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Известно, что ряд системных сердечных заболеваний различной этиологии (хроническая ишемия, аор-
тальный стеноз, гипертензия, диабетическая кардиомиопатия, реперфузионное повреждение после
ишемии и др.), ведущих к развитию сердечной недостаточности, сопровождается выраженной реорга-
низацией Т-системы кардиомиоцитов как у человека, так и у животных. Однако изменения в электро-
генезе клеточной мембраны Т-системы кардиомиоцитов при этих заболеваниях практически не изуче-
ны. Целью работы было выяснить динамику изменений электрогенеза различных отделов мембраны
кардиомиоцитов субэпикарда на разных сроках после ишемии-реперфузии (ИР) левого желудочка
(ЛЖ) у крыс с использованием метода внеклеточной регистрации и оценить морфологические измене-
ния Т-системы с использованием конфокальной микроскопии. Исследование проводили через один
день, две и четыре недели после ИР. Было установлено, что сразу после ИР наблюдается изменение
внеклеточно регистрируемых потенциалов действия первого типа (вПД1, характеризующиеся одним
негативным пиком), регистрируемых в зоне мембраны кардиомиоцитов субэпикарда, свободной от
входов в t-трубочки. Начиная с 24 часов, вплоть до четырех недель после ИР происходило увеличение
длительности времени спада (T90) и частоты встречаемости фазы следовой гиперполяризации вПД1,
достигающих максимальных значений к четырем неделям после ИР. Помимо этого, в течение четырех
недель после ИР отмечается выраженное снижение амплитуды второго пика внеклеточно регистриру-
емых потенциалов действия второго типа (вПД2, характеризующиеся наличием двух негативных пи-
ков), регистрируемых в зоне мембраны кардиомиоцитов субэпикарда, имеющей входы t-трубочек. Од-
нако изменений в структурной организации Т-системы обнаружено не было. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что функциональные модификации Т-системы эпикардиальных кардиомиоцитов после
ИР могут предшествовать их структурным модификациям.
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ВВЕДЕНИЕ
Ишемически-реперфузионное повреждение

миокарда является ключевым звеном патогенеза
инфаркта миокарда (ИМ) и восстановления коро-
нарного кровотока в сердце после ИМ. Непосред-
ственно в зоне нарушенного кровотока происходит
смерть кардиомиоцитов, которая прогрессирует с
увеличением продолжительности ишемического
инсульта от более восприимчивого субэндокарда к
менее уязвимому субэпикарду [1, 2]. Это приводит
к расширению зоны ИМ от сравнительно ограни-
ченной области мертвых кардиомиоцитов в субэн-
докарде и средней части миокарда после 30–45 мин

коронарной окклюзии до более обширного и часто
трансмурального ИМ при ишемии более 60–
90 мин [3–6]. Поэтому скорейшее восстановление
кровотока имеет критическое значение при лече-
нии ИМ. Парадоксально, однако, что восстановле-
ние кровотока (реперфузия) связано с феноменом
дополнительного повреждения миокарда, ведуще-
го к увеличению зоны повреждения. Согласно су-
ществующим данным, до 50% окончательного раз-
мера зоны ИМ (зоны некроза) обусловлено имен-
но реперфузионным повреждением [7]. Кроме
того, ИМ сопровождается процессом ремоделиро-
вания миокарда, характеризующимся постепен-
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ным увеличением сердца, сердечной дисфункцией
и метаболическими изменениями [8].

Электровозбудимая мембрана кардиомиоцитов
является важным элементом процесса ремодели-
рования миокарда. В частности, имеются данные о
том, что Т-система (система инвагинаций, или
t-трубочек, поверхностной мембраны миоцита
внутрь клетки) претерпевает существенные струк-
турные изменения при ряде сердечных патологий
различной этиологии (хроническая ишемия, аор-
тальный стеноз, гипертензия, диабетическая кар-
диомиопатия, ишемия-реперфузия (ИР) и др.),
проявляющиеся в дилатации t-трубочек, утрате
четкой поперечной ориентации и снижении плот-
ности их расположения [9–16].

