MgCl2 

заменяли глюконатом Na, глюконатом K и  MgSO4, соответственно, в то время 

как СаCl2 не добавляли. Предварительно было показано, что отсутствие Ca2+
o не 

влияло  на  объем-зависимую  регуляцию  уабаин-резистентных  потоков  86Rb в 

СГМК [Orlov et al., 1992]. При исследовании влияния селективной нормализа­

ции ионного состава раствора (Na+,  Cl-) на сократительные реакции СГМС ис­

пользовали холинхлорид и глутамат Na. 

Используемые реактивы: Реактивы были получены из SIGMA (St.  Louis, 

Mo., USA) за исключением ЭГТА, РОРОР, РРО (Serva, Heidelberg, Germany), ве­

рапамила (Orion,  Helsinki,  Finland), доцетаксела (United Kingdom) и клеточных 

сред (Gibco BRL, Gaithersburg, Mo., USA). Радиоактивные реагенты были полу­

чены от New England Nuclear (Boston, Mass.)  и Amersham (Mississauga, Ont.). 

Маточные растворы готовили в  DMSO, нифедипин растворяли в 70% этаноле. 

Ни DMSO, ни этанол в максимальной концентрации 0.1% не влияли на исследу­

емые параметры.

2.4. Приборы и оборудование

Механографическая  установка  изготовлена  из  органического  стекла  и 

представляет собой платформу с теплообменником, в верхней части которого 

находится кювета объемом 1 мл. В стене кюветы закреплен крючок, выполнен­

ный из медицинской стали. В кювете постоянно перфузируется термостатируе­

мый (37ºС) физиологический раствор со скоростью 1мл/мин. Блок – схема уста­

новки приведена на рис. 1. Сигнал с анодных цепей механотрона подавался на 

предварительный усилитель, собранный на базе микросхем К140УД12 (принци­

пиальная схема представлена на рис. 2, сигнал, поступающий с усилителя, реги­

стрировался на самописце «XY Recorder Endim 620.02». 

2.5. Статистическая обработка

Результаты представлены как  среднее  арифметическое  ±  среднеквадра­

тичное отклонение (σ) и обработаны с помощью программного пакета Statistika 
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с использованием непараметрического критерия Мана-Уитни или t-теста для за­

висимых образцов (t-test for dependent samples). Для оценки согласованности из­

менений ряда параметров в моделях стрикции клеток с помощью программного 

пакета  Statistika рассчитывались  корреляционные  коэффициенты  для  пар  1) 

объем WKY-7 клеток — активность NKCC; 2) активность NKCС — механиче­

ское напряжение сегментов; 3) объем WKY-7 клеток — механическое напряже­

ние. Достоверными считали различия при значении р<0.05.

Рисунок 1. Схема установки:

1 – кювета с гладкомышечным препаратом; 2 – термостат; 3 – емкость  

с раствором; 4 – перистальтический насос; 5 – механотрон; 6 – усилитель; 7 –  

регистрирующее устройство; 8 – груз.
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Рисунок 2.  Электрическая схема установки для  изучения  механической 

активности изолированных гладкомышечных полосок

A1-A3 — микросхема К140УД12

R1,R3 — резистор МЛТ-0.125-3K ±10%

R2 — резистор ППЗ-40-1.5K

R4 — резистор МЛТ-0.125-5.1K ±10%

R5 — резистор ППЗ-40-470K

R6,R7 — резистор МЛТ-0.125-510K ±10%

R8,R9,R15 — резистор МЛТ-0.125-1M±10% 

R10-R14 — резистор МЛТ-0.125-22K ±10%
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ГЛАВА III 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1. Сократительные реакции гладкомышечных сегментов аорты в моделях из­

менения объема клеток

Изменение осмолярности среды инкубации является перспективным ме­

тодическим подходом для активации объем-чувствительного ионного транспор­

та и выяснения роли систем поддержания клеточного объема в регуляции кле­

точных  функций.  Это  позволяет  модулировать  активность  Na+,K+,2Cl-  ко­

транспорта  и  других  объем-чувствительных  ионтранспортирующих  систем 

клетки без дополнительного воздействия какими-либо биологически активными 

соединениями. Участие объем-чувствительных механизмов в регуляции сокра­

тительной активности изолированных сегментов аорты крысы было изучено при 

моделировании гиперосмотического и изоосмотического сжатия и гипоосмоти­

ческого набухания СГМК. 

3.1.1. Сокращение гладкомышечных сегментов аорты в модели гиперосмотиче­

ской стрикции клеток

С целью установить влияние гиперосмотически индуцированного сниже­

ния объема клеток на механическое напряжение (МН) сосудистых сегментов 

(СГМС), был исследован эффект аппликации модифицированного физиологиче­

ского раствора, содержащего 50–300 мM сахарозы в качестве непроникающего 

осмолита (25–600 мосМ). Повышение осмолярности раствора приводило к раз­

витию воспроизводимого сокращения, амплитуда которого поддерживалась, по 

крайней мере, в течение 45 мин от начала аппликации. В качестве основного ис­

следуемого параметра во всех последующих экспериментах была выбрана ам­

плитуда сокращения СГМС при аппликации 150 мM сахарозы, при которой на­

блюдалось  субмаксимальное  повышение  тонуса.  Амплитудные  и  скоростные 

параметры сокращения оставались стабильными,  по крайней мере,  при трех­

кратном повторении аппликации 150 мM сахарозы с последующим отмыванием 

в течение 30 минут между ними (рис. 3, 4). Амплитуда сокращения на 20 минуте 
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действия 150 мM сахарозы составляла 51.8±9.0% (n=78) по сравнению с величи­

ной контрольного гиперкалиевого сокращения. 

Для  исключения  специфического  действия  сахарозы  на  механическое 

напряжение сегментов был исследован сократительный эффект химически не­

сходного с ней и также биологически инертного осмолита холинхлорида (75 

мМ, 150 мосМ). Добавление холинхлорида также приводило к развитию близко­

го по амплитуде сокращения, величина которого составила 63.5±8.1% по срав­

нению с величиной гиперкалиевого сокращения.

3.1.2. Сократительные реакции гладкомышечных сегментов аорты в мо­

дели изоосмотической стрикции клеток

Согласно  литературным  данным,  как  гипер-,  так  и  изоосмотическая 

стрикция вызывает существенную активацию NKCC, однако при гиперосмоти­

ческом воздействии активация NKCC носит постоянный характер, а в случает 

изоосмотической – транзиторный [Mongin and Orlov, 2001]. Кроме того, изоос­

мотическая стрикция,  в  отличие от гиперосмотической,  сопровождается  RVI, 

что также представляет значительный интерес при сравнении результатов, полу­

ченных в этих двух моделях. С целью изучить влияние альтернативного способа 

снижения объема СГМК на их сократительную активность, был исследован эф­

фект изоосмотической стрикции клеток, которая индуцировалась восстановле­

нием  осмолярности  среды  инкубации  после  длительного  гипоосмотического 

воздействия.

Клетки экспонировали в гипоосмотической среде в течение 60 минут, что 

должно было привести к потери внутриклеточных осмолитов, и затем возвраща­

ли их в нормоосмотический раствор. В этой модели восстановление ионного со­

става раствора должно приводить к резкой транзиторной активации NKCC, что 

является  одним  из  основных  механизмов  регуляторного  увеличения  объема 

СГМК [Mongin and Orlov, 2001]. Это было продемонстрировано с использовани­

ем  WKY-7 клеток (рис. 8) при запуске изоосмотической стрикции с помощью 

манипуляций, аналогичных использованным при исследовании сократительной 

активности сегментов аорты.
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Рисунок 3. Влияние гиперосмотического раствора (50, 100, 200 и 300 мM 

сахарозы) на механическое напряжения сегментов аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок  4.  Воспроизводимость  гиперосмотически-вызванного  сокраще­

ния СГМС аорты крысы при трехкратном воздействием гиперосмотического 

раствора (150 мМ сахарозы). 
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).

92



Длительная преинкубация клеток в гипоосмотическом растворе должна 
снижать внутриклеточную концентрацию Cl- вследствие 1) уменьшения внекле­
точной концентрации ионов Cl- из-за снижения его внеклеточной концентрации, 
2)  ингибирования  NKCC [Russel,  2000]  и  3)  активации  K+,Cl- котранспорта 
[Mongin and Orlov, 2001]. 

Восстановление осмолярности раствора до 120 мM NaCl после 60-минут­
ной инкубации в гипоосмотическом растворе, содержащем 40 мM NaCl, во всех 
случаях приводило к развитию транзиторного сокращения, длительность кото­
рого составляла 38.8±1.6 мин, а амплитуда – 21.6±8.7% по сравнению с величи­
ной гиперкалиевой контрактуры (n=8) (рис. 5).

3.1.3. Сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы в модели ги­
поосмотического набухания клеток

Снижение  осмотического  давления  физиологического  раствора  при 
уменьшении содержания в нем NaCl до 70.4 и 40.4 мМ вело к быстрому разви­
тию транзиторного  сокращения  сегментов  аорты  крысы (рис.  6).  Амплитуда 
транзитрного сокращения составила 59.8%±12.3% (n=20) и 75.7±8.9% (n=18) по 
сравнению с величиной гиперкалиевого сокращения, а длительность – 25.7±3.5 
мин и 40±4.8 мин, соответственно.

3.2. Изменения объема гладкомышечных клеток и активность NKCC
3.2.1. Объем клеток WKY-7 в моделях стрикции и набухания

С целью изучить модуляции объема клеток в условиях, соответствующих 
моделированию стрикции на изолированных сегментах аорты, было использова­
но  косвенное  определение  содержания  внутриклеточной  воды,  являющейся 
главным маркером объема клеток. Для этого использовали культуру гладкомы­
шечных клеток аорты WKY-7, характеризующуюся максимальной экспрессией 
таких  сократительных  и  регуляторных  белков,  как  α-актин,  белок  SM22  и 
КЛЦМ, играющих важную роль в сопряжении возбуждения-сокращения.  Эта 
линия клеток, WKY-7, также обладала наибольшей чувствительностью к ангио­
тензину  II и  эндотелину-1,  измеренной  по  уровню  митоген-активированного 
фосфорилирования протеинкиназы ERK1/2.
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Рисунок 5. Динамика механического напряжения  сегментов аорты кры­

сы в модели изоосмотической стрикции (пояснения в тексте).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 6. Влияние гипоосмотического раствора на механическое напря­

жение сегментов аорты крысы.
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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10-минутная инкубация клеток линии WKY-7 была достаточна для уста­
новления равновесного распределения [14C]-меченой мочевины между внутри­
клеточной средой и средой инкубации (рис. 7А, кривая 1),  что согласуется с 
данными о быстрой кинетике аккумуляции [14C]-меченой мочевины, получен­
ными в работах [Orlov at al., 1996-2000].  

Перенос клеток в гиперосмотическую среду, содержащую 150 мM сахаро­
зы быстро снижал объем  WKY-7 клеток  на  ~20%.  Данное снижение  объема 
оставалось  поддерживаемым  и  не  претерпевало  существенных  изменений  в 
течение последующих 40 минут (рис. 7A, кривая 2). Рисунок Б показывает зави­
симость модуляции клеточного объема от осмолярности среды инкубации, из­
менения которой были обусловлены увеличением концентрации сахарозы с 50 
до 150 мM.

Для исследования изменения объема WKY-7 клеток в модели изоосмоти­
ческого сжатия, был применен протокол, обычно используемый для подобных 
исследований [Orlov et al., 1992; 1996; 2004] и соответствующий схеме экспери­
ментов, выполненных на гладкомышечных сегментах аорты (гл. 3.1.2.). Для это­
го клетки предварительно инкубировали в условиях глубокого гипоосмоса (40.4 
мМ NaCl) в течение 60 минут, а затем осмолярность и состав раствора восста­
навливали до контрольных значений (120.4 мМ NaCl). Во время предобработки 
в  гипоосмотическом растворе  запускалась  потеря  клетками внутриклеточных 
осмолитов,  что  при  восстановлении  осмолярности  раствора  приводило  к  ос­
мотически-обусловленному выходу воды, снижению клеточного объема и акти­
вации механизмов RVI. Действительно, было обнаружено, что в данной модели 
стрикции объем WKY-7 клеток транзиторно снижался и через ~30 минут после 
переноса  в  изоосмотическую  среду  восстанавливался  до  исходных  значений 
(рис. 7В). 

Динамика изменения объема клеток  WKY-7 и развития сократительных 
ответов сегментов аорты в соответствующих моделях стрикции проявляли су­
щественное сходство (рис. 9, 10). Кривая механического напряжения сегментов 
была незначительно смещена вправо по сравнению с модуляциями объема кле­
ток, что, очевидно, обусловлено меньшей скоростью диффузии растворов с из­
мененным составом в пределах стенки сосудистых сегментов по сравнению с 
скоростью диффузии в культуральной среде. 
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Рисунок 7. Модуляции клеточного объема при гиперосмотическом (А, Б) и  

изоосмотическом (В)  сжатии клеток линии  WKY-7.  А.  Кинетика модуляции 

объема клеток в гипертонической среде. В момент времени, указанный стрел­

кой, было добавлено 0.5 мл контрольного (кривая 1) или гиперосмотического 

(150 мM сахарозы) (кривая 2) раствора. Б. Зависимость клеточного объема от 

осмолярности среды инкубации.  В.  Кинетика  модуляции  объема клеток  при  
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изоосмотическом сжатии. В момент времени, указанный стрелкой, среда ин­

кубации была аспирирована, и был добавлен изоосмотический раствор (120.4 

мM NaCl), содержащий [14C]-меченую мочевину.
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3.2.2. Активность NKCC в культуральных клетках линии WKY-7 в моде­

лях гиперосмотической и изоосмотической стрикции

Как известно, одним из ключевых механизмов стабилизации объема кле­

ток при стрикции, вызванной абсолютным или относительным увеличением ос­

мотического  давления  среды,  является  активация  NKCC [Mongin and Orlov, 

2001; Lang, 2000; Russel, 2000]. Несмотря на то, что резкая активация NKCC ха­

рактерна как для гипер-,  так и для изоосмотической стрикции, особенностью 

СГМК по сравнению с другими типами клеток является то, что NKCC опосреду­

ет  RVI только в случае изоосмотической, но не гиперосмотической, стрикции. 

