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В настоящее время клеточные основы автоматизма сердца эмбрионов, в частно-
сти вклад различных ионных механизмов, до конца не ясны и активно изучают-
ся. С помощью микроэлектродной техники мы исследовали фармакологическую
чувствительность клеток водителя ритма правого предсердия куриного эмбриона
(HH36) к ивабрадину (ингибитор HCN-каналов, по которым протекает ток, ак-
тивируемый гиперполяризацией (If), рианодину (агоноист рианодиновых рецеп-
торов) и SN6 (ингибитор Na+/Ca2+-обменного механизма). Установлено, что у
клеток правого предсердия, обладающих фазой медленной диастолической де-
поляризацией, экспозиция ивабрадина (3 мкМ) не вызывала достоверных изме-
нений электрофизиологических параметров потенциалов действия. Рианодин
(1 мкМ) и SN6 (10 мкМ) при добавлении в перфузирующий раствор вызывали
сходные эффекты – повышение частоты генерации потенциалов действия в
среднем на 15%. При этом не зарегистрировано нарушения автоматизма или
прекращения спонтанной активности. Полученные результаты позволяют за-
ключить, что HCN4-каналы, рианодиновые рецепторы и Na+/Ca2+-обменный
механизм на данном этапе эмбрионального развития не являются определяющи-
ми для поддержания автоматизма клеток правого предсердия у куриного эмбри-
она. Вероятно, ионные токи, протекающие через эти каналы и играющие важ-
ную роль в электрофизиологии у взрослых животных, в эмбриональном миокар-
де выполняют модулирующую функцию.
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ВВЕДЕНИЕ

Сердце является первым органом, формирующимся во время эмбриогенеза. Его
функционирование имеет решающее значение для развития и выживания эмбрио-
на. Несмотря на недавние достижения в медицине, генетике и физиологии меха-
низмы формирования спонтанных импульсов, роль отдельных ионных токов в
инициации автоматизма, а также возникновения дисфункции развивающегося
сердца в настоящее время до конца не ясны [1].

Поскольку большая часть эмбриональных кардиомиоцитов обладает автоматиз-
мом и способна генерировать электрические импульсы, то представления о роли
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ионных токов в эмбриональном миокарде сложились на основе работ, выполнен-
ных на кардиомиоцитах желудочков куриных [2–4] и мышиных [5] эмбрионов или
стволовых клеток различного происхождения [6–8]. Однако ведущая область со-
кращений эмбрионального сердца формируется в зоне венозного синуса и будуще-
го предсердия [9, 10], и уже на стадии трубчатого сердца примитивные предсердие
и желудочек демонстрирую разную морфологию потенциалов действия [9, 11]. Это
позволяет предположить, что и механизмы, инициирующие электрические им-
пульсы, могут иметь различия в зависимости от зоны эмбрионального миокарда.
Очевидно, что знание функционирования клеток желудочков эмбриональных сер-
дец или эмбриональных стволовых клеток недостаточно для понимания механиз-
мов автоматизма клеток водителя ритма эмбрионального миокарда [9].

У взрослых животных спонтанное сокращение миоцитов возникает в области
синусно-предсердного узла и инициируется сложной связанной системой клеточ-
ных “часов”. Первая подсистема, называемая “мембранными часами”, включает
сарколеммальные ионные каналы, в частности HCN-каналы, по которым протека-
ет ток, активируемый гиперполяризацией (If). Вторая подсистема, называемая
“Ca2+-часами”, относится к механизмам, ответственным за регуляцию внутрикле-
точной концентрации Ca2+: высвобождение кальция из саркоплазматического ре-
тикулюма через рианодиновые рецепторы активирует направленный внутрь ток
Na+/Ca2+-обменного механизма (INCX), который способствует медленной диасто-
лической деполяризации [12–14].

Наиболее перспективным в настоящее время является рассмотрение становле-
ния этих двух механизмов в период эмбриогенеза, поскольку позволит не только
понять процессы генерации и регуляции автоматизма, но и расшифровать клеточ-
ные и молекулярные механизмы, лежащие в основе врожденных сердечных пато-
логий, что будет содействовать разработке способов направленного фармакологи-
ческого регулирования активности клеток [10].