Тубулярный компартмент радикально отлича-
ется от остальной части плазматической мембраны
кардиомиоцитов по плотности и экспрессии различ-
ных ионных каналов, транспортеров и рецепторов.
Именно в Т-системе сконцентрированы потенциал-
зависимые Ca2+-каналы L-типа. Распространяю-
щийся по t-трубочкам вглубь кардиомиоцита ПД за-
пускает открытие данных каналов и вход внеклеточ-
ного Ca2+ в цитоплазму кардиомиоцита, что ведет к
выбросу саркоплазматического Ca2+ в цитоплазму
(calcium-induced calcium release, CICR) и последу-
ющему сокращению кардиомиоцита. Релаксация
клетки достигается тем, что высвобожденный Ca2+

захватывается обратно в саркоплазматический рети-
кулум Ca2+-АТФазой (SERCA), а также выводится из
клетки Na+/Ca2+-обменником (NCX) клеточной
мембраны кардиомиоцита [17, 18]. Последователь-
ность и синхронность активации всех вышеуказан-
ных электрогенных механизмов имеют важное зна-
чение для работы сердца в норме и при патологии.
В этой связи особый интерес представляют не
только структурные, но и функциональные изме-
нения в тубулярном компартменте мембраны на
разных сроках после ИР.

До недавнего времени, однако, не существовало
прямых методов исследования электрической ак-
тивности непосредственно в тубулярном компарт-
менте кардиомиоцитов in situ. Используемые элек-
трофизиологические методы регистрации с помо-
щью контактных макроэлектродов характеризуют
интегральную электрическую активность агломе-
ратов клеток сердца. Эксперименты с внутрикле-
точной регистрацией токов или потенциалов дей-
ствия всей мембраны клетки обычно проводятся
на изолированных из нормального окружения
клетках сердца без возможности дискриминации
электрогенных механизмов, локализованных в
субмембранных компартментах плазматической
мембраны интактных кардиомиоцитов, что еще
более ограничивает интерпретацию результатов
этих исследований [19–21].

Ранее апробированный нами в экспериментах
на изолированных скелетных мышцах лягушки

[22] и изолированном сердце крысы [23, 24] метод
внеклеточной регистрации потенциалов действия
(вПД) с использованием стеклянных электродов с
тонким кончиком с наружным диаметром до
5 микрон представляется подходом, позволяющим
эффективно преодолевать многие из перечислен-
ных выше ограничений.

Таким образом, целью данной работы было ис-
следование динамики изменений в электрогенезе
функционально различных отделов мембраны кар-
диомиоцитов субэпикарда левого желудочка (ЛЖ)
у крыс на разных сроках после ИР с использовани-
ем метода внеклеточной регистрации и сопостав-
ление с данными об изменениях Т-системы, полу-
ченными с использованием конфокальной микро-
скопии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Модель ИР у крыс, выбранная для данной рабо-

ты, хорошо охарактеризована и считается наиболее
релевантной по отношению к клинической прак-
тике [25].

Исследования выполнялись на сердцах лабора-
торных крыс-самцов линии Wistar (возраст и вес на
начало эксперимента 2–4 месяца и 250–300 г соот-
ветственно). Во время эксперимента животные со-
держались в виварии Института эволюционной
физиологии и биохимии РАН в стандартных усло-
виях и при свободном доступе к воде и пище. Всего
в работе было использовано 27 крыс.

ЭКГ исследование проводилось на крысах, обез-
движенных с помощью ингаляции изофлурана
(Laboratories Karizoo, S.A., Испания) через маску.
Ингаляционная анестезия была выбрана в соответ-
ствии с ранее опубликованными рекомендациями
для проведения электрокардиографических иссле-
дований на крысах [26]. Регистрация ЭКГ осу-
ществлялась в трех стандартных отведениях с ис-
пользованием одноразовых игольчатых электро-
дов, подключенных к электрокардиографу для
ветеринарии Поли-Спектр –8/В. Во время реги-
страции ЭКГ животных размещали на подогревае-
мом столике (38°C). Запись кардиограмм осу-
ществлялась перед операцией и перед выведением
животных из эксперимента через 2 и 4 нед после
ИР. Длительность регистрации составляла 5 мин.
Затем в полученных для каждого животного запи-
сях ЭКГ осуществлялось усреднение PQRS ком-
плексов для более точной оценки исследуемых па-
раметров.

