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      ,   Методом механографии изучено влияние модуляции цитоскелета колхицином нокодазолом и цитохала-
 зином D     ,    ,на сократительные реакции гладкомышечных клеток вызванные гиперкалиевым раствором  

     —  . ,   фенилэфрином и донором оксида азота нитропруссидом натрия Установлено что сокращения гладкомы-

   ,  шечных клеток аорты крысы вызванные фенил ,     эфрином более чувствительны к действию нитропруссида 
,  ,   . ,   натрия чем сокращения индуцированные гиперкалиевым раствором Показано что микротубулы участвуют 

 ,       ,   в расслаблении опосредованном оксидом азота в гладких мышцах предсокращенных гиперкалиевым 
,            раствором тогда как эффективность релаксирующего влияния оксида азота в гладкой мышце аорты крысы 

       ,  .при действии фенилэфрина зависит от состояния и микрофиламентов и микротубул

Ключевые слова:  , ,  .гладкомышечные клетки цитоскелет нитропруссид натрия

The influence of modulation of cytoskeleton by colchicine, nocodazole and cytochalasine D on contractile reactions of smooth muscle cells caused by de-

polarization, phenylephrine end sodium nitroprusside has been investigated by the mechanographical method. It was found that the reduction in smooth muscle 

cells of rat aorta caused by fenilefrin more sensitive to sodium nitroprusside than the reduction induced hyperpotassium solution. We show that microtubules in-

volved in relaxation, indirect nitric oxide of smooth muscle in hyperpotassium solution, whereas the efficiency of relaxing influence of nitric oxide in rat aorta 

smooth muscle in the action depends on phenylephrine and microfilaments and microtubules.
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Введение
    Тонус сосудистых гладких мышц поддержива-

   , ется многими регуляторными факторами реали-
     зующими свой эффект через системы внутрикле-

 .   точной сигнализации Передача информации от 
    рецепторов плазматической мембраны к испол-
    нительным системам осуществляется с помощью 

  —   ,сигнальных молекул вторичных посредников  

     основными из которых в гладкомышечных клет-
 ( )     ках ГМК являются ионы кальция и циклические 

 (  нуклеотиды циклический гуанинмонофосфат 
( )    цГМФ и циклический аденозинмонофосфат 
( )) [цАМФ ].    В процессах взаимоотношения этих 

    сигнальных систем особое значение занимает 
  оксид азота NO [—]. 

     Феноменология влияния оксида азота и нит-
ро -  NO   соединений доноров на сократительную 

     функцию гладких мышц достаточно хорошо из-
.      вестна Во всех исследованных типах мышц 
 NO   доноры вызывали уменьшение механическо-

 ,   го напряжения угнетали спонтанную активность 
(   )    если таковая имелась и снижали величину 

    сократительных ответов на действие биологи-
  .   чески активных веществ Расслабляющие эф-

 фекты NO и ( )   или релаксирующего фактора в 
    сосудистых ГМК реализуются через активацию 

    растворимой фракции гуанилатциклазы и уве-
    [личение внутриклеточной концентрации цГМФ , 

].
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   Изучение механизмов действия NO  на функ-
    ции нормальных и патологически измененных 

     , клеток продолжается и в настоящее время но 
     вместе с тем практически отсутствуют сведения 

     о роли цитоскелета в механизмах регуляции 
-    цГМФ зависимой сигнальной системы сократи-

    .тельной активности сосудистых гладких мышц
  —   Цель исследования изучение влияния 

   дезинтеграции микроэлементов и микротубул 
  -  цитоскелета на цГМФ опосредованную регуля-

   цию сократительной активности сосудистых 
 .гладкомышечных клеток

Материал и методы

   Объектом исследования служили деэндоте-
   лизированные гладкомышечные сегменты аорты 

  .   беспородных белых крыс Для исследования 
   сократительной активности после предвари-

  500тельной нагрузки    мг сегменты фиксировали 
    в термостатируемой перфузионной камере в 

    условиях постоянной смены раствора Кребса 
(1 / ).   мл мин Изменение механического напряже-

     ния ГМК передавалось на шток механоэлектри-
  6 2  ( .ческого преобразователя МХ Б г  ) Москва и 

    регистрировалось после усиления с помощью 

XY  (рекодера Karl Zeiss Jena, ).Германия
  (100%) Амплитуду контрольных сократитель-

