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В последние 30 лет опубликовано множество 
работ, в которых показано, что сосудистый эн-
дотелий играет важную роль в регуляции тонуса 
артерий [4, 5, 13]. увеличение напряжения сдвига 
на эндотелии и ряд биологически активных ве-
ществ вызывают образование в эндотелиоцитах 
вазоактивных субстанций, таких как оксид азо-
та (NO), простациклин (PGI2) и эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор (EDHF) [13]. Про-
дуцируемые эндотелием NO и PGI2 диффунди-
руют к сосудистым гладкомышечным клеткам 
(ГМК), где они активируют внутриклеточные 
сигнальные пути, приводящие к вазодилата-
ции [6, 7]. Позднее в некоторых артериях была 
обнаружена вазодилатация в ответ на ацетил-
холин (АХ) и напряжение сдвига в присутствии 
ингибиторов NO-синтазы и циклооксигеназы, 
т.е. был найден третий путь эндотелийзависи-
мой вазодилатации, заключающийся в гиперпо-
ляризации мембраны ГМК [7]. Продуцируемые 
эндотелием вещества (эпоксиэйкозатриеновые 
кислоты, пероксид водорода, сероводород и др.), 
воздействуя на мембрану ГМК, приводят к её ги-
перполяризации и расслаблению миоцитов [13]. 
Существуют также данные, свидетельствующие 
о том, что гиперполяризация эндотелиальных 
клеток может распространяться на ГМК через 
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миоэндотелиальные щелевые соединения [6, 7]. 
Позднее способность эндотелия вызывать гипер-
поляризацию и расслабление ГМК была выявле-
на и в некоторых венах [9, 15].

Вслед за кровеносными сосудами такие эндоте-
лиальные вазодилататоры, как NO и PGI2, были 
обнаружены в эндотелии лимфатических сосу-
дов (ЛС) [10, 11, 14] и лимфатических узлов (Лу) 
[1, 2]. Что касается третьего механизма эндоте-
лийзависимой вазодилатации — посредством об-
разования EDHF, то данных о его функциониро-
вании в ЛС и Лу до настоящего времени нет. 

Цель настоящего исследования — выявление 
механизма релаксации капсулы Лу посредством 
эндотелиальной гиперполяризации и изучение 
его роли в реализации модулирующего влияния 
эндотелия на сократительную функцию ГМК Лу. 

Исследовали  брыжеечные Лу быков в воз-
расте 16–18 мес. Лимфоузлы извлекали через 
15 мин после обескровливания животных, по-
мещали в охлаждённый до 2–4°C физиологи-
ческий раствор и доставляли в лабораторию. В 
лаборатории из Лу вырезали полоски капсулы 
(n = 36) длиной 8–10 мм и шириной 1 мм, со-
храняя субкапсулярный синус. у 10 полосок суб-
капсулярный синус удаляли. Полоски капсулы 
помещали в камеру миографа с датчиком силы 
FORT 10 (“World Precision Instruments”, США). 
Эксперименты проводили в условиях непре-
рывного поступления оксигенированного фи-
зиологического солевого раствора следующего 
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состава, мМ: NaCl — 120,4; KCl — 5,9; CaCl2 — 
2,5; MgCl2 — 1,2; NaH2PO4 — 1,2; NaHCO3 — 15,5; 
глюкоза — 11,5. Физиологический раствор са-
турировали газовой смесью, состоящей из 95% 
О2 и 5% СО2 при температуре 37,0 ± 0,1°С. Под-
робно методика исследования была описана 
нами ранее [1]. Препараты подвергали исходно-
му натяжению 0,45 мН/мм, что соответствова-
ло трансмуральному давлению 50 мм вод. ст. и 
после 30-минутной стабилизации регистриро-
вали параметры их сократительной активно-
сти. Использовали следующие агонисты и ан-
тагонисты: фенилэфрина гидрохлорид (“Sigma-
Aldrich”, США, 1 · 10–5 М); хлорид ацетилхолина 
(“Sigma-Aldrich”, 1 · 10–9–1 · 10–5 М); метило-
вый эфир Nώ-нитро-L-аргинина (L-NAME, 
“MP Biomedicals”, США, 1 · 10–4 М); индомета-
цин (“Sigma-Aldrich”, 1 · 10–5 М); тетраэтилам-
мония хлорид (ТЭА, “Sigma-Aldrich”, 1 · 10–3 М); 
апамин (“Sigma-Aldrich”, 1 · 10–7 М); TRAM-34 
(1-[(2-хлорфенил)дифенилметил]-1H-пиразол, 
“Sigma-Aldrich”, 1 · 10–7 М). 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью программы 
STATISTICA 6.1.478 (“StatSoft”, США). Достовер-
ность различий определяли с помощью критерия 
t Стьюдента. Различия считали статистически 
значимыми при p ≤ 0,05.

