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Потенциал-зависимые калиевые каналы (Kv-каналы) и опосредуемый ими потенциал-зависимый
калиевый ток вносят существенный вклад в формирование потенциала действия и регуляцию воз-
будимости нейрона. На сегодняшний день было проведено большое количество исследований этих
ионных каналов методом пэтч-кламп в конфигурации “целая клетка”. Предполагается, что в ходе
реализации метода внутриклеточные концентрации ионов остаются примерно постоянными благо-
даря относительно быстрому обмену содержимого между цитоплазмой и пэтч-пипеткой. Однако
это предположение может быть неверным в случае большого потока ионов через мембрану. В дан-
ном исследовании было продемонстрировано, что большие по величине выходящие токи ионов ка-
лия способны приводить к снижению их внутриклеточной концентрации даже в условиях экспери-
мента методом пэтч-кламп в конфигурации “целая клетка”. Данный феномен может ускорять спад
потенциал-зависимых калиевых токов в ходе пэтч-кламп-регистрации, что может привести к завы-
шенным оценкам скорости инактивации потенциал-зависимых калиевых каналов.
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ВВЕДЕНИЕ
Потенциал-зависимый калиевый ток – это ток

через Kv-каналы, которые представлены во всех
эукариотических и прокариотических организ-
мах [1]. Kv-каналы регулируют мембранный по-
тенциал и возбудимость как нейронов, так и дру-
гих типов клеток [2, 3], что позволяет им контроли-
ровать многие процессы, такие как высвобождение
нейротрансмиттеров, мышечную сократимость и
др. [4, 5].

Kv-каналы выполняют свою функцию благо-
даря наличию у них потенциал-чувствительного
домена, который при деполяризации мембраны
меняет конформацию канала, приводя к его от-
крытию. При длительной деполяризации мем-
браны наступает инактивация Kv-каналов, кото-
рая также обусловлена их конформационными
изменениями [6]. Нарушения в работе Kv-кана-
лов играют существенную роль в патогенезе ряда
наследственных и приобретенных заболеваний.
Кроме того, воздействия на Kv-каналы лежат в
основе побочных эффектов многих медицинских
препаратов [7].

Одним из популярных методов исследования
Kv-каналов является метод пэтч-кламп в конфи-
гурации “целая клетка”. Данный метод позволяет
оценить важные свойства Kv-каналов, включая
их активацию, инактивацию и проводимость
(см., например, [8–15]).

Однако для корректной интерпретации экспе-
риментальных результатов необходимо учиты-
вать некоторые особенности данного метода. Ра-
нее как экспериментально [16], так и при помощи
математической модели [17, 18] было продемон-
стрировано, что при исследовании методом пэтч-
кламп в конфигурации “целая клетка”, кончик
пэтч-пипетки является значительным барьером
для обмена содержимым между пипеткой и цито-
плазмой клетки. Считалось, что это больше при-
менимо к клеточным компонентам и большим
молекулам, чем к малым ионам, однако в иссле-
дованиях на ГАМКА-рецепторах было обнаруже-
но, что кончик пэтч-пипетки существенно замед-
ляет диффузию даже малых ионов, таких как ио-
ны хлора [19–21]. Несмотря на это, подобных
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данных для других ионов, включая ионы калия,
на сегодняшний день не опубликовано.

Если допустить ограниченность обмена ионов
калия между клеткой и пэтч-пипеткой, то теоре-
тически при протекании длительного потенциал-
зависимого калиевого тока через мембрану клет-
ки может происходить изменение внутриклеточ-
ной концентрации ионов калия ([K+]i). Это долж-
но повлечь за собой сдвиг потенциала реверсии
для этих ионов (VK) и изменение проводимости
мембраны. Таким образом, в случае выходящего
калиевого тока скорость его спада будет увеличи-
ваться по причинам, не зависящим от инактива-
ции Kv-каналов. Так как инактивация Kv-кана-
лов в значительном количестве работ оценивает-
ся по спаду амплитуды тока [9, 11, 22–26], данный
феномен может привести к завышенным оцен-
кам ее скорости.

