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Резюме
Цель исследования — изучить роль хлорного транспорта в АТФ-зависимой регуляции сократи- 

тельной активности гладкомышечных клеток легочной артерии (ЛА). Материалы и методы. Исследова- 
ние проводили на деэндотелизированных кольцевых сегментах ЛА крыс-самцов линии Wistar методом 
механографии. Сократительные ответы сегментов ЛА вызывали инкубацией в гиперкалиевом растворе 
(30 мМ KCl), гипоосмотическом растворе (40 мМ NaCl), а также восстановлением осмолярности среды 
(120 мМ NaCl) после инкубации в гипоосмотической среде. Для исследований Cl–-транспорта использо-
вали ингибитор Na+, K+, 2Cl–-котранспорта (NKCC) буметанид (10 мкМ, предобработка 30 минут), несе-
лективный блокатор Cl–-каналов SITS (100 мкМ) и блокатор Са2+-активируемых Cl–-каналов нифлумовую 
кислоту (НК, 10 мкМ). Результаты. Добавление АТФ (10–500 мкМ) к сегментам, инкубируемым в рас-
творе Кребса (120 мМ NaCl), не оказывало влияния на тонус сосудов, тогда как добавление 500 и 1000 
мкМ АТФ приводило к развитию транзиторных сократительных ответов, амплитуда которых уменьша-
лась в присутствии буметанида, SITS и НК. Помещение сегментов ЛА в гипоосмотическую среду (40 
мМ NaCl) вызывало развитие транзиторного сокращения, так же как и последующее восстановление 
осмолярности среды (120 мМ NaCl). АТФ (500 мкМ) устранял фазу расслабления гипоосмотической 
стрикции, но полностью подавлял развитие изоосмотической стрикции. Буметанид не влиял на действие 
АТФ при изоосмотической стрикции, но восстанавливал фазу расслабления гипоосмотической стрикции. 
SITS и НК устраняли действие АТФ на гипо- и изоосмотическую стрикцию. Заключение. Констриктор-
ное действие АТФ на гладкомышечные клетки ЛА связано с активацией трансмембранных механизмов 
перераспределения Cl–, в которые вовлечены NKCC и Са2+-активируемые Cl–-каналы.

Ключевые слова: легочная артерия, гладкомышечные клетки, Na+, K+, 2Cl–-котранспорт, Cl–-каналы, 
АТФ, гипоосмотическое сокращение
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Abstract
Objective. The role of Cl–-transport in ATP-dependent regulation of contractile activity of rat pulmonary 

artery (PA) smooth muscle cells was studied. Design and methods. The study was performed on endothelium-
denuded ring segments of the PA of male Wistar rats. Mechanical tension was measured using organ bath technique. 
Contractions of the PA segments were induced by high-potassium solution (30 mM KCl), hyposmotic solution 
(40 mM NaCl), as well as restoration of the medium osmolarity (120 mM NaCl) after incubation in hyposmotic 
solution. Inhibitor of Na+, K+, 2Cl– cotransport (NKCC) bumetanide (10 μM, 30 minutes preincubation), non-
selective Cl–-channel blocker SITS (100 μM) and Ca2+-activated Cl– channels blocker niflumic acid (NA, 10 μM) 
were used to modulate the Cl–-transport. Results. ATP (10–500 μM) did not affect vascular tone of PA segments 
incubated in Krebs solution (120 mM NaCl), while 500 and 1000 μM ATP led to the development of transient 
contractions, the amplitude of which decreased in the presence of bumetanide, SITS and NA. Incubation of PA 
segments in a hyposmotic medium (40 mM NaCl) caused the development of transient contraction. Subsequent 
recovery of the medium osmolarity (120 mM NaCl) induced another transient contraction — isosmotic striction. 
ATP (500 μM) eliminated the relaxation phase of hyposmotic striction, and completely suppressed the development 
of isosmotic striction. Bumetanide did not affect the action of ATP during isosmotic striction, but restored the 
relaxation phase of hyposmotic striction. SITS and NA eliminated the effect of ATP on hypo- and isosmotic 
striction. Conclusions. The constrictive effect of ATP on the smooth muscle cells of the PA is associated with the 
activation of mechanisms of transmembrane Cl–-redistribution, in which NKCC and Ca2+-activated Cl– channels 
are involved.

