
The First International Scientific Distance Conference "Cardiovascular Surgery and Angiology - 2003" 
Saint-Petersburg, Russia, December 2003. 

________________________________________________________________________________ 

http://www.cvsa2003.narod.ru 107

УДК 612.815 
© Коллектив авторов, 2003. 
 
А.Н.Васильев, В.В.Кравцова, А.В.Прокофьев, Е.В.Ващинкина, И.И.Кривой  
ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ ТЕСТИРОВАНИЯ СЕРДЕЧНЫХ 
ГЛИКОЗИДОВ, СПЕЦИФИЧНЫХ К α2 изоформЕ Na,K-АТФазы 

Санкт-Петербургский государственный университет 
Санкт-Петербург, Россия 

 
Аннотация: Опыты проводили на изолированных препаратах диафрагмы крысы (экспрессирую-
щих α1 и α2 изоформы Na,K-АТФазы) и препаратах очищенной Na,K-АТФазы почек овцы (α1 
изоформа). Показано, что ацетилхолин (100 нМ) не влияет на активность Na,K-АТФазы почек ов-
цы, но существенно увеличивает электрогенный вклад α2 изоформы в мембранный потенциал по-
коя скелетных мышечных волокон диафрагмы крысы. Эффективность оуабаина, блокирующего 
электрогенный вклад α2 изоформы, в присутствии ацетилхолина возрастает почти на порядок 
(аффинность достигает ~10 нМ). Предполагается, что данный методический подход может быть 
удобным чувствительным физиологическим тестом для сердечных гликозидов, селективных к α2 
изоформе Na,K-АТФазы, считающейся ключевым регулятором кальциевого баланса в сердечной 
мышце. 
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Физиологическое действие сердечных гли-

козидов обусловлено их способностью связы-
ваться с наружным участком каталитической α-
субъединицы Na,K-АТФазы и ингибировать ее 
активность [6, 9]. По последним данным, ино-
тропное действие сердечных гликозидов (при 
частичном угнетении Na,K-АТФазы) обуслов-
лено повышением внутриклеточной концентра-
ции Na+ и локальным накоплением Ca2+ в участ-
ках кластеризации регуляторных изоформ α-
субъединицы Na,K-АТФазы с Na+,Са2+-
обменником, различными Ca2+-каналами и ре-
цепторами в местах тесного прилегания плазма-
тической мембраны к сарко (эндо) плазматиче-
скому ретикулуму и митохондриям [1, 7]. Для 
млекопитающих известны четыре изоформы α-
субъединицы (α1-α4), различающихся свойст-
вами, а также чувствительностью к сердечным 
гликозидам. Предполагается, что основную на-
сосную функцию в клетке выполняет изоформа 
α1, тогда как прочие являются вспомогатель-
ными (регуляторными) [6, 9]. Из тканей млеко-
питающих и человека выделены эндогенные 
дигиталисоподобные факторы (ЭДПФ), которые 
рассматривают как новый класс кардиостерои-
дов, причем изоформы α-субъединицы, предпо-
ложительно, являются специфичными рецепто-
рами для ЭДПФ [2, 7]. Поскольку α2 изоформа 
считается ключевым регулятором кальциевого 
баланса в сердечной мышце [5], представляется 
важным выявление ингибиторов, специфичных 
к данной изоформе. Однако существующие 
подходы, как правило, основаны на оценке ак-
тивности Na,K-АТФазы в препаратах тканей, 

экспрессирующих единственную  изоформу α1 
(эритроциты, почки). Подход, использованный в 
данной работе, основан на данных об избира-
тельной активации ацетилхолином (АХ) в низ-
кой концентрации α2 изоформы Na,K-АТФазы в 
мышечных волокнах диафрагмы крысы [4]. 

Опыты проводили на изолированных пре-
паратах диафрагмы самцов белых крыс в камере 
с проточным физиологическим раствором, 
аэрируемым карбогеном при 280С. Величину 
мембранного потенциала покоя (МПП) регист-
рировали во внесинаптическом районе мышеч-
ных волокон с помощью стандартной микро-
электродной техники. Активность Na,K-
АТФазы оценивали спектрофотометрическим 
методом с использованием системы сопряжен-
ных ферментов (пируваткиназа-лактатдегидро-
геназа) по концентрации восстановленного ни-
котинамидаденидинуклеотида при длине волны 
340 нм (Beckman DU-7). В тексте и на рисунках 
приведены средние значения величин с ошиб-
ками, полученные в результате регистрации 
МПП более 100 волокон 4-6 мышц и измерения 
активности Na,K-АТФазы в 3-4 опытах в три-
плетах.  