Поэтому целью нашей работы стало с использованием микроэлектродной тех-
ники и специфических фармакологических веществ оценить функциональный
вклад HCN-каналов, по которым протекает ток If, рианодиновых рецепторов и
Na+/Ca2+-обменного механизма в генерацию электрических импульсов миокарда
куриного эмбриона. В отличие от предыдущих работ, наше исследование проведе-
но на спонтанно сокращающихся препаратах правого предсердия куриного эмбри-
она в условиях, когда сохраняется электрическое взаимодействие между клетками,
и в зоне, где возникает электрическая активность сердца.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оплодотворенные яйца породы кросс КОББ-500 (Gallus gallus), полученных с
АО “Птицефабрика Зеленецкая”, помещали в инкубатор с регулируемой темпера-
турой (38.5°C) и влажностью (55%). В экспериментах использовали эмбрионов в
возрасте 10 ± 1 сут (примерно на стадии HH36 по классификации Hamburger и
Hamilton [15]). На этой стадии сердце уже имеет четыре камеры, заканчивается
формирование синусно-предсердного узла, но при этом влияние нервной системы
незначительно.

После извлечения эмбриона, производили декапитацию и вырезали сердце, кото-
рое помещали в нормальный солевой раствор следующего состава (мМ/л): 140 NaCl;
10 NaHCO3; 5.4 KCl; 1.8 CaCl2; 1 MgSO4; 0.33 Na2HPO4, 10 глюкоза; 5 HЕРЕS
(pH 7.4). Затем отрезали желудочки и левое предсердие, правое предсердие вскры-
вали и расправляли таким образом, чтобы был доступ к области клапанов каудаль-
ной полой вены – места формирования электрических импульсов. Спонтанно со-
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кращающийся препарат помещали в проточную, аэрируемую, термостатируемую
камеру (31°C). Потенциалы действия регистрировали с помощью стандартного
микроэлектродного метода регистрации биоэлектрических потенциалов.

Для фармакологического анализа использовали ивабрадин (блокатор HCN-ка-
налов, 3 мкМ), рианодин (агонист рианодиновых рецепторов, 1 мкМ) и SN6 (бло-
катор Na+/Ca2+-обменного механизма, 10 мкМ). Все компоненты изготовлены
фирмой Sigma-Aldrich (США).

Для анализа зарегистрированных потенциалов действия использовали програм-
му PowerGraph Professional версия 3.3 (DIsoft, РФ), а также оригинальные програм-
мы вычисления параметров потенциалов действия в программной среде Delphy,
разработанной старшим научным сотрудником Института физиологии Коми НЦ
УрО РАН д.б.н. Артеевой Н.В. Значимость различий параметров потенциала дей-
ствия определяли с помощью непараметрического критерия Вилкоксона для свя-
занных выборок и U-критерия Манна–Уитни для несвязанных (p < 0.05). Результаты
представлены в виде средней арифметической ± стандартное отклонение (M ± σ).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В контрольном растворе в правом предсердии в области клапана каудальной по-
лой вены со стороны субэндокарда зарегистрированы потенциалы действии (ПД),
по своей конфигурации схожие с ПД клеток рабочего миокарда предсердия, одна-
ко обладающие фазой медленной диастолической деполяризации (фаза 4, пей-
смейкерный потенциал). Частота генерации ПД этих клеток в среднем составила
168 ± 29 имп./мин, а скорость фазы быстрой деполяризации (dV/dtmax) и скорость
фазы медленной диастолической деполяризации (V4) – 102 ± 35 В/с и 39 ± 14 мВ/с
соответственно (n = 22).

С помощью специфических блокаторов ионных каналов у данного типа клеток
был оценен вклад HCN-каналов, рианодиновых рецепторов и Na+/Ca2+-обменно-
го механизма в формировании автоматизма.

Эффекты ивабрадина на генерацию ПД у куриных эмбрионов
Ивабрадин представляет собой селективный блокатор семейства HCN-каналов,

по которым протекает ток, активируемый гиперполяризацией (If, “funny” ток). До-
бавление в перфузирующий раствор ивабрадина (3 мкМ, n = 9) не вызывало досто-
верных изменений в конфигурации электрофизиологических параметров ПД у
клеток правого предсердия куриного эмбриона (рис. 1а, табл. 1).