Более того, при гиперосмотическом сжатии сосудистых ГМК RVI не наблюда­

ется вообще. Для оценки возможного вклада NKCC в сократительные реакции 

СГМС в моделях стрикции, была исследована динамика изменения активности 

этого котранспортера в клетках WKY-7 с учетом схем экспериментов, использо­

ванных в работе с сегментами аорты. Активность NKCC оценивалась как буме­

танид-чувствительный компонент  накопления  86Rb,  транспорт  которого  через 

цитоплазматическую  мембрану  характеризуется  существенным  сходством  с 

переносом ионов К+.

В присутствии ингибитора  Na+,K+-ATPазы уабаина добавление 10 мкM 

буметанида снижало значение накопления K+ (86Rb) в ~3 раза (рис. 8A, линия 2). 

Дальнейшее повышение концентрации этого соединения до 100 мкM незначи­

тельно влияло вход K+ (86Rb) (рис. 8A, линия 3). Эти данные согласуются со зна­

чением Ki для этого соединения в пределах от 0.2 до 2 мкM [Russel, 2000]. По­

вышение осмолярности среды при добавлении 150 мкM сахарозы вело к ~3-

кратной активации NKCC (рис. 8Б, кривая 1). Дальнейшее повышение осмоляр­

ности среды ингибировало активность NKCC. Угнетение NKCC, вероятно, обу­

словлено рекипрокным ингибированием котранспортера внутриклеточным  Cl- 

[Russel,  2000].  Кроме  того,  повышение  осмолярности  среды  снижало 

(уабаин+буметанид)-резистентный вход K+ (86Rb) с ~7 до 2 нМ·(мг протеина)-1·5 

мин-1 (рис. 8Б, кривая 2). Этот эффект полностью исчезал в отсутствие Cl-, что 
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указывает на подавление базальной активности  K-Cl котранспорта в гиперос­

мотической среде (рис. 8Б, кривая 3). Несмотря на то, что активность K-Cl ко­

транспорта также подавляется петлевыми диуретками,  константа ингибирова­

ния (К1/2)  K-Cl котранспорта буметанидом имеет более высокие значения, чем 

для NKCC. Так, в эпителии почек кролика К1/2 составляет ~60 мкМ [Gillen et al., 

1996] и ~190 мкМ в гипоосмотически-активированных клетках почечного эпи­

телия человека линии HEK-293 [Gillen and Forbush, 1999]. 

Повышение активности  NKCC сохранялось до 30-ой минуты инкубации 

клеток в гиперосмотическом растворе (рис. 8В, кривая 2). В противоположность 

этому, изоосмотическое сжатие вело к транзиторной активации этого перенос­

чика, которая полностью исчезала к 30-ой минуте после переноса клеток из ги­

поосмотической в изоосмотическую среду (рис. 8В, кривая 3). 

Полученные сведения о динамике изменения объема и активности NKCC 

клеток  линии  WKY-7  согласуются  с  данными  об  изменениях  механического 

напряжения СГМС в соответствующих моделях стрикции клеток (рис. 9,  10). 

Коэффициенты  корреляции  для  пар:  1)  объем  WKY-7  клеток  —  активность 

NKCC, 2) объем  WKY-7 клеток — амплитуда сокращения СГМС и 3) актив­

ность NKCC — амплитуда сокращения СГМС составляли 0.94, 0.94, 0.90 в слу­

чае гиперосмотической стрикции и 0.94, 0.61, 0.65 при изоосмотической стрик­

ции, соответственно (p<0.05). 

Особую  роль  NKCC играет  в  регуляции  сокращения  СГМС  в  модели 

изоосмотической стрикции. Блокатор NKCC буметанид (10 мкМ), ингибировал 

NKCC, подавлял RVI и пролонгировал сокращение СГМС (гл. 3.3.1.). Этот факт 

свидетельствует о первичной роли снижения объема клеток в развитии сокраще­

ния СГМС в модели изоосмотической стрикции. 

Механизмы функциональной связи клеточного объема, активности NKCC 

и сократительной активности СГМК, по всей видимости, включают следующие 

этапы: 
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1. индуцированную стрикцией активацию сенсора клеточного объема не уста­

новленной природы, 

2. изменение активности объем-чувствительной киназы [Waldegger et al., 1997], 

которой наиболее вероятно является серин-треониновая киназа(ы) hsgk, пре­

пятствующая осмотической стрикции клеток [Wagner et al., 2000],

3. опосредованную объем-чувствительной  киназой  hsgk активацию  NKCC 

[Lang et al.,  2002],  сопряженную  с  фосфорилированием  молекулы  ко­

транспортера [Russel, 2000],

4. NKCC-опосредованное увеличение [Cl-]i, 

5. развитие сокращения СГМК или в результате Cl--опосредованной деполяри­

зации мембраны (происходящей в случае активации  Cl- каналов), или в ре­

зультате запуска внутриклеточных  Cl-
i-зависимых регуляторных процессов. 

Последнее  предположение  подтверждается  идентификацией  Cl-
i-чувстви­

тельных каскадов, вовлекающих Cl-
i-зависимые протеиновые киназы, однако 

их роль была подтверждена пока только в процессах регуляции активности 

ряда  мембранных протеинов респираторного  эпителия  [Treharne  KJ  et  al., 

1994; Muimo R et al., 1998] и GABAA рецепторов нейронов коры головного 

мозга [Lanius RA et al., 1993].

3.3. Изучение вовлечения NKCC в сократительные реакции гладкомышеч­

ных сегментов аорты крысы в моделях изменения клеточного объема, при ап­

пликации БАВ и гиперкалиевой деполяризации мембраны

С целью выяснить, вовлекается ли NKCC в сократительные ответы, разви­

вающиеся при моделировании набухания и стрикции СГМК и при их активации 

с помощью БАВ и гиперкалиевого раствора, было исследовано влияние селек­

тивного блокатора  NKCC буметанида на развитие сокращений изолированных 

сегментов аорты крысы при действии контрактильных стимулов различной при­

роды.
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Рисунок  8.  Объем-зависимая  модуляция  NKCC в  сосудистых  ГМК.  А.  

Влияние буметанида на вход K+ (86Rb). Б. Зависимость активности NKCC (кри­

вая 1) и буметанид-резистентного компонента входа  86Rb (кривые 2 и 3) от 

осмолярности среды инкубации. В. Кинетика модуляции активности NKCC при 
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гиперосмотическом (2) и изоосмотическом (3) сжатии клеток. *  p<0.001 при 

сравнении со значениями кривой 3.
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Рисунок  9.  Зависимость  амплитуды  сокращения  гладкомышечных  сег­

ментов аорты крысы, активности NKCC и уменьшения объема WKY-7 клеток 

от времени инкубирования в гиперосмотической среде, содержащей 150 мМ са­

харозы.  Уменьшение  объема  клеток  рассчитывалось  как  разность  между 

объемами контрольных клеток и клеток,  экспонированных в  гиперосмотиче­

ском растворе, в соответствующие моменты времени.
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Рисунок 10. Зависимость амплитуды сокращения сегментов, активности 

NKCC и уменьшения объема гладкомышечных клеток  WKY-7 в модели изоос­

мотической стрикции клеток от времени со старта изоосмотической стрик­

ции клеток. Уменьшение объема клеток рассчитывалось как разность между 
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объемами контрольных клеток и клеток в модели изоосмотического сжатия в  

соответствующие моменты времени.
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3.3.1. Роль NKCC в сокращениях гладкомышечных сегментов аорты кры­

сы, индуцированных модуляциями клеточного объема

3.3.1.1. Роль NKCC в развитии гиперосмотически-индуцированного сокращения 

гладкомышечных сегментов аорты крысы

Согласно данным Орлова С.Н. [Orlov et al., 1992], гиперосмотическое воз­

действие ведет к стрикции клеток, сопровождающейся поддерживаемой актива­

цией NKCC. Предобработка сегментов в течение 5, 15, 30 или 60 минут селек­

тивным ингибитором этого переносчика буметанидом в концентрации 10–100 

мкМ  снижала  амплитуду  сокращения,  индуцированного  гиперосмотическим 

воздействием. Степень ингибирующего действия буметанида зависела от време­

ни предобработки и достигала максимальных значений после 30 мин инкубации 

(рис. 11, табл. 3).

Таблица 3. Влияние буметанида на амплитуду сокращения гладкомышеч­

ных сегментов аорты крысы, индуцированного гиперосмотическим раствором 

(150 мM сахарозы).

Буметанид, мкМ Время предобработки, 

мин

Амплитуда сокращения, %

Контроль - 100

10

5 88.2±5.8** (n=7)
15 91.3±9.3 (n=5)
30 82.5±9.0* (n=6)
60 66.8±5.1** (n=6)

50

15 80.8±12.1* (n=7)
30 63.8±7.7** (n=7)
60 65.5±10.0* (n=6)

100

15 94.5±6.6 (n=6)
30 64.8±7.6** (n=6)
60 62.5±10.9** (n=5)

*, **p<0.05 и 0.005, соответственно.
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Рисунок 11. Сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы в мо­

дели гиперосмотической стрикции клеток в отсутствии (кривая 1, сплошная 
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линия) и присутствии 10-мкM (кривая 2,  пунктир) или 100-мкМ буметанида 

(кривая 3, пунктир).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 12. Сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы в мо­

дели изоосмотической стрикции клеток в отсутствии (кривая 1, сплошная ли­

ния) и присутствии 10-мкM буметанида (кривая 2, пунктир). 
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Буметанид добавлялся за 5 минут до восстановления ионного состава 

раствора.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Одной из наиболее вероятных гипотез подавляющего действия буметани­

да и вовлечения NKCC в регуляцию гиперосмотически индуцированного сокра­

щения является  NKCC-опосредованный контроль [Cl-]i.  В свою очередь, [Cl-]i 

может участвовать в сопряжении возбуждения и сокращения, обеспечивая депо­

ляризацию  мембраны  при  открывании  или  активации  хлорных  каналов.  Это 

предположение основано на том, что в СГМК экспрессированы хлорные кана­

лы, по крайней мере, трех субтипов [Chipperfield and Harper, 2000]. Эти каналы 

могут обеспечивать выход хлора и появление деполяризующего хлорного тока. 

В то же время, нельзя исключить и другие [Cl-]i-зависимые механизмы регуля­

ции сократительной активности СГМК, так как в не мышечных клетках были 

описаны  Cl-
i-чувствительные  регуляторные  каскады,  включающие  Cl-

i-зависи­

мые протеинкиназы [Treharne et al., 1994; Muimo et al., 1998; Lanius et al., 1993], 

однако это предположение требует дальнейшего исследования.

3.3.1.2. Роль NKCC в развитии сокращения гладкомышечных сегментов 

аорты крысы в модели изоосмотической стрикции клеток

Транзиторная активация NKCC является основным механизмом RVI при 

изоосмотической стрикции СГМК [Mongin and Orlov, 2001;  Lang, 2000;  Russel, 

2000]. Для выявления вклада этого переносчика в развитие транзиторного со­

кращения, развивающегося в модели изоосмотического снижения объема, был 

исследован эффект селективного блокатора NKCC буметанида. 5 – 60-минутная 

предобработка  буметанидом  (10  мкМ)  существенно  удлиняла  сокращение 

СГМС (р<0.005, табл. 4) независимо от времени предобработки. При этом име­

лась тенденция к увеличению амплитуды сокращения. 

Полученные данные указывают на важную роль клеточного объема в раз­

витии сокращения СГМС при изоосмотической стрикции. По всей видимости, 

буметанид, блокируя NKCC и отменяя, таким образом, RVI, препятствует нор­

мализации механического напряжения СГМС. Участие клеточного объема в со­

кратительной регуляции механического напряжения гладких мышц может быть 

обусловлено целым рядом механизмов. 
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Таблица  4.  Влияние  5-минутной  предобработки  буметанидом  на  ам­

плитуду и длительность сокращения  гладкомышечных сегментов аорты кры­

сы в модели изоосмотической стрикции (% гиперкалиевого сокращения (30 мM 

KCl)). 

Максимальная амплитуда сокращения 

СГМС, % гиперкалиевого сокращения 

(30 мM KCl)

Длительность 

сокращения, мин

Контроль 21.6±8.7 (n=8) 38.8±1.6 (n=8)
Буметанид, 10 μM 39.5±14.7 (n=6) 143.8±8.5* (n=5)

*p<0.005

Одним из наиболее вероятных механизмов вовлечения клеточного объема 

в регуляцию функций клеток является молекулярная трансформация мембраны 

кавеол. Это сопровождается транслокацией специфических протеинов и проте­

инкиназ в область кавеол, а также изменение функционирования локализован­

ных в области кавеол ионных транспортеров и сопряженных с ними внутрикле­

точных регуляторных каскадов [Anderson, 1998; Okamoto  et al, 1998; Trouet  et 

al.,  1999; 2001;  Kang et al,  2000]. Было показано, что состояние кавеол имеет 

важное значение для сопряжении возбуждения и сокращения СГМК [Urban et 

al., 2003]. Действительно, кавеолы играют ключевую роль в кальций-опосредо­

ванной сигнализации и могут вести себя как универсальный клеточный осмо­

метр [Page et al, 2000;  Kordylewski et al, 1993], пространственная организация 

которого модулируется изменениями осмолярности среды и функционирование 

которого  поддерживается  высокой  экспрессией  в  кавеолах  аквапорина  [Ko­

rdylewski et al, 1993; Grunnet et al, 2003]. 