Key words: pulmonary artery, smooth muscle cells, Na+, K+, 2Cl– cotransport, Cl–-channels, ATP, hypoosmotic 
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Введение
Хроническая гипоксия, вызываемая констрик-

цией сосудов малого круга кровообращения, играет 
ключевую роль в патогенезе легочной гипертензии, 
ассоциированной с патологией дыхательной систе-
мы и/или гипоксемией [1, 2]. На изолированных 
гладкомышечных клетках (ГМК) легочной артерии 
(ЛА) крысы показано, что гипоксия сопровождается 
ингибированием потенциал-зависимых K+ каналов 
(Kv) и частичной деполяризацией ГМК, вследствие 
чего повышается тонус легочных сосудов [3]. Наряду 
с Kv, деполяризацию в ГМК легочных сосудов при 
гипоксии вызывает активация Ca2+-чувствительных 
Cl–-каналов [4]. Показано, что легочная гипертензия 
связана с увеличением Са2+-активируемых хлорных 
токов [5]. Так, у крыс с легочной гипертензией ин-
гибитор кальций-активируемых хлорных каналов 
нифлумовая кислота снижала выраженность гипер-
трофических изменений в сосудах и сердце [6, 7]. 
Помимо Cl–-каналов, в трансмембранном переносе 
Cl– в ГМК участвуют котранспортеры, осуществляю-
щие совместный транспорт Cl– и катионов Na+ и K+. 
Показано, что активность Na+, K+, 2Cl–-котранспорта 
(NKCC 1) возрастает при первичной гипертензии 
у мышей, в то время как нокаутирование по гену, 
кодирующему NKCC 1, приводило к снижению со-
судистого тонуса и кровяного давления [8].

Помимо ионных транспортеров, в регуляции 
тонуса легочных сосудов участвуют сигнальные мо-
лекулы, к числу которых относится внеклеточный 
АТФ. Основными источниками АТФ в кровеносном 
русле служат эритроциты, эндотелиальные клетки 
и симпатические нервные окончания [9]. Особую 
роль играет высвобождение АТФ из эритроцитов 
при гипоксии, что вносит существенный вклад в по-
вышение его концентрации в кровотоке [10–13]. По 
данным Sparague и соавторов, повышение концен-
трации внеклеточного АТФ сопровождается уси-
лением продукции NO эндотелиальными клетками 
и последующим расслаблением ГМК сосудов [14]. 
Этот механизм нарушен у пациентов с первичной 
легочной гипертензией, характеризующейся ростом 
внутрисосудистого сопротивления в малом круге 
кровообращения [14].

Взаимодействие АТФ с пуринергическими ре-
цепторами сопровождается активацией Cl– токов. 
Так, Ca2+-зависимые Сl–-каналы принимают участие 
в АТФ-зависимой регуляции секреторных клеток 
эпителия дыхательных путей [15–17], слезных желез 
[18]. Объем-чувствительные Cl–-каналы участвуют 
в регуляции объема астроцитов [19] и гепатоцитов 
[20]. Транзиторная активация объем-чувствитель-
ного Na+, K+, 2Cl– котранспорта (NKCC 1) показана 
в клетках собирательных канальцев почки собак 

Madin-Darby [21]. Вклад Cl– токов в действие АТФ 
на ГМК легочной артерии практически не изучен.

Транспортеры Cl– и пуринергические рецепторы 
являются важными регуляторами объема клеток, что 
было показано в различных исследованиях [22–25]. 
В работе X. Z. Sun и соавторов (2014) продемон-
стрировано набухание ГМК легочных сосудов при 
легочной гипертензии [26]. С другой стороны, по-
мещение эпителиальных клеток в гипотоническую 
среду увеличивало высвобождение АТФ из клеток 
[27–31]. Исходя из приведенных данных, мы пред-
полагаем, что АТФ и Cl– токи могут вносить вклад 
в изменение сократительной активности ГМК и то-
нуса сосудов при набухании клеток.

Цель исследования — изучить вклад транспор-
теров Cl– в регуляцию сократительной активности 
гладкомышечных клеток ЛА пуринергическими 
рецепторами в гипоосмотических условиях.

