
© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ
УДК 612.174-311

ВЛИЯНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОЙ КОНЦЕНТРАЦИИ НАТРИЯ НА
ВЕЛИЧИНУ НАБУХАНИЯ КАРДИОМИОЦИТОВ И ПОВРЕЖДЕНИЕ

СЕРДЦА ПРИ "КАЛЬЦИЕВОМ ПАРАДОКСЕ"

В.В. АЛАБОВСКИЙ, А.А. ВИНОКУРОВ, А.И. ДМИТРАЩУК

Воронежская Государственная медицинская академия им Н Н Бурденко
Студенческая ул. 10, 394622 Воронеж

Цель исследования заключалась в изучении влияния внеклеточной концентрации натрия
на величину набухания кардимиоцитов и выяснение роли этого процесса в повреждении сердца
при "кальциевом парадоксе"

Эксперименты, проведенные на изолированных сердцах белых крыс, показали, что репер-
фузия сердца Са-содержащим раствором (Ca2t 2,0 мМ) после 10 минут перфузии бескальциевой
средой (рСа=7,0) вызывает увеличение содержания внутриклеточной воды в миокарде (до
7,54±0,2 мл/г сухой массы), снижение концентрации АТФ (с 23,5±0,7 до 4,9 0,1 мкмоль/г сухой
массы) и фосфокреатина (с 34,3±4,7 до 0,7 0,03 мкмоль/г сухой массы), выход миоглобина из
сердца (493122 мкг/г сухой массы). Снижение концентрации Na* (до 30 — 80 мМ при постоянном
осмотическом давлении) или добавление строфантина (50 мкМ) в бескальциевой среде и последу-
ющая реперфузия исходным Са-содержащим раствором увеличивает содержание воды в сердце
(до 15,6 — 20,95 мл/г сухой массы), снижение концентрации АТФ и фосфокреатина (до нуля),
выход миоглобина (до 1442 — 1791 мкг/г сухой массы) Повышение уровня Na* в бескальциевом
растворе (до 180 — 220 мМ), но не осмотического давления, уменьшало набухание кардиомиоци-
тов и ослабляло проявление ''кальциевого парадокса" Полученные результаты свидетельствуют
об участии набухания кардиомиоцитов в повреждении сарколеммы при "кальциевом парадоксе",
которое зависит от концентрации Na* в бескальциевой среде

Ключевые слова: сердце, кальций, энергетический обмен, "кальциевый парадокс".

Введение. Массивный поток Са2+ внутри клеток является одним из факторов гибе-
ли кардиомиоцитов при ишемии, гипоксии, реоксигенации или реперфузии [1,2,3].
Одним из наиболее распространенных способов его моделирования является перфу-
зия его вначале бескальциевой средой, а затем — раствором с исходной концентра-
цией Са2+ ("кальциевый парадокс") [4,5]. Считают, что данный процесс протекает
при многих патологических состояниях миокарда [1,3]. Несмотря на интенсивные
исследования, механизм развития 'Lкальциевого парадокса" все еще остается неяс-
ным. Одной из особенностей этого патологического явления является накопление в
кардиомиоцитах Na+ и снижение его трансмембранного градиента при удалении
Са2+ из внеклеточной среды. Полагают, что во время восстановления прежней кон-
центрации Са2+ происходит его интенсивное поступление внутрь клеток через сис-
тему Na-Ca обмена. Являясь активатором протеаз и фосфолипаз, Са2+, тем самым,
инициирует процесс разрушения клетки [3,6,7]. Согласно другой гипотезе, причи-
ной разрушения сарколеммы при реперфузии сердца Са — содержащим раствором
является не увеличение внутриклеточной концентрации Са2+, а осмотический гра-
диент, возникающий вследствие накопления в кардиомиоцитах осмотически-акхив-
ных веществ Поступающий из интерстициального пространства поток воды вызы-
вает набухание клеток и разрыв сарколеммы.