     ных ответов сосудистых сегментов на гиперка-
  (  NaCl   лиевый раствор замена в концентрации 

30   KCl)    40—ммоль на регистрировали после
50     мин выдерживания в нормальном растворе 

. Кребса
    Растворы для перфузии препаратов готовили 

     на основе дистиллированной воды путем добав-
  ления соответствующих  ( ,  «реактивов ХЧ Реа-

», ).   хим Россия Физиологический раствор Кребса 
 (  ): 120,4 содержал в ммоль NaCl, 5,9 KCl, 2,5 CaCl2, 1,2 

MgCl2, 5,5 , 15  глюкозы C4H11O3N [tris(oxymethyl)-aminometan] 

(316,4 ).  мосМ
     В растворах поддерживались значения рН в 

 7,35—7,40   (37,0пределах и температуры  ± 0,1) С°. 
   Для деполимеризации микрофиламентов и 

   микротубул цитоскелета использовали колхицин 
[].     Для дифференцировки участия отдельных 

    элементов цитоскелета в сократительных реак-
    циях гладкомышечных клеток применяли специ-

   — фические модуляторы микрофиламентов ци-
тохалазин D   — . и микротубул нокодазол

    Тестирующие растворы готовили путем до-
    бавления в раствор Кребса соответствующих 
: ,  реактивов колхицина цитохалазина D, нокода-

, ,  , зола фенилэфрина нитропруссида натрия ме-
   -  (тиленового синего и дибутирила цГМФ Sigma, 

).США
   Результаты представлены как среднее 
  арифметическое значение Х  и среднеквадра-

  тичное отклонение σ    и обработаны с помощью 

  программного пакета Statistica 6.0  с использовани-
   —ем непараметрического критерия Манна Уитни 
 или t-     критерия Стьюдента для зависимых об-

.     разцов Достоверными считали различия при 
 значении р < 0,05.

Результаты и обсуждение

 40После     мин инкубации в нормальном 

     растворе Кребса в ответ на гиперкалиевый 
    раствор регистрировались типичные для ГМК 

   , аорты крысы сократительные ответы активиру-
    [емые потенциалзависимым входом кальция , ]. 

   Активатор гуанилатциклазы нитропруссид на-
 (0,01—1трия  )     мкмоль не влиял на исходное ме-

  ( ),   ханическое напряжение МН но вызывал сни-
  жение величины  гиперкалиевого сокращения 

 . ,   сегментов аорты Расслабление близкое к по-
,    лумаксимальному наблюдалось при добавле-

   ( ) (0,05нии нитропруссида натрия НП  ),мкмоль  

 (58,4составляя  ± 4,1)%  (n = 9,  р < 0,05)  от 
 контрольного сокращения ( .рис  1,а).
,     Известно что основные эффекты доноров 

NO     в гладкомышечных клетках обусловлены ак-
 тивацией   растворимой фракции гуанилатциклазы 

( ) [ГЦ ].      -Вместе с тем было установлено цГМФ
 независимое действие  ,нитропруссида натрия  

   для выявления которого ис  пользовался ингиби-
  —   [тор ГЦ метиленовый синий , , ]. 

   Предобработка сегментов метиленовым си-
 (10ним  , 30мкмоль  )    мин не влияла на исходное 
,     МН но приводила к уменьшению расслабляю-

   (0,05щего воздействия НП  )  мкмоль на предсо-
   ,кращенный гиперкалиевым раствором сегмент  

     (27,2которое в этих условиях составило  ± 1,8)% 
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(n = 6, p < 0,05)   относительно контрольных зна-
 (чений .рис  2,а). 

    ,  Полученные данные указывают на то что 
      основной мишенью для НП в исследуемых ГМК 
   ,  является растворимая фракция ГЦ и расслаб-
      ляющее действие донора оксида азота на ги-

    перкалиевое сокращение по большей части 
 .опосредовано цГМФ

     Для изучения роли цитоскелета в регуляции 
    оксидом азота сократительной активности ГМК 

    использовали дезинтегратор микротубул и ми-
 .   крофиламентов колхицин Обработка колхици-

 (10ном  , 90мкмоль  )    мин не влияла на исходное 
      МН и приводила к снижению амплитуды ги-

   перкалиевых сокращений сосудистых гладких 
  (74,7мышц до  ± 11,6)%  (n = 8,  р < 0,05)  от 

 (контроля .рис  3,а). 

