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Ишемия способствует развитию многих патологических состояний, с которыми сталкиваются 
в клинической практике. При этом последующая реперфузия может усиливать повреждение тка-
ней, усугубляя состояние, вызванное ишемией. Значительную роль в развитии ишемически-репер-
фузионного повреждения играет изменение баланса ионов кальция и натрия. Резкого нарушения 
ионного баланса можно избежать посредством воздействия ингибиторов кальциевых и натриевых 
ионных каналов, находящихся на поверхности мембраны. Несмотря на то что подобные ингиби-
торы вызывают снижение клеточной гибели, механизмы их действия различаются. 
Цель исследования. Провести сравнительный анализ механизмов действия пептидных ингибито-
ров кальциевых и натриевых каналов на ишемически-реперфузионное повреждение эпителиальных 
клеток. 
Материалы и методы. Синтез токсинов осуществляли на пептидном синтезаторе, контроль ка-
чества проводили методами хроматографии и масс-спектрометрии. Анализ клеточной гибели, 
изменения концентраций ионов кальция и натрия, а также уровня pH выполняли с использованием 
флуоресцентных красителей и мультимодального ридера.  
Результаты. Установлено, что пептидные ингибиторы кальциевых и натриевых каналов сни-
жают уровень апоптоза и некроза в культуре CHO-K1 при моделировании условий ишемии/репер-
фузии. Ингибитор кальциевых каналов снижает гибель клеток за счет снижения концентраций 
ионов кальция и натрия и поддержания физиологического уровня pH на протяжении всей стадии 
реперфузии. Ингибитор натриевых каналов снижает гибель за счет снижения концентрации каль-
ция и повышения концентрации натрия, а также за счет поддержания повышенного уровня pH на 
стадии реперфузии. 
Выводы. Несмотря на то что в развитии ишемически-реперфузионного повреждения важную роль 
играют и концентрация ионов кальция, и концентрация ионов натрия, а также их влияние друг 
на друга, ингибирование определенных типов каналов оказывает различный эффект на внутрикле-
точные процессы с одинаковым результатом в виде снижения клеточной гибели. 
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Введение. Ишемия способствует разви-

тию многих патологических состояний, с ко-

торыми сталкиваются в клинической прак-

тике, включая инфаркт миокарда, недостаточ-

ность периферических сосудов и инсульты  

[1, 2]. Хотя восстановление притока крови к 

ишемизированному органу необходимо для 

предотвращения необратимого повреждения 

клеток, реперфузия сама по себе может уси-

лить это повреждение, усугубляя состояние, 

вызванное ишемией [3]. Длительная ишемия 

обусловливает множество клеточных метабо-

лических и ультраструктурных изменений. Вы- 

званное ишемией снижение клеточного окис-

лительного фосфорилирования приводит к не-

возможности повторного синтеза богатых энер-

гией фосфатов, в т.ч. аденозин-5'-трифосфата 

(АТФ). Более низкий уровень АТФ снижает ак-

тивность энергозависимой Na+/K+-АТФазы, 

что приводит к увеличению содержания внут-

риклеточного натрия и выведению калия из 

клеток. Повышенный уровень натрия в клетках 

снижает активность натрий-водородных об-

менных насосов (Na+/H+-насосов). Ионный об-

мен натрия на кальций компенсирует сниже-

ние концентрации внутриклеточного натрия. 
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Подобная компенсация ионного обмена при-

водит к повышению концентрации внутрикле-

точного кальция. Дисфункция Ca+2-АТФаз на 

поверхности эндоплазматического ретикулума 

усугубляет это состояние [4]. Помимо АТФаз, 

поступление ионов в клетку происходит через 

потенциал-зависимые ионные каналы на по-

верхности мембраны, что в любом случае ведет 

к накоплению ионов водорода, натрия и каль-

ция и вызывает гиперосмолярность, приводя-

щую к поступлению воды в цитоплазму и набу-

ханию клеток. Перегрузка кальцием в свою 

очередь повреждает клетки по нескольким 

причинам: увеличивает концентрацию актив-

ных форм кислорода (АФК), вызывает апоптоз 

и некроз клеток, разрушает клеточные мем-

браны и нарушает функцию митохондрий [5]. 

