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Исследования ряда последних лет представля-
ют все больше данных о сложной структуре глад-
кой мышечной ткани. Результаты работ свиде-
тельствуют о фенотипическом разнообразии [2, 6, 
7] и о неоднородности популяции гладких миоци-
тов (ГМ), входящих в состав различных внутрен-
них органов [1, 10, 13]. Значительное количество 
исследований позволяют говорить о гетеромор-
фии ГМ, которые отличаются по своим линейным 
параметрам, форме и организации органелл [3, 4, 
9]. Ранее на основе комплексного анализа морфо-
метрических и цитохимических показателей [1, 2] 
было установлено, что гладкая мышечная ткань 
различных висцеральных органов представлена 
несколькими фенотипами сократительных ГМ, 
которые различаются как по морфофункциональ-
ным характеристикам, так и по реакции на изме-
нение функциональных нагрузок. Универсальным 
триггерным механизмом активации сокращения 
ГМ является изменение концентрации внутрикле-
точного Са2+, оказывающее ключевое влияние 
на фосфорилирование легких цепей миозина [4, 
14]. Тем не менее, вопрос об уровне концентрации 
цитоплазматического Са2+ и характере его измене-
ния при стимуляции ГМ с различными фенотипа-
ми остается открытым.

Цель настоящего исследования — разработка 
метода получения функционально активных изо-
лированных ГМ и сравнительное изучение осо-
бенностей Ca-зависимых механизмов регуляции 
функции ГМ с разными фенотипами.

Матери а л  и  ме т о ды .  Исследован материал, полу-
ченный от 60 беспородных лабораторных самцов мышей 

массой 22–25 г в возрасте 6–7 мес. Проанализировано 250 ГМ 
каждого фенотипа. Эксперименты проведены в соответствии 
со стандартами, установленными Европейским комитетом 
Council Directive (86/609/EEC9). Опыты также были утверж-
дены Комитетом Северной Швеции по этике при эксперимен-
тах на животных. Фрагменты мышечной ткани тонкой кишки 
с помощью диссекционного микроскопа делили на кусочки 
объемом 1 мкм3, после чего помещали в питательный рас-
твор, содержащий фермент коллагеназу Р (1–1,5 мг/ мл, 
Roche Diagnostics GmbH, Mannhem, Германия). В каче-
стве базового раствора использовали бикарбонатный буфер 
Кребса (ББК), содержащий: NaCl — 115 ммоль/л, KСl — 
4,7 ммоль/л, KH2PO4 — 1,2 ммоль/л, MgSO4 — 1,2 ммоль/л, 
N-(2-гидроксилэтил)пиперазид-N'-2-(этансульфановая кис-
лота) — 20 ммоль/л, глюкозу — 10 ммоль/л, с 95% О2 — 5% 
СО2, pH 7,40 (7,38–7,42) при температуре 20°С. Инкубацию 
проводили в течение 45 мин. Промежуточную оценку уровня 
жизнеспособности полученных изолированных клеток про-
водили с помощью окрашивания препаратов трипановым 
синим (BDH, Chemical Ltd, Англия). После этого пробирки 
помещали в контейнер со льдом на 5–10 мин для останов-
ки процесса диссоциации. Полученную суспензию ГМ для 
отмывки ферментов однократно центрифугировали в оста-
навливающем растворе с добавлением альбумина (1 мг/мл, 
бычий сывороточный альбумин, Sigma Chemical Co., США) 
при комнатной температуре (10 мин при 600 об/мин). Затем 
надосадочную жидкость удаляли с помощью микропипетки, 
оставляя около 1 мл суспензии живых клеток (рис. 1, а).
Оценку состояния митохондрий в полученных изолирован-

ных клетках проводили с помощью MitoTracker Red (Molecular 
probes Inc, США) — красителя, способного связываться с 
рецепторами митохондрий в живых клетках. Инкубацию ГМ 
с 70 нмоль MitoTracker Red проводили в течение 15 мин в 
темноте при температуре 37 ºС. Затем промывали препараты 
в ББК, после чего переносили в перфузионную камеру кон-
фокального микроскопа Leica SP2 (Mannheim, Германия), где 
поддерживали постоянную температуру 37 ºС. Изображения 
красной эмиссии были получены с применением длины волны 
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Рис. 1.  Гладкие миоциты (ГМ) тонкой кишки мыши.