        
а б

.Рис  1.          ,  Влияние нитропруссида натрия на механическое напряжение гладкой мышцы аорты крыс предсокращенной гиперкали-
 (KCl  евым

  30в концентрации  )  (ммоль раствором а)   (и фенилэфрином б)

       
а б

.Рис  2.               Влияние метиленового синего на эффекты нитропруссида натрия в гладкой мышце аорты крысы при действии ги-
 перкалиевого

(   30в концентрации   KCl)  (ммоль раствора а)   (и фенилэфрина б)
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а б

.Рис  3.               (Влияние колхицина на эффекты нитропруссида натрия в гладкой мышце аорты крысы при действии гиперкалиевого в 
 концентрации

30  KCl)  (ммоль раствора а)   (и фенилэфрина б)

   Колхицин достоверно снижал расслабляю-

     : щее влияние НП на сосудистые ГМК релакси-
     0,05рующий эффект НП в концентрации  мкмоль 

 (31,1составлял  ± 6,5)% (n = 8, р < 0,05) ( .рис  3,а) 
     от величины гиперкалиевого сокращения в при-

 .сутствии колхицина
   Подобное действие колхицина свидетель-

      ствует об участии цитоскелета в генерации со-
    кращений сосудистых сегментов при деполяри-

     зации мембраны и вовлечении элементов цито-
  NO-   скелета в зависимую регуляцию сократи-
 ,  тельной активности вызванной деполяризацией 

 . мембраны ГМК
    Для оценки вклада отдельных элементов 

    цитоскелета в сократительные реакции гладкой 
      мышцы аорты при действии оксида азота ис-

  ,  пользовали химические агенты вызывающие 
   деполимеризацию микротубул или микрофила-

:     ментов нокодазол и цитохалазин D соответ-
.ственно

 (10Нокодазол  )   60—90мкмоль в течение  мин 
      действия не изменял исходное МН и амплитуду 

  ,   сокращений сегментов ГМК вызванных ги-
  ((105,8перкалиевым раствором  ± 7,8)%,  n = 6, 

р > 0,05),    но достоверно снижал релаксирующее 
  (0,05действие НП  ),   мкмоль которое составило 

(24,5 ± 1,6)%  (n = 6,  р < 0,05)    от величины ги-
    перкалиевого сокращения в присутствии ноко-

.дазола
    , Приведенные данные указывают на то что 

   микротубулы являются значимым компонентом 

NO-зависи   ,  мого сигнального пути активация ко-
    . торого ведет к расслаблению ГМК
    Для изучения роли актиновых микрофила-
  ментов в NO-   зависимой регуляции сократитель-

     ной активности гладких мышц аорты использо-
 вался цитохалазин D.   Добавление цитохалазина D 

(0,5 )      мкмоль в раствор Кребса приводило к сни-
   ,    40-жению исходного МН сегментов которое к

й   (11,4мин составило  ± 4,1)% (n = 6,  р < 0,05) от 
  .  контрольной гиперкалиевой контрактуры Ам-

 плитуда ,  сокращения вызванного гиперкалиевым 
,   раствором в этих условиях снизилась до 

(42,4 ± 6,7)% (n = 6, р < 0,05)    от контрольных зна-
.     (0,05чений Релаксирующее действие НП  мк-
)    моль на фоне цитохалазина D  достоверно уси-

,      ливалось так как сосудистый сегмент под 
    влиянием НП расслаблялся практически полно-

.стью
   Полученные данные свидетельствуют об 

    участии микрофиламентов цитоскелета в под-
   держании исходного механического напряжения 

 ,     гладкой мышцы их вовлечении в генерацию и 
   поддержание сокращений при деполяризации 

 ,    мембраны ГМК микротубулы в большей мере 
    вовлечены в механизмы расслабляющего дей-

  .ствия оксида азота
  Если цитоскелетзависимое релаксирующее 
     действие НП связано с высвобождением оксида 

     ,азота и активацией растворимой фракции ГЦ  

    то вторичным посредником этого сигнального 
    [пути может являться цГМФ , ].
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   После обработки гладкомышечных препара-
  (10тов колхицином  ,  90мкмоль  )   мин на фоне 

