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Работа посвящена анализу активности АТФ-зависимых К~-кана­
лов интактных Д-клеток поджелудочной железы, а также функ­
ционально ослабленных Д-клеток под влиянием стрептозотоцина с 
одновременной оценкой их реакции на сульфаниламидные препара­
ты: глибенкламид, глипизид и гликлазид. Показано наличие специ­
фических ответных реакций исследуемых ионных каналов под дей­
ствием как глюкозы, так и сульфаниламидных препаратов. Анализ 
динамики электрофизиологических процессов в каналах показал 
наличие существенных изменений: уменьшение длительности раз­
ряда и удлинение интервала между разрядами, что приводит к бо­
лее замедленному процессу секреции инсулина, начиная с момента 
воздействия глюкозы или сульфаниламидных препаратов до момен­
та экзотоцитоза кванта инсулина. В экспериментальных услови­
ях наиболее активным из исследуемых нами препаратов в плане их 
секретогенных свойств был глибенкламид.

The activity of ATP-dependent K' channels of intact pancreatic fi-cells 
and functionally weak 0-cells after streptosotocin treatment is analyzed 
and the reaction of these channels to sulfonyl drugs (glybenclamide, gly- 
piside, and glyclaside) is evaluated. The ionic channels specifically re­
acted to glucose and sulfonyl drugs. Analysis of the time course of elec­
trophysiological processes in the channels showed a shorter duration of a 
discharge and a longer interval between discharges, which decelerated 
insulin secretion starting from the moment of glucose or sulfonyl treatment 
till exotocytosis of insulin quantum. Glybenclamide was the most effective 
of the tested drugs as regards secretory activity under experimental con­
ditions.

Согласно современным представлениям, процесс секреции 
инсулина тесно связан с электрической активностью мембраны 
р-клеток поджелудочной железы [1—3, 15]. Механизм, с помо­
щью которого происходит стимуляция освобождения инсулина, 
включает в себя метаболизм глюкозы в р-клетках, увеличение 
внутриклеточной концентрации АТФ и снижение калиевой 
проводимости за счет инактивации АТФ-зависимых калиевых 
каналов. Возникающая в результате деполяризация мембраны 
приводит к возникновению потенциалов действия. Вход ионов 
кальция внутрь р-клетки во время спайков вместе с выделением 
его из внутриклеточного депо приводит к увеличению концен­
трации свободного кальция в цитозоле до уровня, необходимого 
для активации экзоцитоза секреторных гранул [16]. Ввиду особо 
важной пусковой роли электрических процессов на мембране в 
сопряжении стимула и секреции функциональный дефект лю­
бого из каналов может приводить к нарушению секреторной ре­
акции р-клетки, и многие исследователи склонны считать, что 
инсулиннезависимый диабет (ИНСД) является результатом на­
рушения работы АТФ-зависимых К+-каналов [4, 5, 10, 17, 21 ].

Целью настоящего исследования явилось изучение взаимо­
связи электрофизиологических процессов, происходящих на 
мембране клетки под влиянием сульфаниламидных препаратов 
второй генерации, и стимулирующего действия этих секретоге- 
нов на выделение инсулина. Нами изучена активность АТФ-за­
висимых К+-каналов интактных р-клеток поджелудочной желе­
зы и р-клеток, частично пораженных различными дозами стреп­
тозотоцина, который избирательно связывается с р-клетками и 
постепенно снижает их способность секретировать инсулин. 
Также охарактеризована реакция р-клеток в ответ на введение 
сульфаниламидных препаратов второго поколения, которые яв­
ляются более активными секретогенами инсулина и в настоя­
щее время широко применяются в клинике [9, 12, 14].

