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Исследовали влияние пуринергической сигнальной системы и вклад транспорте-
ров Cl– в изоосмотическую стрикцию сосудистых гладкомышечных клеток (ГМК), 
возникающую при нормализации осмотического давления после длительной инку-
бации в гипоосмотической среде. Исследование проводили методом механографии 
на деэндотелизированных кольцевых сегментах аорты крыс-самцов линии Wistar. 
Изоосмотическую стрикцию вызывали помещением сосудистых сегментов в нормо-
осмотический раствор Кребса, содержащий 120 мМ NaCl после 40-минутной инку-
бации в гипоосмотическом растворе Кребса, содержащем 40 мМ NaCl. Пуринерги-
ческие рецепторы активировали неселективным агонистом P2X и P2Y рецепторов 
аденозин-5’-трифосфатом (АТФ, 500 мкМ) и селективным агонистом P2Y рецепто-
ров уридин-5’-трифосфатом (УТФ, 500 мкМ). АТФ и УТФ устраняли транзиторный 
характер изоосмотической стрикции ГМК аорты, не влияя на ее величину. Пред-
обработка сегментов АТФ и УТФ во время инкубации в гипоосмотическом растворе 
полностью подавляла развитие изоосмотической стрикции в присутствии АТФ или 
УТФ, но не влияла на изоосмотическую стрикцию без активаторов пуринергиче-
ских рецепторов. Ингибитор Na+, K+, 2Cl--котранспорта  (NKCC) буметанид (100 
мкМ) устранял изоосмотическую стрикцию в присутствии АТФ, но не УТФ, одна-
ко восстанавливал ее транзиторный характер. Неселективный блокатор Cl--каналов 
и Cl-, HCO3

--обменника DIDS (100 мкМ) подавлял развитие изоосмотической стрик-
ции как в присутствии АТФ, так и УТФ. Блокатор калиевых каналов тетраэтилам-
моний (10 мМ) потенцировал констрикторное действие УТФ на изоосмотическую 
стрикцию. Вероятно, пуринергические рецепторы устраняют транзиторность изо-
осмотической стрикции за счет активации Cl--токов  через активацию P2Y рецепто-
ров. Механизм взаимодействия пуринергической сигнальной системы и транспорта 
Cl– при изменении объема клетки требует дальнейшего изучения.
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нергические рецепторы, Na+, K+, 2Cl--котранспорт, Cl--каналы
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ВВЕДЕНИЕ

Объем клеток является одним из ключевых параметров, влияющих на внутрикле-
точный гомеостаз, и подлежит строгому контролю. К изменению объема клеток при-
водит увеличение или уменьшение осмолярности внеклеточной или внутриклеточной 
среды, приводящее к сжатию или набуханию клеток соответственно [1]. Последнее 
наблюдается при таких патологических состояниях, как гипертензия [2], нарушения 
водно-солевого баланса (гипо- или гипернатриемия) [1]. Набухание и пролиферация 
гладкомышечных клеток (ГМК) легочной артерии в модели артериальной легочной 
гипертензии были продемонстрированы в работе Sun с соавт. [2], увеличение объема 
ГМК базилярных артерий было продемонстрировано Shi с соавт. в модели почечной 
гипертензии [3]. Показано, что набухание ГМК активирует механизмы регуляторного 
снижения объема (regulatory volume decrease, RVD), которое сопровождается транзи-
торной сократительной реакцией – гипоосмотической стрикцией [4, 5]. В основе RVD 
лежит активация K+-каналов [5], Cl- каналов [6, 7], K+, Cl--котранспорта  [8], объем-
регулируемых анионных каналов [9]. Инкубация ГМК в гипотонической среде при-
водит к снижению внутриклеточной концентрации Cl– [3]. Продемонстрировано, что 
блокирование Na+, K+, 2Cl--котранспорта (NKCC) подавляет гипоосмотическую стрик-
цию ГМК аорты крысы. С другой стороны, восстановление нормальной осмолярности 
после длительного воздействия гипоосмотической среды приводит к сжатию клеток 
[5], сопровождающемуся активацией механизмов регуляторного увеличения объема 
(regulatory volume increase, RVI), включающего активацию NKCC [10], H+, Na+-обмен-
ника и Cl-,HCO3

--обменника  [6]. В сосудистых ГМК регуляторное увеличение объе-
ма клеток сопровождается транзиторным сокращением – изоосмотической стрикцией 
клеток, амплитуда которой увеличивается при ингибировании NKCC [4].

