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Активность многих белков и, как следствие, механизмов регуляции тонуса сосудов 
зависит от рН. Снижение рН (при некомпенсированном ацидозе), как правило, вы-
зывает расслабление сосудов, что достаточно подробно изучено для взрослого поло-
возрелого организма. Однако влияние ацидоза на механизмы регуляции сосудистого 
тонуса в раннем постнатальном периоде остается практически неисследованным. 
Целью данной работы было исследование влияния внеклеточного метаболического 
ацидоза на функциональный вклад калиевых каналов KATP и TASK-1 в регуляцию 
сосудистого тонуса в раннем постнатальном периоде. В работе моделировали неком-
пенсированный внеклеточный метаболический ацидоз (рН 6.8, эквимолярная замена 
NaHCO3 на NaCl в растворе) и исследовали сократительные реакции подкожной ар-
терии у крыс в возрасте   3–4 месяцев и крысят в возрасте 12–15 дней в изометриче-
ском режиме. Оказалось, что сокращение артерий в ответ на действие агониста α1-
адренорецепторов метоксамина при рН 6.8 снижено по сравнению с нормальным рН 
7.4 как у крыс в возрасте 3–4 месяцев, так и у 12–15-дневных животных. Блокатор 
KATP-каналов глибенкламид не приводил к изменению реакций артерий на метокса-
мин ни при рН 7.4, ни при рН 6.8 ни в одной из возрастных групп. Блокатор TASK-
1-каналов AVE1231 не изменял сократительные реакции артерий ни при одном из 
рН у крыс в возрасте 3–4 месяцев. Однако у 12–15-дневных крысят прирост сократи-
тельных ответов на метоксамин под влиянием AVE1231 был меньше при рН 6.8, чем 
при рН 7.4. Таким образом, результаты данной работы демонстрируют, что ацидоз 
уменьшает сократительную активность артерий животных в возрасте 3–4 месяцев 
и животных в период раннего постнатального онтогенеза, при этом у последних ан-
тиконстрикторное влияние каналов TASK-1 снижается, а KATP-каналы не оказывают 
влияния на регуляцию тонуса сосудов ни при нормальном, ни при кислом значении 
рН ни в одной из возрастных групп.
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ВВЕДЕНИЕ

Активность большинства белков, а, следовательно, и многих механизмов регуляции 
тонуса сосудов зависит от кислотности среды, мерой которой является показатель рН. 
За счет работы буферных систем в норме рН артериальной крови близок к значению 
7.4. Закисление крови до значений ниже 7.38 обозначают как состояние некомпенси-
рованного ацидоза [1]. Как правило, закисление приводит к снижению тонуса сосудов 
[2, 3]. Стоит отметить, что механизмы расслабления сосудов при снижении рН во взро-
слом половозрелом организме изучены достаточно подробно [4, 5], чего нельзя сказать 
о периоде раннего постнатального онтогенеза. Ранее нами было показано, что неком-
пенсированный метаболический ацидоз вызывает уменьшение сократительных реак-
ций подкожных артерий с интактным эндотелием у 12–15-дневных крысят, что связано 
с усилением антиконстрикторной роли эндотелиального оксида азота [3]. Вместе с тем 
остается практически неизученным, как в условиях сниженного рН изменяется актив-
ность механизмов, присущих гладкомышечным клеткам сосудов, в период раннего пост-
натального онтогенеза. Важно отметить, что состояние некомпенсированного ацидоза 
часто возникает у новорожденных детей в результате неонатальной гипоксии (асфиксии) 
[6]. Данный факт указывает на необходимость всестороннего изучения влияния закисле-
ния внеклеточной среды на тонус сосудов в период раннего постнатального онтогенеза. 

