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В последнее время высокоспециализированные механоактивируемые (МА) каналы 
семейства Piezo вызывают повышенный интерес исследователей в связи с их уча-
стием в процессах механотрансдукции у млекопитающих. Однако до сих пор ничего 
не было известно о роли этих каналов в процессах регуляции пассивной жесткости 
мышцы и мышечного сокращения. Мы предположили, что как пассивная деформа-
ция изолированной мышцы, так и вызванное одиночное и тетаническое сокращение 
мышцы приведут к активации каналов Piezo1, работа которых может способствовать 
увеличению пассивной жесткости и амплитуды мышечного сокращения. 
Цель исследования: с помощью Dooku1 – специфического блокатора каналов Piezo1, 
и хлорида гадолиния – неспецифического блокатора МА каналов, оценить возмож-
ный вклад каналов Piezo1 в механический ответ изолированной медленной мышцы 
на пассивную деформацию и вызванные одиночные и тетанические сокращения. 
Результаты экспериментов показали, что применение гадолиния на фоне пассивно-
го растяжения привело к значимому снижению показателей пассивного напряжения 
мышцы. Интересно, что специфическое блокирование МА каналов Piezo1 с помо-
щью Dooku1 не повлияло на данные параметры. В то же время при обработке изо-
лированной мышцы раствором Dooku1 показатели максимальной силы вызванного 
одиночного и  тетанического сокращения снизились на  21 и  25% соответственно. 
При этом инкубация мышц в растворе Gd3+ не привела к существенным изменениям 
показателей вызванного сокращения. Таким образом, нами показано, что МА кана-
лы, которые могут быть блокированы Gd3+, стимулируются пассивным растяжением 
мышцы и участвуют в регуляции пассивного мышечного напряжения. В то же время 
МА каналы Piezo1 активируются в процессе мышечного сокращения и участвуют 
в его регуляции. Можно предположить, что участие МА кальциевых каналов в под-
держании мышечной жесткости и в реализации мышечного сокращения может осу-
ществляться путем дополнительной активации миофибриллярных структур ионами 
кальция, концентрация которых в  мышечном волокне увеличивается в  результате 
деятельности этих каналов. 
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ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известно, что при пассивном растяжении скелетные мышцы проявляют 
заметное сопротивление, даже когда их двигательные нейроны находятся в  состоя-
нии покоя, а  мышечные волокна активно не сокращаются. Этот компонент мышеч-
ного тонуса называется собственной (intrinsic) жесткостью мышцы [1]. Не вызывает 
сомнений тот факт, что молекулы сократительных и несократительных белков сарко-
мера (титин, десмин и др.) [2] и внеклеточного матрикса [1, 3], оказывая механиче-
ское сопротивление при растяжении/сокращении мышцы, вносят существенный вклад 
в формирование мышечной жесткости. При этом некоторые исследования, проведен-
ные на активированных пермеабилизированных мышечных волокнах, объясняют при-
рост мышечного напряжения в ответ на пассивное растяжение наличием поперечных 
актин-миозиновых мостиков  [4–7]. Однако данный механизм регуляции пассивной 
жесткости для интактной мышцы все еще далек от разгадки главным образом из-за 
того, что в отсутствие ионов кальция тропомиозин и белки тропонинового комплекса 
препятствуют взаимодействию головок миозина с нитью актина. В то же время можно 
предположить, что растяжение мышцы может приводить к достижению надпороговой 
концентрации ионов кальция, вызывающей конформационные изменения тропонин-
тропомиозинового комплекса, и способствовать активации мономеров актина в соста-
ве тонкой нити. Действительно, данные литературы указывают на то, что пассивное 
растяжение скелетных мышц может приводить к увеличению концентрации кальция 
в саркоплазме мышечных волокон [8]. Приток Ca2+ может происходить из внеклеточно-
го пространства через стретч-активируемые ионные каналы (stretch-activated ion chan-
nels, SACs) [9].

