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Проведено исследование реакций пиальных артерий на воздействие экзогенного
сероводорода и оценка вклада КАТФ- и BKСa-каналов в H2S-опосредованную ди-
латацию у крыс разного возраста. Методом прижизненной микрофотосъемки у
крыс Sprague-Dawley в возрасте 4 и 18 мес. исследовались реакции пиальных
артерий различных диаметров на воздействие раствора донора экзогенного серо-
водорода – гидросульфида натрия (NaHS, 30 мкМ), а также их изменение при
предварительном применении блокаторов калиевых каналов: КАТФ (глибенкла-
мид, 10 мкМ) и BKCa (тетраэтиламмоний, 2 мМ). Установлено, что у крыс с воз-
растом происходит угнетение H2S-индуцированной дилатации пиальных арте-
рий и увеличение констрикторных ответов на воздействие экзогенного серово-
дорода. Возрастные изменения H2S-индуцированной дилататорной реакции
пиальных артерий у крыс зависят от размера сосудов. С возрастом уменьшается
число дилатаций артерий диаметром больше 20 мкм. При этом старение не влия-
ет на дилатацию более мелких артерий. Эти нарушения могут быть связаны с из-
менениями процессов, обусловленных активацией калиевых каналов. Обнару-
жено, что старение сопровождается увеличением вклада КАТФ-каналов в осу-
ществление H2S-опосредованной дилатации пиальных артерий диаметров менее
40 мкм. Вклад BKСa-каналов в дилатацию с возрастом снижается: у 18-месячных
крыс эти каналы практически не участвуют в H2S-опосредованной дилатации
пиальных артерий диаметром более 20 мкм.
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ВВЕДЕНИЕ

С возрастом в сердечно-сосудистой системе происходят существенные физио-
логические изменения, приводящие к дисфункции и нарушению регуляции тонуса
кровеносных сосудов. В основе этих процессов может лежать нарушение действия
и/или эффективности сигнальных молекул [1]. Сероводород (H2S) является одним
из трех известных газотрансмиттеров, играющих значительную роль в развитии па-
тологических процессов в сердечно-сосудистой системе [2]. Ключевые молекуляр-
ные механизмы, которые управляют процессом развития возрастной сосудистой
дисфункции, могут находиться под его влиянием [3]. Однако влияние старения на
сигнальную систему H2S до конца не изучено.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