Однако, гипотеза A Omachi с соавторами не учитывает участие системы Na-Ca
обмена в развитии "кальциевого парадокса", который регулируется трансмембран-
ным градиентом натрия. Учитывая это, целью настоящего исследования явилось изу-
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чение влияния внеклеточной концентрации натрия на величину набухания кардио-
миоцитов и выяснение роли этого процесса в повреждении сердца при "кальциевом
парадоксе". (

Методика. Эксперименты проводились на изолированных сердцах белых беспо-
родных крыс, перфузированных по методу Лангендорфа оксигенированным (t=37°C)
раствором Рингера-Локка (в мМ): NaCl - 140; NaH 2 PO 4 - 0,5; КС1 - 5,0; трис-ОН
(рН=7,4); СаС12 — 2; глюкозы-11. Под эфирным наркозом крыс декапитировали,
вскрывали грудную клетку и сердце помещали в охлажденный раствор Рингера-Лок-
ка. В аорту вводили канюлю и со скоростью 10 мл/мин в течение 15 минут подавали
исходный раствор для стабилизации сократительной функции и показателей энер-
гетического состояния. Затем сердце перфузировали бескальциевой средой, содер-
жащей 0,5 мМ ЭДТА в течение 10 минут. По окончании перфузии бескальциевой
средой через сердце пропускали исходный раствор, содержащий 2,0 мМ СаС12.

Изменение концентрации натрия производили только во время перфузии сердца
бескальциевой средой. При уменьшении содержания в растворе хлорида натрия ос-
мотичность сохраняли добавлением соответствующего количества сахарозы. Репер-
фузию во всех сериях экспериментов осуществляли исходным раствором.

Через 5 минут реперфузии исходным раствором замораживали сердце при темпе-
ратуре жидкого азота щипцами Волленбергера и готовили тканевые экстракты с по-
мощью 6% трихлоруксусной кислоты. После центрифугирования при 3000 g супер-
натант нейтрализовали 2 N КОН при 0-4°С и определяли содержание адениннуклео-
тидов стандартными ферментативными методами [8]. Содержание креатина оцени-
вали спектрофотометрически с помощью альфа-нафтола. Концентрацию фосфо-
креатина вычисляли по разности содержания в ткани креатина и суммарного креа-
тина (креатин + фосфокреатин) [9]. Выделение митохондрий и изучение парамет-
ров их дыхания производили оксиграфически по методикам, описанным ранее [2].
Содержание миоглобина в оттекающем перфузате оценивали непрерывно с помо-
щью проточной кюветы спектрофотометрически [10]. Белок определяли биурето-
вым методом. Концентрацию ионов кальция в растворах контролировали с помо-
щью ионоселективного электрода ЭИ-Са-01 и электронного потенциометра ВЛ-750.

Величину набухания кардиомиоцитов оценивали по накоплению воды в ткани
сердца, определяя содержание воды в миокарде, соотнесенное на 1 грамм сухой мас-
сы. Для этого образцы сердечной мышцы высушивали при 100° в течение 24 часов.

Для оценки глубины повреждения кардиомиоцитов при "кальциевом парадоксе"
использовали следующие показатели: содержание в ткани сердца адениннуклеоти-
дов, фосфокреатина и креатина, концентрация в оттекающем перфузате миоглоби-
на, сопряжение процессов окисления и фосфорилирования в митохондриях, вели-
чину контрактуры миокарда [3,4].

Полученные данные обработаны методом вариационной статистики с использо-
ванием критерия t Стьюдента и непараметрических критериев статистики. В работе
были использованы миоглобин лошади и трисамин ("Sigma"), ферменты и кофер-
менты "Boehnringer Mannheim GmbH" (Германия). Остальные реактивы: отечествен-
ного производства квалификации "х.ч.". Полученные данные обработаны методом
вариационной статистики с использованием критерия t Стьюдента, анализа вариа-
ции ANOVA.