Целью данного исследования было продемон-
стрировать возможность сдвига [K+]i в ходе акти-
вации большой потенциал-зависимой калиевой
проводимости, а также оценить, насколько эф-
фективно пэтч-пипетка способна поддерживать
постоянство [K+]i вследствие обмена ионов калия
между пипеточным раствором и цитоплазмой
клетки в ходе эксперимента пэтч-кламп.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение срезов коры головного мозга крысы

Исследование проводилось на изолированных
пирамидных нейронах префронтальной коры го-
ловного мозга крыс линии Вистар (возраст –
21 день). Все экспериментальные процедуры
проводились в соответствии с директивой Совета
Европы Directive 86/609/EEC и регламентом ис-
пользования лабораторных животных в ИЭФБ
РАН, принятым и утвержденным комиссией по
биоэтике. Если не указано иначе, все реактивы,
использованные в работе, были произведены ком-
панией Sigma-Aldrich, США.

Крыс убивали декапитацией. Головной мозг
быстро извлекался и помещался в искусственную
спинномозговую жидкость (ИСЖ) аэрируемую
газовой смесью 95% О2 + 5% СО2. ИСЖ исполь-
зовалась на всех стадиях приготовления срезов и
имела следующий состав (в мМ): NaCl 126, KCl 2.5,
NaH2PO4 1.25, MgSO4 1, CaCl2 2, NaHCO3 24 и
декстроза 13.

С помощью вибратома Microm HM650V (Ther-
mo Fisher Scientific, США) изготавливались срезы
префронтальной коры головного мозга крысы
толщиной 300 мкм. Далее срезы оставлялись при
комнатной температуре в емкости с аэрируемой
ИСЖ на 1.5 ч для адаптации.

Изоляция нейронов префронтальной коры
головного мозга

После адаптационного периода срезы переноси-
ли в раствор, который содержал (в мМ): NaCl 145,
HEPES 10, глюкоза 10, KCl 5, CaCl2 2, MgCl2 1.6,
тетродотоксин 0.0005 (Alomone Labs, Израиль);
рН 7.4; раствор аэрировался чистым кислородом.
Срезы подвергались обработке протеазой из
Streptomyces griseus, типа XIV (Sigma–Aldrich,
P5147, 1 мг/мл в течение 20 мин при 35°C) или трип-
сином (Sigma–Aldrich, T8003, 1 мг/мл, 25–30 мин
при 35°С). После этого срезы переносили в чашку
для культивирования диаметром 35 мм при ком-
натной температуре (20–21°С). Медиальную пре-
фронтальную кору вырезали из среза с помощью
игл под стереоскопическим микроскопом. Изо-
ляция нейронов из полученных срезов произво-
дилась путем пипетирования срезов несколькими
пипетками Пастера (от наибольшего диаметра к
наименьшему). Изолированные нейроны перено-
сили в камеру, смонтированную на инвертирован-
ном микроскопе, и оставляли на 10 мин перед нача-
лом эксперимента. Камера перфузировалась рас-
твором, который содержал (в мМ): NMDG-Cl 145,
HEPES 10, глюкоза 10, KCl 5, CaCl2 2, MgCl2 1.6,
CdCl2 2 (Sigma–Aldrich, США), тетродотоксин
0.0005 (Alomone Labs, Израиль); рН 7.4 (доводил-
ся с помощью раствора HCl), раствор аэрировался
чистым кислородом. Хлорид кадмия и тетродоток-
син были добавлены в целях блокады потенциал-
зависимых кальциевых и натриевых каналов ней-
ронов.

Регистрация методом пэтч-кламп
Регистрация потенциал-зависимых калиевых

токов проводилась методом пэтч-кламп в конфи-
гурации “целая клетка” в режиме фиксации на-
пряжения. Для этого использовались: пэтч-кламп
усилитель модель 2400 (AM-Systems, США), ана-
лого-цифровой преобразователь NI USB-6211
(National Instruments, США) и программное обес-
печение WinWCP 5 (SIPBS, Великобритания).

Пэтч-пипетки были изготовлены при помощи
пуллера Sutter P-1000 (Sutter Instrument, США) из
трубочек боросиликатного стекла с наружным диа-
метром 1.5 мм и внутренним диаметром 0.86 мм.
Пипетки заполнялись раствором следующего со-
става (в мМ): KF 140, KCl 5, HEPES 5; EGTA 10;
Na-ATP 4; GTP 0.1 и имели сопротивление 3–
3.5 МОм. Согласно методике, описанной ранее
[27], был измерен потенциал на границе раздела
пипеточного и внешнего раствора (liquid junction
potential, LJP), который составил –7 мВ, что было
учтено в ходе обработки данных.