1095H2S-ОПОСРЕДОВАННАЯ ДИЛАТАЦИЯ ПИАЛЬНЫХ АРТЕРИЙ У КРЫС

H2S в клетках продуцируется тремя ферментативными системами: цистатио-
нин-γ-лиазой (CSE) и цистатионин-β-синтазой (CBS) и 3-меркаптопируватсульфур-
трансферазой [4, 5]. В стенках церебральных артерий H2S может синтезироваться как в
гладкомышечных клетках, так и в эндотелии с помощью CSE- и CBS-ферментов [5].
H2S является регулятором тонуса кровеносных сосудов, он принимает участие в
осуществлении как сосудистой дилатации, так и констрикции [4, 6]. Механизмы
H2S-опосредованной вазодилатации включают активацию калиевых каналов, сни-
жение внутриклеточного рН и метаболическое ингибирование [7]. Кроме того,
возможна эндотелий-зависимая H2S-индуцированная вазорелаксация, непосред-
ственно не связанная с активацией каналов, включающая высвобождение NO [2, 7].
Исследования возрастных изменений H2S-опосредованных сосудистых реакций
немногочисленны и их результаты весьма противоречивы. В качестве одной из
причин изменения H2S-опосредованных реакций при старении указывается
уменьшение концентрации H2S в плазме крови [8], что может быть связано с из-
менением экспрессии CSE- и CBS-ферментов [9, 10] или окислительным повре-
ждением этих белков [1]. Экспрессия ферментов, продуцирующих H2S, и вазоак-
тивные свойства H2S во многом зависят от NO [4, 11, 12], уровень и доступность
которого с возрастом снижается [13]. Одним из основных механизмов реализа-
ции вазодилататорного эффекта H2S является активация калиевых каналов.
В мозговых сосудах дилататорное действие H2S преимущественно связывают с
открытием АТФ-зависимых калиевых каналов (КАТФ) [2, 6, 14]. Также показана
H2S-опосредованная активация кальций-чувствительных калиевых каналов
большой проводимости (BKCa), потенциал-зависимых калиевых каналов и TRP-
каналов, которая может приводить к гиперполяризации либо в эндотелии, либо в
клетках гладкой мускулатуры сосудов и расширению сосудов [2, 15–17]. Некото-
рыми исследователями H2S рассматривается как эндотелиальный гиперполяри-
зующий фактор, который может действовать посредством активации кальций-
чувствительных калиевых каналов малой и средней проводимости [15]. Литера-
турные данные о возрастных изменениях экспрессии и функциональной актив-
ности калиевых каналов ограничены и противоречивы [18–20], высказываются
даже предположения о существовании регионарных различий во влиянии старе-
ния на активность калиевых каналов [20]. Изменения функциональной активно-
сти этих каналов могут влиять на развитие возрастных нарушений H2S-опосредо-
ванной вазодилатации. Целью данного исследования было изучение у крыс раз-
ного возраста роли H2S-индуцированных процессов в дилатации мозговых
сосудов и оценка возрастных изменений вклада калиевых каналов в H2S-опосре-
дованную дилатацию мозговых сосудов. В задачи исследования входило сравни-
тельное изучение реакций пиальных артерий на воздействие экзогенного H2S и
вклада КАТФ- и BKCa-каналов в осуществление H2S-опосредованной дилатации у
крыс в возрасте 4 и 18 мес.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на самцах крыс Sprague-Dawley в возрасте 4 (n = 15,
массой 328 ± 21 г) и 18 месяцев (n = 12, массой 390 ± 75 г). Использовались крысы
из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН для исследования интегративных механизмов
деятельности нервной и висцеральных систем” (Санкт-Петербург). До проведения
эксперимента животные содержались в стандартных условиях вивария при свобод-
ном доступе к воде и пище по 6 особей в клетках Т4 на стандартной лабораторной
диете в условиях искусственного освещения (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).
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При проведении прижизненного исследования реакций пиальных артерий
крыс наркотизировали золетилом (внутрибрюшинно, 20 мг/кг, Virbac, Франция).
Показатель среднего АД, измеренного прямым методом через катетер в бедрен-
ной артерии [21], в течение всего эксперимента оставался примерно на одном
уровне: у крыс в возрасте 4 месяцев – 124 ± 3 мм рт. ст., а в возрасте 18 мес. –
128 ± 6 мм рт. ст. Температура тела животного при проведении эксперимента
поддерживалась на уровне 38℃.

Визуализация пиальных артерий проводилась с помощью оригинальной уста-
новки [21], через отверстие в теменной области черепа животного (S ≈ 1 см2). Твер-
дая мозговая оболочка в пределах отверстия удалялась. Поверхность мозга непрерыв-
но орошалась раствором Кребса (в мМ: NaCl 120.4; KCl 5.9; NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2;
CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2; глюкоза 11.5; pH 7.4), аэрированного карбогеном. Система
орошения поверхности головного мозга включала в себя цилиндрические воронки
ВД-1 на 125 мл со фторопластовыми кранами. Для раствора Кребса и всех исполь-
зуемых в эксперименте растворов использовались отдельные воронки, которые
располагались на 50 см выше орошаемого поля, что позволяло жидкости самоте-
ком поступать к поверхности мозга. При помощи тефлоновых трубок каждая из
воронок присоединялась к капилляру, расположенному внутри стеклянного сосу-
да, по которому постоянно циркулировала вода с температурой 38℃, подаваемая
перистальтическим насосом Унирол-01 (ООО “Партнер Про”, Россия). Капилляр
располагался в непосредственной близости от поверхности мозга и заканчивался
короткой пипеткой, конец которой подводился к самому краю операционного по-
ля. Система осуществляла медленную подачу жидкости (одинаковую для всех ис-
пользуемых растворов). При этом жидкость равномерно (без образования капель)
поступала на поверхность мозга в течение всего процесса измерения диаметра пи-
альных сосудов, что исключало механическое воздействие. Об этом свидетельство-
вали изменения показателей колебания диаметра сосудов при орошении поверх-
ности мозга раствором Кребса, которые не превышали 5.0 ± 0.5%. При смене оро-
шающих жидкостей трубки оросительной системы и термостатируемый капилляр
тщательно промывались.

