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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования. Изучение механизмов регуляции ýлектрической активности и механического 
напряжения гладкомышечных клеток (ГМК) мочеточника морской свинки, опосредованных цикли-
ческим аденозинмонофосфатом (цАМФ), при гипоксии.

Материалы и методы. Методом двойного сахарозного моста исследовано действие изопреналина 
(100 мкМ)), форсколина (1 мкМ), 3-изобутил-1-метилксантина (IBMX, 100 мкМ), тетраýтиламмония 
хлорида (ТЭА, 5 мкМ) на ýлектрические свойства и сокращения гладкомышечных полосок моче-
точника морской свинки в условиях нормоксии и гипоксии. Гипоксические условия моделировали 
путем помещения ГМК в гипооксигенированный раствор Кребса, содержащий (10,0 ± 0,2) об. % 
кислорода. 

Результаты. Увеличение внутриклеточного уровня цАМФ, вызванное стимулятором β-адреноре-
цепторов изопреналином, активацией аденилатциклазы форсколином, неселективным ингибитором 
фосфодиýстераз IBMX, подавляло ýлектрическую и сократительную активность ГМК мочеточника 
морской свинки. Снижение уровня кислорода в омывающем полоски растворе приводило к увеличе-
нию амплитуды потенциала действия и величины сокращения гладких мышц мочеточника. На фоне 
возрастания внутриклеточного уровня цАМФ активирующее влияние гипоксии на гладкомышечные 
сегменты снижалось. Угнетение калиевой проводимости мембраны ГМК мочеточника при помощи 
ТЭА в условиях нормоксии подавляло цАМФ-зависимые процессы, индуцированные форсколином 
в ГМК, но при гипоксии, наоборот, вызывало потенцирование активирующего влияния на ýлектри-
ческую и сократительную активность гладкомышечных сегментов морской свинки.

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о вовлечении цАМФ-зависимой сигнальной 
системы в ýффекты гипоксии на ýлектрическую и сократительную активность ГМК мочеточника. 
Модуляция внутриклеточного уровня цАМФ нивелировала активирующее и констрикторное вли-
яние гипоксии на гладкие мышцы мочеточника, вызванное увеличением калиевой проводимости 
мембраны мышечных клеток, чем способствовала адаптации их к условиям среды.

Ключевые слова: гладкие мышцы, циклический аденозинмонофосфат, аденилатциклаза, гипоксия, 
ионные каналы.
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ABSTRACT

Aim. To study the features of regulating the electrical activity and mechanical tension of smooth muscle 
cells (SMCs) of the guinea pig ureter as modulated by cyclic adenosine monophosphate (cAMP) in hypoxia.

Materials and methods. The effects of isoprenaline (100 μM), forskolin (1 μM), 3-isobutyl-1-methylxan-
thine (IBMX, 100 μM) and tetraethylammonium chloride (TEA, 5 μM) on the contractile and electrical 
properties of isolated smooth muscle segments of the guinea pig ureter in normoxia and hypoxia were 
measured by the double sucrose bridge. Hypoxic conditions were created by placing the SMCs in Krebs 
solution containing (10.0 ± 0.2) vol. % O

2
. 

Results. It was found that an increase in the intracellular cAMP level caused by isoprenaline, the β-adrenergic 
receptor agonist, and activation of adenylate cyclase by forskolin, an inhibitor of phosphodiesterase 
IBMX, caused a decrease in the electrical and constrictor properties of the SMCs in the guinea pig ureter. 
The decrease in the level of oxygen in the perfusion solution resulted in the increase in the action potential 
amplitude and contraction of smooth muscles from the ureter. With an increase in the intracellular cAMP 
level, the activating effect of hypoxia on smooth muscle segments decreased. Inhibition of potassium 
conductivity of the ureteral SMCs with TEA in normoxia suppressed the cAMP-dependent processes 
induced by forskolin, whereas in hypoxia it caused the potentiation of an activating effect on the electrical 

activity and contractions of smooth muscle segments.

