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Из литературы известно, что катехоламины 
оказы ваю т активирующее влияние на медленные 
дигидропиридин(ДГП)-чувствительные и быст­
рые ДГП-нечувствительные потенциал-управля- 
емые кальциевые каналы зрелых скелетно-мы­
шечных волокон (СМВ) лягушки через бета- 
адренорецепторы [1, 2]. Однако до сих пор эти 
эф ф екты  не были исследованы в ходе миогенеза 
СМВ. В то же время известно, что бета-адренер­
гическая регуляция осуществляется с участием 
аденилатциклазного комплекса, который хотя и 
развивается как единая функциональная система, 
но его молекулярные блоки формируются гете- 
рохронно, что сказывается на особенностях 
функционирования этого комплекса на различ­
ных этапах миогенеза [3 - 6]. В то  же время изве­
стно, что в процессе развития в условиях культи­
вирования миобласт проходит стадии активного 
белкового синтеза, приводящего к появлению 
ионных каналов с новыми кинетическими харак­
теристиками [7 - 9]. В данной статье показаны 
адренергические эф ф екты  на ионные токи через 
быстрые и медленные потенциал-управляемые 
кальциевые каналы (1Са) культивируемых мио- 
бластов лягушки, кинетические и фармакологи­
ческие характеристики которых были описаны 
нами ранее [10 - 12].

Для приготовления культуры скелетных мио- 
бластов использовали диссоциированные в бес- 
кальциевом растворе клетки мезодермы эмбриона 
лягушки Rana temporaria (стадия ранней нейрулы) 
[10]. Состав культурального раствора: 60% среда 
199М (Институт полиомиелита и вирусных энце­
фалитов, Москва), 2% сыворотка эмбрионов ко­
ров (И ЧП  “Биолот”, Санкт-Петербург), 50 Ед/мл 
бензилпенициллина (натриевая соль) и 50 мкг/мл
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стрептомицина (сульфат). Исследованные мио- 
бласты не имели визуально выявляемых контак­
тов с другими клетками. Эксперименты проводи­
ли со вторых по десятые сутки культивирования.

Токи регистрировали от целой клетки в условиях 
плотного контакта (whole-cell) по стандартной мето­
дике [13]. Наружный раствор включал (ммоль/л): 
NaCl 120, КС1 1.5, СаС12 2, HEPES-NaOH 8; pH 7.4. 
Раствор внутри пипетки имел состав (ммоль/л): 
CsCl 60, ТЕАС1 50, СаС12 1, MgCl2 1, K2EGTA 10, 
HEPES-KOH 8; pH 7.2. Тестирующие агенты: ди- 
гидропиридиновый (ДТП) антагонист медленных 
кальциевых каналов нифедипин (“Sigma”), адре­
налин (“Sigma”), активатор бета-адренорецепто- 
ров изопротеренол (“Sigma”) и бета-адренобло- 
катор обзидан (“Germed”) добавлялись в наруж­
ный раствор. Поддерживаемый потенциал 
составлял -8 0  мВ.

Со вторых по шестые сутки после распластыва­
ния миобластов на покровном стекле адреналин и 
изопротеренол в концентрациях 0.1 - 10 мкмоль/л 
на 15 - 20% увеличивали амплитуду медленного и 
быстрого 1Са. Это увеличение амплитуды было 
плохо выражено из-за известного феномена по­
стоянного снижения амплитуды тока (run-down) в 
результате смешивания внутрипипеточного и 
внутриклеточного растворов. При этом ампли­
туда и быстрого, и медленного 1Са не превышала 
амплитуды тока во время контрольного стимула 
Для определения эф ф екта воздействия на фош 
падения амплитуды мы считали его линейным.

Начиная с седьмых суток культивированю 
адреналин и изопротеренол в тех же концентра 
циях увеличивали амплитуду быстрого и медлен 
ного 1Са на 40 - 60%. При этом амплитуда тока по 
еле воздействия адреналина или изопротеренол; 
всегда превышала амплитуду тока во время кон 
трольного стимула. На рис. 1 показано увеличе 
ние амплитуды медленного 1Са после воздействи 
2 мкмоль/л адреналина. Смещение вольт-ампер 
ной характеристики на 5 -1 0  мВ в сторону боле 
отрицательных потенциалов (рис. 16) свойстве*

836



Д ЕЙ С ТВИ Е А Д РЕН А Л И Н А  Н А  И О Н Н Ы Е  Т О К И 837
г

|_
О

___ I___
50 мс

(б )
Е , мВ

2с
__I
7 с

Рис. 1. Воздействие адреналина на медленный кальциевый ток миобласта лягушки, а -  записи медленного кальциево­
го тока (после вычитания утечки) до ( 1)  (контроль) и после (2) замены стандартного наружного раствора на стандарт­
ный раствор с адреналином в концентрации 2 мкмоль/л. Тестирующий потенциал -10 мВ. Шкала времени линейна 
от 0 до 50 мс, от 50 мс до 2 с и от 2 с до 7 с. 7-е сутки развития, б -  вольт-амперные характеристики медленного каль­
циевого тока до (/) (контроль) и после (2) воздействия адреналина в концентрации 1 мкмоль/л; абсцисса -  значения 
тестирующего потенциала, ордината -  амплитуда кальциевого тока, отн. ед.