Эффекты рианодина на генерацию ПД у куриных эмбрионов
Экспозиция рианодина в концентрации 1 мкМ (n = 7) приводила к укорочению

фазы медленной диастолической деполяризации. В результате частота генерации
ПД увеличивалась на 15 ± 8% (рис. 1b, табл. 1). Нарушения ритмической активно-
сти, появление пауз или прекращения генерации ПД при действии рианодина не
зарегистрировано даже при продолжительной экспозиции (60 мин).

Эффекты SN6 на генерацию ПД у куриных эмбрионов
В серии экспериментов с SN6 (10 мкМ, n = 11) установлено, что пять препаратов

правого предсердия куриного эмбриона из одиннадцати оказались к нему не чув-
ствительны – добавление в перфузирующий раствор блокатора не приводило к из-
менениям конфигурации ПД. У оставшихся шести препаратов экспозиция SN6
вызывала повышение частоты генерации ПД на 15 ± 9% за счет укорочения дли-
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тельности фазы медленной диастолической деполяризации на 18 ± 9% по сравне-
нию с контролем (рис. 1c, табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время все больше работ демонстрируют, что механизм спонтанной
деполяризации клеток водителя ритма сердца обусловлен взаимодействием мем-
бранных и кальциевых часов. При этом предполагается, что Na+/Ca2+-обменный
механизм играет основную роль в сопряжении внутриклеточного высвобождения
Ca2+ и деполяризацией мембраны [12–14]. Однако каким образом эти механизмы
возникают и взаимодействуют в эмбриональном сердце, остается неясным.

Рис. 1. Конфигурация потенциалов действия клеток правого предсердия куриного эмбриона в контроле
и при действии различных ингибиторов. (a) – эффекты ивабрадина (3 мкМ), ингибитора HCN-кана-
лов; (b) – эффекты рианодина (1 мкМ), агониста RyR-каналов; (c) – эффекты SN6 (10 мкМ), ингибито-

ра Na+/Ca2+-обменного механизма. HR – частота генерации ПД, имп/мин; SDD – длительность мед-
ленной диастолической деполяризации, мс.
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С помощью фармакологического анализа мы провели оценку вклада HCN-ка-
налов, рианодиновых рецепторов и Na+/Ca2+-обменного механизма в генерацию
электрических импульсов эмбрионального миокарда куриного эмбриона.

Роль HCN-каналов в генерации электрических импульсов
Семейство HCN-каналов (HCN1–4), по которым протекает ток, активируемый

гиперполяризацией (If, “funny” ток), является одним из важных механизмов гене-
рации импульсов у взрослых животных [13]. Установлено, что у куриных эмбрио-
нов каналы HCN4 экспрессируются уже на стадии сердечной трубки по всему мио-
карду, но по мере формирования сердца их экспрессия постепенно ограничивается
проводящей системой [16]. В то же время установлено, что диапазон активации If в
препаратах предсердия куриных эмбрионов составляет от –120 до –90 мВ, что ни-
же физиологического диапазона мембранных потенциалов этих клеток, и добавле-
ние If в модель электрической активности не влияло на частоту генерации ПД [2, 3].

С помощью ивабрадина мы проанализировали функциональный вклад HCN4-
каналов в генерацию электрической активности клеток правого предсердия кури-
ного эмбриона. Несмотря на то, что зарегистрированные ПД обладали пейсмекер-
ных потенциалом, ивабрадин не оказывал достоверного эффекта на электрофи-
зиологические параметры ПД.

Полученные нами данные и анализ литературы позволяют предположить, что
HCN-каналы, по-видимому, играют важную роль в качестве факторов морфогене-
тического контроля во время кардиогенеза [16, 17], но их вклад в автоматизм пей-
смекерных клеток эмбрионального миокарда незначителен.

Роль рианодиновых рецепторов в генерации электрических импульсов

Спонтанное высвобождение Ca2+ из саркоплазматического ретикулюма, также
известное как “Ca2+-часы”, было предложено в качестве еще одного механизма ге-
нерации синусового ритма [12].