Материалы и методы

Работа проведена на культуре островковых клеток поджелудоч­
ной железы. Выделение и культивирование р-клеток проводили по 
методу 8. М151ег [15]. Клетки высевали на 35-миллиметровые пла­
стиковые чашки Петри со средой ИРМ1 и выдерживали минимум 
24 ч при 37'С в атмосфере с 5% СО2 для прикрепления их ко дну. 
Перед началом электрофизиологических исследоаний в культу­
ральную среду добавляли растворенный в цитратном буфере стреп- 
тозотоцин в концентрациях 1, 2 и 5 мМ. Этот препарат, обладаю­
щий свойством специфически связываться с рецепторами на мем­
бране р-клеток вплоть до их разрушения, подавали в камеру с по­
мощью локальной микроперфузии. Затем клетки отмывали. В ин­
кубационной среде до и после введения стрептозотоцина опреде­
ляли концентрацию инсулина, что и являлось показателем функ­
циональных изменений способности р-клеток секретировать инсу­
лин. Содержание иммунореактивного инсулина (ИРИ) в среде оп­
ределяли с помощью наборов КИТ ("СеаЧге-Бопп").

В работе использовали метод локальной фиксации потен­
циала (patch-clamp) для регистрации токов от целой клетки и от 
фрагмента наружной поверхности клетки (конфигурация cell- 
attached). При проведении электрофизиологических исследова­
ний культуральную среду меняли на изотонический раствор, ко­
торый содержал 140 мМ NaCl, 1мМ СаС12, 2 мМ MgCl2, 2,8 мМ 
КС1, 10 мМ HEPES (pH 7,4). Стеклянные микропипетки запол­
няли раствором следующего состава: 140 мМ KCI, 10 мМ 
HEPES, 3 мМ EGTA, 0,5 мкМ СаС12, 2 мМ MgCl2 (pH 7,4). Пи­
петки имели сопротивление около 5 МОм. Использовали уси­
литель ЕРС-5 ("List Electronic", Германия). При регистрации то­
ков через одиночные каналы потенциал в пипетке поддержива­
ли на уровне 0 мВ. Ионные токи регистрировали на запоминаю­
щем осциллографе и магнитографе с дальнейшей обработкой на 
компьютере. Анализ кинетики проводили только для тех участ­
ков записи, где был активен только 1 АТФ-зависимый К+-ка- 
нал. Ток канала фильтровали при частоте 3 кГц и регистриро­
вали с частотой съема 20 000 точек/с в течение 3—5 мин.

Полученные данные использовали для построения гисто­
грамм открытого и закрытого состояний. Гистограммы откры­
того состояния хорошо аппроксимировались одной экспонен­
той и отражали время открытого состояния канала внутри пач­
ки, тогда как гистограммы закрытого состояния описывались 
суммой нескольких экспонент. Мы считали, что меньшее время 
отражает время закрытого состояния внутри пачки, а большее 
время — время закрытого состояния между пачками. Длитель­
ность пачки в наших экспериментах определяли как сумму со­
бытий, разделенных закрытыми состояниями короче 3 мс. По 
этим данным определяли время жизни пачки.

Все эксперименты проводили при комнатной температуре. 
Испытуемые вещества подавали в камеру с помощью локальной 
микроперфузии, используя пневматический микроинъектор. 
Кончик микропипетки располагался в 50 мкм от клетки. Суль­
фаниламидные препараты — глибенкламид, гликлазид и глипи­
зид — были предоставлены фирмами "Servier", "Boehringer Man­
nheim", "Farmitalia Carlo Erba".

Было проанализировано 87 клеток, потенциал покоя кото­
рых в среднем составлял 61,2 ± 2 мВ.

