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Список принятых сокращений 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода 

ГМ – гладкая мышца 

ГМК – гладкомышечная клетка 

ДЦ – дыхательная цепь митохондрий 

НАДН – никотинамидадениндинуклеотид 

ПК А – протеинкиназа А 

ПК С – протеинкиназа С 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

рГЦ – растворимая гуанилатциклаза 

 – сосудистая гладкомышечная клетка 

СПР – саркоплазматический ретикулум 

ТЭА – тетраэтиламмония хлорид 

ФЭ – фенилэфрин 

цАМФ – циклический-3,5-аденозинмонофосфат 

цГМФ – циклический-3,5-гуанозинмонофосфат 

[Cа
2+

]i – внутриклеточная концентрация ионов кальция 

[K
+
]i – внутриклеточная концентрация ионов калия 

[Na
+
]i – внутриклеточная концентрация ионов натрия 

3MST – 3-меркаптопируват-сульфуртрансфераза 

ВКСа-каналы – Са
2+

-активируемые калиевые каналы высокой проводимости 

Ca
2+

 – ионы кальция 

CBS – цистотионин-β-синтаза 

СО – монооксид углерода 

CORM – carbon monoxide-releasing molecule – СО-освобождающая молекула 

CSE – цистотионин-γ-лиаза 

EDНF – эндотелий-зависимый гиперполяризующий фактор 

Н2S – сероводород 

HIF-1 – Hypoxia Inducible Factor-1 – гипоксия-индуцибельный фактор-1 

НО – гемоксигеназа 

Kv-каналы – потенциал-зависимые калиевые каналы 

KАТФ-каналы – АТФ-чувствительные калиевые каналы 

МАРК – митоген-активируемая протеинкиназа 

NO – оксид азота 

pO2 – парциальное напряжение кислорода  
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Изучение молекулярных механизмов регуляции сократительных 

свойств гладких мышц (ГМ) в физиологических и патологических условиях 

является актуальной проблемой современной науки. Однако некоторые 

вопросы до сих пор не нашли удовлетворительного решения, в том числе, 

касающиеся сопряжения возбуждения-сокращения в гладкомышечных 

клетках (ГМК) при нарушении их оксигенации. 

Как известно, поддержание оптимального уровня парциального 

напряжения кислорода в клетках различных тканей и органов способствует 

протеканию метаболических и пластических процессов, обеспечивающих их 

функциональную стабильность. Гипоксия (кислородное голодание) же 

запускает во многом универсальные процессы [20, 28; 202], затрагивающие и 

ГМ сосудов, индуцируя вазодилатацию или констрикцию в зависимости от 

сосудистого региона [127, 179, 229, 233]. При этом изменяется ионная 

проницаемость мембран ГМК для различных катионов и анионов [53, 159, 

182], оперирование ряда внутриклеточных сигнальных систем, среди 

которых преимущество отдается кальциевой [121, 143, 193], цАМФ- и 

цГМФ-зависимым сигнальным системам [139, 185], также наблюдаются 

транскриптомные изменения, направленные на адаптацию ГМК к условиям 

дефицита кислорода [222, 223]. Восстановление оксигенации тканей 

(реоксигенация), как свидетельствуют многочисленные исследования, 

несмотря на диаметральную противоположность гипоксическим процессам, 

запускает механизмы во многом с ними схожие, усугубляясь нарастающим 

диссонансом в работе внутриклеточных эффекторных систем ГМ [80, 190, 

206]. 

Кроме этого, в регуляции сократительных реакций сосудистых ГМК 

при гипоксии и реоксигенации могут участвовать различные вазоактивные 

факторы, среди них и газовые посредники – монооксид углерода (СО) и 

сероводород (H2S) [94, 106, 108, 167, 181]. Эндогенно продуцируемые, они 
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лиганд-независимым способом вовлекаются в механизмы регуляции 

большинства функций органов и тканей, в том числе и тонуса кровеносных 

сосудов [1, 11, 107, 158]. Известно, что уровень содержания СО и H2S в 

клетках обусловлен протекающими в них физиологическими и 

патологическими процессами [108, 150]. Кроме того, осуществляя свои 

эффекты, газотрансмиттеры не могут не испытывать действия парциального 

напряжения кислорода. Причем, дополнительное включение 

внутриклеточных сигнальных и эффекторных систем, обусловленное 

особенностями их собственного влияния на сократительную активность 

ГМК, может изменяться при гипоксии и реоксигенации и быть еще одним 

указанием на молекулярные мишени, задействованные в изменении 

функциональной активности клеток. 

Поиск и выявление внутриклеточных сигнальных механизмов, в том 

числе отдельных звеньев газовой коммуникации, ответственных за 

модуляцию сократительной функции гладких мышц, может стать основой 

для разработки подходов к управлению электрофизиологическими 

свойствами ГМК кровеносных сосудов при различных физиологических и 

патологических состояниях. 

Степень разработанности темы 

К настоящему времени накоплено достаточно данных, 

свидетельствующих о высокой чувствительности сосудистых ГМК к 

недостатку кислорода, что позволяет рассматривать их в качестве 

кислородного сенсора [77, 100, 172]. Однако механизмы реагирования ГМ на 

дефицит кислорода изучены недостаточно. В литературе мало представлены 

данные, касающиеся влияния реоксигенации на тонус кровеносных сосудов и 

оперирования внутриклеточных сигнальных систем, ассоциированных с 

ионами кальция, при нарушениях кислородного баланса. В последние годы 

активно исследуется влияние газотрансмиттеров на сократительную 

функцию сосудистых ГМ в норме и при гипоксии/реоксигенации [119, 140, 
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166, 196], но, по-прежнему, остаются нерешенными вопросы о механизмах 

подобного действия газовых посредников. 

В связи с вышесказанным, целью исследования явилось изучение 

роли калиевых каналов и газовых посредников в механизмах регуляции 

сократительной активности сосудистых гладких мышц в условиях гипоксии 

и реоксигенации. 

Задачи исследования 

1. Исследовать влияние гипоксии и реоксигенации на 

сократительные ответы гладкомышечных клеток сосудов при гиперкалиевой 

деполяризации мембраны и активации α1-адренергических рецепторов. 

2. Определить вклад кальциевой сигнальной системы в механизмы 

регуляции сократительных свойств гладких мышц аорты крысы при 

гипоксии и реоксигенации. 

3. Изучить роль компонентов калиевой проводимости мембраны в 

действии гипоксии и реоксигенации на сократительную активность 

гладкомышечных клеток сосудов. 

4. Исследовать влияние гипоксии и Na
+
,K

+
-АТФазы на изменение 

внутриклеточного содержания АТФ, катионов натрия и калия в 

гладкомышечных клетках аорты крысы. 

5. Оценить влияние монооксида углерода и сероводорода на 

сократительные ответы сосудистых гладких мышц при гипоксии и 

реоксигенации. 

Научная новизна 

Доказано релаксирующее действие гипоксии и реоксигенации на 

сократительную активность ГМК аорты крысы, вызванную деполяризацией 

мембраны гиперкалиевым раствором или активацией α1-адренергических 

рецепторов. Установлено, что расслабление ГМ более выражено на фоне их 

предсокращения α1-адреномиметиком фенилэфрином, чем хлоридом калия, 

при гипоксии и реоксигенации. Показано, что вазорелаксирующее действие 
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гипоксии и реоксигенации обусловлено открыванием потенциал-зависимых 

и/или Са
2+

-активируемых калиевых каналов мембраны ГМК, а на фоне 

действия фенилэфрина – дополнительно активацией АТФ-чувствительной 

калиевой проводимости. Установлено, что при гипоксии, также как и при 

ингибировании Na
+
,К

+
-АТФазы уабаином, в изолированных ГМК аорты 

крысы происходит снижение внутриклеточного уровня макроэргов, 

концентрации ионов калия, но увеличение содержания ионов натрия. 

Получены новые данные о том, что в условиях гипоксии и реоксигенации 

происходит ослабление релаксирующего влияния монооксида углерода на 

сокращения сосудистых сегментов, индуцированные гиперкалиевым 

раствором или фенилэфрином. Впервые установлено, что сероводород при 

гипоксии и реоксигенации вызывает расслабление ГМ, предсокращенных 

гиперкалиевым раствором и, напротив, разнонаправлено модулирует 

сокращения ГМК, вызванные фенилэфрином: угнетает их механическое 

напряжение при гипоксии и потенцирует при реоксигенации. 

Теоретическая и практическая значимость 

Полученные данные являются вкладом в развитие фундаментальных 

представлений о механизмах сопряжения возбуждения-сокращения в ГМК 

при гипоксии и реоксигенации. Результаты исследования дополняют 

существующие знания о путях регуляции биологически активными 

веществами тонуса ГМ при нарушении их оксигенации. Приоритетные 

данные о роли газовых посредников (монооксида углерода и сероводорода) в 

механизмах регуляции сократительной активности ГМК при гипоксии и 

реоксигенации открывают перспективные подходы для разработки новых 

принципов коррекции патологических синдромов, связанных с нарушением 

двигательной функции ГМ кровеносных сосудов. Сформулированные в 

работе положения и основные методологические приемы используются в 

научных исследованиях кафедр биофизики и функциональной диагностики, 

нормальной физиологии Сибирского государственного медицинского 



9 
 

университета. Областями применения полученных данных являются 

физиология, патологическая физиология, биофизика. 

Методология и методы исследования 

Изучение сократительной активности ГМ выполняли 

механографическим методом на изолированных гладкомышечных сегментах 

аорты крыс-самцов линии Wistar. Данный метод позволяет напрямую 

исследовать механическую активность гладких мышц. С помощью 

радионуклидного метода оценивали изменение цитоплазматической 

концентрации моновалентных катионов натрия и калия в культуральных 

ГМК аорты крысы. Внутриклеточное содержание АТФ определяли с 

использованием люцифераза-зависимой индикации. Статистическую 

обработку результатов проводили с использованием программы SPSS 

Statistics 17.0.1 for Windows. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Сократительные реакции гладкомышечных клеток аорты крысы, 

вызванные деполяризацией гиперкалиевым раствором или активацией 

рецептор-оперируемого входа ионов кальция, угнетаются в условиях 

гипоксии и реоксигенации. 

2. Ослабление сократительных ответов сосудистых гладких мышц 

при гипоксии и реоксигенации опосредовано повышением калиевой 

проводимости мембраны гладкомышечных клеток. 

3. Гипоксия, как и подавление Na
+
,K

+
-АТФазы уабаином, вызывают 

смещение ионного баланса моновалентных катионов в сторону увеличения 

внутриклеточного содержания ионов натрия на фоне снижения АТФ. 

4. Монооксид углерода и сероводород при гипоксии оказывают 

релаксирующий эффект на предсокращенные гиперкалиевым раствором или 

фенилэфрином сосудистые гладкомышечные клетки. В условиях 

реоксигенации данное действие газотрансмиттеры проявляют только на фоне 

действия гиперкалиевого раствора. 
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Степень достоверности и апробация работы 

Достоверность результатов диссертационной работы обеспечена 

достаточным объемом экспериментального материала, использованием 

современных методов исследования и соответствующих критериев 

статистической обработки полученных данных. 

Основные положения диссертационной работы докладывались и 

обсуждались на Ежегодной Всероссийской научной школе-семинаре 

«Методы компьютерной диагностики в биологии и медицине – 2013» (г. 

Саратов, 2013 г.); 7
th 

International congress of pathophysiology (Марокко, г. 

Рабат, 2014 г.); Международном Симпозиуме «Газомедиаторы: физиология и 

патофизиология» (г. Казань, 2014 г.); IV Съезде физиологов СНГ (г. Сочи, 

2014 г.); научной конференции «Нейрогуморальные механизмы регуляции 

висцеральных функций в норме и патологии» (г. Томск, 2014 г.); X 

Международной (XIX Всероссийской) Пироговской научной медицинской 

конференции студентов и молодых ученых (г. Москва, 2015 г.); 

Международной конференции «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация» 

(г. Москва, Пущино, 2015 г.); 25
th

 European Meeting on Hypertension and 

Cardiovascular Protection (Италия, г. Милан, 2015 г.); V Съезде биофизиков 

России (г. Ростов-на-Дону, 2015 г.), VI Всероссийской школе-конференции 

по физиологии кровообращения (г. Москва, 2016 г.). 

Исследования поддержаны грантами ФЦП «Гипоксия как фактор 

регуляции транскриптома и сократительных свойств кровеносных сосудов» 

(соглашение 8487 от 23.10.2012 г.), РФФИ «Мой первый грант» (соглашение 

16-34-00419 от 27.01.2016 г.) 

Публикации 

По теме диссертации опубликовано 14 печатных работ, из них 6 – в 

ведущих рецензируемых журналах и изданиях, рекомендованных ВАК РФ, 1 

научная статья в зарубежном журнале и 7 – статей и тезисов в материалах 

конференций и симпозиумов. 
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Структура и объем диссертации 

Диссертация изложена на 118 страницах машинописного текста, 

состоит из введения, трех глав, заключения, выводов и списка литературы. 

Работа содержит 5 таблиц, иллюстрирована 26 рисунками. 

Библиографический список включает 242 источников, из которых 192 – 

зарубежные. 

Личное участие автора 

Соискатель принимал непосредственное участие в сборе литературных 

данных по изучаемой проблеме, разработке дизайна и планировании 

исследования. Результаты были получены, обработаны и интерпретированы 

автором лично. 
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ГЛАВА 1 

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Гипоксическое и реоксигенационное повреждение клеток 

Недостаточное поступление кислорода или же нарушение его 

утилизации в ходе биологического окисления может приводить к нарушению 

работы функционально-метаболических систем организма и снижению 

интенсивности пластических процессов.  

Согласно современным представлениям кислородное голодание, в 

первую очередь, инициирует подавление синтеза макроэргов в реакциях, 

сопряженных с окислительным фосфорилированием на внутренней мембране 

митохондрий [26, 27, 38, 34]. Согласно Л.Д. Лукьяновой, в основе, так 

называемой, «биоэнергетической гипоксии» лежит последовательное 

изменение активности функционирования ферментов дыхательной цепи (ДЦ) 

митохондрий, зависящее от тяжести и/или продолжительности 

гипоксического воздействия [26, 27]. Так, первая (компенсаторная) стадия 

связана с инактивацией НАДН-зависимого пути окисления, что ведет к 

накоплению восстановленных пиридиннуклеотидов и торможению переноса 

электронов [155]. Этот процесс запускает компенсаторную активацию 

сукцинатоксидазного пути окисления, позволяющего сохранить 

энергосинтезирующую функцию цитохромного участка. При усугублении 

гипоксии наступает вторая (некомпенсируемая) стадия, которая 

характеризуется нарушением электрон-транспортной функции ДЦ в области 

цитохромов bc1, затем, уже при очень низких значения рО2 (1-2 мм рт. ст.), и 

терминальная стадия, обусловленная инактивацией митохондриального 

комплекса IV (цитохром с оксидазы). Высокая степень сродства 

цитохромоксидазы к кислороду позволяет ей функционировать вплоть до 

наступления аноксии. 

Компенсаторная активация гликолиза в качестве поставщика АТФ в 

условиях гипоксии, как оказалось, малоэффективна и не способна 
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предотвратить падения энергообеспечения функционально-метаболических 

систем. Вслед за усилением реакций гликолиза наступает их торможение, 

обусловленное истощением запасов его субстратов и снижением активности 

ферментных систем [38, 49]. Кроме этого, повышенная интенсивность 

гликолитических процессов приводит к накоплению молочной кислоты. 

Избыточная концентрация лактата в цитоплазме вызывает снижение 

внутриклеточного рН и развитие метаболического ацидоза, который 

дополнительно усугубляется чрезмерным накоплением кислых продуктов 

метаболизма жирных кислот и аминокислот [82, 153]. Возникающий ацидоз 

ингибирует ферменты гликолиза, усиливает разобщение процессов 

окислительного фосфорилирования, способствует накоплению 

восстановленных переносчиков (НАДН, НАДФН), а также оказывает 

повреждающее действие на мембранные структуры клеток путем активации 

фосфолиполиза и процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ), 

изменения конформационных свойств белков биомембран [2, 38, 49]. 

Очевидно, что снижение синтеза макроэргов в условиях гипоксии 

лежит в основе нарушения энергозависимых процессов, обеспечивающих 

поддержание функциональной активности различных внутриклеточных 

систем. Причем, наиболее ранние расстройства наблюдаются со стороны 

работы АТФ-зависимых ионных насосов [122, 126]. Одним из них является 

Na
+
,K

+
-АТФаза, которая обеспечивает трансмембранный перенос ионов Na

+
 

и K
+
 против градиента концентрации и поддержание, тем самым, значения 

потенциала покоя. Ее подавление в условиях дефицита АТФ приводит к 

повышению внутриклеточной концентрации ионов Na
+
 ([Na

+
]i), снижению 

содержания ионов K
+
 ([K

+
]i) и увеличению соотношения [Na

+
]i/[K

+
]i [169, 222, 

223]. Накопление Na
+
 в цитоплазме клеток индуцирует возникновение 

вначале частичной, а затем и стойкой деполяризации клеток, нарушение их 

реполяризации и функциональной активности. Повышение [Na
+
]i также 

приводит к инверсии работы Na
+
,Ca

2+
-обменника плазмалеммы и 

увеличению ионов Са
2+ 

в цитозоле [97, 54] Перераспределение ионов в 
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сочетании с повышенной проницаемостью плазматической мембраны при 

дезорганизации ее структуры и накоплением низкомолекулярных продуктов 

метаболизма способствует поступлению в клетку из внеклеточной среды 

молекул воды с последующим развитием внутриклеточной гипергидратации 

[175]. 