Результаты и обсуждение. Проведенные эксперименты показали, что перфузия
сердца бескальциевой средой, содержащей 0,5 мМ ЭДТА в течение 10 минут с после-
дующей реперфузией исходным раствором, содержащим 2,0 мМ Са, приводит к зна-
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чительным изменениям энергетического состояния кардиомиоцитов табл 1. Уста-
новлено, что развитие "кальциевого парадокса" сопровождается снижением кон-
центрации адениннуклеотидов, фосфокреатина и креатина более чем на 50-90% по
сравнению с исходным состоянием. В митохондриях сердца отмечается разобщение
процессов окисления и фосфорилирования, снижение показателя АДФ/О и скорос-
ти фосфорилирования (табл 2). Одновременно отмечается выход значительного ко-
личества миоглобина в оттекающий от сердца перфузионный раствор. Развитие "каль-
циевого парадокса" в сердечной мышце вызывало набухание кардиомиоцитов и уве-
личение количества воды а ткани.

Таблица 1
Влияние концентрации Na+ на содержание адениннуклеотидов, фосфокреатина и креатина в сердце

при "кальциевом парадоксе" (мкмоль/г сухой массы) М±м

концентрация ионов
натрия 8 бескапьциевой

среде

ттастное сердце

Na+= 140 (контроль)

Na' = 80

Na* = 30

Na* = 170

Na' = 200

Na' = 220

АТФ

23,5=0,7*

4.9±0,1

0±0*

0±0*

8.9*0.8*

12.6iO.3*

14,8±1Г

АДФ

B,5±0,3*

3,5±0.1

2,5+0,3"

2,4+0,3"

2,8±02

2,7+0,2-

3,1±0,2

АМФ

1,1 ±0,02*

2,8±0.10

2,5±O,1O

2,2±O,10*

2,4±0Л)

1.4+0,10'

1.1± 1,04*

креатин

51.7± 1.7-

35,2±1,1

24,6±1,4*

17,4±0,4*

54,8±1,8'

69,9±3,8*

69,8+4,2*

фосфокреатин

34,3+4,70*

0,7±0,03

0±0*

0±0*

5,6±0,80*

8.8+1.60*

19,8±1.40*

Примечание: звездочкой отмечены достоверные отличия для р<0,05 по сравнению с контролем.

Таблица 2
Влияние концентрации Na+, сахарозы и строфантина во время перфузии сердца бескальциевой

средой на количество воды в миокарде, выход миоглобина из сердца при реперфузии
Са- содержащим раствором. (М±м)

особенности состаа бескзльциеэой среды

Na* = 30 mM

Na' = 80 тМ

Na' = 140 т М

Na* = 200 т М

Na' = 220 т М

Na' = 140 тМ сахароза 120 т М

Na* = 140 т М саяроза 240 т М

Na* = 140 тМ сахароза 50 т М

Na" = 200 т М сахароза 50 т М

количество «щы мпД суюй массы

20,95*0,25"

15,60±0,28"

7,54+0,20

3,494=0.10"

2.66±0,85"

7,29±0,28

8, ЗОЮ, 21

20,70±0.82"

18.82*1.10**

количество миоглобина исгД сужй массы

1791,0±74,0"

1442,0± 102,0"

493,0+22.2

212,0± 14,0-

95,0±5,0"

489,0+16,9

519,9+16 1

2120,0±38,0"

2119 0*37.1"

Примечание: Представлены данные 5-14 экспериментов в серии Обозначены достоверные отличия
для р<0,05 — одной звездочкой, для р<0,001 — двумя звездочками по сравнению с контролем (Na* = 140
mM).
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Снижение концентрации хлорида натрия в бескальциевой среде до 30-80 мМ (ос-
мотичность сохраняли добавлением соответствующего количества сахарозы) при
реперфузии Са- содержащим раствором усиливало выход миоглобина из сердца бо-
лее чем в 4 раза по сравнению с экспериментами, в которых бескальциевая среда
содержала физиологическую концентрацию хлорида натрия (табл 2). Одновремен-
но отмечалось полное разобщение процессов окисления и фосфорилирования в ми-
тохондриях, уменьшение до нуля концентрации АТФ и фосфокреатина в мышце сер-
дца.

Учитывая, что во время перфузии сердца бескал^циевой средой происходит набу-
хание кардиомиоцитов, мы попытались ослабить этот процесс путем увеличения
внеклеточного осмотического давления. При этом предполагалось, что уменьшени-
ем величины отека кардиомиоцитов удастся ослабить выход миоглобина в раствор.
Эксперименты показали, что добавление 240-340 мМ сахарозы в бескальциевую среду,
содержащую 30-80 мМ Na+, не ослабляет интенсивность выхода миоглобина из сер-
дца при реперфузии Са- содержащим раствором (табл 3).