Результаты и их обсуждение

Исследования, проведенные на интактных ß-клетках подже­
лудочной железы, показали, что аппликация глюкозы, глибенк- 
ламида, гликлазида и глипизида в концентрации от I до 20 мМ, 
что соответствует терапевтическому уровню, вызывает сущест­
венное уменьшение активности АТФ-зависимых К+-каналов (см. 
рисунок и таблицу). Уменьшение активности канала наступает 
очень быстро, достигая устойчивого состояния в течение 30 с, и 
сохраняется в течение всего времени аппликации вещества (см. 
рисунок). После отмывания активность каналов быстро восста­
навливается до исходного уровня. Следует отметить более мед-
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Оригинальная запись работы одиночного АТФ-чувствительно- 
го К+-канала р-клеток поджелудочной железы.
а\ I — в изотоническом растворе; 2— влияние глюкозы в концентрации 3 мМ; 3 — 
отмывание глюкозы; 6: / — в изотоническом растворе; 2 — добавление глибенкла- 
мида в концентрации 20 мМ; 3 — отмывание глибенкламида; в. I — в изотониче­
ском растворе; 2 — добавление гликлазида в концентрации 20 мМ; 3 — отмывание 
гликлазида; г. I — в изотоническом растворе; 2— добавление глипизида в концен­
трации 20 мМ; 3 — отмывание глипизида.

ленное начало действия глибенкламида на снижение активности 
одиночных каналов, а также более медленное восстановление ее 
после отмывания препарата, что в итоге обеспечивает более силь­
ное влияние его как гипогликемического препарата по сравне­
нию с глипизидом или гликлазидом. Обращает на себя внимание 
также тот факт, что проводимость отдельных каналов не изменя­
лась под влиянием применяемых нами веществ. При добавлении 
любого из анализируемых нами препаратов величина потенциала 
покоя снижалась на 10—25 мВ, что способствовало возникнове­
нию потенциала действия. Проведенный нами сравнительный 
анализ эффекта глюкозы и сульфаниламидов показал их сходное 
влияние на активность АТФ-зависимых К*-каналов. В наших ис­
следованиях было показано специфическое действие сульфани­
ламидных препаратов на характер активности АТФ-зависимых 
К’-канапов, а именно на временнбй характер ее распределения. 
Обычно активность этих каналов проявляется пачечными разря­
дами стандартной амплитуды, чередующимися с паузами, кото­
рые длятся несколько секунд. Добавление любого из исследуемых 
препаратов вызывало уменьшение длительности пачки одновре­
менно с увеличением интервала между пачками (см. таблицу). 
Аналогичный эффект наблюдали и после добавления глюкозы 
Сравнительный анализ действия глюкозы, глибенкламида, глик­
лазида и глипизида на кинетику АТФ-зависимых К+-каналов по­
казал, что время жизни пачки снижалось (р < 0,01), время закры­
того состояния каналов многократно увеличивалось (р < 0,01), 
время открытого состояния канала в пачковом разряде снижалось 
(/> < 0,05), время закрытого состояния внутри пачки уменьшалось 
по сравнению с исходным (р < 0,05) (см. таблицу).

Показано, что добавление 3 мМ глюкозы (доза, наиболее часто 
встречающаяся в эксперименте) сокращает время жизни пачки бо­
лее чем в 15 раз по сравнению с исходным, тогда как время закры­
того состояния каналов увеличивалось на 76%. время открытого 
состояния внутри пачки сокращалось на 12%, а время закрытого 
состояния внутри пачки снижалось на 8%. Эти данные свидетель­
ствуют о том, что уменьшение активности канала при действии 
глюкозы связано с сокращением длительности разрядов и увели­
чением продолжительности паузы между ними.

Аналогичные результаты были получены нами при введении 
глибенкламида. гликлазида и глипизида с небольшими вариа­
циями. Из литературы известно, что вышеперечисленные пре­
параты не влияют на другие каналы, обнаруженные в р-клетках 
[13, 19]. Применяемые нами препараты не вызывали значитель­
ных изменений кинетики, характеризующей работу канала в 
пачке, но увеличивали время между разрядами в несколько раз.