Учитывая, что как снижение осмолярности инкубационной среды, так и восста-
новление ее нормальных значений приводят к повышению тонуса сосудистых ГМК, 
представляется важным исследование факторов, влияющих на величину и длитель-
ность описанных сократительных реакций. Одним из таких факторов является пури-
нергическая сигнальная система, опосредуемая внеклеточным аденозин-5’-трифосфа-
том (АТФ). АТФ выделяется из эритроцитов [11], ГМК [12], эндотелиальных клеток 
[13], симпатических нервных окончаний [14] под действием таких факторов, как ме-
ханическая деформация эритроцитов [15], снижение рН крови [16] и увеличение пар-
циального давления CO2 [11], турбулентный ток крови [17], умеренное повышение 
температуры [18]. АТФ активирует рецепторы групп P2X и P2Y на мембранах ГМК 
и эндотелиальных клеток [19]. Ранее на кольцевых сегментах легочной артерии крысы 
было показано, что неселективный активатор P2X- и P2Y- рецепторов АТФ устраняет 
транзиторный характер гипоосмотической стрикции, но подавляет развитие изоосмо-
тической стрикции. Блокирование Cl--каналов, но не NKCC способствовало ее восста-
новлению [20].

Известно, что экспрессия подтипов P2X- и P2Y-рецепторов и физиологические 
эффекты их активации варьируют в зависимости от типа сосудистого ложа [19]. Так, 
ГМК аорты крысы экспрессируют рецепторы P2X1 и P2Y2,4, тогда как ГМК легочной 
артерии – P2X1 и P2Y2,4,6 [21]. Чтобы выявить возможные отличия в реакции ГМК со-
судов большого и малого кругов кровообращения на изменение осмолярности среды 
и концентрации внеклеточного АТФ, мы исследовали влияние активаторов пуринерги-
ческих рецепторов на сосуды системного кровотока, выбрав в качестве модели аорту 
крысы, которая широко используется как в исследовании сигнальных механизмов ре-
гуляции ГМК, так и тестировании фармакологических соединений [22].
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на изолированных кольцевых деэндотелизированных сег-
ментах грудного отдела аорты крыс – самцов линии Wistar массой 180–250 г, которых 
содержали в специализированном виварии с соблюдением всех установленных норм. 
Аорту выделяли после умерщвления животных методом ингаляции СО2. Выделенные 
сосуды помещали в физиологически сбалансированный солевой раствор Кребса, содер-
жащий (мМ) 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; 316.4 мОсм/л). Осмолярность растворов 
контролировали криоскопическим методом с помощью осмометра-криоскопа ОСКР-1 
согласно стандартной методике измерения температуры замерзания раствора.

После удаления жировой и соединительной ткани сосуд нарезали на сегменты 
шириной 2–3 мм, эндотелий удаляли механически вращением деревянного шпателя 
в просвете сегмента в течение 1 мин. Отпрепарированные сегменты использовали не-
медленно. Удаление эндотелия контролировали по отсутствию реакции расслабления 
в ответ на добавление ацетилхолина (5–100 мкМ). Неиспользованную часть аорты 
сохраняли в холодильнике при 4 ºС и использовали в течение двух дней с момента 
выделения сосуда. В предварительных экспериментах было показано, что 24-часовое 
хранение артерии при 4 ºС не влияет на сократительные свойства гладких мышц.

Механическое напряжение (МН) сосудистых гладкомышечных сегментов (СГМС) 
измеряли с помощью четырехканальной механографической установки Myobath II и ап-
паратно-программного обеспечения LAB-TRAX-4/16 (World Precision Instruments, Герма-
ния). Для этого СГМС фиксировали в рабочей камере объемом 10 мл, заполненной физи-
ологическим раствором Кребса, растягивали нагрузкой 500 мг и термостатировали при 
37 ºС в течение 40–50 мин. Далее вызывали два последовательных сократительных ответа 
помещением СГМС в гиперкалиевый раствор (30 мМ KCl), который получали путем экви-
молярного замещения 30 мM NaCl на KCl в растворе Кребса. Амплитуда сократительного 
ответа на действие 30 мМ KCl соответствует полумаксимальной. Ранее было показано, 
что начиная со второго сокращения, наблюдаемого при помещении кольцевого препарата 
в раствор, содержащий 30 мМ KCl, СГМС сокращаются со стабильной амплитудой.