Исследования реакций пиальных артерий проводились в 4 отдельных группах
животных. У первых 2 групп: крысы в возрасте 4 мес. (n = 7) и крысы в возрасте
18 мес. (n = 6), исследовали реакции артерий на воздействие H2S. В качестве доно-
ра экзогенного H2S использовался раствор гидросульфида натрия (Sodium hydro-
sulfide monohydrate (NaHS), Sigma-Aldrich, 30 мкМ, орошение поверхности голов-
ного мозга). Время орошения составляло 2 мин, т.к. предварительные эксперимен-
ты показали, что в этот промежуток времени в ответ на воздействие NaHS в данной
концентрации достигается наибольший процент числа дилатаций пиальных ар-
терий. После прекращения орошения поверхности мозга раствором NaHS про-
водили отмывку раствором Кребса в течение 20 мин. Предварительные экспери-
менты показали, что этого времени достаточно для полной отмывки и достижения
размеров исследуемых сосудов исходных значений. В дальнейшем эксперимент
продолжался на фоне блокады КАТФ-каналов раствором глибенкламида (Glyben-
clamide, Sigma-Aldrich, 10 мкМ, в растворе диметилсульфоксида (DMSO)). Прово-
дилось предварительное орошение поверхности мозга раствором глибенкламида
в течение 10 мин с последующим добавлением NaHS в раствор блокатора. Кон-
центрация DMSO в применяемых растворах глибенкламида составляла 0.1%.
В предварительно проведенной серии экспериментов было установлено, что оро-
шение поверхности головного мозга раствором DMSO в этой концентрации досто-
верно не изменяет диаметр пиальных сосудов крыс.

vera_
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В 2 других группах: крысы в возрасте 4 мес. (n = 8) и крысы в возрасте 18 мес.
(n = 6) исследовали реакции сосудов на воздействие раствора NaHS в отсутствие и
на фоне блокады ВКСa-каналов раствором тетраэтиламмоний хлорида (ТЕА, “Век-
тон”, Россия, 2 мМ, предварительное орошение поверхности мозга в течение 5 мин
с последующим добавлением NaHS в раствор блокатора). Фоновую реакцию на
воздействие раствора NaHS в каждой группе анализировали по всему массиву со-
судов и принимали за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уоллеса показала
отсутствие значимых различий между отдельными животными в фоновых реакци-
ях на воздействие NaHS внутри каждой из исследованных групп. Общая продол-
жительность эксперимента составляла 40–50 мин, после чего животных усыпляли
передозировкой раствора золетила (60 мг/кг).

Диаметр сосудов измеряли на статических изображениях с помощью оригиналь-
ной компьютерной программы “Blood Vessel Media Analyzer” (© Denis Chouvaev,
Швеция). В программе предусмотрен режим контраста и увеличения изображения,
а также калибровки для пересчета всех координат в метрические единицы. С ис-
пользованием программы измеряли ширину потока эритроцитов, соответствую-
щую внутреннему диаметру сосуда. По изменению числа артерий, сузившихся в
ответ на воздействие блокатора, судили об изменении вклада калиевых каналов в
базальный тонус сосудов. Изменение вклада исследованных каналов в H2S-опо-
средованную дилатацию артерий оценивали, сравнивая число дилатированных со-
судов и степень их дилатации в ответ на воздействие раствора NaHS до и после
применения блокатора.

Изменение количества расширившихся, сузившихся и не прореагировавших на
воздействие сосудов выражалось в процентах относительно общего числа исследо-
ванных сосудов в группе. Степень дилатации ΔД оценивали в процентах как раз-
ность между значениями диаметра после (Д2) и до (Д1) воздействия отнесенную к
диаметру сосуда Д1 перед воздействием:

При значениях 5.0 ± 0.5% считали, что реакция отсутствует, т.к. такие измене-
ния соответствовали колебаниям диаметра в покое.

Проведено измерение 725 участков пиальных артериальных сосудов диаметром
от 12 до 99 мкм у крыс в возрасте 4 мес. и 612 участков – у 18-месячных крыс (диа-
метр от 9 до 85 мкм). У каждой крысы было измерено от 30 до 70 участков сосудов.
Выраженность сосудистой реакции на воздействие Н2S может варьировать в зави-
симости от размера сосудов [6]. Поэтому для последующего анализа измеренные
участки сосудов разделялись на группы в соответствии с их исходными диаметра-
ми: мелкие (диаметром до 20 мкм), средние (от 20 до 40 мкм) и крупные (диамет-
ром более 40 мкм). Данные по отдельной группе сосудов усреднялись для каждого
животного и использовались для статистических сравнений.