Коронароокклюзия с последующей реперфузией
(ИР-группа) выполнялась на животных, наркоти-
зированных с помощью золетила (40 мг/кг веса жи-
вотного; Virbac, Франция) с добавлением ксилани-
та (10 мг/кг веса животного; Нита-Фарм, Россия) в
соответствии с ранее описанной методикой [27].
В ИР-группе животных лигатура ослаблялась через
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45 мин после окклюзии левой коронарной артерии.
У ложнооперированных животных (ЛО-группа)
лигатура вокруг артерии размещалась в точности,
как и в случае ИР-крыс, но без окклюзии артерии.
Для проведения искусственной вентиляции лег-
ких с помощью аппарата ИВЛ (Kent Scientific
TOPOTM Dual Mode Ventilator; частота дыхания –
60/мин, дыхательный объем в пределах от 1.5 до
3 мл/ 100 г массы) проводилась интубация трахеи с
предварительной обработкой гортани 2% раство-
ром лидокаина. Окклюзия артерии подтвержда-
лась подъемом сегмента ST на ЭКГ [25].

Изоляция сердца для электрофизиологических
исследований проводилась на сроках 24 ч, 2 и 4 нед
после ИР. По окончании этих исследований серд-
ца использовались для приготовления поперечных
срезов, окрашиваемых для определения размера
зоны некроза через 24 после ИР и рубца на более
поздних сроках после операции.

Электрофизиологические исследования. Экспери-
менты проводились на изолированных сердцах
крыс в условиях сохраненного синусового ритма
при постоянной перфузии сердца аэрируемым фи-
зиологическим раствором по методу Лангендорфа.
Животных анестезировали с помощью раствора
хлоралгидрата (400 мг/кг; Chemical Point UG, Гер-
мания), после чего сердце извлекалось и помеща-
лось на установку для ретроградной перфузии, сов-
мещенную с системой микроэлектродной реги-
страции [24]. Перфузионный раствор представлял
собой аэрированный карбогеном (95% О2 и 5%
СО2) раствор Тироде со следующим составом:
140 мМ NaCl, 4.5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2,
10 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 7.4. Экспери-
менты проводили при температуре 36–37°С путем
контролируемого подогрева перфузирующего рас-
твора. Скорость перфузии составляла 5–7 мл/мин.
Удаление из экспериментальной камеры избыточ-
ного раствора осуществляли через силиконовую
трубочку диаметром 1 мм, подключенную к аспи-
ратору. Изготовление микроэлектродов (патч-пи-
петок) с диаметром кончика 5 μм производили с
использованием программируемого пуллера
(Sutter Instr., Model P-1000, США) из трубочек бо-
росиликатного стекла с наружным диаметром
1.5 мм и внутренним диаметром 0.86 мм. После
этого микроэлектрод заполняли раствором Тиро-
де. Сопротивление кончика микроэлектрода, за-
полненного раствором Тироде, составляло около
2 МОм. Устранение сократительных ответов обес-
печивалось добавлением в перфузирующий рас-
твор блокатора миозиновой АТФазы 2,3-бутанди-
он моноксима (Sigma-Aldrich, США) в концентра-
ции 30 мМ. Микроэлектрод, подключенный к
входу усилителя AM-1500 (National Instruments,
США), подводили к различным участкам поверх-
ности ЛЖ исследуемых сердец при помощи высо-
копрецизионного микроманипулятора NMH-21

(Narishige, Япония). При образовании устойчивого
контакта кончика микроэлектрода с поверхностью
сердца, как показано на рис. 1a, регистрировались
авторитмические систолические вПД с частотой в
диапазоне 0.3–1 Гц.

Длительность непрерывной регистрации вПД
от конкретной точки по времени могла составлять
один и более часа. После регистрации от данной
точки 10–20 последовательных вПД кончик мик-
ропипетки перемещался с шагом 50–100 μм в со-
седнюю точку регистрации в пределах того же
участка. Размер каждого участка составлял
≈500 × 500 μм. В среднем в каждом эксперименте
выполнялось картирование 10–12 участков от ба-
зального участка ЛЖ в направлении к верхушке
сердца с аналогичным числом регистрируемых то-
чек в пределах исследуемого участка. Таким обра-
зом, в целом от каждого сердца суммарно осуществ-
лялось от 100 до 144 отведений в различных участках
ЛЖ. Регистрируемые сигналы оцифровывались с
частотой 10 кГц при помощи аналого-цифрового
преобразователя NI USB-6211 (National Instruments,
США) и анализировались с помощью программно-
го пакета WinWCP 5 (SIPBS, Великобритания).