Кроме того, изменения объема клеток могут вести к изменению активно­

сти  биомакромолекул  из-за  их  концентрирования  или  делюции  [Burg,  2000; 

Cuneo et al.,  1992].  Роль общей концентрации макромолекул  (macromolecular 

crowding)  была  показана  в  регуляции  активности  эритроцитарного  K-Cl ко­

транспорта [Colclasure and Parker, 1992] и ряда других молекул [Rohwer et al., 

1998; Minton, 1993; Kinjo and Takada, 2002; Madden and Herzfeld, 1993], что поз­

волило даже высказать предположение о том, что суммарная концентрация ма­

кромолекул может играть роль сенсора клеточного объема [Burg, 2000]. 
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3.3.1.3. Роль NKCC в развитии гипоосмотически-индуцированного сокра­

щения гладкомышечных сегментов аорты крысы

Предобработка СГМС блокатором  NKCC буметанидом (10 мкМ) суще­

ственно снижала величину гипоосмотически индуцированного сокращения, вы­

званного снижением наружной концентрации  NaCl до 70.4 мМ. Подавляющее 

действие 10-мкМ буметанида усиливалось при увеличении времени инкубации 

с 10 до 30 мин. В последнем случае происходило полное подавление гипоос­

мотически индуцированного сокращения, так же как и в случае 15-мин предоб­

работки 100-мкМ буметанидом (рис.  13,  14).  Полученные данные свидетель­

ствует о вовлечении  NKCC в обеспечении сократительной активности СГМС 

при гипоосмотическом набухании клеток. 

По  всей  видимости,  основным  NKCC-опосредованным  механизмом, 

участвующим в гипоосмотически индуцированном сокращении, является пред­

варительное создание неравновесного электрохимического потенциала Cl-, сни­

жение которого может происходить при гипоосмотической активации объем-

чувствительных хлорных каналов, ведя к деполяризации мембраны и активации 

потенциал-зависимых  Са2+ каналов  с  последующим развитием  классического 

кальций-зависимого сокращения. В связи с предложенной гипотезой, транзитор­

ный характер сокращения может быть обусловлен несколькими факторами: 1) 

ингибированием NKCC в гипоосмотической среде [Russel, 2000], 2) снижением 

электрохимического градиента хлора в результате активации K-Cl котранспорта 

[Adragna et al., 2000] и выхода Cl- через объем-активированные хлорные каналы 

и 3) инактивацией или закрыванием объем-чувствительных Сl- каналов за счет 

развивающегося RVI [Mongin and Orlov, 2001; Lang, 2000]. Основным механиз­

мом последнего в СГМК является выход К+ по харибдотоксин-чувствительным 

Са2+-активируемым К+ каналам [Anfinogenova et al., 2001], что само по себе мо­

жет также вызывать реполяризацию мембраны СГМК и вносить вклад в рас­

слабление.

115



  EMBED CorelDRAW.Graphic.12 

116



Рисунок 13. Влияние предобработки буметанидом (10 мкМ) на развитие 

гипоосмотически-индуцированного сокращения.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).

117



Рисунок 14.  Влияние предобработки буметанидом (100 мкМ) на гипоос­

мотически-индуцированное  сокращение  гладкомышечных  сегментов  аорты 

крысы.
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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3.3.2. Роль NKCC в сокращении гладкомышечных сегментов аорты крысы, ин­

дуцированном гиперкалиевой деполяризацией мембраны

Одним из предполагаемых механизмов действия селективного блокатора 

NKCC буметанида является его способность вызывать гиперполяризацию мем­

браны СГМК за счет снижения NKCC-опосредованного Cl- градиента и, таким 

образом, подавления хлорных токов. Данная гипотеза основана на прямых сви­

детельствах  о  гиперполяризующем  действии  этого  соединения  на  мембрану 

СГМК [Davis et al, 1993], а также на данных, согласно которым NKCC участвует 

в  создании неравновесного градиента анионов хлора [Davis,  1992;  Koncz and 

Daugiras,  1994;  Davis et al.,  2000],  являющегося  причиной  деполяризующего 

хлорного тока при активации хлорных каналов плазмалеммы. Эта гипотеза поз­

волила  предположить,  что  буметанид  должен  оказывать  ингибирующее  дей­

ствие на развитие сокращения, индуцированного умеренной гиперкалиевой де­

поляризацией СГМК. Действительно,  предобработка СГМС буметанидом (10, 

50, 100 мкМ) в течение 5, 15, или 30 минут снижала максимальную амплитуду 

гиперкалиевого  (KCl,  30  мМ)  сокращения  (табл.  5).  При  этом  30-минутная 

предобработка (50, 100 мкМ буметанид) вела к двукратному подавлению ампли­

туды сокращения.

Таблица  5. Влияние буметанида на амплитуду гиперкалиевого сокраще­

ния  гладкомышечных  сегментов  аорты  крысы.  *P<0.05;  **P<0.002; 

***P<0.0005

Буметанид, 

мкM

Время предобработки, мин Амплитуда гиперкалиевого (30 

мM KCl) сокращения, %
- - 100

10
5 87.4±6.3* (n=5)
15 66.4±9.1*** (n=8)
30 65.0±12.4** (n=7)

50
5 79.5±4.9** (n=6)
15 72.8±5.5*** (n=7)
30 49.3±20.1** (n=4)
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100
5 63.8±10.8** (n=5)

15 66.2±12.6** (n=6)
30 48.9±9.1** (n=5)

На  основе  гипотезы  о  гиперполяризующем действии  буметанида  было 

сформулировано предположение, что действие этого соединения должно прояв­

ляться в большей степени в случае сокращения, индуцированного слабой или 

умеренной деполяризацией мембраны, в то время как при сильной деполяриза­

ции мембраны влияние буметанида на амплитуду сократительного ответа дол­

жен относительно снижаться. Для проверки данного предположения было ис­

следовано влияние буметанида на амплитуду сокращения, индуцированного эк­

вимолярным замещением 60 мМ NaCl на  KCl. Данная концентрация KCl была 

выбрана в связи с тем, что вызывала субмаксимальное по амплитуде повышение 

МН и, в то же время, снижение концентрации NaCl до 60.4 мМ в данном случае 

не должно было оказывать существенного влияния на активность  NKCC,  K1/2 

которого равна ~25 мМ NaCl [Russel, 2000].

Действительно, амплитуда сокращения, индуцированного сильной депо­

ляризацией мембраны (60 мМ KCl) после 30-минутной предобработки сегмен­

тов 100 мкМ буметанида практически не изменялась (~97±4% по сравнению с 

контролем, n=7, p>0.5) (рис. 15А,Б). Полученные результаты свидетельствуют в 

пользу вышеприведенной гипотезы. Эти данные указывают также на отсутствие 

значимого побочного влияния буметанида на основные звенья сопряжения воз­

буждения-сокращения в СГМК при гиперкалиевой деполяризации.

Полученные  данные  могут  служить  свидетельствовать  о  вовлечении 

NKCC в поддержание мембранного потенциала покоя сосудистых ГМК. Вместе 

с тем, полученные результаты противоречит данным Akar et al. (1999) о неэф­

фективности буметанида в отношении подавления амплитуды гиперкалиевого 

сокращения. Указанное противоречие частично может быть объяснено генети­

ческими различиями экспериментальных животных. Так, Akar использовал в ка­

честве объекта аорту крыс линии Sprague-Dawley и придерживался другого про­

токола проведения эксперимента, в котором ограничивался 20-минутной предо­

бработкой 10-мкМ буметанидом, в то время как в представляемой работе макси­
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мальный эффект буметанида наблюдался при 100-мкМ концентрации и 30-ми­

нутной предобработке. 

Несмотря на то, что полное блокирование NKCC при аппликации 10-мкМ 

буметанида в культуральных клетках наступает быстро, можно предположить 

существование сложных пространственно-временных характеристик его распре­

деления на тканевом уровне в стенке сосуда. Однако даже при быстром ингиби­

ровании котранспортера буметанидом, может требоваться значительное время 

для уменьшения хлорного градиента в не стимулированных клетках. Это пред­

положение вносит ясность в тот факт,  что при различных типах стимуляции 

гладких мышц (например, при изоосмотической стрикции и гиперкалиевой де­

поляризации  мембраны)  максимальный  эффект  буметанида  наблюдается  при 

различно времени предобработки. 

3.3.3. Роль NKCC в сокращениях гладкомышечных сегментов аорты кры­

сы, индуцированных аппликацией БАВ

С целью установить вовлечение NKCC в механизмы сократительного дей­

ствия вазоактивных соединений, было исследовано действие селективного бло­

катора NKCC буметанида на развитие фенилэфрин(ФЭ)- и ангиотензин(АТ II)-

индуцированного сокращения СГМС аорты крысы. Данные агонисты были вы­

браны в силу важной их физиологической роли в регуляции тонуса сосудов.

Предобработка СГМС буметанидом (10, 50, 100 мкМ) в течение 5, 15, или 

30 минут достоверно снижала максимальную амплитуду ФЭ(1 мкМ)-индуциро­

ванного сокращения (табл. 6). Максимальный эффект 10-мкМ буметанида до­

стигался  уже после  5  минут  преинкубации и  практически  не  изменялся  при 

удлинении времени предобработки. Полученные данные согласуются с данны­

ми, полученными на клетках линии WKY-7, что буметанид в концентрации 10 

мкМ вызывает быстрое и полное ингибирование уабаин-резистентного входа K+ 

(86Rb). Тем не менее, увеличение концентрации буметанида до 100 мкМ значи­

тельно усиливало ингибирующий эффект буметанида при 30-минутной предоб­

работке. При этом максимальная амплитуда ФЭ-индуцированного сокращения 

снижалась до 11.7±4.5 (n=9, p<0.0001) (рис. 17, табл. 6) по сравнению с контро­

лем. Ингибирующее действие 100-мкМ буметанида сохранялось после устране­
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ния этого соединения из раствора, по крайней мере, в течение последующих 40 

минут.
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A Б

Рисунок 15. Влияние буметанида на сокращение гладкомышечных сегмен­

тов аорты крысы,  индуцированное слабой (А)  и  сильной (Б)  деполяризацией  

мембраны в растворе, дополнительно содержащем 30 и 60 мМ KCl.
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Полученные в этой экспериментальной серии результаты отличаются от 

ранее опубликованных данных [Akar et al., 1999], согласно которым 20-минут­

ная предобработка 10 мкМ-буметанидом незначительно снижала ФЭ(1 мкМ)-

индуцированное сокращение. Согласно данным Akar et al., существенное инги­

бирующее действие буметанида проявлялось только в отношении сокращения, 

индуцированного аппликацией 10–30 нМ ФЭ, то есть при использовании кон­

центрации ФЭ на полтора-два порядка более низкой. Противоречивость данных, 

касающихся ингибирующего действия буметанида может быть объяснена как 

различием экспериментальных животных, использованных в данном исследова­

нии и в работе Akar et al., так и применение различных концентраций буметани­

да. Различия в линиях использованных животных как причина различного дей­

ствия буметанида вполне может заслуживать внимание в связи с тем, что в на­

шем исследовании не только ФЭ-, но KCl(30 мМ)-индуцированное сокращение 

отличалось большей чувствительностью к буметаниду.

Таблица  6. Влияние буметанида на амплитуду ФЭ(1 мкM)-индуцирован­

ного сокращения гладкомышечных сегментов аорты крысы.
Буметанид, 

μM

Время предобработки, 

мин

Амплитуда ФЭ-индуцированного сокра­

щения, %
Контроль - 100 

10

5 63.3±10.8 (n=7, p<0.0002)
15 63.1±12.6 (n=6, p<0.001)
30 55.3±9.8 (n=7, p<0.01)

50

5 77.3±8.7 (n=7, p<0.01)
15 49.9±29.1 (n=6, p<0.01)
30 49.9±9.8 (n=6, p<0.01)

100

5 48.8±11.1 (n=7, p<0.005)
15 57.9±12.9 (n=7, p<0.01)
30 11.3±4.3 (n=9, p<0.0000001)
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Рисунок  16.  Влияние  10-минутной  предобработки  буметанидом  (100 

мкM) на развитие ФЭ-индуцированного сокращения  гладкомышечных сегмен­

тов аорты крысы. 

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок  17.  Влияние  30-минутной  предобработки  буметанидом  (100 

мкM) на развитие ФЭ-индуцированного сокращения  гладкомышечных сегмен­

тов аорты крысы. 

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 18. Влияние 15-минутной предобработки буметанидом (50 мкM) 

на развитие AT II-индуцированного сокращения сегментов аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 19. Зависимость амплитуды сокращения гладкомышечных сег­

ментов аорты крысы от времени предобработки буметанидом (10, 50 и 100  

мкМ). 

По оси ординат - амплитуда сокращения сегментов, вызванного гиперос­

мотическим раствором (А), гиперкалиевой деполяризацией мемраны (B) и дей­

ствием фенилэфрина (С). По оси абсцисс – время предобработки буметанидом. 

За 100% принимали амплитуду сокращения сегментов в отсутствии бумета­

нида.
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Добавление в раствор ангиотензина II (АТ-II) (0.5 мкМ) приводило к раз­

витию неподдерживаемого воспроизводимого сокращения СГМС аорты крысы, 

максимальная  амплитуда  которого  составляла  27.7±4.9% по  сравнению с  ве­

личиной гиперкалиевого (30 мM KСl) сокращения. 15-минутная предобработка 

буметанидом  (50  мкМ)  снижала  максимальную  амплитуду  сокращения  до 

34.8±10.6% по сравнению с контрольным АТ-II-индуцированным сокращением 

(n=5,  p<0.05) (рис. 18). Полученные данные указывают на участие NKCC в со­

кратительных реакциях сосудистых гладких мышц на дейстрие БАВ.