Использование фторида калия в качестве ос-
новного компонента пипеточного раствора обу-
словлено задачей снизить концентрацию ионов
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хлора внутри клетки и нивелировать входящий
потенциал-зависимый ток этих ионов при отри-
цательных мембранных потенциалах. Кроме того, в
ряде исследований было показано, что ионы фтора
могут подавлять потенциал-зависимый кальцие-
вый ток [28–30]. Известно, что внутриклеточные
ионы фтора действуют на кальциевую проводи-
мость, ускоряя инактивацию потенциал-зависимо-
го кальциевого тока, а также подавляя его персисти-
рующий компонент, который не инактивируется
при мембранном потенциале от –40 до –10 мВ [29].

После формирования конфигурации “целая
клетка” емкость мембраны нейронов (Cm) со-
ставляла 11.3 ± 0.4 пФ (n = 7), последовательное
сопротивление (Rs) до компенсации составляло
13 ± 2 МОм (n = 7). Для установления ионного
равновесия между содержимым пипетки и клетки
перед началом экспериментального протокола вы-
держивался временной интервал не менее 60 с.
Большую часть времени регистрации мембранный
потенциал фиксировался на значении –87 мВ. В
ходе записи компенсировалась емкость мембра-
ны и последовательное сопротивление (70–80%).
Данные фильтровались на 10 кГц и записывались
с той же частотой дискретизации.

Построение вольт-амперных характеристик 
калиевых токов

Экспериментальный протокол изменения
мембранного потенциала (с учетом LJP) изобра-
жен на рис. 1а. Для открытия потенциал-зависимых
калиевых каналов подавалась ступенька командно-
го потенциала до –7 мВ. Согласно литературным
данным, при данном потенциале активируются как
Kv-каналы, опосредующие IA-ток, так и Kv-каналы,
опосредующие IK-ток [12, 31]. Вольт-амперные ха-
рактеристики (ВАХ) потенциал-зависимых кали-
евых токов были получены при помощи двух сту-
пенчатых изменений командного потенциала
длительностью 50 мс, подающихся с интервалом
в 2 с. Данные кратковременные ступеньки не вы-
зывали существенной деактивации Kv-каналов.
Всего регистрировалось 11 пробегов с шагом сту-
пенчатых изменений потенциала, равным 10 мВ
(от –107 до –7 мВ). Значения силы тока, которые
использовались для построения ВАХ, считыва-
лись через 10 мс от начала подачи кратковремен-
ной ступеньки. Из полученных ВАХ вычитались
ВАХ тока утечки, которая определялась из ответа
на ступенчатое изменение командного потенциа-
ла с –80 до –95 мВ и считалась линейной. Таким
образом, от каждой клетки, включенной в анализ,
строились две ВАХ: первая – спустя 100 мс от по-
дачи деполяризующей ступеньки командного по-
тенциала, вторая – спустя 2 с от первой.

Обработка экспериментальных данных
Обработка данных осуществлялась в програм-

ме Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc, США).
Для определения проводимости и значений

потенциала реверсии калиевого тока полученные
ВАХ аппроксимировались уравнением:

(1)
где I – сила тока, G – проводимость, Vcom – ко-
мандный потенциал, VK – потенциал реверсии
для ионов калия.

Для теоретического определения [K+]i исполь-
зовалось преобразованное уравнение Нернста:

(2)

где R – газовая постоянная, T – температура, F –
постоянная фарадея, [K+]o – наружная концен-
трация калия, [K+]i – внутриклеточная концен-
трация калия.

Для теоретического определения величины
предельного изменения внутриклеточной кон-
центрации ионов калия (∆[K+]i), при потенциал-
зависимом калиевом токе и отсутствии быстрого
обмена содержимым между клеткой и пэтч-пи-
петкой использовалось следующее уравнение:

(3)

где ∆Q – количество заряда, которое вышло из
клетки в течение потенциал-зависимого калиево-
го тока (определялось как площадь под графиком
зависимости калиевого тока от времени за 2 с
между подачей ступенек командного потенциа-
ла); vequ – эквивалентный объем клетки.