Статистический анализ данных проводили с использованием пакета статистиче-
ских программ Microsoft Excel 2019 и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software
Inc.”, США). Данные представлены в виде среднего арифметического значения и
его ошибки. Проверка экспериментальных данных на нормальность распределе-
ния проводилась с использованием критерия Колмогорова–Смирнова. Сравнение
средних данных независимых выборок при сравнении 2 групп при нормальном ха-
рактере распределения проводилось с использованием непарного t-теста. При
сравнении более 2 групп применялся двухфакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) с последующим попарным сравнением групп согласно критерию Тьюки.
При распределении вариант в выборке отличном от нормального при сравнении
2 групп использовался U-критерий Манна–Уитни. Для сравнения большего числа
групп применялся критерий Краскела–Уоллиса с последующим попарным срав-

( )Δ = − ×Д Д2 Д1 /Д1 100.
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нением групп согласно критерию Данна. Если исследование на нормальность по-
казывало его отсутствие хотя бы для одной выборки, статистический анализ полу-
ченных данных проводился с использованием непараметрических методов. Досто-
верным уровнем отличий считали вероятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ответ на воздействие раствора NaHS у 4-месячных крыс преимущественной
реакцией пиальных артерий была дилатация (58.26 ± 4.09% из всех исследованных
артерий), 15.8 ± 2.11% сужалось, часть сосудов не изменяла диаметра (рис. 1). Наиболь-
шее число дилатаций наблюдалось у артерий диаметром менее 20 мкм (75.63 ± 4.28%).
С увеличением диаметра артерий число дилатаций в ответ на воздействие NaHS
достоверно уменьшалось (р < 0.0001, KW = 56.05, критерий Краскела–Уоллиса) и у
артерий диаметром более 40 мкм составляло только 53.79 ± 4.09% (рис. 2). Степень
дилататорной реакции с увеличением диаметра артерий также достоверно снижа-
лась (р < 0.0001, KW = 51.35, критерий Краскела–Уоллиса, табл. 1): с 38.65 ± 4.84%
у мелких артерий до 19.93 ± 3.84% у артерий крупных диаметров.

Аппликация глибенкламида у 4-месячных крыс вызывала сужение в среднем
около 50% артерий всех исследованных диаметров (рис. 3а). Число H2S-опосредо-

Рис. 1. Реакция пиальных артерий на воздействие раствора NaHS. Микрофотографии пиальных сосу-
дов крыс в возрасте 4 мес., ×140: (a) – исходное состояние; (b) – реакция на орошение поверхности го-
ловного мозга раствором NaHS (30 мкМ, 2 мин). Стрелками указан артериальный участок пиальной со-
судистой сети. (с) – реакции пиальных артерий (% от общего числа исследованных артерий): темная за-
ливка – крысы в возрасте 4 мес.; белая заливка – крысы в возрасте 18 мес. Различия значимы по
сравнению с соответствующими значениями у крыс в возрасте 4 мес. (* p < 0.05, ** p < 0.01, U-критерий
Манна–Уитни).
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ванных дилатаций на фоне предварительного введения глибенкламида изменялось
только у мелких и средних артерий – уменьшалось в среднем на 20% (рис. 4a) без
достоверного изменения степени реакции. Воздействие ТЭА у крыс в возрасте
4 месяцев приводило к констрикции в среднем 35–40% всех исследованных арте-
рий (рис. 3b).

Число H2S-опосредованных дилатаций на фоне введения ТЭА у 4-месячных жи-
вотных уменьшалось. Наибольшее уменьшение числа дилатаций (на 72.29 ± 4.16%) на-
блюдалось у мелких артерий (р < 0.0001, непарный t-тест). Число дилатаций артерий
других диаметров уменьшалось примерно на 55% (рис. 4a). Степень H2S-опосредован-
ной дилатации артерий всех диаметров на фоне применения ТЭА снижалась (на
48.59 ± 5.12%, 33.37 ± 7.22% и 47.52 ± 4.07% соответственно у мелких, средних и
крупных артерий (U-критерий Манна–Уитни)).

У крыс в возрасте 18 мес., по сравнению с более молодыми животными, воздей-
ствие раствора NaHS вызывало дилатацию достоверно меньшего числа пиальных

Рис. 2. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие раствора NaHS,
число дилатаций (% от общего числа реакций в группе сосудов). Темная заливка – крысы в возрасте
4 мес.; белая заливка – крысы в возрасте 18 мес. Различия значимы по сравнению с соответствующими
значениями у крыс в возрасте 4 мес. (* p < 0.05, ** p < 0.01, U-критерий Манна–Уитни).