Оценка размера ИМ. Сердце разрезали на 5–
6 поперечных срезов, которые после окраски визу-
ализировались под цифровым USB-микроскопом
со штативом (модель МИКМЕД 5.0, Россия).
Для оценки размера зоны некроза через 24 ч после
ИР и доли рубцовой ткани через 2–4 нед после опе-
рации использовались поперечные срезы сердца
контрольных, ЛО- и ИР-крыс, окрашенные три-
фенилтетразолием хлористым (1% раствор трифе-
нилтетразолия хлористого в 0.2 М Tris, pH 7.8) в со-
ответствии с ранее описанной методикой [28].
Пример такого окрашенного среза сердца крысы
ИР-группы (четыре недели после ИР) представлен
на рис. 1b. Анализ полученных изображений про-
водился планиметрическом методом при помощи
программы Fiji – ImageJ. Доля некротической или
рубцовой ткани миокарда ЛЖ определялась как от-
ношение площади некротической/рубцовой ткани
к общей площади стенок ЛЖ для каждого попереч-
ного среза. Затем производился расчет среднего
значения для всего сердца.

Анализ распределения t-трубочек кардиомиоцитов
изолированного сердца с использованием конфокаль-
ной микроскопии. Кардиомиоциты субэпикарда ис-
следовали, используя инвертированный лазерный
сканирующий конфокальный микроскоп Leica
TCS SP5, оборудованный резонансным сканнером
(8000 Hz) и 20–60x (NA = 1.3) объективы (Leica,
Germany, Wetzlar), в соответствии с ранее описан-
ным методом [16]. Коротко, в каждом экспери-
менте получали снимки 7–15 случайно выбранных
на поверхности ЛЖ полей (205 × 205 μм). Изолиро-
ванное сердце, окрашенное с помощью перфу-
зии флуоресцентным красителем DI-8-ANEPPS
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(10 мкМ, Santa Cruz Biotechnology, США) и обра-
щенное ЛЖ в сторону объектива микроскопа, рас-
полагалось на столике микроскопа в специальной
чашечке Петри с тонким (60 микрон) стеклянным
дном. Для облучения образца использовали арго-
новый лазер (при 80% мощности). Регистрация
флуоресцентных сигналов велась с использовани-
ем 600–690 nm оптических фильтров. Поскольку
интенсивность фоновой флуоресценции зависит
от многих факторов, включая плотность капилляр-
ной сети и соединительной ткани в поле наблюде-
ния, смещение и чувствительность PMT-детектора
подбирались индивидуально для каждого случая,
чтобы сигнал находился в пределах линейного диа-
пазона детектора. Выбранный диаметр точечной
диафрагмы (pinhole) системы составлял 100 мик-
рон. В каждом эксперименте флуоресцентный сиг-
нал регистрировался в нескольких произвольно
выбранных в пределах первого слоя кардиомиоци-
тов субэпикарда ЛЖ сердца полях наблюдения, как
показано на рис. 1c. Первичный анализ всех на-
копленных в этих исследованиях данных произво-
дился с помощью Fiji – ImageJ программного обес-
печения. Для каждого исследованного кардиомио-

цита анализировалось распределение интервалов
между соседними t-трубочками в пределах узкого
(1 μм шириной) района интереса, параллельного
длинной оси клетки, и рассчитывались средняя
длина интервалов между t-трубочками и доля ин-
тервалов, длина которых превышает 3 μм (т.е. доля
интервалов с выпадающими t-трубочками).

Все данные проверяли на нормальность распре-
деления (тест Шапиро–Уилка) и, в соответствии с
результатами этой проверки, различия между зна-
чениями в контрольной и экспериментальных
группах оценивали как достоверные при p < 0.05,
используя соответствующий параметрический или
непараметрический тест. Представленные в тексте
данные приведены в виде средних значений вели-
чин с их стандартными ошибками.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.

ЭКГ-исследования. Наиболее заметные измене-
ния в электрокардиограммах были отмечены у
крыс ИР-группы через 2–4 нед после операции по
сравнению с группой ЛО-крыс и контролем (ЭКГ,
снятые до операции; рис. 2). Анализ усредненных

