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Аннотация. Наши результаты свидетельствуют о том, что эндогенный 
уабаин запускает два разных сигнальных процесса. Первый, быстрый 
процесс, приводит к модуляции активационного воротного устройства 
каналов NaV1.8, что снижает их функциональную активность. Второй, 
медленный процесс, ведет к снижению плотности каналов NaV1.8  
в мембране первичного сенсорного нейрона. Мы предполагаем, что  
в этом случае эндогенный уабаин запускает внутриклеточный каскад, 
ведущий к снижению экспрессии гена SCN10A, продуцирующего каналы 
NaV1.8. Можно заключить, что эндогенный уабаин выполняет важнейшую 
функцию модуляции функциональной активности каналов NaV1.8 при 
взаимодействии с первичным сенсорным нейроном. В соответствии  
с нашими данными, эндогенный уабаин может являться эндогенным 
анальгетиком. Практическим результатом проведенного исследования 
стало предположение, согласно которому доставка уабаина в качестве 
лекарственной субстанции к мембране ноцицептивного нейрона  
в наномолярной концентрации должна приводить к безопасному  
и эффективному антиноцицептивному действию этого агента на уровне 
организма.

Ключевые слова: ноцицептивные нейроны, каналы NaV1.8, метод 
локальной фиксации потенциала, метод органотипической культуры 
ткани, конфокальная лазерная сканирующая микроскопия, эндогенный 
уабаин.
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Abstract. Our results suggest that endogenous ouabain triggers two different 
signaling processes. The first, fast process, modulates the activation gating 
device of the NaV1.8 channels, thereby reducing their functional activity.  
The second, slow process, decreases the density of NaV1.8 channels in the 
membrane of the primary sensory neuron. We assume that in this case, 
endogenous ouabain triggers a downstream cascade leading to a decrease  
in the expression of the SCN10A gene that produces NaV1.8 channels. It can 
be concluded that endogenous ouabain, when it interacts with the primary 
sensory neuron, performs important function of modulating functional activity 
of NaV1.8 channels. The practical result of the study was the assumption that 
the delivery of ouabain as a drug substance to the membrane  
of a nociceptive neuron in nanomolar concentration should lead to a safe and 
effective antinociceptive action of this agent at the organismal level.

Keywords: nociceptive neurons, NaV1.8 channels, patch-clamp method, 
organotypic nerve culture method, confocal laser scanning microscopy, 
endogenous ouabain.

Введение

Na,K-АТФаза — это электрогенная транс-
мембранная АТФаза, находящаяся во внешней 
плазматической мембране клеток (Skou 1957). 
Этот фермент создает разность потенциалов 
между наружной и внутренней сторонами  

мембраны благодаря поддерживанию градиен-
тов концентраций ионов натрия и калия между 
вне- и внутриклеточной средой клетки. В на-
стоящее время появилось большое количество 
данных о том, что этот белок также выполняет 
еще и трансдукторную функцию (Askari 2019; 
Cui, Xie 2017; Kometiani et al. 1998;  
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Krylov et al. 1999; Lichtstein et al. 2018; Xie, Askari 
2002). Специфические модуляторы Na,K-АТФазы, 
кардиотонические стероиды, известные как 
эндогенные дигиталисоподобные вещества, 
влияют на ферментативную активность Na,K-
АТФазы, что проявляется в регуляции проли-
ферации, дифференцировки, в стимулировании 
аутофагии, апоптоза. Эти эффекты различают-
ся в зависимости от типа клеток, а также от 
концентрации кардиотонических стероидов. 

Эндогенный уабаин (ЭУ) обнаружен в кро-
вотоке и в гипоталамусе теплокровных живот-
ных в наномолярной концентрации (Hamlyn  
et al. 1991; Kawamura et al. 1999). Молекулярный 
механизм его влияния в таких низких концен-
трациях на ноцицептивную систему остается 
малоизученным. Выяснению возможной физио- 
логической роли ЭУ посвящена настоящая ра-
бота. Нами использованы особо чувствительные 
методы для прижизненных исследований  
молекулярных механизмов модуляции отве- 
тов первичного сенсорного нейрона, где  
Na,K-АТФаза, выступая в качестве трансдукто-
ра сигнала, способна модулировать потенциа-
лочувствительность каналов NaV1.8, ответствен-
ных за кодирование ноцицептивных сигналов 
(Krylov et al. 1999; 2017; Penniyaynen et al. 2019).

Методы исследования

Метод локальной фиксации потенциала
Эксперименты выполнены с использованием 

модифицированного метода краткосрочного 
культивирования диссоциированных изолиро-
ванных сенсорных нейронов дорзальных ган-
глиев крыс линии Wistar, который был подроб-
но описан ранее (Krylov et al. 1999; 2017; 
Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019). 
Метод локальной фиксации потенциала (patch-
clamp method) был использован в конфигурации 
«регистрация активности целой клетки» («whole-
cell recording») (Hamill et al. 1981). В работе ис-
пользовались стандартные растворы (Penniyaynen 
et al. 2019; Plakhova et al. 2019). Реактивы при-
обретались в фирме Sigma (США). Количествен-
ное измерение эффективного заряда (Zeff), пере-
носимого активационной воротной системой 
при открывании каналов NaV1.8, осуществляли 
путем построения логарифмической потенци-
алочувствительности L(E) (Krylov et al. 1999; 
2017; Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019), 
используя метод Алмерса (Almers 1978).