Для получения изоосмотической стрикции сегменты инкубировали в течение 
60 мин в гипоосмотическом растворе Кребса, содержащем 40 мМ NaCl, и затем возвра-
щали в нормальный раствор Кребса (120 мМ NaCl). Для активации пуринергических 
рецепторов использовали неселективный активатор P2X- и P2Y-рецепторов АТФ и се-
лективный активатор P2Y-рецепторов (P2Y2, P2Y4) уридин-5’-трифосфат (УТФ) [23, 24].

Влияние активаторов пуринергических рецепторов на развитие изоосмотической 
стрикции оценивали тремя путями:

1) Инкубирование сегментов аорты в гипоосмотическом растворе Кребса (60 мин) 
и последующее их помещение в изоосмотический раствор Кребса, содержащий 
500 мкМ АТФ или УТФ (рис. 1a).

2) Инкубирование сегментов аорты в гипоосмотическом растворе Кребса (60 мин), 
содержащем 500 мкМ АТФ или УТФ, и последующее их помещение в изоосмо-
тический раствор Кребса, содержащий 500 мкМ АТФ или УТФ (рис. 1b).

3) Инкубирование сегментов аорты в гипоосмотическом растворе Кребса (60 мин), 
содержащем 500 мкМ АТФ или УТФ, и последующее их помещение в изоосмо-
тический раствор Кребса, не содержащий активаторов пуринергических рецеп-
торов (рис. 1c).

Для исследования вклада транспорта Cl- использовали ингибитор NKCC бумета-
нид, неселективный блокатор Cl--каналов [25, 26] и HCO3

-, Cl--обменника [27] DIDS 
(4,4-diisothiocyanostilbene-2,2-disulphonic acid). Для исследования вклада K+-каналов 
использовали неселективный блокатор К+-каналов тетраэтиламмоний (ТЭА). Указан-
ные соединения добавляли к СГМС перед заменой гипоосмотического раствора на 
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изоосмотический и инкубировали в течение времени, определенного в предваритель-
ных экспериментах и показавшего близкий к полумаксимальному эффект воздейст-
вия. Время предобработки буметанидом (100 мкМ), DIDS (100 мкМ) и ТЭА (10 мМ) 
составляло 15, 30 и 10 мин соответственно. Все реактивы произведены Sigma-Aldrich. 
Амплитуду сократительных ответов рассчитывали в процентах от амплитуды сокра-
щения на гиперкалиевый раствор Кребса (30 мM KCl), которую принимали за 100%.

Статистическую обработку полученных результатов проводили при помощи 
программы Statistica 7.0 for Windows фирмы Statsoft. Фактические данные пред-
ставлены в виде: медиана ± интерквартильный размах (Q1; Q3). Для определения ха-
рактера распределения полученных данных использовали критерий нормальности 
Колмогорова – Смирнова. Сформированные выборки не подчинялись закону нормаль-
ного распределения, поэтому для проверки статистических гипотез были использова-
ны непараметрические критерии. Для проверки гипотезы об однородности двух неза-
висимых выборок использовался U-критерий Манна – Уитни (Mann–Whitney U test). 
Достоверными считали различия при значении р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние активаторов пуринергических рецепторов на изоосмотическую стрикцию
Помещение СГМС в нормальный раствор Кребса (120 мМ NaCl) после 60-минут-

ной инкубации в гипоосмотической среде (40 мМ NaCl) приводило к развитию тран-
зиторного сокращения амплитудой 21.6 (15.5; 27.7)% от контрольной гиперкалиевой 
контрактуры и длительностью 38.8 (37.2; 40.4) мин (n = 10).

В первой серии экспериментов, описанной в разделе «Методы исследования», оце-
нивали влияние АТФ или УТФ на изоосмотическую стрикцию, полученную после ин-
кубации в чистом гипоосмотическом растворе, не содержащем активаторы пуринерги-
ческих рецепторов. В данной модели добавление как АТФ (500 мкМ), так и УТФ (500 
мкМ) (рис. 1a) не оказывало статистически значимого влияния на амплитуду изоосмо-
тической стрикции (МН составило 18.7 (15.2; 22.6)% и 19.5 (15.3; 24.2)% соответст-
венно (n = 4, p > 0.05)). Однако в присутствии как АТФ, так и УТФ сегменты не рассла-
блялись: изоосмотическая стрикция приобретала поддерживаемый характер (рис. 1а).