Материалы и методы
Объектом исследования служили изолированные 

кольцевые сегменты ЛА крыс-самцов линии Wistar 
(весом 180–250 г) с удаленным эндотелием. ЛА по-
сле выделения помещали в раствор Кребса: 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; осмолярность 316,4 мосМ). После удаления 
жировой и соединительной ткани артерию нареза-
ли на кольцевые сегменты шириной 2–3 мм. Чтобы 
исследовать влияние АТФ на сократительную ак-
тивность ГМК при набухании клеток и исключить 
влияние эндотелиальных факторов, эндотелий уда-
ляли непосредственно перед экспериментом, вращая 
деревянный шпатель в просвете сегмента в течение 
1 минуты [32–34]. Далее в экспериментах исполь-
зовали сегменты, у которых отсутствовала реакция 
расслабления на добавление ацетилхолина (1–100 
мкМ), что свидетельствует об отсутствии функцио-
нирующего эндотелия. Для измерения механиче-
ского напряжения (МН) сегменты ЛА фиксировали 
в термостатируемых камерах механографической 
установки Myobath II (WPI, Германия), заполненных 
раствором Кребса (37 ˚C, pH = 7,4), и растягивали 
нагрузкой 500 мг. Через 60 минут инкубации дважды 
вызывали сокращение сосудистых сегментов гипер-
калиевым раствором Кребса, содержащим 15 мМ 
KCl. Для исследования сократительной активности 
ГМК при набухании клеток использовали модель, 
предложенную в данных некоторых работ [35, 36], 
согласно которой набухание ГМК вызывают путем 
помещения сосудистых сегментов в раствор Кребса, 
содержащий 40 мМ NaCl [35, 36]. Ранее в исследо-
ваниях с мочевиной, меченной 14C, было показано 
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набухание клеток, сопровождающееся максималь-
ным вовлечением механизмов перераспределения 
внутриклеточных осмолитов и регуляции клеточного 
объема [35, 37]. В предварительных экспериментах 
измеряли амплитуду гипоосмотической стрикции 
при модуляции содержания NaCl в растворе Кребса 
от 70 до 40 мМ. Максимальная амплитуда стрик-
ции наблюдалась в растворе, содержащем 40 мМ 
NaCl. При использовании раствора, содержащего 
40 мМ NaCl, сегменты сохраняли жизнеспособ-
ность и полностью восстанавливали нормальную 
сократительную активность после инкубации в нор-
мальном растворе Кребса (120 NaCl). Амплитуду 
сократительных ответов на действие АТФ и гипо-
осмотического раствора рассчитывали в процентах 
от амплитуды гиперкалиевого сокращения, которое 
принимали за 100 %.

Для исследования транспорта ионов Cl– ис-
пользовали ингибитор Na+, K+, 2Cl– котранспорта 
(NKCC 1) буметанид (Sigma–Aldrich, США), несе-

лективный блокатор хлорных каналов SITS (Sigma–
Aldrich, США), блокатор Ca2+-чувствительных Cl–-ка- 
налов, нифлумовую кислоту (Sigma–Aldrich, США). 
Матричные растворы буметанида (10 мМ) и SITS 
(10 мМ) готовили разведением в ДМСО. Концен-
трации ДМСО, создаваемые в камере при добав-
лении тестируемых соединений, не оказывали ста-
тистически значимого влияния на сократительную 
активность ГМК ЛА.

Статистическую обработку данных проводили 
в программе Statistica 7.0 for Windows (Statsoft), ис-
пользуя U-критерий Манна–Уитни (для независимых 
выборок) и Т-критерий Уилкоксона (для зависимых 
выборок). Данные представлены как «медиана ± 
квартильный интервал (Q25–Q75)». Статистически 
значимыми считали различия при значении р < 0,05.

Результаты
1. Влияние АТФ и Cl– транспорта на механи-

ческое напряжение сегментов легочной артерии 
крысы в изоосмотическом растворе

Добавление 10–100 мкМ АТФ к сегментам, 
инкубируемым в нормальном растворе Кребса, 
не влияло на тонус сегментов. АТФ в концентра-
ции 500 мкМ вызывал развитие транзиторного со-
кратительного ответа амплитудой 3,1 (1,9; 4,0) % 
(p < 0,05, n = 6) от контрольного сокращения на 
гиперкалиевый раствор Кребса (15 мМ KCl) с по-
следующим снижением МН до исходного уровня. 
В ответ на добавление 1000 мкМ АТФ наблюдалось 
развитие сократительного ответа амплитудой 20,2 
(16,9; 28,5) % (p < 0,05, n = 6) от контрольного со-
кращения на гиперкалиевый раствор Кребса (15 
мМ KCl) с последующим снижением до 7,6 (0,4; 
22,0) % (p < 0,05, n = 6) (рис. 1). Далее при иссле-
довании базального тонуса сегментов использовали 
АТФ в концентрации 1000 мкМ.