Одним из механизмов, способствующих расслаблению сосудов при закислении вне-
клеточной среды, может быть активация калиевых каналов гладкомышечных клеток, что 
смещает уровень мембранного потенциала в сторону более отрицательных значений, 
приводя к закрытию потенциал-управляемых кальциевых каналов и, соответственно, 
снижению внутриклеточной концентрации кальция. Основываясь на работах, исследую-
щих влияние снижения рН на сократительную активность артерий половозрелого орга-
низма, наиболее вероятными кандидатами на роль калиевых каналов, активирующихся 
при закислении, являются KATP. Отметим, что, согласно данным литературы, функцио-
нальный вклад этих каналов в регуляцию сосудистого тонуса в нормальных физиоло-
гических условиях проявляется довольно редко [7]. Однако в патологических условиях, 
в условиях метаболических нарушений, в том числе при смещении кислотно-щелочного 
равновесия в сторону низких значений рН, их регуляторный вклад существенно возра-
стает. Действительно, было показано, что снижение рН вызывает активацию KATP-кана-
лов в изолированных гладкомышечных клетках артерий брыжейки крыс [8]. Кроме того, 
расслабление артерий мозга, сердца и аорты половозрелых крыс, а также внутренней 
грудной артерии человека в условиях закисления внеклеточной среды происходит в том 
числе из-за активации каналов KATP [9–12]. Однако влияние пониженного рН внеклеточ-
ной среды на функциональный вклад KATP в регуляцию тонуса сосудов в период раннего 
постнатального онтогенеза ранее не было изучено.

Помимо KATP, к изменению рН чувствительны каналы TASK-1 (the weak inward-
rectifying K+ (TWIK)-related acid-sensitive K+-channel). Каналы TASK-1 являются пред-
ставителями одного из классов калиевых каналов, имеющих две порообразующие 
петли (K2P), эти каналы опосредуют ток утечки в гладкомышечных клетках артерий 
[13, 14]. Показано, что закисление среды подавляет активность каналов TASK-1, тем 
самым способствуя сокращению гладкой мышцы [15–17]. Примечательно, что каналы 
TASK-1 обладают более выраженным антиконстрикторным (т.е. противодействующим 
сокращению) влиянием в артериях в период раннего постнатального онтогенеза по 
сравнению со взрослым возрастом [18]. Однако чувствительность каналов TASK-1 
к внеклеточному рН в раннем постнатальном периоде до этого не была исследована.

Исходя из вышесказанного, снижение внеклеточного рН, с одной стороны, может 
подавлять ярко выраженное антиконстрикторное влияние каналов TASK-1 в артериях 
в ранний постнатальный период, а, с другой стороны, приводить к компенсаторной 
активации антиконстрикторного пути, реализующегося путем активации KATP-каналов. 
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Таким образом, целью данной работы было исследование влияния внеклеточно-
го некомпенсированного метаболического ацидоза на функциональный вклад KATP- 
и TASK-1-каналов в регуляцию сосудистого тонуса в раннем постнатальном онто-
генезе. Для сравнения с крысятами в раннем постнатальном периоде (в возрасте 
12–15 дней) в работе использовали крыс в возрасте 3–4 месяцев. Объектом исследо-
вания служила подкожная артерия – сосуд мышечного типа, вносящий существенный 
вклад в регуляцию кожного кровотока, который составляет до 20% от сердечного вы-
броса у новорожденных [19].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Работу проводили на крысах Wistar из питомника НИИ Общей патологии и пато-

физиологии. Половозрелых самцов и самок крыс содержали в стандартных условиях 
вивария биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. Доступ к пище и воде 
у животных был свободным; соблюдали световой режим день/ночь длительностью по 
12 ч каждый. С целью получения потомства самцов и самок крыс помещали в одну 
клетку на 4 дня. Всего в работе было использовано потомство от 12 самок. На следую-
щий день после родов ограничивали размер помета до 8 крысят. 

Эксперименты проводили на самцах крыс в возрасте 3–4 месяцев, а также на кры-
сятах мужского пола в возрасте 12–15 дней. Для проведения исследований на изоли-
рованных артериях животных декапитировали (крыс в возрасте 3–4 месяцев предва-
рительно анестезировали с использованием СО2), после чего выделяли подкожную 
артерию (сосуд мышечного типа, питающий кровью кожу плюсны и стопы). Выде-
ление артерий проводили в растворе для препаровки (в мМ): NaCl – 145; KCl – 4.5; 
CaCl2 – 0.1; MgSO4 – 1.0; NaH2PO4 – 1.2; EDTA – 0.025; HEPES – 5.0; pH 7.4. 