  (10метиленового синего  )  мкмоль релаксирую-

   (0,05щий эффект НП  )  мкмоль достоверно 
,   (9,0уменьшался составляя  ± 1,6)%  (n = 6, 

р < 0,05)    от величины гиперкалиевого сокраще-
   .   ния в присутствии колхицина В отсутствие ме-

    тиленового синего этот эффект составлял 
(31,1 ± 6,5)%.   ,   Таким образом полученные ре-

    зультаты свидетельствуют о вкладе элементов 
   -цитоскелета в реализацию цГМФ независимого 
   . компонента расслабляющего действия НП

     Для выяснения вклада цитоскелета в обес-
 -   печение цГМФ зависимого компонента расслаб-
     ляющего действия оксида азота были проведе-

    ны исследования с использованием проникаю-

   — - .щего аналога цГМФ дибутирила цГМФ
-  (100Дибутирил цГМФ  )  мкмоль вызывал сни-

   ,  жение МН сегментов аорты предсокращенных 
 :  гиперкалиевым раствором релаксирующий эф-

  (26,4фект составлял  ± 3,1)% (n = 5,  р < 0,05) от 
 .   контрольного сокращения После обработки 

  гладкомышечных препаратов колхицином 

(10 )    мкмоль расслабляющее влияние дибути-
-     рил цГМФ резко ослаблялось и составляло 

(8,6 ± 5,3)%  (n = 5,  р < 0,05)    от величины ги-
    перкалиевого сокращения в присутствии колхи-

.цина
   Полученные результаты свидетельствуют о 

    вовлечении элементов цитоскелета в реализа-
 -   цию цГМФ зависимого релаксирующего дей-
  . ствия оксида азота

   Сократительные ответы сосудистых гладких 
   мышц инициируются многими физиологически 

  [активными веществами ,  ].   Для изучения роли 
  NO-   цитоскелета в зависимой регуляции сократи-

    , тельной активности ГМК аорты крысы вызванной 
  ,  оперированием сигнальной системы связанной с 

  ,  активностью протеинкиназы С применяли 
 ( ).    фенилэфрин ФЭ ФЭ использовался в концен-

 10трации  ,    мкмоль при которой амплитуда сокра-
     щений сосудистых гладких мышц была сравнима 

  KCl    30с действием в концентрации  ммоль 
( .рис  1,б).

    Нитропруссид натрия вызывал снижение МН 

 фенилэфрининдуцированного сокращения сег-
     (0,001—ментов при более низких концентрациях

0,05 ),     30мкмоль чем на фоне   KClммоль  

( .рис  1,а).    0,005Уже при добавлении   мкмоль НП 

    наблюдался близкий к полумаксимальному ре-
 :  (42,6лаксирующий эффект  ± 4,1)%  (n = 6, 

р < 0,05)  . от контроля
 ,   Таким образом релаксирующее действие 

      НП на ГМК аорты зависело от предсокращаю-

 .    щего фактора Его более выраженное влияние 
   ,на индуцированное фенилэфрином сокращение  

    , чем на вызванное хлоридом калия свидетель-
  ,    -  ствует о том что участие С киназной ветви 

    кальциевой сигнальной системы играет суще-
    NO-ственную роль в механизмах зависимого 

  . расслабления сосудистых ГМК
   В присутствии ингибитора растворимой 

    (10фракции ГЦ метиленового синего  )мкмоль  

   (0,005расслабляющее действие НП  ) мкмоль на 
 фенилэфрининдуцированные сократительные 

  ,  реакции значительно снижалось составляя 
(15,7 ± 2,3)%  (n = 6,  р < 0,05)   от контрольных 

 ( .значений рис  2,б).  ,  Следовательно раствори-
     мая фракция ГЦ является основной мишенью 

    для НП и при  фенилэфрининдуцированном со-
   .кращении ГМК аорты крысы  

 90-   После минутной обработки колхицином 

   ,амплитуда сокращений сосудистых сегментов  

    вызванных добавлением фенилэфрина в кон-
 10центрации  ,   мкмоль статистически значимо 
,   (87,7снижалась составляя  ±

± 10,3)  (n = 6,  р < 0,05)   от контрольного 
фенилэфрин  индуцированного сокращения. 