Рис. 1. Изолированное сердце крысы через четыре недели после ИР с подведенным к ЛЖ микроэлектродом для регистра-
ции вПД (a) и поперечный срез сердца с рубцовой тканью (границы рубцовой ткани обозначены пунктирной линией),
окрашенный раствором трифенилтетразолия хлористого (b). Микрофотография окрашенного DI-8-ANEPPS участка
миокарда ЛЖ, полученная с использованием конфокального микроскопа (c). SE – субэпикард.
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записей II стандартного отведения ЭКГ показал
достоверные изменения ряда параметров по срав-
нению с контролем, а именно снижение амплиту-
ды S-зубца, R-зубца, T-зубца (табл. 1). Также у
крыс ИР-группы с интрамуральным ИМ отмеча-
лось значительное увеличение амплитуды Q-зубца,
который в ЭКГ крыс либо отсутствует, либо крайне
мал в норме (рис. 2). Помимо этого, амплитуда S- и
T- зубца ЭКГ крыс после ИР достоверно была ниже
аналогичных значений в группе ЛО-крыс. У неко-
торых животных через 2–4 нед после ИР наблюда-
лась инверсия зубца Т (рис. 2c) Достоверных отли-
чий между исследованными параметрами ЭКГ
крыс контрольной и ЛО-групп выявлено не было.

Электрофизиологические исследования. В элек-
трофизиологических экспериментах были иссле-
дованы изолированные сердца ЛО-крыс (5 крыс),
и сердца крыс через 24 ч (6 крыс), через 2 нед
(3 крысы) и через 4 нед (4 крысы) после ИР. На
рис. 3 представлены суперпозиция нормализован-
ных ответов от индивидуальных точек регистрации
вПД1 и вПД2 от субэпикардиальных кардиомио-
цитов ЛЖ ЛО-крысы и их усредненные значения.

Видно, что профили вПД кардиомиоцитов ЛЖ
сердца ЛО-группы крыс представляли собой сиг-
налы двух типов. Сигналы первого типа (вПД1),
характеризующиеся наличием одного быстрого не-
гативного пика (Р1), встречались относительно
редко (15.2 ± 2.1% от всех регистраций, 5 крыс).
Значительно чаще (85.4 ± 3.2% от всех регистра-

ций, 5 крыс) регистрировались вПД второго типа
(вПД2), которые характеризовались наличием двух
выраженных негативных пиков: первого – быстро-
го (Р1), и второго (Р2), сильно варьирующего от
точки регистрации к точке как по амплитуде, так и
по длительности пика. Средние значения времени
спада до 90% до базовой линии (Т90) вПД1 и вПД2
ЛО-крыс составляли 6.05 ± 0.65 и 41.4 ± 6.5 мс со-
ответственно. Это близко к значениям, получен-
ным нами ранее у контрольных крыс [24, 29, 30].

Спустя сутки после ИР наблюдались достовер-
ные изменения ряда исследуемых параметров
вПД1 и вПД2 кардиомиоцитов поверхности ЛЖ.
Так, у вПД1 после его окончания отчетливо наблю-
далось появление позитивной фазы следовой ги-
перполяризации (СГ), а у вПД2 отмечалось сниже-
ние амплитуды второго пика (рис. 4).

Через четыре недели после ИР указанные изме-
нения достигали максимальных значений с одно-
временным увеличением длительности T90 вПД1
(рис. 5). При этом СГ наблюдалась и у вПД2. Ча-
стота встречаемости вПД1 и вПД2 на всех сроках
после ИР достоверно не отличалось от значений ЛО-
крыс (p > 0.05; дисперсионный анализ Краске-
ла–Уоллиса) и составляла в среднем 17.2 ± 3.1 и
83.4 ± 6.2%.

Оценка размера ИМ. Установлено, что доля руб-
цовой ткани, рассчитанная на основе анализа по-
перечных срезов стенки ЛЖ, варьировала в диапа-

Рис. 2. Примеры усредненных комплексов QRS II стандартного отведения у крысы до операции (a), сразу после опе-
рации (b) и через 4 нед после ИР (c).
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Таблица 1. Изменения основных исследованных параметров ЭКГ крыс ИР-группы через 2–4 нед после операции

* – достоверное отличие от контрольных значений (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом Тьюки); 
# – достоверное отличие от параметров ЭКГ ЛО-крыс (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом Тьюки);
n – количество животных в каждой группе.

Контроль (n = 24) ЛО (n = 6) ИР (n = 12)

Амплитуда Q зубца, мВ –0.012 ± 0.002 –0.011 ± 0.005 –0.051 ± 0.019*

Амплитуда R зубца, мВ 0.667 ± 0.035 0.574 ± 0.028 0.425 ± 0.037*

Амплитуда S зубца, мВ –0.222 ± 0.027 –0.289 ± 0.082 –0.081 ± 0.017* #

Амплитуда Т зубца, мВ 0.106 ± 0.013 0.089 ± 0.007 0.011 ± 0.019* #
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зоне от 5 до 35% от общей площади стенок ЛЖ, при
этом средние значения относительного размера зо-
ны некроза через 24 ч после ИР (5 крыс) достовер-
но отличалось от доли рубцовой ткани через 4 нед
(7 крыс) после операции (30.8 ± 1.7% и 13.8 ± 3.8%
соответственно; p < 0.05; one-way ANOVA с апостери-
орным тестом Тьюки).