Conclusion. Thus, the results suggest the involvement of cAMP-dependent signaling system in the influence of 
hypoxia on the electrical and contractile properties of ureteral SMCs. Modification of the intracellular cAMP 
level reduced the stimulatory effect of hypoxia on the smooth muscle strips of the ureter caused by increase 
in the ionic conductivity of the membrane and contributed to their adaptation to environmental conditions.

Key words: smooth muscles, cyclic adenosine monophosphate, adenylate cyclase, hypoxia, ion channels.

Conflict of interest. The authors declare the absence of obvious and potential conflicts of interest related 
to the publication of this article.

Bulletin of Siberian Medicine. 2019; 18 (2): 99–106

Ковалев И.В., Бирулина Ю.Г., Гусакова С.В. и др. Роль ЦАМФ-зависимой сигнальной системы в регуляции



101

Оригинальные  статьи

ВВЕДЕНИЕ
Одним из вторичных посредников сигнальной 

функции в гладкомышечных клетках (ГМК) явля-
ется циклический аденозинмонофосфат (цАМФ) 
[1]. Это обусловлено, во-первых, тем, что цАМФ 
образуется мембраносвязанным ферментом аде-
нилатциклазой (АЦ), активность которого от-
ражает регуляторное влияние различных ли-
ганд-зависимых процессов на ГМК, а во-вторых, 
ýффекторные системы цАМФ-зависимых проте-
инкиназ являются функциональными антагони-
стами кальция (Са2+). Известно несколько ме-
ханизмов реализации ýффектов цАМФ в ГМК.  
С одной стороны, показано участие цАМФ в ак-
тивации калиевой проводимости мембраны ГМК 
[2]. С другой стороны, цАМФ-зависимая сигна-
лизация оказывает непосредственное влияние на 
механизмы регуляции кальциевого гомеостаза в 
гладких мышцах через влияние на процессы по-
ступления и удаления ионов Са2+ в ГМК [3]. 

Несомненно, представленная система взаимо-
отношений Са2+ и цАМФ является ключевой, но 
и она не всегда может служить основным крите-
рием оценки последствий влияния лиганд-зависи-
мых отношений на сократительные свойства ГМК, 
в том числе в условиях патологического процесса 
[4, 5]. Поскольку нельзя исключить дополнитель-
ное вмешательство в процесс сопряжения возбуж-
дения – сокращения ГМК иных внутриклеточных 
регуляторных каскадов, а также специфичность 
сигнальной функции в некоторых гладких мыш-
цах. Примером ýтого могут служить ГМК моче-
точника морской свинки, в которых ранее была 
отмечена особенность оперирования сигнальных 
путей и установлено усиление сократительных 
ответов ýтих гладких мышц в гипоксических усло-
виях [6]. Это не исключает возможность того, что 
снижение парциального напряжения кислорода 
в мышечных клетках может вызывать нарушения 
механизмов трансдукции сигналов, опосредован-
ных циклическими нуклеотидами, что повлечет 
изменение функции клеток [7]. 

Source of financing. The study was supported by the Russian Foundation for Basic Research (RFBR)  
(research projects No. 16-34-00419 and No. 18-315-00296\18).
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Цель данной работы – изучение механизмов 
цАМФ-зависимой регуляции ýлектрической и со-
кратительной активности гладкой мускулатуры 
мочеточника при гипоксии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом изучения являлись изолированные 

гладкомышечные препараты мочеточника мор-
ских свинок, которых умерщвляли методом цер-
викальной дислокации с соблюдением принципов 
гуманности, изложенных в директивах Европей-
ского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской 
декларации.