Эксперименты на изолированных сосудах 
Для проведения экспериментов на изолированных сосудах использовали многока-

нальные миографы (модели 410A, 420М или 620M, DMT, Дания). Для регистрации 
сократительной активности в изометрическом режиме из артерий вырезали кольцевые 
сегменты длиной по 2 мм и закрепляли их в каналах миографа, заполненных раство-
ром для препаровки. Затем проводили удаление эндотелия, совершая вращательные 
движения внутри сосуда крысиным усом. Оцифровку сигнала проводили с частотой 
10 Гц с использованием аналого-цифрового преобразователя (E14-140, L-CARD, Рос-
сия). Запись сигнала осуществляли в программе PowerGraph 3.3 (ДИСофт, Россия). 
После того как камеры с препаратами нагревались до 37°С, проводили процедуру 
нормализации, в ходе которой определяли растяжение препарата, оптимальное для 
проявления сократительной активности [20]. После этого раствор в камере миографа 
сменяли на рабочий (в мМ): NaCl – 120; NaHCO3 – 26; KCl – 4.5; CaCl2 – 1.6; MgSO4 – 
1.0; NaH2PO4 – 1.2; D-глюкоза – 5.5; EDTA – 0.025; HEPES – 5. Раствор непрерывно 
аэрировали карбогеном (95% О2 + 5% СО2) для оксигенации и поддержания рН 7.4. 

В начале каждого эксперимента проводили процедуру активации препаратов, за-
ключающуюся в добавлении вазоактивных веществ с последующей отмывкой. Снача-
ла к препаратам добавляли норэпинефрин (10 мкМ, длительность воздействия 5 мин); 
затем агонист α1-адренорецепторов метоксамин (10 мкМ, длительность воздействия 
5 мин), на фоне действия которого проводили оценку эндотелиальной функции с по-
мощью ацетилхолина (10 мкМ, длительность воздействия 2 мин); в конце процедуры 
активации вновь добавляли метоксамин (10 мкМ, длительность воздействия 5 мин). 
Отсутствие расслабления на ацетилхолин свидетельствовало об успешном удалении 
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эндотелия. Для всех воздействий в ходе эксперимента длительность отмывки состав-
ляла 15 мин, во время отмывки раствор в камере миографа меняли минимум 5 раз. 

Протокол эксперимента состоял из двух последовательных зависимостей “концен-
трация – эффект” на метоксамин (диапазон концентраций 10 нМ – 100 мкМ, длитель-
ность действия каждой концентрации 2 мин.). Первую зависимость “концентрация – 
эффект” на метоксамин проводили через 20 мин. после окончания процедуры актива-
ции препарата. Первая зависимость “концентрация – эффект” на метоксамин исполь-
зовалась для того, чтобы убедиться, что исходная реактивность препаратов внутри од-
ной возрастной группы животных не различалась. После отмывки раствор в камерах 
миографа сменяли на рабочий раствор с рН 7.4 (состав см. выше). В другой поло-
вине препаратов раствор сменяли на рабочий раствор с рН 6.8 (эквимолярная замена 
NaHCO3 на NaCl), содержащий: (в мМ) NaCl 140.5; NaHCO3 5.5; KCl 4.5; CaCl2 1.6; 
MgSO4 1.0; NaH2PO4 1.2 ; D-глюкоза 5.5; ЭДТА 0.025; HEPES 5.0. Значение рН в камере 
раствора проверяли с использованием портативного рН-метра (Mettler Toledo). Через 
10 мин. к части препаратов добавляли блокаторы калиевых каналов: 3 мкМ глибен-
кламида (для KATP-каналов) или 1 мкМ AVE1231 (для TASK-1-каналов). К оставшейся 
части препаратов добавляли эквивалентный объем растворителя (ДМСО, 5 мкл). Через 
20 мин были получены вторые зависимости “концентрация – эффект” на метоксамин, 
которые представлены на рисунках.

При обработке результатов из значения силы при каждой концентрации метокса-
мина вычитали значение “пассивной” силы, соответствующее полному расслаблению 
гладкой мышцы препарата (в растворе для препаровки после окончания процедуры 
нормализации). Полученные значения активной силы выражали в % от максимальной 
силы сокращения препарата, определенной по первой зависимости “концентрация – 
эффект”. Для оценки эффекта ингибитора в программе GraphPad Prism 7.0 (La Jolla, 
CA, США) рассчитывали площади под индивидуальными кривыми “концентрация – 
эффект”, после чего площадь в присутствии ингибитора выражали в процентах от со-
ответствующих значений площади в присутствии растворителя.