3.4. Изучение роли хлорной проводимости мембраны в регуляции сократитель­

ной активности гладкомышечных сегментов аорты крысы

В связи с установлением влияния селективного блокатора NKCC бумета­

нида на сократительные реакции СГМС, и предположением, что одним из клю­

чевых  механизмов  этого  явления  является  снижение  NKCC-опосредованного 

неравновесного градиента Cl-, было исследовано действие модуляторов хлорной 

проницаемости мембраны на развитие сокращений СГМС.

3.4.1. Участие Сl- проводимости мембраны в сокращении гладкомышеч­

ных сегментов аорты крысы, индуцированном аппликацией гиперкалиевого 

раствора

Предобработка сегментов блокатором Са2+-активируемых Cl- каналов ни­

флумовой кислотой (50, 100 мкМ) существенно снижала амплитуду гиперкали­

евого сокращения СГМС (рис. 20). Эффект нифлумовой кислоты был обратим, 

и после отмывания сегментов наблюдалось постепенное восстановление ампли­

туды гиперкалиевого сокращения.  Необходимо отметить,  что добавление ни­

флумовой кислоты вызывало снижение базального тонуса сегментов. 

15-минутная предобработка SITS, но не DIDS, также частично подавляла 

развитие гиперкалиевого сокращения (табл. 7). Это, вероятно, объясняется ин­

гибирющим действием SITS в отношении Cl- каналов, в то время как DIDS яв­

ляется, прежде всего, блокатором Cl-/HCO3
- обменника [Chipperfield and Harper, 

2000], функционирование которого невозможно в среде, не содержащей бикар­

бонат ионы.
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Таблица 7. Влияние блокаторов хлорной проводимости мембраны на ам­

плитуду гиперкалиевого (30 мM KCl) сокращения  гладкомышечных сегментов 

аорты крысы. 

Вещество Концентрация, 
мкM

Время предобра­
ботки, мин

Амплитуда сокра­
щения, %

Контроль - 100
Нифлумовая кис­
лота

100 15 28.7±3.9* (n=6)

SITS 100 15 43.2±5.6* (n=6)
DIDS 300 15 85.4±14.0 (n=6)

*P<0.001

3.4.2. Участие Сl- проводимости мембраны в сокращении гладкомышеч­

ных сегментов аорты крысы, индуцированном активацией α-адренорецепторов 

Механизмы активации Cl- каналов при действии БАВ могут включать аго­

нист-индуцированное открывание низкоселективных рецептор-управляемых ка­

тионных каналов, при котором происходит увеличение внутриклеточной кон­

центрации кальция. Посутупивший в примембранные слои кальций может акти­

вировать Са2+-активируемые Cl- каналы и К+ каналы [Greenwood et al., 2004; Ma 

et al., 2004;  Steendahl et al., 2004;  Ellershaw et al., 2002;  Xiao et al., 2002;  Curtis 

and Scholfield, 2000; Curtis et al., 2000; Neylon, 1999; Kamouchi et al., 1998; Crid­

dle et al., 1996]. Кроме того,  открывание Cl- каналов может происходить и при 

активации G-белков, что подтверждается данными, полученными при исследо­

вании  Cl--зависимой деполяризации мембраны мезангиальных клеток [Kremer 

SG et al., 1992]. В последнем случае было показано существование, по крайней 

мере, трех отдельных сигнальных путей, ответственных за активацию хлорных 

каналов, включая Ca2+- и ПК-С-независимые механизмы опосредованной G-бел­

ками Cl--зависимой деполяризации мембраны.

В связи с кальций-мобилизующим действием БАВ и возможной модуля­

цией Са2+-активируемой хлорной проводимости мембраны,  было исследовано 

действие блокатора Сl- каналов этого типа нифлумовой кислоты на развитие 

ФЭ(1 мкМ)-индуцированного сокращения СГМС. Нифлумовая кислота вызыва­

ла снижение амплитуды ФЭ-индуцированного сокращения. При этом 5-минут­
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ная предобработка 100 мкМ нифлумовой кислоты отменяла поддерживаемый 

компонент сокращения (n=7) (рис. 21), а 15-минутная предобработка полностью 

предотвращала развитие ФЭ-индуцированного сокращения СГМС во всех экс­

периментах серии (n=8) (рис. 22).

3.4.3. Роль хлорной проводимости мембраны в сократительных реакциях 

гладкомышечных сегментов аорты крысы, индуцированных гипоосмотическим 

набуханием клеток

Как указывалось выше, 30-минутная предобработка 10-мкМ буметанидом 

предотвращала  сокращение  сегментов  при  гипоосмотическом  набухании  (гл. 

3.3.1.). Одним из предполагаемых механизмов вовлечения  NKCC в регуляцию 

сократительной активности СГМК является увеличение внутриклеточной кон­

центрации ионов хлора  и  формирование  неравновесного электрохимического 

хлорного потенциала. Снижение наружной концентрации ионов хлора ведет к 

увеличению величины электрохимического потенциала хлора, а снижение ос­

мотического давления среды к активации объем-чувствительных хлорных кана­

лов, что обусловливает появление деполяризующего хлорного тока

15-минутная предобработка сегментов нифлумовой кислотой (100 мкМ) 

предотвращала развитие гипоосмотически (70.4 мМ NaCl) индуцированного со­

кращения (n=8). 15-минутная предобработка блокаторами анионной проводимо­

сти SITS (100 мкМ) и DIDS (200 мкМ) также полностью подавляла развитие со­

кращения при аппликации гипоосмотического (70.4 мМ NaCl) раствора (n=5 в 

каждой серии). Принимая во внимание отсутствие в физиологическом растворе 

бикарбонат ионов, предотвращающее функционирование  Cl-/HCO3
- обменника, 

полученный  результат  свидетельствует  об  объем-индуцированной  активации 

DIDS-чувствительных Cl- каналов, вовлекаемых в сократительный ответ. Полу­

ченные данные подтверждают гипотезу о том, что основным механизмом уча­

стия NKCC в регуляции сократительной активности гладких мышц является ге­

нерация неравновесного хлорного потенциала.
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Рисунок 20. Влияние нифлумовой кислоты на гиперкалиевое сокращение  

гладкомышечных сегментов аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 21.  Влияние 5-минутной предобработки нифлумовой кислотой 

(НК), 100 мкМ, на ФЭ-индуцированное сокращение гладкомышечных сегментов 

аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 22. Влияние 15-минутной предобработки нифлумовой кислотой 

(НК), 100 мкМ, на ФЭ-индуцированное сокращение гладкомышечных сегментов 

аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 23. Влияние нифлумовой кислоты (100 мкМ) на гипоосмотиче­

ски-индуцированное сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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3.4.4. Роль внеклеточных моновалентных ионов в развитии сокращения гладко­

мышечных сегментов аорты крысы в модели гипоосмотического

 набухания

Как указывалось выше, снижение осмотического давления физиологиче­

ского раствора путем уменьшения концентрации  NaCl запускает транзиторное 

сокращение (гл. 3.1.3.). Однако, при уменьшении осмолярности среды инкуба­

ции происходит изменение концентрации ионов  Na+ и  Cl-, каждый из которых 

имеет  значение  для  оперирования  NKCC.  Для  оценки  вклада  этих  факторов 

были исследованы эффекты селективной нормализации внеклеточной концен­

трации ионов Na+ и Cl- и осмотического давления раствора. 

Нормализация осмотического давления раствора посредством добавления 

сахарозы (160 мМ) во всех экспериментах изменяла характер гипоосмотическо­

го сокращения. Сокращение становилось поддерживаемым (рис. 24). Изменение 

характера сокращения при нормализации осмотического давления омывающего 

раствора, вероятно, обусловлено тем, что в отличие от гипоосмотических усло­

вий, в данном случае не происходило активации K+,Cl- котранспорта. Это сокра­

щение  оставалось  чувствительным  к  буметаниду  и  нифлумовой  кислоте 

(Р<0.05), свидетельствуя о важной роли NKCC-опосредованного градиента Cl- в 

развитии данного сократительного ответа.

Так, одновременная нормализация осмотического давления и внеклеточ­

ной концентрации ионов Na+ посредством эквимолярного добавления глутамата 

натрия  предотвращала  развитие  транзиторного  сокращения,  не  изменяя  при 

этом реактивность СГМС к действию KCl, 30 мМ (рис. 25). Полученный в этой 

серии результат свидетельствует о ключевой роли ионов Na+ в развитие сокра­

тительного ответа и возможном вовлечении в механизмы развития гипоосмоти­

чески-индуцированного сокращения Na+/Ca2+ обменника.

Замена  сахарозы  глутаматом  натрия  80  мМ  на  фоне  поддерживаемой 

контрактуры вызывала расслабление гладкомышечных сегментов до исходного 

уровня (рис. 26), что хорошо согласуется с результатами эксперимента, пред­

ставленного ранее на рис. 25.
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Эквимолярное замещение ионов Na+ анионами холина для нормализации 

осмотического  давления  и  внеклеточного  Cl- также  оказывало  подавляющее 

действие на амплитуду гипоосмотического сокращения, однако полное ингиби­

рование сокращения наблюдалось только в трети экспериментов.

Учитывая  данные  литературы и  полученные результаты,  можно утвер­

ждать, что механизмы сокращения при гипоосмотическом набухании предпола­

гают  1)  наличие  NKCC-опосредованного  неравновесного  градиента  Cl-;  2) 

открывание объем-чувствительных Cl- каналов, приводящую к возникновению 

деполяризующих хлорных токов; 3) повышение внутриклеточной концентрации 

Са2+ за счет активации потенциал-зависимого входа этих ионов и ингибирования 

Na+/Ca2+ обменника в результате снижения внеклеточной концентрации Na+; 4) 

открывание Са2+-зависимых Cl- каналов.

3.4.5. Роль хлорной проводимости мембраны в сократительных реакциях глад­

комышечных сегментов аорты крысы в моделях стрикции клеток

Само по себе уменьшение объема миоцитов при гиперосмотическом воз­

действии ведет к согласованному пассивному увеличению концентрации вну­

триклеточных осмолитов, что может изменять электрохимические ионные по­

тенциалы. Кроме того, стрикция клеток ведет к резкой активации NKCC. Важ­

ную роль в сократительной регуляции в этом случае может играть хлорная про­

водимость  мембраны.  До  настоящего  времени  вклад  хлорной  проводимости 

мембраны в  развитие  гиперосмотически-индуцированного сокращения СГМК 

оставался неизученным. В связи с этим было исследовано действие блокаторов 

хлорной проводимости мембраны на развитие гиперосмотически индуцирован­

ного сокращения СГМС. 

15-ти минутная предобработка сегментов блокатором Ca2+-зависимых Cl- 

каналов нифлумовой кислотой (10–100 мкМ) [Greenwood and Large, 1995] дозо­

зависимо угнетала амплитуду гиперосмотически индуцированного сокращения, 

снижая амплитуду механического ответа более чем десятикратно при концен­

трации 100 мкМ (рис. 19, табл. 8).
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Рисунок 24. Влияние восстановления осмотического давления среды (160  

мМ сахарозы) на развитие транзиторного гипоосмотически-индуцированного 

сокращения гладкомышечных сегментов аорты крысы (пунктир).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 25. Влияние восстановления концентрации ионов  Na+ на разви­

тие транзиторного гипоосмотически-индуцированного сокращения гладкомы­

шечных сегментов аорты крысы (пунктир).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 26. Влияние восстановления концентрации ионов Na+ на разви­

тие транзиторного гипоосмотически-индуцированного сокращения гладкомы­

шечных сегментов аорты крысы (пунктир).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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На гладкомышечных клетках портальной вены кролика были получены 

данные [Greenwood IA and Large, 1995; 1998], что нифлумовая кислота может не 

только блокировать Ca2+-зависимые Cl- токи, но и активировать калиевую про­

водимость мембраны СГМК, что также могло бы способствовать расслабляю­

щему действию этого соединения. Однако в наших экспериментах блокатор ка­

лиевых каналов тетраэтиламмоний (ТЭА, 10 мМ) не влиял на ингибирующий 

эффект нифлумовой кислоты (табл. 8).

15-минутная предобработка СГМС SITS (50-500 мкМ), являющимся несе­

лективным блокатором хлорной проводимости мембраны, включая Ca2+-активи­

руемые Cl- каналы [Fuller and Benos, 2000], дозозависимо угнетала сокращение 

сегментов в гипертоническом растворе, в то время как блокатор анионных кана­

лов и Cl-/HCO3
- обменника DIDS (300 мкМ) не оказывал угнетающего эффекта 

(табл. 8). 

Нечувствительность  гиперосмотически-индуцированного  сокращения  к 

DIDS может быть объяснена особенностями фармакологии хлорных каналов в 

СГМК. Действительно, было показано, что Ca2+-активируемые хлорные каналы 

в СГМК легочной артерии кролика не чувствительны к DIDS [Piper et al., 2002]. 

В то же время, в гл. 3.4.3. были представлены данные, что DIDS полностью по­

давляет сокращение гладкомышечных сегментов аорты при гипоосмотическом 

набухании. По всей видимости, при стрикции и набухании задействованы раз­

личные типы хлорных каналов. Это предположение подтверждается данными, 

полученными на негладкомышечных клетках. Так, хлорные токи, вызванные по­

вышением  осмотического  давления  среды,  были  чувствительны  к  блокатору 

Ca2+-активируемых хлорных каналов нифлумовой кислоте и нечувствительны к 

DIDS в клетках ранних эмбрионов мыши. Однако в тех же клетках DIDS подав­

лял хлорные токи, активируемые набуханием [Sonoda et al., 2003].

Таким образом,  полученные результаты предполагают существование в 

СГМК, по крайней мере, двух различных типов хлорных каналов,  различаю­
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щихся по своей чувствительности к блокаторам и активирующихся набуханием 

или стрикцией клеток, соответственно. 
Таблица 8. Влияние блокаторов хлорной проводимости мембраны на ам­

плитуду сокращения  гладкомышечных сегментов аорты крысы, индуцирован­

ного гиперосмотическим воздействием (150 мМ сахарозы). 

