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Вопрос регуляции кальций-активируемых хлор-
ных каналов (КАХК) является весьма актуальным 
в свете значительного участия КАХК во многих важ-
нейших физиологических и патофизиологических 
процессах в организме млекопитающих, в том числе 
и человека. КАХК опосредуют секрецию Cl– в се-
креторных эпителиях, таких как дыхательные пути, 
слюнные железы, кишечник, почечные канальцы 
и потовые железы. Наличие КАХК установлено 
также в гладких мышцах дыхательных путей и со-
судов, где они контролируют тонус сосудов и ги-
перчувствительность дыхательных путей. Доказана 
роль КАХК в механизмах гипертонии, астмы, муко-
висцидоза, ноцицепции, нарушении функциони-
рования желудочно-кишечного тракта, патологии 
уретры — Кунцельман с соавт., Камаледдин, Джи 
с соавт. (Kunzelmann et al, 2011; Kamaleddin, 2018; 
Ji et al., 2019; Григорьев, 2021). Хотя установле-
ны некоторые механизмы взаимодействия КАХК 
с различными клеточными сигнальными путями, 
включающими рецептор эпидермального фактора 
роста (EGFR), митоген-активируемые протеин-
киназы (MAPK), кальмодулин-регулируемые ки-
назы (CaM), трансформирующий фактор роста β 
(TGF-β) — Кроттес и Ян (Crottès, Jan, 2019), многие 
другие возможные механизмы регуляции КАХК 
остаются неисследованными.

Целью данной работы было исследование роли 
эндогенных электролитов, а именно ионов калия, 
в регуляции токов КАХК. Калий был выбран в связи 
с тем, что он играет важнейшую роль в физиологи-
ческих процессах и даже незначительные изменения 
в концентрации его ионов в крови или спинномоз-
говой жидкости приводят к весьма существенным 
патофизиологическим процессам, описываемым 
терминами “гипокалиемия” и “гиперкалиемия”.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования осуществляли электрофизиоло-
гическим методом на свежевыделенных нейронах 
Пуркинье из мозжечка мозга крыс самцов (12—15 
дней) линии Вистар. Выделение единичных нейро-
нов проводили ферментно-механическим способом 
Канеда с соавт. (Kaneda et al., 1988). Трансмембран-
ные токи отдельных нервных клеток регистрировали 
методом локальной фиксации потенциала (patch-
clamp) в конфигурации на целой клетке (whole-cell) 
Хэмилл с соавт. (Hamill et al., 1981) с помощью прибо-
ра EPC‑9 (HEKA, Германия). Такой метод позволяет 
регистрировать суммарный (интегральный) токовый 
ответ клетки. Данные обрабатывали при помощи 
программы Pulsfit (HEKA, Германия).
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Методом patch-clamp в конфигурации whole-cell показано, что концентрация ионов калия с наружной 
стороны мембраны клетки играет важную роль в регулировании кальций-активируемых хлорных то-
ков. Показана зависимость амплитуды и направления трансмембранного движения хлорных токов от 
изменений концентрации калия с наружной стороны мембраны. Изменение концентрации катионов 
натрия, магния и кальция с наружной стороны мембраны не оказывало сопоставимого эффекта на эти 
хлорные токи. При этом влияние, оказываемое калием на амплитуды хлорных токов, было существенно 
больше, чем влияние, оказываемое им на другие потенциалозависимые ионные токи в клетке: натри-
евые, калиевые, катионные. Эти результаты дают основания предполагать, что изменение амплитуд 
хлорных токов может вносить свой вклад в патофизиологические процессы, характерные для гипока-
лиемии и гиперкалиемии. 
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В экспериментах при потенциале фиксации на мем-
бране клетки (–70) мВ использовали физиологический 
раствор, содержащий 140 мM NaCl, 5 мМ KCl, 2 мМ 
MgCl2, 2 мМ CaCl2, 10 мМ HEPES, (рН 7,36), осмо-
лярность 305—315 мосм; внешний раствор без натрия 
содержал: 140 мM Трис-НCl, 5 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 
2 мМ CaCl2, 10 мМ HEPES (рН 7,36), осмолярность 
305—315 мосм. В микропипетке — электроде — ис-
пользованы два варианта растворов: 1) 120 мM КCl, 
2 мМ MgCl2, 11 мМ EGTA, 10 мМ HEPES, 5 мМ K2ATP 
(рН 7,2), осмолярность 285—295 мосм и 2) 120 мМ 
CsCl, 2 мМ MgCl2, 11 мМ EGTA, 10 мМ HEPES, 5 мМ 
K2ATP (рН 7,2), осмолярность 285—295 мосм. Раство-
ры с концентрациями наружного калия в 9 и 15 мМ 
готовили из стандартного наружного раствора добавле-
нием соответствующего количества 1 М раствора KCl. 
Раствор с 0 мМ наружного KCl готовили по прописи 
наружного раствора, без добавления KCl. Из этого 
раствора также готовили растворы с CsCl, добавляя 
необходимые количества 1М раствора CsCl.