Большое значение в механизме гипоксических нарушений имеют также 

последствия, связанные с обменом Са
2+

, который выступает важным 

регулятором клеточного метаболизма. Отмечается, что центральным 

событием при этом является увеличение концентрации Са
2+

 в цитоплазме 

([Cа
2+

]i), которое может происходить как при избыточном поступлении ионов 

извне по потенциал-зависимым Са
2+

-каналам, так и высвобождении их из 

внутриклеточных депо – саркоплазматического ретикулума (СПР) и 

митохондрий [14, 47, 234]. В условиях гипоксии и энергодефицита имеет 

место снижение барьерной функции плазматической мембраны, 

сопровождающееся повышением ее проницаемости для Са
2+

, подавление 

активности энергоемкой Са
2+

,Mg
2+

-АТФазы плазмалеммы и мембраны СПР 

[41, 96, 154]. В результате этого нарушаются процессы удаления ионов Са
2+

 

из клеток с последующим накоплением их в цитоплазме. Кроме того, на фоне 

угнетения электрон-транспортной функции ДЦ происходит падение разности 

потенциалов на митохондриальной мембране (Δψ), что приводит к потере 

митохондриями способности аккумулировать ионы Са
2+

 [4, 40]. 

Установлено, что увеличение [Cа
2+

]i приводит к активации Са
2+

-

зависимых протеаз, мембранных фосфолипаз (фосфолипазы А2 и, 

следовательно, арахидонового каскада, фосфолипазы С), протеинкиназ (Са
2+

-

кальмодулин-зависимые, ПК С, МАРК – mitogen-activated protein kinase, JNK 

– c-Jun N-terminal kinase) [29, 185, 205], участвует в инициации процессов 

свободнорадикального окисления, транскриптомных изменений через Са
2+

-

чувствительные транскрипционные элементы (Са
2+

-response elements – CRE) 

[173, 235]. Кроме того, имеются данные, подтверждающие участие Са
2+

 в 

инактивации субстратного (НАДН-зависимого) участка ДЦ митохондрий, 
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что свидетельствует о его регуляторной роли в процессе ингибирования 

окислительного фосфорилирования при гипоксии [28]. 

Еще одним важным фактором, играющим немаловажную роль в 

повреждении клеток при гипоксии, является активация реакций 

свободнорадикального окисления. Источниками свободных радикалов могут 

быть самые различные процессы. Активные формы кислорода (АФК) могут 

синтезироваться как в случае неполного 4х-электронного восстановления 

кислорода (конечного акцептора), так и при прерывании цепи переноса с 

переходом электронов на растворенный в матриксе кислород [16, 20]. 

Известно, что даже в нормоксических условиях митохондриальные 

комплексы I и III способны генерировать супероксидный анион-радикал (О2
-
) 

и перекись водорода (H2O2) [10, 104, 232]. При гипоксии наблюдалось 

усиление образования АФК, что было сходно с условиями блокирования 

НАДН-зависимой дегидрогеназы ротеноном и убихинон-цитохром с 

редуктазы антимицином А [156]. Показано также, что синтезируемые АФК 

сильнее всего инактивировали транспорт электронов между НАДН-

дегидрогеназой и убихиноном [26]. 

Продукция АФК, в частности супероксид-аниона, происходит и в ходе 

реакции, катализируемой мембранно-связанной НАДФН-оксидазой (NOX) 

[62, 215]. К настоящему времени в клетках млекопитающих 

идентифицировано 7 изоформ НАДФН-оксидаз, наиболее изученной из 

которых является NOX2 (gp91phox). Установлено, что подтипы DUOX1/2 

способны генерировать также и пероксид водорода [215]. Показано, что 

неселективный ингибитор NOX – DPI (diphenyleneiodonium) способствовал 

снижению продукции АФК в клетках и связанному с этим повышению 

[Cа
2+

]i. [62]. Необходимо учитывать значение ксантиноксидазы, 

липооксигеназы, циклооксигеназы, NO-синтазы, микросомальных 

монооксигеназ в генерации свободных радикалов при гипоксии [11, 32, 39]. 

Показано, что усиление продукции АФК при гипоксии ассоциировано со 

снижением активности антиоксидантных ферментов (супероксиддисмутазы, 
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глутатионпероксидазы, каталазы), ацидозом, накоплением Са
2+

 в цитоплазме, 

активацией процессов фосфолиполиза [49]. Цитотоксическое действие 

свободных радикалов связано с активацией процессов липопероксидации, 

которые приводят к нарушению упаковки липидов мембран, повышению их 

текучести и проницаемости [2, 49, 147]. 

Повышение пассивной проницаемости клеточной мембраны, 

подавление механизмов активного транспорта, возникающие еще в условиях 

гипоксии, обеспечивают беспрепятственное поступление в альтерированные 

клетки воды с растворенными в ней осмолитами в период реоксигенации [2, 

80]. Избыточное поступление Na
+
, Сl

-
 приводит к формированию стойкой 

деполяризации мембраны, которая сменяется снижением возбудимости 

клеток и, соответственно, их дисфункцией. Накопление Ca
2+

 в цитоплазме 

ведет к активации большинства Ca
2+

-зависимых ферментов (фосфолипаз, 

протеинкиназ, протеаз и др.), усилению ПОЛ (в сочетании с повышенным 

уровнем свободного Fe
2+

), которые дополнительно обостряют процессы 

дезорганизации внутриклеточных процессов [147, 190]. Грубым нарушением 

барьерной функции мембран является выход ферментов, находившихся в 

цитозоле или субклеточных органеллах, во внеклеточное пространство [2]. 

Набухание митохондрий вследствие поступления в них ионов Ca
2+

, К
+
, 

фосфатов и воды приводит к снижению утилизации поступающих субстратов 

в окислительно-восстановительных реакциях, разобщению дыхания и 

фосфорилирования, падению трансмембранной разности потенциалов, 

дефициту АТФ [103]. Временная активация анаэробного гликолиза при 

реоксигенации только усугубляет развивающийся метаболический ацидоз и 

способствует дальнейшей дестабилизации биомембран.  

Доступность молекулярного кислорода, «утечка» электронов в цепи их 

переноса, накопление восстановленных переносчиков НАДН и НАДФН, 

активация процессов фосфолиполиза, сниженная активность 

антиоксидантных систем создают предпосылки для усиления образования 

АФК при реоксигенации и, как следствие, развития окислительного стресса. 
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В этих условиях на внутренней мембране митохондрий происходит 

открывание неселективной поры, известной как Mitochondrial Permeability 

Transition Pore (MPTP). Пермеабилизация мембран митохондрий 

способствует выходу в цитозоль апоптогенных факторов (основным из 

которых является цитохром с) и запуску митоптоза [198, 198, 206]. Данный 

процесс также находится под контролем проапоптотических белков 

семейства Bcl-2, [Cа
2+

]i, блокируется циклоспорином А и при 

связывании/инактивации АФК [103, 238]. 

Проблема устранения гипоксических и реоксигенационных 

повреждений, а также повышения устойчивости клеток и тканей к ним 

обсуждается давно. Известно, что в клетках в ответ на дефицит кислорода 

запускается целый комплекс защитных механизмов, направленных на 

поддержание и сохранение их функциональной активности. Уже на ранних 

этапах развития гипоксии отмечается активация срочных сигнальных 

каскадов, контролируемых ПК А и С, МАРК (р38, р42/44), NO-синтазами, 

фосфотидилинозитол-3-киназой (PI3K/Akt путь), конечным звеном которых 

являются эффекторные системы, играющие адаптивно-регуляторную роль 

[30, 63, 96, 235, 229]. 

В формировании приспособительных реакций особое место отводится 

специфическому белковому фактору, индуцируемому гипоксией – HIF-1 

(Hypoxia Inducible Factor-1) [201, 202, 235]. Он представляет собой 

гетеродимерный белок, состоящий из двух субъединиц: индуцибельно 

экспрессируемой кислород-чувствительной HIF-1α (120 кДа) и 

конститутивно экспрессируемой HIF-1β (91-94 кДа). В условиях нормоксии в 

клетке содержание HIF-1α поддерживается на низком уровне, т.к. основная 

его часть подвергается протеосомной деградации в реакциях 

пролилгидроксилирования и убиквитинации [97, 111]. Для 

функционирования пролилгидроксилаз (prolylhydroxylases, PHD1-3) 

необходим кислород, α-кетоглутарат, Fe
2+

 в качестве кофактора, аскорбат. 

Таким образом, при гипоксии (рО2 менее 40 мм рт. ст.) создаются 
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предпосылки для инактивации пролилгидроксилаз, стабилизации и 

аккумуляции HIF-1α, транслокации его в ядро, где HIF-1α 

гетеродимеризуется с HIF-1β с образованием транскрипционного комплекса 

(hypoxia-response elements – HRE), последующей экспрессией HIF-1-

зависимых генов и синтезом адаптивных белков. Как показано, 

использование диметилоксалилглицина (DMOG) – ингибитора 

пролилгидроксилаз, также индуцировало HIF-1-опосредованную 

транскрипцию [61, 208]. Установлено, что экспрессия HIF-1α находится под 

контролем МАРК, ПК А, PI3K/Akt [111], а также AMPK (АМР-activated 

protein kinase) [204], поскольку ингибирование последней приводило к 

убиквитинации HIF-1α и снижению его аккумуляции.  

Кроме этого, обсуждается триггерная роль свободнорадикальных 

процессов в индукции адаптационных сигнальных каскадов. Предполагается, 

что продуцируемые при гипоксии свободные радикалы могут 

инактивировать пролилгидроксилазы, переводя ион Fe
2+

 в неактивную форму 

Fe
3+

, что препятствует деградации HIF-1α и способствует его накоплению 

[97]. Большое значение при этом отводится АФК, генерируемым 

митохондриями. Так, Chandel N.S. с коллегами (2000) обнаружили, что 

ингибирование I комплекса ДЦ снижало активацию HIF-1α при гипоксии. 

Они также высказали предположение о роли комплекса III в качестве 

источника АФК необходимого для стабилизации HIF-1α [138, 186]. Тогда 

как, продуцируемые НАДФН-оксидазами и ксантиноксидазой АФК, 

наоборот, подавляли стабилизацию и аккумуляцию HIF-1α [202]. Аналогично 

проявляли себя и антиоксиданты, связывая и инактивируя свободные 

радикалы. Установлено, что АФК могут активировать пути передачи 

сигналов через ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), JNK и p38MAPK 

(вовлеченные в регуляцию апоптоза), а также транскрипционные факторы 

NF-κB и некоторые каспазы [42, 64, 139, 231]. 

Существует точка зрения, что аккумуляция HIF-1α при гипоксии может 

быть связана с репрограммированием работы ДЦ митохондрий [27, 28]. Суть 
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его заключается в компенсаторной активации энергетически более выгодного 

сукцинатоксидазного пути окисления и повышенном образовании 

эндогенного сукцината, который является ингибитором 

пролилгидроксилазных реакций. 

К настоящему времени идентифицировано порядка 180 генов, 

являющих прямыми или опосредованными мишенями HIF-1. К ним относят 

гены, ответственные за регуляцию: тонуса сосудов (индуцибельная и 

эндотелиальная NO-синтазы, эндотелин-1, гемоксигеназа-1); ангиогенеза 

(VEGF и его рецептор Flt1) [89], эритропоэза и обмена железа (эритропоэтин, 

трансферрин) [229], энергетического метаболизма (глюкозные транспортеры, 

лактатдегидрогеназа, фосфофруктокиназа и др.), клеточной пролиферации и 

гибели (NIP3, NIX) [162, 208]. 

Изложенные выше процессы являются универсальными и протекают во 

многих клетках и тканях организма в ответ на действие гипоксии и 

реоксигенации, различаясь, вероятно, только по степени выраженности и 

скорости нарастания реакций. 

1.2. Влияние гипоксии и реоксигенации на сократительную активность 

гладких мышц сосудов 

Нарушение кислородного гомеостаза зачастую становится одной из 

причин изменения функции эндотелиоцитов и гладкомышечных клеток 

(ГМК), формирующих стенку кровеносных сосудов [195]. ГМК играют 

важную роль в регуляции их тонуса, а, следовательно, системного 

артериального давления и локального снабжения тканей кислородом. 

Результаты многочисленных исследований свидетельствуют о том, что 

гипоксия приводит к расслаблению гладких мышц (ГМ) большинства 

сосудов и снижает силу их сокращений [90, 187, 200, 203]. В 

противоположность этому, имеются сведения, что легочная артерия и 

легочные вены в условиях дефицита кислорода, наоборот, подвергаются 

вазоконстрикции [127, 128, 179, 233]. К настоящему времени накоплено 
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достаточно данных, свидетельствующих о высокой чувствительности 

сосудистых ГМК (СГМК) к недостатку кислорода, что позволяет их 

рассматривать в качестве кислородного сенсора [77, 100, 172, 173]. Однако 

механизмы реагирования ГМ сосудистой стенки на дефицит кислорода 

изучены недостаточно. 

Вопрос о том, является ли вазодилатация следствием прямого действия 

гипоксии на СГМК или она опосредована влиянием накапливающихся в этих 

условиях вазоактивных продуктов метаболизма, остается открытым. Также 

имеются свидетельства, что освобождаемые эндотелием вазорелаксирующие 

(оксид азота, простациклин, EDНF) [77, 165] и/или вазоконстрикторные 

(эндотелин-1
 
[137, 149], тромбоксан А2 [194]) могут быть вовлечены в 

регуляцию сократительной активности ГМК в условиях дефицита кислорода. 

Расслабление СГМК при гипоксии можно трактовать как следствие 

истощения в них ресурсов макроэргов, расходуемых в процессе 

взаимодействия сократительных белков и накопления недоокисленных 

продуктов обмена веществ [92]. Однако данные явления не могут быть 

признаны основными, и тем более единственными, определяющими 

величину тонического напряжения, развиваемого ГМК сосудистой стенки 

при снижении или повышении степени их оксигенации. 

Поскольку ключевым событием в генерации сокращений гладкими 

мышцами является повышение [Cа
2+

]i [7, 12, 33, 50, 221], то одним из первых 

встает вопрос об изменении кальциевого метаболизма в СГМК при дефиците 

кислорода. 

Во многих исследованиях продемонстрирована связь между 

гипоксическим угнетением силы сокращений ГМК и содержанием кальция. 

Например, показано, что цианиды одновременно уменьшают поступление 

Са
2+

 и фазные сокращения ГМ портальной вены [212]. Методом фиксации 

потенциала (whole-cell patch-clamp) в ГМК брыжеечной артерии кролика 

было зарегистрировано снижение Са
2+

-тока при гипоксии, а деполяризация 

мембраны ГМК аорты морской свинки гиперкаливым раствором (20 мМ KCl) 
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или их агонист-опосредуемой стимуляции в условиях дефицита кислорода 

приводит к снижению поступления Ca
2+

 внутрь клеток [60, 99, 134]. 

Отмечается также, что гипоксическая вазодилатация коронарных ГМК, 

предсокращенных 20 мМ KCl, сопровождалась уменьшением [Ca
2+

]i, а 

реоксигенация в этих условиях приводила к незначительным колебаниям 

[Ca
2+

]i [90].  

Как указывалось ранее, в условиях кислородного голодания 

происходит накопление ионов Са
2+

 в цитозоле клеток, которое влечет за 

собой неблагоприятные последствия, поэтому наблюдаемое исследователями 

угнетение поступления Са
2+

 можно рассматривать как некий защитный 

механизм ГМК, направленный на предотвращение перегрузки их кальцием. 

Снижение потенциал-зависимого и/или рецептор-управляемого входа 

Са
2+

 рассматривается как наиболее вероятный, но не основополагающий, 

процесс гипоксической вазодилатации. Первостепенная роль понижения 

потенциал-зависимого входа Са
2+

 в период гипоксии была 

продемонстрирована в ГМК коронарных, мозговых, чревных и бедренных 

артерий [91, 121, 171, 187]. Показано, что в условиях низкого напряжения 

кислорода в ГМК аорты крысы наблюдалось блокирование Са
2+

-каналов L-

типа сходное с действием антагонистов Са
2+

-каналов [98, 110, 203]. 