В свете полученных данных возникает вопрос об особенностях 
функционирования ионных каналов в р-клетках, полученных из 
островковой ткани животных с различной степенью повреждения 
поджелудочной железы и, следовательно, с разным количеством 
секретируемого инсулина. В нашей работе в культуре интактных 
островковых клеток концентрация инсулина в среде составляла 
75 ± 5,7 мкЕД/мл, под влиянием глюкозы в концентрации 3 мМ 
уровень инсулина увеличивался до 130 ± 8,9 мкЕД/мл, что свиде­
тельствовало о функциональной активности этих клеток. Добавле­

ние стрегтгозотоцина в культуральную среду в концентрации 2 мМ 
снижало уровень инсулина до 27 ± 3,1 мкЕД/мл через 30 мин.

Исследования, проведенные на ослабленных р-клетках, по­
казали, что АТФ-чувствительные К+-каналы этих клеток про­
являли очень низкую функциональную активность.

Величина потенциала покоя оказалась сниженной на 10—25 
мВ, и это снижение определялось степенью поражения р-кле­
ток. Время закрытого состояния после воздействия на эти клет­
ки глюкозы в концентрации 3 мМ увеличивалось и составляло 
5—10 мин (в контроле эта величина составляла 2—5 мин). Уд­
линялся латентный период возникновения спайковой активно­
сти. Аналогичную картину наблюдали и после отмывания глю­
козы — необходимо было 6—7 мин, чтобы вновь произошло от­
крытие каналов и исчезла спайковая активность. В условиях 
воздействия глюкозы, глибенкламида, гликлазида и глипизида 
наиболее типичной реакцией исследуемых каналов было их 
полное закрытие. Однако в отличие от интактных клеток, когда 
концентрация применяемых препаратов для достижения эф­
фекта колебалась от 1 до 20 мМ, для функционально ослаблен­
ных р-клеток необходимо было увеличить дозы препаратов в 
2,5—3 раза. Уменьшение активности канала наступало значи­
тельно медленнее, чем в норме, достигая устойчивого состояния 
в течение 40—45 с, и длилось 14—15 мин. Отмывание клеток 
приводило к восстановлению активности этих каналов до ис­
ходного уровня, хотя этот процесс шел весьма инерционно.

Сравнительный анализ действия испытуемых нами сульфа­
ниламидных препаратов на функционально ослабленные р- 
клетки, как и в случае с интактными р-клетками, показал, что 
глибенкламид является наиболее активным препаратом в плане 
стимуляции секреции инсулина. Наглядным подтверждением 
этого факта было более быстрое закрытие каналов, появление 
спайковой активности после воздействия глибенкламида по 
сравнению с действием гликлазида или глипизида.

Кинетические характеристики активности АТФ-зависимых 
К+-каналов функционально ослабленных р-клеток обычно не из­
менялись. Однако такие показатели, как время жизни пачки, время 
закрытого состояния между пачками, время открытого состояния 
внутри пачки, время закрытого состояния канала внутри пачки, 
при оценке действия сульфаниламидных препаратов были сниже­
ны по абсолютным величинам. Эго свидетельствует о том, что в на­
ших экспериментальных условиях ослабленные р-клетки, сохраняя 
свою специфическую ответную реакцию как на введение глюкозы, 
так и на аппликацию сульфаниламидных препаратов, тем не менее 
характеризуются более медленным закрытием АТФ-зависимых К*- 
каналов, а отмеченное удлинение латентного периода секреции ин­
сулина — о том, что процесс приобретает более инерционный ха­
рактер. Возможно, имеет место нарушение внутреннего метаболиз­
ма р-клеток, который является ответственным за проявление пря­
мого фармакологического действия на процессы электрогенеза, 
приводящего к секреции инсулина р-клетками. Следует отметить 
также тот факт, что мы в своих исследованиях не показали прямое 
влияние стрептозотоцина на активность исследуемых нами ион­
ных каналов. Это интересный момент в исследованиях, и мы пла­
нируем провести его изучение.