*

50

40

30

20

90

80

70

60

10

0

less then 20 pm

**

D
il

a
ti

o
n

 n
u

m
b

e
r,

 %
 o

f 
th

e
 t

o
ta

l 
n

u
m

b
e
r

Vessels groups

20–40 pm more 40 pm

o
f 

re
a

c
ti

o
n

s 
to

 N
a

H
S

 i
n

 t
h

e
 g

ro
u

p

Таблица 1. Дилататорная реакция пиальных артерий различных диаметров на воздействие
раствора NaHS, изменение диаметра

Различия значимы по сравнению с соответствующими значениями исходного диаметра (* p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.001, непарный t-тест).

Группы артерий

4-месячные крысы (n = 15) 18-месячные крысы (n = 12)

Исходный
диаметр, мкм

Диаметр после воз-
действия раствора 

NaHS, мкм
Исходный 

диаметр, мкм
Диаметр после воз-
действия раствора 

NaHS, мкм

Менее 20 мкм 15.14 ± 0.57 21.18 ± 1.07*** 14.32 ± 0.96 19.98 ± 0.68***
20–40 мкм 29.61 ± 1.47 36.91 ± 1.36*** 27.99 ± 2.01 34.22 ± 2.06**
Более 40 мкм 53.03 ± 1.11 63.79 ± 1.27*** 48.69 ± 2.68 57.01 ± 2.95*

vera_
Вставить текст
.

vera_
Вычеркивание
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артерий (p = 0.027, U = 18, U – критерий Манна–Уитни) – 41.9 ± 4.26% из всех ис-
следованных артерий. 34.07 ± 3.06% артерий сужалось, 26.33 ± 2.99% не изменяло
диаметра (рис. 1). Дилатация преимущественно наблюдалась на мелких артериях
(диаметром менее 20 мкм). Число H2S-индуцированных дилатаций этих артерий
составляло 69.4 ± 4.46% и достоверно не отличалось от соответствующих значений
у 4-месячных крыс (рис. 2). Число дилатаций артерий диаметром более 20 мкм у 18-ме-
сячных крыс было в среднем на 40% меньше, чем у крыс в возрасте 4 мес. (рис. 2).
Различий в степени H2S-опосредованной дилатации у крыс разных возрастов об-
наружено не было (табл.1).

Аппликация глибенкламида у 18-месячных крыс приводила к сужению в сред-
нем около 30% артерий всех исследованных диаметров (рис. 3а). Число дилатаций
на воздействие раствора NaHS на фоне введения глибенкламида изменялось у мел-
ких и средних артерий – уменьшалось в среднем на 40% (рис. 4b). Степень дилата-
ции достоверно не изменялась. Воздействие ТЭА вызывало сужение 35–40% арте-
рий всех исследованных диаметров (рис. 3b). Число и степень H2S-опосредован-
ных дилатаций при применении ТЭА изменялись только у мелких артерий. Число
дилатаций уменьшилось на 42.9 ± 3.37% (p = 0.005, непарный t-тест, рис. 4b), сте-
пень дилататорной реакции снижалась с 26.16 ± 1.15% до 21.98 ± 0.86%.

Рис. 3. Констрикторная реакция на воздействие блокаторов калиевых каналов, число констрикций
(% от общего числа реакций на воздействие блокатора в группе сосудов): (a) – реакция на воздействие
глибенкламида; (b) – реакция на воздействие ТЭА. Темная заливка – крысы в возрасте 4 мес.; белая за-
ливка — крысы в возрасте 18 мес. Различия значимы по сравнению с соответствующими значениями у
крыс в возрасте 4 мес. в (* p < 0.05, *** p < 0.001, непарный t-тест).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Орошение поверхности головного мозга раствором NaHS в концентрации 30 мкМ у
молодых крыс приводило к расширению в среднем 60% и сужению около 16% со-
судов. У крыс в возрасте 18 мес. воздействие раствора NaHS в наших эксперимен-
тах вызывало дилатацию только 41% исследованных пиальных артерий. Число
H2S-опосредованных констрикций превышало аналогичный показатель у более
молодых животных (34.07 ± 3.06% из всех исследованных артерий, по сравнению с
15.8 ± 2.11% у крыс в возрасте 4 мес.). При этом число сосудов, не изменявших сво-
его диаметра в ответ на воздействие NaHS, у крыс в возрасте 4-х и 18-ти месяцев
достоверно не отличалось. Следует отметить, что разнонаправленная реакция ар-
терий на любое воздействие характерно для функционирующей мозговой сосуди-
стой сети [22]. Но в то же время возникновение констрикторной реакции в ответ на
воздействие NaHS в достаточно низкой концентрации, наблюдаемое как у 4-, так и
у 18-месячных крыс, может быть связано с разными уровнями напряжения кисло-
рода на сосудистой стенке [12, 23]. В физиологическом диапазоне напряжения кис-
лорода NaHS в концентрациях менее 100 мкМ вызывает расслабление сосудов, а в
условиях более высоких уровней PO2 могут возникать вазоконстрикторные реак-
ции [12]. Механизмы, которые зависят от уровня O2, включают взаимодействие