Органотипическая культура нервной ткани
Применяемый нами метод подробно описан 

в наших предыдущих работах (Lopatina et al. 
2012; Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019). 
Объектами исследования были эксплантаты 
спинальных ганглиев 10–12-дневных куриных 
эмбрионов. Экспериментальные эксплантаты 
культивировали в присутствии уабаина (Sigma, 
США) в концентрации 0,1 нмоль/л в течение 
трех суток. Эксплантаты спинальных ганглиев 
исследовали с помощью метода лазерной ска-
нирующей конфокальной микроскопии.  
Для этого проводили иммуноцитохимическое 
окрашивание эксплантатов.

Иммуноцитохимический метод
Для визуализации эксплантатов и дальней-

шего иммунофлуоресцентного анализа прово-
дили иммуноцитохимическое окрашивание 
органотипической культуры спинальных ган-
глиев к маркеру каналов NaV1.8 и нейрофила-
ментам. Использовали следующие первичные 
и вторичные антитела: anti-sodium channel NaV1.8, 
anti-neurofilament 200, anti-rabbit-TRITC и anti-
rabbit-FITC. Антитела, используемые в работе, 
приобретались в фирме Sigma (США). Эксплан-
таты фиксировали 4%-ным раствором парафор-
мальдегида (pH 7.4) в фосфатно-солевом буфе-
ре (PBS; Sigma, США) в течение 3 минут, затем 
промывали PBS. После проводили пермеабили-
зацию в 0,3%-ном растворе Triton X-100 в PBS 
в течение 15 минут при комнатной температуре  
с дальнейшей отмывкой образцов, затем клетки 
инкубировали в 10%-ном растворе фетальной 
сыворотки коровы в PBS при комнатной темпе-
ратуре в течение 1 часа. Эксплантаты инкуби-
ровали с первичным антителом в течение ночи 
при 4 °С. После этого промывали клетки рас-
твором PBS 3 раза. Инкубировали культуру 
клеток со вторичными антителами 1 час в тем-
ноте при 37 °C. Для визуализации ядер эксплан-
таты окрашивали DAPI (Sigma, США). Препа-
раты хранили при 4 °С, затем их использовали 
для дальнейших исследований. 

Иммунофлуоресцентный метод
Для оценки результатов иммуноцитохими-

ческого окрашивания и для количественного 
анализа действия ЭУ применяли систему ком-
пьютерного анализа микроскопических изо-
бражений, состоящую из лазерного сканирую-
щего микроскопа «LSM 710» (Carl Zeiss, 
Германия), интегрированного с инвертирован-
ным микроскопом Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, 
Германия), персонального компьютера и про-
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граммного обеспечения ZEN_2012 (Carl Zeiss, 
Германия). Интенсивность флуоресценции ко-
личественно регистрировали в относительных 
единицах (о. е.). Работа выполнена на оборудо-
вании ЦКП «Конфокальная микроскопия» 
Института физиологии им. И. П. Павлова РАН.

Статистическая обработка

Статистическую обработку полученных резуль-
татов выполняли в программе STATISTICA 10.0 
(StatSoft, США) с использованием t-критерия 
Стьюдента. Данные представлены в виде сред-
него значения ± стандартная ошибка среднего. 
Различия принимали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение

Данные, полученные методом локальной 
фиксации потенциала, показали, что после при-
ложения 1 нмоль/л уабаина в наружный раствор 
величина эффективного заряда снижалась  
с контрольного значения заряда Zeff = 6,7 ± 0,4 
(n = 15) до 4,8 ± 0,5 (n = 15). Обнаруженный 
эффект не устранялся предварительным дей-
ствием неспецифического блокатора опиоидных 
рецепторов налтрексона (50 мкмоль/л). Этот 
факт свидетельствует о непосредственном вза-
имодействии уабаина с соответствующим сай-
том Na,K-АТФазы, а не с опиоидоподобными 
рецепторами, связь которых с медленными 
натриевыми каналами была обнаружена ранее 
(Krylov et al. 1999; 2017). Специфичность обна-
руженного механизма проявляется еще и в том, 
что другой сердечный гликозид, дигоксин, не 
влияет на потенциалочувствительность мед-
ленных натриевых каналов. Приложение 100 
нмоль/л дигоксина с наружной стороны мем-
браны не изменяло величину эффективного 
заряда активационной воротной системы мед-
ленных натриевых каналов. Отметим, что осо-
бенности химической структуры молекулы 
дигоксина не позволяют ему, в отличие от уаба-
ина, способного хелатировать свободные ионы 
кальция с участием гидроксильных групп  
стероидной части молекулы, активировать 
трансдукторный сайт связывания молекулы  
Na,K-АТФазы мембраны исследуемого ноци-
цептивного нейрона. 