Для одновременного раздражения и регистра-
ции ýлектрических и сократительных параметров 
полосок ГМК использовали метод двойного саха-
розного моста. Теоретической основой использова-
ния ýтой методики для исследования ГМК являют-
ся кабельные свойства гладкой мышцы. В качестве 
изолирующего осмолита использовали изотони-
ческий 0,3 М раствор сахарозы. Подготовленные 
гладкомышечные сегменты с удаленной адвенти-
цией закрепляли в камере установки и отмывали 
физиологическим раствором Кребса (120,4 мМ)  
в течение 40–45 мин при 37 ºС, рН 7,35–7,4 до 
начала ýксперимента. Электрические потенциалы 
оценивали с помощью неполяризующихся реги-
стрирующих ýлектродов. Сократительную актив-
ность гладкомышечных сегментов фиксировали 
в изометрическом режиме. Полученные сигна-
лы записывали и анализировали с применением 
программы LGraph2 (Л-КАРД, Россия). Во время 
проведения исследования оценивали значения па-
раметров потенциала действия (ПД) (амплитуда, 
длительность плато) и амплитуду механического 
напряжения ГМК при действии деполяризующего 
стимула и биологически активных веществ в соле-
вом растворе Кребса и его модификациях.

Гипооксигенированные растворы получали пу-
тем пропускания через них газообразного азота 
в течение 10 мин. Уровень кислорода в растворах 
не превышал (10,0 ± 0,5) об. % и регистрировался  
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специализированным оксиметром HI 9146-04 
(HANNA, Германия).

Исследовали действие следующих реагентов: 
3-изобутил-1-метилксантин (IBMX), изопреналин, 
тетраýтиламмония хлорид (ТЭА), форсколин 
(Sigma-Aldrich, США).

Статистическую значимость различий коли-
чественных показателей оценивали при помощи 
U-критерия Манна – Уитни и Т-критерия Вил-
коксона в программе IBM SPSS Statistics 21. Ре-
зультаты представлены в виде медианы, межквар-
тильного интервала Me (Q

1
–Q

3
). Различия между 

выборками считали статистически значимыми на 
уровне р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для усиления активности аденилатциклаз-

ной системы производили воздействие на каскад 
ферментов, осуществляющих проведение многих 
внеклеточных регуляторных сигналов, вызывае-
мых различными лиганд-рецепторными физиоло-

гическими влияниями. Известно, что связывание 
с мембранными адренорецепторами неселектив-
ного β-адреномиметика изопреналина приводит 
к активации АЦ и увеличению концентрации 
цАМФ внутри клетки [1]. 

Добавление изопреналина (100 мкМ) в нормок-
сический раствор Кребса статистически значимо 
подавляло ýлектрическую и сократительную ак-
тивность ГМК (табл. 1). Установлено, что в ответ на 
гипоксию происходило увеличение амплитуды ПД 
до 103,7 (98,7–111,3)%, длительности плато ПД –  
108,4 (90,6–113,1)%, амплитуды сокращения –  
123,7 (95,1 –130,4)% (n = 9, p < 0,05) гладкомы-
шечных сегментов мочеточника, соответственно, 
от контрольных параметров в нормоксическом 
растворе Кребса. При ýтом снижение кислорода 
в омывающем сегменты растворе на фоне дей-
ствия активатора β-адренорецепторов сопрово-
ждалось уменьшением стимулирующего воздей-
ствия на величину ПД и сокращения препаратов 
мочеточника морской свинки.

Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1

Влияние изопреналина электрические и сократительные свойства гладких мышц мочеточника в условиях гипоксии,  
Me (Q1–Q3)

The effect of isoprenaline on the electrical and contractile properties of SMCs of the ureter in hypoxia, Me (Q1–Q3)

Показатель
Characteristic

Амплитуда ПД, %
AP amplitude, %

Длительность плато ПД, %
AP plateau duration, %

Амплитуда сокращения, %
Contraction amplitude, %

Контроль, n = 12
Control, n = 12

100 100 100

+ Изопреналин (100 мкМ), 
n = 12
+ Isoprenaline (100 μM), 
n = 12

82,28*
(71,45–100,85)

85,2*
(77,95–101,35)

91,1*
(84,8–96,3)

Гипоксия, n = 9
Hypoxia, n = 9

5 мин
5 min

103,17*
(99,5–107,01)

95,77*#
(82,15–105,08)

100#
(94,23–104,47)

10 мин
10 min

97,72#
(102,18–109,09)

97,6#
(89,9–106,14)

97,38#
(87,25–102,35)

*  p < 0,05 по сравнению с контролем, # p <0,05 по сравнению с гипоксией в отсутствии активатора (здесь и в табл. 2).
*  p < 0.05 as opposed to the control, # p < 0.05 as opposed to hypoxia in the activator-free solution (here and in the table 2).