На рис. 1 показана запись протокола получения 
интегрального ответа электровозбудимых токов клетки 
(б) на серию деполяризующих импульсов (а) с шагом 
10 мВ, от потенциала фиксации (–70) мВ до +30 мВ 
на мембране клетки. Условия регистрации: в пипетке 
ВПР с калием, снаружи — стандартный физиологиче-
ский раствор. Токи, активирующиеся «вниз» сразу по-
сле подачи импульса, на рис. 1, б — входящие в клетку 
токи (натриевые и кальциевые); токи, активирующиеся 
«вверх» на протяжении действия импульса, — выходя-
щие калиевые и катионные токи; небольшие токи, ак-
тивирующиеся по окончании импульса, направленные 
«вверх», — входящие кальций-активируемые хлорные 
токи (показаны с увеличением на рис. 1в).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Внутрипипеточный раствор содержит калий
В первой серии проведенных исследований, ког-

да внутрипипеточный раствор (ВПР) содержал 120 
мМ калия, а снаружи был стандартный физиоло-
гический раствор, содержащий 5 мМ калия, при 
подаче серии деполяризующих импульсов можно 
было наблюдать после входящих быстрых натрие-
вых токов и выходящих калиевых токов выходящий 
ток небольшой амплитуды (рис. 1б, 2а-г). Величина 
этого тока обычно не превышала 100—300 пА при 
потенциале на мембране +30 мВ. В предыдущих 
исследованиях нами было показано, что этот ток 
является кальций-активируемым хлорным током 
(КАХТ), который соответствует входу ионов хлора 
внутрь клетки (Вихарева и др., 2015, 2016) Умень-
шение концентрации ионов наружного калия (да-
лее — [К+]нар.) до 0 мМ вело к увеличению (или 
к появлению, в случае отсутствия тока при 5 мМ 
KCl) КАХТ (рис. 2а). Увеличение концентрации 
наружного калия до 9—15 мМ вело к сдвигу по-
тенциала реверсии этого тока в область ниже (–60) 
мВ на мембране клетки. При [К+]нар. ~7 мМ про-
исходила полная реверсия направления хлорного 
тока, который становился «входящим». На графике 
видно, что амплитуда КАХТ значительно увеличива-
лась при увеличении концентрации калия до 9 мМ, 
а особенно она вырастала при увеличении концен-
трации калия до 15 мМ (рис. 2 Г).