Таблица 3
Влияние сахарозы и концентрации Na+ во время перфузии сердца бескальциевой средой на
количество воды в миокарде, выход миоппобина из сердца при реперфузии Са- содержащим

раствором. М±м

юицентрация ионов натр»

№'"140 т М

Na*=30 т М

Na*=80 т М

Na'=30mM сахароза 340 т М

Na*=SO т М сахароза 240 т М

юличеаю воды млД о/хой массы

7,54±0,20

20,95±0,25
Р,<0,01

15,60*0,28
Р,<0,01

20/)2±0,74
Р,<0,01
Р,<05

15,32±0,83
Р,<0,01
Р,<05

тличесгво миоглобта мкг/f сухой массы

498,0±22,1

1791,1±74,7
Р,<0,01

1442,0±102,3
Р,<0,01

1800,2+18.9
р,<0,001

Р,<0,5

1760,2±190,2
р,<0,01
Р,<05

Примечание: Представлены данные 5-14 экспериментов в серии. Р, — достоверность отличий по
сравнению с контролем (Na* = 140 mM), Р2 — достоверность отличий по сравнению с соответствующей
концентрацией Na+ без сахарозы.

Таким образом, снижение концентрации Na+ в бескальциевой среде усиливает
набухание кардиомиоцитов и увеличивает выход миоглобина из сердца при "каль-
циевом парадоксе". Причем эти изменения не зависят от величины осмотического
давления внеклеточной среды.

Повышение концентрации ионов натрия до 170-220 мМ в бескальциевой среде
ослабляло выход миоглобина из сердца при реперфузии Са- содержащим раствором,
препятствовало снижению уровня АТФ и фосфокреатина, разобщению процессов
окисления и фосфорилирования в митохондриях (табл 1,2). Одновременно гипер-
натриевая среда ослабляла накопление воды в миокарде более чем в 2 раза по сравне-
нию с контролем.

Для уточнения механизма действия высокой концентрации Na были проведены
эксперименты, в которых осмотическое даавление бескальциевой среды было уве-
личено путем добавления сахарозы, но не хлорида натрия. Опыты показали, что та-
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кие растворы не снижают накопление воды в миокарде и глубину повреждения сер-
дца при "кальциевом парадоксе"

Для исключения влияния на "кальциевый парадокс" резких перепадов осмоти-
ческого давления, вызываемых сменой различных перфузионных растворов, нами
были проведены эксперименты, в которых в Са- содержащий реперфузионный ра-
створ добавлялась сахароза для создания осмотического давления, равного гипер-
натриевой среде Таким образом, во время перфузии сердца осмотическая активность
внеклеточной среды оставалась постоянно высокой. Опыты показали, что в этих ус-
ловиях повышенная внеклеточная концентрация натрия защищала сердце также
эффективно, как и в предыдущих опытах (рис.)- Следовательно, изменения осмоти-
ческого давления раствора не влияют на проявление защитных свойств гипернатри-
евой среды.

Все это свидетельствует о незначительной роли повышенной осмотичности ги-
пернатриевой среды в уменьшении набухания кардиомиоцитов и ослаблении "каль-
циевого парадокса".

Предполагается, что высокий внеклеточный уровень натрия способен создавать
более высокий трансмембранный градиент Na+ только в условиях сохранения актив-
ности Na, К-АТФазы [11]. Для уточнения данного положения нами были проведены
эксперименты, в которых изучалось влияние гипернатриевой среды в условиях, при-
водящих к снижению активности Na, К-АТФазы. С этой целью в бескальциевый ра-
створ добавляли 50 мМ строфантина. Реперфузию сердца осуществляли исходным
раствором, содержащим физиологический уровень Са2+ и Na+. Эксперименты пока-
зали, что в присутствии блокатора Na, К-АТФазы гипернатриевая среда теряет за-
щитные свойства и усиливает набухание кардиомиоцитов. При этом выход миогло-
бина из сердца существенно превышает контрольные значения (табл 2).