Моделирование поведения внутриклеточной 
концентрации ионов калия в ходе пэтч-кламп-

регистрации высокоамплитудного ионного тока
Моделирование проводилось в среде Wolfram

Mathematica 10 (Wolfram Research, США). За ос-
нову была взята модель поведения внутриклеточ-
ных ионных концентраций в ходе пэтч-кламп
экспериментов, предложенная в работах [20, 21].
Файл с расчетами доступен по ссылке: https://ya-
di.sk/d/07KR1Ldd2wM_rA. Для упрощения рас-
четов рассматривалось поведение внутриклеточ-
ных концентраций для трех ионов: катиона, про-
ходящего через мембрану (условный ион калия) и
двух не проходящих через мембрану анионов
(условные ионы фтора и хлора). Мобильности
условных ионов калия, фтора и хлора в водном
растворе считались равными. Поведение каждого
из этих ионов описывалось дифференциальным
уравнением, согласно которому скорость измене-
ния внутриклеточной концентрации иона опре-

( )= −com K ,I G V V

+
+ =

K

o
i

[K ][K ] ,FV
RTe

+ ΔΔ =i
equ

[K ] Q
F v
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деляется: 1) потоком этого иона из клетки в
наружную среду (не равен нулю только для кати-
она); 2) потоком этого иона из клетки в пипетку
вследствие электрического поля (вычисляется с
учетом числа переноса для данного иона); 3) по-
током этого иона вследствие диффузии (пропор-
ционален разнице концентраций этого иона меж-
ду внутриклеточной средой и пипеточным рас-
твором). Итоговая система дифференциальных
уравнений имела следующий вид:

(4)

(5)

= ×

⎛ ⎞× − + +⎜ ⎟+ +⎝ ⎠
−+

τ

1

1

1 1

1 1 2 2 3 3

1_ pipette 1

diff

( ) ( )

( )1
( ) ( ) ( )

( )
,

dC t I t
dt z FV

z C t
z C t z C t z C t

C C t

⎛ ⎞= +⎜ ⎟+ +⎝ ⎠
−+

τ

2 2 2

2 1 1 2 2 3 3

2 _ pipette 2

diff

( ) ( )( )
( ) ( ) ( )

( )
,

dC t z C tI t
dt z FV z C t z C t z C t

C C t

(6)

где C1, C2 и С3 – концентрации трех указанных ти-
пов ионов; z1, z2, z3 – их заряды (+1, –1 и –1 соответ-
ственно); V – объем цитоплазмы клетки (400 мкм3);
С1_pipette, C2_pipette, C3_pipette – концентрации ионов в
пипеточном растворе (115, 5 и 110 мМ соответ-
ственно); τdiff – временная константа диффузион-
ного обмена между клеткой и пипеткой, которая
в общем случае определяется объемом клетки,
коэффициентом диффузии для данного иона в
водном растворе и размерами кончика электрода
[16, 18, 20]; в пэтч-кламп конфигурации “целая
клетка” значения τdiff для одновалентных ионов
составляют несколько секунд.

В ходе расчетов использовалось два типа урав-
нений для ионного тока I(t) через мембрану (и че-
рез сечение пипетки) от мембранного потенциа-
ла: (I) уравнение, подразумевающее линейную
зависимость силы тока через мембрану от мем-
бранного потенциала; (II) уравнение, подразуме-

⎛ ⎞= +⎜ ⎟+ +⎝ ⎠
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Рис 1. Экспериментальный протокол изменения командного потенциала (а) и потенциал-зависимый калиевый ток,
вызванный деполяризацией мембраны при реализации этого протокола (б).
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вающее зависимость силы тока от мембранного
потенциала, подчиняющейся уравнению потока
Гольдмана–Ходжкина–Катца (ГХК) [32, 33]. В
случае использования линейной зависимости
уравнение имело вид:

(7)

где Vhold (мВ) – фиксируемый на мембране потен-
циал, C1_out – внеклеточная концентрация катио-
на (5 мМ). Проводимость мембраны g(t) (нС) спа-
дала за время симуляции по экспоненциальному
закону:

(8)
где τinact – временная константа инактивации кали-
евой проводимости (на основании эксперимен-
тальных данных было взято значение τinact = 2.7 с).
В случае использования зависимости ГХК урав-
нение для трансмембранного тока имело вид:

(9)

где PS (м3/с) – произведение проницаемости
мембраны для условных катионов калия на пло-
щадь мембраны. Данная величина спадала за вре-
мя симуляции по экспоненциальному закону:

(10)
Множитель перед экспонентой был подобран

из условия одинаковой начальной амплитуды
ионного тока при 0 мВ для случаев линейной и
нелинейной ВАХ. Предполагалось, что непосред-
ственно перед активацией калиевой проводимо-
сти внутриклеточные концентрации ионов были
равны их внутрипипеточным концентрациям,
так что начальные условия для системы диффе-
ренциальных уравнений были:

(11)

(12)

(13)

Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с ис-

пользованием Sigmaplot 12.5 (Systat Software Inc,
США). Нормальность распределения выбороч-
ных данных оценивалась по критерию Шапиро–
Уилка. Для данных, которые имели нормальное
распределение, был применен метод параметри-
ческой статистики парный t-критерий Стьюдента.
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Для данных, которые имели ненормальное распре-
деление, был использован непараметрический ста-
тистический тест Уилкоксона. Все значения приве-
дены как среднее арифметическое ± стандартная
ошибка среднего.

Графические изображения
Графические изображения были воспроизве-

дены при помощи программы Sigmaplot 12.5 (Sys-
tat Software Inc, USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристики потенциал-зависимых 

калиевых токов
Потенциал-зависимые калиевые токи были

записаны в условиях пэтч-кламп-эксперимента в
конфигурации “целая клетка” на изолированных
нейронах префронтальной коры головного мозга
крысы. Все нейроны (n = 7), включенные в анализ,
имели характерную пирамидальную форму (рис. 2).
Изменения мембранного потенциала с –87 до –7 мВ
во всех клетках (n = 7) вызывали калиевые токи,
которые спадали со временем (схема экспери-
ментального протокола приведена на рис. 1а, ха-
рактерный пример регистрируемых токов приве-
ден на рис. 1б).

Усредненные ВАХ калиевых токов были по-
строены по описанной выше методике в разные
моменты времени от их активации (рис. 3а). Как
видно из рис. 3а, за 2 с, в течение которых Kv-ка-
налы были открыты, изменились не только про-
водимость мембраны, но и потенциал реверсии
калиевых токов. Проводимость потенциал-зави-
симых калиевых каналов снизилась на 57% с

Рис. 2. Микрофотография изолированного нейрона
префронтальной коры головного мозга крысы. Ха-
рактерный пример.

25 мкм



212

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 36  № 3  2019

СЕМЕНОВ и др.

17.9 ± 1.6 нС до 7.8 ± 0.8 нС (p < 0.001, парный
t-критерий Стьюдента, рис. 3б). VK сдвинулся в
сторону положительных значений на 12 мВ, от –76 ±
± 2 мВ до –64 ± 1 мВ (p = 0.016, тест Уилкоксона,
рис. 3в). При этом относительное падение ампли-
туды калиевого тока за 2 с при мембранном потен-
циале –7 мВ достоверно превосходит относитель-

ное падение проводимости мембраны для ионов
калия: амплитуда тока снизилась на 67.3 ± 2.9%,
тогда как проводимость мембраны упала только
на 56.5 ± 3.1% (p < 0.001, парный t-критерий
Стьюдента, рис. 3г). Таким образом, непосред-
ственно измеряемый ионный ток спадал быстрее,
чем проводимость мембраны.

Рис. 3. Изменения параметров ВАХ потенциал-зависимых калиевых токов со временем. а – ВАХ потенциал-зависи-
мых калиевых токов в начале ответа (черные точки) и спустя 2 с (белые точки). б – Потенциалы реверсии для калиевых
токов в начале ответа (VK1) и спустя 2 с (VK2). в – Проводимость Kv-каналов в начале ответа (G1) и спустя 2 с (G2). г –
Относительная величина спада (в %) амплитуды тока (∆I) и проводимости мембраны (∆G) за 2 с потенциал-зависи-
мого калиевого тока. На рисунке обозначены статистические достоверности отличий по парному t-критерию Стью-
дента или критерию Уилкоксона потенциалов реверсии (б, p = 0.016), значений проводимости (в, p < 0.001), величины
спада (%) амплитуды тока и проводимости мембраны (г, p < 0.001).
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Изменения внутриклеточной концентрации 
ионов калия

Внутриклеточная концентрация ионов калия в
начале потенциал-зависимого калиевого тока и
спустя 2 с вычислялась при помощи уравнения (3).
Как показали расчеты, в начале тока [K+]i состав-
ляла ~105 мМ, а через 2 с ~73 мМ; таким образом,
изменение составило ~32 мМ.

