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РОЛЬ ОКСИДА АЗОТА В РЕГУЛЯЦИИ Са2+-ЗАВИСИМОЙ К+-ПРОНИЦАЕМОСТИ 
МЕМБРАНЫ ЭРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА 
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Изучено влияние оксида азота на Са2+-зависимую К+-проницаемость мембраны эритроцитов человека. Исследования проводи-
лись с помощью метода регистрации мембранного потенциала в суспензии эритроцитов по изменениям рН среды инкубации в 
присутствии протонофора. Активность Са2+-активируемых калиевых каналов оценивалась по амплитуде гиперполяризацион-
ного ответа и скорости его развития. Обнаружено, что донор оксида азота нитропруссид натрия оказывает необычное дейст-
вие на Са2+-активируемые калиевые каналы эритроцитов, возможно, из-за развития некоторых побочных эффектов. Предуктор 
NO L-аргинин увеличивает Са2+-зависимую К+-проницаемость мембраны эритроцитов. К такому же эффекту приводит и уве-
личение внутриклеточной концентрации цГМФ с помощью дибутирил-цГМФ или ингибиторов фосфодиэстеразы. 
Ключевые слова: оксид азота; эритроциты; Са2+-активируемые К+-каналы. 
 

Широко известна роль оксида азота как эндогенного 
вазодилататора, нейротрансмиттера, агента, участвую-
щего в иммунном ответе. Кроме этого, оксид азота влия-
ет на гипотоническую устойчивость эритроцитов, регу-
лирует перенос ими кислорода [1, 2], воздействует на 
деформируемость красных клеток крови [3], а также на 
эриптоз – программируемую гибель эритроцитов [4]. 

Мембрана эритроцитов содержит Са2+-акти-
вируемые К+-каналы средней проводимости, или 
Gardos-каналы, которые играют определенную роль в 
эриптозе [5]. Не исключено их участие в деформируе-
мости клеток: Са2+-индуцируемое снижение деформи-
руемости эритроцитов устраняется при выравнивании 
градиента ионов калия [6].  

Вопрос об участии оксида азота в регуляции Са2+-
активируемых К+-каналов эритроцитов остается откры-
тым. Не исключено, что эффекты оксида азота, связан-
ные с деформируемостью эритроцитов или продолжи-
тельностью их жизни, опосредованы его влиянием на 
Са2+-зависимую К+-проницаемость мембраны красных 
клеток крови. 

Целью настоящего исследования явилось изучение 
вклада оксида азота в регуляцию Са2+-зависимой К+-
проницаемости мембраны эритроцитов здоровых доно-
ров. 

 
Материалы и методы исследования 

 

В работе использовалась кровь 27 практически здо-
ровых добровольцев в возрасте от 20 до 45 лет обоего 
пола. 

Кровь забиралась из локтевой вены утром натощак 
в пробирки с гепарином (25 ед/мл крови). После цен-
трифугирования (1000g, 5 мин, 4°С) плазму и клетки 
белой крови удаляли, а эритроциты дважды промывали 
3 частями изоосмотического раствора NaCl (150 мМ), 
содержащего 5 мМ Na-фосфатный буфер (рН 7,4), при 
тех же условиях центрифугирования.  

Для исследования Са2+-активируемых калиевых ка-
налов был применен метод регистрации мембранного 
потенциала в суспензии эритроцитов по изменениям 
рН среды инкубации в присутствии протонофора, ос-
нованный на том, что в этих условиях распределение 
протонов зависит от мембранного потенциала [7]. Экс-
перименты проводились по следующему плану. Для 
получения гиперполяризационного ответа к 4,75 мл 
среды инкубации (среда N), содержащей 150 мМ NaCl, 

1 мМ KCl, 1мM MgCl2, 10 мM глюкозы и 10 мкМ 
СаСl2, добавляли 0,25 мл упакованных эритроцитов. 
Через 5 мин инкубации при 37°С и постоянном пере-
мешивании добавляли протонофор карбонилцианид-m-
хлорфенилгидразон (Сl-ССР Sigma) до конечной кон-
центрации 20 мкМ и спустя 2 мин – 0,5 мкМ Са2+-
ионофора А23187 (Sigma). Добавление кальциевого 
ионофора А23187 к суспензии клеток, содержащей 
хлорид кальция, приводило к выходу ионов калия и 
развитию гиперполяризационного ответа мембраны 
эритроцитов, что находило свое отражение в измене-
нии рН суспензии.  