Таким образом, для осуществления действия гипернатриевой средой необходимо
сохранение активности Na, К-АТФазы. Содержание Na+ в бескальциевой среде оп-
ределяет не только содержание воды в миокарде, но и глубину его повреждения при
восстановлении физиологической концентрации Са2+.

Математический анализ показал высокую степень корреляции между количеством
воды в миокарде и показателями глубины повреждения кардиомиоцитов рис Б,В.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том. что величина на-
бухания кардиомиоцитов и глубина их повреждения регулируется прежде всего кон-
центрацией Na+ в бескальциевой среде. Осмотический компонент играет второсте-
пенную роль. Такой вывод хорошо согласуется с результатами, полученными в лабо-
ратории Reg A.Chapman [3,6,7].

Известно, что снижение внеклеточной концентрации Саг+ (менее 1 мкМ) приво-
дит к потере медленными каналами своей селективности и поступлению через них
ионов натрия внутрь клеток [3,6,7]. Кроме того, ионы натрия могут проникать в кар-
диомиоциты через систему Na-Ca обмена. Одновременно происходит снижение ак-
тивности Na, К-АТФазы более чем на 50-75% [4, 5]. Вследствие этого, концентрация
натрия в цитоплазме увеличивается в 5-10 раз по сравнению с физиологическими
условиями [3]. Некоторые исследователи не исключают возможности того, что од-
новременно с Na+ в клетках накапливается С1 ~ [12, 13]. В результате этих изменений
в клетки по осмотическому градиенту поступает вода, и происходит набухание кар-
диомиоцитов (cell swelling). Следует отметить, что повреждения клеток в этот момент
не происходит, а увеличение количества внутриклеточной воды не удается ослабить
даже двухкратным повышением внеклеточного осмотического давления с помощью

243



2000-1

1500 -

1000 -

500-

10 15 20 25

В

2.5-

0.0
 J

10 15 20

Рис. Зависимость содержания АТФ (А) и фосфокреатина (Б) в сердце (мкмоль/г сухой массы) и
количества миоглобина, потерянного в раствор (мкг/г сухой массы), за 12 минут реперфузии (В)
от количества воды в ткани (мл/г сухой массы). По оси X — содержание воды в миокарде (мл/г

сухой массы).
Линейная корреляция между количеством воды в миокарде и выходом миоглобина — г = -0,994,
р<0,001; между количеством воды в миокарде и концентрацией АТФ — г = -0,927; р<0,01; между

количеством воды в миокарде и концентрацией фосфокреатина — г = -0,72; р<0,1;
Концентрация Na+ в бескальциевой среде 1 — 30 тМ; 2 - 8 0 тМ; 3 - 140 тМ; 4—170 тМ; 5

- 80 тМ; 6 - 3 0 тМ;
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сахарозы (табл 3). Однако, изменяя внеклеточную концентрацию Na+, можно суще-
ственно усилить или ослабить величину набухания кардиомиоцитов и их поврежде-
ние при "кальциевом парадоксе". Важную роль в этом процессе имеет активность
Na, К-АТФазы. В работах Chapman R.A. и его сотрудников показана важная роль под-
держания активности Na-насоса сарколеммы в ослаблении потока Са2г внутрь кле-
ток. Данный фермент играет важную роль в сохранении внутриклеточного осмоти-
ческого давления. Полученные нами результаты находятся в соответствии с вывода-
ми выводами R.A. Chapman и его сотрудников.

Проведенные нами эксперименты показали, что снижение количества воды в ми-
окарде обусловлено активированием фермента гипернатриевой средой [14] и не свя-
зано с повышенной осмотической активностью растворов. Добавление в раствор са-
харозы для создания осмотичности, равной гипернатриевой среде, не сказывалось
на величине набухания кардиомиоцитов, что объясняется отсутствием влияния са-
харозы на потоки Na+ в бескальциевой среде. Снижение концентрации Na+, умень-
шающее активность Na-насоса [14], увеличивает содержание воды в миокарде. Такое
же действие оказывает строфантин, селективный блокатор Na, К-АТФазы.