но и зрелым СМВ лягушки [2]. На рис. 2 показан 
эф ф ект воздействия 1 мкмоль/л изопротеренола 
на амплитуду быстрого 1Са. График изменения 
амплитуды 1Са во время эксперимента (рис. 26) хо­
рошо демонстрирует феномен падения амплитуды 
быстрого 1Са и позволяет более точно оценить 
эф ф ект изопротеренола при допущении линей­
ности характера падения амплитуды. Значитель­
ное увеличение эф ф екта воздействия адреналина 
и изопротеренола, начиная с седьмых суток куль­
тивирования, может быть связано с созреванием 
комплекса бета-адренорецептор-аденилатциклаз- 
ная система. В литературе отмечается, что на

6 - 7-е сутки культивирования приходится пик бел­
кового синтеза, заканчивается формирование и на­
копление ионных каналов и рецепторов [ 7 -9 ,  14]. 
При этом наблюдаемый до 6 суток культивирова­
ния незначительный эф ф ект адреналина и изо­
протеренола мог быть опосредован не бета-адре- 
норецептор-аденилатциклазным комплексом в 
целом, а прямо G-белками [14]. Это предположе­
ние подтверждается и другими данными, полу­
ченными в ходе данного эксперимента. Нами от­
мечен необычный эф ф ект известного бета-адре- 
ноблокатора обзидана (он же пропранолол, 
анаприлин, индерал) на амплитуду и быстрого и

ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК том 344 № 6 1995



838 Л У К Ь Я Н Е Н К О  и др.

Изопр.
I_______________________ I______________________I_____________ I

О 50 мс 2 с 7 с

(б)

Рис. 2. Воздействие изопротеренола на быстрый кальциевый ток миобласта лягушки, а -  записи быстрого кальциево­
го тока (после вычитания утечки) до (/) (контроль) и после (2) замены стандартного наружного раствора на стандарт­
ный раствор с изопротеренолом в концентрации 1 мкмоль/л. Тестирующий потенциал -20 мВ. Шкала времени как 
на рис. 1. 10-е сутки развития, б -  динамика изменения максимальной амплитуды быстрого кальциевого тока в течение 
эксперимента; абсцисса -  время от начала эксперимента, ордината -  амплитуда тока, отн. ед.; стрелками указаны мо­
менты замены стандартного наружного раствора на стандартный наружный раствор с добавлением 1 мкмоль/л изо- 
претеренола (/) или 1 мкмоль/л изопротеренола и 1 мкмоль/л обзидана (2); отмыв миобласта от изопротеренола и об- 
зидана ( 3)  производился стандартным наружным раствором.

медленного 1Са (рис. 26): обзидан в концентра­
циях 0 . 1 - 1 0  мкмоль/л вместо снятия активирую­
щего воздействия адреналина или изопротере­
нола оказывал сопоставимый с ними положи­
тельный эф ф ект  на быстрые и медленные 
кальциевые каналы на всех стадиях культивиро­
вания. Подобный эф ф ект  мог быть результатом 
незрелости регуляторного комплекса именно на 
уровне субъединиц G-белков. В литературе име­
ются только отрывочные сообщения о необыч­
ных эф ф ектах, связанных с адренорецепторами, 
на ранних этапах миогенеза [15]. К ак правило,

эти эф ф екты  связывают именно с прямым воз­
действием претерпевающих структурные измене­
ния G-белков [14, 15]. Таким образом, получен­
ные данные позволяю т предположить, что экс­
прессия генов, кодирующих структуру белков 
различных звеньев бета-адренергического регу­
ляторного комплекса, в ходе миогенеза происхо­
дит гетерохронно, что проявляется в различной 
эффективности влияния адреналина и изопроте­
ренола на различных этапах культивирования 
миобластов.
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Приведенные данные свидетельствуют о том, 
что: 1) бета-адренергический регуляторный ком­
плекс может активировать быстрые и медленные 
потенциал-управляемые кальциевые каналы ске­
летных миобластов лягушки; 2) существует стадия 
миогенеза, на которой регулирующее адренерги­
ческое влияние значительно возрастает.

Работа вы полнена при ф инансовой поддерж­
ке М еж дународного научного фонда (ISF Grant 
№  NVQ 000).
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