Последующая реперфузия усугубляет состоя-

ние за счет дополнительного поступления 

АФК и ионов кальция. В итоге длительное 

ишемически-реперфузионное состояние может 

привести к апоптозу, аутофагии, некрозу и 

некроптозу [4, 6]. Резкого изменения внутри-

клеточного ионного баланса можно избежать 

за счет воздействия на ионные каналы на по-

верхности мембраны. К данным типам каналов 

относятся в т.ч. потенциал-зависимые кальцие-

вые и натриевые каналы. Избирательное инги-

бирование таких каналов может оказать суще-

ственное влияние на течение процессов ише-

мически-реперфузионного повреждения.  

В природе существует группа пептидных 

токсинов, относящихся к семейству кнотти-

нов, способных высоко избирательно блоки-

ровать кальциевые и натриевые потенциал-за-

висимые каналы [7, 8]. В отличие от химиче-

ских блокаторов, имеющих ряд недостатков, к 

которым относятся избирательность не только 

к целевым каналам, но и к близким семей-

ствам, а также высокие дозы для достижения 

эффекта [9], пептидные токсины характеризу-

ются высокой избирательностью по отноше-

нию к определенному типу канала. Кроме 

того, кноттины обладают особой структурой – 

ингибиторным цистиновым узлом, за счет 

чего повышается их стабильность при цирку-

ляции в крови, биодоступность и значительно 

снижается доза для достижения эффекта [10]. 

В наших предыдущих работах показан эффект 

пептидных ингибиторов натриевых [11] и 

кальциевых каналов [12] при моделировании 

условий ишемии/реперфузии, при этом меха-

низм действия данных ингибиторов значи-

тельно различался.  

Цель исследования. Провести сравни-

тельный анализ механизмов действия пептид-

ных ингибиторов кальциевых и натриевых ка-

налов на ишемически-реперфузионное повре-

ждение эпителиальных клеток.  

Материалы и методы. В качестве пеп-

тидных ингибиторов использовались токсины 

omega-hexatoxin-Hv1a (Uniprot: TO1A_HADVE) 

как ингибитор кальциевых каналов и mu-

agatoxin-Aa1a (Uniprot: T4G1E_AGEAP) как 

ингибитор натриевых каналов. 

Синтез токсинов осуществлялся на пеп-

тидном синтезаторе ResPep SL (Intavis, Герма-

ния) в соответствии с Fmoc-химией по прото-

колу производителя. Анализ результата син-

теза проводился с использованием метода 

ВЭЖХ на хроматографической системе Shi-

madzu LC-20AD XR (Shimadzu, Япония) на ос-

нове обращенно-фазовой хроматографии и 

метода масс-спектрометрии на масс-спектро-

метре MALDI-TOF MS FLEX series (Bruker 

Daltonics, Германия). 

В работе использовалась клеточная куль-

тура CHO-K1 (Российская коллекция клеточ-

ных культур, Россия). Культура содержалась в 

стандартных условиях (среда DMEM/F12 

(«ПанЭко», Россия) c 10 % сыворотки (Bio- 

sera, Франция) и гентамицином при 37 °С, 5 % 

CO2). Пассаж проводился каждые 3–4 дня с 

использованием раствора трипсина («ПанЭко», 

Россия). Для эксперимента культура высеива-

лась в концентрации 10 000 на ячейку 96-лу-

ночного планшета и содержалась в стандарт-

ных условиях до достижения экспоненциаль-

ной стадии. После этого среда в ячейках меня-

лась на DMEM («ПанЭко», Россия) с пони-

женным содержанием глюкозы (1 г/л) и сыво-

ротки (1 %) и переносилась в инкубатор с  

1 % кислорода на 3 ч (условия ишемии). По 

истечении времени среда менялась на стан-

дартную без токсинов для контрольной 

группы и с 50 нМ токсинов для эксперимен-

тальных групп и оставлялась еще на 3 ч (усло-

вия реперфузии).  
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Через 3 ч от начала реперфузии в пита-

тельную среду добавлялись красители Yo-Pro 1 

(1 мкМ) и PI (1 мкМ) [13] для фиксации 

уровня апоптоза и некроза соответственно. 