Скелетными мышечными волокнами экс-
прессируются α1 и α2 изоформы Na,K-АТФазы, 
аффинности которых к оуабаину у грызунов (в 
том числе у крысы) различаются на 2-3 порядка 
[6, 9]. В диапазоне до 1 мкМ оуабаин ингибиру-
ет только изоформу α2, что применяют в фи-
зиологических исследованиях для ее селектив-
ного подавления. Нами через 1 час инкубации 
мышц в растворе с оуабаином (1 нМ - 1 мкМ) 
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наблюдалась дозо-зависимая (К0,5=109±39 нМ) 
деполяризация мембраны волокон от исходного 
значения МПП –78,9±0,5 мВ до величины –
73,3±1,0 мВ, то есть электрогенный вклад α2 
изоформы в МПП составил в покое 5,6±1,1 мВ 
(рис. А). Отметим, что оуабаин в концентрации 
10-20 нМ вызывал гиперполяризацию волокон 
величиной 2-3 мВ (данные точки, отмеченные 
на рис. А звездочками, исключены из процеду-
ры моделирования), что, так же как и в опытах 
на кардиомиоцитах [3], возможно объясняется 
активацией α2 изоформы Na,K-АТФазы. В при-
сутствии АХ (100 нМ) исходная величина МПП 
была существенно выше (–84,4±0,7 мВ), причем 
оуабаин также вызывал дозо-зависимую депо-
ляризацию мембраны волокон до того же уров-
ня, что и в контроле: –73,8±1,0 мВ. То есть элек-
трогенный вклад α2 изоформы в этих условиях 
вырос до 10,4±1,6 мВ. Важно отметить, что ве-
личина К0,5  блокирующего эффекта оуабаина 
стала почти на порядок меньше по сравнению с 
контролем: 13±6 нМ (рис. А). В опытах на пре-
паратах очищенной Na,K-АТФазы почек овцы 
(α1 изоформа) величины К0,5  для оуабаина в 
контроле и в присутствии АХ не отличались: 
20±3 мкМ и 18±3 мкМ, соответственно (рис. Б).  

Рисунок. Зависимость МПП мышечных во-
локон диафрагмы крысы (А) и активности Na,K-
АТФазы почек овцы (Б) от концентрации оуа-
баина в контроле (светлые кружки) и в присут-
ствии АХ в концентрации 100 нМ (темные 
кружки). 

 
Таким образом, АХ (100 нМ) не влияет на 

активность α1 изоформы Na,K-АТФазы, но су-
щественно увеличивает электрогенный вклад в 
МПП α2 изоформы скелетных мышечных воло-
кон крысы. Эффективность блокирующего эф-
фекта оуабаина в присутствии АХ возрастает 
почти на порядок (аффинность достигает ~10 

нМ), что можно объяснить, предположив, что 
при активации Na,K-АТФазы АХ-м (увеличение 
числа циклов в единицу времени) существенно 
возрастает вероятность связывания оуабаина с 
Na,K-АТФазой. Подобный механизм описан [8]. 
Таким образом, в присутствии АХ может повы-
шаться чувствительность α2 изоформы к сер-
дечным гликозидам, что может быть удобным 
чувствительным физиологическим тестом для ее 
селективных ингибиторов. Выявление таких 
ингибиторов важно не только для сердечной 
мышцы, но и для других тканей, экспресси-
рующих α2 изоформу Na,K-АТФазы, в том чис-
ле для скелетных мышц, где эта изоформа, 
предположительно, участвует в холинергиче-
ской регуляции мышечного электрогенеза и на-
ходится под контролем ЭДПФ [4].  
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The experiments were made on isolated preparations 
of rat diaphragm (which express α1- and α2-isoform of 
Na,K-ATPase) and purified Na,K-ATPase from lamb 
kidney (α1-isoform). It has been found that acetylcholine 
(100 nM) does not affect the activity of kidney Na,K-
ATPase. However, in rat skeletal muscle fibers it in-
creases electrogenic component of resting membrane 
potential due to an activation of α2-isoform of the Na,K-
ATPase. In the presence of 100 nM acetylcholine effi-
cacy of ouabain which inhibits α2-isoform electrogenic 
component increases by an order of magnitude (~10 nM). 
This method is considered to be convenient physiological 
assay for testing cardiac glycosides which selectively 
inhibit α2-isoform of the Na,K-ATPase – a major regula-
tor of calcium balance in cardiac muscle. 
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