Рис. 4. Изменение дилататорной реакции пиальных артерий различных диаметров на воздействие рас-
твора NaHS на фоне блокады калиевых каналов (число дилатаций, % от общего числа реакций в группе
сосудов): (a) – крысы в возрасте 4 мес.; (b) – крысы в возрасте 18 мес. Линия – дилататорная реакция со-
судов в группе на воздействие раствора NaHS без применения блокатора, принятая за 100%. Белая за-
ливка – реакция на воздействие NaHS на фоне глибенкламида; темная заливка – реакция на воздей-
ствие NaHS на фоне ТЭА. Различия значимы по сравнению с соответствующими значениями при при-
менении раствора NaHS без блокаторов (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, непарный t-тест).
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H2S с гемовыми белками, такими как циклооксигеназа, и образование продуктов
окисления сульфидов, таких как сульфит, тиосульфат и сульфат [24]. В литературе
имеются сведения о существовании отличий показателей PO2 в толще сосудистой
стенки на разных уровнях мозговой сосудистой сети [25], это может быть одной из
причин возникновения разнонаправленных реакций сосудов на воздействие H2S.
У 18-месячных крыс в наших экспериментах число констрикций на воздействие
NaHS практически в 2 раза превышало аналогичный показатель у крыс в возрасте
4 мес., что может быть связано с возрастным изменением уровня NO [26]. Ранее
нами было установлено, что у 18-месячных крыс повышается роль индуцибельной
NOS (iNOS) в дилатации [27]. NO, в больших количествах высвобождаемый при
участии iNOS, может напрямую взаимодействовать с H2S. Кроме того, в условиях
развития возрастного окислительного стресса H2S в присутствии АФК может взаи-
модействовать с окисленными формами NO или активными формами азота c об-
разованием молекул нитрозотиола, HNO и др., что также может способствовать
снижению дилататорной реакции сосудов и развитию вазоконстрикции в ответ на
воздействие H2S [11].

При анализе дилататорной реакции пиальных артерий различных диаметров на
воздействие NaHS нами было обнаружено, что число и степень дилатации зависят
от диаметра сосудов. В возрасте 4 мес. наибольшее число и степень H2S-опосредован-
ных дилатаций отмечались на мелких пиальных артериях диаметром менее 20 мкм.
При увеличении диаметра артерий число и степень дилатаций снижались. Такая
картина ответной реакции сосудов различных диаметров на действие NaHS может
быть связана с доминированием отдельных внутриклеточных сигнальных систем
на разных уровнях пиальной сосудистой сети. В более ранних наших работах было
обнаружено различное участие NO и калиевых каналов в осуществлении дилата-
ции пиальных артерий разных диаметров [21, 27, 28]. Проведенное нами сравнение
H2S-опосредованных дилатаций у 4-и 18-месячных крыс показало, что с возрастом
уменьшается число дилатаций артерий диаметром больше 20 мкм (в среднем на
40%) без изменения степени реакции. При этом старение достоверно не влияет на
дилатацию более мелких артерий.

Одним из основных механизмов реализации вазодилататорного ответа на воз-
действие H2S является активация калиевых каналов мембран гладкомышечных
клеток. Действие H2S преимущественно связывают с открытием КАТФ-каналов
[2, 6, 14]. Также показана H2S-опосредованная активация кальций-чувствительных
калиевых каналов различной проводимости, потенциал-зависимых калиевых кана-
лов и TRP-каналов [2, 15–17]. В литературе имеются сведения о том, что у старых
животных открыто больше калиевых каналов [20]. Сверхактивация каналов может
снижать вазодилататорную реакцию за счет уменьшения миоэндотелиальной элек-
трической проводимости [14, 29]. В предыдущих наших исследованиях было показа-
но возрастное снижение вклада АТФ-зависимых калиевых каналов и кальций-чув-
ствительных калиевых каналов большой проводимости в осуществление ацетилхо-
лин-индуцированной дилатации пиальных артерий [21, 28]. Поэтому в данной
работе мы провели сравнение вклада этих каналов в осуществление H2S-опосредо-
ванной дилатации.