В данном контексте наше внимание привлекли механоактивируемые (МА) каль-
циевые каналы семейства Piezo1 [10], которые играют решающую роль в быстрой 
передаче сигналов во время процессов механосенсорной трансдукции в живых клет-
ках [11–13]. У млекопитающих Piezo1 экспрессируется главным образом в механо-
рецепторах клеток тканей, выполняющих важные механосенсорные функции, таких 
как кожа, стенки мочевого пузыря, почки, легкие, а также в эндотелиальных клетках 
и эритроцитах [14, 15]. В мышечных волокнах трансмембранные белки Piezo1 были 
обнаружены только несколько лет назад [10], а  в 2015  г. был открыт селективный 
агонист каналов Piezo1 под названием Yoda1 [16]. Впоследствии модификация пира-
зинового кольца Yoda1 позволила получить аналог, который не обладал агонистиче-
ской активностью, а напротив, ингибировал активность каналов Piezo1 [17, 18]. Этот 
аналог был назван Dooku1.

В настоящее время практически ничего не известно о роли каналов Piezo1 в про-
цессах регуляции пассивной жесткости мышцы и  мышечного сокращения. В  связи 
с этим мы предположили, что как пассивная деформация изолированной мышцы, так 
и вызванное одиночное и тетаническое сокращение мышцы приведут к активации ка-
налов Piezo1, работа которых увеличивает пассивную жесткость и амплитуду мышеч-
ного сокращения. 

Цель работы – с помощью химических блокаторов оценить возможный вклад МА 
каналов Piezo1 в механический ответ изолированной медленной мышцы на пассивную 
деформацию и вызванные одиночные и тетанические сокращения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Организация эксперимента
В исследовании использовались самцы крыс Wistar массой 190 ± 10 г. Под изофлу-

рановым наркозом у животных извлекались обе камбаловидные мышцы. Левая (конт
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рольная) помещалась в  раствор Рингера–Кребса комнатной температуры примерно 
на  20  мин (объем ванночки 10  мл), после чего переносилась в  экспериментальную 
камеру (объемом 15 мл) и подвергалась серии измерений активных и пассивных ме-
ханических свойств (все вместе занимало 10 мин). Общее время инкубации ‒ 30 мин. 
Правую (экспериментальную) мышцу помещали в раствор Рингера–Кребса с добавле-
нием соответствующего препарата примерно на 30 мин. После этого те же измерения 
механических параметров проводили для правой (экспериментальной) мышцы. В ка-
честве ингибиторов использовали хлорид гадолиния (неспецифический блокатор МА 
каналов) и Dooku1 (специфический блокатор МА каналов Piezo1).

Животные были разделены на 2 группы (по 8 животных в каждой группе): 
Гадолиний + механическое воздействие – Gd3++S (правая мышца); 
Контроль + механическое воздействие – C+S (левая мышца);
Dooku1 + механическое воздействие – Dooku1+S (правая мышца);
Контроль + механическое воздействие – C+S (левая мышца).
Конечная концентрация хлорида гадолиния (Santa Cruz Biotechnology, США) в рас-

творе составляла 10 мкМ [19]. Dooku1 (MedChemExpress, США) добавляли в раствор 
до достижения концентрации 20 мкM [20].

Механические измерения на мышцах ex vivo
Перед диссекцией камбаловидной мышцы измеряли оптимальную длину этой 

мышцы с помощью цифрового штангенциркуля in situ, располагая коленный и голе-
ностопный суставы под прямым углом. После инкубации в соответствующем раство-
ре мышцу прикрепляли к датчику силы с одного конца и к фиксированному крючку 
с другого конца в ванночке с регулируемой температурой (28ºC) (Aurora Scientific Bath 
809C). Оптимальную длину мышцы (L0) заново определяли с  помощью серии оди-
ночных сокращений (0.5 мс, 10 В). Максимальная сила одиночных сокращений (Ptw, 
twitch) измерялась при L0. Тест на  тетаническое изометрическое сокращение также 
выполняли при L0. Мышцу стимулировали в течение 2 с при частоте импульсов 40 Гц 
двумя параллельными платиновыми электродами. Оптимальная частота и  длитель-
ность импульсов была определена в предварительных экспериментах. Регистрировали 
максимальную силу тетанического сокращения (Po) и время полурасслабления (½ RT, 
relaxation time). 