Предобработка сегментов ЛА в течение 30 минут 
ингибитором NKCC буметанидом (10 мкм) стати-
стически значимо снижала амплитуду сократитель-
ного ответа на действие 1000 мкМ АТФ до 7,6 (7,5; 
8,4) % (p < 0,05, n = 6) от контрольного сокраще-
ния на гиперкалиевый раствор Кребса (30 мМ KCl) 

Примечание: по оси ординат — механическое напряже-
ние (мН); стрелками показано добавление и  удаление АТФ 
(50–1000 мкМ).

Рисунок 1. Влияние АТФ (10–1000 мкМ) 
на базальный тонус деэндотелизированных 

сегментов легочной артерии крысы

Таблица
ВЛИЯНИЕ БЛОКАТОРОВ CL–-КАНАЛОВ НА СОКРАТИТЕЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ СЕГМЕНТОВ 

ЛЕГОЧНОЙ АРТЕРИИ КРЫСЫ, ИНДУЦИРОВАННЫЕ АТФ (1000 МКМ)

Добавки Механическое напряжение, %
АТФ (1000 мкМ) (контроль) 20,2 (16,9; 28,5)

+ буметанид (100 мкМ) 7,6 (7,5; 8,4)*
+ SITS (100 мкМ) 10,4 (9,2; 14,5)*

+ нифлумовая кислота (10 мкМ) 5,7 (3,0; 12,0)*

Примечание: * — статистически значимые отличия действия АТФ в присутствии ингибиторов в сравнении с контролем, 
p < 0,05 (n = 6).
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с последующим снижением до 3,8 (2,3; 4,8) % (p < 
0,05, n = 6).

Неселективный блокатор хлорных каналов SITS 
(100 мкМ) и блокатор Ca2+-активируемых хлорных 
каналов, нифлумовая кислота (10 мкМ) также сни-
жали амплитуду сократительного ответа, вызванного 
АТФ (1000 мкМ) (табл.).

2. Влияние АТФ и транспортеров Cl– на сокра-
тительную активность гладкомышечных клеток 
легочной артерии крысы в гипоосмотической среде

Инкубация сегментов ЛА в среде, содержащей 40 
мМ NaCl (156,4 мосМ), вызывала развитие транзи-
торного сокращения амплитудой 69,5 (65,3; 85,4)% 
и длительностью 32,5 (30,0; 39,0) минут (n = 11) от 
контрольного гиперкалиевого сокращения (15 мМ 
KCl). АТФ (500 мкМ) не оказывал статистически 
значимого влияния на амплитуду гипоосмотиче-
ской стрикции (80,5 (74,9; 86,0) % (p > 0,05, n = 6), 
однако подавлял фазу расслабления: в присутствии 
АТФ гипоосмотическая стрикция приобретала под-
держиваемый характер (рис. 2А).

Ингибитор NKCC буметанид (100 мкМ, пред-
обработка 30 минут) не оказывал статистически 
значимого влияния на амплитуду гипоосмотической 
стрикции в присутствии АТФ (500 мкМ), однако вос-
станавливал транзиторный характер сокращения: 
максимальная амплитуда сокращения составила 
72,3 (70,4; 74,1) % (n = 6, p > 0,05) от контрольного 
сокращения в гиперкалиевом растворе Кребса (15 
мМ KCl) с последующим снижением до 3,3 (1,4; 5,2) 
(n = 6, p > 0,05). Однако длительность сокращения 
в этих условиях превышала контрольные значения 
и составила 60,0 (57,2; 61,5) минут (n = 6, p < 0,05) 
(рис. 2В).

Ингибитор Cl–-каналов SITS (100 мкМ, предобра-
ботка 30 минут) и ингибитор Са2+-чувствительных 
Cl–-каналов нифлумовая кислота (10 мкМ) стати-
стически значимо снижали амплитуду гипоосмо-
тической стрикции до 52,5 (46,4; 58,2) % (n = 6, 
p < 0,05) и 67,2 (65,2; 74,8) % (n = 6, p < 0,05) со-
ответственно, а также восстанавливали транзитор-
ный характер сокращения, длительность которого 
превышала контрольные значения и составила 60,0 
(56,8; 62,1) минут (n = 6, p < 0,05) и 60,0 (49,1; 64,5) 
минут (n = 6, p < 0,05) (рис. 2Б).

3. Влияние АТФ и Cl– транспорта на механи-
ческое напряжение кольцевых сегментов легочной 
артерии крысы при изоосмотической стрикции

Замена гипоосмотического раствора (40 мМ 
NaCl) на нормоосмотический раствор Кребса (120 
мМ NaCl) сопровождалась транзиторным сокра-
щением сегментов — изоосмотической стрикцией. 