Известно, что добавление АТФ в культуру клеток очень бы­
стро приводит к восстановлению активности АТФ-зависимых 
К+-каналов, которые являются стратегически важной точкой в 
реализации эффекта сульфаниламидных препаратов в цепи сти­
мул-секреция [6, 7]. Эти каналы являются ответственными за 
проявление прямого фармакологического действия на процессы 
электрогенеза, приводящего к секреции инсулина р-клетками.

Исследование прямого действия ряда широко используемых в 
клинике гипогликемических сульфаниламидных препаратов на ак­
тивность метаболически регулируемых АТФ-зависимых Коион­
ных каналов плазменной мембраны р-клеток поджелудочной же­
лезы интактных животных показало, что действие глибенкламида, 
гликлазида и глипизида является специфическим и направлено 
главным образом на закрытие АТФ-зависимых К+-каналов. Эти 
результаты вносят свой вклад в изучение механизма действия суль­
фаниламидных препаратов, которые применяют при лечении диа­
бета типа 2 [10, 13]. Особый интерес представляют собой данные 
литературы о том, что ни один из исследуемых сульфаниламидных 
препаратов не влияет на одиночные АТФ-независимые К+-каналы, 
которые также обнаружены в р-островковой ткани поджелудочной 
железы [11]. Таким образом, АТФ-зависимые К+-каналы являются 
стратегически важной точкой в реализации цепи стимул—секре­
ция. Эти каналы ответственны за проявление прямого фармаколо­
гического действия на процессы электрогенеза, а также секрецию 
инсулина р-клетками. Наши данные вносят определенную ясность 
в вопрос о том, что секретогенный эффект сульфаниламидных пре-
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паратов нельзя объяснить только их гипогликемическим действием 
на уровне печени вследствие изменения обмена гликогена [18, 20]. 
Идея о ведущей роли АТФ-зависимых К'-каналов в процессе сек­
реции инсулина ß-клетками подтверждается также данными о том, 
что такие препараты, как гидрохлортиазид и фуросемид, будучи 
сульфаниламидными диуретиками, не влияют на активность АТФ- 
зависимых К+-каналов, проявляя гипергликемический эффект in 
vivo [15]. Обращает на себя внимание и тот факт, что действие ис­
следуемых нами препаратов на АТФ-зависимые К+-каналы анало­
гично действию глюкозы.

Полученные нами результаты исследований активности АТФ- 
зависимых К+-каналов ß-клеток, функционально ослабленных под 
влиянием стрептозотоцина, а также их реакция на введение суль­
фаниламидных препаратов представляют особый интерес для те­
рапии конкретного больного диабетом типа 2. Наши данные явля­
ются оригинальными и подтверждены работой К Cosgrove и соавт. 
[8], проведенной аналогичным образом, но на ß-клетках. которые 
получены от больных диабетом типа 2, погибших от сердечной не­
достаточности. Авторы показали, что только 27% островковых кле­
ток у больных людей имели АТФ-зависимые К"-каналы в отличие 
от здоровых лиц, у которых эти каналы выявлены во всех ß-клет- 
ках. Более того, даже те клетки, которые имели АТФ-зависимые 
1C-каналы, не проявляли ответной реакции на введение нуклео­
тидов и толбутамида — стимуляторов секреции инсулина.

Изучая вопрос о точке приложения действия гипогликеми­
ческих сульфаниламидных препаратов в сопоставлении с ана­
логичными эффектами некоторых нуклеотидов типа АТФ или 
АДФ, важно решить ряд вопросов, касающихся наличия мест 
связывания на уровне ионных каналов, их качественной и ко­
личественной оценки. Представляется интересным также изу­
чение корреляционной зависимости между динамикой сниже­
ния количества инсулина, секретируемого ß-клетками, и изме­
нением электрофизиологических характеристик состояния ак­
тивности АТФ-зависимых IC-каналов в динамике, что и будет 
предметом наших дальнейших исследований.
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