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Исследованию ионной проводимости возбудимых 
мембран посвящено огромное число работ. Несмотря 
на значительные успехи в этой области, молекуляр­
ный механизм проводимости ионных каналов окон­
чательно не выяснен. В особенности это относится к 
природе воротных токов [7]. Известно, что открыва­
ние и закрывание ионных каналов в возбудимых мем­
бранах связано с перемещением заряженных ворот­
ных частиц под действием электрического поля. Осо­
бый интерес представляют работы, в которых, помимо 
потенциала, обнаружено и влияние других физиче­
ских факторов на воротный процесс. Можно надеять­
ся, что этот сложный процесс может быть понят в ре­
зультате анализа и сопоставления различных по своей 
природе причин действия на воротные частицы. В 
этой связи исследование влияния градиента осмотиче­
ского давления на кинетику ионных токов представля­
ет определенный интерес, поскольку осмотический 
поток воды модифицирует свойства натриевых и ка­
лиевых каналов, и таким образом появляется возмож­
ность варьированием величины водного потока полу­
чить дополнительную, информацию о механизме 
функционирования ионных каналов [3,8]. В работах 
[5,6] показано, что водный поток действует на ворот­
ное устройство натриевого канала. В работе [2] иссле­
довано влияние внеклеточного верапамила на кинети­
ку инактивации калиевых каналов в нейроне Helix. 
Установлено, что верапамил эффективно ускорял про­
цесс инактивации, причем увеличение скорости инак­
тивации не зависит от того, в каком состоянии нахо­
дятся калиевые каналы - проводящем или непроводя­
щем. В качестве фактора, влияющего на воротный 
процесс калиевых каналов, используют внеклеточный 
калий, в частности показано, что внеклеточный калий 
немонотонным образом влияет на кинетику калиевых 
каналов [1,4]. В данной работе исследовано влияние 
внеклеточной концентрации ионов калия на кинетику 
калиевого тока через клетки РС-12.

Материал и методы

В работе была использована линия клеток феохро­
моцитомы крысы РС-12, которая является клеточной 
линией нейронного происхождения. Эта нейросекре­
торная линия представляет собой трансформирован­
ные хромаффинные клетки, полученные из мозгового 
слоя коры надпочечников крысы [9]. РС-12 является 
удобной моделью для изучения процессов, протекаю­
щих в нервных тканях, поскольку они могут неогра­
ниченно делиться in vitro, дифференцироваться под 
действием определенных факторов и приобретать не­
которые свойства, присущие зрелому симпатическому 
нейрону [9]. Потенциалзависимая калиевая проводи­
мость клеток РС-12 является доминирующей, что по­
зволяет использовать их в качестве адекватной моде­
ли для исследования потенциалзависимости и кинети­
ческих характеристик калиевых токов.

Калиевые токи были получены фиксацией потен­
циала на целой клетке методом «patch-clamp». Метод 
позволяет непосредственно регистрировать ионные 
токи, которые протекают через мембрану при задан­
ном уровне мембранного потенциала. Сущность мето­
да состоит в том, что мембранный потенциал почти 
мгновенно смещают до некоторого нового значения и 
поддерживают его на этом уровне при помощи элек­
тронной схемы с обратной связью (рис. 1).

Ток, протекающий через мембрану, измеряют от­
дельным усилителем. Метод позволяет контролиро­
вать мембранный потенциал, осуществлять 
«прямоугольное» изменение мембранного потенциала 
с одновременной непосредственной регистрацией 
электрического тока, текущего через мембрану. Заре­
гистрированный ток может быть разделен на отдель­
ные ионные компоненты, которые дают непосредст­
венно информацию об активности ионных каналов. 
Количественное описание кинетики активации интег­
рального калиевого тока клеток РС-12 можно
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1к=8к™ Հր^ ՀՍ-Սձ (1)

где 1к - плотность калиевого тока; gKm«- средняя мак­
симальная удельная проводимость калиевых каналов; 
է - время; т,к - постоянная времени активации инте­
грального тока; Ս - мембранный потенциал; Uk - рав­
новесный потенциал для К*, рассчитанный по уравне­
ниям Нернста, исходя из концентраций К* во внекле­
точном и внутрипипеточном растворах.