Далее на этой же мышце измерялись пассивные механические свойства. Мышца 
устанавливалась на расслабленную длину (slack length, Ls), т.  е. длину, при которой 
можно зафиксировать минимальное напряжение. Затем мышца растягивалась на 25% 
от Ls со скоростью 50 мм/с. Мышца находилась в растянутом состоянии в течение двух 
минут, после чего возвращалась на Ls. Фиксировалась максимальная сила в начале те-
ста на растяжение (Pt, maximal passive tension) и в конце (Ps, passive steady tension), так 
как пассивное напряжение постепенно снижалось (расслабление напряжения) и вы-
ходило на плато ко второй минуте теста. Поскольку считается, что моделью мышцы 
могут служить 2 эластичных элемента, соединенные параллельно через вязкостной 
элемент, то из полученных данных рассчитывался модуль Юнга для двух эластичных 
элементов (E1 и E2) [21]. Также рассчитывались удельные значения указанных параме-
тров. Для нормализации показателей вычисляли физиологическую площадь попереч-
ного сечения мышцы (фППС): сырой вес мышцы, деленный на оптимальную длину, 
умноженную на плотность мышцы (1.07 г/см3) [22]. Измерения силы были выполне-
ны с использованием датчика силы Aurora Scientific 305C-LR с частотой сбора дан-
ных 10 кГц. Обработку данных проводили с помощью Aurora Scientific 615A Analysis 
Software Suite.
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Статистическая обработка данных
Данные представлены как средние ± σ. Для проверки нормальности распределе-

ния выборки использовались тесты Колмогорова–Смирнова (> 0.20) и Шапиро–Уилка 
(> 0.05). Для определения различий между контрольной и экспериментальной мышцей 
(из одного животного) применялся парный t-тест. Статистически значимыми счита-
лись различия при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Применение Gd3+ на фоне тестовой деформации, используемой для расчета параме-
тров пассивной жесткости, привело к снижению максимального пассивного напряже-
ния на 16% (рис. 1с), пассивного устойчивого напряжения на 13% (рис. 1d) и их удель-
ных значений на 16 и 12% (табл. 1) соответственно. При действии Gd3+ наблюдалось 
также значимое снижение модуля Юнга для максимального пассивного напряжения 
на 20% (табл. 1). Эти данные свидетельствуют о том, что Gd3+ мог блокировать работу 
МА катионных каналов и связанное с ними поступление Ca2+, что в итоге привело к не-
возможности образования поперечных актин-миозиновых мостиков. При этом пара-
метры активного сокращения мышц не изменились при инкубации мышцы в растворе 
Gd3+ (рис. 1a, b; табл. 1).
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Рис. 1. Механические свойства камбаловидной мышцы крысы в норме и при действии хлорида гадолиния: 
максимальное одиночное сокращение (a), максимальная изометрическая сила (b), максимальное пассивное 
напряжение (с), пассивное устойчивое напряжение (d). 

Поскольку известно, что Gd3+ является относительно неспецифичным ингибитором 
в отношении МА каналов [19], и данное обстоятельство может приводить к ложнополо-
жительным выводам, мы изучили более избирательное ингибирование активируемого 
растяжением ионного канала Piezo1. Документально подтверждено, что каналы Piezo1 
проницаемы для ионов кальция [10], и в связи с этим вызванное активацией Piezo1 повы-
шение уровня Ca2+ могло бы способствовать повышению мышечной жесткости.