Во второй серии экспериментов активаторы пуринергических рецепторов добавля-
ли не только на фоне развития изоосмотической стрикции, но и к гипоосмотическому 
раствору, чтобы оценить влияние их длительного воздействия. В условиях предвари-
тельной инкубации сегментов в гипоосмотическом растворе, содержащем АТФ (500 
мкМ) или УТФ (500 мкМ), добавление как АТФ (500 мкМ), так и УТФ (500 мкМ) 
(рис. 1b) к нормальному раствору Кребса, используемому для получения изоосмотиче-
ской стрикции, полностью подавляло развитие последней (n = 4, p < 0.05).

В то же время отмывание СГМС чистым раствором Кребса после инкубации в ги-
поосмотическом растворе с АТФ приводило к развитию изоосмотической стрикции, 
параметры которой не отличались от контрольных значений: амплитуда сокращения 
составила 23.7 (6.9; 41.6)%, длительность 32.0 (22.0; 42.3) мин (n = 4, p > 0.05) (рис. 1c). 
В случае, если гипоосмотический раствор содержал УТФ (500 мкМ), амплитуда и дли-
тельность изоосмотической стрикции также не отличались от контрольных значений 
(24.3 (16.9; 31.0)% и 41.0 (40.5; 41.5) мин (n = 4, p > 005) (рис. 1c)).

Роль ионных транспортеров в действии активаторов пуринергических рецепторов 
на изоосмотическую стрикцию

Далее, чтобы изучить влияние активаторов пуринергических рецепторов непо-
средственно на изоосмотическую стрикцию, сегменты аорты инкубировали согласно 
первой схеме (рис. 1а). Для исследования вклада транспортеров ионов хлора и калия 
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сегменты перед заменой гипоосмотического раствора на изоосмотический инкубиро-
вали с соответствующими блокаторами в течение времени, определенного в предвари-
тельных экспериментах и показавшего полумаксимальный эффект воздействия (время 
предобработки блокаторами указано далее в тексте).

Сравнение влияния буметанида, DIDS и ТЭА на параметры изоосмотической 
стрикции представлены в табл. 1.

Рис. 1. Влияние активаторов пуринергических рецепторов на развитие изоосмотической стрикции гладко-
мышечных сегментов аорты крысы в сериях экспериментов, описанных в разделе «Методы исследования» 
(подробное описание результатов в тексте). (a) – влияние АТФ (500 мкМ) и УТФ (500 мкМ) на изоосмоти-
ческую стрикцию, полученную по первой схеме экспериментов. (b) – влияние АТФ (500 мкМ) и УТФ (500 
мкМ) на изоосмотическую стрикцию, полученную по второй схеме экспериментов. (с) – влияние АТФ (500 
мкМ) и УТФ (500 мкМ) на изоосмотическую стрикцию, полученную по третьей схеме экспериментов. По 
оси абсцисс – время (часы), по оси ординат – механическое напряжение (мН). Стрелками показано добав-
ление и удаление растворов. Пунктирной линией показано изменение механического напряжения сегмента 
в контроле, сплошной – при добавлении АТФ или УТФ. На диаграммах представлены медиана и интерквар-
тильный размах амплитуды изоосмотической стрикции в соответствующих сериях экспериментов. * – стати-
стически значимые отличия от контрольных значений (p < 0.05).
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Таблица 1. Влияние блокаторов ионных транспортеров на параметры изоосмотической 
стрикции

Блокаторы Без блокаторов Буметанид
(100 мкМ)

DIDS
(100 мкМ)

ТЭА
(10 мМ)

МН, %
t, мин

21.6 (15.5; 27.7)  
38.8 (37.2; 40.4)

39.5 (24.0; 54.2)*
143.8 (134.4; 152.4)*

14.0 (13.2; 15.4)*
28.1 (23.2; 35.4)*

70.7 (54.6; 79.3)*
Не расслаблялись

МН – механическое напряжение, t – длительность стрикции, * – достоверные отличия от значений, получен-
ных в отсутствие блокаторов (p < 0.05).