В этой же серии экспериментов, по исследова-
нию влияния [K+]нар. на КАХТ, было показано, что 
изменение [K+]нар. не влияет на амплитуды входя-
щих быстрых натриевых токов (рис. 3а) и на выходя-
щие калиевые токи (рис. 3б). Изменение амплитуд 
как натриевых, так и калиевых токов не превышало 
20 % от величин амплитуд этих токов в физиологи-
ческом растворе, содержащем 5 мМ калия. Причем 
не было различия, содержал ВПР калий или цезий 
(рис. 3). Некоторые результаты этих серий экспе-
риментов были опубликованы ранее (Замойский 
и др., 2021).

Внутрипипеточный раствор содержит цезий
Во второй серии экспериментов использова-

ли ВПР с цезием. Ранее мы показали, что заме-
на ионов калия на ионы цезия в ВПР приводит 
к заметному увеличению КАХТ (Вихарева и др., 
2016). В этом случае при подаче серии деполяри-
зующих импульсов после завершения емкостного 
выброса в нормальном физиологическом растворе 
([K+]нар. = 5 мМ) можно было наблюдать «входя-
щий» хлорный ток значительной амплитуды — по-
рядка 500 пА при +30 мВ на мембране. Сниже-
ние [К+]нар. приводило к уменьшению амплитуды 
этого тока, и при 0 мМ калия он исчезал совсем, 
или в некоторых нейронах появлялся очень ма-
ленький «выходящий» ток. Увеличение концен-
трации внешнего калия свыше 5 мМ приводило 

(а)

(б) (в)

Рис. 1. а — серия деполяризующих импульсов, подавае-
мых на клетку, от потенциала фиксации (–70 мВ), с ша-
гом в 10 мВ, до +30 мВ на мембране, в конфигурации 
whole-cell; б – зарегистрированный ответ токов клетки 
на деполяризующие импульсы; в – токи, появляющиеся 
по окончании деполяризующих импульсов.
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Рис. 2. Влияние различных концентраций калия в наружном растворе на амплитуду хлорных токов. Внутрипипеточный рас-
твор содержит 120 мМ калия. Потенциал фиксации (–70 мВ). а — интегральный ответ клетки в растворе с [К+]нар. = 0 мМ 
(n= 9); б — ответ в растворе с [К+]нар. = 5 мМ (n= 20); в — ответ в растворе с [К+]нар. = 9 мМ (n= 7); г — ответ в растворе 
с [К+]нар. = 15 мМ (n= 4); д — графики вольт-амперных характеристик, построенные для КАХТ при разных значениях [K+]нар. 
По оси абсцисс — величина тока в наноамперах, по оси ординат — мембранный потенциал в милливольтах. Квадраты — 
[K+]нар. = 0 мМ, круги — [K+]нар. = 5 мМ, треугольники — [K+]нар. = 9 мМ, перевернутые треугольники — [K+]нар. = 15 мМ.
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Рис. 3. Влияние различных концентраций калия во внешнем растворе на амплитуду входящих и выходящих токов 
в нейронах Пуркинье. а — график зависимости амплитуды быстрых натриевых токов от [K+]нар. = 0 мМ (круги), 
[K+]нар. = 5мМ (квадраты) и [K+]нар. = 9 мМ (треугольники). ВПР с калием; б — график зависимости амплитуды быстрых 
натриевых токов от [K+]нар. = 0 мМ (круги), [K+]нар. = 5 мМ (квадраты) и [K+]нар. = 9 мМ (треугольники). ВПР с цези-
ем; в — график зависимости амплитуды максимального выходящего тока от [K+]нар. = 0 мМ (круги), [K+]нар. = 5 мМ 
(квадраты) и [K+]нар. = 9 мМ (треугольники). ВПР с калием; г — график зависимости амплитуды максимального вы-
ходящего тока от [K+]нар. = 0 мМ (круги), [K+]нар. = 5 мМ (квадраты) и [K+]нар. = 9 мМ (треугольники). ВПР с цезием.
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Рис. 4. Влияние различных концентраций калия во внешнем растворе на амплитуду хлорных токов; ВПР содержит 
120 мМ цезия. а — токи от целой клетки при [K+]нар. = 0 мМ; б — токи от целой клетки при [K+]нар. = 5 мМ; в — токи 
от целой клетки при [K+]нар. = 9 мМ; г — токи от целой клетки при [K+]нар. = 15 мМ; д — график вольт-амперных 
характеристик КАХТ при [K+]нар. = 0 мМ (круги); при при [K+]нар.  = 5 мМ (квадраты);  при [K+]нар. = 9мМ (треу-
гольники);  при [K+]нар. = 15 мМ (ромбы).