Защелачивание среды инкубации соответствовало 
гиперполяризации мембраны, а восстановление рН – 
возвращению мембранного потенциала к исходному 
значению. При анализе полученных данных использо-
вались следующие параметры (рис. 1). ΔE − амплиту-
да гиперполяризационного ответа, значение мембран-
ного потенциала, соответствующие максимальному 
уровню гиперполяризации мембраны в ответ на до-
бавление А23187 (мВ); V1 − скорость защелачивания 
среды инкубации, отражающая скорость гиперполяри-
зации (мэкв ОН−/мин⋅л клеток); V2 − скорость закисле-
ния среды инкубации, отражающая скорость восста-
новления мембранного потенциала (мэкв Н+/мин⋅л кле-
ток). Амплитуда гиперполяризационного ответа и 
скорость его развития (V1) характеризуют Са2+-
зависимую К+-проницаемость, а скорость восстанов-
ления мембранного потенциала (V2) – активность 
Са2+-АТФазы [7]. 

Статистическая обработка. Анализ данных про-
водили при помощи программы STATISTICA 6.0 for 
Windows фирмы Statsoft. Фактические данные пред-
ставлены в виде «среднее арифметическое ± ошибка 
среднего» (X±m). Для определения характера распре-
деления полученных данных использовали критерий 
нормальности Колмогорова–Смирнова. Сформирован-
ные выборки не подчинялись закону нормального рас-
пределения, поэтому для проверки статистических ги-
потез были использованы непараметрические критерии 
[8]. Для проверки гипотезы об однородности двух не-
зависимых выборок использовался U-критерий Манна–
Уитни. Для проверки однородности парных или зави-
симых выборок был использован Т-критерий Вилкок-
сона [9]. Различия считали достоверными при уровне 
значимости р<0,05. 
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Рис. 1. Типичная кинетика изменения рН в суспензии эритроцитов человека в ответ  
на добавление 0,5 мкМ А23187 в присутствии 10 мкМ СаCl2 и 20 мкМ Cl-CCP  

(представлена как иллюстрация метода расчета параметров гиперполяризационного ответа эритроцитов) 
 

Результаты исследования и обсуждение 
 

Для изучения влияния оксида азота в эксперимен-
тальной практике широко используются нитросоеди-
нения – доноры NO. В проведенных экспериментах 
был применен нитропруссид натрия (НП, Sigma).  

Добавление в среду инкубации эритроцитов НП в 
концентрациях от 10–8 до 10–6 М не вызывало измене-
ний амплитуды гиперполяризационного ответа  эрит-
роцитов (рис. 2). 

Увеличение концентрации НП в среде инкубации 
эритроцитов до 10–5 М приводило к достоверному 
снижению амплитуды гиперполяризационного отве-
та (рис. 2). Кроме того, снижались и скорость разви-
тия гиперполяризации, и скорость восстановления 
мембранного потенциала. Увеличение концентрации 
нитропруссида натрия в среде инкубации до 10–4– 
10–3 М полностью подавляло развитие гиперполяри-
зационного ответа эритроцитов (на рис. 2 не указа-
но).  
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Рис. 2. Изменение амплитуды гиперполяризационного ответа эритроцитов человека в присутствии различных концентраций  
нитропруссида натрия. За 100% приняты значения ответа в отсутствии нитропруссида натрия (контроль). 

* Cтатистически значимые отличия от контрольных значений (р<0,05) 
 

Имеются данные о стимуляции нитропруссидом на-
трия калиевой проводимости мембраны ряда клеток, в 
первую очередь гладкомышечных, что связывают с 
действием оксида азота, донором которого нитропрус-
сид натрия является. В проведенных нами эксперимен-
тах был получен противоположный результат. Каковы 

же причины неожиданного влияния нитропруссида 
натрия на Са2+-активируемые калиевые каналы мем-
браны эритроцитов? 