Аналогичные данные, но в условиях добавления АТФ и УТФ представлены в табл. 2.

Таблица 2. Влияние блокаторов ионных транспортеров на параметры изоосмотической 
стрикции в присутствии АТФ или УТФ

Без блокаторов Буметанид
(100 мкМ)

DIDS
(100 мкМ)

ТЭА
(10 мМ)

120 мМ NaCl + 500 мкМ АТФ
МН, %
t, мин

18.7 (15.2; 22.6)
Не расслаблялись

0*
0*

0*
0*

55.9 (35.8; 94.8)*
Не расслаблялись

120 мМ NaCl + 500 мкМ УТФ
МН, %
t, мин

19.5 (15.3; 24.2)
Не расслаблялись

23.3 (15.2; 33.6)
31.5 (27.8; 34.0)*

0*
0*

97.1 (93.9; 120.4)*
Не расслаблялись

МН – механическое напряжение, t – длительность стрикции, * – достоверные отличия от значений, получен-
ных в отсутствие блокаторов (p < 0.05).

Предобработка буметанидом (100 мкМ, 15 мин) устраняла развитие изоосмотичес-
кой стрикции в присутствии АТФ (500 мкМ) (n = 7, p < 0.05) (рис. 2а). В то же время 
буметанид (100 мкМ, предобработка 15 мин) не оказывал влияния на амплитуду изо-
осмотической стрикции в присутствии 500 мкМ УТФ (23.3 (15.2; 33.6)%, p < 0.05, n = 
4) и возвращал ей транзиторный характер, однако несколько уменьшал длительность 
стрикции (t = 31.5 (27.8; 34.0) мин, p < 0.05) относительно контрольных значений (38.8 
(37.2; 40.4) мин (рис. 2b)).

Ингибитор Cl--каналов и Cl-/HCO3
--обменника DIDS (100 мкМ, предобработка 30 

мин) также устранял развитие изоосмотической стрикции в присутствии как АТФ, так 
и УТФ, которая в этом случае полностью отсутствовала (рис. 2a, b).

Неселективный блокатор калиевых каналов ТЭА (10 мМ, предобработка 10 мин) 
достоверно увеличивал амплитуду изоосмотической стрикции до 70.7 (54.6; 79.3)% 
(n = 4, p < 0.05)), СГМС при этом не расслаблялись (табл. 1). Добавление 500 мкМ 
АТФ к сегментам, предобработанным ТЭА, не приводило к статистически значимому 
изменению параметров изоосмотической стрикции по сравнению с изоосмотической 
стрикцией в присутствии только ТЭА (МН составило 55.9 (35.8; 94.8)% (n = 4, p > 
0.05)), СГМС при этом не расслаблялись (табл. 2). При тех же условиях амплитуда 
изоосмотической стрикции в присутствии 500 мкМ УТФ и на фоне блокирования 
калиевых каналов достоверно увеличивалась в сравнении со стрикцией в присутст-
вии только ТЭА и составила 97.1 (93.9; 120.4)% (n = 4, p < 0.05), сегменты также 
не расслаб лялись (табл. 2). В обоих случаях время достижения пика изоосмотической 
стрикции возрастало до ~ 60 мин (рис. 3).
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Рис. 2. Влияние ингибитора NKCC буметанида (100 мкМ, предобработка 15 мин) и ингибитора Cl--кана-
лов и Cl-/HCO3

--обменника DIDS (100 мкМ, предобработка 30 мин) на развитие изоосмотической стрикции 
гладкомышечных сегментов аорты крысы в присутствии 500 мкМ АТФ (а) или 500 мкМ УТФ (b). Буме-
танид и DIDS добавляли за 15 или 30 мин соответственно до индукции изоосмотической стрикции. По 
оси абсцисс – время (ч), по оси ординат – механическое напряжение (мН). Стрелками показано добавление 
и удаление растворов.

