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Аденозинтрифосфат (АТФ) – один из основ-
ных нейротрансмиттеров периферической вкусо-
вой системы [1, 2]. Для оценки количества высво-
бодившегося АТФ на уровне биологических тка-
ней традиционно используется классический
хемилюминесцентный метод с люциферин-люци-
феразным комплексом [3]. Этот метод, благодаря
высокой чувствительности, позволяет определить
пикомолярные количества диффузного АТФ в об-
щем объеме раствора [1] с помощью люминомет-
ра, но не отражает динамический поток АТФ в
реальном времени.

Нами разработана экспериментальная уста-
новка с использованием камеры Уссинга, позво-
ляющая осуществлять стимуляцию вкусовыми
веществами апикальной части вкусовой ткани
языкового эпителия и проводить непрерывный
online мониторинг уровня ATФ, высвобождаемо-
го тканью, с использованием люциферин-люци-
феразного метода.

Экспериментальная камера представляет собой
модификацию камеры Уссинга [4], широко ис-
пользуемой для измерения транспорта ионов, пита-
тельных веществ и лекарств через эпителиальные
ткани [5], а также анализа выброса гормонов [6].
Камера (рис. 1) состоит из двух частей − верхней 3 и
нижней 2, изготовлена из технического органиче-
ского стекла (ГОСТ 17622-72), прозрачные окна 4, 5
камеры выполнены из покровных стекол Menzel-
Glaser № 1 (0.17 мм). Фрагмент вкусового эпите-
лия 7 мыши размещается апикальной поверхно-
стью вверх на тонкой (0.1 мм) пластиковой под-
ложке 6 с отверстием диаметром 0.6 мм и герме-
тично фиксируется с помощью силиконового
кольцевого уплотнителя 8 между перфузируемы-
ми отсеками верхней и нижней частей камеры.
Перфузионные растворы подаются в перфузион-
ные отсеки через воронки, избыток растворов из
отсеков перетекает в полости для откачки и отту-
да отбирается трубками-отсосами, соединенны-

ми через буферный сосуд с пластинчато-ротор-
ным вакуумным насосом (на рис. 1 не показаны).
Уровень растворов в отсеках камеры регулируется
погружением трубок-отсосов 10 и поддерживается
в верхней части на 1.0−1.5 мм выше, чем в нижней,
что обеспечивает минимальное гидростатическое
давление на эпителий в покое. Использование во-
ронок сглаживает колебания уровня растворов при
их подаче/смене, благодаря чему удается избегать
артефактов, связанных с механическим воздей-
ствием на эпителий, приводящим к неспецифич-
ному выбросу ATФ, и позволяет осуществлять
последовательную серию аппликаций растворов
на апикальную поверхность эпителия на одном
препарате при сохранении его жизнеспособности
в камере до 1.5−2 ч. Камера также позволяет ап-
плицировать вкусовые соединения только на
апикальную (рецепторную) поверхность эпите-
лия, что дает возможность избежать неспецифи-
ческих эффектов этих соединений, наблюдав-
шихся в экспериментах на изолированных оди-
ночных вкусовых клетках и вкусовых почках [7].