Необходимо также отметить, что в механизмах сопряжения 

возбуждения-сокращения ГМК задействованы не только ионы Са
2+

, 

поступающие извне, но и освобождаемые из СПР. Хотя в подавляющем 

большинстве сосудистых клеток СПР развит слабо (за исключением, может 

быть, ГМК почечной артерии), и количество поступающего из СПР Са
2+

 

зависит, как правило, от уровня его предзагрузки [13, 144, 161, 234]. В 

соответствии с последним, описываемое авторами увеличение 

внутриклеточного Са
2+

, связанное с угнетением работы Са
2+

-насоса СПР при 

гипоксии [96, 154, 183], было идентично ингибированию Са
2+

-АТФазы 

тапсигаргином [220]. 
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Известно, что биохимические изменения, индуцируемые гипоксией 

(снижение АТФ, рН, изменения редокс-состояния), могут нарушать Са
2+

-

освобождающую функцию СПР [151]. Так, в ГМК коронарной артерии крыс 

гипоксия приводила к снижению FPL-зависимого Са
2+

-индуцированного 

освобождения Са
2+

 из СПР (calcium channel-induced Ca
2+

 release (CCICR) 

mechanism) [121], в тоже время, в некоторых исследованиях, отмечается, что 

гипоксия не влияла на кофеин-опосредованное освобождение Са
2+

 из депо 

[121, 187]. В случае же с ГМК легочной артерии, имеются данные, что ее 

сокращение в условиях дефицита кислорода может быть связано с 

активацией рианодиновых рецепторов, входом Са
2+

 по депо-оперируемым 

Са
2+

-каналам плазмалеммы (SOCС – store-operated Ca
2+

-channels) [193]. 

Очевидно, что для уточнения роли СПР в гипоксических нарушениях 

сократительной функции СГМК необходимы дальнейшие исследования. 

Вазодилатация в условиях дефицита кислорода также может быть 

индуцирована за счет снижения Са
2+

-чувствительности сократительного 

аппарата. В условиях нормоксии данный механизм, реализуемый через 

RhoА-зависимые серин/треониновые киназы (RhoA-associated kinase, ROCK), 

обеспечивает развитие поддерживаемой фазы сокращения ГМК даже при 

невысокой [Ca
2+

]i (так называемый, Са
2+

-независимый компонент 

сокращения) [11, 84, 191]. Подразумевается, что в условиях снижения 

напряжения кислорода ингибируется ROCK-зависимое фосфорилирования 

MYPT1 (регуляторной миозин-связывающей субъединицы) фосфатазы 

легких регуляторных цепей миозина. Данное явление описывается как Са
2+

-

десенситизация при гипоксической вазорелаксации (Ca
2+

-desensitizing 

hypoxic relaxation, CDHR) [67, 220]. Она была подтверждена в ГМ свиной 

коронарной артерии, когда гипоксия вызывала снижение силы сокращений за 

счет уменьшения фосфорилирования регуляторных цепей миозина при 

неизменном уровне [Са
2+

]i. [66, 133]. Отмечается, что CDHR ослаблялась в 

присутствии ингибитора RhoА-киназы Y-27632. Предполагается также, что 
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сигнальные RhoА-зависимые киназы могут быть вовлечены и в 

формирование гипоксической легочной артериальной гипертензии [59, 133]. 

Снижение [АТФ]i и рН несомненно играют определенную роль в 

подавлении входящих Са
2+

-токов [92, 153]. Так, в ГМК воротной вены Са
2+

-

токи снижались соответственно с уменьшением ATФ, что вероятно, связано с 

дефосфорилированием белков Са
2+

-каналов при энергодефиците. Поскольку 

в клетках АТФ находится в форме Mg
2+

-АТФ, то увеличение Mg
2+

 при 

гипоксическом снижении АТФ может оказывать блокирующее действие на 

Са
2+

-каналы, как было продемонстрировано в ГМК базилярной артерии [203]. 

Закисление цитоплазмы также приводило к уменьшению входа Са
2+

 и его 

высвобождения из СПР, возможно, обусловленное блокированием Са
2+

,Н
+
-

обмена при гипоксии [47]. 

Обсуждая механизмы регуляции сократительной активности СГМК 

при нарушении их оксигенации, нужно учитывать и изменения калиевой 

проводимости [17, 83, 180, 210]. В ГМК идентифицированы различные типы 

калиевых каналов, различающие по структуре, плотности распределения и 

способу управления. Но во всех случаях повышение их проводимости 

вызывает увеличение выходящих токов калия и гиперполяризацию 

мембраны. 

В качестве наиболее вероятной мишени действия гипоксии 

исследователями рассматриваются АТФ-чувствительные К
+
-каналы (KATФ-

каналы), присутствующие в мембране СГМК. В частности, они опосредуют 

механизм, лежащий в основе расслабления коронарных и церебральных 

сосудов при гипоксии [75, 77, 90, 99]. KATФ-каналы, как известно, состоят из 

двух субъединиц: семейство К
+
-каналов входящего выпрямления (an inwardly 

rectifying K
+
-channel six family (Kir6.x)), которые образуют проводящую пору, 

и модуляторный рецептор сульфонилмочевины (sulphonylurea receptor 

(SUR)), который отвечает за фармакологические свойства канала [159]. При 

связывании внутриклеточного АТФ с субъединицей Kir6 происходит  

ингибирование данных каналов. Причем, показано, что ингибирование KATФ-
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каналов является не следствием их фосфорилирования, а прямого связывания 

с ними АТФ. При гипоксии снижение внутриклеточной концентрации АТФ, 

повышение уровня АДФ в сочетании с уменьшением рН ведет к открыванию 

данных каналов, гиперполяризации мембраны и снижению входящих Са
2+

-

токов [56, 134, 159]. Результатом этого будет расслабление СГМК и 

увеличение кровотока в гипоксическом регионе. Существует достаточное 

количество экспериментальных доказательств того, что KATФ-каналы 

открываются при гипоксии. Вместе с тем имеются и некоторая 

неуверенность в универсальности такого механизма расслабления сосуда при 

гипоксии. Это связано отчасти с тем, что исследовалось в основном действие 

глибенкламида как блокатора этих калиевых каналов, который в ряде случаев 

оказался неспособным предотвратить функциональные нарушения при 

гипоксии. К тому же затруднительно идентифицировать и дифференцировать 

прямое влияние низкого напряжения кислорода на ионные каналы, учитывая 

их небольшую плотность (~300 KATФ-каналы/клетку в СГМК против ~50,000 

каналов/клетку в кардиомиоцитах) [180]. 

Применив метод фиксации потенциала, Quayle J.M. с коллегами (2006) 

и Lynch F.M. с коллегами (2006) исследовали роль КАТФ-каналов и изменений 

потенциал-зависимого Са
2+

-тока в гипоксической релаксации изолированной 

бедренной артерии крысы. Агонист-стимулированные сегменты артерии 

расслаблялись при гипоксии, и это расслабление не зависело от присутствия 

эндотелия и не изменялось в присутствии блокатора КАТФ-каналов 

глибенкламида [56, 91]. Кроме того, есть данные, что КАТФ-токи могут 

оставаться стабильными в условиях гипоксии, поскольку концентрация АТФ 

не снижается до уровня, необходимого для активации этих каналов [81, 132]. 

Однако гипоксическое снижение величины норадреналинового сокращения 

предотвращалось глибенкламидом и высокой наружной концентрацией 

ионов калия. Подобно этому в деэндотелизированных кольцах коронарной 

артерии свиньи гипоксическая релаксация была устойчива к глибенкламиду 

и высокому наружному уровню калия [81, 90, 187]. 
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Локализующиеся в мембране СГМК Са
2+

-активируемые калиевые 

каналы высокой (ВКСа) проводимости также могут быть участниками 

процессов расслабления СГМК при гипоксии [145, 214, 240].
 
Открывание 

данных каналов может происходить спонтанно и являться следствием 

коротких локальных выбросов Са
2+

 из СПР (Ca
2+

 sparks) [79] или следствием 

входящих токов Са
2+

. Возникающий при этом выходящий транзиторный 

калиевый ток может вести к гиперполяризации мембраны ГМК и 

расслаблению. Таким образом, значительное усиление Са
2+

-активируемого 

калиевого тока, обусловленное повышенным уровнем базального Са
2+

, 

позволяет объяснить снижение амплитуды сокращения СГМК в условиях 

гипоксии. Имеются данные о гипоксическом ингибировании КСа-каналов в 

церебральных сосудах [123], что, вероятно, обусловлено снижением 

чувствительности и/или связывания субъединиц КСа-каналов с Са
2+

. Согласно 

современным представлениям, ВКCa-каналы являются 

высокоорганизованными олигомерными мембранными комплексами, 

активность которых модулируется большим количеством вторичных 

посредников. Предполагается, что именно они могут являться кандидатами 

на роль эффекторного звена в цепи молекулярных событий, ведущих к 

расслаблению СГМК [207]. 

Многими исследователями отмечается, что сокращения легочной 

артерии при гипоксии, вызваны угнетением проводимости потенциал-

зависимых К
+
-каналов (Кv-каналов, типы Kv1.2, Kv1.5), что ведет к 

деполяризации мембраны, открыванию потенциал-зависимых Са
2+

-каналов и 

поступлению Са
2+

 в клетку [124, 143, 233]. Известно также, что Кv7 каналы 

[142] и Кv2.1 каналы [141] задействованы в гипоксической легочной 

артериальной гипертензии. 

К вмешательству Cl
-
-каналов в конечный результат необходимо 

подходить очень взвешенно, учитывая гетерогенность этих каналов и, как 

следствие, разнонаправленную реакцию на гипоксические изменения 

внутриклеточного метаболизма. Так, активно обсуждается роль Са
2+

-
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активируемых Cl
-
-каналов в вазореактивности легочной артерии в условиях 

недостатка кислорода [53, 65]. Учитывая важную роль Na
+
,K

+
,2Cl

-
-

котранспортера (NKCC) в поддержании неравновесного электрохимического 

потенциала ионов хлора, можно полагать, что объем-зависимый ионный 

транспорт может быть вовлечен в регуляцию сократительной активности 

ГМК при гипоксии [37]. Было показано, что в сосудистых сегментах и 

культуральных ГМК сосудов NKCC активируется при действии 

физиологически активных веществ, повышающих [Ca
2+

]i [76, 170]. Напротив, 

ингибирование этого переносчика наблюдается под влиянием 

вазодилататоров, стимулирующих цАМФ- и цГМФ-опосредованные 

сигнальные системы [231]. Следовательно, в условиях гипоксии 

оперирование данного ионного транспортера будет изменяться. 

Флуктуации редокс-статуса, накапливающиеся АФК при гипоксии и, в 

основном, при реоксигенации также способны инициировать изменения 

тонуса сосудов путем влияния на различные редокс-чувствительные 

внутриклеточные мишени. Однако пока нет единого мнения, относительно 

происхождения этих АФК. Большинство исследователей склоняются к 

мнению, что они в основном генерируются НАДФН-оксидазами (изоформы 

NOX2, NOX1, NOX4) [100, 232] и, в меньшей степени, митохондриями [156, 

157]. Известно, что гипоксическое сокращение ГМК легочной артерии 

обусловлено активацией АФК потенциал-зависимых Са
2+

-каналов [231, 232]; 

катионных TRP-каналов (transient receptor potential cation channels channels); 

высвобождением Са
2+

 из СПР в цитозоль через рианодиновые и ИФ3-

рецепторы [143, 204], ингибированием Кv-каналов [141]. На примере 

коронарной и почечной артерий продемонстрирована АФК-зависимая 

релаксация путем повышения уровня цГМФ, активации протеинкиназы G 

(ПК G) и ПК G-опосредованного фосфорилирования VASP (vasodilator-

stimulated phosphoprotein) [172], Ca
2+

-десенситизации [66, 139], окисления 

цитозольного НАДФН [100]. 
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Изменения ионной проводимости мембраны ГМК, активация 

внутриклеточных сигнальных каскадов в ответ на снижение уровня 

кислорода, в целом, приводят к увеличению экспрессии редокс-

чувствительных и О2-регулируемых факторов транскрипции. Следует 

отметить, что за исключением нескольких генов, экспрессия которых 

регулируется парциальным давлением кислорода, механизмы модуляции 

транскриптома СГМК при гипоксии остаются неизвестными. Согласно 

классическим представлениям, изменения транскрипции генов в условиях 

дефицита кислорода являются [Ca
2+

]i-зависимыми [96, 235]. Однако было 

показано, что увеличение соотношения [Na
+
]i/[K

+
]i при гипоксии ГМ 

вследствие ингибирования Na
+
,K

+
-ATФазы также может индуцировать 

транскрипцию различных генов (Na
+

i/K
+

i-чувствительные гены), и причем 

этот регуляторный механизм не опосредован повышением [Ca
2+

]i [222, 223]. 

Понимание и детализация механизмов, обуславливающих 

реагирование ГМК сосудов на нарушения их оксигенации, является 

необходимым условием для разработки новых подходов и методов, в том 

числе фармакологических, для селективного управления их поведением. 

1.3. Роль газовых посредников в регуляции функциональных свойств 

гладкомышечных клеток 

В последние годы предприняты попытки выявления участия 

физиологически активных веществ, продуцируемых ГМК, в том числе 

вторичных посредников – газотрансмиттеров, в нарушениях сократительной 

функции ГМ сосудов при гипоксии и реоксигенации. 

1.3.1. Монооксид углерода: метаболизм и механизмы действия 

Одним из представителей семейства газовых посредников является 

монооксид углерода (СО). В настоящее время СО рассматривается как 

важный медиатор, регулирующий работу многих физиологических систем 

организма и процессы метаболизма в различных органах [45, 108, 146, 211]. 
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Проведенные исследования показали, что субстратом для образования 

СО служит молекула гема, являющаяся небелковым компонентом гем-

протеинов (гемоглобина, миоглобина, цитохромов, каталазы, пероксидазы и 

др.) [18, 152]. Процесс деградации гема происходит при участии 

определенных ферментных систем. Из их числа непосредственно в 

окислительном превращении гема участвуют: гемоксигеназа (НО) и 

биливердинредуктаза. НО катализирует реакции, приводящие к разрыву 

тетрапиррольного кольца гема с образованием СО (рисунок 1). НАДФН-

зависимый фермент биливердинредуктаза восстанавливает биливердин до 

билирубина [22, 152, 107, 224]. 

 

Рисунок 1. Синтез монооксида углерода гемоксигеназой [108]. 

В настоящее время известно три изоформы гемоксигеназ (НО-1, НО-2, 

НО-3). Индуцибельный изофермент НО-1 (32-34 кДа, также известен как 

белок теплового шока – HSP32) играет важную роль в механизмах адаптации 

клеток и тканей организма к различным патологическим процессам, в том 

числе, и к гипоксии. НО-1 изначально рассматривали как микросомальный 

белок, в основном локализованный в эндоплазматическом ретикулуме, но 

позднее она была обнаружена в цитоплазме, ядерном матриксе, 

пероксисомах и митохондриях селезенки и печени. Экспрессируется НО-1 и 

в эндотелиальных и ГМК сосудистой стенки, контролируя образование СО 
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[196, 211, 239]. Индукция данного фермента происходит при действии 

факторов различной природы – гема и гем-производных, перекиси водорода, 

окисленных липидов, цитокинов, эндотоксинов, тяжелых металлов и т.д. [52, 

57]. Известно, что «свободный» гем в высоких концентрациях является 

прооксидантом, и прямым участником процессов свободнорадикального 

окисления, в связи с этим индукция НО-1, прежде всего, направлена на 

предотвращение цитотоксического воздействия продуктов распада гем-

протеинов [52, 136]. Накопление АФК, приводящее к развитию 

окислительного стресса, в свою очередь, индуцирует транскрипцию генов 

НО-1. Показано, что ингибирование НО-1 под действием 

металлопорфиринов – хром-мезопорфирин (CrMP), цинк-протопорфирин 

(ZnPP), олово-протопорфирин (SnPP) – приводило к усилению АФК-

зависимых повреждений клеток органов при ишемии/реперфузии [106, 108]. 

Нокаутирование мышей по НО-1 при гипоксии вызывало воспаление легких, 

гипертрофию стенок легочных сосудов и гипертензию. Тогда как повышение 

экспрессии НО-1 в этих условиях сопровождалось снижением выработки 

провоспалительных цитокинов и уменьшением вазоспазма [168]. 

Выявленные защитные механизмы, вероятно, обусловлены продуктами НО-

1-реакции, обладающими антиоксидантными свойствами (ферритином, 

связывающим Fe
2+

, билирубином), а также релаксирующим действием СО. 

Во многих клетках, индукция НО-1 наблюдается при стимуляции продукции 

NO донорами оксида азота и его производных, образовании S-нитрозотиолов 

и S-нитрозоглутатиона [Ошибка! Источник ссылки не найден.74]. Наряду 

с редокс-зависимой регуляцией уровня экспрессии НО-1, отмечается участие 

в этом процессе ПК А и G, MAPK [239]. 

Конститутивная изоформа НО-2 (36 кДа), имеющаяся во многих 

тканях, определяет скорость деградации гема в физиологических условиях. 