Рис. 5. Влияние катионов наружного раствора на амплитуду КАХТ. а — влияние ионов натрия (черные квадраты — 
140 мМ натрия снаружи, черные круги — 0 мМ натрия снаружи) ВПР с цезием; б — различная концентрация ионов 
магния (квадраты — 2 мМ, круги — 5 мМ, треугольники — 9 мМ) ВПР с цезием; в — наружный кальций (квадраты — 
2 мМ, круги — 5 мМ) ВПР с калием.
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к значительному росту амплитуды «входящего» 
хлорного тока (рис. 4 в‑г). Вольт-амперные харак-
теристики имели тенденцию к насыщению, при 
этом чем больше была концентрация наружного 
калия, тем быстрее КАХТ выходили на «плато» 
по своей амплитуде.

Таким образом, было показано, что ампли-
туда хлорного тока существенно зависит от кон-
центрации калия снаружи мембраны и в случае 
заполнения электрода ВПР с цезием. Причем за-
висимость величины токов от концентрации на-
ружного калия для ВПР с цезием оказалась более 
сильной, чем для случаев, где ВПР содержал калий. 
Максимальные амплитуды хлорных токов были 
для ВПР с цезием (–4.6 + 0.55 нА, n = 23) и для 
ВПР с калием (–0.75 + 0.3 нА, n = 31) для раствора 
с [K+]нар. = 15 мМ при +30 мВ на мембране.

Влияние концентраций других наружных 
катионов на  КАХТ

Были поставлены эксперименты по выяснению 
степени влияния других катионов наружного физио-
логического раствора: Na+, Mg2+ и Са2+. Так, при 
полной замене NaCl на трис-Cl наблюдали некоторое 
увеличение амплитуды КАХТ (рис. 5а).

Этот эффект проявлялся для всех концентраций 
наружного калия, однако, учитывая тот факт, что 
концентрация натрия менялась радикальным об-
разом (практически — на 2,5 порядка): от 140 мМ 
до 0, — эффект увеличения КАХТ был значительно 
меньше, чем при изменении [K+]нар. от 0 до 15 мМ. 
При изменении наружной концентрации ионов 
магния от 2 до 9 мМ амплитуда КАХТ оставалась 
неизменной, что видно на рис. 5б. Увеличение 
концентрации ионов кальция с наружной сторо-
ны с 2 до 5 мМ приводило к 20—25 % уменьшению 
амплитуды КАХТ во всем диапазоне мембранных 
потенциалов (рис. 5в).

Замена ионов калия на  ионы цезия  
с  наружной стороны мембраны

Ионы цезия, имеющие больший радиус в водном 
растворе, чем ионы калия, используются в электро-
физиологии как эффективный блокатор калиевых 
каналов с внутренней стороны мембраны клетки. 
Чтобы убедится в уникальности влияния ионов на-
ружного калия на амплитуду КАХТ, провели экс-
перименты, в которых ионы калия были заменены 
на эквимолярные концентрации ионов цезия с на-
ружной стороны мембраны. Результат такого экспе-
римента представлен на рис. 6, на котором видно, что 
изменение концентрации наружного цезия не влияет 
на амплитуду КАХТ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные исследования показали, что изме-
нения в концентрации наружного калия приводят 
к существенному изменению амплитуды хлорных 
токов в нейронах головного мозга млекопитающих. 
Установлено, что наряду с необходимостью внутри-
клеточного кальция для активации хлорных токов 
огромную роль в их регуляции играют ионы внешнего 
калия. Это влияние ионов калия на КАХТ показано 
нами не впервые — ранее такое влияние калия было 
продемонстрировано для КАХТ нейронов моллюска 
(Гелетюк, Казаченко, 1983). Таким образом, этот 
механизм остается эволюционно неизменным для 
животных разных типов.