В работе использовали норэпинефрин, метоксамин, ацетилхолин, глибенкламид 
фирмы Sigma-Aldrich, AVE1231 был предоставлен компанией Sanofi . 

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов проводили в программе GraphPad Prism 7.0. 

Нормальность рас пределения проверяли с использованием теста Шапиро-Уилка. Ис-
пользовали двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений (сравне-
ние кривых на графиках, представленных на рис. 1–5) или непарный t-критерий Стью-
дента (сравнение площадей под кривыми “концентрация – эффект”). Различия считали 
статистическими значимыми при р < 0.05. Все данные представлены как среднее ± 
± ошибка среднего, n – количество животных в группе.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Внеклеточный ацидоз приводит к уменьшению сократительных ответов артерий 
у крыс в возрасте 3–4 месяцев и 12–15 дней.

При измерении рН раствора в камере миографа были получены следующие значения 
рН: 7.39 ± 0.10 (группа рН 7.4, n = 7); 6.80 ± 0.11 (группа рН 6.8, n = 8). При рН 6.8 сокра-
тительные реакции на метоксамин артерий как у крыс в возрасте 3–4 месяцев (рис. 1а), 
так и 12–15-дневных (рис. 1b) крыс были существенно слабее, чем при рН 7.4. 

Ацидоз не приводит к изменению вклада KATP-каналов в регуляцию тонуса артерий 
у крыс в возрасте 3–4 месяцев и 12–15 дней.
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Рис. 1. Влияние внеклеточного ацидоза (рН 6.8) на сократительные ответы подкожной артерии на метокса-
мин у крыс в возрасте 3–4 месяцев (a) и 12–15 дней (b). Числа в скобках обозначают количество животных 
в группе. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений). 

Рис. 2. Влияние блокатора KATP-каналов глибенкламида на сократительные ответы подкожной артерии на 
метоксамин у крыс в возрасте 3–4 месяцев при рН 7.4 (а) и рН 6.8 (b). Числа в скобках обозначают количе-
ство животных в группе. 

На следующем этапе мы оценивали вклад KATP-каналов в регуляцию тонуса артерий 
у крыс в возрасте 3–4 месяцев и 12–15 дней при нормальном рН и при рН 6.8. У крыс 
в возрасте 3–4 месяцев блокатор KATP-каналов глибенкламид не изменял сократитель-
ные ответы артерий на метоксамин ни при рН 7.4 (рис. 2а), ни при рН 6.8 (рис. 2b). 

Так же, как и у крыс в возрасте 3–4 месяцев, глибенкламид не вызывал измене-
ния сократительных ответов на метоксамин у 12–15-дневных крысят ни при рН 7.4 
(рис. 3а), ни при рН 6.8 (рис. 3b).

Ацидоз приводит к уменьшению вклада TASK-1-каналов в регуляцию тонуса арте-
рий у 12–15-дневных крыс.

На последнем этапе работы мы оценивали вклад каналов TASK-1 в регуляцию то-
нуса артерий у крыс в возрасте 3–4 месяцев и 12–15-дневных крыс при нормальном 
рН и при рН 6.8. У крыс в возрасте 3–4 месяцев блокатор TASK-1-каналов AVE1231 
не изменял сократительные ответы артерий на метоксамин ни при рН 7.4 (рис. 4а), ни 
при рН 6.8 (рис. 4b). 