Максимально она представлена в сердечно-сосудистой и нервной системах 

[52, 106]. Показано, что НО-2 активируется комплексом Ca
2+

-кальмодулин, 

так ингибитор кальмодулина – кальмидозолиум снижал каталитическую 
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активность НО-2 и продукцию СО [106]. А наличие в ее структуре О2-

чувствительного участка позволяет рассматривать ее, наряду с НО-1, как 

гем/кислородный сенсор, активирующийся при гипоксическом воздействии. 

Изофермент НО-3 также является конститутивным гомологом НО-2, 

представлен повсеместно, но обладает низкой каталитической активностью 

[136]. 

Кроме гемоксигеназной системы, способствующей образованию СО, 

описаны альтернативные его источники в организме. Таковыми могут 

являться ПОЛ, фотоокисление органических соединений, процессы 

биотрансформации ксенобиотиков (фенобарбитал, дифенин) [136, 168]. 

Эндогенная продукция СО лимитируется доступностью субстрата, 

поэтому механизмы, которые регулируют продукцию гема в клетке, тем 

самым регулируют и продукцию СО. Отмечается, что в физиологических 

условиях продукция СО не превышает 20 мкМ/ч, а ее увеличение может 

иметь место при различных патологических состояниях, в том числе 

сопровождающихся гипоксией [196, 224]. 

Многочисленные экспериментальные данные свидетельствуют о том, 

что CO и его доноры (CORMs) участвуют в регуляции миогенного тонуса 

сосудов, вызывая расслабление ГМК [1, 74, 105, 146, 239]. 

Вазорелаксирующее действие СО, как показано, связано с его способностью 

регулировать ионную проницаемость мембран клеток через модуляцию 

различных типов ионных каналов [160, 178, 236]. 

Активация монооксидом углерода ВКСа-каналов рассматривается 

многими исследователями как основополагающий механизм действия 

данного газомедиатора [160, 239]. ВKCa-каналы состоят из двух нековалентно 

связанных между собой субъединиц: порообразующей α-субъединицы и β-

субъединицы, модулирующей открывание каналов. Открывание ворот канала 

происходит при аллостерическом связывании Ca
2+

 с Ca
2+

-сенсором («Ca
2+

-

сенсоры RCK1» и «Ca
2+

-сенсоры RCK2») в цитоплазматическом домене 

канала и/или путем активации его трансмембранного потенциал-
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чувствительного домена при деполяризации мембраны [69]. Открывание 

BKCa-каналов приводит к гиперполяризации мембраны, снижению входящего 

Са
2+

-тока и релаксации ГМК [71]. CO увеличивает вероятность открытого 

состояния ворот канала, не требуя активации его потенциал-чувствительного 

домена, даже в среде с пониженным содержанием Ca
2+ 

[85].  

Действуя на ВKCa-каналы, CO может напрямую связываться с белками 

этих каналов либо же вступать во взаимодействие с молекулами-

регуляторами каналов, среди которых важная роль принадлежит гему [105], 

выполняющему роль ингибитора BKCa. Свободный гем регулирует 

активность BKCa путем высокоаффинного связывания с консервативной 

аминокислотной последовательностью, расположенной между двумя 

доменами α-субъединицы, формируя рецептор для CO. Внутри гем-

связывающий домен образован остатками гистидина (His365 и His394) [69], 

которые являются специфической мишенью действия CO в ВКСа-каналах. 

Показано, что действие диэтилпирокарбоната (DEPC) – соединением, 

вступающим в химические взаимодействия только с непротонированным 

имидазольным кольцом, устраняло стимулирующее действие СО на эти 

каналы, также как и фотоокисление остатков гистидина [239]. Имеются 

сведения, что His365 и His394 в большей степени чувствительны к низким 

концентрациям CO, в связи с этим возникает вопрос, взаимодействует ли CO 

напрямую с His365 и His394, или же существует дополнительный сенсор, 

вступающий во взаимодействие с CO и передающий информацию к воротам 

канала [69]. Показано, что в ответные реакции ВКСа-каналов на действие CO 

вовлечены и остатки цистеина (Cys), так, Cys911 расположен рядом с 

сенсором Ca
2+

 RCK2 [72]. При мутации Cys911 наблюдалось 

преимущественное снижение эффективности действия CO на ВКСа-каналы 

без изменения полумаксимальной действующей концентрации донора 

CORM-2 [239]. Помимо прямого воздействия на данные каналы, CO может 

регулировать его активность опосредованно через взаимодействие с другими 

молекулами, участвующими в регуляции этих каналов, в частности, с ПК G, 
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которая фосфорилирует остатки серина (Ser855, Ser869 и Ser1072) 

цитоплазматического домена канала, увеличивая вероятность открывания 

ворот канала. CO способен стимулировать растворимую гуанилатциклазу 

(рГЦ), следовательно, активацию ПК G [69, 72]. 

Наряду с ВКСа-каналами предполагается, что релаксирующее влияние 

СО на СГМК может быть реализовано через активацию Кv-каналов [73, 178] 

или КАТФ-каналов плазмалеммы [236]. Так в экспериментах с 

глибенкламидом (10 мкМ), селективным блокатором К
+

АТФ-каналов, 

наблюдалось угнетение расслабляющего действия СО на ГМК сосудов. 

Однако взаимодействие СО и К
+

АТФ-каналов остается недостаточно 

изученным.  

Помимо К
+
-каналов в роли мишеней действия CO могут выступать и 

потенциал-зависимые Са
2+

-каналы L-типа. Предполагается, что CO 

связываясь с митохондриальным комплексом IV, увеличивает продукцию 

митохондриями АФК [189, 224], которые в свою очередь модифицируют 

цистеиновые остатки белков каналов [236]. В противоположность этому, 

имеются сведения, что CO активировал Ca
2+

-каналы L-типа ГМК кишечника 

через NO-зависимые сигнальные механизмы [176]. 

Другим способом влияния на ионную проводимость мембраны СГМК 

считается активация рГЦ [69]. Связывание СО с железом гема рГЦ 

сопровождается изменением конформации фермента, лежащей в основе его 

активации [209]. Что, в свою очередь, ведет к увеличению образования 

цГМФ, являющегося одним из важных посредников внутриклеточной 

передачи информации. Ингибирование рГЦ – ODQ вызывало ослабление 

сократительных эффектов СО в различных ГМК [15, 57]. Большинство 

эффектов цГМФ опосредовано через цГМФ-зависимую ПК G, которая 

фосфорилирует регуляторные белки-мишени в клетках и тем самым 

модулирует их функциональную активность. Интересно, что in vitro NO в 30–

100 раз более сильный стимулятор рГЦ, чем СО [74] и NO-индуцированная 

вазорелаксация в 1000 раз больше, чем CO-модулируемая.  
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Наряду с имеющимися данными о СО как вазодилататоре, показано, 

что в условиях окислительного стресса он может проявлять констрикторное 

действие [88, 146]. В свою очередь, СО-индуцированная продукция АФК 

[189] является необходимым для индукции антиоксидантных ферментов 

(супероксиддисмутаза, каталаза, глутатион) и регуляторных генов. CO, как 

установлено, повышал экспрессию HIF-1α мышечных клетках [196], 

направленную на сохранения клеточного гомеостаза при 

гипоксии/реоксигенации [140]. Интересно, что СО также может 

ингибировать NOX, хотя аффинность CO к NOX низка, и эта реакция 

протекает медленно [69]. 

Воздействуя на различные сигнальные каскады, включая PI3K/Akt 

[107], активацию NF-κB, p38 MAPK [189, 196], JNK-1 and -2 [239], цГМФ/ГЦ 

[177], СО способен оказывать антиапоптотическое, противовоспалительное, 

антипролиферативное, действие, рассматриваемое многими исследователями 

как протекторный эффект газомедиатора [70, 94, 140, 158]. Peyton K.J. с 

коллегами (2002) установили, что CO предотвращал пролиферацию СГМК и 

блокировали экспрессию циклина А, активацию циклин А-зависимых киназ. 

Ограничение роста ГМК путем повышения освобождения СО может 

представлять собой важное событие в компенсаторной ответной реакции 

организма на гипоксию, т.к. избыточно развитая стенка сосудов препятствует 

нормальному осуществлению процессов метаболизма в тканях [109].  

Эти и многие другие данные свидетельствуют о том, что НО/СО-

опосредованный внутриклеточный сигнальный путь является неотъемлемой 

частью общей системы коммуникации различных клеток, том числе и ГМК. 

А это, в свою очередь, открывает перспективы для разработки новых 

перспективных технологий управления функцией клеток путем модуляции 

СО-зависимых эффекторных систем.  
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1.3.2. Сероводород: метаболизм и механизмы действия 

Еще одним представителем семейства газотрансмиттеров является 

сероводород (Н2S). Продукция и роль H2S были продемонстрированы в 

клетках различных тканей организма [93, 117, 118, 216, 230], в том числе и 

сердечно-сосудистой системе [43, 112, 218].  

Известны ферментативный и неферментативный пути синтеза H2S. 

Ферментативный синтез возможен благодаря работе двух цитозольных 

пиридоксаль-5’-фосфат-зависимых ферментов: цистотионин-β-синтаза (CBS) 

и цистотионин-γ-лиаза (CSE), а также 3-меркаптопируват-

сульфуртрансферазы (3MST) – фермента, зависимого от Zn
2+

 и 

локализованного в цитоплазме и в митохондриях [48, 87, 101, 213]. Показано, 

что в СГМК синтез H2S осуществляет фермент CSE [87]. Его экспрессия 

была обнаружена в аорте, мезентериальной, хвостовой и легочной артериях 

крыс [241], во внутренней грудной артерии человека [83].  

Хотя для эндотелиальных клеток сосудистого русла экспрессия CSE 

показана не была, в них отмечена возможность образования H2S ферментом 

3MST, который функционирует в комплексе с СAT – цистеин-

аминотрансферазой. Выделяют митохондриальную и цитозольную формы 

САТ. Последняя, используя в качестве субстрата серосодержащую 

аминокислоту L-цистеин и α-кетоглутарат, продуцирует 3-меркаптопируват, 

из которого при участии фермента 3MST синтезируется H2S. В отсутствии α-

кетоглутарата синтез H2S прекращается. В ГМК кровеносных сосудов 3MST 

локализована совместно с гладкомышечной α-изоформой актина ASM-1, 

которая является маркером СГМК. В то же время экспрессия САТ показана 

только для эндотелиальных клеток [225]. 

CSE и CBS также используют в качестве субстрата L-цистеин, 

катализируя реакцию его десульфгидратации: отщепление от цистеина атома 

серы без последующего его окисления ведет к образованию H2S (рисунок 2). 

Под действием CSE происходит преобразование цистина до тиоцистеина, 



35 
 

пирувата и аммиака с последующим преобразованием тиоцистеина до 

цистина и H2S. Тогда как, CBS использует несколько иной путь синтеза H2S, 

заключающийся в конденсации гомоцистеина с цистином, и последующим 

образованием цистатионина [3, 150, 242]. Также в качестве субстратов могут 

использоваться и другие серосодержащие аминокислоты, такие как метионин 

и цистин [227]. 

 

 

Рисунок 2. Схема синтеза сероводорода [242]. 

Обозначения: CBS – цистотионин-β-синтаза, CSE – цистотионин-γ-

лиаза, MPST – 3-меркаптопируват-сульфуртрансфераза, CAT – цистеин-

аминотрансфераза. 

Неферментативный путь синтеза H2S заключается в восстановлении 

серы до H2S при окислении глюкозы. Эритроциты, используя эквиваленты, 

полученные при окислении глюкозы, восстанавливают S до H2S
-
. В то же 

время, если реакция идет по фосфоглюконатному пути, синтез H2S может не 

зависеть от уровня серы. Так, активация фосфоглюконатного пути в условиях 

окислительного стресса приводила к усилению синтеза НАДФ, 



36 
 

использующегося в различных антиоксидантных реакциях, результатом 

которых является образование H2S [199]. Также возможностью 

неферментативного синтеза H2S является его получение из глутатиона [230]. 

Катаболизм H2S изучен в меньшей степени. Известно, что H2S быстро 

окисляется, главным образом, в митохондриях до тиосульфата, который 

затем преобразуется в сульфит и сульфат. Основной путь окисления H2S до 

тиосульфата происходит неферментативно и связан с электрон-транспортной 

цепью в митохондриях [150]. Фермент тиосульфат-цианид-

сульфуртрансфераза (TST) переносит серу от тиосульфата к различным 

акцепторам (например, цианидам), осуществляя тем самым превращение 

тиосульфата в сульфит. Образованный сульфит окисляется до сульфата 

сульфитоксидазой. Таким образом, конечным продуктом метаболизма H2S 

является сульфат, который считается специфическим маркером продукции 

H2S в организме. Утилизация H2S также может происходить в цитозоле, и 

заключается в метилировании H2S тиол-S-метилтрансферазой (TSMT) до 

метантиола и диметилсульфида [83]. Кроме того, H2S может присоединяться 

к метгемоглобину, образуя сульфгемоглобин [230, 242].  

Согласно многочисленным данным, H2S является важным регулятором 

тонуса кровеносных сосудов [21, 78, 130, 226, 227]. Он вызывает 

расслабление СГМК, причем степень H2S-индуцированного расслабления 

превосходит таковую при действии NO [93, 181, 227]. Выраженное 

вазодилатирующее действие H2S позволяет рассматривать его в качестве 

возможного антигипертензивного средства.  

Наиболее широко обсуждаемой мишенью действия H2S в клетке 

считают КАТФ-каналы плазматической мембраны [46, 93, 241]. Показано, что 

варьирование [АТФ]i не влияло на величину H2S-индуцированной активации 

этих каналов, что подтверждает гипотезу прямой активации КАТФ-каналов. 

Показано, что H2S сульфгидрирует субъединицу Kir6.1 данных каналов [102, 

113]. Известно также, что в физиологических условиях активация КАТФ-

каналов усиливается при связывании субъединицы Kir с 
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фосфотидилинозитол-4,5-бифосфатом (PIP2), что сопровождается снижением 

его связывания c АТФ. Активация КАТФ-каналов приводит к расслаблению 

СГМК [159]. 

Известно также, что в механизмы, обусловливающие H2S-

индуцированное расслабление ГМК, могут быть вовлечены ВКСа- и IКСа-

каналы [112], К
+

v-каналы. Ингибирование последних вызывало снижение 

расслабляющего действия донора сероводорода NaHS [8, 51].  

Имеются данные, указывающие на участие H2S в кальциевом обмене 

через взаимодействие его с транспортерами ионов Ca
2+

, в частности, Ca
2+

-

каналами L-типа и Na
+
,Ca

2+
-обменником. Показано, что NaHS 

дозозависимым образом снижал величину Са
2+

-токов через каналы L-типа. 

Тогда как, дитиотреитол (DTT), являющийся восстановителем, действовал на 

цистеин-содержащие белки, преобразуя дисульфидные связи в 

сульфгидрильные группы, и устранял индуцированное NaHS ингибирование 

Са
2+

-токов [102]. На эндотелиальных клетках крысы показано, что H2S 

индуцирует работу Na
+
,Ca

2+
-обменника в обратном направлении, 

обуславливая вход Ca
2+

 в клетку. Использование соответствующего 

ингибитора KB-R7943, в свою очередь, устраняло стимулирующее влияние 

NaHS на перенос Ca
2+ 

в клетку этим транспортером [230]. 

Еще один эффект H2S на ГМК, отмечаемый лишь некоторыми 

авторами, наблюдается при действии его низких концентраций (в диапазоне 

10 – 100 мкМ) и заключается в дополнительном увеличении сократительных 

ответов [120, 226]. Предполагается, что данное констрикторное действие H2S 

обусловлено угнетением аденилатциклазы и, соответственно, цАМФ-

зависимой сигнальной системы. Во всяком случае, показано, что H2S 

ослаблял и даже обращал релаксирующее действие активатора 

аденилациклазы – форсколина в сократительное [8, 226].  

С другой стороны, показано, что H2S в малых концентрациях оказывает 

констрикторное действие на сокращения СГМК в гиперкалиевом растворе 

Кребса за счет повышения активности NKCC. Так, констрикторное действие 
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NaHS (5-100 мкМ) наблюдалось в деэндотелизированных кольцевых 

сегментах аорты крыс, предсокращенных гиперкалиевым раствором, и 

устранялось буметанидом – ингибитором NKCC. Дополнительные 

исследования на изолированных ГМК аорты крысы показали усиление 

активности NKCC при действии NaHS (5-100 мкМ) [8], однако молекулярные 

механизмы активации NKCC при действии NaHS не установлены. По-

видимому, активируя этот котранспортер, H2S вызывает усиление 

выходящего хлорного тока, обуславливающего деполяризацию мембраны, 

открывание дополнительного числа потенциал-зависимых Са
2+

-каналов и 

увеличение [Са
2+

]i в ГМК, способствующее развитию поддерживаемого 

сокращения [76, 164]. Предобработка ГМК ингибиторами Na
+
,H

+
-обмена и 

NKCC изменяла направленность сократительных реакций (для NO), либо 

практически их исключала (для H2S). Использование безнатриевых растворов 

приводило, хотя и менее выражено, к тому же результату [8].  