Установлены различия во влиянии калия на токи 
КАХК в зависимости от того, содержит ВПР калий 
или цезий. Например, на рис. 1б отчетливо видно, 
что с изменением концентрации наружного калия 
меняется не только вольт-амперная характеристика 
хлорного тока, но и потенциал реверсии этих токов. 
Так, если при 5 мМ ионов калия потенциал реверсии 
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Рис. 6. Амплитуды КАХТ. а — при различных концентрациях ионов калия с наружной стороны (круги — [K+]нар. = 0 мМ, 
квадраты — [K+]нар. = 5 мМ, треугольники — [K+]нар. = 15 мМ); б — при различных концентрациях ионов цезия с наруж-
ной стороны (круги — [Cs+]нар. = 5 мМ, квадраты — [Cs+]нар. = 9 мМ, треугольники — [Cs+]нар. = 15 мМ).
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Рис. 7. Действие низких (а) и высоких (б) концентраций ионов калия с наружной стороны мембраны одной клетки. 
А1 — [K+]нар. = 0 мМ, А2 — [K+]нар. = 1 мМ, А3 — [K+]нар. = 2 мМ, А4 — [K+]нар. = 3 мМ, А5 — [K+]нар. = 5мМ; Б1 — 
[K+]нар. = 5мМ, Б2 — [K+]нар. = 9 мМ, Б3 — [K+]нар. = 15 мМ, Б4 — [K+]нар. = 24 мМ.
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КАХК составляет (–25) мВ, то при более высоких 
концентрациях калия (9 мМ и 15 мМ) потенциал ре-
версии смещается в область мембранного потенциала 
ниже (–50) мВ. Подобное смещение не может быть 
объяснено в рамках уравнения Нернста для ионного 
канала, поскольку изменение концентрации хлора 
составляет +4 (при 9 мМ) или +13 мМ (при 15 мМ) 
при общей концентрации ионов хлора с обеих сторон 
мембраны порядка 153 мМ.

Полученные результаты свидетельствуют об из-
бирательном влиянии некоторых экстраклеточных 
катионов и анионов на другие ионные каналы. Из-
вестным фактом является четкая зависимость ак-
тивации целого ряда каналов — калиевых, хлорных 
и других — от концентрации внутриклеточного 
кальция — Брежестовский с соавт. (Bregestovski 
et.al., 1988; Григорьев, 2021). О влиянии каких-либо 
экстраклеточных ионов на каналы, проводящие от-
личные от них ионы, известно крайне мало. Нами 
показана зависимость быстрых натриевых токов 
в нейронах Пуркинье от концентрации наружного 
хлора (Замойский, Григорьев, 2017). Изложенные 
в данной статье и ранее (Замойский и др., 2021) 
результаты позволяют говорить о том, что наряду 
с внутриклеточной регуляцией кальцием в нейро-
нах имеется значительное влияние ряда ключевых 
ионов — калия, хлора — на функционирование 
соседних каналов (и проводимых ими токов), осу-
ществляемое ими с наружной стороны мембраны, 
т. е. концентрациями этих ионов в межклеточном 
матриксе и физиологических жидкостях (спинно-
мозговой, эндолимфе уха и др.). Следует отметить, 
что это воздействие на другие ионные каналы яв-
ляется весьма избирательным. Например, в дан-
ной работе калий влиял на хлорные токи (каналы), 
но практически не влиял на быстрые натриевые 
токи и в гораздо меньшей степени влиял на соб-
ственно калиевые каналы (токи). В то же время нами 
показано, что анионы хлора радикально влияли 
на быстрые натриевые токи, но очень мало влияли 
на калиевые каналы (токи).