На разных сроках после ИР как зона некроза,
так и рубцовая ткань, как правило, не затрагивают
субэпикард (интрамуральный инфаркт), от кар-
диомиоцитов которого проводилась регистрация
вПД. Это соответствует данным о том, что ишемия
менее 45 мин сопровождается минимальной гибе-
лью клеток субэпикарда [31, 32].

Рис. 3. Cуперпозиция нормализованных профилей вПД1 (a) и вПД2 (b) от индивидуальных точек регистрации (в пределах
одного участка) субэпикарда ЛЖ сердца ЛО крысы и их усредненные значения (панели (с) и (d) – вПД1 и вПД2 соответ-
ственно). Все сигналы нормализованы к величине их первого и единственного для вПД1 негативного пика (P1). Р2 – мет-
ка второго негативного пика в составе вПД2 сигнала.
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Рис. 4. Примеры вПД1 (a) и вПД2 (b) кардиомиоцитов субэпикарда ЛЖ крысы через 24 ч (сплошная линия) и 4 нед (пре-
рывистая линия) после ИР.
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Поскольку у крыс, использовавшихся в элек-
трофизиологических экспериментах, зоны некроза
могли появиться в ходе перфузии изолированного
сердца, были исследованы срезы сердец трех здо-
ровых (контрольных) крыс по завершении равной
по времени процедуры перфузии и микроэлек-
тродного картирования (3 ч). Во всех этих исследо-
ваниях не было выявлено некротических зон, что
позволяет говорить об отсутствии дополнительно-
го, повреждающего миокард воздействия в период
проведения электрофизиологических эксперимен-
тов на изолированном сердце.

Анализ распределения t-трубочек кардиомиоцитов
изолированного сердца с использованием конфокаль-
ной микроскопии. В экспериментах, направленных
на изучение целостности структуры тубулярного
аппарата кардиомиоцитов, были изучены сердца

ЛО- (3 крысы) и ИР-крыс (3 крыс) через четыре не-
дели после операции. Результаты этого анализа не
показали статистически значимых отличий между
экспериментальными группами ни по среднему
интервалу, ни в частоте встречаемости длинных
интервалов между соседними t-трубочками (p >
> 0.05; t-критерий Стьюдента; табл. 2). При этом
параметры интервалов между соседними t-трубоч-
ками у ЛО-крыс сходны с данными, полученными
для контроля нами ранее [16].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе эксперимента было установлено, что
средние значения размеров зоны некроза миокарда
ЛЖ через 24 ч и рубцовой ткани через 4 нед
после ИР достоверно различались между собой

Рис. 5. Значения характеристик вПД1 и вПД2 ЛЖ сердец ЛО-крыс (Sham) и крыс через 24 ч, 2 и 4 нед после ИР (5, 6, 3 и
4 сердца в каждой из групп соответственно, 100–144 регистрации в каждом сердце). (a) – T90 вПД1; (b) – T90 вПД2; (c) –
относительная амплитуда 2-го пика вПД2 (% от амплитуды первого негативного пика сигнала); (d) – относительная пи-
ковая амплитуда СГ (AHP) вПД1 (% от амплитуды негативного пика сигнала). * – достоверные отличия средних зна-
чений от среднего значения аналогичных параметров ЛО-крыс. (p < 0.05; one-way ANOVA с апостериорным тестом
Тьюки).
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Таблица 2. Среднее значение длины интервалов между соседними t-трубочками и доля интервалов, длина которых
превышает 3 μм, в группе ЛО-крыс и через 4 нед после ИР

Средний интервал между соседними
t-трубочками, μм Доля длинных (>3 μм) интервалов, %

ЛО-крысы (n = 3) 2.04 ± 0.08 14.47 ± 0.74
ИР-крысы (n = 3) 1.87 ± 0.19 11.92 ± 2.54
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(30.8 ± 1.7 и 13.8 ± 3.8% соответственно). Более
низкое среднее значение доли рубцовой ткани че-
рез 4 недели после ИР по сравнению с некротиче-
ской зоной через сутки после операции может быть
объяснено замещением инфарктного миокарда
рубцовой тканью. Данный процесс сопровождает-
ся снижением толщины стенки ЛЖ в инфарктной
области в результате резорбции некротизирован-
ного участка миокарда [33].