Известно, что у взрослых животных рианодин в концентрации 0.3–3 мкМ, в ко-
торой он является агонистом рианодиновых рецепторов, на первых минутах вызы-

Таблица 1. Электрофизиологические параметры ПД в контроле и при действии блокаторов
ионных каналов у клеток, работающих в режиме водителя ритма правого предсердия курино-
го эмбриона

Emax – максимальный диастолический потенциал, мВ; АПД – амплитуда ПД, мВ; ДПД20 и ДПД90 –
длительность потенциала действия на уровне 20 и 90% реполяризации, мс; ЧСС – частота генерации ПД,
имп./мин; МДД – длительность медленной диастолической деполяризации, мс; dV/dtmax – скорость
фазы быстрой деполяризации, В/с; V4 – скорость фазы медленной диастолической деполяризации,
мВ/с; n – количество препаратов; * – р < 0.05 достоверность различий по сравнению с контролем.

Параметры
ПД

Контроль
n = 9

Ивабрадин, 
3 мкМ
n = 9

Контроль
n = 7

Рианодин, 
1 мкМ
n = 7

Контроль
n = 6

SN6,
10 мкМ

n = 6
Emax –81 ± 7 –79 ± 7 –74 ± 7 –77 ± 5 –80 ± 7 –78 ± 5
АПД 104 ± 13 103 ± 7 95 ± 9 99 ± 12 104 ± 11 103 ± 7
ДПД20 34 ± 7 42 ± 10 32 ± 9 30 ± 13 43 ± 13 37 ± 16
ДПД90 80 ± 10 84 ± 11 75 ± 9 72 ± 13 88 ± 15 81 ± 18
ЧСС 168 ± 10 166 ± 17 174 ± 19 200 ± 16* 146 ± 17 168 ± 15*
МДД 251 ± 27 252 ± 42 247 ± 31 205 ± 31* 303 ± 38 251 ± 26*
dV/dtmax 108 ± 32 103 ± 33 86 ± 32 83 ± 36 101 ± 44 86 ± 43
V4 40 ± 17 44 ± 18 55 ± 13 68 ± 19 36 ± 4 47 ± 12*
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вает небольшое увеличение частоты сердечных сокращений. Предполагается, что
рианодин увеличивает выброс Ca2+ из саркоплазматического ретикулюма, что
приводит к усилению работы Na+/Ca2+-обменного механизма. Однако дальней-
шая экспозиция рианодина приводит к постепенному замедлению сердечного рит-
ма на 14–30% [18–20].

В наших экспериментах при добавлении рианодина (1 мкМ) в перфузирующий
раствор на первой минуте экспозиции мы наблюдали повышение частоты генерации
ПД в среднем на 15%, которое сохранялась в течение всей экспозиции (до 60 мин).
Нами не было зафиксировано замедление частоты спонтанных сокращений. Исто-
щение запасов саркоплазматического ретикулюма, вызванное открытием рианоди-
новых рецепторов, не приводило к замедлению электрических импульсов в эмбрио-
нальном миокарде курицы, которое было получено ранее у взрослых животных [20].

Роль Na+/Ca2+-обменного механизма в генерации электрических импульсов

Считается, что высвобождение Ca2+ из саркоплазматического ретикулюма через
рианодиновые рецепторы (RyR), способствует поздней части диастолической де-
поляризации, активируя Na+/Ca2+-обменный механизм (INCX) [14]. Однако оценка
потенциальной роли Na+/Ca2+-обменного механизма в генерировании электриче-
ских импульсов клеток водителя ритма сердца затруднена из-за отсутствия селек-
тивных и высокоэффективных блокаторов [21]. В настоящее время наиболее се-
лективными ингибиторами Na+/Ca2+-обменного механизма считаются некоторые
производные бензилоксифенила (KB-R7943, SEA0400, SN6 и YM-244769) [21, 22].
У взрослых животных ингибирование Na+/Ca2+-обменного механизма приводит к
снижению частоты спонтанных сокращений и нарушениям функции клеток води-
теля ритма [14, 21, 23].