Через 30 мин выдержки в физиологическом 
растворе полоски капсулы Лу (34 из 36) начинали 
ритмически сокращаться. Параметры этих фазных 
сокращений были описаны ранее [1]. Добавление 
к раствору с полосками капсулы фенилэфрина 

привело к быстрому повышению тонического на-
пряжения, которое через 2–3 мин стабилизирова-
лось на новом уровне. Затем в раствор вводили АХ 
в нарастающих концентрациях (1 · 10–9–1 · 10–5 М) 
и оценивали релаксацию полоски Лу (рис. 1). 
Ацетилхолин в концентрациях 1 · 10–9 и 1 · 10–8 М 
не оказывал влияния на тонус полосок Лу. Повы-
шение его концентрации до 1 · 10–6 М привело к 
снижению тонуса препаратов, а АХ в концентра-
ции 1 · 10–5 М индуцировал максимальную релак-
сацию, которая достигла 51,4 ± 4,6% от сокраще-
ния, вызванного фенилэфрином (рис. 1). Реакция 
препаратов на АХ в концентрации 1 · 10–4 М не 
имела достоверных отличий от таковой при кон-
центрации АХ, равной 1 · 10–5 М. Исследование 
деэндотелизированных полосок капсулы Лу, про-
ведённое по этой же схеме, показало отсутствие 
реакции на АХ. Тонус деэндотелизированных по-
лосок при действии АХ не претерпевал значимых 
изменений, что указывает на то, что релаксация 
капсулы Лу, вызванная АХ, является зависимой 
от эндотелия. усреднённые результаты этих экс-
периментов представлены на рис. 2.

В последующих опытах за 20 мин до воздей-
ствия АХ в раствор добавляли L-NAME (ингиби-
тор NO-синтазы), индометацин (Indo, ингибитор 
циклооксигеназы) и специфические блокаторы 
K+-каналов — ТЭА (блокатор Са2+-активируемых 
K+-каналов большой проводимости), TRAM-34 
(блокатор Са2+-активируемых K+-каналов про-
межуточной проводимости) и апамин (блокатор 
Са2+-активируемых K+-каналов малой проводи-
мости) в разных комбинациях. Результаты этой 
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Рис. 1. Действие ацетилхолина в зависимости от 
концентрации на предварительно сокращённую 
фенилэфрином капсулу брыжеечного лимфати-
ческого узла быка. Слева на кривой представлено 
одиночное спонтанное фазное сокращение капсу-
лы Лу. По оси абсцисс — концентрация, M. По оси 
ординат — напряжение.

Рис. 2. Релаксация предварительно сокращённых 
фенилэфрином (1 · 10–5 М) полосок капсулы Лу 
при действии ацетилхолина (АХ) в концентрации 
1 · 10–9–1 · 10–5 М. “Энд+” — капсула Лу с эндо-
телием, n = 12, “Энд–” — деэндотелизированная 
капсула Лу, n = 10. Данные (M ± m) представлены 
в процентах от величины амплитуды сокращения на 
фенилэфрин.
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серии экспериментов представлены на рис. 3. В 
растворе с L-NAME релаксация предваритель-
но сокращённой фенилэфрином капсулы Лу 
при действии АХ была существенно снижена (до 
34,2 ± 2,9%), что доказывает важную роль NO в 
реализации релаксирующего эффекта АХ на по-
лоски капсулы Лу. Такие же данные при иссле-
довании NO-зависимой регуляции сократитель-
ной функции капсулы Лу были получены нами 
ранее [1, 2]. Чтобы оценить роль PGI2 в АХ-ин-
дуцированной релаксации, капсулу Лу обраба-
тывали двумя ингибиторами (L-NAME + Indo). 
В этом случае релаксация капсулы Лу, вызван-
ная АХ, была меньше по сравнению с эффектом 
только L-NAME (28,3 ± 2,4%), однако это отли-
чие было несущественным, что указывает на не-
большую роль PGI2 в релаксации капсулы Лу.