Полученные результаты позволяют также по-
новому взглянуть на патологические процессы, име-
ющие место при гипо- и гиперкалиемии. Хотя мы 
не имеем прямых данных, указывающих на участие 
КАХК в этих патологических процессах, полученные 
данные о высокой чувствительности хлорных токов 
к изменению концентрации межклеточного калия 
позволяют сделать предположение, что изменение их 
амплитуды вносит свой вклад в эти процессы. Осо-
бенно это заметно при низких концентрациях калия 
(рис. 7). Гипокалиемия (уровень калия ниже 3.5 мМ 
в крови) приводит к ряду тяжелых патологических 
состояний, ряд из которых может быть напрямую 
ассоциирован с уменьшением активности КАХК. Это 
снижение активности перистальтики желудочно-ки-
шечного тракта с последующими запорами, вплоть 
до динамической кишечной непроходимости — Гуо 
с соавт. (Guo et al., 2017), замедление рефлексов 

и умственных процессов — Хуанг с соавт. (Huang et 
al., 2012); патология мочеиспускания — Ю с соавт. 
(Yu et al., 2015). Во всех этих случаях КАХК играют 
важную роль. Не всегда имеется возможность есте-
ственным путем (через питание) повысить содержа-
ние калия в крови или спинномозговой жидкости: 
этому могут препятствовать различные патологии 
метаболизма. В этих случаях прием активаторов 
или потенциаторов КАХК может снять патологии, 
связанные с низкой активностью КАХК.

В случае гиперкалиемии, которая характеризует-
ся аритмией, ослаблением скелетной мускулатуры 
вплоть до паралича, неустойчивостью артериально-
го давления, мы можем заключить, что некоторые 
из этих симптомов могут быть связаны с КАХК — 
например, неустойчивость артериального давле-
ния, поскольку известно, что КАХК играют важную 
роль в регуляции кровяного давления — Ванг с соавт. 
(Wang et al., 2015). В этом случае прием блокаторов 
КАХК может существенно снизить патологические 
проявления гиперкалиемии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании проведенного электрофизиоло-
гического исследования были сделаны следующие 
выводы:

Амплитуда токов кальций-активируемых хлорных 
каналов (КАХК) существенно зависит от концентра-
ции внешнего калия.

В случае, когда внутрипипеточный раствор со-
держит вместо калия цезий, изменение амплитуды 
токов КАХК под действием внешнего калия выра-
жено гораздо сильнее.

Амплитуда быстрых натриевых токов и выходя-
щих калиевых токов гораздо менее чувствительна 
к изменению концентрации ионов внешнего калия 
по сравнению с токами КАХК.

Высокая чувствительность токов КАХК к измене-
нию концентрации межклеточного калия позволяет 
сделать предположение, что КАХК вносят существен-
ный вклад в патофизиологию гипо- и гиперкалиемии.
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Calcium-activated chloride channels. Role of potassium ions
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Using the patch-clamp method in the whole-cell configuration, it was shownthat external potassium 
ions play an important role in the regulation of calcium-activated chloride currents. A clear dependence 
of the amplitude of chloride currents on changes in the concentration of external potassium is shown. 
Changes in concentration of sodium, magnesium and calcium ions from membrane outside have no so 
significant effect, like outside potassium ions. The effect of potassium on the amplitudes of chloride 
currents is significantly greater than the effect it has on other cell ionic currents — sodium, potassium, 
cation. There is reason to believe that a change in the amplitudes of chloride currents contributes to the 
pathophysiological processes characteristic of hypokalemia and hyperkalemia.

Key words: patch-clamp method, Purkinje cells of the cerebellum, calcium-activated chloride channels (CaCC), 
potassium ions.
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