Для изучения вклада Na+/Ca2+-обменного механизма в генерацию электриче-
ской активности эмбрионального миокарда мы использовали SN6 (10 мкМ). Ана-
лиз полученных данных показал, что добавление SN6 в перфузирующий раствор
приводило к укорочению фазы 4, что в результате повышало частоту генерации ПД
на 15%. Несмотря на то, что есть данные о том, что SN6 может частично ингибиро-
вать К+- и Ca2+-токи [22], мы не наблюдали достоверных изменений в других пара-
метрах ПД (рис. 1с, табл. 1). Это позволяет предположить, что достоверные эффек-
ты SN6, полученными нами на эмбриональном миокарде курицы, связаны пре-
имущественно с ингибированием Na+/Ca2+-обменного механизма. Даже при
длительной экспозиции нами не было зарегистрировано снижение частоты гене-
рации ПД, появление аритмий или прекращение генерации электрических им-
пульсов, которые получены для сердца взрослых животных [14, 21, 23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный нами фармакологический анализ показал, что повышение внут-
риклеточной концентрации Са2+, вызванное ингибированием Na+/Ca2+-обменно-
го механизма или открытием рианодиновых рецепторов, приводит не к замедле-
нию спонтанной активности, а к ее ускорению. Это позволяет заключить, что не-
смотря на наличие экспрессии каналов RyR и NCX1 в эмбриональном сердце
курицы [4, 24, 25], их функциональный вклад в электрические процессы незначи-
телен. Вероятно, на данном этапе эмбриогенеза еще нет тесной связи между меха-
низмами мембранных часов и Са2+-часов и Na+/Ca2+-обменный механизм не иг-
рает важной роли.
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Полученные нами результаты позволяют заключить, что HCN4-каналы, риано-
диновые рецепторы и Na+/Ca2+-обменный механизм на данном этапе эмбрио-
нального развития не являются определяющими для поддержания автоматизма
клеток правого предсердия у куриного эмбриона. Вероятно, ионные токи, проте-
кающие через эти каналы и играющие важную роль в электрофизиологии у взрос-
лых животных, в эмбриональном миокарде несут модулирующую функцию.
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Resistance of Embryonic Chick Atria to Inhibition 
of HCN-Channels and Components of the “Ca2+-Clock”

E. A. Lebedevaa, * and M. A. Gonotkova

aInstitute of Physiology Komi Science Center, Ural Branch Russian Academy of Sciences,
Syktyvkar, Russia

*e-mail: lebedeva.physiol.komisc@ya.ru

Despite its medical importance, the cellular mechanisms activity and the contribution of
various ion channels of embryonic heart automatism are not yet fully understood. In this
study we investigated the effects of specific ion-channel inhibitors on the generation of ac-
tion potentials in pacemaker cells of the right atrium in chicken embryos (HH36). We used
microelectrode technique and evaluated the sensitivity of pacemaker cells to ivabradine
(inhibitor of HCN-channels, through which the hyperpolarization-activated current, If),
ryanodine (agonist of ryanodine receptors) and SN6 (inhibitor of Na+/Ca2+-exchange).
It was found that the right atrium cells have a phase of slow diastolic depolarization.
However, these cells were not sensitive to ivabradine (3 μM). We did not register signifi-
cant changes in the electrophysiological parameters of action potentials.When ryano-
dine (1 μM) and SN6 (10 μM) were added to the perfusion solution, we observed similar
effects: spontaneous rate the generation of action potential increased by 15%. Distur-
bance of rhythmic activity or disruption of the generation of electrical impulses were not
observed in right atrial samples of chicken embryos. The obtained results allow us to
conclude that, at this of embryonic development stage, HCN4-channels, ryanodine re-
ceptors, and the Na+/Ca2+-exchange are not decisive for maintaining the automatism of
the right atrial cells in the chick embryo. We assume that the ion currents f lowing
through these channels are important in electrophysiology in adult animals, but they
have a modulating function in the embryonic myocardium.

Keywords: embryonic chick, HCN-channels, ryanodine receptors, Na+/Ca2+-exchange,
automatism
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