Инактивацию интегрального калиевого тока мож­
но представить как сумму неинактивирующегося и 
инактивирующегося тока с одноэкспоненциальной 
инактивацией:

К~ 8кт»х1 + &Хтах2 ' е5ф{ к\ 
2

где 1к - плотность калиевого тока; - средняя 

Рис.1. Схема фиксации потенциала на целой клетке 
методом «patch-clamp».
1 - клетка; 2 - микропипетка; 3 - электроды; 4 - 
усилители; 5 - вольтметр; б - амперметр; 7 - источник 
напряжения

максимальная удельная проводимость неинактиви- 
рующихся калиевых каналов; gKm»x2 - средняя макси­
мальная удельная проводимость инактивирующихся 
калиевых каналов; - постоянная времени инактива­
ции интегрального тока.

При определенных значениях gKm«, gKmaxl, gKm«2 
кинетические постоянные времени TiK подбирали 
таким образом, чтобы среднеквадратичная разница 
между экспериментальными точками на соответст­
вующем интервале и значениями, полученными из 
уравнений (1) и (2), была наименьшей. Калиевые токи 
через клетки РС-12 измеряли при внеклеточной кон­
центрации ионов калия в 5,10, 15 и 20 мМ.

Результаты и обсуждение

На рис. 2 представлены конкретные кривые изме­
нения кинетики калиевого тока в контроле (рис.2 А) и 
при значении внеклеточной концентрации ионов ка­
лия в 20 мМ (рис.2 Б) при различных значениях мем­
бранного потенциала. Нами были получены ана-

ЬНЬ'Х КаЛИСВЫХ Т°К0В КЛеТ°К РС՜12 "Рн гоменении мембранного потенциала от его начального 
тельнослю^^с*^ Д° ФИКСИР0ВаН Н0Г° П0ТеНЦИаЛаВ ИНТерВЙЛеОТ՜10 (верХНЯЯ кРивая) д0 с шагом ЮмВидли-

А - контроль;
Б - внеклеточная концентрация ионов калия равна 20 мМ.
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логичные кривые для других значений внеклеточной 
хонцентраиии ионов калия (5, 10 и 15 мМ). Сопоста­
вив экспериментальные кривые из рис.2 с теоретиче­
скими зависимостями (1) и (2), можно определить 

'постоянные времени активации и инактивации при 
заданном значении внеклеточной концентрации ионов 
-калия. Эксперименты показали, что постоянная време­
ни активации с увеличением концентрации ионов ка­
лия во внеклеточном растворе почти не изменяется. 
Напротив, постоянная времени инактивации заметно 
зависит как от концентрации калия во внеклеточном 
.растворе, так и от потенциала на мембране.

При исследовании механизма активации и инакти­
вации проводимости канала важным является этап 
выяснения вида функциональной зависимости посто­
янной времени активации и постоянной времени 
инактивации от концентрации ионов калия во внекле­
точном растворе. С этой целью экспериментально 
полученные постоянные времени активации и инакти­
вации были представлены в логарифмических коорди­
натах - зависимость логарифма постоянной времени 
активации (инактивации) от концентрации внеклеточ­
ного калия - рис.3, из которого видно, что постоянная 
времени активации примерно на два порядка меньше

Рис.З. Зависимость логарифма постоянной времени активации (А) 
и инактивации (Б) от внеклеточной концентрации ионов калия при 

т т различных значениях мембранного потенциала. Л и аК 
выражены в мс, а прямые через точки проведены методом 
наименьших квадратов.

постоянной времени инактивации, т.е. активация яв­
ляется быстрым процессом. Из рис.З.(А) видно также, 
что в области положительных значений мембранного 
потенциала (от 10 до 40 мВ),постоянная времени ак­
тивации практически не зависит от концентрации 
ионов калия во внеклеточном растворе. Следователь­
но, можно написать:

аК = 7о0 . (3)

Зависимость же логарифма постоянной времени 
инактивации линейно уменьшается с увеличением 
концентрации ионов калия во внеклеточном растворе 
(рис.З.(Б)). Причем эта зависимость практически одна 
и та же для потенциалов 10, 20, 30 и 40 мВ.

= ЛоехР-( ՜^) , <4>
ղ

где *° слабо зависит от. с
Из рис.З (А, Б) видно, что при положительных зна­

чениях потенциала на мембране постоянные времени 
активации и инактивации слабо зависят от потенциа­
ла.