Имеются сведения, что констрикторное действие H2S является 

эндотелий-зависимым и обусловлено взаимодействием H2S и NO. Инкубация 

с донорами NO увеличивала продукцию H2S в сосудистых тканях крысы 

[241]. При легочной гипертензии наблюдалось увеличение продукции H2S и 

активация CSE в присутствии L-аргинина [129]. Таким образом, очевидно, 

что гомеостаз H2S и NO играет важную роль в поддержании сосудистого 

тонуса. 

Согласно последним данным H2S является не только сигнальной 

молекулой, регулирующей работу мембранных и внутриклеточных структур, 

но и внутриклеточным сенсором кислорода. В связи с этим, эндогенно 

синтезируемый H2S может выступать в качестве антигипоксического 

фактора, тогда как экзогенный H2S может использоваться в профилактике и 

терапии индуцированных гипоксией нарушений функциональной активности 

клеток, в том числе и СГМК [163, 166]. В настоящее время нет однозначных 

данных о том, какие мембранные и внутриклеточные механизмы 

сероводород как сигнальная молекула задействует в условиях гипоксии. 
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Показано, что гипоксия стимулирует эндогенный синтез H2S 

ферментом CSE [68, 228], который, в свою очередь, способен связываться с 

АФК, снижая их внутриклеточную концентрацию и нивелируя 

повреждающее действие окислительного стресса на клетки [114, 166]. В 

исследованиях с флуоресцентными индикаторами АФК было показано, что 

предобработка эндотелиальных клеток пупочной вены человека (HUVEC), 

находящихся в условиях гипоксии, NaHS (60 мкM) снижала интенсивность 

флуоресценции по сравнению с группой клеток, не обработанных NaHS, что 

свидетельствует о способности H2S «поглощать» внутриклеточные АФК 

[242]. Одним из эффектов H2S является угнетение им активности NOX и 

образования супероксиданиона, ингибирующего активность КАТФ-каналов 

[95]. 

Известно, что H2S в условиях гипоксии способен модулировать 

активность регуляторных белков апоптоза, предотвращая повреждение 

структуры и функции митохондрий [114, 116, 184], ингибирует 

индуцируемые АФК киназы ERK1/2 и p38MAPK [130, 148]. Было показано, 

что H2S снижает содержание HIF-1 и его активность в культуральных 

клетках ГМК в условиях гипоксии [230], увеличивает уровень регуляторного 

белка апоптоза Bcl-2, снижает экспрессию Bax и ингибирует каспазу-3 и 

каспазу-9. 

Существует точка зрения, согласно которой H2S является сенсором 

кислорода и окисление внутриклеточного H2S кислородом напрямую зависит 

от концентрации последнего в клетке [166, 167]. На основании 

многочисленных экспериментальных наблюдений на различных 

чувствительных к кислороду тканях было получено, что: 1) экзогенный H2S 

вызывает такие же физиологические эффекты, как и гипоксия; 2) 

внутриклеточная продукция H2S находится в обратной зависимости от pO2 

при физиологическом диапазоне значений pO2; 3) агонисты и антагонисты 

синтеза H2S усиливают и ослабляют ответные реакции на гипоксию, 

соответственно; 4) H2S и гипоксия действуют через схожие эффекторные 
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пути [115, 167]. Тем не менее, транлокация CSE и образование H2S может 

быть звеном в механизме работы кислородного сенсора и развития 

вазодилатации при гипоксии [115].  

Имеются сведения, что в условиях хронической гипоксии снижается 

содержание H2S в плазме крови, на основании чего была выдвинута гипотеза 

о том, что снижение его содержания способствует повышению тонуса 

легочных артерий при гипоксии [131]. С другой стороны, установлено, что 

ингибиторы синтеза H2S полностью устраняли как констрикторный, так и 

дилатационный ответ со стороны легочных артерий, вызванный гипоксией, а 

субстрат эндогенного синтеза H2S – L-цистеин, напротив, усиливал 

выраженность ответа на гипоксию [166]. 

Исследования на коронарных артериях собак показали, что при 

гипоксии под действием H2S из эндотелия высвобождается эндотелиальный 

констрикторный фактор (EDCF), который, возможно, участвует в эндотелий-

зависимой вазоконстрикции. В то же время селективный антагонист 

рецепторов к эндотелину-1 – бозентан – существенно не влиял на 

гипоксическое сокращение коронарных артерий свиньи [77, 83]. 

Учитывая вышесказанное, представляется необходимым более 

детальное изучение мембранных и молекулярных механизмов регуляторного 

действия газомедиаторов в ГМК при физиологических и патологических 

условиях с целью выявления наиболее оптимальных способов управления 

функциональным состоянием клеток при помощи газовых посредников и их 

сигнальных систем. Несомненно, также, что изучение механизмов 

взаимодействия CO- и H2S-зависимых сигнальных путей, определение точек 

соприкосновения позволит улучшить понимание тонких механизмов 

регуляции сократительной активности ГМК. 
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ГЛАВА 2 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Объект исследования 

Исследования проводили на изолированных препаратах гладких мышц 

аорты крысы. Для экспериментов использовали 11-13-недельных крыс – 

самцов линии Wistar (190 особей), которых умерщвляли цервикальной 

дислокацией после интраперитонеального введения пентобарбитала натрия 

(Nembutal, в дозе 70 мг/кг). Все манипуляции выполнялись в соответствии с 

требованиями «Правил проведения работ с использованием 

экспериментальных животных» (Приказ МЗ СССР №755 от 12.08.1977 г.) и 

ФЗ РФ «Об ответственном обращении с животными» (от 23.03.2011 г.) 

Выделенный грудной отдел аорты крысы помещали в физиологически 

сбалансированный солевой раствор Кребса, отпрепаровывали жировую и 

соединительную ткань при комнатной температуре (20-25°С), после чего 

приготавливали сосудистые сегменты шириной 2-3 мм. Деэндотелизацию 

изолированных гладкомышечных сегментов выполняли непосредственно 

перед выполнением эксперимента путем механического вращения 

деревянного шпателя в их просвете. Подготовленные гладкомышечные 

препараты использовали немедленно, оставшуюся часть сосудистого 

материала сохраняли в холодильнике при 4ºС.  

Определение внутриклеточного содержания моновалентных катионов и 

АТФ выполняли в культуре ГМК аорты крысы, используемой не более 10 

пассажей (Lonza, Walkersville, MD, США). Культивирование клеток 

производили в модифицированной среде Дульбекко (DMEM, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, США), содержащей 10% бычьей сыворотки, 100 ед/мл 

пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, в специализированном 

инкубаторе. Для синхронизации культуры ГМК перед экспериментами 

клетки инкубировали в течение 24 часов в присутствии 0,2% телячьей 

сыворотки.  
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2.2. Методики исследования 

2.2.1. Изучение сократительной активности гладкомышечных сегментов 

аорты крысы 

Сократительную активность гладкомышечных сегментов исследовали 

методом механографии. Изменения механического напряжения (МН) 

сосудистых сегментов в условиях, близких к изометрическим, 

регистрировали при помощи четырехканальной системы Myobath II и 

аппаратно-программного комплекса LAB-TRAX-4/16 (Германия) для 

проведения специализированных электрофизиологических исследований. 

Полученные сосудистые гладкомышечные сегменты помещали в 

рабочие аэрируемые камеры экспериментальной установки объемом 10 мл, 

растягивали нагрузкой 500 мг и фиксировали с помощью стальных крючков. 

После чего камеры заполняли физиологическим солевым раствором Кребса и 

термостатировали при 37,0±0,5ºС (рисунок 3). 

Перед началом исследования сегменты аорты крысы отмывали 

физиологическим раствором в течение 40-50 мин (рН 7,35-7,4), после чего 

дважды вызывали сокращение гиперкалиевым раствором Кребса 

(эквимолярно замещали 30 мM NaCl на KCl). В ряде экспериментов 

сократительные реакции СГМК вызывали добавлением в нормальный 

раствор Кребса α1-адреномиметика фенилэфрина (ФЭ, 1 мкМ).  

Моделирование условий гипоксии для изучения ее влияния на 

сократительные ответы СГМК производили путем вытеснения кислорода из 

омывающего сегменты раствора. Для чего исследуемый раствор 

непосредственно перед воздействием насыщали газообразным азотом (N2, 

чистота 99,95%). Содержание кислорода в растворе не превышало 10,0±0,2 

об.% и контролировалось портативным оксиметром HI 9146-04 (HANNA, 

Германия). Процесс сатурации раствора индифферентным газом 

осуществляли в изолированной от атмосферного воздуха, обогреваемой 

термостатом стеклянной колбе, после чего его подавали в рабочие камеры. 
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Рисунок 3. Схема канала для измерения механического напряжения 

гладкомышечных сегментов: 

1 – камера для гладкомышечного препарата; 

2 – датчик силы; 

3 – микрометр; 

4 – кровеносный сосуд; 

5 – гладкомышечный сегмент 
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После инкубации гладкомышечных сегментов в гипооксигенированном 

растворе Кребса в течение 60 мин оценивали их сократительную активность 

на действие тестирующих соединений. Реоксигенация достигалась сменой 

гипооксигенированного раствора на физиологический с нормальным 

содержанием кислорода. Спустя 15 мин после смены раствора 

регистрировали изменение МН сосудистых гладких мышц.  

Амплитуду сократительных ответов на действие гиперкалиевого 

раствора Кребса или фенилэфрина считали контрольной и принимали за 

100%. Последующее изменение механического напряжения 

гладкомышечных сегментов рассчитывали в процентах от амплитуды 

контрольного сокращения. В условиях гипоксии и реоксигенации 

индуцируемые гиперкалиевым раствором Кребса или ФЭ сократительные 

реакции СГМК обозначали как фоновые и принимали за отсчетные для 

оценки эффектов исследуемых соединений. 

Относительный вклад (n) различных компонентов калиевой 

проводимости мембраны в механизмы действия гипоксии и реоксигенации на 

сокращения ГМК определяли по формуле [25] как отношение величины МН 

гладкомышечных сегментов в присутствии блокатора i-тых каналов к сумме 

показателей МН сосудистых ГМ в присутствии каждого из блокаторов 

калиевых каналов, согласно формуле: 

, (1) 

где  – амплитуда сокращения сосудистых сегментов (%) в 

присутствии блокатора исследуемых каналов (i=1,2,3,…,j);  – 

величины МН (%) сегментов аорты на фоне действия каждого из блокаторов.  

Соответственно, чем выше значение n, тем больше степень участия 

изучаемых каналов в механизмах действия гипоксии и реоксигенации. 
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2.2.3. Исследование ионного гомеостаза и содержания АТФ в 

гладкомышечных клетках 

Изучаемую культуру ГМК аорты крысы перед началом экспериментов 

отмывали в бескалиевой среде DMEM (Sp-DMEM, Invitrogen) и затем 

инкубировали 6 часов при 37°С в увлажненной атмосфере, содержащей 5% 

CO2, в контрольной среде DMEM, бескалиевой среде DMEM (Sp-DMEM, 

Invitrogen) и DMEM с добавлением 3 мМ уабаина. Контрольная среда DMEM 

содержала (мМ): 140,1 NaCl; 5,4 KCl; 1,8 CaCl2; 0,8 MgSO4; 29,8 NaHCO3; 0,9 

NaH2PO4; 8,4 HEPES; 5 глюкоза, витамины и аминокислоты в соответствии с 

рецептурой ([Na
+
]о/[К

+
]о=140,1/5,4 мМ).  

Для исследования влияния гипоксии на внутриклеточный ионный 

состав ГМК аорты крысы, клетки инкубировали в специально разработанных 

герметичных кюветах в среде, содержащей 0,5 мМ глюкозы, с заменой в 

инкубаторе атмосферы 5%CO2/воздух на 5%CO2/N2. Предварительно было 

показано, что 8-часовое инкубирование ГМК в атмосфере 5%CO2/N2 

способствовало снижению pO2~ 30 мм рт. ст., в сравнении с нормоксией pO2~ 

150 мм рт. ст. 

Внутриклеточное содержание катионов K
+
, Na

+
 измеряли как 

стационарное распределение изотопов 
86

Rb, 
22

Na между клетками и средой 

инкубации, соответственно. Для этого клетки высевали в 12-луночные 

планшеты и инкубировали 3 часа в контрольной или бескалиевой среде (Sp-

DMEM+Ca
2+

) в присутствии 0,5 мкКи/мл 
86

Rb, 4 мкКи/мл 
22

Na с добавлением 

затем 3 мМ уабаина. ГМК, нагруженные 
22

Na, переносили на среду Sp-

DMEM+Ca
2+

 с добавлением 
22

NaCl, тогда как клетки с 
86

Rb – на Sp-

DMEM+Ca
2+

 свободную от изотопа. Накопление изотопов останавливали 4-

хразовым промыванием клеток с 2 мл ледяной среды, содержащей 100 мM 

MgCl2 и 10 мM HEPES-tris-буфера (pH 7,4). 

После чего оценивали радиоактивность инкубационной среды и 

клеточного лизата (1% SDS и 4 мM ЭДТА) с помощью жидкостного 
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сцинтилляционного анализатора. Содержание катионов (V (нмоль/мг за 10 

мин)) рассчитывали по формуле: 

, (2) 

где А – радиоактивность образцов (распад/мин), a – радиоактивность 

изотопов в среде (распад/мин/нмоль) и m – содержание белка в лизатах (мг).  

Внутриклеточное содержание АТФ измеряли путем анализа 

люцифераза-зависимой люминесценции в соответствии с набором 

инструкций (Sigma, St. Louis, MO, США). 

2.3. Растворы и реактивы 

Используемые в экспериментах растворы готовились на основе 

дистиллированной воды с добавлением соответствующих реактивов (ХЧ, 

«Реахим», РФ).  

Физиологический раствор Кребса содержал (мM): 120,4 NaCl, 5,9 KCl, 

2,5 CaCl2, 1,2 MgCl2, 5,5 глюкозы, 15 NH2C(CH2OH)3 [tris(hydroxymethyl)-

aminomethane] (pH 7.4). Гиперкалиевый раствор (30 мМ) готовили на основе 

нормального раствора Кребса, эквимолярно замещая 30 мM NaCl на KCl. 

В растворах поддерживались значения рН в пределах 7,35-7,4 и 

температуры 37±0,5ºС. 

Тестирующие растворы готовились путем добавления в раствор Кребса 

или его модификаций следующих реактивов:  

1. 4-аминопиридин (Sigma, США); 

2. гидросульфид натрия (NaHS) (Sigma, США); 

3. глибенкламид (Sigma, США); 

4. тетраэтиламмония хлорид (Serva, Германия); 

5. уабаин (Sigma, США); 

6. фенилэфрин (Sigma, США); 

7. 22
NaCl, 

86
RbCl (PerkinElmer, Waltman, MA, США);  

8. tricarbonyldichlororuthenium(II)-dimer (CORM-2) (Sigma, США). 
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Глибенкламид и CORM-2 растворяли в диметилсульфоксиде (DMSO). 

DMSO в максимальной концентрации 0,1% не влиял на измеряемые 

показатели.  

2.4. Статистическая обработка 

Статистический анализ данных проводили при помощи программы 

SPSS Statistics 17.0.1 for Windows методами статистического описания и 

проверки статистических гипотез. Для оценки значимости количественных 

показателей в группах сравнения предварительно определяли соответствие 

полученных данных нормальному закону распределения с помощью W-

критерия Шапиро-Вилка. Сформированные выборки не подчинялись закону 

нормального распределения, поэтому данные описывали с использованием 

медианы (Me) и интерквартильного размаха (Q1-Q3). Для оценки 

достоверности различий количественных показателей применяли 

непараметрические критерии: U-критерий Манна-Уитни (U test Mann-

Whitney) для независимых и Т-критерий Вилкоксона (Wilcoxon Singed Ranks 

Test) для зависимых выборок [9, 23]. Межгрупповые различия данных в 

независимых выборках оценивали с помощью критерия Крускала-Уоллиса 

(Kruskal-Wallis) с учетом поправки на множественное сравнение. Различия 

считали достоверными при уровне значимости р<0,05. 
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ГЛАВА 3 

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ И 

ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Исследование влияния гипоксии и реоксигенации на сократительную 

активность гладкомышечных клеток аорты крысы 

Изменение сократительной функции сосудистых гладкомышечных 

клеток рассматривается в качестве основного способа их реагирования на 

нарушения кислородного гомеостаза [77, 100]. Наблюдаемые при этом 

миогенные эффекты являются следствием взаимодействия различных 

мембранных и молекулярных регуляторных механизмов, обеспечивающих 

функциональную активность гладких мышц в целом [19, 24, 36]. 

3.1.1. Влияние гипоксии на сокращения сосудистых гладких мышц, 

индуцированные гиперкалиевым раствором или фенилэфрином 

Ключевым этапом развития процессов сопряжения возбуждения-

сокращения в ГМК является увеличение внутриклеточной концентрации 

ионов Ca
2+

, которые могут поступать из внеклеточной среды через Ca
2+

-

каналы, а также освобождаться из внутриклеточных немитохондриальных 

депо [14, 17, 31].  