Применение глибенкламида, являющегося селективным ингибитором КАТФ-ка-
налов [30], у 4-месячных крыс приводило к констрикции около 50% артерий всех
диаметров. ТЭА – блокатор BKСa-каналов вызывал констрикцию 35–40% артерий.
Блокаторы также изменяли число H2S-опосредованных дилатаций. Глибенкламид
уменьшал число дилатаций артерий диаметром менее 40 мкм в среднем на 20%.
А блокада BKСa-каналов приводила к уменьшению числа и степени дилататорных
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реакций артерий всех исследованных диаметров в 2 и более раз. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что у крыс в возрасте 4 мес. и КАТФ- и BKСa-каналы участвуют в
поддержании базального тонуса и осуществлении H2S-индуцированных дилата-
торных реакций пиальных артерий.

У крыс в возрасте 18 мес. число констрикций артерий всех исследованных диа-
метров на воздействие глибенкламида было значительно меньше (30%, по сравне-
нию с 50% у 4-месячных крыс). Уменьшение участия КАТФ-каналов в поддержании
базального тонуса сосудов может быть обусловлено снижением их плотности в
стенке пиальных артерий. Косвенным подтверждением этого предположения мо-
гут служить полученные нами ранее результаты [21], свидетельствующие об умень-
шении у 18-месячных крыс числа дилатаций пиальных артерий на пинацидил, яв-
ляющийся открывателем KАТФ-каналов [30]. Число H2S-опосредованных дилата-
ций на фоне применения глибенкламида так же, как и у 4-месячных крыс
уменьшалось только у артерий диаметром менее 40 мкм. Но в 18-месячном воз-
расте блокада KАТФ-каналов привела к снижению числа дилатаций в среднем на
40%, тогда как в 4-месячном – только на 20%. Следовательно, несмотря на воз-
растное снижение вклада КАТФ-каналов в поддержание базального тонуса пиаль-
ных артерий, вклад этих каналов в осуществление H2S-опосредованных дилатаций
при старении возрастает. Старение сопровождается развитием окислительного
стресса и выработкой активных форм кислорода (АФК) [31]. Возрастное увеличе-
ние вклада АТФ-чувствительных калиевых каналов в H2S-опосредованную дилата-
цию может быть связано с развитием окислительного стресса и выработкой боль-
шого количества АФК. В настоящее время получены фармакологические доказа-
тельства того, что активация КАТФ-каналов мозговых сосудов может происходить
под влиянием перекиси водорода и пероксинитрита [32]. Также причиной актива-
ции КАТФ-каналов при старении может быть метаболическое активирование кана-
ла в результате развития возрастной митохондриальной дисфункции [33]. Это, в
свою очередь, приводит к уменьшению продукции АТФ, снижению уровня АТФ и
повышению уровня АДФ в клетке. Такие изменения соотношения АТФ/АДФ яв-
ляются ключевым моментом в процессе активации K АТФ-каналов [34]. Однако,
как указывалось выше, ранее нами было обнаружено, что вклад КАТФ-каналов в
дилатацию пиальных артерий с возрастом снижается. Это может быть связано с от-
личиями в механизмах реализации дилататорных ответов, обусловленных актива-
цией КАТФ-каналов. В более ранней нашей работе исследовалось возрастное изме-
нение ацетилхолин-индуцированной дилатации. Предполагается, что ацетилхолин
воздействует на сосудистую стенку, модулируя сигнальный каскад, включающий в
себя протеинкиназы А и/или G, с последующей активацией КАТФ-каналов, распо-
ложенных в эндотелии и гладкомышечных клетках сосудов [33, 34], в то время как
H2S непосредственно активирует КАТФ-каналы путем регулирования экспрессии
субъединиц канала [16], или сульфгидратирования Kir 6.1 субъединицы [35] и уси-
ления ее связывания с фосфолипидом фосфотидилинозитол-(4,5)-бифосфатом
(PIP2) и снижения связывания Kir 6.1 с ATФ [4, 16].