а — изолированный живой ГМ; б — митохондрии в изолированном ГМ; в — малый изолированный ГМ; г — средний изолированный 
ГМ. а — конфокальная микроскопия; б — окраска Mito Tracker Red, конфокальная микроскопия; в, г — окраска Fura-2AM, флюо-
ресцентная микроскопия. Ув.: а, б — 2000; в, г — об. 40, ок. 10.

Рис. 3.  Изменения флюоресценции (а–и) в цитоплазме изолированных гладких миоцитов тонкой кишки мыши при стимуляции 
сокращения. Флюоресцентная микроскопия. Окраска Fura-2AM. Об. 40, ок. 10.
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возбуждения 543 нм и 590 нм (см. рис. 1, б). Выполнена серия 
сканирующих послойных срезов каждой клетки 0,6 мкм тол-
щиной с расстоянием между слоями 0,5 мкм. Область мито-
хондрий в срезах определяли как проецируемую зону, которая 
соответствовала 3–4,5% клеточного объема.
Изолированные ГМ тонкой кишки мышей были инку-

бированы с Fura-2АМ (Fura-2-ацетоксиметиловый эфир, 
Molecular probes Inc., США) для анализа изменения уров-
ня цитоплазматического кальция. Fura-2AM (C44H47N3O24, 
молекулярная масса — 1001,85 дальтон) — флюоресцентный 
индикатор ионов кальция, который в несвязанном состоянии 
свободно проходит через клеточную мембрану и обладает 
способностью к селективному связыванию с ионами кальция.
Суспензию ГМ помещали в чашки Петри на покровные 

стекла, покрытые поли-L-лизином (Boehringer, Германия) 
для фиксации клеток к стеклу. Инкубацию клеток с 5 мкмоль 
Fura-2AM на буфере проводили в течение 40–45 мин. После 
промывки клеток в буфере для удаления внеклеточного 
индикатора покровные стекла помещали в открытую пер-
фузионную камеру инвертированного микроскопа на пред-
метный стол, где поддерживалась постоянная температура 
37 ºС. Данная микроскопическая система включала: Nikon 
Diaphot-TMD (Bimica), Zeiss IM и Zeiss Axiovert и аналити-
ческую систему Openlab 3 (Improvision, Великобритания). 
Регистрацию сигналов проводили в течение 2–5 мин с интер-
валом в 2 с.
Сигнал Fura-2AM считывался при длине волны 340 и 

380 нм в течение 20–22 мс с использованием ксеноновой 
лампы 75 Вт и полихроматора (TILL Photonics, Германия). 
Изображения были получены с помощью CCD-камер (Orca 
ER, Япония). Уровень концентрации ионов Са2+ анализиро-
вали при отношении сигналов при λ1=340 нм и λ2=380 нм с 
помощью уравнения, описанного G.Grynkiewicz и соавт. [7] 
с Кd 224 нмоль, по формуле: [Са2+]=Kd·(F–Fmin/Fmax–F), 
где F — среднее значение интенсивности флюоресценции; 
Fmax — интенсивность флюоресценции при λ2=380 нм; 
Fmin — интенсивность флюоресценции при λ1=340 нм; Kd — 
эффективный коэффициент диссоциации, 224 нмоль.
Изолированные ГМ, инкубированные с Fura-2AM, сти-

мулировали кофеином. Показатели снимали синхронно с 
малых и средних ГМ находящихся в одной камере (см. рис. 1, 
в, г). Выделяли клетку, определяли ее границы, измеря-

ли базальный уровень цитоплазматического кальция, затем 
максимально аккуратно с помощью микропипетки в объеме 
30–35 мкл добавляли стимулятор: 10 ммоль кофеина (Sigma 
Chemical Co, США). Результаты оценивали по уровню интен-
сивности флюоресценции.
Статистическую обработку результатов проводили с 

использованием прикладной статистической программы MS 
Excel (Microsoft, CША). Различия считали значимыми (по 
критерию Стьюдента) при Р<0,05.

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Анализ 
характера распределения ГМ в составе стенки 
кишки по показателю объема клеток позволил 
установить, что гладкая мышечная ткань пред-
ставлена тремя типами ГМ: малыми, средними 
и большими, различающимися по их морфоме-
трическим параметрам. Статистический анализ 
характера распределения ГМ кишки по объемам 
цитоплазмы показал, что данный показатель у 
мышей имеет наиболее выраженный коэффици-
ент вариации (74,07%) среди других изученных 
параметров. Это также подтверждалось поло-
жительной величиной эксцесса (+4,26) с учетом 
его ошибки репрезентативности, что свидетель-
ствует о гетероморфии изучаемой популяции. 
Соотношение типов ГМ в составе ткани опреде-
ляется функциональными потребностями различ-
ных отделов пищеварительного тракта.