Камера с установленным в нее эпителием кре-
пилась винтовыми зажимами на основании 13
вплотную к фронтальной поверхности стеклянной
линзы 12 (стекло К8, фокусное расстояние 4 мм,
числовая апертура в воздухе 0.8), которая направ-
ляла излучение хемолюминесценции из камеры
на катод фотоэлектронного умножителя (ФЭУ)
15 микрофотометра PTI 814 (PTI, США). Микро-
фотометр монтировался под основанием внутри
магнитного экрана 14. Такая конструкция гаран-
тировала жесткую фиксацию окна камеры отно-
сительно линзы и фотокатода, линза обеспечива-
ла высокий светосбор, а экран исключал влияние
внешних электрических и магнитных полей на
ФЭУ. Камера, закрепленная на основании, до-
полнительно закрывалась во время регистрации
светонепроницаемым колпаком (не показан) для
предотвращения паразитной засветки. Вся экспе-
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риментальная установка, включающая камеру,
насос, сосуды для подачи растворов и буферный
сосуд для отбора, располагалась в светонепрони-
цаемом боксе, температура в котором поддержи-
валась на постоянном уровне (23−24°С). Микро-
фотометр использовался в режиме счета фотонов,
что обеспечивало бóльшую чувствительность и ста-
бильность работы по сравнению с режимом реги-
страции фототока. Сигнал микрофотометра через
интерфейсный модуль BrightBox (PTI, США) с по-
мощью программного обеспечения Felix32 (PTI,
США) в реальном времени передавался на персо-
нальный компьютер. В качестве приемника ис-
пользовался ФЭУ R1527P (Hamamatsu Photonics,
Япония) со щелочным катодом (квантовый выход
10% в спектральной области 525−565 нм, соответ-
ствующей максимальной интенсивности излуче-
ния хемилюминесценции используемых реагентов)
[8]. Напряжение питания устанавливалось в диапа-
зоне 1050−1100 В (вблизи высоковольтной грани-
цы плато по типовой счетной характеристике
сигнальных импульсов), это обеспечивало умно-
жение с коэффициентом более 6 ⋅ 106 и темновой
шум на уровне ниже 15 c−1 по типовой счетной ха-
рактеристике темновых импульсов (при длине
волны 450 нм и температуре +25°С). При напря-

жении питания 1100 В и времени накопления
0.5−1.0 с измеренный общий шум системы реги-
страции составил 15 ± 6 с−1 (среднее, стандартное
отклонение), т.е. в основном определялся темно-
вым шумом ФЭУ. При подобранной концентра-
ции люциферазы [9] и измеренном общем шуме
системы чувствительность регистрации хемилю-
минесценции составляла около 1.11 ⋅ 10−10 моль/л
[10], это позволило детектировать (при соотно-
шении сигнал/шум не хуже 10) концентрацию
АТФ в камере на уровне 1 нмоль/л, что априорно
соответствует высвобождению АТФ примерно
десятью вкусовыми клетками в ткани [11].

Вклад АТФ, выделенного тканью в покое и не
связанного с реакцией на вкусовую стимуляцию,
компенсировался в процессе дальнейшей обра-
ботки результатов регистраций путем вычитания
средней базовой линии (рис. 2а). Поскольку абсо-
лютная величина регистрируемого при помощи
люциферин-люциферазной системы потока хе-
милюминесценции критически зависит от состо-
яния используемых реагентов [3], состояния жи-
вотного, степени ферментной обработки ткани
при выделении, активности эктоАТФаз (гидро-
лизующих АТФ в ткани) и, возможно, ряда дру-
гих факторов, вклад которых учесть численно

Рис. 1. Схема камеры. 1 − трубка подачи; 2 − нижняя часть камеры; 3 − верхняя часть камеры; 4 − нижнее окно; 5 −
верхнее окно; 6 − пластиковая подложка; 7 − фрагмент эпителия; 8 − силиконовый уплотнитель; 9 − капилляр; 10 −
трубка откачки; 11 − поршневой насос; 12 − линза; 13 − основание; 14 − экран фотометра; 15 − ФЭУ.
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практически невозможно, для сопоставления ре-
зультатов, полученных в разных экспериментах,
вместо общепринятого пересчета потоков хеми-
люминесценции в абсолютные количества или
молярные концентрации АТФ использовались
относительные величины потока. Для вычисле-
ния последних зарегистрированные величины
потока хемилюминесценции, компенсирован-
ные на средний уровень базы (выраженные в се-
кундах в минус первой степени), нормировали на
величину максимума (пика) ответа после первой
аппликации вкусового стимула в начале каждой
регистрации, который был условно принят за
контроль (рис. 2б). Разработанная камера позво-
лила непрерывно наблюдать при помощи микро-
фотометра базовый уровень ATФ с целью монито-
ринга жизнеспособности вкусовой ткани еx vivo и
регистрировать высвобожденный эпителием АТФ в
ответ на серию стимулов (рис. 2) в различных усло-
виях: при смене ионного состава омывающих ткань
растворов или подаче ингибиторов [12].
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