Блокатор
Название Концентрация, 

мкM

Время предобра­

ботки, мин

Амплитуда гиперо­

смотического со­

кращения, %
Контроль - 100
Нифлумовая 

кислота

10
50

100 15

59.1±12.6* (n=7)
31.8±12.0* (n=7)

7.6±5.2* (n=7)
Нифлумовая кислота, 100мкМ + ТЭА, 

10мM

15 10.1±5.5* (n=7)

SITS

50
100
500 15

74±7.1* (n=7)
65.9±12.5* (n=7)
45.4±5.7* (n=7)

DIDS 300 15 112.7±9.2 (n=6)
*p<0.01 по сравнению с контролем

С целью исследовать вовлечение хлорной проводимости мембраны в со­

кращении СГМК в альтернативной модели стрикции клеток было исследовано 

влияние предобработки нифлумовой кислотой, SITS и DIDS на развитие транзи­

торного повышения тонуса СГМС при изоосмотической стрикции клеток. 

Нифлумовая кислота снижала амплитуду сокращения при изоосмотиче­

ской стрикции до 6.2±1.4% от амплитуды гиперкалиевого сокращения по срав­

нению с 21.6±8.7% в ее отсутствии (p<0.05; n=7) (рис. 27). 

15-минутная предобработка  SITS (100 мкM) не изменяла максимальную 

амплитуду сокращения, но задерживала нормализацию механического напряже­

ния подобно буметаниду (P<0.05), что, вероятно, связано с тем, что SITS может 

вызывать ингибирование  NKCC. Предобработка сегментов  DIDS не влияла на 

развитие сокращения. 
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Таблица 9. Влияние блокаторов анионной проводимости мембраны на ам­

плитуду и длительность сокращения  гладкомышечных сегментов аорты кры­

сы, индуцированного восстановлением состава физиологического раствора по­

сле 60-минутной инкубации в условиях глубокого (40 мМ NaCl) гипоосмоса (мо­

дель изоосмотической стрикци клеток).

Вещество Максимальная амплитуда сокращения СГМС, % 

от гиперкалиевого сокращения (30 мM KCl)
Контроль 21.6±8.7 (n=7)
Нифлумовая кислота, 100 мкM 6.2±1.4* (n=7, p<0.05)
SITS, 100 мкM 16.6±10.4 (n=6, p>0.05)
DIDS, 300 мкM 14.0±4.4 (n=6, p>0.05)
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Рисунок 27. Влияние нифлумовой кислоты (100 мкМ) на сокращение глад­

комышечных  сегментов  аорты  крысы  в  модели  изоосмотической  стрикции 

(кривая 1) по сравнению с контролем в ее отсутствии (кривая 2). 
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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3.5. Исследование роли [Cl-]i в клетках линии WKY-7 и гладкомышечных 

сегментах аорты крысы

Как указывалось выше, NKCC участвует в регуляции сосудистого тонуса 

через поддержание [Cl- ]i. Было показано, что эффект блокатора NKCC бумета­

нида на сокращения, индуцированные активацией α-адренорецепторов, умерен­

ной деполяризацией мембраны (30 мМ  KСl), гипоосмотическим набуханием и 

гиперосмотической стрикцией, зависел от времени предобработки и концентра­

ции этого соединения. Максимальные эффекты буметанида наблюдались после 

30-минутной предобработки и при концентрации 100 мкМ, что на порядок пре­

вышает концентрацию, необходимую для быстрого и полного ингибирования 

котранспорта в культуральных клетках. В то же время, влияние буметанида на 

сокращение при изоосмотической стрикции клеток наблюдался уже при 5-ми­

нутной предобработке и концентрации 10 мкМ. Можно предложить два объяс­

нения противоречивости данных, касающихся дозовой и концентрационной за­

висимости действия буметанида. Во-первых, полное и быстрое ингибирование 

NKCC, обнаруженное в культуральных СГМК в присутствие 10 мкM не означа­

ет, что эта концентрация ведет к быстрому снижению [Cl-]i и гиперполяризации 

мембран СГМК на тканевом уровне. Кроме того, снижение электрохимического 

потенциала Cl- при блокировании NKCC в не активированных клетках, возмож­

но, происходит лишь при длительном времени предобработки буметанидом, до­

статочном для того, чтобы произошел выход хлора через не стимулированные 

каналы. 

Данные,  полученные  при  исследовании  накопления  [14C]  как  маркера 

объема внутриклеточной воды в  контроле,  показали,  что буметанид незначи­

тельно влиял на изменение клеточного объема в  модели гиперосмотического 

сжатия клеток, но подавлял регуляторное увеличение объема, определяемое в 

клетках, подвергнутых изоосмотическому сжатию (табл. 10). Сравнение эффек­

та  сахарозы на клеточный объем и  Cl-
i показывают,  что  повышение [Cl-]i на 

~40% при гиперосмотической стрикции, в основном, обусловлено снижением 

клеточного  объема,  нежели  активацией  NKCC.  Напротив,  в  изоосмотически 
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сжатых клетках, преинкубированных в гипоосмотической среде с низким содер­

жанием  Cl-,  увеличение  [Cl-]i является  следствием  активации  NKCC и  резко 

уменьшается в присутствие буметанида. Действительно, ингибирование  NKCC 

буметанидом снижало 40%-ое повышение [Cl-]i лишь на 10-15% в гиперосмоти­

ческих условиях, в то время как на 15 минуте изоосмотического сжатия бумета­

нид уменьшал внутриклеточную концентрацию хлора в 2,5 раза (табл. 10).

Таблица  10.  Влияние  гипо-  и  изоосмотического  сжатия  на  внутрикле­

точное содержание воды и Cl- в культуральных  гладкомышечных клетках ли­

нии WKY-7. 

Тип стрикции и время 
после его инициации 

Внутриклеточная Н2О,
мкл/мг протеина

Внутриклеточный Cl-,
мМ/л внутриклеточной воды

контроль буметанид контроль буметанид

Контроль 2.71±0.14 2.63±0.07 46±4 43±4
Гиперосмос, 5 мин 2.33±0.19 2.30±0.12 59±6 53±3
Гиперосмос, 15 мин 2.24±0.11 2.27±0.23 63±3 56±4

Контроль 2.87±0.18 2.78±0.09 28±4 ND
Изоосмос, 5 мин 2.30±0.10 2.21±0.14 39±4 31±3
Изоосомс, 15 мин 2.71±0.13 2.38±0.09 49±7 36±5

Таблица 11. Влияние буметанида и сахарозы на содержание внутрикле­
точного Cl- в гладкомышечных сегментах аорты крысы. Буметанид добавляли 
за 5 или 30 мин перед контрольным измерением или добавлением сахарозы.

Присутствие буметанида 
(концентрация/время преин­
кубации)

Присутствие саха­
розы 

(время)

Внутриклеточный Cl-

(нМ/мг влажного веса)

Нет Нет 22.8±2.7
10 мкM/5 мин Нет 20.0±4.0
10 мкM/30 мин Нет 18.7±1.9
100 мкM/30 мин Нет 14.1±1.3*

Нет 150 мM/20 мин 31.4±2.2*
100 мкM/30 мин 150 мM/20 мин 19.1±3.7
*p <0.05 по сравнению с контролем
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Длительное культивирование клеток влияет на различные клеточные функции, 

включая активность ионных транспортеров [Berk et al., 1989; Raat et al., 1994]. В 

культуральных СГМК, которые претерпели более десяти митозов в отсутствии 

каких-либо стимулов, подобных увеличению осмолярности, могут наблюдаться 

особенности оперирования ион-транспортирующих систем. В связи с этим было 

исследовано действие буметанида на [Cl-]i на тканевом уровне – в сегментах 

аорты, обработанных в соответствии с моделью гиперосмотического сжатия, и в 

контрольных не стимулированных сегментах. 

Таблица 11 показывает, что 30-минутная преинкубация с 100-мкМ буме­

танидом вызывала достоверное ~40% снижение содержания Cl-
i в контрольных 

не стимулированных сегментах аорты и полностью отменяла увеличение [Cl-]i, 

обусловленное 20-минутным гиперосмотическим сжатием клеток в присутствие 

150 мМ сахарозы. 

Совокупность полученных данных свидетельствуют о том, что существу­

ет два пути вовлечения NKCC в регуляцию сократительной активности СГМК. 

Первый связан с предварительным (базальным) созданием неравновесного элек­

трохимического хлорного потенциала, который при открывании/активации  Cl- 

каналов будет обусловливать хлорный ток. Для подавления буметанидом этого 

типа  NKCC-опосредованного  компонента  сокращения  СГМК  требуется  дли­

тельная (30 мин) предобработка. В данном случае основным триггерным меха­

низмом сокращения можно считать не столько повышение активности  NKCC, 

сколько открытие (или активацию) хлорных каналов и снижение NKCC-опосре­

дованного электрохимического потенциала хлора. По всей видимости, данный 

тип NKCC-зависимой регуляции является ведущим для сокращений, индуциро­

ванных активацией α-адренорецепторов, умеренной деполяризацией мембраны 

(30 мМ KСl) и гипоосмотическим набуханием.

Второй тип NKCC-опосредованной регуляции сокращений характеризует­

ся тем, что стимуляция клеток будет вести к мощной поддерживаемой актива­

ции NKCC. В этом случае главную роль в сокращении будет играть поддержи­

ваемый электрохимический хлорный потенциал. В этом случае максимальный 

эффект буметанида должен проявляться при минимальном времени предобра­
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ботки этим соединением. Действительно, 5-минутная предобработка буметани­

дом (10 мкМ) была достаточной для изменения характера сокращения СГМС в 

модели изоосмотической стрикции. Дальнейшее увеличение времени предобра­

ботки (до 60 мин) и концентрации буметанида (до 100 мкМ) не изменяли дей­

ствие этого препарата на сокращение СГМС в модели изоосмотической стрик­

ции. 

3.6. Кальций-зависимая регуляция сократительных реакций сосудистых ГМК, 

вызванных изменениями осмолярности среды инкубации

3.6.1. Ca2+-зависимые механизмы развития сократительных ответов сосуди­

стых гладкомышечных сегментов при аппликации БАВ, деполяризующем дей­

ствии гиперкалиевого раствора и в моделях изменения объема клеток

Для изучения роли ионов Ca2+ в сократительной регуляции сегментов аор­

ты, были использованы блокаторы потенциал-зависимых Ca2+ каналов верапа­

мил и нифедипин, а также бескальциевый ЭГТА-содержащий раствор.

Таблица 12. Влияние блокаторов кальциевых каналов L типа на амплиту­

ду сокращения гладкомышечных сегментов аорты крысы. 

Блокатор, 
мкM

Гиперкалиевое 
сокращение1), 
%

ФЭ-вызван­
ное сокраще­
ние2),%

Гипоосмотич. 
сокращение4),
%

Сокращение 
в модели ги­
перосмотич. 
стрикции3), %

Сокращение 
в модели 
изоосмотич. 
стрикции5), %

Нет (контроль) 100 92.1±10.6
(n=52)

75.7±8.9
(n=18)

51.9±8.8
(n=78)

21.6±8.7
(n=7)

Нифедипин, 3 5.6±2.2** (n=7) – 4.5±2.3**
(n=6)

46.1±3.4*
(n=7)

18.4±6.1
(n=6)

Верапамил, 10 4.6±1.6** (n=6) 25.8±7.3*
(n=5)

3.8±1.1**
(n=6)

48.3±2.7
(n=6)

–

1) сокращение запускалось аппликацией раствора, содержащего 36 мМ KCl и 

90 мМ  NaCl.  2)  Фенилэфрин добавляли в концентрации 1 мкМ.  3) Гиперосмотиче­

ская среда содержала 150 мМ сахарозы. 4) Гипоосмотический раствор содержал 

40 мМ NaCl. 5) Изоосмотическая стрикция достигалась при использовании прото­

кола, показанного на рис. 5. Блокаторы кальциевых каналов добавлялись за 15 мин 

до аппликации сократительных стимулов. 

*, **p<0.05 and <0.00005 в сравнении с контролем, соответственно.
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Несмотря на то, что предобработка сегментов верапамилом (10 мкМ) рез­

ко подавляла развитие сокращения, вызываемого гиперкалиевым раствором (30 

мM KCl) и фенилэфрином (1 мкМ), она не оказывала влияния на амплитуду ги­

перосмотически-индуцированного сокращения (150 мМ сахарозы). Амплитуда 

сокращения на фоне верапамила составила 96.7±10.2% по сравнению с величи­

ной сокращения в его отсутствии (p>0.5). 

Предобработка СГМС нифедипином (3 мкМ) аналогичным образом по­

давляла гиперкалиевое сокращение, но также не влила на амплитуду сокраще­

ния (p>0.2) в гиперосмотическом растворе (табл. 12, рис. 28). 

В связи с тем, что не было обнаружено достоверного влияния нифедипина 

на  амплитуду  гиперосмотически  индуцированного  сокращения  сегментов,  но 

отмечалось изменение динамики сокращения, для количественной оценки дина­

мических характеристик было проведено математическое моделирование с ис­

пользованием программного пакета Microsoft Excel. При этом эксперименталь­

но  полученные  механограммы  аппроксимировали  экспонентой  y(t)=A(exp(-

1/αt)), где y – амплитуда сокращения в момент времени t; А – максимальная ам­

плитуда, α – показатель динамики, характеризующий динамику сокращения по 

признаку «пологость/крутизна» нарастания МН. 

В  результате  математической  обработки  аппроксимированных  кривых 

было установлено, что предобработка нифедипином не оказывала существенно­

го влияния на амплитуду ответа, но снижала его динамику (p<0,004). По всей 

видимости, активация потенциал-зависимых кальциевых каналов может иметь 

место на начальных этапах развитии гиперосмотически индуцированного сокра­

щения, но не является необходимым механизмом его развития. 