Для анализа концентраций ионов кальция и 

натрия среда для реперфузии убиралась через 

3 ч от начала стадии и заменялась на фос-

фатно-солевой буфер. В буфер добавлялись 

красители Rhod-2 AM (500 нМ) для ионов 

кальция [14] и ION NATRIUM Green 2 AM 

(500 нМ) для ионов натрия [15]. Для анализа 

изменения уровня pH использовался краси-

тель BCECF AM (500 нМ) [16]. Краситель до-

бавлялся в различные промежутки времени: 

после окончания ишемии (0 мин), через 30 мин, 

1,5 и 3 ч от начала реперфузии. Культура с кра-

сителями инкубировалась в течение 20 мин в 

темноте при 37 °С и 5 % СО2. После этого 

среда или буфер, содержащие красители, уда-

лялись и промывались фосфатно-солевым бу-

фером 2 раза. Анализ флуоресценции прово-

дился на мультимодальном планшетном ри-

дере CLARIO Star (BMG LabTech, Германия) 

в режиме матриксного сканирования.   

Каждый эксперимент выполнялся в трех 

повторах. Для анализа достоверности отличия 

использовался критерий Манна – Уитни, для 

устранения эффекта множественного сравне- 

ния – критерий Бонферрони. Различия между 

группами считались статистически значи-

мыми при p≤0,01. 

Результаты. В ходе экспериментов по 

моделированию условий ишемии/реперфузии 

в культуре CHO-K1 было выявлено, что про-

исходит значительное увеличение уровня как 

апоптоза, так и некроза относительно групп, 

не подвергшихся воздействию (нормальные 

условия) (рис. 1). При анализе влияния токси-

нов omega-hexatoxin-Hv1a, ингибитора каль-

циевых каналов, и mu-agatoxin-Aa1a, ингиби-

тора натриевых каналов, в концентрации 50 

нМ на уровень клеточной гибели в сменяю-

щихся условиях ишемии и реперфузии было 

отмечено, что оба токсина способны снижать 

апоптоз и некроз. При этом токсин omega-hex-

atoxin-Hv1a снижает уровень апоптоза почти 

на 40 % (рис. 1А), в то время как при совмест-

ной инкубации с токсином mu-agatoxin-Aa1a 

уровень апоптоза падает почти на 50 % и до-

стигает нормальных значений (рис. 1Б). В от-

ношении уровня некроза картина аналогична: 

оба токсина снижают уровень некроза почти 

на 60 %, однако токсин mu-agatoxin-Aa1a, ин-

гибитор натриевых каналов, оказывает более 

выраженное влияние и снижает уровень 

некроза до нормы. 

 

 
 

Рис. 1. Уровень апоптоза и некроза при моделировании условий ишемии/реперфузии в культуре  

CHO-K1 совместно с токсинами omega-hexatoxin-Hv1a (А) и mu-agatoxin-Aa1a (Б) в концентрации 50 нМ  

(* – отличие от группы «нормальные условия»; # – отличие от группы «ишемия/реперфузия») 

Fig. 1. Apoptosis and necrosis levels under simulated ischemia/reperfusion in CHO-K1 culture  

with omega-hexatoxin-Hv1a (A) and mu-agatoxin-Aa1a (B) at a concentration of 50 nM  

(* – difference from the norm; # – difference from the ischemia/reperfusion) 
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При анализе внутриклеточных концен-