Некроз и формирование рубца после ИМ со-
провождается изменением параметров ЭКГ [34–
37]. В наших экспериментах во II стандартном от-
ведении ЭКГ у крыс амплитуда Q-зубца в норме
была крайне мала, однако в группе ИР-крыс про-
исходит ее значительное увеличение. Предыдущие
исследования на крысах показали значительные
изменения сегмента ST при инфаркте миокарда
[34] и при ишемии миокарда [35], однако четких
критериев изменений сегмента ST не установлено
[36]. В наших экспериментах после ИР амплитуды
S- и T-зубца были ниже контрольных значений и
значений амплитуд в группе ЛО-крыс. Также у жи-
вотных ИР-группы встречались инвертированные
Т-зубцы, что и могло быть причиной снижения
среднего значения амплитуды этого зубца. Появле-
ние выраженного Q-зубца одновременно с инвер-
сией Т-зубца является признаком развития транс-
мурального инфаркта [37].

Изменения в электрогенезе кардиомиоцитов
субэпикарда значительно растянуты во времени.
Начиная с 24 ч и вплоть до четвертой недели после
ИР происходило увеличение длительности T90
вПД1 и амплитуды позитивной фазы СГ, достига-
ющее максимальных значений к четырем неделям
после ИР. На этом же сроке (четыре недели после
ИР) выраженная СГ является компонентом и
вПД2. Кроме того, с 24 ч после ИР выявляется до-
стоверное укорочение Т90 вПД2 по сравнению с
ЛО-крысами (см. рис. 4).

В соответствии с нашими предыдущими иссле-
дованиями с использованием данного метода в
сердцах контрольных животных регистрировались
сигналы двух, различных по количеству негатив-
ных пиков, типов вПД: вПД1 и вПД2 [24, 29, 30].
Все имеющиеся данные, касающиеся техники вне-
клеточной регистрации, структурной организации
Т-системы кардиомиоцитов желудочков сердца и
распределения различных ионных каналов и элек-
трогенных транспортеров в поверхностной мем-
бране и в мембране Т-системы кардиомиоцита
свидетельствуют в пользу того, что тип внеклеточ-
но регистрируемых ПД в наших условиях опреде-
ляется в основном позицией кончика регистриру-
ющего электрода на поверхности кардиомиоцита
по отношению к позиции выходов (устьев) t-трубо-
чек [24]. А именно, вПД1 регистрируются в тех слу-
чаях, когда электрод был помещен в участок мем-
браны кардиомиоцита, не содержащий устьев t-

трубочек и, соответственно, его основной негатив-
ный пик формируется входящими токами, идущи-
ми через каналы поверхностной мембраны клетки:
в основном через натриевые потенциал-чувстви-
тельные каналы. В том же случае, если кончик ре-
гистрирующей пипетки был помещен в участок
мембраны кардиомиоцита, содержащий одно или
более устьев t-трубочек, регистрируется более
сложный вПД2 сигнал, в котором присутствие вто-
рого негативного пика отражает активность элек-
трогенных механизмов, локализованных в мембра-
не Т-системы кардиомиоцита. Это, в первую оче-
редь, Са2+-каналы L-типа, Na+/Са2+-обменник и
некоторые подтипы К+-каналов [38, 39]. Работа ка-
ких конкретно ионных механизмов претерпевает
изменения, приводя к продлению спада вПД1,
снижению амплитуды второго пика вПД2 и появ-
лению СГ после ИР, предстоит еще выяснить.

Ранее было показано, что при стрептозотоцино-
вом диабете (СТЗ-СД) ПД желудочковых кардио-
миоцитов крыс замедлены из-за подавления К+-
токов. А именно, были приведены свидетельства
сниженной в кардиомиоцитах СТЗ-СД-крыс ак-
тивности/экспрессии трех типов К+-каналов: ка-
налов выходящего выпрямления, каналов сверх-
медленного тока (quasi-steady-state, Iss) и каналов
тока обратного выпрямления (IK1) [40–42].