У 12–15-дневных крысят AVE1231 приводил к существенному усилению сократи-
тельных ответов артерий на метоксамин при рН 7.4 (рис. 5а). При рН 6.8 AVE1231 так-
же вызывал прирост сократительных ответов на метоксамин (рис. 5b), который, однако, 
был меньше, чем при нормальном рН. Для того, чтобы сравнить эффекты AVE1231 при 
рН 7.4 и при рН 6.8, мы оценивали изменение площади под кривыми в присутствии 
AVE1231 в процентах от площади в присутствии растворителя при каждом рН. Оказа-
лось, что при рН 7.4 площадь в присутствии AVE1231 составила 164 ± 10% от площади 
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в присутствии ДМСО, а при рН 6.8 площадь в присутствии AVE1231 составила 128 ± 
± 12% от площади в присутствии ДМСО (p < 0.05, непарный t-критерий Стьюдента). 
Следовательно, мы можем сделать вывод, что при более кислом рН влияние AVE1231 
на сократительные ответы артерий на метоксамин у 12–15-дневных крысят оказыва-
ются меньше, чем при нормальном рН. 
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Рис. 3. Влияние блокатора KATP-каналов глибенкламида на сократительные ответы подкожной артерии на 
метоксамин у 12–15-дневных крысят при рН 7.4 (а) и рН 6.8 (b). Числа в скобках обозначают количество 
животных в группе. 

Рис. 4. Влияние блокатора TASK-1-каналов AVE1231 на сократительные ответы подкожной артерии на ме-
токсамин у крыс в возрасте 3–4 месяцев при рН. 

Рис. 5. Влияние блокатора TASK-1-каналов AVE1231 на сократительные ответы подкожной артерии на 
метоксамин у 12–15-дневных крысят при рН 7.4 (а) и рН 6.8 (b). Числа в скобках обозначают количество 
животных в группе. * p < 0.05 (двухфакторный дисперсионный анализ для повторных измерений). 7.4 (а) 
и рН 6.8 (b). Числа в скобках обозначают количество животных в группе. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В рамках данной работы нами было проведено исследование роли KATP и TASK-1 
калиевых каналов в регуляции сократительных ответов артерий при некомпенсиро-
ванном внеклеточном ацидозе у 12–15-дневных крыс и крыс в возрасте 3–4 месяцев. 
Результаты проведенных экспериментов свидетельствуют о том, что внеклеточный 
метаболический ацидоз подавляет сократительные ответы резистивных артерий как 
у крыс в возрасте 3–4 месяцев, так и у крысят в возрасте 12–15 дней. Эти данные хоро-
шо соотносятся с имеющимися данными литературы, где в подавляющем большинстве 
работ снижение рН также угнетало сократительную активность резистивных артерий. 
Например, ранее было показано, что закисление рН уменьшает сокращение артерий 
брыжейки [21, 22], мозговых артерий [23–25], артерий сетчатки [26], артерий молоч-
ной железы [11] и артерий скелетных мышц [27] у взрослых половозрелых животных. 
В то же время необходимо отметить, что онтогенетический аспект влияния некомпен-
сированного метаболического ацидоза на сократительную активность артерий изучен 
значительно хуже. В частности, ранее было показано, что респираторный (не метабо-
лический) ацидоз приводит к подавлению сократительных ответов аорты и артерий 
брыжейки у новорожденных кроликов [28, 29]. Кроме этого, нами было недавно про-
демонстрировано, что метаболический ацидоз вызывает уменьшение сократительных 
реакций подкожных артерий с интактным эндотелием у 12–15-дневных крысят, что 
связано, в частности, с усилением антиконстрикторной роли оксида азота NO [3]. Вме-
сте с тем на сегодняшний момент остается практически неисследованным, как влияет 
снижение внеклеточного рН на механизмы регуляции тонуса, присущие гладкомышеч-
ным клеткам сосудов в раннем онтогенезе. 

Антиконстрикторное влияние TASK-1-каналов, ярко выраженное в период ран-
него постнатального онтогенеза, в значительной степени уменьшалось при ацидозе. 
В данном случае такое влияние ацидоза согласуется с данными литературы, поскольку 
TASK-1-каналы описаны как чувствительные к рН: при ацидозе их активность сни-
жается, в то время как при алкалозе растет [30, 31]. Наши экспериментальные данные 
впервые позволили продемонстрировать, что в период раннего постнатального онтоге-
неза в артериях большого круга кровообращения высокая антиконстрикторная актив-
ность TASK-1-каналов существенно уменьшается при снижении рН до 6.8, но не ис-
чезает совсем. Отметим, что у животных в возрасте 3–4 месяцев антиконстрикторного 
влияния TASK-1-каналов не было обнаружено ни при нормальном, ни при кислом рН. 