Так же, как и при гиперосмотическом воздействии, сокращение СГМС в 

модели изоосмотической стрикции было нечувствительно к нифедипину (табл. 

12, рис. 29). Это свидетельствует о том, что механизмы сократительных реакций 

при моделировании стрикции клеток не связаны с активацией потенциал-зави­

симых кальциевых каналов.
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Таблица 13. Экспериментальные и аппроксимированные параметры гипе­

росмотически-индуцированного  сокращения  гладкомышечных  сегментов  аор­

ты крысы в контроле и после предобработки блокатором потенциал-зависи­

мых кальциевых каналов нифедипином, n=5.
Амплитуда гиперосмотиче­
ски-индуцированного со­
кращения (эксперименталь­
ные данные), %

Параметры гиперосмотически индуцированного 

сокращения (аппроксимированные данные), %
Максимальная амплиту­

да, А

Показатель динамики, α

Контроль Нифедипин, 3 

мкМ

Контрол

ь

Нифедипин,  

3 мкМ

Контроль Нифедипин,  

3 мкМ
100 92,5±12,9

p>0,26

100 115,0±30,1 

p>0,32

100 58,7±15,4

p<0,004

С целью дальнейшего изучения роли кальция в развитии гиперосмотиче­

ского сокращения СГМС, была проведена серия экспериментов с использовани­

ем бескальциевого раствора, содержащего хелатор ионов кальция ЭГТА. Инку­

бация СГМС в бескальциевом ЭГТА-содержащем растворе (500 мкМ ЭГТА) 

полностью подавляла изоосмотическое гиперкалиевое сокращение (30 мM KCl). 

Тем не менее, амплитуда гиперосмотически-индуцированного сокращения по­

сле инкубации в бескальциевом растворе в течение 1 часа снижалась лишь до 

~40% от контроля (n=12) (рис. 30, табл. 14), несмотря на то, что при 60-минут­

ной преинкубации в бескальциевой среде должна уменьшаться концентрация 

внутриклеточного кальция в [Sato et al., 1992; Bruschi et al., 1988]. Восстановле­

ние концентрации ионов Ca2+ в омывающем растворе до первоначального уров­

ня приводило к постепенному восстановлению амплитуды гиперосмотической 

контрактуры до значений, близких к исходным. 
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Рисунок  28.  Влияние  предобработки блокатором потенциал-зависимых 

Са2+ каналов нифедипином на развитие гиперкалиевого и гиперосмотически-ин­

дуцированного сокращения гладкомышечных сегментов аорты крысы.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 29. Влияние 15-минутной предобработки блокатором потенци­

ал-зависимых  Са2+ каналов  нифедипином на  развитие  сокращения  гладкомы­
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шечных  сегментов  аорты крысы при  изоосмотической  стрикции  (кривая  2,  

сплошная линия). Пунктирной линией показано контрольное сокращение в от­

сутствии нифедипина (кривая 2).

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Таблица 14. Влияние внеклеточного Ca2+ на максимальную амплитуду со­

кращений гладкомышечных сегментов аорты крысы. Сегменты были предва­

рительно инкубированы в бескальциевом растворе, содержащем 0.5 мМ ЭГТА в 

течение 60 или 15(#) мин перед тем, как была проведена аппликация контрак­

тильных стимулов. За 100% принимали амплитуду гиперкалиевого сокращения. 

Среда ин­
кубации

Сокращение, 
индуциро­
ванное депо­
ляризацией 
мембраны, 
%

ФЭ-индуци­
рованное со­
кращение,
%

Гипоос­
мотическое 
сокраще­
ние4),
%

Гиперосмоти­
чески индуци­
рованное со­
кращение, %

Сокращение 
в модели 
изоосмотиче­
ской стрик­
ции клеток, 
%

Контроль 100 92.1±10.6

(n=52)

75.7±8.9

(n=18)

51.9±8.8 

(n=78)

21.6±8.7

(n=7)
-Са2+, 500 

мкМ 

ЭГТА

1.7±2.1** 

(n=9)

6.6±2.0* (#)

(n=6)

1.0±2.5**(

n=6)

25.6±7.8** 

(n=12)

14.0±3.7* 

(n=8)

*, **p<0.05 and p<0.00005, соответственно, по сравнению с контролем.

С целью исследовать роль внеклеточного кальция в развитии сокращения 

в модели изоосмотической стрикции, был исследован эффект ЭГТА-содержаще­

го бескальциевого раствора. 60-минутная инкубация в бескальциевом растворе 

(500  мкM ЭГТА)  резко  подавляли  развитие  гиперкалиевой  (30  мM KCl) 

контрактуры, но не оказывали существенного влияния на развитие сокращения 

при изоосмотической модели стрикции (рис. 31, табл. 14).

Напротив,  Са2+-зависимый характер  сокращения при гипоосмотическом 

набухании, был подтвержден его ингибированием при использовании блокато­

ров потенциал-зависимых Са2+ каналов верапамила (10 мкM),  нифедипина (3 

мкM) и бескальциевого ЭГТА(500 мкМ)-содержащего раствора (табл. 12, 14).

Таким образом, несмотря на то, что как стрикция, так и набухание клеток 

сопровождаются повышением механического напряжения сегментов,  природа 

этих сократительных реакций носит различный характер. 

Гипоосмотически-индуцированное сокращение опосредовано кальций-за­

висимыми механизмами и, прежде всего, активацией потенциал-зависимых Са2+ 
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каналов. Необходимая для этого пороговая деполяризация первоначально разви­

вается при активации объем-чувствительных  Cl- каналов, открывающихся при 

набухании клетки. Поступление ионов Са2+, в свою очередь, вызывает актива­

цию Са2+-активируемых Сl- каналов, которые поддерживают деполяризацию. 

Что касается Са2+-независимого компонента сокращения при моделирова­

нии стрикции клеток, то его механизмы могут включать увеличение чувстви­

тельности сократительного аппарата ГМК к внутриклеточному Са2+, что полу­

чило название кальциевой сенситизации [Somlyo and Somlyo, 1994]. Это может 

вести к повышению тонуса СГМК без изменения внутриклеточной концентра­

ции этих ионов. Ключевым механизмом кальциевой сенситизации является ак­

тивация ПК-С, MAPK и ROCK [Nakao et al., 2003; Damron et al, 2002; Crowley et 

al, 2002;  Shirao S.  et al., 2002;  Shirasawa, 2003;  Feng et al., 1999;  Kaibuchi et al., 

1999; Nagumo et al., 2000; Somlyo and Somlyo, 2000; Sward et al., 2000; Ito M. et 

al., 2004], при этом ПК-С и ROCK вовлекаются в общий регуляторный каскад, в 

котором  ROCK находится в дистальной части (downstream) сигнального пути. 

Мишенями этих киназ служат киназа  ЛЦМ, или,  в  случае  ROCK, фосфатаза 

ЛЦМ, активация которых существенно модулирует степень фосфорилирования 

ЛЦМ и, таким образом, сокращение [Feng et al., 1999; Kaibuchi et al., 1999; Nagu­

mo et al., 2000; Somlyo and Somlyo, 2000; Sward et al., 2000; Ito M. et al., 2004]. 

Кроме того, известно, что сама по себе гиперосмотическая стрикция ведет к уве­

личению степени фосфорилирования ЛЦМ в эпителиальных клетках канальцев 

[Ciano-Oliveira et al., 2003] и мезангиальных клетках почек [Takeda et al., 1993], 

при этом основным механизмом фосфорилирования ЛЦМ является активация 

Rho/ROCK-зависимого сигнального пути [Ciano-Oliveira et al., 2003]. 
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Рисунок 30. Влияние бескальциевого ЭГТА-содержащего раствора на ги­

перосмотически индуцированное сокращение сегментов аорты.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 31. Влияние бескальциевого ЭГТА-содержащего раствора на со­

кращение сегментов аорты в модели изоосмотической стрикции. Пунктирной 

линией показана динамика механического напряжения в контрольных условиях.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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3.6.2. Сократительные реакции сосудистых гладкомышечных сегментов, 

индуцированные гиперкалиевой деполяризацией мембраны и активацией α1-ад­

ренергических рецепторов, в моделях стрикции и набухания клеток

Одним из возможных механизмов сокращения СГМК в отсутствии внеш­

него  Ca2+ можно считать изменение чувствительности клеток к этим ионам. С 

целью оценить чувствительность гладкомышечных сегментов аорты крысы к 

внеклеточным  ионам  Ca2+ в  моделях  гиперосмотической  и  изоосмотической 

стрикции клеток, определяли амплитуду сократительных ответов, индуцирован­

ных аппликацией 1, 5 и 10 мM CaCl2 на фоне ЭГТА-содержащего бескальциево­

го раствора в контрольных условиях и в соответствующих моделях уменьшения 

клеточного объема. Аппликацию CaCl2 во всех случаях осуществляли на фоне 

деполяризации мембраны СГМК гиперкалиевым раствором (KCl, 60 мМ) с це­

лью активировать потенциал-зависимый вход кальция внутрь клеток. Вопреки 

первоначальному  предположению  о  развитии  кальциевой  сенсибилизации 

СГМК, в моделях стрикции клеток не было обнаружено повышение чувстви­

тельности сегментов к наружному кальцию. Напротив, в отличие от контроль­

ных условий, сократительных ответов не наблюдалось вовсе, что свидетельству­

ет о резком снижении чувствительности сегментов к внеклеточному кальцию 

при сжатии СГМК (рис. 31, 32). После отмывания сегментов в ЭГТА-содержа­

щем бескальциевом растворе с нормализованной осмолярностью наблюдалась 

тенденция  к  восстановлению чувствительности  сегментов  к  сократительному 

действию аппликации CaCl2. 

Более того, гиперосмотическая и изоосмотическая стрикция СГМК в при­

сутствии наружного кальция также приводила к существенному подавлению со­

кратительного действия фенилэфрина (1 мкM) и гиперкалиевого раствора (30 

мM KCl) (рис. 33, 34). 

Можно  предположить  следующие  механизмы  подавляющего  действия 

стрикции клеток в отношении KCl- и ФЭ-индуцированного сокращения: 

1) Возможно, что при стрикции клеток происходит подавление потенци­

ал-зависимого входа Cа2+, который играет важную роль в развитии KCl- и ФЭ-
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индуцированного сокращения, но не участвует в развитии сокращения СГМС в 

обеих моделях стрикции (табл. 12, 14). Это предположение связано с тем, что 

стрикция клеток может изменять модулировать архитектонику мембраны и из­

менять белок-липидные взаимодействия в мембране за счет изменения физико-

химических свойств примембранных слоев внутри и снаружи клетки, что влечет 

за собой модуляцию функционального состояния ион-транспортирующих моле­

кул, включая кальциевые каналы.

2) Не исключено, что стрикция клеток может разобщать механизмы воз­

буждения и сокращения на более дистальных этапах Са2+-зависимой сигнализа­

ции, включая передачу Са2+ сигнала от мембраны кавеол к регуляторным белкам 

и снижение чувствительности сократительного аппарата клетки к кальцию. 

3)  Стрикция может повышать чувствительность к кальцию, и конечная 

концентрация свободного Са2+
i, которая будет в данном ЭГТА –буфере уже бу­

дет насыщающей. Однако учитывая, что максимальная амплитуда Са2+
о-индуци­

рованного сокращения превышает величину гиперосмотически-индуцированно­

го в несколько раз, данное предположение кажется маловероятным. 

Ранее, участие  ROCK рассматривалось как главный механизм регуляции 

кальций-независимых компонентов сокращения СГМК при активации ряда ре­

цепторов [Shum et al., 2003; Nakao et al., 2003; Damron et al, 2002; Crowley et al, 

2002;  Shirao et al.,  2002;  Shirasawa,  2003].  Однако,  Sakurada S.  с  соавторами 

открыли в  СГМК существование  нераспознанной  до  сих  пор  Са2+-зависимой 

стимуляции  Rho, механизмы которой могут быть вовлечены в эффекты возбу­

ждающих рецепторы агонистов [Sakurada et al, 2003]. Активация норадреналин-

индуцированного входа Са2+, не связанного с потенциал-зависимыми каналами 

и каналами СПР, также вовлекает  ROCK [Ghisdal et al., 2003]. Таким образом, 

существует  сложное  взаимодействие  RhoA/ROCK-зависимой  сигнализации  с 

кальций-зависимыми механизмами. 
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Рисунок 31.  Влияние гиперосмотической стрикции на Ca2+-зависимое ги­

перкалиевое сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы. 
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок  32.  Влияние  изоосмотической  стрикции  на  Ca2+-зависимое  ги­

перкалиевое сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы. 

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 33.  Влияние гиперкалиевого раствора (А) и фенилэфрина (Б) на 

механическое гапряжение сегментов аорты крысы в контроле (кривые 1, 3) и в 

модели изоосмотической стрикции клеток (кривые 2, 4). 

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 34.  Влияние гиперкалиевого раствора (А) и фенилэфрина (Б) на 

механическое гапряжение сегментов аорты крысы в контроле и в модели гипе­

росмотической стрикции клеток. 
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По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Гиперкалиевая деполяризация мембраны также может вести к кальциевой 

сенситизации сосудистых [Sakamoto et al., 2003] и респираторных ГМК [Janssen 

et al.,  2004].  Был предложен  новый  механизм,  согласно  которому  активация 

ROCK сопряжена с ее транслокацией в область кавеол, зависимой от нифеди­

пин-чувствительного входа Са2+ и вовлекает активацию кальмодулина [Urban et 

al., 2003]. 

Что  касается  возможного  снижения  чувствительности  сократительного 

аппарата к Са2+-опосредованной сигнализации при аппликации KCl и ФЭ в мо­

делях стрикции клеток, то это может быть связано с увеличением общей кон­

центрации макромолекул (macromolecular crowding), роль которой была показа­

на в регуляции элементов цитоскелета и ряде других белков [Burg, 2000; Cuneo 

et al., 1992; Rohwer et al., 1998; Minton, 1993; Kinjo and Takada, 2002; Madden and 

Herzfeld, 1993; ]. 