Тем не менее в настоящем исследовании инкубация мышц в растворе Dooku1 (ин-
гибитор каналов Piezo1) привела к небольшому снижению показателей пассивного на-
пряжения, которое не достигло статистической значимости (рис. 2c, d; табл. 1).

Интересно, что специфическое блокирование МА каналов Piezo1  с помощью 
Dooku1 приводило к снижению параметров активного сокращения мышц: силы оди-
ночного сокращения (на 21%) (рис. 2a), максимальной изометрической силы (на 25%) 
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(рис. 2b); удельной изометрической силы (на 20%) (табл. 1). Полученные данные ука-
зывают на то, что МА каналы Piezo1 активируются в процессе мышечного сокращения 
и участвуют в его регуляции.
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Рис. 2. Механические свойства камбаловидной мышцы крысы в норме и при действии Dooku1. Максималь-
ное одиночное сокращение (a), максимальная изометрическая сила (b), максимальное пассивное напряжение 
(с), пассивное устойчивое напряжение (d).

Таблица 1. Механические свойства камбаловидной мышцы крысы 

Gd3+ Dooku1

Ptw, mN –4.9 ± 7.3 (5.94%) –21.0 ± 7.5 (21.1%)*

Po, mN –17.9 ± 43.2 (3,63%) –165.4 ± 45.5 (25.2%)*

sPo, mN/mm2 –2.7 ± 9.2 (2.47%) –25.7 ± 12.3 (20.1%)#

½ RT, ms –12.6 ± 56.2 (4.52%) –48.2 ± 56.1 (18.4%)

Pt, mN –29.5 ± 8.1 (16.3%)* –21.6 ± 10.7 (10.8%)#

Ps, mN –11.6 ± 3.6(12.8%)* –8.8 ± 4.5 (8.8%)

sPt, N/cm2 –0.6 ± 0.2 (16.2%)* –0.1 ± 0.2 (3.4%)

sPs, N/сm2 –0.2 ± 0.1 (12.4%)# –0.03 ± 0.1 (1.9%)

E1, N/сm2 –1.6 ± 0.5 (20.1%)* –0.4 ± 0.6 (4.9%)

E2, N/сm2 –1.0 ± 0.5 (12.4%)# –0.1 ± 0.5 (1.93%)

Примечание. Данные представлены как разница средних между контрольной и  экспериментальной груп-
пой ± σ. Ptw – максимальное одиночное сокращение; Po – максимальная изометрическая сила; sPo – удель-
ная изометрическая сила; ½ RT  – время полурасслабления; Pt  – максимальное пассивное напряжение;  
Ps – пассивное устойчивое напряжение; sPt – удельное пассивное напряжение; sPs – удельное устойчивое 
напряжение; E1 – модуль Юнга для первого упругого элемента; E2 – модуль Юнга для второго упругого 
элемента. * – p < 0.05, # – тенденция к значимости различий (p < 0.1).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенных экспериментов с  применением ингибиторного анализа 
показали, что МА каналы, которые могут быть блокированы Gd3+, стимулируются пас-
сивным растяжением мышцы и участвуют в регуляции мышечной жесткости. Важно 
подчеркнуть, что использование гадолиния, к  сожалению, не позволяет установить, 
какие именно канальные белки могли выступать в роли такого регулятора. Известно, 
что гадолиний является относительно неспецифичным ингибитором и, помимо МА ка-
налов, может блокировать кальциевые каналы L-типа и депо-управляемые кальциевые 
каналы [23–25], Na+ и K+ каналы [26, 27], Ca2+-активируемые хлоридные каналы [28], 
пуриновые P2X каналы [29] при концентрациях, которые могут перекрываться с теми, 
которые используются для блокирования МА каналов. 