Для того чтобы оценить, насколько сильно
контролируется [K+]i за счет быстрого обмена со-
держимым между пипеткой и клеткой, был про-
изведен теоретический расчет предельного значе-
ния ∆[K+]i при условии, что выходящие ионы ка-
лия не замещаются в результате его входа из пэтч-
пипетки. Количество заряда (∆Q), которое вы-
шло из клетки в результате потенциал-зависимо-
го калиевого тока за 2 с между регистрацией двух
ВАХ, было вычислено как площадь под графиком
силы тока от времени (рис. 1б) за время между сту-
пеньками командного потенциала. Как показали
расчеты, за 2 с из клетки вышло 1515 ± 138 нКл
(n = 7). В анализ были включены клетки схожих
размеров и формы, характерный пример приве-
ден на рис. 2. В качестве приближенного объема
клетки был взят объем конуса с диаметром основа-
ния и высотой, равными 15 мкм (884 мкм3), что
примерно соответствует характерным размерам
включенных в анализ нейронов (см. рис 2). На ос-
новании того, что объем цитозоля vequ по ряду
оценок [20, 34] составляет приблизительно 50% от
общего объема клетки, при помощи уравнения (3)
было высчитано предельное теоретическое зна-
чение ∆[K+]i, которое составило 35.6 мМ. Данное
значение лишь незначительно выше оцененного
с помощью уравнения Нернста. Это указывает на
низкую эффективность пэтч-пипетки в поддер-
жании [K+]i в ходе эксперимента.

Моделирование поведения внутриклеточной 
концентрации ионов калия при высокоамплитудных 

токах для случая линейной зависимости ионного 
тока от мембранного потенциала

С помощью теоретического моделирования
поведения [K+]i удалось качественно воспроизвести
результаты, полученные в ходе эксперимента. Для
этого система дифференциальных уравнений (4),
(5), (6), в которой для трансмембранного тока ис-
пользовалась линейная зависимость от мембран-
ного потенциала (уравнение (7)), с набором на-
чальных условий (уравнения (11), (12), (13)) чис-
ленно решалась в среде Wolfram Mathematica 10.
Ключевым параметром модели является времен-
ная константа диффузионного обмена между
клеткой и пипеткой (τdiff). Модель хорошо вос-
производит все полученные результаты в случае,
если ее значение составляет несколько секунд. На

рис. 4 приведены результаты моделирования при
условии τdiff = 6 с. При данной временной кон-
станте в моделируемой клетке происходит изме-
нение [K+]i вследствие потока данных ионов че-
рез мембрану (рис. 4а), что порождает изменение
потенциала реверсии для калиевого тока (рис. 4б). В
результате ВАХ калиевого тока сдвигаются впра-
во по ходу ответа (рис. 4в, ВАХ построены с помо-
щью подстановки вычисленных значений C1(t) и
g(t), соответствующих моментам времени t = 0 с и
t = 2 с, в уравнение (7)). Из-за того, что по ходу от-
вета снижается не только количество открытых
ионных каналов, но и движущая сила для ионов
калия, амплитуда калиевого тока спадает быст-
рее, чем проводимость мембраны для этих ионов
(рис. 4д). Таким образом, если использовать ки-
нетику спада тока для оценки скорости инактива-
ции калиевых каналов, то последняя может быть
переоценена.

Моделирование поведения внутриклеточной 
концентрации ионов калия при высокоамплитудных 
токах для случая нелинейной зависимости ионного 

тока от мембранного потенциала
Использованная нами линейная зависимость

силы тока от мембранного потенциала (уравне-
ние (7)) хотя и широко используется для модели-
рования трансмембранного тока, в то же время
недостаточно хорошо подходит для описания
протекания токов ионов калия в случае неравен-
ства их концентраций по разные стороны мем-
браны [35]. Данное уравнение предполагает, что
способность мембраны проводить ионы калия
определяется только величиной их трансмем-
бранного градиента, при этом она не учитывает
изменения проводимости мембраны вследствие
снижения внутриклеточной концентрации ионов
калия. Ранее было показано, что для корректного
описания процесса электродиффузии ионов ка-
лия в канале необходимо использовать более био-
физически обоснованные модели [35, 36]. Хотя
модели, учитывающие центры связывания иона в
канале, в целом позволяют предсказать более точ-
но согласующиеся с экспериментом ВАХ транс-
мембранного тока [36, 37], зачастую уравнение
ГХК (уравнение (9)), являющееся следствием
приближения постоянного электрического поля
в мембране, дает удовлетворительное сходство с
экспериментальными данными [36, 38–41].