Блокада BKСa-каналов у крыс в возрасте и 4-х и 18-ти месяцев в наших эксперимен-
тах вызывала констрикцию 35–40% артерий всех диаметров. Число и амплитуда H2S-
опосредованных дилатаций на фоне применения ТЭА у крыс обоих возрастов умень-
шались только на мелких артериях (диаметром менее 20 мкм), но у молодых живот-
ных число дилатаций уменьшалось в среднем на 73%, а у 18-месячных – на 43%.
Следовательно, вклад BKСa-каналов в поддержание базального тонуса пиальных
артерий с возрастом не меняется, а их участие в H2S-индуцированной дилатации
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снижается. Активация BKСa-каналов H2S в основном опосредована следующими
механизмами. H2S увеличивает вероятность открытия BKСa-каналов, и этот эф-
фект связан с его восстанавливающим действием на сульфгидрильные группы
субъединиц канала [36]. Кроме того, BKСa-каналы могут быть активированы уве-
личением притока Ca2+, вызванным H2S-опосредованной сульфгидратацией
TRPV-каналов [16, 18]. В качестве одной из причин возникновения возрастной со-
судистой дисфункции рассматривается изменение в гомеостазе Ca2+, связанное с
повреждением и нарушением функционирования митохондрий [37]. При этом мо-
гут быть затронуты несколько аспектов гомеостаза Ca2+, таких как приток Ca2+ че-
рез открытые TRP-каналы, высвобождение Ca2+ из внутриклеточных запасов и
процессы поглощения Ca2+ митохондриями. Это может приводить к накоплению
Ca2+ в цитоплазме, изменению в буферизации Ca2+ митохондриями, образованию
АФК [38, 39] и служить альтернативным источником Ca2+ для открытия BKСa-ка-
налов [40]. Повышенная активность каналов может приводить к уменьшению мио-
эндотелиальной электрической проводимости и вазодилататорной реакции [18]. Воз-
можно, это является одной из причин обнаруженного нами угнетения BKСa-индуци-
руемой H2S-опосредованной вазодилатации у стареющих крыс. Одновременно с
этим активность BKСa-каналов может снижать повышенный уровень АФК. В лите-
ратуре имеются сведения о том, что усиление выработки активных форм кислоро-
да ингибирует BKСa-каналы, снижая их чувствительность к Ca2+ и уменьшая веро-
ятность и среднее время открытия канала [32, 41].

Таким образом, нами установлено, что у крыс с возрастом происходит угнетение
H2S-индуцированной дилатации пиальных артерий и увеличение констрикторных
ответов на воздействие экзогенного H2S. Уменьшается число H2S-опосредованных
дилатаций артерий диаметром больше 20 мкм. При этом старение не влияет на ди-
латацию более мелких артерий. В основе этих нарушений могут лежать изменения
процессов, обусловленных активацией калиевых каналов. К 18 месяцам у крыс
увеличивается вклад КАТФ-каналов в осуществление H2S-опосредованной дилата-
ции пиальных артерий диаметров менее 40 мкм. Одновременно с этим вклад BKСa-
каналов в дилатацию снижается – у 18-месячных крыс эти каналы практически не
участвуют в H2S-опосредованной дилатации артерий диаметром более 20 мкм. Вы-
явленные нами нарушения функциональной активности калиевых каналов могут
служить терапевтическими мишенями для создания новых технологий, используе-
мых при лечении возрастных сосудистых поражений головного мозга.
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H2S-Mediated Dilation of Pial Arteries in Rats of Different Ages: 
Contribution of KATP and BKCa-Channels

O. P. Gorshkovaa, * and I. B. Sokolovaa

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: o_gorshkova@inbox.ru

Reactions of pial arteries to exogenous hydrogen sulfide exposure and assessment of the
contribution of KATP and BKCa-channels to H2S-mediated dilation was studied in rats of
different ages. Intravital microphotography in Sprague-Dawley rats aged 4 and 18 months
was used to study the reactions of pial arteries of various diameters to the exposure of exog-
enous hydrogen sulfide donor solution – sodium hydrosulfide (NaHS, 30 μM), as well as
their change with the preliminary use of potassium channel blockers: KATP (gliben-
clamide, 10 μM) and BKCa (tetraethyl ammonium, 2 mM). It was found that inhibition
of H2S-mediated dilation of pial arteries and increase in constrictor responses to exoge-
nous hydrogen sulfide exposure are taking place in rats with age. Age-related changes in
H2S-induced dilatory response of the pial arteries in rats depend on the size of the ves-
sels. With age, there is a decrease in the number of dilations of pial arteries with a diam-
eter of more than 20 μm. At the same time, aging does not affect the dilatation of smaller
arteries. These disorders are probably associated with changes in the processes caused by
the activation of potassium channels. It was found that aging is accompanied by the in-
creasing of KATP-channels contribution to the implementation of H2S-mediated dila-
tion in pial arteries with diameters less than 40 μm. BKCa-channels contribution to the
dilatation decreases with age. In 18 months, rats, these channels barely participate in
H2S-mediated dilation in arteries with diameters more than 20 μm.

Keywords: H2S-mediated vasodilation, KATP-channels, BKCa-channels, aging, pial arte-
rial vessels
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