В свете сказанного далее мы исследовали специфическое блокирование МА кана-
лов Piezo1 с помощью Dooku1 и обнаружили, что инкубация камбаловидных мышц 
в растворе данного препарата привела к значимому снижению силы вызванного оди-
ночного и тетанического изометрического сокращения. Таким образом, было показа-
но, что каналы Piezo1 активируются в процессе мышечного сокращения и участвуют 
в его регуляции. Необходимо отметить, что первоначально Dooku1 позиционировался 
как ингибитор активности каналов Piezo1, индуцируемой активатором данных каналов 
Yoda1: конкурентное связывание Dooku1 c каналом Piezo1 снижало связывание с ним 
Yoda1 [17]. Однако в последующих экспериментах, проведенных на гладкомышечных 
клетках, был продемонстрирован независимый от Yoda1 эффект [12]. Dooku1 также 
ингибировал механически вызванное поступление Ca2+ в одонтобласты [11] и механи-
чески вызванную активацию коннексин-43-содержащих белковых каналов в остеоци-
тах [13]. Эти данные совместно с полученными в нашем исследовании свидетельству-
ют о том, что Dooku1 может подавлять не только химически активированную работу 
каналов Piezo1, но и их активацию, вызванную с помощью механической деформации 
мембраны клетки.

Наши данные также хорошо согласуются с ранее опубликованной работой Dienes 
с соавт., которые показали, что Dooku1 снижает пиковую силу одиночного и тетаниче-
ского сокращения камбаловидной мышцы на 76 ± 20 и 67 ± 18% соответственно [20]. 
Авторы объясняют полученные результаты наличием конститутивно открытых кана-
лов Piezo1 в мембране мышечного волокна.

Таким образом, мы предполагаем, что участие каналов Piezo1 в реализации мы-
шечного сокращения может осуществляться путем дополнительной активации мио-
фибриллярных структур ионами кальция, концентрация которых в мышечном волок-
не увеличивается в результате деятельности этих каналов. В данном случае можно 
говорить о  процессе Piezo-механического сопряжения в  регуляции мышечного со-
кращения. При этом каналы Piezo1, вероятно, не участвуют в механическом ответе 
на пассивное растяжение мышцы, так как их специфическое блокирование не меняет 
характера ответа.
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The Effect of Mechano-Activated Channels on Passive Stiffness and Contraction 
Amplitude of Slow Muscle
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Recently, highly specialized mechano-activated (MA) channels of the Piezo family have 
aroused increased interest among researchers in connection with their participation in the 
processes of mechanotransduction in mammals. However, until now nothing has been 
known about the role of these channels in the regulation of muscles’ passive stiffness 
and contraction. We assumed that both passive deformation of an isolated muscle and 
induced twitch and tetanic muscle contraction would lead to activation of Piezo1 channels, 
which increases passive stiffness and amplitude of muscle contraction. The purpose of the 
study: using Dooku1, a specific inhibitor of Piezo1 channels, and gadolinium chloride, 
a non-specific inhibitor of MA channels, to evaluate the possible contribution of Piezo1 
channels to the mechanical response of an isolated slow muscle to passive deformation 
and induced twitch and tetanic contractions. The experimental results showed that the use 
of gadolinium led to a significant decrease in the parameters of passive muscle stiffness. 
Interestingly, the specific blocking of the Piezo1 MA channels using Dooku1 did not affect 
these parameters. At the same time, when the isolated muscle was treated with Dooku1 
solution, the maximum tension of the induced twitch and tetanic contractions decreased 
by 21 and 25% respectively. Also, incubation of muscles in Gd3+ solution did not lead to 
significant changes in the parameters of induced contraction. Thus, we have shown that the 
MA channels, which can be blocked by Gd3+, are stimulated by passive muscle stretching 
and are involved in the regulation of muscle stiffness. At the same time, the Piezo1 MA 
channels are activated during muscle contraction and are involved in its regulation. It can 
be assumed that the participation of calcium channels in maintaining muscle stiffness 
and in the realization of muscle contraction can be carried out by additional activation 
of myofibrils with calcium ions, the concentration of which in muscle fiber increases as 
a result of the activity of these channels.

Keywords: skeletal muscle, stiffness, mechano-activated channels, Piezo1