Полученные экспериментальные данные свидетельству­
ют об экспоненциальной зависимости постоянной времени 
инактивации от концентрации ионов калия во внеклеточ­
ном растворе. Это обстоятельство может свидетельствовать 
об активационном механизме влияния концентрации ионов 
калия во внеклеточном растворе на процесс инактивации 
калиевой проводимости клеток PC-12.

Таким образом, показано, что с увеличением концентра­
ции ионов калия во внеклеточном растворе процесс инакти­
вации ускоряется и слабо зависит от мембранного потен­
циала. Зависимость постоянной времени активации от кон­
центрации ионов калия во внеклеточном растворе незначи­
тельна. Основываясь на этом, можно считать, что измене­
ние концентрации калия влияет на механизмы инактивации, 
а незначительное изменение кинетики активации может 
являться проявлением связи между механизмами активации 
и инактивации.
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Կալիումի իոնների սւրտաբջջային կոնցենտրացիայի ազդեցությունը РС-12 բջիջների 
կալիումային հոսանքների կինետիկայի վրա

Հ.Հ.Աբգարյան, ՎՎԿուչհր, ՎԲ.Աոաքելյան,

Ցույց է արված, որ թաղանթի վրա պոտենցիալի 
դրական արժեքների դեպքում РС-12 բջիջների 
թաղանթներով անցնող կալիումային հոսանքի ակտի­
վացման և ինակտիվացման հաստատումները թույլ են 
կախված պոտենցիափց: Հաստատված է նաև, որ 
կալիումի իոնների արտաբջջային կոնցենտրացիայի

Կ.Է.Կոսեմյան, ԼԼՎԱոաքելյան, Լ.Ռ.Գրիգորյան

մեծացմանը զուգընթաց կտրուկ նվազում է ինակտի­
վացման ժամանակի հաստատունը, իսկ ակտիվաց­
ման ժամանակի հաստատունը գործնականում չի փո­
փոխվում: Ինակտիվացման ժամանակի հաստա­
տունի կախվածությունը կափումի իոնների արտաբջ­
ջային կոնցենտրացիայից ունի էքսպոնենցիալ տեսք:

Influence of extracellular conentration of potassium on the kinetics of potassium 
currents in PC-12 cells

H.H.Abgaryan, V.V.Kucher, V.B.Arakelyan, K.E.Kosemyan, H.V. Arakelyan, L.R.Grigoryan

It is shown that at positive values of membrane poten­
tial the time constants of activation and inactivation of 
the potassium current through the membrane of PC-12 
cells weakly depend on the potential. It is also shown that 
with the increase in the extracellular concentration of 
potassium ions the time constant of inactivation falls 

sharply and the time constant of activation of the potas­
sium current through the membrane of PC-12 cells practi­
cally remains unchanged. The dependence of time con­
stant of inactivation of potassium ion concentration in the 
extracellular solution has an exponential form.

Литература

1. Абгарян ГА. Исследование нелинейных фото- и 
электроиндуцированных явлений в сложных неме­
таллических соединениях и микрогетерогенных 
структурах биологической природы. Док. дисс. Ере­
ван, 1998.

2. Костюк П.ГКрышталь О.А. Механизмы электри­
ческой возбудимости нервной клетки. М., 1981.

3. Крышталь О.А.. Осипчук Я.В., Пидопличко В.И. 
ДАН СССР, 1981. т. 259,5, с. 1253.

1. Лопатин А.Н., Кондратьев П.Г, Логинов Б.В., Ми- 
рошник Е.И. Биологические мембраны, 1988, т. 5, 7,

с.711.
5. Чижмаков И.В., Сорокина З.А. ДАН СССР, 1987. т 

292, 4, с. 989.
6. Чижмаков И.В., Сорокина З.А. Нейрофизиология 

1986, т. 18, 4, с. 518.
7. Armstrong С.М., Bezanilla F. Nature, 1973, 242, p.459.
8. Suleymanian M.A., Ayrapetyan S.N., Arakelyan V.B., 

Ayrapetyan V.Y. Cell, and Mol. Neurobiology, 1993. 13 
2, p.183.

9. Greene LA.. Tischler A.S. Adv. Cell. Nuerobiol, 1982 
3, p. 373.

Медицинская наука Армении №1 2004