Амплитуда стрикции составила 59,6 (50,7; 67,3) % 
от контрольного гиперкалиевого (15 мМ KCl) со-
кращения длительностью 42,5 (35,8; 55,0) минут 
(n = 11). АТФ (500 мкМ) полностью подавлял раз-
витие изоосмотической стрикции (рис. 3А).

Ингибитор NKCC буметанид (100 мкМ) не ока-
зывал статистически значимого влияния на действие 
АТФ при изоосмотической стрикции (рис. 3В). Од-
нако ингибиторы Cl–-каналов SITS (100 мкМ) и ниф-
лумовая кислота (10 мкМ) устраняли ингибирующее 
действие АТФ на изоосмотическую стрикцию: на-
блюдалось увеличение МН напряжения сегментов до 
19,4 (16,8; 21) % и 14,7 (13,2; 16,9) % соответственно. 
При этом длительность изоосмотической стрикции 
статистически значимо не изменялась (p > 0,05), 
амплитуда была ниже таковой в отсутствие АТФ 
и блокаторов (n = 6, p < 0,05) (рис. 3Б).

Выводы
Мембраны ГМК артерий содержат пуринерги-

ческие рецепторы как группы P2X, так и P2Y. Источ-
ником АТФ для этих рецепторов служат (1) окон-
чания нервных волокон, иннервирующих гладкую 
мышцу сосуда [38, 39], (2) соседние ГМК [40], (3) 
эндотелиальные клетки [41], (4) эритроциты [13]. 
Последние служат важным источником АТФ при 
гипоксии [42]. АТФ, неселективно активируя как 

Рисунок 2. Влияние АТФ (500 мкМ) 
на гипоосмотическую стрикцию, 

вызванную инкубацией в растворе, 
содержащем 40 мМ NaCl

Примечание: 1 — гипоосмотическое сокращение в отсут-
ствие АТФ; 2 — гипоосмотическое сокращение в присутствии 
500 мкМ АТФ; 3 — гипоосмотическое сокращение в присут-
ствии 500 мкМ АТФ и 100 мкМ SITS; 4 — гипоосмотическое 
сокращение в присутствии 500 мкМ АТФ и 10 мкМ нифлумовой 
кислоты; 5 — гипоосмотическое сокращение в присутствии 500 
мкМ АТФ и 100 мкМ буметанида (предобработка 30 минут). 
Стрелками показаны добавление и удаление растворов. По оси 
ординат — механическое напряжение (мН), по оси абсцисс — 
время (часы).
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P2X, так и P2Y пуринергические рецепторы, ока-
зывает как констрикторное, так и релаксирующее 
действие [22, 38, 43]. В артериях системного круга 
кровообращения эффекты АТФ зависят от целост-
ности эндотелия, тонуса гладкой мышцы. Так, из-
вестно, что активация эндотелиальных пуринер-
гических рецепторов P2Y стимулирует синтез NO 
и простациклинов и последующее расслабление 
сосуда [38, 44]. Действуя на P2X рецепторы ГМК, 
АТФ активирует входящие Са2+-токи, приводя к со-
кращению ГМК [38, 44].

В сосудах легочного круга кровообращения АТФ, 
действуя на фоне тонуса покоя, вызывает констрик-
цию сосудов, что согласуется с данными [45, 46]. 
Однако на фоне повышенного тонуса и действия 
констрикторных факторов АТФ оказывает рассла-
бляющее действие [47, 48]. С другой стороны, при 
легочной гипертензии на фоне повышения тонуса 
сосудов наблюдается усиление фильтрации воды 
из плазмы крови в интерстициальные ткани вслед-
ствие повышения гидростатического давления в ле-
гочных капиллярах [49, 50] и набухание ГМК, что 
было подтверждено в опытах [26]. Последнее ак-
тивирует механизмы регуляторного снижения объ-
ема (Regulatory Volume Decrease, RVD), связанного 
с перераспределением Cl– [51] и сопровождающегося 
развитием транзиторного сократительного ответа. 
При исследовании влияния АТФ на гипоосмоти-

ческую стрикцию сегментов ЛА обнаружено, что 
в присутствии АТФ транзиторный характер стрик-
ции изменялся на поддерживаемый, и данный эф-
фект устранялся в присутствии буметанида и SITS.

Полученные данные позволяют предположить, 
что в поддержание высокого тонуса ЛА при ле-
гочной гипертензии могут быть вовлечены Cl–-
транспортирующие системы, активация которых 
приводит к накоплению Ca2+ в цитоплазме ГМК, 
а АТФ дополнительно стимулирует активность Cl–-
транспортирующих систем при набухании клеток.
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