Для активации входящего потенциал-зависимого кальциевого тока 

гладкомышечные сегменты аорты крысы подвергали воздействию 30 мМ 

раствора хлорида калия (30 мМ KCl), в результате чего наблюдалось 

сокращение ГМК. После достижение стабильного значения амплитуды 

гиперкалиевой контрактуры, сегменты отмывали в нормальном растворе 

Кребса. 

Затем сосудистые сегменты инкубировали в гипоксическом растворе 

Кребса различные промежутки времени, после чего вызывали их 

гиперкалиевое сокращение. 
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Снижение уровня кислорода в омывающем растворе не влияло на 

исходное механическое напряжение (МН) сосудистых ГМ, однако вызывало 

угнетение сократительной активности, индуцированной гиперкалиевым 

раствором Кребса.  

Согласно полученным данным, статистически значимое снижение 

величины МН гладкомышечных препаратов, предсокращенных 30 мМ 

хлорида калия, наблюдалось только спустя 60 мин пребывания в растворе с 

низким содержанием кислорода. 90- и 120-минутная предобработка 

сегментов в гипооксигенированном растворе Кребса также приводили к 

последующему угнетению гиперкалиевой контрактуры ГМК аорты крысы, 

но незначимо различались с часовой инкубацией (таблица 1).  

Для дальнейших исследований механизмов возникновения и развития 

релаксирующего эффекта гипоксии на сократительную функцию 

гладкомышечных сегментов сосудов был выбран интервал предобработки 

длительностью 60 мин (рисунок 4). 

Таблица 1 – Влияние гипоксии на механическое напряжение 

гладкомышечных сегментов аорты крысы, Me (Q1-Q3) 

Амплитуда сокращений, индуцированных 30 мМ KCl (%)  

Контроль 

(n=10) 

Время инкубации в условиях гипоксии 

30 мин 

(n=10) 

60 мин 

(n=10) 

90 мин 

(n=10) 

120 мин 

(n=10) 

100 96,87 

(89,67-99,33) 

p1<0,05 

87,18 

(85,74-89,63) 

p1<0,05 

p2<0,05 

85,08 

(81,46-90,02) 

p1<0,05 

p2<0,05 

79,81 

(74,97-92,3) 

p1<0,05 

p2<0,05 

Примечание: p1 – статистически значимые различия по сравнению с 

контролем; p2 – с 30-минутной инкубацией в гипоксическом растворе. 
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Рисунок 4. Влияние гипоксии на механическое напряжение 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного гиперкалиевым 

раствором. 

Обозначения: по оси ординат – механическое напряжение (мН), по оси 

абсцисс – время (часы). Стрелками показано добавление и удаление 

соответствующих растворов. 

 

Сократительные ответы сосудистых ГМ инициируются многими 

биологически активными соединениями. Для изучения механизмов действия 

гипоксии на регуляцию сократительной активности ГМК аорты крысы, 

вызванную стимуляцией α1-адренергических рецепторов, применяли 

фенилэфрин (ФЭ). 

Амплитуда сокращений сосудистых гладкомышечных сегментов в 

ответ на добавление ФЭ в концентрации 1 мкМ в сбалансированный солевой 

раствор Кребса была сравнима с ответной реакцией на действие 

гиперкалиевого (30 мМ KCl) раствора. 
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Снижение содержания кислорода в перфузионном растворе достоверно 

угнетало последующую сократительную реакцию сосудистых препаратов, 

индуцированную ФЭ (рисунок 5).  
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Рисунок 5. Влияние гипоксии на фенилэфрин-индуцированное 

сокращение гладкомышечного сегмента аорты крысы. 

Обозначения: как на рисунке 4. 

 

Величина механического напряжения СГМК составила 78,61 (76,64-

80,48)% (n=9, р<0,05) от контрольного ФЭ-индуцированного сокращения в 

условиях нормоксии. Сокращение, вызванное ФЭ в условиях гипоксии, 

оказалось достоверно ниже по амплитуде в сравнении с индуцированным 30 

мМ хлоридом калия в гипоксическом растворе (рисунок 6). 
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Рисунок 6. Изменение величины механического напряжения 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного гиперкалиевым 

раствором или фенилэфрином, в условиях гипоксии. 

Обозначения: * – статистически значимые различия с гиперкалиевым 

сокращением (p<0,05). 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что гипоксия оказывает 

более выраженное релаксирующее действие на сокращения ГМК, вызванные 

фенилэфрином, чем 30 мМ хлоридом калия. Такая реакция, вероятно, 

обусловлена различием в природе индуцируемых контрактур, и в случае 

фенилэфрина – активацией рецептор-управляемого входа ионов кальция и 

дополнительным вовлечением внутриклеточного сигнального каскада, 

опосредованного метаболизмом мембранных фосфоинозитидов и 

протеинкиназы С (ПК С) [187]. 

Calderon-Sanchez E. и соавт. (2009) показали, что в условиях гипоксии 

вследствие дефицита синтеза макроэргов уменьшается пул 

фосфотидилинозитол-4,5-бифосфата, являющегося предшественником 
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вторичных мессенджеров – диацилглицерола и инозитол-1,4,5-трифосфата, 

вовлеченных в механизмы внутриклеточной сигнальной трансдукции [121]. 

Вклад ПК С в механизмы регуляции гипоксической вазодилатации 

неоднозначен. С одной стороны, существуют данные относительно ее 

активации при гипоксии с последующим фосфорилированием эффекторных 

мишеней [205], с другой – ее угнетение и деградация [63]. 

Имеются также свидетельства, что вазодилатация в условиях дефицита 

кислорода может быть индуцирована за счет Са
2+

-десенситизации 

сократительного аппарата ГМК, в большей степени развивающейся при 

действии агониста α1-адренергических рецепторов. Реализуется данный 

механизм, вероятно, через ингибирование RhoА-киназы (RhoA-associated 

kinase, ROCK) [66, 67]. Мишенью для ROCK является фосфатаза легких 

цепей миозина, угнетение которой существенно модулирует степень их 

фосфорилирования и, таким образом, сокращение гладкомышечных 

сегментов [59, 84]. 

3.1.2. Влияние реоксигенации на сократительные реакции гладкомышечных 

клеток аорты крысы, вызванные гиперкалиевым раствором или 

фенилэфрином 

Для исследования влияния реоксигенации гладкомышечные сегменты 

аорты крысы после 60-минутной инкубации в гипоксическом растворе 

Кребса помещали в раствор с нормальным содержанием кислорода. 

Подобная смена омывающего раствора не изменяла исходного 

механического напряжения сосудистых препаратов. Спустя 15 мин 

регистрировали сократительные ответы СГМК на действие тестирующих 

соединений.  

В условиях реоксигенации амплитуда сокращений гладких мышц 

аорты крысы, вызванных гиперкалиевым раствором, статистически значимо 

снижалась, составив 80,48 (76,91-86,32)% (n=9, р<0,05) от контрольного 

значения в условиях нормоксии (рисунок 7). 
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Рисунок 7. Влияние реоксигенации на механическое напряжение 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного гиперкалиевым 

(30 мM KCl) раствором. 

Обозначения: как на рисунке 4. 

 

При этом величина механического напряжения, развиваемого 

гладкомышечными сегментами аорты крысы в ответ на действие 30 мМ 

хлорида калия в условиях реоксигенации, была достоверно ниже, чем 

аналогичная при гипоксии. 

Добавление α1-адреномиметика ФЭ в концентрации 1 мкМ в процессе 

реоксигенации индуцировало сокращения гладкомышечных препаратов 

аорты, но амплитуда их составила 70,13 (69,40-71,55)% (n=9, р<0,05) от 

контрольного ФЭ-индуцированного сокращения в условиях нормоксии 

(рисунок 8). 
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Величина сократительного ответа сосудистых сегментов на действие 1 

мкМ фенилэфрина в условиях реоксигенации статистически значимо 

снизилась по сравнению с ФЭ-индуцированным сокращением 

гладкомышечных препаратов в условиях гипоксии. 
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Рисунок 8. Влияние реоксигенации на амплитуду сократительного 

ответа гладкомышечного сегмента при действии 1 мкМ фенилэфрина. 

Обозначения: как на рисунке 4. 

 

Таким образом, в период реоксигенации, как и при гипоксии, 

происходило угнетение сократительных реакций ГМК аорты крысы, 

вызванных гиперкалиевым раствором или α1-адреномиметиком 

фенилэфрином. Причем, в наибольшей степени снижение МН сосудистых 

сегментов отмечалось на фоне активации α1-адренергических рецепторов в 

процессе реоксигенации (таблица 2). 
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Таблица 2 – Влияние гипоксии и реоксигенации на сократительные 

ответы сосудистых гладкомышечных клеток в условиях гипоксии и 

реоксигенации, Me (Q1-Q3) 

Группа 

Амплитуда сокращения, % 

Гиперкалиевое 

сокращение 

(30 мМ KCl) 

Сокращение, 

индуцированное 

фенилэфрином (1 мкМ) 

Нормоксия (контроль) 

 

100 100 

Гипоксия 

 

87,18 

(85,74-89,63) 

р1<0,05 

78,61 

(76,64-80,48) 

р1<0,05; р2<0,05 

Реоксигенация 

 

80,48 

(76,91-86,32) 

р1<0,05; р2<0,05 

70,13 

(69,40-71,55) 

р1<0,05; р3<0,05 

р4<0,05 

Примечание: p1 – статистически значимые различия по сравнению с 

контрольным сокращением при нормоксии; p2 – с гиперкалиевым 

сокращением в условиях гипоксии; p3 – с ФЭ-индуцированным сокращением 

в условиях гипоксии; p4 – с гиперкалиевым сокращением в условиях 

реоксигенации. 

 

Ослабление сократительной функции ГМК аорты крысы при гипоксии 

и реоксигенации может быть обусловлено изменением ионной 

проницаемости их мембраны. Так показано, что в условиях нарушения 

кислородного гомеостаза гладких мышц происходит угнетение оперирования 

потенциал-зависимых и/или рецептор-оперируемых Са
2+

-каналов, 

обеспечивающих поступление ионов кальция в цитозоль, и, в конечном 

итоге, развитие сокращения [77, 121]. 

Кроме этого, в осуществлении процессов вазодилатации может быть 

задействована и калиевая проводимость мембраны ГМК [99, 124, 159, 214]. 
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3.2. Исследование роли калиевой проводимости мембраны в 

механизмах действия гипоксии и реоксигенации на сократительную 

активность сосудистых гладких мышц 

Наиболее вероятным механизмом угнетения констрикторного действия 

гиперкалиевого раствора и фенилэфрина на гладкие мышцы аорты крысы в 

условиях изменения их оксигенации является активация калиевых каналов 

СГМК [159, 214]. Для выявления вклада основных компонентов калиевой 

проводимости мембраны в реализацию вазорелаксирующих эффектов 

гипоксии и реоксигенации использовали блокаторы изучаемых каналов. 

3.2.1. Влияние тетраэтиламмония на сокращения гладких мышц сосудов, 

вызванные гиперкалиевым раствором или фенилэфрином, в условиях 

гипоксии и реоксигенации 

Изучение влияния гипоксии и реоксигенации на проницаемость 

мембраны сосудистых ГМК для ионов калия производили при помощи 

неизбирательного блокатора калиевых каналов тетраэтиламмония хлорида 

(ТЭА) [132, 210]. 

Добавление ТЭА в концентрации 10 мМ на фоне гиперкалиевой 

контрактуры в условиях нормоксии вызывало достоверное увеличение 

амплитуды сократительного ответа гладкомышечных сегментов до 108,96 

(107,68-110,62)% (n=8, р<0,05) относительно контрольного гиперкалиевого 

сокращения.  

В условиях гипоксии, как и в условиях реоксигенации, аппликация 10 

мМ ТЭА на фоне гиперкалиевого сокращения приводила к дополнительному 

приросту механического напряжения ГМК аорты. В гипооксигенированном 

растворе амплитуда сокращения возрастала до 116,97 (109,7-118,05)% (n=8, 

р<0,05), а при реоксигенации до 115,65 (110,06-117,14)% (n=8, р<0,05) 

относительного фоновых сокращений при гипоксии и реоксигенации, 

соответственно (рисунок 9). 
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Рисунок 9. Влияние 10 мМ ТЭА на механическое напряжение 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного гиперкалиевым 

раствором в условиях гипоксии (А) и реоксигенации (Б). 

Обозначения: как на рисунке 4. 
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Выявлены различия между величинами МН сосудистых сегментов, 

предсокращенных 30 мМ хлоридом калия, в присутствии блокатора при 

нормоксии и в условиях модификации уровня кислорода в тестирующем 

растворе. Так, добавление 10 мМ ТЭА на фоне гиперкалиевого сокращения в 

условиях гипоксии или реоксигенации приводило к достоверно большему 

увеличению амплитуды сократительного ответа, чем при действии ТЭА в 

условиях нормоксии. Прирост же МН гладкомышечных сегментов аорты 

крысы, обусловленный влиянием ТЭА, при реоксигенации статистически 

значимо не отличался от сходного при гипоксии. 

Добавление ТЭА в концентрации 10 мМ на фоне ФЭ-индуцированного 

сокращения в условиях нормоксии вызывало статистически значимое 

увеличение МН сосудистых гладкомышечных сегментов до 116,53 (115,31-

118,48)% (n=9, р<0,05) относительно контрольного сокращения. Причем, 

сократительный эффект, вызванный α1-адреномиметиком в присутствии 

блокатора, был достоверно выше индуцированного гиперкалиевым 

раствором. 

При гипоксии и реоксигенации ТЭА вызывал увеличение амплитуды 

ФЭ-индуцированного сократительного ответа ГМК аорты крысы. При этом в 

условиях дефицита кислорода в растворе МН гладкомышечных сегментов 

возрастало до 126,04 (121,88-128,82)% (n=8, р<0,05) от фонового ФЭ-

индуцированного сокращения (рисунок 10, А), что также было достоверно 

выше, чем при действии ТЭА в условиях нормоксии.  

В период реоксигенации аппликация ТЭА способствовала увеличению 

амплитуды ФЭ-индуцированной контрактуры до 123,49 (120,14-125,53)% 

(n=8, р<0,05) относительно фонового сокращения, вызванного ФЭ, в 

соответствующих условиях (рисунок 10, Б). Подобное констрикторное 

действие блокатора было достоверно выше, чем в нормоксии, однако 

статистически значимо не отличалось от индуцированного в гипоксических 

условиях. 
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Рисунок 10. Влияние гипоксии (А) и реоксигенации (Б) на 

механическое напряжение гладкой мышцы аорты крысы, предсокращенной 1 

мкМ фенилэфрином, в присутствии 10 мМ ТЭА. 

Обозначения: как на рисунке 4. 
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Во всех проведенных экспериментах сократительный эффект 

неселективного блокатора калиевых каналов при сходных условиях развития 

сокращения усиливался на фоне активации α1-адренорецепторов 

фенилэфрином (таблица 3). Наблюдаемая закономерность свидетельствует о 

том, что при изменениях оксигенации сосудистых гладких мышц важную 

роль может играть природа и механизм действия предсокращающего агента. 

Таблица 3 – Влияние гипоксии и реоксигенации на сократительную 

активность гладких мышц аорты крысы в условиях блокирования калиевых 

каналов тетраэтиламмонием, Me (Q1-Q3) 

Группа 

Амплитуда сокращения, % 

Гиперкалиевое 

сокращение 

(30 мМ KCl) 

Фенилэфрин-

индуцированное 

сокращение 

Нормоксия 100 100 

Нормоксия + 

тетраэтиламмоний  

(10 мМ) 

108,96 

(107,68-110,62) 

116,53 

(115,31-118,48) 

р2<0,05 

Гипоксия + 

тетраэтиламмоний  

(10 мМ) 

116,97 

(109,7-118,05) 

p1<0,05 

126,04 

(121,88-128,82) 

p1<0,05; p2<0,05 

Реоксигенация + 

тетраэтиламмоний 

(10 мМ) 

115,65 

(110,06-117,14) 

р1<0,05 

123,49 

(120,14-125,53) 

p1<0,05; p2<0,05 

Примечание: p1 – статистически значимые различия по сравнению с 

нормоксическим сокращением в присутствии блокатора; p2 – с 

гиперкалиевым сокращением в присутствии блокатора при тех же условиях. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют, что одним из 

эффекторных механизмов регуляции сократительной активности ГМК аорты 

крысы при гипоксии и реоксигенации может выступать повышение калиевой 

проводимости мембран гладких мышц, вероятно, за счет открывания 

потенциал-зависимых и/или Са
2+

-активируемых калиевых каналов [203, 214]. 
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3.2.2. Роль потенциал-зависимых калиевых каналов мембраны в реализации 

сокращений гладкомышечных клеток, вызванных гиперкалиевым раствором 

или фенилэфрином, в условиях гипоксии и реоксигенации 

Избирательный блокатор потенциал-зависимых (Кv)-каналов – 4-

аминопиридин (4-АП) в концентрации 1 мМ в нормоксических условиях 

статистически значимо увеличивал механическое напряжение сосудистых 

гладкомышечных сегментов, предсокращенных 30 мМ хлоридом калия, до 

107,76 (104,59-110,72)% (n=8, р<0,05) относительно контрольного 

гиперкалиевого сокращения. 