Наши недавние результаты предполагают, что
патогенез СТЗ-СД в отношении изменений ион-
ных проводимостей желудочковых кардиомиоци-
тов более сложен, и наряду с подавлением части
потенциал-зависимых К+-каналов существует так-
же и активация (возможно, компенсаторная) К+-
каналов реполяризационного резерва, обеспечива-
ющих появление/усиление фазы СГ вПД. В част-
ности, такими каналами могут быть апамин-чув-
ствительные Са2+-зависимые К+-каналы низкой
проводимости (SK каналы), формирующие фазу
СГ ПД [15, 16, 30].

Имеющий место в представленных результатах
рост СГ также может быть связан с экспрессией SK
каналов в желудочковых кардиомиоцитах, что под-
тверждается работами других авторов, выполненных
на сердцах человека и животных моделях с сердечной
недостаточностью и после инфаркта [43–46].

Важное различие в ремоделировании вПД после
ИР по сравнению с диабетической кардиомиопа-
тией заключается в том, что частота встречаемости
вПД1 и вПД2 после ИР не изменялась, тогда как
при развитии СТЗ-СД наблюдались существенное
увеличение доли регистраций вПД1 и снижение
доли регистраций вПД2 [15], что может быть ассоци-
ировано с дезорганизацией Т-системы кардиомио-
цитов и уменьшением плотности распределения
устьев t-трубочек на поверхности. Отсутствие таких
изменений может свидетельствовать об отсутствии
морфологических изменений в этом мембранном
компартменте субэпикардиальных кардиомиоцитов
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после ИР, что подтверждается и результатами, полу-
ченными с использованием конфокальной микро-
скопии. Хотя структурное ремоделирование Т-ту-
булярной системы характерно для широкого спек-
тра сердечных патологий, включая ИР [10, 12–14],
и порой даже предшествует клиническим прояв-
лениям желудочковой дисфункции [9], в нашей
работе достоверных различий в исследованных
параметрах организации t-трубочек между ЛО- и
ИР-крысами выявлено не было. Возможно, это
обусловлено сравнительно небольшой выборкой
экспериментальных животных. Также отсут-
ствие признаков структурного ремоделирования
Т-системы на четвертой неделе после ИР вкупе с
изменениями параметров вПД могут указывать на
то, что функциональные модификации Т-системы
эпикардиальных кардиомиоцитов после ИР могут
предшествовать их структурным изменениям.

Существенное увеличение на этом фоне Т90
вПД1 и снижение амплитуды второго пика у вПД2
предположительно могут свидетельствовать о пе-
рераспределении потенциал-зависимых Ca2+-ка-
налов L-типа между поверхностной мембраной и
мембраной тубулярного компартмента кардио-
миоцитов. Однако это предположение еще пред-
стоит проверить.
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REMODELING OF EXTRACELLULARLY RECORDED ACTION POTENTIALS
OF RAT HEART SUBEPICARDIAL CARDIOMYOCYTES 

AFTER ISCHEMIA REPERFUSION INJURY

A. V. Stepanova,#, M. G. Dobretsova, E. V. Novikova, Yu. A. Filippova, A. A. Panov, and I. V. Kubasova

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
#e-mail: botanik2407@gmail.com

A number of systemic heart diseases leading to the development of heart failure (aortic stenosis, hypertension,
diabetic cardiomyopathy, reperfusion injury etc.) are accompanied by a pronounced reorganization of the T-sys-
tem of cardiomyocytes, both in humans and animals. However, structural-functional changes within this mem-
brane compartment of cardiomyocytes following ischemia-reperfusion (IR) have not been thoroughly studied.
The aim of the work was to study the remodeling of the T-system in the subepicardial cardiomyocytes of the left
ventricle of the rat heart after IR injury using confocal microscopy and extracellular recording methods. The
study was carried out after 24 hours, two weeks, and four weeks following IR. A remodeling of action potentials,
recorded extracellularly in the cardiomyocyte membrane patches devoid of t-tubule entrances (type 1 eAP), was
observed. Starting from 24 hours up to 4 weeks after IR, there was an increase in the duration of their decline time
(T90) and the formation of eAP after-hyperpolarization phase, reaching maximum values by the fourth week after
IR. A decrease in the second peak’s amplitude of eAPs, measured from cardiomyocyte surface locations with t-
tubule openings, was also noticed four weeks after IR. In this investigation, no observable changes in the struc-
tural organization of the T-system were found. These data suggest that functional modifications of the epicardial
cardiomyocyte T-system after IR injury may precede its structural modifications.

Key words: myocardium, ischemia, reperfusion, cardiomyocytes, extracellular action potential, T-system
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