траций ионов кальция и натрия в культуре 

клеток CHO-K1 в условиях трехчасовой ише-

мии зафиксировано значительное увеличение 

концентраций как кальция, так и натрия. При 

этом последующая трехчасовая реперфузия 

поддерживает повышенный уровень кальция, 

однако уровень натрия снижается до значений 

ниже нормальных (рис. 2А, Б). Добавление 

токсинов на стадии реперфузии приводит к 

различным результатам. Токсин omega-hexa-

toxin-Hv1a, ингибитор кальциевых каналов, 

вызывает резкое, почти в 4 раза, снижение 

внутриклеточной концентрации ионов каль-

ция и дополнительно почти в 1,5 раза ионов 

натрия, что в обоих случаях ниже концентра-

ций в нормальных условиях. С другой сто-

роны, токсин mu-agatoxin-Aa1a, ингибитор 

натриевых каналов, вызывает снижение кон-

центрации кальция до нормального уровня, в 

то время как концентрация натрия повыша-

ется относительно группы «ишемия/реперфу-

зия» до нормальных значений. 

 

 
 

Рис. 2. Концентрация ионов кальция и натрия при моделировании условий ишемии/реперфузии  

в культуре CHO-K1 при совместной инкубации с токсинами omega-hexatoxin-Hv1a (А)  

и mu-agatoxin-Aa1a (Б) в концентрации 50 нМ  

(* – отличие от группы «нормальные условия»; # – отличие от группы «ишемия/реперфузия») 

Fig. 2. Calcium and sodium ion concentrations under simulated ischemia/reperfusion in CHO-K1 culture  

during coincubation with omega-hexatoxin-Hv1a (A) and mu-agatoxin-Aa1a (B) at a concentration of 50 nM 

(* – difference from the norm; # – difference from ischemia/reperfusion) 

 
Поскольку при моделировании условий 

ишемии/реперфузии в культуре CHO-K1 от-

мечено изменение внутриклеточных концен-

траций ионов кальция и натрия, происходит и 

изменение уровня pH. Так, сразу после трех 

часов ишемии отмечается пониженный уро-

вень pH (рис. 3). Затем в первые 30 мин после 

начала реперфузии в контрольной группе 

наблюдается резкое увеличение pH выше нор-

мального уровня с последующим снижением 

в течение 2,5 ч до уровня ниже нормальных 

условий. Эффект, оказанный токсинами, в 

данном случае носит различный характер. 

Токсин omega-hexatoxin-Hv1a, ингибитор 

кальциевых каналов, поддерживает понижен-

ный уровень pH практически 1,5 ч от начала 

реперфузии. После этого pH достигает нор-

мального уровня и сохраняется на данных зна-

чениях до конца реперфузии (рис. 3А). Токсин 

mu-agatoxin-Aa1a, ингибитор натриевых кана-

лов, действует по другому механизму. В пер-

вые 30 мин pH также повышается, однако в 

последующий 1 ч не отмечается резкого сни-

жения, как в контрольной группе, а происхо-

дит поддержание на повышенном уровне в те-

чение последующих 1,5 ч (рис. 3Б). 

 



 

Ульяновский медико-биологический журнал. № 2, 2024  
 

 

 

159 

 
 

Рис. 3. Уровень pH при моделировании условий ишемии/реперфузии  

в культуре CHO-K1 при совместной инкубации с токсинами omega-hexatoxin-Hv1a (А)  

и mu-agatoxin-Aa1a (Б) в концентрации 50 нМ  

(* – отличие от группы «нормальные условия» в той же временной точке) 

Fig. 3. pH level under simulated ischemia/reperfusion in CHO-K1 culture during coincubation  

with omega-hexatoxin-Hv1a (A) and mu-agatoxin-Aa1a (B) at a concentration of 50 nM  

(* – difference from the norm at the same time point) 