С целью установить, изменяется ли чувствительность клеток к констрик­

торам во время гипоосмотического набухания,  были проведены контрольные 

исследования сократительного действия фенилэфрина (1 мкM) и гиперкалиево­

го раствора (30 мM KCl) в гипоосмотической среде. Было установлено, что 30-

минутная инкубация сегментов в гипоосмотическом растворе 1) не влияла на 

амплитуду ФЭ-индуцированного сокращения (100.0±14.4, n=6) и 2) приводила к 

увеличению амплитуды гиперкалиевого сокращения до 148.2±28.7% (n=9,  р<

0.05) по сравнению с контролем (рис. 35). 

Блокатор  NKCC буметанид модулировал реактивность СГМС к гиперка­

лиевому раствору в гипоосмотической среде. Предобработка 10-мкМ буметани­

дом угнетала гиперкалиевое сокращение в гипоосмотической среде, при этом 

его  амплитуда  составила  64,7±1,78%  по  сравнению  с  нормоосмотическим 

контролем и 52.7±12.0% по сравнению с таковой в гипоосмотическом растворе 

без предобработки буметанидом (p<0.03) (рис. 36). Напротив, увеличение кон­

центрации буметанида до 100 мкМ потенцировало амплитуду гиперкалиевого 

сокращения, развивающегося в гипоосмотических условиях (рис.  37),  что,  по 
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всей  видимости,  связано  с  подавляющим действием буметанида  на  K-Cl ко­

транспорт,  активация которого происходит при гипоосмотическом набухании 

клеток [Mongin and Orlov, 2001] и важная роль которого в сократительной регу­

ляции СГМК была показана N. Adragna et al. (2000). При этом амплитуда сокра­

щения составила 183,82±46.4% по сравнению с нормоосмотическим контролем 

и 289±46.4% по сравнению с таковой в гипоосмотическом растворе в присут­

ствие 10 мкМ буметанида (p<0.05). В отличие от гипоосмотических условий, в 

контрольном  растворе  буметанид  оказывал  однонаправленное  подавляющее 

действие на амплитуду гиперкалиевого сокращения во всем диапазоне концен­

траций (10, 100 мкМ) (табл. 5, гл. 3.3.2.; рис. 38).

3.6.3. Потенциал-зависимый вход Ca2+ в WKY-7 клетки при модуляциях 

осмолярности среды инкубации

При исследовании сократительной активности сегментов аорты было об­

наружено, что в моделях стрикции клеток сокращения СГМС осуществлялось в 

бескальциевом ЭГТА-содержащем растворе и было резистентным к блокаторам 

потенциал-зависимых  кальциевых  каналов  (гл.  3.6.1.,  3.6.2.).  В  связи  с  этим 

было изучено потенциал-зависимое накопление  45Ca в культуральных клетках 

аорты крысы линии WKY-7, обладающих выраженным контрактильным фено­

типом. 

В клетках WKY-7, гиперкалиевая деполяризация вела к 2-3-кратному уве­

личению входа 45Ca. Ни нифедипин, ни верапамил существенно не влияли на ба­

зальное накопление Ca2+, однако полностью устраняли индуцированный деполя­

ризацией вход Ca2+ с Ki ~0.01 и 1 мкM, соответственно (рис. 39). Эти значения 

согласуются с данными, полученными при анализе действия этих соединений на 

активность  Ca2+ каналов  L–типа  в  экспериментах  с  использованием  метода 

patch-clamp [McDonald et al., 1994]. Сжатие клеток, обусловленное добавлением 

150 мM сахарозы, снижало индуцированный деполяризацией вход Ca2+ на ~40% 

и не влияло на базальное накопление Ca2+ (рис. 40).
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Рисунок  35.  Влияние  гипоосмотического  раствора  на  механическое  

напряжение и  гиперкалиевое  сокращение  гладкомышечных сегментов  аорты 

крысы. 

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 36. Влияние буметнида (10 мкМ) на механическое напряжение и  

гиперкалиевое сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы в гипоос­

мотическом растворе. Пунктиром показано механическое напряжение сегмен­

тов в отсутствии буметанида.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 37. Влияние буметнида (100 мкМ) на механическое напряжение и  

гиперкалиевое сокращение гладкомышечных сегментов аорты крысы в гипоос­
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мотическом растворе. Пунктиром показано механическое напряжение сегмен­

тов в отсутствии буметанида.

По оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время 

(час).
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Рисунок 38. Амплитуда гиперкалиевого сокращения (30 мM KCl) в отсут­

ствии или присутствии 10- или 100-мкM буметанида в нормоосмотических и 

гипоосмотических условиях. *p<0.05.
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Рисунок 39. Вход Ca2+ в клетки WKY-7 в базальных условиях и на фоне де­

поляризации. Дозовая зависимость входа Ca2+ концентрации нифедипина (кри­

вые 1 и 3) и верапамила (кривые 2 и 4).
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Рисунок 40. Влияние гиперосмотического сжатия и гипоосмотического 

набухания  на  базальное  (А)  и  индуцированное  гиперкалиевой  деполяризацией 
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мембраны (Б) накопление 45Са клетками линии  WKY-7. Для запуска гиперос­

мотического сжатия в раствор добавляли 150 мМ сахарозы. Для запуска набу­

хания клеток снижали концентрацию NaCl до 60 мМ
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В связи с обнаружением различий в действии буметанида на сокращение 

СГМС, индуцированное умеренной (30 мМ KCl) и сильной (60 мМ KCl) деполя­

ризацией (гл. 3.3.2., рис. 15), было исследовано накопление 45Ca при трех разных 

концентрациях K+
o. 30-минутная предобработка 10 мкM-буметанидом не влияла 

на накопление 45Ca при [K+]o=6 and 60 мM, в то время как при умеренной депо­

ляризации мембраны ([K+]o = 30 мM) нифедипин-чувствительный компонент на­

копление 45Ca снижался в обработанных буметанидом клетках ~2-кратно (табл. 

15). 

Таблица  15.  Влияние  буметанида  на  накопление45Ca в  культуральных 

гладкомышечных клетках линии WKY-7. Клетки преинкубировали в течение 30  

минут в 0.25 мл физиологического раствора, содержащего 0.2 мМ CaCl2в при­

сутствие или отсутствие 10 мкМ буметанида. Затем были добавлены аликво­

тированные  количества  бескальциевого  раствора,  содержащие  3-4  мкCi/мл 
45Ca в присутствие или отсутствие 2-мкМ нифедипина и KCl в концентрации,  

указанной в левой колонке таблицы. 

Концентрация мо­

новалентных ка­

тионов в физиоло­

гическом раство­

ре (мM)

Присутствие

буметанида

Накопление 45Ca 

пМ·(мг протеина)-1·5 мин-1

1. в отсут­

ствие нифе­

дипина

2. в присут­

ствие нифе­

дипина

3. нифедипин-

чувствительный 

компонент (Δ1,2)

Na – 120; K- 6 нет 387±33 392±51 -
10 мкM 391±44 388±22 3

Na – 96; K - 30 нет 972±70 368±40 604
10 мкM 689±51* 411±44 278

Na – 66; K - 60 нет 1188±88 354±29 834
10 мкM 1117±71 361±47 756

*p<0.02 сравнительно со значениями, полученными в отсутствие буме­

танида.

Таблица  16.  Влияние  гипоосмотического  набухания  на  накопление  45Ca 

клетками линии WKY-7. Клетки инкубировали в течение 5 мин в 0.25 мл физио­

логического раствора, содержащего 120 мМ NaCl (контроль) или 40 мМ NaCl 
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(клетки при гипоосмотическом набухании) в присутствие или отсутствие ни­

федипина. Затем, 0.25 мл той же среды с содержанием 45Са (4 мкCi/мл) были 

добавлены в течение последующих 5 мин. Во всех случаях, среда содержала 0.1  

мМ CaCl2. 

Блокатор, мкM Накопление 45Ca, пМ (мг протеина)-1 5 мин-1

Контрольные клет­

ки

Клетки при гипоос­

мотическом набуха­

нии
1. нет (контроль) 378±43 621±48*

2. Нифедипин, 1 370±29 364±40

3. Нифедипин-чувствитель­

ный компонент (Δ1,2)

8 257

* p < 0.01 по сравнению с контрольными клетками.

Таким образом, стрикция клеток не влияет на базальное накопление 45Са и 

существенно подавляет потенциал-зависимый вход кальция в WKY-7 клетки, в 

то время как гипоосмотическое набухание, напротив, ведет к индукции потен­

циал-зависимого входа 45Са. Эти результаты согласуется с данными, полученны­

ми на сегментах аорты в экспериментах с использованием нифедипина и ве­

рапамила на сокращения в соответствующих моделях изменения объема клеток. 

Изменение проводимости Са2+ каналов может быть обусловлено измене­

нием физико-химических  свойств  внеклеточных и  внутриклеточных примем­

бранных слоев при активном осмотически обусловленном выходе из клетки во­

ды. Осмотически обусловленные выходящие потоки воды при стрикции будут 

вести к концентрированию неорганических и органических осмолитов в при­

мембранных слоях цитоплазмы, в то время как в тонком слое среды с наружной 

стороны мембраны, напротив, будет происходить их разведение (делюция). В 

таком случае размеры гидратных оболочек ионов Са2+ теряют соответствие с 

размерами водной поры канала, и поток Са2+ даже при потенциал-зависимой ак­

тивации канала уменьшится. 
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Важную роль в этом процессе может играть общая концентрация макро­

молекул, увеличивающаяся в примембранных слоях цитоплазмы и снижающая­

ся в тонком слое с наружной стороны мембраны. Кроме того, состав среды и 

сам по себе может изменять размеры гидратных оболочек ионов, что также мог­

ло бы изменить функционирование ионных транспортеров. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленной работе проведен системный анализа роли NKCC, Cl- ка­

налов, внутриклеточного  Cl-, внеклеточного Са2+ и объема клеток в регуляции 

сократительной активности сосудистых ГМК. Обобщенная схема объем-завис­

мой ветви регуляции сократительной активности сосудистых гладкомышечных 

клеток представлена на рисунке 41.

Модуляции объема клеток достаточны, чтобы индуцировать 

сокращение СГМК

Полученные данные показывают, что переносы сегментов в гипер- или 

гипотонические растворы ведут к развитию сокращения СГМС. 

Несколько свидетельств указывают на то, что это сокращение запускается 

модуляцией клеточного объема,  нежели изменившейся осмолярностью среды 

инкубации.  Во-первых, величина сокращения СГМС, запускаемого сахарозой в 

концентрациях 50-150 мM коррелирует со снижением объема клеток (рис. 9). 

Во-вторых,  объем  WKY-7  СГМК  при  гипоосмотическом  набухании  быстро 

нормализуется механизмами регуляторного снижения объема через активацию 

K+ и Cl- каналов [Anfinogenova et al., 2001]. Эти данные согласуются с результа­

тами,  показывающими  транзиторный  характер  сокращения  СГМС  в  гипоос­

мотической среде (рис. 6) и лишь незначительное повышение объема клеток по­

сле  45  мнут  инкубации  СГМК  в  гипоосмотической  среде  (3.03±0.16  против 

2.85±0.18 мкл/мг протеина в контроле).  В-третьих,  наблюдается соответствие 

поддерживаемого характера  сокращения при аппликации сахарозы (рис.  9)  и 

транзиторного сокращение (рис. 10) при изоосмотическом сжатии и динамики 

поддерживаемого  и  транзиторного  снижения  объема  клеток  в  этих  моделях 

стрикции.  В-четвертых,  транзиторная кинетика снижения объема при изоос­

мотическом сжатии СГМК обусловлена  NKCC-опосредованным  RVI [Orlov et 

al., 1996]. В-пятых, как снижение объема клеток, так и развитие сокращения при 

изоосмотическом сжатии пролонгируется при ингибировании NKCC буметани­

дом (табл. 4, рис. 12).
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Рис. 41.  Схема объем-зависимой регуляции сократительной активности 

сосудистых ГМК. 1 – Са2+-активируемые хлорные каналы; 2, 3 – Са2+  каналы; 

МП – мембранный потенциал; NKCC – Na+,K+,2Cl- котранспорт; 4 – Ca2+-АТ­
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Фаза  саркоплазматического  ретикулума;  RVI –  регуляторное  увеличение 

объема; СПР- саркоплазматический ретикулум; ФЛ С – фосфолипаза С; Gp – 

ГТФ-связывающий белок; ФЭ - фенилэфрин; КЛЦМ – киназа легких цепей мио­

зина..
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Сокращение СГМС при сжатии и набухании клеток: различия в Ca2+-опо­

средуемой сигнализации

Несмотря  на  однонаправленное  действие  в  отношении  механического 

напряжения СГМС, клеточные механизмы, лежащие в основе сократительных 

ответов СГМС при сжатии и набухании клеток существенно различаются. Дей­

ствительно,  подобно  K+
o-индуцированной  деполяризации  мембраны,  гипоос­

мотическое  набухание  СГМК повышает  вход  45Ca,  ингибируемый нифедипи­

ном. Более того, как нифедипин, так и верапамил подавляют сокращение СГМС 

при набухании клеток (табл. 12). Эти результаты однозначно свидетельствуют, 

что индуцированное набуханием сокращение СГМС опосредовано активацией 

Ca2+ каналов  L-типа. В противоположность этому, сокращение, индуцируемое 

гипер- и изоосмотическим сжатием, устойчиво к присутствию блокаторов по­

тенциал-зависимых Ca2+ каналов (табл. 12). Сокращение СГМС при сжатии кле­

ток сохраняется также в отсутствие  Ca2+
o и истощении внутриклеточных депо 

Ca2+ при длительной инкубации в бескальциевом ЭГТА-содержащем растворе, 

то есть в условиях, отменяющих K+
o- и фенилэфрин-индуцированные сокраще­

ния (табл. 14). 