Следует отметить, что относительно донорной 
способности нитропруссида натрия  не существует 
единой точки зрения. Некоторые авторы считают, что 
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НП спонтанно освобождает оксид азота [10], который 
легко проникает внутрь клеток и оказывает свое регу-
ляторное действие. Согласно другой точке зрения, НП 
подвергается изменениям, в которых участвует 
мембранноcвязанная НАДН-дегидрогеназа [11]. Кро-
ме того, нитропруссид натрия освобождает не только 
NO, но и ионы цианида CN–, причем концентрация 
последних пропорциональна концентрации НП [12]. 
Мембрана эритроцитов содержит некоторые фрагмен-
ты электронно-транспортной цепи, в частности 
НАДН-дегидрогеназу, цитохром с [13–15], которые 
могут включаться в регуляцию Са2+-активируемых 
калиевых каналов эритроцитов [13]. Установлено, что 
ионы CN– могут выступать в роли ингибитора цито-
хрома с [16].  

Возможно, полученные эффекты НП обусловлены 
его декомпозицией с участием фрагментов электронно-
транспортной цепи, имеющихся в мембране эритроци-
тов и ингибирующим влиянием ионов цианида.  

Чтобы избежать NO-независимых эффектов нитро-
пруссида натрия, мы использовали другой подход для 
увеличения концентрации оксида азота, связанный с 
естественным предуктором NO L-аргинином. 

Известно, что эритроциты содержат NO-синтазу – 
фермент, образующий оксид азота из L-аргинина [17, 18]. 

Инкубация эритроцитов с L-аргинином (10–6 М) вы-
зывала достоверное повышение амплитуды и скорости 
развития ГО эритроцитов (рис. 3).  

Ингибирование NO-синтазы с помощью L-NMMA 
(Sigma) (24 10–5 M) достоверно снижало амплитуду 
гиперполяризационного ответа (рис. 3). 

Таким образом, в проведенных экспериментах ус-
тановлено, что внутриклеточная продукция NO с по-
мощью L-аргинина увеличивала Са2+-зависимую ка-
лиевую проницаемость мембраны эритроцитов. Под-
тверждением этому являются сведения, что L-аргинин 
снижает гипотонический гемолиз красных клеток кро-
ви вследствие активации выхода ионов калия [19]. 

 

 
 

Рис. 3. Амплитуда гиперполяризационного ответа эритроцитов человека в присутствии L-аргинина,  
дибутирил-цГМФ, изобутилметилксантина, запринаста и L-NMMA. За 100% приняты значения гиперполяризационного ответа  

в отсутствии перечисленных агентов (контроль). * Cтатистически значимые отличия от контрольных значений (р<0,05) 
 

В работах по изучению участия NO в регуляции 
Na+/H+-обмена и K+-Cl–-котранспорта показан цГМФ-
зависимый эффект оксида азота [20–22]. 

Для выяснения цГМФ-зависимого действия оксида 
азота обычно применяют ингибитор растворимой гуа-
нилатциклазы – метиленовый синий. Однако прове-
денные эксперименты показали, что метиленовый си-
ний сам изменяет параметры гиперполяризационного 
ответа: в концентрации 1мкМ он увеличивал амплиту-
ду и скорость развития гиперполяризации, что свиде-
тельствует о его влиянии на Са2+-активируемую калие-
вую проницаемость эритроцитов. 

В связи с этим были проведены эксперименты с 
агентами, увеличивающими внутриклеточную концен-
трацию цГМФ: дибутирил-цГМФ (10–4 М) (Sigma) – 
проникающим в клетки аналогом цГМФ и ингибитора-
ми фосфодиэстераз – изобутилметилксантином (10–4 М) 
и запринастом (10–4 М) (100 мкМ) (Sigma) [20]. Инкуба-
ция эритроцитов со всеми перечисленными веществами 

приводила к достоверному повышению амплитуды ги-
перполяризационного ответа (рис. 3). Скорость развития 
ГО достоверно увеличивалась при действии изобутил-
метилксантина и запринаста. Результаты исследования 
показали, что L-аргинин, дибутирил-цГМФ и ингибито-
ры фосфодиэстераз действуют однонаправленно, увели-
чивая активность Са2+-активируемых калиевых каналов. 
Это позволяет предположить наличие цГМФ-опосре-
дованного действия оксида азота на каналы.  

Таким образом, в настоящем исследовании обнару-
жено, что донор оксида азота нитропруссид натрия 
оказывает необычное действие на К+(Са2+)-каналы 
эритроцитов, возможно, из-за развития некоторых по-
бочных эффектов. Стимуляция внутриклеточной про-
дукции оксида азота с помощью L-аргинина вызывает 
повышение Са2+-зависимой К+-проницаемости мембра-
ны эритроцитов человека. К такому же эффекту приво-
дит и увеличение внутриклеточной концентрации 
цГМФ. 
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