Использование разработанного метода диссо-
циации с применением коллагеназы Р позволило 
получить изолированные ГМ, сохраняющие при-
жизненные структурно-функциональные параме-
тры. При этом индикация нормального состояния 
митохондрий в полученных клетках с помощью 
MitoTracker Red (см. рис. 1, б) явилась важным 
условием осуществления данного исследования, 
поскольку уровень функционирования митохон-
дрий в значительной степени обусловливает изме-
нение содержания цитозольного Са2+, что, в свою 
очередь, может привести к изменению многих 
клеточных функций.

Проведенный с помощью микрофлюороме-
трии с Fura-2АМ сравнительный анализ базально-
го уровня цитоплазматического кальция выявил 
его особенности в различных фенотипах интакт-
ных ГМ. Динамика этого показателя в ГМ при 
стимуляции отражает изменение их мембранного 
потенциала и характеризует активность кальцие-
вых каналов L-типа. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что, несмотря на некоторые 
различия в базальном уровне цитоплазматическо-
го Са2+ в малых и средних ГМ, стимуляция их 
сократительной активности приводит к синхрони-
зированному повышению уровня этого показателя 
(рис. 2). В процессе анализа уровень концентра-
ции внутриклеточного кальция коррелирует с 

Рис. 2.  Динамика изменения концентрации внутриклеточных 
ионов кальция в малых (I) и средних (II) изолирован-
ных гладких миоцитах тонкой кишки мыши.

По оси абсцисс — время эксперимента (с); по оси орди-
нат — концентрация кальция (нмоль).
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изменением интенсивности флюоресценции, фик-
сируемой в процессе активации ГМ (рис. 3).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Полученные результаты свидетельствует о том, 
что использованный метод диссоциации позволяет 
получать изолированные ГМ, полностью сохра-
няющие свои прижизненные функциональные 
характеристики. При проведении сравнительного 
анализа базального уровня цитоплазматического 
кальция выявлены различия данного показателя 
в изолированных ГМ тонкой кишки с разными 
фенотипами. Эти различия отражают неодина-
ковое функциональное состояние сократитель-
ного аппарата исследуемых объектов, что может 
определять особенности реакции ГМ на стиму-
лирующие влияния [4, 11, 14]. Характер измене-
ния содержания внутриклеточного Са2+ может 
быть обусловлен как повышением активности 
потенциал-зависимых Са2+-каналов, так и посту-
плением его из внутриклеточных депо [11, 12].

Для ГМ характерны мелкоосцилляторные 
изменения базального уровня Са2+. Данный факт, 
вероятно, объясняется тем, что в интактных ГМ 
может иметь место механочувствительная моду-
ляция сократительной активности [5], что влияет 
на трансформацию фосфатидилинозитола, инду-
цированную мускариновыми рецепторами, и кон-
центрацию цитоплазматического кальция. При 
этом стимуляция ГМ приводит к аналогичной 
реакции повышения цитоплазматического кальция 
у клеток, относящихся к различным фенотипам. 
Это дает основание полагать, что триггерный 
Са2+-зависимый механизм является универсаль-
ным для запуска сократительной активности ГМ. 
При этом, сократительный аппарат различных 
висцеральных ГМ может обладать индивидуаль-
ной чувствительностью к действию стимулирую-
щих факторов.
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MECHANISMS OF THE CONTRACTILE 
ACTIVITY CONTROL IN SMOOTH MUSCLE 
CELLS

A.L. Zashikhin, J. Sehlin and A.O. Barmina

A comparative analysis of the basal level of the cytoplasmic 
calcium concentration in the intact intestinal isolated smooth 
muscle cells (SMC) of different phenotypes and the dynamic 
changes of its concentration in the SMC during the stimula-
tion of their contraction, was performed. In this study, the SMC 
were isolated from the proximal colon, using collagenase dis-
sociation. Confocal and fluorescence microscopy with the fluo-
rescent probes Fura-2AM, to study the concentration of Ca2+ and 
MitoTracker Red, to study the activity of mitochondria, were 
used. It was found that the different phenotypes of visceral SMC, 
despite some differences in the basal levels of the cytoplasmic 
Ca2+ concentration, were characterized by the similar calcium 
response during the contraction stimulation, which indicates the 
identity of the mechanisms triggering contractile activity in dif-
ferent types of SMC.
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