 
Обсуждение. В развитии ишемически-ре-

перфузионного повреждения принимают уча-

стие различные типы ионов. Ключевую роль 

играют не только ионы кальция как вторич-

ные мессенджеры в развитии клеточной ги-

бели, но и ионы натрия, которые опосредо-

ванно вызывают повышение концентрации 

ионов кальция на стадии ишемии. Оказывать 

влияние на концентрацию ионов в клетке 

можно с использованием ингибиторов каль-

циевых и натриевых ионных каналов, которые 

находятся на поверхности мембраны. О дей-

ствии кальциевых блокаторов как ингибито-

ров клеточной гибели при ишемически-репер-

фузионном повреждении хорошо известно. 

Предварительное лечение верапамилом, бло-

катором потенциал-зависимых кальциевых 

каналов, перед ишемией-реперфузией у жи-

вотных приводило к значительному ингиби-

рованию накопления кальция в кардиомиоци-

тах [17]. Аналогичное использование дилтиа-

зема на кроличьей модели ишемии-реперфу-

зии спинного мозга [18] и на крысиной модели 

ишемии инфаркта [19] также показало цито-

протекторный эффект. Подобный эффект на- 

блюдается при действии блокатора кальцие- 

вых каналов L-типа – бенидипина. Как пока-

зывают исследования, бенидипин снижает 

апоптоз и некроз при моделировании условий 

ишемии/реперфузии в экспериментах in vivo 

[20]. Было установлено, что ингибирование 

натриевых каналов тетродотоксином ослаб-

ляет активацию каспазы-3 и апоптоз [21]. Сак-

ситоксин, блокатор натриевых каналов, пре- 

дотвращает индуцированный анти-Fas-апоп- 

тоз в Т-клетках Jurkat, предотвращая приток 

натрия [22].  

Несмотря на то что ингибиторы кальцие-

вых и ингибиторы натриевых каналов в усло-

виях реперфузии после ишемии вызывают 

снижение клеточной гибели, механизмы их 

действия различаются. Например, в случае с 

действием верапамила в культуре кардиомио-

цитов при моделировании условий ишемии-

реперфузии блокатор стимулировал передачу 

антиоксидантных сигналов SIRT1 (никотина-

мид-аденозиндинуклеотид-зависимая деаце-

тилаза, которая выполняет широкий спектр 

функций внутри клетки [23]) и подавлял окси-

дативный стресс [17]. Бенидипин в крысиной 

модели ишемии миокарда значительно сни-

жал высвобождение митохондриального ци- 
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тохрома C, активацию каспазы-9 и ослаблял 

последующую каспазу-3 [20]. В случае с инги-

бированием натриевых каналов также наблю-

даются различия в действии. Так, как упоми-

налось выше, тетродотоксин снижает актива-

цию каспазы-3 [21].  

В данном исследовании использовались 

пептидные ингибиторы кальциевых и натрие-

вых ионных каналов – соответственно токсин 

omega-hexatoxin-Hv1a и токсин mu-agatoxin-

Aa1a. Оба токсина в концентрации 50 нМ зна-

чительно снижали уровень апоптоза и некроза 

в клеточной культуре CHO-K1 после 3 ч ише-

мии с последующей трехчасовой реперфузией 

(рис. 1), однако механизм их действия был 

различен. Так, ингибитор кальциевых каналов 

omega-hexatoxin-Hv1a вызывал значительное 

снижение концентрации ионов кальция и 

натрия (рис. 2А). В данном случае резкое из-

менение концентраций до уровня ниже нор-

мальных условий объясняет менее выражен-

ное снижение уровня апоптоза и некроза в 

сравнении с ингибитором натриевых каналов 

и, скорее всего, связано с повышенной дозой 

токсина. Несмотря на это, уровень pH при дей-

ствии omega-hexatoxin-Hv1a медленно подни-

мался до физиологического уровня на протя-

жении всей стадии реперфузии (рис. 3А), что 

также коррелирует с уровнем апоптоза и 

некроза. В отличие от ингибитора кальциевых 

каналов, ингибитор натриевых каналов вызы-

вал снижение обоих типов ионов до нормаль-

ного уровня (рис. 2Б), в то время как в кон-

трольной группе концентрация ионов натрия 

снижалась резко. При этом уровень pH подни-

мался в начале реперфузии, как и в контроль-

ной необработанной группе, но затем мед-

ленно снижался до физиологического, в отли-

чие от контрольной группы, где уровень pH 

резко падал до уровня ниже физиологиче-

ского (рис. 3Б).  