Рис. 3. Влияние ТЭА (10 мМ, предобработка 10 мин) на амплитуду и длительность изоосмотической стрик-
ции аорты в присутствии АТФ (a) или УТФ (b). Сплошной линией показана контрольная изоосмотическая 
стрикция в отсутствие добавок, точками – изоосмотическая стрикция в присутствии ТЭА, пунктирными 
линиями – изоосмотическая стрикция в присутствии АТФ или УТФ, пунктирной линией с точкой – то же, 
но при действии ТЭА. ТЭА добавляли за 10 мин до индукции изоосмотической стрикции. По оси ординат – 
механическое напряжение (мН), по оси абсцисс – время (ч).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение осмолярности среды при некоторых патологических состояниях мо-
жет приводить к набуханию клеток. Набухание клеток при артериальной гипертен-
зии было показано в моделях легочной и почечной артериальной гипертензии [2, 3]. 
В то же время восстановление осмолярности среды сопровождается сжатием клеток 
и транзиторной стрикцией кровеносных сосудов (изоосмотической стрикцией) [4, 6]. 
Однако повышение концентрации внеклеточных пуриновых нуклеотидов, в частно-
сти АТФ, препятствует расслаблению СГМС и приводит к длительному увеличению 
базального тонуса. Повышение концентрации АТФ в кровеносном русле наблюдает-
ся при гипоксии [28, 41] – состоянии, которое сопровождает ряд заболеваний, вклю-
чая бронхолегочные заболевания, артериальную легочную гипертензию [30]. Взаи-
модействие АТФ с эндотелиальными рецепторами приводит к высвобождению NO 
и релаксации сосудов [29], однако дисфункция эндотелия, сопровождающая сердеч-
но-сосудистые заболевания, может нарушать этот механизм. Ранее нами было про-
демонстрировано, что АТФ пролонгирует констрикцию сегментов легочной артерии 
в гипоосмотической среде, но подавляет изоосмотическую стрикцию. Этот эффект 
частично устранялся действием блокаторов Са2+-активируемых хлорных каналов, но 
не буметанидом [20].

Изучение изоосмотической стрикции сегментов аорты как сосудов большого круга 
кровообращения показало реакцию на активаторы пуринергических рецепторов, от-
личную от легочной артерии. Так, в присутствии как АТФ, так и УТФ изоосмотическая 
стрикция приобретала поддерживаемый характер. Действие АТФ и УТФ на изоосмоти-
ческую стрикцию зависит от условий добавления этих веществ к СГМС. Так, в случае 
предобработки активаторами пуринергических рецепторов сегментов, инкубируемых 
в гипоосмотическом растворе, и последующей индукции изоосмотической стрикции 
раствором Кребса, не содержащем этих веществ, параметры изоосмотической стрик-
ции достоверно не отличались от таковых, полученных в контрольных условиях. Сле-
довательно, влияние активаторов P2X- и P2Y-рецепторов проявляется только в момент 
их непосредственного действия и носит временный характер.

С другой стороны, известно, что АТФ быстро разрушается эктонуклеотидазами 
мембраны клеток до аденозина [31]. Показано, что в культуральных СГМК (in vitro) 
аорты крысы экспрессируются следующие эктонуклеотидазы (в порядке убывания): 
Entpd1, Entpd2, Nt5e и Entpd3 [32]. Образовавшийся аденозин далее взаимодейству-
ет с аденозиновыми рецепторами группы А: P1A1, P1A2α и P1A2β, транспортируется 
в клетку или дезаминируется до инозина [33]. Эти данные позволяют предположить, 
что наблюдаемые нами сосудистые эффекты при добавлении АТФ и УТФ могут быть 
связаны не только с активацией P2X- и P2Y-рецепторов, но и рецепторов аденозина. 
С другой стороны, в работе Bertoni с соавт. на культуральных ГМК аорты крысы, ин-
кубируемых с АТФ, продемонстрировано достаточно медленное расщепление АТФ, 
сопровождающееся медленным ростом продукции АДФ, АМФ и аденозина: через 
180 мин инкубации концентрация АТФ составляла 50% от исходной [41]. Возможная 
причина низкой продукции аденозина из АТФ, по мнению авторов, заключается в ин-
гибировании гидролиза АМФ вследствие того, что АТФ и АДФ являются мощными 
ингибиторами экто-5′-нуклеотидазы [32]. Тем не менее возможная модуляция изоос-
мотической стрикции аденозином как продуктом гидролиза АТФ эктонуклеотидазами 
требует дальнейших исследований.