A.Omachi с соавторами считают, что растворы низкой концентрации Na+ имеют
более низкую ионную активность по сравнению с исходными средами перфузии.
Это, по мнению P.Busselen [10], препятствует вымыванию Са2+ из его связей на мем-
бране, что позволяет сохранять физико-химические свойства липидного бислоя. Од-
нако, нами установлено, что снижение концентрации Na+ в бескальциевой среде
усиливает повреждение сердца при реперфузии растворами с исходным содержани-
ем Са2+ и Na+. Такой результат противоречит предположениям A.Omachi с соавтора-
ми [15] и P.Busselen [10]. Поэтому наиболее вероятным объяснением механизма влия-
ния градиента натрия остается гипотеза об участии системы Na-Ca ионообменного
механизма в развитии "кальциевого парадокса" [2,3,6,7].

Таким образом, проведенные нами эксперименты дают основание считать, что
предположение A.Omachi с соавторами о формировании осмотического градиента
не противоречит так называемой "натриевой" гипотезе развития "кальциевого пара-
докса".

Полученные результаты подтверждают так называемую "натриевую гипотезу" раз-
вития "кальциевого парадокса", существенно уточнив некоторые ее положени. Из-
вестно, что перфузия сердца бескальциевой средой сопровождается накоплением в
клетке различных осмолитов, и прежде всего, Na+ и С1~. Этому способствует не толь-
ко потеря селективности Са~ каналов сарколеммы, но и снижение активности Na, K-
АТФазы. Последующая реперфузия сердца Са2' -содержащим раствором приводит к
накоплению Са2+ внутри клеток (посредством системы Na-Ca обмена сарколеммы),
вызывает активирование гидролитических ферментов, что может сопровождаться
образованием большого количества молекул средней и низкой массы, неспособных
проникать через сарколемму. Накопление амфифильных молекул и жирных кислот,
образующихся при гидролизе липидов, существенно изменяет текучесть липидного
бислоя сарколеммы, прочность мембраны. Возможно, в результате этих изменений
развивается значительный осмотический градиент и механическое разрушение кар-
диомиоцитов.

Авторы благодарят профессора R A Chapman и д-ра Krai — Rith Katamra (Бристоль, Великоб-
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EFFECT OF EXTRACELLULAR SODIUM CONCENTRATION ON CARDIOMYOCYTE
SWELLING AND MYOCARDIAL DAMAGE DURING THE CALCIUM PARADOX

V.V. Alabovsky, A.A. Winokurov, A.I. Dmitrachshuk

Department of Biochemistry. Voronezh State Medical Academy
Voronezh. 394622. Studencheskaya street 10. Voronezh. Russian Federation

The aim of investigation was to study the effects of extracellular sodium concentration on cardiomyocyte
swelling and evaluation of this process in myocardial damage due to the calcium paradox The experiments on
isolated rat hearts showed that reperfusion by Ca— containing solution (Ca2* 2,0 mM) after 10 minutes perfusion
with Ca- free medium caused ameliration of water contents, depletion of high- energy phosphates, loss of myoglobin
and uncoupling of respiration and phosphorylation in mitochondria. Either decreasing of sodium concentration (till
30-80 mM) or addition of strophant-hine (50 uM) resulted in exacerbation of calcium paradox (further augmentation
of tissue water contents and incresing of cellular damage). Sucrose (240-340 mM), added low- sodium Ca- free
solution was failed to prevent accumulation of water, loss of myoglobin and high- energy phosphates caused by
subsequent perfusion with Ca- containing medium. Elevation of extracellular concentration of sodium ions (from
140 mM till 200-220 mM), but did not tonicity reduced cellular swelling, water accumulation in tissue, prevented
loss of myoglobin and ATP, phosphocreatine level. The protective effect of hypersodium medium remained unchanged
even sucrose was added to reperfusion solution to maintaine osmotic pressure throuthout experiment. There are
close correlation between intensivity of water accumulation and degree of myocardial damage during the calcium
paradox, that confirms participance of Na- dependent cellular swelling in the delelopment of cellular abnormalities
due to calcium paradox.

Key words: heart, calcium, energy metabolism, "calcium paradox".
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