Непосредственным и достаточно специфиче-
ским активатором цАМФ-зависимых процессов 
в клетке является форсколин, способный прямо 
стимулировать АЦ [2, 3]. Действие форсколина 
(1 мкМ) в нормоксическом растворе Кребса вы-
зывало снижение амплитуды и длительности пла-
то ПД, амплитуды сокращения гладкомышечных 
препаратов мочеточника. При ýтом на фоне сти-
муляции АЦ форсколином наблюдался активиру-
ющий ýффект гипоксии на показатели амплитуды 
сокращения и параметры ПД, но прирост их был 

статистически значимо меньший, чем в отсут-
ствии активатора АЦ (табл. 2).

Ранее было показано, что на фоне блокирова-
ния калиевых каналов неселективным блокатором 
ТЭА (5 мМ) происходит усиление активирующего 
и констрикторного действия гипоксии на ГМК мо-
четочника морской свинки [8]. Поýтому для того, 
чтобы исключить влияние калиевой проводимости 
мембраны ГМК мочеточника на цАМФ-опосредо-
ванные ýффекты гипоксии, гладкомышечные сег-
менты подвергали действию ТЭА.
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При угнетении калиевой проводимости мем-
браны ГМК мочеточника морской свинки и по-
давлении калий-зависимого влияния форсколина 
на параметры ýлектрической и сократительной 
активности гладкомышечных сегментов наблю-
далось дополнительное активирующее действие 
гипоксии (рис. 1).

Неселективный ингибитор фосфодиýстераз 
IBMX, как известно, вызывает увеличение кон-
центрации циклических нуклеотидов в ГМК [9, 
10]. При добавлении IBMX (100 мкМ) в нормок-
сический раствор Кребса наблюдалось угнете-

ние ýлектрических и сократительных параметров 
гладкомышечных препаратов мочеточника: ампли-
туда сокращения составила 78,12 (62,5–96,55)%, 
амплитуда ПД – 84,32 (70,2–98,31)%, длитель-
ность плато ПД – 79,91 (66,35–96,47)% (n = 12,  
p < 0,05), что соответствует  контролю в нормок-
сическом растворе Кребса. В условиях гипоксии 
IBMX также сохранял свой угнетающий ýффект 
на параметры ПД и амплитуду сокращения ГМК 
мочеточника, однако он был статистически зна-
чимо меньшим, чем в нормоксическом растворе 
(рис. 2).

Т а б л и ц а  2 
T a b l e  2

Влияние форсколина на электрические параметры и механическое напряжение гладких мышц мочеточника при гипоксии, 
Me (Q1–Q3)

 The effect of forskolin on the electrical parameters and mechanical tension of the smooth muscle strips of the ureter  
in hypoxia, Me (Q1–Q3)

Показатель 
Characteristic

Амплитуда ПД, %
AP amplitude, %

Длительность плато ПД, %
AP plateau duration, %

Амплитуда сокращения, %
Contraction amplitude, %

Контроль, n = 8
Control, n = 8

100 100 100

+ Форсколин (1 мкМ), n = 8
+ Forskolin (1 μM), n = 8

92,5*
(80,56–103,7)

83,24*
(62,4–90,7)

76,84*
(66,5–87,2)

Гипоксия, n = 8
Hypoxia, n = 8

5 мин
5 min

96,02#
(90,63–103,72)

94,78*#
(79,9–111,63)

86,73*#
(74,43–96,67)

10 мин
10 min

95,7*#
(83,1–111,8)

92,7#
(85,5–114,6)

89,57*#
(79,49–98,56)

Рис. 1. Модуляция параметров ýлектрической и сократительной активности гладких мышц мочеточника морской 
свинки при действии тетраýтиламмония (ТЭА) и форсколина в условиях гипоксии: р – уровень значимости раз-

личий по сравнению с параметрами в группе «Гипоксия + форсколин (1 мкМ)»