При  дальнейшем  исследовании  Са2+-зависимой  регуляции  сокращения 

СГМС в моделях изменения объема клеток было обнаружено, что стрикция рез­

ко подавляет сократительные ответы на гиперкалиевый раствор и аппликацию 

фенилэфрина (рис. 31-34). Эти результаты согласуются с данными, обнаружен­

ными в СГМС на фоне сжатия клеток в присутствии 100-мM мочевины [Wagner 

et al., 2000]. Напротив, 30-минутная преинкубация в гипоосмотическом раство­

ре, предшествующая изоосмотическому сжатию, повышала амплитуду K+
o-ин­

дуцированного сокращения (148.2±28.7  по сравнению с  100% контроле,  n=9, 

p<0.05) и не влияла на амплитуду сокращения, индуцированного фенилэфрином 

(100±14.4%,  n=6).  Учитывая  всю  совокупность  полученных  данных,  эти  ре­

зультаты демонстрируют различные механизмы сократительных ответов, запус­

каемых клеточным сжатием, набуханием и физиологическими стимулами. 

Несколько заслуживающих внимания гипотез можно предложить для объ­

яснения  Ca2+-независимого  механизма  сопряжения  возбуждения-сокращения 
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при стрикции СГМК. Так, Кравцов с соавторами  продемонстрировал возмож­

ность сокращения аорты крысы при гиперкалиевой деполяризацией мембраны 

без увеличения внутриклеточной концентрации Са2+ в безмагниевой среде. Ме­

ханизм этого сокращения отличался от K+-индуцированного сокращения в при­

сутствии дивалентных катионов, амплитуда которого коррелировала с повыше­

нием [Ca2+]i. Повышение К+ в изотонической среде вызывало увеличение связы­

вания  45Са с плазмалеммой ГМК аорты. В противоположность общепринятой 

точке зрения о ключевой роли [Ca2+]i в сопряжении возбуждения и сокращения 

ГМК, авторы выдвинули гипотезу, что взаимодействие актина и миозина может 

активироваться  Мg2+-зависимым  связыванием  Ca2+ с  кальциевым  каналом 

[Kravtsov GM et al, 2003]. Тем не менее, необходимо подчеркнуть, что в проти­

воположность сокращению СГМС в моделях стрикции (гл. 3.6.1.), K+
o-индуци­

рованное сокращение в без-Mg2+ растворе подавлялось блокаторами Ca2+ кана­

лов  L-типа  [Kravtsov et al.,  2003].  Кроме  того,  несколько  исследовательских 

групп сообщали о фосфорилировании легких цепей миозина и Rho-зависимой 

транслокации миозина  II при гиперосмотической стрикции клеток [Klein and 

O’Neill, 1993, 1995; Pedersen et al., 2002; Shrode et al., 1995; Takeda et al., 1993]. 

При исследовании механизмов подавляющего действия стрикции клеток 

на KCl- и ФЭ-вызванные сокращения было установлено, что стрикция ингиби­

рует потенциал-зависимый входа Cа2+ (рис. 40). Тем не менее, нужно подчерк­

нуть, что снижение потенциал-зависимого входа при стрикции составляло лишь 

~40%, а базальное накопление 45Са не изменялось вообще. Возможно, механиз­

мы подавляющего действия стрикции на реактивность сосудистых ГМК не огра­

ничиваются подавлением потенциал-зависимого входа Са2+. Это предположение 

основано на том, что ФЭ- и KCl-индуцированное фосфорилирование легких це­

пей миозина (ЛЦМ) опосредуется не только классической Са2+/кальмодулин-за­

висимой активацией КЛЦМ, но и вовлекает различные сигнальные пути, моду­

лируемые при изменении объема клеток. Так, активация α1-адренорецепторов 

ведет  к  запуску  многочисленных  сигналов,  контролирующие  взаимодействие 

актина и миозина. Эти сигнальные пути могут быть классифицированы в зави­

симости от принадлежности к миозин- или актин-зависимому типу регуляции. 
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Миозин-зависимый путь регуляции охватывает как кальциевую активацию, так 

и кальциевую сенситизацию. При адренергической активации происходит дина­

мическая транслокация в мембрану и другие внутриклеточные сайты ряда про­

теиновых киназ (в частности, Са2+-активируемых протеинкиназ, Rho-ассоцииро­

ванных  киназ  и  ПК-С),  которые  вовлечены в  регуляцию фосфатазы  ЛЦМ и 

обеспечивают кальциевую сенситизацию сокращения. Актин-зависимая регуля­

ция  включает  возможную  дезинтеграцию  актин-миозиновых  взаимодействий 

посредством фосфорилирования кальдесмона с участием MAP-киназ, которые 

также транслоцируются в цитоплазме при адренергической стимуляции [Wier 

and Morgan, 2003]. Ранее участие Rho-ассоциированных киназ рассматривалось 

как главный механизм регуляции  кальций-независимых компонентов сокраще­

ния сосудистых ГМК при активации ряда рецепторов [Shum et al., 2003; Nakao et 

al., 2003; Damron et al, 2002; Crowley et al, 2002; Shirao et al., 2002; Shirasawa, 

2003]. Однако, в сосудистых ГМК существует и Са2+-зависимая стимуляция Rho 

[Sakurada et al, 2003; Ghisdal et al., 2003]. При этом наблюдается сложное взаи­

модействие RhoA/ROCK-зависимой сигнализации с кальций-зависимыми меха­

низмами.

Еще одним механизмом снижения чувствительности СГМС при апплика­

ции KCl и ФЭ в моделях стрикции клеток может выступать увеличение общей 

концентрации макромолекул (macromolecular  crowding) [],  роль которой была 

установлена в регуляции элементов цитоскелета [Cuneo et al., 1992; Madden and 

Herzfeld, 1993] и объем-чувствительного мембранного транспорта [Colclasure et 

al., 1992; Dunham et al., 1995]. 

Роль NKCC и внутриклеточного Cl-

Основной гипотезой вовлечения  Na+,K+,2Cl- котранспорта в сократитель­

ную регуляцию СГМК является создание неравновесного электрохимического 

градиента для ионов  Cl-.  В это случае,  сокращение СГМС может запускаться 

при деполяризации сарколеммы, вызванной увеличением [Cl-]i и/или PCl. Эта ги­

потеза согласуется со следующими результатами: 1) Блокаторы Cl- каналов ни­

флумовая кислота и SITS подавляют сокращения СГМС при гиперкалиевой де­

поляризации мембраны СГМК и аппликации фенилэфрина и гипоосмотического 
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растворов. 2) Селективный ингибитор NKCC буметанид вызывает снижение ам­

плитуды сокращений  СГМС,  вызванных  аппликацией  фенилэфрина,  KCl (30 

мМ), а также гипо- и гиперосмотического растворов. 3) Ингибирование NKCC 

буметанидом ведет к гиперполяризации мембраны СГМК [Davis et al., 1993] и 

снижению [Cl-]i в как в интактных, так и в стимулированных аппликацией саха­

розой сегментах аорты (гл. 3.5., табл. 11). 4) Буметанид подавляет сокращение 

СГМС при слабой, но не сильной, деполяризации мембраны (гл. 3.3.2., рис. 15). 

Последнее  наблюдение  можно  было  бы  связать  с  подавлением  активности 

NKCC, обусловленном снижением концентрации Na+
о со 120 мМ до 60 мМ. Од­

нако высокая афинность NKCC для Na+
о (K1/2~25 мМ) [Orlov et al., 1996] проти­

воречит этому предположению.

Были получены данные, что длительная (30 мин) предобработка бумета­

нидом почти полностью подавляют сокращение, индуцированное аппликацией 

фенилэфрина (гл. 3.3.3., рис. 17). Этот результат отличается от ранее опублико­

ванных данных [Akar  et  al.,  1999],  согласно которым 20-минутная  предобра­

ботка 10 мкМ-буметанидом снижала ФЭ(1 мкМ)-индуцированное сокращение 

лишь на 5-10%. Противоречивость этих результатов может быть объяснена как 

различием экспериментальных животных, использованных в данном исследова­

нии и в работе Akar et al., так и различными протоколами исследования. 

По всей видимости, в модели гиперосмотической стрикции быстрое повы­

шение [Cl-]i в СГМК является следствием сжатия клеток, в то время как при 

изоосмотической стрикции [Cl-]i увеличивается как за счет снижения объема, 

так и за счет активации NKCC. Это подтверждается тем, что буметанид отменя­

ет увеличение [Cl-]i в модели изоосмотического, но гиперосмотического сжатия 

клеток  (табл.  10).  Вероятно,  NKCC  вовлечен  в  сократительную  регуляцию 

СГМК при стрикции как модулятор [Cl-]i, но независимо от Cl--индуцированной 

деполяризации мембраны. Последнее предположение основано на том, что при 

моделировании  гиперосмотической  и  изоосмотической  стрикции  выявлены 

NKCC-опосредованные механизмы сократительной регуляции, независимые от 

потенциал-зависимого входа кальция, который должен быть главным следстви­

ем деполяризации мембраны. Исключая классические Са2+-зависимые механиз­
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мы сокращения, запускаемые при активации деполяризующих хлорных токов, 

Cl-
i может участвовать в сопряжении возбуждения и сокращения 1) вызывая Cl--

зависимую деполяризацию мембраны СГМК с последующим сокращением, не­

зависимым от повышения внутриклеточного кальция и не требующим входа на­

ружного кальция или 2) запуская не идентифицированный до настоящего време­

ни в СГМК Cl-
i-чувствительный регуляторный каскад. 

Первая гипотеза основана на данных Kravtsov et al (2003), согласно кото­

рым Мg2+-зависимое связывание Ca2+ с кальциевым каналом может активиро­

вать взаимодействие актина и миозина при гиперкалиевой деполяризации мем­

браны [Kravtsov GM et al, 2003]. 

Что касается второй гипотезы, то она основана на том, что рядом исследо­

вателей были идентифицированы Cl-
i-чувствительные каскады, вовлекающие Cl-

i-зависимые протеиновые киназы в ряде негладкомышечных клеток [Treharne KJ 

et al., 1994; Muimo R et al., 1998; Lanius RA et al., 1993]. Тем не менее, модуля­

ция [Cl-]i вполне может влиять на активность внутриклеточных протеинов, во­

влеченных в функционирование сократительного аппарата независимо от входа 

кальция. 

Полученные результаты свидетельствуют о существовании особой ветви 

регуляции сократительной активности сосудистых ГМК, включающей специфи­

ческий объем-зависимый ионный транспорт. Изменение объема клеток является 

своеобразным сигнальным механизмом, который может запускать сокращение 

гладкомышечных клеток и модулировать сократительное действие физиологи­

чески активных соединений и деполяризации мембраны.
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ВЫВОДЫ

1. Варьирование осмолярности инкубационной среды сопровождается из­

менениями объема сосудистых гладкомышечных клеток. Как набуха­

ние, так и стрикция клеток ведут к развитию сокращений, динамика 

которых согласуется с изменениями объема клеток. 

2. Изоосмотическая  стрикция  вызывает  преходящую  стимуляцию 

Na+,K+,2Cl- котранспорта и регуляторное увеличение объема, в то вре­

мя как гиперосмотическая стрикция ведет к поддерживаемой актива­

ции этого транспорта, не сопровождающейся регуляторным увеличе­

нием объема клеток.

3. Транзиторный  характер  сокращения  при  изоосмотической  стрикции 

обусловлен восстановлением объема клеток, опосредованным актива­

цией  Na+,K+,2Cl- котранспорта. Выключение  Na+,K+,2Cl- котранспорта 

буметанидом пролонгирует как уменьшение объема клеток, так и со­

кращения  сосудистых сегментов.

4. Уменьшение объема клеток увеличивают внутриклеточное содержание 

ионов  хлора  в  изолированных  ГМК  аорты  крысы.  Ингибитор 

Na+,K+,2Cl- котранспорта буметанид подавляет накопление ионов хло­

ра как в интактных, так и в активированных гиперосмотической стрик­

цией сегментах аорты крысы. 

5. Одним  из  ключевых  механизмов,  используемых  гладкомышечными 

клетками с участием Na+,K+,2Cl- котранспорта в регуляции сокращений 

гладких мышц, является поддержание неравновесного электрохимиче­

ского потенциала ионов Cl-. 

6. Сокращения сегментов аорты крысы в моделях  гиперосмотической и 

изоосмотической  стрикции лишь  частично  зависят  от  внеклеточных 

ионов Ca2+ и устойчивы к действию блокаторов потенциал-зависимых 

кальциевых каналов.  
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7. Сокращение сегментов аорты, индуцированное гипоосмотическим воз­

действием обусловлено:  1) наличием неравновесного электрохимиче­

ского хлорного потенциала, 2) открыванием объем-чувствительных и 

Са2+-активируемых  Cl- каналов 3)  входом  Ca2+ по  потенциал-зависи­

мым кальциевым каналам, 4) угнетением Na+/Ca2+ обмена. 

8. Гетероосмотические растворы ведут к значительным изменениям опе­

рирования кальциевой сигнальной системы. Стрикция подавляет по­

тенциал-зависимый вход наружного кальция по Са2+ каналам L-типа и 

угнетает сокращения, индуцированные гиперкалиевой деполяризацией 

мембраны и стимуляцией α1-адренергических рецепторов. Набухание 

клеток  в  гипоосмотическом растворе  усиливает эффекты гиперкали­

евого раствора, не оказывая существенного влияния на величину со­

кращений, вызванных стимуляцией α1-адренергических рецепторов.

9. Активация объем-  и Са2+-зависимых хлорных каналов является важ­

ным  механизмом  запуска  сокращения  сосудистых  гладкомышечных 

клеток при активации α1-адренергических рецепторов и гиперкалиевой 

деполяризации мембраны.
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