Добавление 1 мМ блокатора при действии гиперкалиевого раствора 

Кребса в условиях гипоксии вызывало увеличение амплитуды 

сократительного ответа ГМК аорты крысы до 115,05 (112,29-118,41)% (n=8, 

р<0,05) от фонового гипоксического сокращения. Причем, в условиях 

гипоксии 4-АП способствовал достоверно большему приросту МН 

гладкомышечных сегментов, чем при нормоксии. 

При реоксигенации 4-АП также оказывал констрикторный эффект на 

сосудистые гладкомышечные сегменты, деполяризованные 30 мМ хлоридом 

калия. Амплитуда сокращения ГМК составила 114,41 (111,96-119,6)% (n=8, 

р<0,05) относительно фоновой гиперкалиевой контрактуры в 

реоксигенационных условиях (рисунок 11). По сравнению с условиями 

нормоксии при реоксигенации блокатор способствовал достоверно большему 

увеличению мышечного напряжения сосудистых сегментов, 

предсокращенных гиперкалиевым раствором.  

Однако не было выявлено статистически значимых различий между 

действием 4-АП в условиях гипоксии и реоксигенации. Это может 

свидетельствовать о том, что в период реоксигенации не происходит 

дополнительного усиления калиевой проводимости мембраны ГМК аорты 

крысы. 
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Рисунок 11. Влияние гипоксии (А) и реоксигенации (Б) на сокращения 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, вызванные гиперкалиевым 

раствором, в присутствии 1 мМ 4-аминопиридина. 

Обозначения: как на рисунке 4. 

 

При действии селективного блокатора потенциал-зависимых калиевых 

каналов на ФЭ-индуцированное сокращение в условиях нормоксии 

наблюдалось увеличение МН сосудистых сегментов до 117,64 (115,86-

118,96)% (n=8, р<0,05) от контрольного сокращения. 

Аппликация 4-АП на фоне ФЭ-индуцированной контрактуры в 

условиях гипоксии приводила к увеличению амплитуды сократительного 

ответа ГМ до 125,44 (121,89-127,82)% (n=8, р<0,05) от фонового сокращения 

при гипоксии (рисунок 12, А). Данный эффект блокатора в условиях 

гипоксии был статистически значимо выше, чем аналогичный при 

нормоксии. При реоксигенации 4-АП вызывал достоверное увеличение МН 

гладкомышечных сегментов, предобработанных ФЭ, до 122,88 (119,14-

125,14)% (n=8, р<0,05) относительно фонового сокращения в период 

реоксигенации (рисунок 12, Б).  
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Рисунок 12. Влияние гипоксии (А) и реоксигенации (Б) на 

механическое напряжение ГМК аорты крысы, предсокращенных 

фенилэфрином (1 мкМ), при действии 1 мМ 4-аминопиридина. 

Обозначения: как на рисунке 4. 
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Констрикторный эффект 4-АП в условиях реоксигенации 

статистически значимо усиливался по сравнению с аналогичным при 

нормоксии, но не отличался от индуцируемого в гипооксигенированном 

растворе (рисунок 13). При этом установлено, что эффект блокатора при 

сходных условиях развития сокращения усиливался на фоне действия 

фенилэфрина. 
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Рисунок 13. Изменения амплитуды сокращений ГМК аорты крысы, 

вызванных гиперкалиевым раствором (А) или фенилэфрином (Б), в 

присутствии 4-аминопиридина (1 мМ) при гипоксии и реоксигенации. 

Обозначения: р<0,05 – статистически значимые различия. 

 

Полученные данные указывают на то, что регуляция сократительной 

активности СГМК при гипоксии и реоксигенации связана с оперированием 

потенциал-зависимого компонента калиевой проводимости мембраны. 

Повышение проводимости Кv-каналов приводит к расслаблению гладких 

мышц сосудов при изменении их оксигенации.  
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3.2.3. Роль АТФ-чувствительных калиевых каналов в механизмах сокращений 

сосудистых гладких мышц, индуцированных гиперкалиевым раствором или 

фенилэфрином, в условиях гипоксии и реоксигенации 

Для исследования вклада АТФ-чувствительного компонента калиевой 

проводимости мембраны ГМК в эффекты гипоксии и реоксигенации на 

изменение сократительной активности ГМК сосудов использовали 

селективный блокатор КАТФ-каналов – глибенкламид (ГБ).  

В нормоксических условиях ГБ в концентрации 10 мкМ статистически 

значимо не влиял на величину МН гладкомышечных сегментов, 

предсокращенных гиперкалиевым раствором Кребса. Амплитуда сокращений 

ГМК составила 102,26 (100,62-104,63)% (n=8, р>0,05) относительно 

контрольного гиперкалиевого сокращения. Аналогичное действие блокатор 

оказывал при действии в условиях гипоксии и реоксигенации (таблица 4). 

Таблица 4 – Влияние глибенкламида на сокращения ГМК аорты крысы, 

индуцированные гиперкалиевым раствором, Me (Q1-Q3) 

Группа 
Амплитуда гиперкалиевого 

(30 мМ KCl) сокращения, % 

Нормоксия 100 

Нормоксия +глибенкламид  

(10 мкМ) 

102,26 

(100,62-104,63) 

Гипоксия + глибенкламид 

(10 мкМ) 

104,41 

(101,29-107,76) 

Реоксигенация + глибенкламид 

(10 мкМ) 

100,22 

(97,66-101,305) 

 

Также не было выявлено достоверных различий между эффектами ГБ 

на изменение амплитуды гиперкалиевого сокращения сосудистых 

гладкомышечных сегментов при нормоксии и в условиях модификации 

уровня кислорода в омывающем растворе (рисунок 14). 
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Рисунок 14. Влияние гипоксии (А) и реоксигенации (Б) на 

механическое напряжение гладкомышечного сегмента аорты крысы, 

предсокращенного гиперкалиевым раствором, на фоне действия 10 мкМ 

глибенкламида. 

Обозначения: как на рисунке 4. 

 

Аппликация 10 мкМ ГБ на фоне сокращения, индуцированного ФЭ, в 

условиях нормоксии приводила к увеличению амплитуды сократительного 

ответа ГМК до 105,86 (102,97-107,63) (n=8, р>0,05) от контрольного ФЭ-

индуцированного сокращения. 

В условиях гипоксии и реоксигенации блокатор также вызывал 

дополнительный прирост МН сосудистых гладкомышечных сегментов, 

предсокращенных ФЭ, до 114,36 (110,64-116,04)% (n=8, р<0,05) и 112,61 

(109,46-114,99)% (n=8, р<0,05), соответственно, относительно фоновых 

сокращений при данных условиях (рисунок 15).  
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Рисунок 15. Влияние гипоксии и реоксигенации на механическое 

напряжение сосудистых сегментов, предсокращенных фенилэфрином, на 

фоне действия 10 мкМ глибенкламида при гипоксии (А) и реоксигенации (Б).  

Обозначения: как на рисунке 4. 
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Причем, в период гипоксии и реоксигенации наблюдалось усиление 

констрикторного эффекта блокатора по сравнению с нормоксией. Однако 

статистически значимых различий между изменениями амплитуды ФЭ-

индуцированных сокращений при реоксигенации и гипоксии в присутствии 

ГБ не было выявлено. На фоне действия ФЭ блокатор вызывал достоверно 

больший прирост МН сосудистых сегментов, чем при действии на ГМК, 

предсокращенные гиперкалиевым раствором (рисунок 16). 
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Рисунок 16. Изменение амплитуды сократительного ответа сосудистых 

гладкомышечных сегментов, индуцированного гиперкалиевым раствором и 

фенилэфрином, в присутствии 10 мкМ глибенкламида. 

Обозначения: р<0,05 – статистически значимые различия. 

 

Таким образом, в условиях гипоксии и реоксигенации на фоне действия 

α1-адреномиметика фенилэфрина, но не гиперкалиевого раствора, снижение 

сократительной функции гладкомышечных сегментов аорты крысы может 

быть обусловлено повышением проводимости АТФ-чувствительных 

калиевых каналов.  
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3.2.4. Определение относительного вклада различных типов калиевых 

каналов в релаксирующее действие гипоксии и реоксигенации на сосудистые 

гладкие мышцы 

Количественное выражение вклада исследуемых типов калиевых 

каналов в механизмы расслабления сосудистых гладкомышечных сегментов, 

предсокращенных гиперкалиевым раствором Кребса или фенилэфрином, при 

гипоксии и реоксигенации рассчитывали по формуле (1). Полученные 

результаты представлены в таблице 5. 

Таблица 5 – Относительный вклад калиевых каналов в механизмы 

релаксирующего действия гипоксии и реоксигенации на сократительную 

функцию ГМК аорты крысы 

Блокатор 

Относительная величина 

Гиперкалиевое 

сокращение 

Фенилэфрин-

индуцированное 

сокращение 

 Гипоксия 

Тетраэтиламмоний (10 мМ) 0,46 0,4 

4-аминопиридин (1 мМ) 0,42 0,38 

Глибенкламид (10 мкМ) 0,12 0,22 

 Реоксигенация 

Тетраэтиламмоний (10 мМ) 0,51 0,4 

4-аминопиридин (1 мМ) 0,48 0,39 

Глибенкламид (10 мкМ) 0,01 0,21 

 

Согласно представленным данным снижение сократительной 

активности сосудистых гладких мышц при гипоксии и реоксигенации 

обусловлено преимущественно активацией калиевых каналов, 

чувствительных к ТЭА и 4-аминопиридину. 

По-видимому, потенциал-зависимый и/или Са
2+

-активируемый 

компоненты калиевой проводимости мембраны ГМК аорты крысы вносят 

основной вклад в механизмы расслабления гладких мышц, предсокращенных 

гиперкалиевым раствором или фенилэфрином, в условиях гипоксии и 
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реоксигенации. Полученные результаты согласуются с современными 

представлениями об участии Са
2+

-активируемых калиевых каналов высокой 

(ВКСа) [145, 203, 214], а также потенциал-зависимых К
+
-каналов [142] в 

процессах релаксации сосудистых ГМК при изменении их оксигенации. 

Также известно, что ТЭА в концентрации 10 мМ в большей степени 

блокирует Кv-каналы мембраны ГМК (типы Кv7, Кv2.1) [141, 142], тогда как 

до 1 мМ – Са
2+

-активируемые калиевые каналы [203]. 4-АП, в свою очередь, 

в миллимолярных концентрациях блокирует преимущественно Кv1.8, Кv2.2, 

Кv3.3, Кv4.1-3 [180]. 

Наряду с указанными К
+
-каналами в механизмах регуляции 

сократительной функции гладких мышц аорты крысы при гипоксии и 

реоксигенации в случае действия фенилэфрина задействованы и АТФ-

чувствительные К
+
-каналы (KATФ-каналы). KATФ-каналы многими 

исследователями рассматриваются в качестве наиболее вероятной мишени 

действия при возникающих нарушениях кислородного гомеостаза [91, 99, 

159]. В наших исследованиях подобные данные подтвердились только в 

отношении гладкомышечных сегментов, предсокращенных α1-

адреномиметиком. Это, отчасти, может быть связано с тем, что 

исследовалось в основном действие глибенкламида как блокатора этих 

калиевых каналов, который, возможно, оказался неспособным предотвратить 

или устранить функциональные нарушения при гипоксии и реоксигенации. 

К тому же, весьма затруднительно идентифицировать и 

дифференцировать прямое влияние низкого напряжения кислорода на АТФ-

чувствительные К
+
-каналы, учитывая их небольшую плотность 

распределения (~300 KATФ-каналы/клетку в сосудистых ГМК против ~50,000 

каналов/клетку в кардиомиоцитах) и неоднозначное отношение к уровню 

АТФ в клетке [180]. 
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3.3. Исследование влияния активности Na
+
,K

+
-АТФазы и гипоксии на 

внутриклеточное содержание моновалентных катионов 

В основе процессов сопряжения сокращение-расслабление гладких 

мышц, как известно, лежит изменение цитоплазматической концентрации 

ионов Са
2+ 

, а регуляция сократительной активности ГМК во многом зависит 

от метаболизма данных ионов. Наряду с этим, модулирующее влияние на 

общепринятые механизмы развития сократительного ответа ГМК могут 

оказывать не только моновалентные катионы калия (K
+
), но и натрия (Na

+
), 

равновесное распределение которых между вне- и внутриклеточной средой 

клеток поддерживается Na
+
,K

+
-АТФазой [19, 169, 170]. 

Подавление синтеза макроэргов в условиях дефицита кислорода 

вызывает угнетение работы данного энергозависимого ионного насоса, 

осуществляющего транспорт катионов против градиента концентрации. Это 

приводит, в конечном итоге, к возникновению ионного дисбаланса, 

связанного с повышением внутриклеточной концентрации ионов Na
+
 ([Na

+
]i), 

снижением содержания ионов K
+
 ([K

+
]i) [122, 126, 222].  

Использование уабаина (алкалоида растительного происхождения, 

специфического ингибитора Na
+
,K

+
-АТФазы) или же инкубация ГМК аорты 

крысы в бескалиевой среде, позволяет воспроизводить эффекты гипоксии на 

ион-транспортирующие системы. 

Показано, что 6-часовое ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы сосудистых 

ГМК уабаином приводило к достоверному увеличению [Na
+
]i с 15-20 до 130 

мМ и снижению [K
+
]i с 150 до 25 мМ по сравнению с контролем (рисунок 

17). Аналогичное увеличение соотношения [Na
+
]i/[K

+
]i было обнаружено и в 

экспериментах с 6-часовым ингибированием Na
+
,K

+
-АТФазы в бескалиевой 

среде.  
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Рисунок 17. Изменение внутриклеточного содержания моновалентных 

катионов в гладкомышечных клетках аорты крысы при различных условиях 

культивирования. 

Обозначения: р<0,05 – статистически значимые различия. 

 

24-часовая инкубация CГМК в условиях гипоксии приводила к 

снижению внутриклеточного содержания АТФ ([АТФ]i) в 3 раза по 

сравнению с контролем, тогда как уабаин хоть и ослаблял этот параметр 

менее, чем на 20%, статистически значимо не влиял на изменение [АТФ]i.  

В условиях гипоксии наблюдалось увеличение концентрация [Na
+
]i в 3 

раза, тогда как [K
+
]i , наоборот, снижалась 2 раза относительно контроля 

(рисунок 18).  
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Рисунок 18. Изменение внутриклеточной концентрации АТФ и 

моновалентных катионов в гладкомышечных клетках аорты крысы в 

гипернатриевой ([Na
+
]0/[K

+
]0 = 140/5 мМ) среде. 

Обозначения: р<0,05 – статистически значимые различия. 

 

Полученные данные позволяют утверждать, что в условиях дефицита 

кислорода в сосудистых ГМК происходит снижение ресурсов макроэргов, 

сопровождающееся, возможно, не только угнетением работы Na
+
,K

+
-

АТФазы, но и других АТФ-зависимых процессов, лежащих в основе цикла 

сокращения-расслабления гладких мышц. Возникающий при этом дисбаланс 

внутриклеточных моновалентных катионов, вероятно, опосредованно влияет 

на функционирование ион-транспортирующих систем ГМК. 
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3.4. Изучение влияния газотрансмиттеров на сократительную 

функцию гладких мышц аорты крысы при действии гипоксии и 

реоксигенации 

Предполагается, что газовые посредники, такие как моноксид углерода 

(CO) и сероводород (H2S), действуя через различные мембранные и 

молекулярные клеточные механизмы, принимают активное участие в 

модуляции сократительной активности сосудистых гладких мышц и могут 

служить газовыми сенсорами при нарушении их оксигенации. 

3.4.1. Влияние монооксида углерода на сократительную активность 

гладкомышечных клеток аорты крысы в условиях гипоксии и реоксигенации 

Для изучения роли монооксида углерода в механизмах регуляции 

сократительной функции сосудистых гладких мышц в условиях гипоксии и 

реоксигенации использовали его донор tricarbonyldichlororuthenium(II)-dimer 

(CORM-2). 

Донор исследуемого газомедиатора в концентрациях от 1 до 1000 мкМ 

не оказывал влияния на исходное механическое напряжение ГМК аорты 

крысы. Однако аппликация CORM-2 в этом же диапазоне концентраций на 

фоне гиперкалиевой контрактуры ГМК, индуцированной в условиях 

нормоксии, приводила к дозозависимому снижению МН гладкомышечных 

препаратов (рисунок 19). При этом расслабление, близкое к 

полумаксимальному, наблюдалось в ответ на действие CORM-2 в 

концентрации 100 мкМ: амплитуда сократительного ответа гладких мышц 

составила 57,12 (53,9-61,24)% (n=6, p<0,05) от контрольного гиперкалиевого 

сокращения. 