Детальное исследование эффектов низких 
концентраций уабаина показало, что влияние 
этого агента на эффективный заряд и, как след-
ствие, на трансдукторную функцию Na,K-АТФазы 
носит монотонный дозозависимый характер  
в диапазоне от 1 пмоль/л до 1000 нмоль/л. Даль-

нейшее повышение концентрации уабаина при-
водило к нарушению монотонности концентра-
ционной зависимости. Этот эффект может 
трактоваться как результат воздействия чрез-
вычайно низких (эндогенных) концентраций 
уабаина именно на трансдукторную, а не на 
насосную функцию Na,K-АТФазы. Эта зависи-
мость может быть аппроксимирована с помощью 
уравнения Хилла (Кд = 3 нмоль/л). Именно она 
отражает процесс лиганд-рецепторного связы-
вания «эндогенного» уабаина, приложенного  
в наномолярных концентрациях, с трансдуктор-
ным сайтом Na,K-АТФазы. Очевидно, что уз-
навание атакующей молекулы «трансдукторным» 
сайтом может происходить в соответствии  
с наличием дополнительного фактора. Этим 
фактором, согласно нашему предположению, 
служит способность уабаина хелатировать сво-
бодные ионы Са2+, находящиеся в примембран-
ном пространстве с наружной стороны мембра-
ны ноцицептивного нейрона. Только хелатный 
комплекс уабаин-Ca2+ способен активировать 
трансдукторный сайт Na,K-АТФазы, свободный 
уабаин этим сайтом не узнается. Вероятно, 
важнейшим фактором лиганд-рецепторного 
связывания является образование ион-ионных 
связей между хелатным комплексом уабаин-Ca2+ 
и трансдукторным сайтом. Подчеркнем, что, 
согласно нашему предположению, свободная 
молекула уабаина (без кальция) неспособна 
активировать этот сайт. 

Интенсивность флуоресценции была изме-
рена методом конфокальной лазерной микро-
скопии на эксплантатах спинальных ганглиев, 
как в контрольных опытах, так и после воздей-
ствия ЭУ в концентрации 0,1 нмоль/л. Приме-
нение исследуемого агента в субнаномолярной 
концентрации приводило к ингибированию 
роста нейритов сенсорных нейронов спинальных 
ганглиев, что было визуализировано с исполь-
зованием антител к каналам NaV1.8 и нейрофи-
ламентам и оценено путем измерения флуорес-
ценции антител к каналам NaV1.8 (рис.). 
Интенсивность флуоресценции антител к кана-
лам NaV1.8 в мембране сенсорных нейронов 
спинальных ганглиев измеряли в относительных 
единицах (о. е.). После воздействия ЭУ она со-
ставляла 4,0 ± 0,6 о. е. (n = 16), а в контрольных 
опытах — 5,2 ± 0,4 о. е. (n = 17). Результаты 
иммунофлуоресцентного анализа свидетель-
ствуют о статистически достоверном снижении 
уровня флуоресценции антител к каналам NaV1.8 
после воздействия ЭУ. 

Наши результаты свидетельствуют о том, что 
ЭУ запускает два разных сигнальных процесса. 
Первый, быстрый процесс, приводит к модуляции 
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активационного воротного устройства каналов 
NaV1.8, что снижает их функциональную актив-
ность. Второй, медленный процесс, ведет  
к снижению плотности каналов NaV1.8  
в мембране первичного сенсорного нейрона.  
Мы предполагаем, что в этом случае ЭУ запу-
скает внутриклеточный каскад, ведущий к сни-
жению экспрессии гена SCN10A, продуцирую-
щего каналы NaV1.8. Можно заключить, что 
эндогенный уабаин выполняет важнейшую 
функцию модуляции функциональной актив-
ности каналов NaV1.8 при взаимодействии  

с первичным сенсорным нейроном. В соответ-
ствии с нашими данными, ЭУ может являться 
эндогенным анальгетиком. Практическим  
результатом проведенного исследования стало 
предположение, согласно которому доставка 
уабаина в качестве лекарственной субстанции 
к мембране ноцицептивного нейрона в наномо-
лярной концентрации должна приводить  
к безопасному и эффективному антиноцицеп-
тивному действию этого агента на уровне  
организма.

Рис. Влияние эндогенного уабаина (ЭУ) на плотность каналов NaV1.8 в органотипической культуре нервной ткани.  
Фрагмент зоны роста эксплантата спинальных ганглиев. А — контроль; В — после воздействия ЭУ. 

Окраска антителами к нейрофиламентам (красный), каналам NaV1.8 (зеленый) и ядра DAPI (синий), х10

Fig. Effect of endogenous ouabain (EO) on the density of NaV1.8 channels in organotypic nerve tissue culture. Fragment 
of the explant growth zone of the dorsal root ganglia (third day of culturing). А — control; B — EO-treated explant. 

Immunostaining with antibodies to neurofilaments (red), NaV1.8 channels (green) and DAPI nuclei (blue), x10
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