Основываясь на данных литературы мы предполагали, что ацидоз может вызывать 
активацию KATP-каналов [9, 10], тем самым усиливая их антиконстрикторное влияние, 
не выраженное при нормальном рН в подкожной артерии взрослых крыс и крысят 
в ранний постнатальный период [7]. Более того, у животных в ранний постнатальный 
период из-за снижения антиконстрикторного влияния TASK-1-каналов в условиях аци-
доза мы могли ожидать, что функциональный вклад других калиевых каналов, напри-
мер KATP, будет увеличиваться. Несмотря на наши предположения, экспериментальные 
данные продемонстрировали обратное. Блокатор KATP-каналов глибенкламид не ока-
зывал влияния на артерии крыс в возрасте 3–4 месяцев и 12–15-дневных крыс как при 
нормальном рН, так и при ацидозе, то есть влияние сниженного рН на эти артерии не 
связано с активацией KATP-каналов. 

Таким образом, полученные в данной работе результаты свидетельствуют о том, 
что закисление внеклеточной среды приводит к подавлению сократительной актив-
ности артерий крыс в возрасте 3–4 месяцев и крысят в период раннего постнатально-
го онтогенеза, при этом у последних также снижается антиконстрикторное влияние 
TASK-1-каналов, а KATP-каналы не оказывают влияния на регуляцию тонуса сосудов ни 
при нормальном, ни при кислом рН ни в одной из возрастных групп. Вместе с тем оста-
ется неясным, активация и/или подавление каких механизмов регуляции сосудистого 
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тонуса приводит к снижению сократительных реакций гладкой мышцы в раннем пост-
натальном периоде. Можно предположить, что в качестве одного из таких механизмов 
может выступать Rho-киназа, играющая проконстрикторную роль в гладкомышечных 
клетках, особенно ярко выраженную в раннем онтогенезе [32, 33]. Отметим, что для 
Rho-киназы ранее было показано снижение ферментативной активности при рН < 7.0 
[34]. Вопрос о механизмах, объясняющих снижение сократительных реакций гладко-
мышечных клеток в условиях снижения рН в раннем постнатальном периоде, остается 
открытым и станет предметом дальнейших исследований. 
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The activity of many proteins and, as a result, of the mechanisms of vascular tone regulation 
depends on pH. A decrease of pH (uncompensated acidosis), usually causes relaxation of 
blood vessels, which has been studied in suffi cient detail for an adult, matured organism. 
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However, the effect of acidosis on the mechanisms of vascular tone regulation in the early 
postnatal period remains almost completely unexplored. The aim of this work was to study 
the effect of extracellular metabolic acidosis on the functional contribution of KATP and 
TASK-1 potassium channels to the regulation of vascular tone in early postnatal period. 
We modeled extracellular metabolic acidosis (pH 6.8, equimolar replacement of NaHCO3 
with NaCl in solution) and studied isometric contractile responses of the saphenous artery 
in rats aged 3–4 months and rat pups aged 12–15 days. Arterial contraction to the α1-
adrenergic agonist methoxamine at pH 6.8 was reduced compared to normal pH 7.4 in 
both 3–4-month-old and 12–15-day-old rats. The KATP channel blocker glibenclamide did 
not change the arterial responses to methoxamine, neither at pH 7.4 nor at pH 6.8 in any 
of the age groups. The TASK-1 channel blocker AVE1231 did not alter arterial contractile 
responses at any pH in 3–4-month-old rats. However, in 12–15-day-old rat pups, the 
increase in contractile responses to methoxamine under the infl uence of AVE1231 was less 
at pH 6.8 than at pH 7.4. Thus, the results of this work demonstrate that acidosis reduces 
the contractile activity of the arteries of 3–4-month-old animals and animals during early 
postnatal ontogenesis, while in the latter, the anticontractile role of TASK-1 channels 
decreases, and KATP channels do not affect the regulation of vascular tone, either under 
normal, or at acidic pH in any of the age groups.

Keywords: acidosis, artery, potassium channels, ATP-sensitive potassium channels, TASK-1 
channels, smooth muscle, early postnatal ontogenesis