В условиях нормоксии на фоне сокращений ГМК, вызванных 1 мкМ α1-

адреномиметика ФЭ, добавление донора СО в концентрациях от 1 до 1000 

мкМ приводило также к дозозависимому снижению сократительной реакции 

сосудистых гладкомышечных сегментов (рисунок 20). При этом 

расслабление, близкое к полумаксимальному, наблюдалось в ответ на 



76 
 

действие CORM-2 в концентрации 10 мкМ: амплитуда сократительного 

ответа сосудистых сегментов составила 58,35 (52,6-67,41)% от контрольного 

ФЭ-индуцированного сокращения. 
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Рисунок 19. Влияние CORM-2 на механическое напряжение гладких 

мышц аорты крысы, предсокращенных гиперкалиевым (30мM KCl) 

раствором. 

Обозначения: как на рисунке 4. Пунктирной линией показано 

добавление CORM-2 в концентрации 100 мкМ. 

 

Таким образом, в случае использования в качестве предсокращающего 

агента агониста α1-адренорецепторов ФЭ концентрация донора СО, 

обеспечивающая полумаксимальный релаксирующий эффект, была на 

порядок ниже. 
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Фенилэфрин, 1 мкМ 
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Рисунок 20. Влияние CORM-2 на механическое напряжение 

гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного 1 мкМ 

фенилэфрина. 

Обозначения: как на рисунке 4. Пунктирной линией показано 

добавление CORM-2 в концентрации 10 мкМ. 

 

В условиях гипоксии и реоксигенации донор CO в концентрации 100 

мкМ вызывал угнетение сократительной реакции гладкомышечных 

сегментов, индуцированной 30 мМ хлоридом калия. Амплитуда сокращений 

ГМК снижалась до 78,12 (73,36-84,92)% (n=9, р<0,05) и 80,3 (74,2-83,91)% 

(n=9, р<0,05), соответственно от фоновых значений при гипоксии и 

реоксигенации (рисунок 21). 
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Рисунок 21. Влияние донора СО на сократительную реакцию гладких 

мышц аорты крысы, вызванную гиперкалиевым раствором, в условиях 

гипоксии (А) и реоксигенации (Б). 

Обозначения: как на рисунке 4. р<0,05 – статистически значимые 

различия. 
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При добавлении 10 мкМ CORM-2 на фоне ФЭ-индуцированного 

сокращения ГМК в условиях гипоксии наблюдалось статистически значимое 

снижение амплитуды сократительного ответа до 68,63 (66,02-69,65)% (n=9, 

р<0,05) по сравнению с фоновым гипоксическим сокращением (рисунок 22, 

А). В период реоксигенации CORM-2 в концентрации 10 мкМ также вызвал 

угнетение сократительной реакции, вызванной действием 1 мкМ ФЭ: 

величина МН сосудистых ГМК составила 67,61 (64,71-70,89)% (n=9, р<0,05) 

от фонового в данных условиях (рисунок 22, Б). 

Установлено, что при изменении оксигенации CORM-2 способствовал 

меньшему расслаблению сосудистых сегментов, предсокращенных 30 мМ 

раствором хлорида калия или ФЭ, чем в нормоксии, хотя величина его 

релаксирующего эффекта значимо не различалась в гипоксических и 

реоксигенационных условиях. 

Полученные результаты также указывают на то, что в период действия 

гипоксии или реоксигенации CORM-2 в большей степени угнетал 

сокращения гладкомышечных препаратов, вызванные фенилэфрином, чем 

хлоридом калия. Это может быть обусловлено более сложной организацией 

процессов, запускаемых при возбуждении α1-адренорецепторов в ГМК. 

Набор и последовательность открывания ионных каналов, участие обеих 

ветвей кальциевой сигнальной системы, наличие прямых и обратных связей 

(положительных и отрицательных) делает ФЭ-индуцированное сокращение в 

целом или в отдельных звеньях цепи развития и поддержания 

сократительного ответа более уязвимыми к действию СО. 

Наряду с этим, ослабление релаксирующих эффектов монооксида 

углерода на фоне гиперкалиевой и ФЭ-зависимой контрактуры в условиях 

гипоксии и реоксигенации может быть связано и с возникновением 

конкуренции за общую внутриклеточную эффекторную мишень или же 

прямым ингибирующим действием СО на различные молекулярные 

механизмы активации сокращения.  
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Рисунок 22. Изменение механического напряжения гладкомышечных 

сегментов аорты крысы, предсокращенных 1 мкМ фенилэфрина, при 

действии CORM-2 (10 мкМ) в условиях гипоксии (А) и реоксигенации (Б). 

Обозначения: как на рисунке 4. р<0,05 – статистически значимые 

различия.  
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3.4.2. Влияние сероводорода на сократительную функцию гладкомышечных 

клеток аорты крысы в условиях гипоксии и реоксигенации 

Исследование воздействия сероводорода на сократительную 

активность сосудистых гладкомышечных сегментов при гипоксии и 

реоксигенации выполняли при помощи его донора – гидросульфида натрия 

(NaHS), способного в водном растворе диссоциировать с образованием HS
-
 и 

H2S. 

Гидросульфид натрия в концентрациях от 1 до 1000 мкМ не влиял на 

исходное механическое напряжение гладких мышц аорты крысы. Однако 

оказывал разнонаправленные эффекты на сократительную реакцию 

гладкомышечных сегментов, индуцированную в условиях нормоксии 

гиперкалиевым раствором Кребса. При этом в концентрациях 1-50 мкМ 

донор H2S вызывал дополнительный прирост МН, 500 и 1000 мкМ – 

расслабление сосудистых ГМК. При действии 100 мкМ NaHS наблюдался 

двухфазный ответ: увеличение амплитуды гиперкалиевого сокращения ГМК 

с последующим его угнетением (рисунок 23).  

В связи с этим, в дальнейших экспериментах исследовали изменение 

релаксирующего эффекта NaHS в концентрации 500 мкМ, вызывающего 

снижение амплитуды гиперкалиевой контрактуры до 63,25 (50,2-69,77)% от 

контрольного сокращения. 

В условиях нормоксии на фоне сокращений ГМК аорты крысы, 

вызванных 1 мкМ ФЭ, аппликация гидросульфида натрия в концентрациях 

от 1 до 1000 мкМ приводила к дозозависимому угнетению сократительной 

активности сосудистых гладкомышечных сегментов (рисунок 24). 

Полумаксимальный расслабляющий эффект при этом наблюдался в ответ на 

действие NaHS в концентрации 100 мкМ: амплитуда сократительного ответа 

ГМК составила 58,55 (51,6-60,35)% (n=6, p<0,05) от контрольного ФЭ-

индуцированного сокращения. 
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Таким образом, характер изменений механического напряжения 

гладкомышечных сегментов аорты крысы зависит не только от действующей 

концентрации донора H2S, но и от способа генерации их сокращений. 
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Рисунок 23. Влияние NaHS на механическое напряжение сосудистых 

гладких мышц, предсокращенных гиперкалиевым (30мM KCl) раствором. 

Обозначения: как на рисунке 4. Пунктирной линией показано 

добавление NaHS в концентрации 500 мкМ. 

 

В условиях гипоксии и реоксигенации NaHS в концентрации 500 мкМ 

вызывал расслабление гладкомышечных сегментов, деполяризованных 

гиперкалиевым раствором Кребса. Амплитуда сокращений ГМК снижалась 

до 72,7 (67,28-79,6)% (n=8, р<0,05) и 75,72 (69,31-78,37)% (n=8, р<0,05), 

соответственно от фоновых значений при гипоксии и реоксигенации 

(рисунок 25). 
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Рисунок 24. Влияние гидросульфида натрия на механическое 

напряжение гладкомышечного сегмента аорты крысы, предсокращенного 1 

мкМ фенилэфрина. 

Обозначения: как на рисунке 4. Пунктирной линией показано 

добавление NaHS в концентрации 100 мкМ. 

 

Хотя релаксирующий эффект, оказываемый 500 мкМ NaHS в условиях 

гипоксии и реоксигенации, был достоверно ниже аналогичного при 

нормоксии, но статистически значимо не различался между периодами 

изменения оксигенации сосудистых гладкомышечных сегментов. 
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Рисунок 25. Влияние гидросульфида натрия на сократительную 

реакцию гладких мышц аорты крысы, вызванную гиперкалиевым раствором, 

в условиях гипоксии (А) и реоксигенации (Б). 

Обозначения: как на рисунке 4. р<0,05 – статистически значимые 

различия. 
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При добавлении 100 мкМ NaHS на фоне ФЭ-индуцированной 

сократительной реакции ГМК в условиях гипоксии наблюдалось 

статистически значимое снижение МН сосудистых сегментов до 68,26 (61,9-

69,64)% (n=8, р<0,05) по сравнению с фоновым гипоксическим сокращением 

(рисунок 26, А). В период же реоксигенации аппликация гидросульфида 

натрия вызвала увеличение амплитуды сократительного ответа, вызванного 

действием ФЭ: величина МН сосудистых ГМК составила 118,33 (114,13-

121,2)% (n=8, р<0,05) от фонового при данных условиях (рисунок 26, Б). 

Таким образом, использование в качестве предсокращающего агента 

агониста α1-адренорецепторов фенилэфрина выявило разнонаправленность 

вазоактивных эффектов H2S при гипоксии и реоксигенации. 

Согласно работам Olson K.R. и соавт. (2006, 2013) внутриклеточное 

содержание H2S в гладкомышечных клетках находится в реципрокных 

редокс-взаимоотношениях с уровнем кислорода, поскольку О2 принимает 

непосредственное участие в процессах катаболизма газомедиатора. Так, при 

дефиците кислорода отмечается угнетение окисления сероводорода, ведущее 

к увеличению его действующей концентрации и соответствующему 

функциональному ответу сосудистых ГМК. Причем, авторы в своих 

исследованиях отмечают во многом схожесть вазоактивного действия 

гипоксии и сероводорода [115, 167]. 

Koenitzer J.R. и соавт. (2007), в свою очередь, показали, что при 

высоком содержании в растворе кислорода и низком – сероводорода 

происходит окисление последнего, а изменение сократительного ответа ГМК 

обусловлено уже не самим H2S, а его окисленными производными, которые, 

вероятно, также обладают вазоактивным действием [119]. 

Таким образом, сероводород в качестве модулятора сократительных 

свойств ГМК, вероятно, вовлекает в свои механизмы действия большее число 

внутриклеточных сигнальных и эффекторных систем, что и может объяснять 

его констрикторный эффект на фоне действия ФЭ в условиях гипоксии и 

реоксигенации. 
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Рисунок 26. Изменение механического напряжения гладкомышечных 

сегментов аорты крысы, предсокращенных 1 мкМ фенилэфрина, при 

действии NaHS (100 мкМ) в условиях гипоксии (А) и реоксигенации (Б). 

Обозначения: как на рисунке 4. р<0,05 – статистически значимые 

различия.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Сдвиги кислородного баланса, возникающие в сосудистых ГМ, при 

физиологических и патологических воздействиях различного генеза, в том 

числе, при гипоксии, главным образом, влияют на их сократительную 

активность.  

В проведенном исследовании показано, что в условиях снижения 

кислорода, равно, как и при реоксигенации, происходило угнетение 

сократительных реакций ГМК аорты крысы, индуцированных 

гиперкалиевым раствором или ФЭ. Предполагается, что это может быть 

опосредовано прямым ингибирующим влиянием изменений кислородного 

гомеостаза на процессы кальциевого метаболизма в гладких мышцах [90, 

121]. Действительно, было установлено, что в условиях гипоксии и 

реоксигенации сосудистые ГМК, предсокращенные ФЭ, расслаблялись в 

большей степени, чем при деполяризации гиперкалиевым раствором. 

Подобные различия можно трактовать с позиции особенностей природы 

индуцируемых контрактур, сопряженных с различными механизмами входа 

ионов кальция в ГМК и развития поддерживаемого сокращения. Известно, 

что при возбуждающем действии агонистов α1-адренорецепторов сокращение 

сосудистых сегментов обеспечивается активацией и устойчивым 

взаимодействием кальций-кальмодулин-зависимой и С-киназной ветвей 

кальциевой сигнальной системы [6, 33, 35]. Это позволяет предполагать, что 

в релаксирующем действии гипоксии и реоксигенации на ФЭ-

стимулированные ГМК задействованы два механизма: мембранный и 

цитоплазматический, причем первый, вероятно, является пусковым 

фактором.  

Снижение величины МН сосудистых сегментов в условиях нарушения 

их оксигенации может быть также обусловлено изменением пассивного 

трансмембранного транспорта ионов калия [145, 203, 214]. Применение 

блокаторов К
+
-каналов - тетраэтиламмония и 4-аминопиридина - позволило 

установить, что основной вклад в механизмы расслабления ГМ, 
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предсокращенных гиперкалиевым раствором или ФЭ, при 

гипоксии/реоксигенации вносят потенциал-зависимый и/или Са
2+

-

активируемый компоненты калиевой проводимости мембраны ГМК аорты 

крысы. Роль АТФ-чувствительных К
+
-каналов, рассматриваемых 

большинством исследователей в качестве основной мишени, 

задействованной при нарушениях кислородного гомеостаза, была доказана 

только в случае стимуляции сосудистых сегментов ФЭ. Выявленные 

особенности, очевидно, связаны с небольшой плотностью данного типа К
+
-

каналов в ГМ и степенью их чувствительности к изменению уровня 

макроэргов в клетках [180]. 

Наряду с этим, исследования, проведенные на изолированных ГМК, 

позволяют утверждать, что в условиях гипоксии модулирующее действие на 

развитие сокращений сосудистых сегментов могут оказывать не только 

моновалентные ионы калия, но и натрия, причем внутриклеточное 

содержание последних в условиях недостатка кислорода увеличивается на 

фоне снижения уровня макроэргов. Таким образом, колебания парциального 

напряжения кислорода в ГМК, связанные с нарушением их оксигенации, 

влияют на основные ион-зависимые эффекторные системы, отражая в итоге, 

вмешательство в механизмы внутриклеточной трансдукции сигналов.  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что в условиях 

гипоксии и реоксигенации газотрансмиттеры – монооксид углерода (СО) и 

сероводород (H2S) – по-разному проявляют свое действие на МН сосудистых 

гладкомышечных сегментов. Так, вазорелаксирующий эффект СО при 

нарушении оксигенации ГМК снижался в зависимости от типа 

предсокращающего агента. Предположительно, это может быть обусловлено 

общностью мембранных и молекулярных систем, ответственных за 

индукцию и реализацию газовых сигналов в ГМ, что также подтверждается 

более выраженным угнетением амплитуды агонист-стимулированных 

сокращений сосудистых сегментов.  
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Вазоактивные эффекты H2S, как показано, зависели не только от 

особенностей фактора, вызвавшего сократительный ответ ГМК, но и 

условий, в которых он развивался. При гипоксии и реоксигенации H2S 

снижал МН сосудистых сегментов, индуцированных гиперкалиевым 

раствором, но по-разному влиял на сокращения ГМ, вызванные ФЭ: 

расслаблял при гипоксии и потенцировал при реоксигенации. Вероятно, 

миогенные эффекты H2S связаны с вовлечением в его механизмы действия 

дополнительных внутриклеточных сигнальных путей, в частности, цАМФ-

зависимой сигнальной системы [114, 115, 150]. 

Таким образом, фундаментальные проблемы физиологии, связанные с 

механизмами регуляции сократительной активности ГМК газовыми 

посредниками, требуют дополнительных исследований и при нарушении 

кислородного гомеостаза. Это позволит в последующем приблизиться к 

разработке лекарственных препаратов на их основе, и повысить 

эффективность терапии гипоксических состояний и связанных с ними 

последствий. 
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ВЫВОДЫ 

1. Сократительные ответы гладкомышечных клеток аорты крысы, 

индуцированные действием гиперкалиевого раствора или фенилэфрином, 

снижаются в условиях гипоксии и реоксигенации, при этом в большей 

степени подавляются ответы, вызванные активацией α1-адренергических 

рецепторов. 

2. Угнетающее влияние гипоксии и реоксигенации на сокращение 

сосудистых гладких мышц обусловлены активацией потенциал- и/или Са
2+

-

зависимого компонентов калиевой проводимости мембраны клеток, а на 

фоне действия фенилэфрина – дополнительным повышением проводимости 

АТФ-чувствительных калиевых каналов. 

3. Гипоксия и ингибирование Na
+
,K

+
-АТФазы уабаином приводят к 

снижению внутриклеточного содержания АТФ и возникновению дисбаланса 

моновалентных катионов в гладкомышечных клетках: увеличению 

внутриклеточной концентрации натрия и снижению – калия. 

4. Монооксид углерода при гипоксии и реоксигенации оказывает 

релаксирующее действие на предсокращенные гиперкалиевым раствором 

или фенилэфрином гладкомышечные клетки аорты крысы. 

5. Сероводород в условиях гипоксии и реоксигенации снижает величину 

сократительных ответов сосудистых гладкомышечных клеток, 

индуцированных гиперкалиевым раствором, но разнонаправлено модулирует 

сократительные реакции гладких мышц, вызванные α1-адреномиметиком 

фенилэфрином. 
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