Эксперименты с блокаторами транспорта Cl– показали, что и DIDS – неселектив-
ный блокатор Cl--каналов и Cl-/HCO3

--обменника, и ингибитор NKCC буметанид пол-
ностью подавляли развитие изоосмотической стрикции в присутствии АТФ. В то же 
время ингибитор NKCC буметанид в отсутствие АТФ увеличивал амплитуду изоосмо-
тической стрикции кольцевых сегментов аорты крысы. На данный момент невозможно 
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однозначно объяснить наблюдаемые изменения, особенно учитывая отличия в реакции 
изоосмотической стрикции на активацию пуринергических рецепторов в аорте и ле-
гочной артерии.

Известно, что изоосмотическая стрикция сопровождается активацией NKCC, след-
ствием чего является увеличение внутриклеточной концентрации ионов, транспорт 
в клетку воды и восстановление ее объема. С другой стороны, наблюдается значитель-
ное снижение [Cl–]i [6]. Особенностью сосудистых ГМК является относительно вы-
сокая [Cl–]i, превышающая теоретически ожидаемые значения, определяемые равно-
весием Доннана [42], и варьирующая в диапазоне 30–50 мМ [43]. Установлено, что 
потенциал покоя мембраны сосудистых ГМК колеблется от –60 до –40 мВ, тогда как 
равновесный потенциал Cl– составляет от –30 до –20 мВ. В данных условиях активация 
Cl--каналов приводит к выходу Cl– из клетки и деполяризации мембраны [43], что было 
подтверждено ранее рядом исследований [43–46]. Можно предположить, что в основе 
уменьшения [Cl–]i при изоосмотической стрикции лежит схожий механизм, заключа-
ющийся в обусловленном NKCC изначальном увеличении [Cl–]i, сдвиге равновесного 
потенциала Cl– в сторону положительных значений и, как следствие, выходе Cl– через 
Cl--каналы  [34]. С другой стороны, снижение [Cl–]i активирует серин-треониновые ки-
назы WNK (в частности, WNK3) [34, 35], которые, в свою очередь, фосфорилируют 
NKCC1 по серину и треонину, увеличивая ее активность [6].

Активаторы пуринергических рецепторов повышают вход в клетку Са2+, который 
напрямую активирует актомиозиновые взаимодействия, ряд ферментативных внутри-
клеточных систем, ионные транспортеры, включая Ca2+-активируемые K+-каналы, Cl--
каналы  и Cl-,HCO3

--обменник [31], NKCC [6]. Каждый из этих регуляторных элемен-
тов может вносить свой вклад в формирование ответа и требует отдельного изучения. 
Одним из механизмов пролонгации изоосмотической стрикции можно предположить 
активацию NKCC и увеличение [Na+]i на фоне АТФ-индуцированного входа Ca2+. Сни-
жение входящего градиента Na+ ингибирует работу Na+, Ca2+-обменника и тем самым 
способствует накоплению Са2+ в цитоплазме [36], пролонгации актомиозинового взаи-
модействия, активации Ca2+-активируемых Cl--каналов и усилению выхода Cl–  за счет 
градиента, создаваемого NKCC. Тогда блокирование NKCC и Cl--каналов на фоне воз-
можной активации Ca2+-активируемых K+-каналов может ингибировать этот механизм, 
подавляя изоосмотическую стрикцию, что и наблюдалось в эксперименте.

Вместе с тем известно, что P2X-рецепторы, являющиеся неселективными ионными 
каналами, увеличивают транспорт Са2+ в клетку и быстро инактивируются, тогда как 
P2Y-рецепторы, связанные с G-белком, образуют инозитол-трифосфат (ИФ3) и диацил-
глицерол (ДАГ). ИФ3 стимулирует выход Са2+ из саркоплазматического ретикулума 
[37], тогда как ДАГ активирует ПКС [19] через фосфатидилинозитол-бифосфат (ФИФ2) 
[38]. ПКС блокирует активность Cl-,HCO3

--обменника [39], активирует Са2+-активи-
руемые и объем-зависимые Cl--каналы [40], но ингибирует потенциал-зависимые Cl-