   Полученные результаты свидетельствуют о 
    вовлечении микротрубочек и актиновых элемен-

    тов цитоскелета в развитие фенилэфрининду-
   . цированных сокращений сосудистых ГМК

   После обработки гладкомышечных препара-
  (10тов колхицином  , 90мкмоль  ) мин релаксиру-

     0,005ющее действие НП в концентрации  мкмоль 
 достоверно ,  увеличивалось составляя 

(59,8 ± 3,2)% (n = 6, р < 0,05)  от фенилэфринин-
    дуцированного сокращения на фоне колхицина 

( .рис  3,б). 
   Подобное действие колхицина свидетель-

     ствует о вовлечении элементов цитоскелета в 
NO-     зависимую регуляцию МН сосудистых сег-

   . ментов при действии фенилэфрина
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 60-   После минутной обработки нокодазолом 
(10 )    мкмоль амплитуда сокращений сосуди-

 ,   стых сегментов вызванных добавлением 
   10фенилэфрина в концентрации  , мкмоль ста-

  , тистически значимо увеличивалась составляя 
(114,9 ± 4,3)  (n = 6,  р < 0,05).  Релаксирующий 

    0,005эффект НП в концентрации   мкмоль также 
 ,  достоверно увеличивался составляя 

(66,7 ± 2,4)%  (n = 6,  р < 0,05)   от фенилэфри-
   ниндуцированного сокращения в присутствии 

. нокодазола
   После предобработки гладкомышечных пре-

  паратов цитохалазином D (0,5 ,  30мкмоль  )мин  

  амплитуда фенилэфрининдуцированного сокра-
   (31,3щения снизилась до  ± 5,1)% (n = 9, р < 0,05) 

   . от контрольной гиперкалиевой контрактуры На-
   блюдалось достоверное усиление расслабляю-

      щего действия НП на фоне цитохалазина D: со-
   судистый сегмент расслаблялся полностью 

(n = 6, р < 0,05).
    , Как следует из полученных данных актино-

     вые элементы цитоскелета и микротубулы во-
   влекаются в развитие фенилэфрининдуциро-

 .   ванного сокращения Эффективность опериро-
 вания NO-    опосредованной сигнальной системы в 

      ГМК аорты крысы при действии фенилэфрина в 
     равной степени зависит от состояния микрофи-

   . ламентов и микротубул цитоскелета

Заключение

    , Оксиду азота присущи как сигнальные так 
    [цитопротекторные и цитотоксические функции , 

,  ].     Сочетание деструктивных и защитных эф-

 NO     фектов позволяет считать эту молекулу од-
      ной из центральных фигур в поддержании жиз-

 ,    необеспечения клеток основанном на суще-
    ствовании баланса между физиологическими и 

 .патофизиологическими процессами
     В последнее время появляется все больше 

     данных об участии актинового и тубулинового 
    элементов цитоскелета в процессах сопряжения 

-  возбуждения сокращения  гладкомышечных кле-
. ,    ток Показано что дезинтеграция актиновых ми-

   крофиламентов цитохалазинами снижает сокра-
     тительные ответы гладких мышц на действие 

  ,  биологически активных веществ нарушает опе-
   рирование потенциалзависимых кальциевых ка-

   [налов сосудистых ГМК ],   микротубулы не ока-
    зывают существенного влияния на механиче-

   ские характеристики сосудистых гладкомышеч-
 ,     ных клеток но участвуют в модуляции большо-

    [го числа сигнальных путей , ]. 

   ,  Из полученных результатов следует что 
   эффективность оперирования сигнальной си-

,      стемы опосредованной оксидом азота в ГМК 
 ,    аорты крысы зависит от состояния микрофила-
  .     ментов и микротубул При этом степень их 
    влияния на эффективность оперирования NO-

    опосредованного сигнального пути может моду-
,  - ,   лироваться по видимому вовлечением допол-

 -     нительно С киназной ветви в кальциевую регу-
   ляцию сократительной активности сосудистых 

 [сегментов ].    ,  Действие фенилэфрина и воз-
,    ,можно других биологически активных веществ  

     [сопряженных с активацией протеинкиназы С , 

],     может приводить к потенцированию действия 
NO и ( )    или релаксирующего фактора в сосуди-

  ,    стых гладкомышечных клетках в том числе и 
    за счет совместного участия микрофиламентов 

  .и микротубул цитоскелета
Исследование  выполнено  при  финансовой 

поддержке  РФФИ,  контракты  № 07-04-01184,  
08-04-99037 и 09-04-99026.
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