Fig. 1. Modulation of parameters of the electrical and contractile activity of smooth muscles of the guinea pig ureter 
under the effect of tetraethylammonium (TEA) and forskolin in hypoxia: р – statistical significance as opposed to the 

parameters in the group “Hypoxia + Forskolin (1 μM)”

Гипоксия
Hypoxia

Гипоксия+
ТЭА (5 мкМ)

Hypoxia+
TEA (5 μМ)

Гипоксия+
Форсколин

(1 мкМ)
Hypoxia+

Forskolin (1 μМ)

Гипоксия+
ТЭА (5 мкМ)+

Форсколин
(1 мкМ)

Hypoxia+
TEA (5 μМ)

+Forskolin (1 μМ)

%

175

150

125

100

75

р < 0,05
р < 0,05

р < 0,05
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Таким образом, угнетение активности фосфо-
диýстераз циклических нуклеотидов статистиче-
ски достоверно подавляет активирующее воздей-
ствие гипоксии на показатели сократительной и 
ýлектрической активности сегментов мочеточни-
ка морской свинки.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование молекулярных механизмов ре-

гуляции сопряжения возбуждения-сокращения 
в гладких мышцах в физиологических и патоло-
гических условиях является основой для форми-
рования представления о работе ГМК и, следо-
вательно, двигательной функции висцеральных 
органов. В настоящем исследовании проводилось 
изучение роли цАМФ-зависимой сигнальной си-
стемы в регуляции ýлектрических и сократитель-
ных свойств ГМК мочеточника при гипоксии.

Полученные результаты свидетельствуют, что 
активация аденилатциклазной системы посред-
ством β-адреномиметика, форсколина, IBMX c 
последующим увеличением внутриклеточного 
содержания цАМФ приводят к подавлению ак-
тивирующего действия гипоксии на параметры 
ýлектрической и, в большей степени, констрик-
торной активности ГМК мочеточника морской 
свинки. Согласно литературным данным, актива-
ция цАМФ-зависимого сигнального пути, с одной 
стороны, связана с повышением калиевой прово-
димости мембраны гладких мышц [2], а с другой –  
уменьшением цитоплазматической концентрации 
ионов Са2+ вследствие активации кальциевых на-
сосов плазмалеммы, саркоплазматического ре-
тикулума и (или) натрий-кальциевого обмена в 
ГМК [3, 11]. 

На фоне подавления калиевой проводимости 
мембраны ГМК, как одной из ключевых ýффек-
торных мишеней цАМФ-зависимого сигнального 
пути, неселективным блокатором ТЭА активиру-
ющее действие гипоксии не только сохранялось, 
но и статистически достоверно увеличивалось. 

По-видимому, в условиях гипоксии дополнитель-
ное угнетение калиевых каналов приводит к ин-
вертированию цАМФ-зависимых процессов [8]. 
Наличие подобных изменений может быть также 
обусловлено и включением дополнительных меха-
низмов регуляции сопряжения возбуждения-со-
кращения в гладких мышцах, направленных на 
деполяризацию мембраны ГМК мочеточника 
морской свинки и поддержание констрикции, 
вероятно, опосредованных изменением хлорной 
проводимости мембраны ГМК мочеточника [12]. 

Наблюдаемые изменения в функционировании 
цАМФ-зависимой сигнальной системы в услови-
ях гипоксии могут лежать в основе более тонких 
адаптивных реакций клеток на изменение их ок-
сигенации, затрагивающих процессы транскрип-
ции генов и регуляции ответных реакций клеток 
на кислородное голодание [13, 14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные результаты влияния гипоксии 

на ýлектрическую и сократительную активность 
ГМК мочеточника при модуляции уровня цАМФ 
позволяют предположить наличие неоднознач-
ной зависимости активности сигнальных систем 
от парциального давления кислорода. Повыше-
ние внутриклеточного уровня цАМФ оказывает 
релаксирующее и реполяризующее действие на 
гладкомышечные сегменты, сменяющееся при ги-
поксии на констрикторное и активирующее, ве-
роятно, за счет подавления калиевой проводимо-
сти мембраны.
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