Несмотря на ингибирование продукции эн-
дотелиоцитами NO и PGI2, АХ всё ещё вызывал 
значительную релаксацию капсулы Лу, сокра-
щённой после действия фенилэфрина. Этот факт 
давал основания предположить существова-
ние ещё одного сигнального пути релаксации в 
капсуле Лу. К настоящему времени в артериях и 
венах такой путь хорошо известен и связан с эн-
дотелийзависимой гиперполяризацией, запуска-
емой активацией Са2+-активируемых K+-каналов 
[7, 9]. На первом этапе исследования возможно-
го вовлечения Са2+-активируемых K+-каналов 
в релаксацию капсулы Лу мы применили ТЭА 
и зарегистрировали некоторое уменьшение ре-
лаксации на АХ (рис. 3). В этих экспериментах 

величина релаксации была незначительной, на 
границе статистической достоверности. В лите-
ратуре имеются данные о том, что в физиологи-
ческих условиях эндотелиальные вазодилатато-
ры часто образуются в избыточных количествах 
и эти вазодилататоры могут оказывать влияние 
на продукцию или эффект других вазодилата-
торов. Так, ранее при исследовании коронарной 
микроциркуляции у собак было показано, что 
экзогенный NO ингибирует продукцию или дей-
ствие EDHF [9]. Также было установлено, что у 
крыс линии Sprague Dawley как эндогенный, так 
и экзогенный NO значительно снижают величи-
ну EDHF-опосредованной депрессорной реак-
ции [8]. С учётом этих данных мы провели иссле-
дование эффектов ТЭА в растворе, содержащем 
L-NAME + Indo. В этих опытах мы зафиксиро-
вали значительное уменьшение АХ-индуциру-
емой релаксации полосок капсулы Лу по срав-
нение с таковой в растворе, содержащем только 
L-NAME + Indo (амплитуда релаксации соста-
вила 15,1 ± 1,9% от амплитуды вызванного фе-
нилэфрином сокращения против 25,3 ± 3,1% в 
растворе с L-NAME + Indo, рис. 3).

Ещё большее ингибирование релаксации 
капсулы Лу, вызванной АХ (рис. 3), мы наблюда-
ли при добавлении TRAM-34 в раствор, содержа-
щий L-NAME + Indo (амплитуда релаксации со-
ставила 11,4 ± 1,52% от амплитуды индуцирован-
ного фенилэфрином сокращения). Добавление 
апамина в раствор, содержащий L-NAME + Indo, 
не привело к достоверным изменениям релакса-
ционного ответа капсулы Лу на АХ (данные не 
представлены).

Анализ литературных данных показывает, что 
действие вазодилататоров (NO, PGI2 и EDHF) 
в разных сосудистых регионах у животных разных 
видов довольно сильно различается [3, 13]. В ряде 
работ, например в [12], показано, что в крупных 
артериях основным вазодилататором, проду-
цируемым эндотелием, является NO, в то время 
как в мелких артериях вазодилатацию опосреду-
ет главным образом EDHF. Химическая приро-
да EDHF до настоящего времени не определена, 
однако общепризнано, что конечным результа-
том его действия является открывание Ca2+-ак-
тивируемых К+-каналов с последующей гипер-
поляризацией мембраны сосудистых ГМК и их 
расслаблением. 

Результаты нашего исследования показыва-
ют, что в брыжеечных Лу быка наряду с NO- 
и PGI2-опосредуемыми механизмами функ-
ционирует эндотелийзависимый механизм 
релаксации, опосредуемый эндотелиальной ги-
перполяризацией. Поскольку АХ-индуцируемая 
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Рис. 3. Вли яние ингибиторов NO-синтазы 
(L-NAME), циклооксигеназы (Indo) и специфиче-
ских блокаторов Са2+-активируемых K+-каналов 
(ТЭА и TRAM-34) на АХ-индуцируемую релаксацию 
полосок капсулы Лу. АХ — 1, L-NAME — 2, Indo — 
3, ТЭА — 4. На фоне действия L-NAME + Indo и ре-
лаксации, вызванной АХ, в раствор вводили ТЭА (5) 
или TRAM-34 (6).
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релаксация существенно уменьшалась при при-
менении ТЭА и TRAM-34, мы полагаем, что опо-
средуемый EDHF механизм релаксации в капсу-
ле Лу реализуется через активацию Ca2+-акти-
вируемых К+-каналов большой и промежуточной 
проводимости. 
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ENDOTHELIUM-DEPENDENT HYPERPOLARIZATION-MEDIATED 
RELAXATION PATHWAY IN BOVINE MESENTERIC LYMPH NODES
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In vitro, endothelium-dependent relaxation mechanisms of smooth muscle cells of the bovine mesenteric 
lymph node capsule have been studied. The addition of L-NAME and indomethacin to physiological saline 
inhibited the production of endothelium NO and prostacyclin. In this solution, tetraethylammonium chloride 
and TRAM-34 increased the tone of the precontracted lymph nodes. Thus, in bovine mesenteric lymph nodes 
there is an relaxation mechanism mediated by endothelial hyperpolarization, realized by activating Ca2+-
dependent K+-channels of large- and intermediate conductance.
Keywords: lymph node, endothelium, endothelial hyperpolarization, Ca2+-activated K+-channels.