В итоге пептидные токсины – ингибиторы 

кальциевых и натриевых каналов снижают 

уровень апоптоза и некроза в культуре CHO-

K1 при моделировании условий ишемии-ре-

перфузии. Ингибитор кальциевых каналов 

снижает гибель клеток за счет снижения кон-

центраций ионов кальция и натрия и поддер-

жания физиологического уровня pH на протя-

жении всей стадии реперфузии. Ингибитор 

натриевых каналов снижает гибель за счет 

снижения концентрации кальция и повыше-

ния концентрации натрия, а также за счет под-

держания повышенного уровня pH на стадии 

реперфузии. 

Заключение. Таким образом, несмотря на 

то что в развитии ишемически-реперфузион-

ного повреждения важную роль играют как 

концентрация ионов кальция, так и концентра-

ция ионов натрия, а также их влияние друг на 

друга, ингибирование определенных типов ка-

налов оказывает различный эффект на внутри-

клеточные процессы с одинаковым результа-

том в виде снижения клеточной гибели. По-

скольку исследованные токсины могут быть 

использованы для разработки лекарственных 

препаратов, способствующих снижению ише-

мически-реперфузионного повреждения, полу-

ченные данные можно учитывать при планиро-

вании результатов с определенным эффектом. 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF MECHANISMS OF ACTION  
OF PEPTIDE TOXINS, INHIBITORS OF CALCIUM AND SODIUM CHANNELS,  

UNDER ISCHEMIA/REPERFUSION 
 

E.V. Yurova, E.V. Rastorgueva, E.A. Beloborodov, E.S. Pogodina,  
A.N. Fomin, Yu.V. Saenko 

 
Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russia 

 
Ischemia contributes to many pathological conditions encountered in clinical practice. Besides, subsequent 
reperfusion may worsen tissue damage, exacerbating injuries caused by ischemia. Shifts in the balance of 
calcium and sodium ions play a major role in the development of ischemia-reperfusion injury. Inhibitors of 
calcium and sodium ion channels located on the membrane surface can help to avoid a sharp disturbance 
in the ion balance. Although such inhibitors reduce cell death, their mechanisms of action differ. 
The aim of the study is to conduct a comparative analysis of the mechanisms of action of peptide inhibitors 
of calcium and sodium channels on ischemia-reperfusion damage to epithelial cells. 
Materials and Methods. Peptide synthesizer was used for toxin synthesis. Chromatography and mass spec-
trometry were used for quality control. Analysis of cell death, changes in calcium and sodium ion concen-
trations, and pH levels were performed using fluorescent dyes and a multimodal reader. 
Results. It was found that peptide inhibitors of calcium and sodium channels reduce apoptosis and necrosis 
levels in CHO-K1 culture under simulated ischemia/reperfusion. The calcium channel inhibitor reduces 
cell death by lowering calcium and sodium ion concentrations and maintaining physiological pH levels 
throughout the reperfusion phase. The sodium channel inhibitor reduces death by lowering calcium and 
increasing sodium concentrations, and by maintaining an elevated pH throughout the reperfusion phase. 
Conclusion. Although both calcium and sodium concentrations as well as their mutual influence play an 
important role in the development of ischemia-reperfusion injury, inhibition of certain channels has differ-
ent effects on intracellular processes with the same result, namely reduced cell death. 
 
Key words: ischemia, reperfusion, calcium, sodium, peptide toxins, ion channels. 
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