Для корректного учета влияния внутриклеточ-
ной концентрации ионов на проводимость мем-
браны производилось решение системы диффе-
ренциальных уравнений (4), (5), (6), в которой
для трансмембранного тока использовалось урав-
нение ГХК (уравнение (9)). Аналогично рассмот-
ренному выше случаю линейной ВАХ, рассчитан-
ная внутриклеточная концентрация ионов калия
снижалась по ходу ответа (рис. 4а), что приводило
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Рис. 4. Моделирование потенциал-зависимого калиевого тока в условиях непостоянства внутриклеточных ионных
концентраций. а – Изменение внутриклеточной концентрации ионов калия со временем ([K+]i) по ходу ответа Kv-ка-
налов на ступеньку командного потенциала и б – изменение равновесного потенциала для ионов калия (VK) со вре-
менем. Сплошными линиями обозначены изменения [K+]i и VK при линейных ВАХ, пунктирными – при ВАХ по
уравнению ГХК. в и г – ВАХ смоделированных потенциал-зависимых калиевых токов в начале ответа (сплошные ли-
нии) и спустя 2 с (пунктирные линии). Случаи линейных ВАХ (в) и ВАХ, подчиняющихся уравнению ГХК (г). д – Со-
поставление спадов амплитуды калиевого тока за время активации Kv-каналов. Референсный спад ионного тока
(сплошная линия) наблюдался бы в случае отсутствия изменений внутриклеточных ионных концентраций), происхо-
дит по тому же экспоненциальному закону, что и спад проводимости или проницаемости мембраны для ионов ка-
лия. Спад тока с ВАХ по уравнению ГХК (штриховая линия) и линейными ВАХ (пунктирная линия), при наличии
падения концентрации внутриклеточных ионов калия во время ответа, происходит быстрее, чем референсный спад.
е – Совокупность ВАХ, подчиняющаяся уравнению ГХК построена для одинакового значения проницаемости мем-
браны для ионов калия, равного начальному значению из модели, но для разных [K+]i (на рисунке для каждой ВАХ
указана [K+]i).
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к увеличению потенциала реверсии для калиево-
го тока (рис. 4б). Таким образом, ВАХ калиевого
тока спустя 2 с от начала ответа была смещена
влево относительно начальной и имела меньший
наклон (рис. 4г). Но при этом наклон ВАХ сни-
жался не только за счет деактивации каналов и
снижения движущей силы для ионов калия, но и
за счет снижения внутриклеточной концентра-
ции этих ионов как такового (рис. 4е), что в сово-
купности приводит к еще большему ускорению
спада ионного тока и еще большему его расхожде-
нию с временным течением процесса спада про-
ницаемости мембраны для ионов калия (рис. 4д).
Для того чтобы нагляднее проиллюстрировать
этот процесс, на рис. 4е приведена совокупность
ВАХ, подчиняющихся уравнению ГХК, построен-
ных при одинаковом значении проницаемости
мембраны для ионов калия, но отличающихся зна-
чениями внутриклеточной концентрации этого
иона. В этом случае, несмотря на одинаковую
способность мембраны пропускать ионы калия,
наклон ВАХ все равно снижается с уменьшением
внутриклеточной концентрации иона.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследование было продемон-

стрировано, что в условиях регистрации высоко-
амплитудных калиевых токов методом пэтч-
кламп в конфигурации “целая клетка” нельзя
считать, что пэтч-пипетка эффективно поддер-
живает постоянство внутриклеточной концен-
трации этого иона. При регистрации потенциал-
зависимого выходящего калиевого тока за 2 с
происходило увеличение потенциала реверсии
для ионов калия на 12 мВ, что свидетельствует о
снижении их внутриклеточной концентрации на
~32 мМ. Чтобы оценить вклад пэтч-пипетки в
поддержание [K+]i, было рассчитано теоретиче-
ское значение ∆[K+]i в случае, если бы в ходе изме-
рений полностью отсутствовал обмен ионов калия
между клеткой и пэтч-пипеткой. Как показали
расчеты, в этом случае [K+]i должна была бы изме-
ниться на 35.6 мМ, что лишь незначительно пре-
вышает наблюдаемый в ходе эксперимента при-
рост концентрации. Таким образом, можно за-
ключить, что при высокоамплитудном калиевом
токе вклад пэтч-пипетки в поддержание [K+]i яв-
ляется крайне незначительным, из-за чего [K+]i
не успевает релаксировать к своему равновесному
значению в ходе 2-секундной записи.