-каналы [41]. Снижение [Cl–]i за счет активации этих каналов способствует усилению 
активности NKCC [6] и деполяризации мембраны по механизму, описанному выше 
(рис. 4). Во всяком случае, ингибирование NKCC в эксперименте способствовало вос-
становлению исходного МН при изоосмотической стрикции в присутствии активатора 
P2Y-рецепторов УТФ. Таким образом, можно предположить, что пролонгированное 
увеличение тонуса СГМК при изменении осмолярности среды и одновременной ак-
тивации пуринергических рецепторов связано именно с киназными путями, активи-
руемыми P2Y-рецепторами. Дальнейшее и более детальное изучение регуляторных 
механизмов биологических веществ, в том числе пуринергических нуклеотидов, на 
фоне активации механизмов регуляции объема клетки позволит выявить особенности 
их функционирования в условиях и при заболеваниях, сопровождающихся изменени-
ем осмолярности внутриклеточной среды.
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Рис. 4. Гипотетическая схема взаимодействия пуринергической сигнальной системы и механизмов регуляторного 
увеличения объема клеток при изоосмотической стрикции (пояснения в тексте). NKCC – Na+, K+, 2Cl--котранспорт, 
CC – хлорные каналы (без уточнения типа), СаСС – кальций-активируемые хлорные каналы, CaPC – кальций-ак-
тивируемые калиевые каналы, СаС – потенциал-зависимые кальциевые каналы, NCa – Na+, Ca2+-обменник, ATP – 
аденозин-5’-трифосфат, UTP – уридин-5’-трифосфат, P2X – рецепторы, P2Y – рецепторы, SPR – саркоплазматиче-
ский ретикулум, IP3 – инозитол-трифосфат, DAG – диацилглицерол, PKC – протеинкиназа С, ECl, hypo – равновесный 
потенциал Cl– при инкубации в гипоосмотической среде; ECl, iso – равновесный потенциал Cl– при возвращении 
в изоосмотическую среду. Синими стрелками показано активирующее влияние, красными – ингибирующее.
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Isosmotic Striction of Rat Aorta Smooth Muscle Cells During Activation of Purinergic 
Receptors: Role of Chlorine Transport

L. V. Smagliia, b, c, *, V. S. Gusakovaa, S. V. Gusakovaa, M. A. Pshemyskiya, 
S. O. Koshubaa, and E. A. Golovanova

aSiberian State Medical University, Tomsk, Russia
b Tomsk State University, Tomsk, Russia

cSeversk biophysical scientific center, Seversk, Russia
*e-mail: lud.smagly@yandex.ru

We studied the effect of the purinergic signaling system and Cl-transporters on vascular 
smooth muscle cells (SMC) isosmotic striction that occurs when osmotic pressure 
is normalized after prolonged incubation in a hypoosmotic medium. The study was 
performed with the method of myography on endothelium-denuded ring segments of the 
male Wistar rats aorta. Isosmotic striction was induced by placing the vascular segments 
in normosmotic Krebs solution containing 120 mM NaCl after a 40-minute incubation in 
a hyposmotic Krebs solution containing 40 mM NaCl. Purinergic receptors were activated 
by adenosine 5'-triphosphate (ATP, 500 μM) as nonselective P2X and P2Y receptor agonist, 
and uridine 5'-triphosphate (UTP, 500 μM) as selective P2Y receptor agonist. ATP and 
UTP eliminated the transient nature of the aorta SMC isosmotic striction without affecting 
its amplitude. Pretreatment of vascular segments with ATP and UTP during incubation 
in a hyposmotic solution completely suppressed the development of isosmotic striction 
in the presence of ATP or UTP, but did not affect isosmotic striction without activators 
of purinergic receptors. The inhibitor of Na+, K+, 2Cl--cotransport (NKCC) bumetanide 
(100 μM) abolished isosmotic striction in the presence of ATP, but not UTP, but restored 
its transient character. A non-selective blocker of Cl– channels and Cl–, HCO3

– exchanger 
DIDS (100 μM) suppressed the development of isosmotic striction both in the presence of 
ATP and UTP. The potassium channel blocker tetraethylammonium (10 mM) potentiates 
the constrictor action of UTP on isosmotic striction. We suppose purinergic receptors 
eliminate the transient isosmotic striction by activating Cl– currents through activation of 
P2Y receptors. The mechanism of interaction between the purinergic signaling system and 
Cl– transport during changes in cell volume requires further study.

Keywords: isosmotic striction, smooth muscle cell, ATP, purinergic receptors, Na+, K+, 
2Cl--cotransport, Cl--channels