В работе было показано, что в условиях пэтч-
кламп-эксперимента спад амплитуды калиевого
тока происходил быстрее спада проводимости
мембраны для ионов калия, что указывает на то,
что инактивация калиевых каналов – не един-
ственный процесс, опосредующий спад ионного
тока. Экспериментальные результаты были вос-

произведены при помощи математической моде-
ли потенциал-зависимого калиевого тока, проте-
кающего в условиях ограниченного обмена со-
держимым между пэтч-пипеткой и клеткой. При
этом моделирование было произведено для двух
случаев: случай линейных ВАХ потенциал-зави-
симого калиевого тока и случай ВАХ, согласую-
щихся с уравнением ГХК. Моделирование пока-
зало, что наблюдаемое расхождение спада ионно-
го тока и спада проводимости мембраны для
ионов калия обусловлено двумя факторами: во-
первых, изменения [K+]i приводят к сдвигу по-
тенциала реверсии и, следовательно, к снижению
движущей силы для ионов калия, что напрямую
влияет на величину амплитуды тока; во-вторых,
снижение [K+]i само по себе приводит к сниже-
нию проводимости мембраны независимо от де-
активации калиевых каналов. Последний фактор
возможно учесть только при использовании урав-
нения ГХК для описания ВАХ калиевого тока.

Таким образом, кинетика спада амплитуды то-
ка в условиях пэтч-кламп-эксперимента некор-
ректно отражает свойства Kv-каналов, а непосто-
янство [K+]i в ходе регистрации может привести к
завышенным оценкам скорости инактивации по-
тенциал-зависимых калиевых каналов, которая в
большом числе экспериментальных работ оцени-
вается именно по спаду амплитуды тока [9, 11,
22–26]. Возможно, что результаты исследований,
в которых изменения [K+]i не были учтены, могут
потребовать уточнения.

Ранее было описано и смоделировано анало-
гичное по своей природе изменение внутрикле-
точной концентрации ионов хлора в ходе пэтч-
кламп-регистрации высокоамплитудных ГАМК-
опосредованных токов. Показано, что непосто-
янство внутриклеточной концентрации ионов
хлора приводит к значительному искажению оце-
нок скорости десенситизации ГАМКА-рецепто-
ров [20, 21]. Таким образом, есть основания пред-
полагать, что подобное изменение внутриклеточ-
ных ионных концентраций при регистрации
высокоамплитудных токов в режиме фиксации
напряжения является универсальной закономер-
ностью, которую необходимо учитывать при ин-
терпретации результатов экспериментов.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Минобрнауки России (тема “Нейрофизиоло-
гические механизмы регуляции функций и их эво-
люция”, рег. ЦИТиС № АААА-А18-118012290372-0).
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The Contribution of Changes of Intracellular Potassium Ion Concentration
to the Decay of Voltage-Dependent Potassium Current

V. A. Semenov1, *, D. V. Amakhin1, and N. P. Veselkin1

1Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
pr. Toreza 44, Saint-Petersburg, 194223 Russia

*e-mail: semenov.vlad.anat@mail.ru

Voltage-gated potassium channels play an important role in action potential generation and are among the
key determinants of the firing properties of neurons. The whole-cell patch-clamp method has been imple-
mented in a large number of studies of these ion channels. It is generally assumed that during the implemen-
tation of this method, intracellular ion concentrations remain approximately constant due to a relatively rapid
exchange of contents between the cytoplasm and the patch-pipette. However, this assumption may be incor-
rect in the case of large ion f luxes through the membrane. In this study, we demonstrate that during whole-
cell patch-clamp recordings high-amplitude outward potassium currents can cause a decrease of the intracel-
lular potassium concentration. Such a decrease can contribute to the decay of the recorded current, which
may lead to the overestimation of inactivation rates of voltage-gated potassium channels.

Keywords: patch-clamp, voltage-gated potassium channels, intracellular potassium concentration
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