
Лекция 2. Нанобиотехнология возбудимой клетки
В й б йВо второй лекции будут представлены исследования, связанные с генерацией 
возбуждения в нервной клетке, обусловленные изменением мембранного 
потенциала, активацией ионных каналов, переносчиков и насосов. Особое 
внимание будет уделено мембранной теории возбуждения нервной клеткивнимание будет уделено мембранной теории возбуждения нервной клетки, 

связанной с изменением вязкости липидов и конформации белков в различных 
отделах миелинового нервного волокна. Будут представлены примеры новой 

концепции формирования возбуждения нервной системы – регуляцияконцепции формирования возбуждения нервной системы  регуляция 
возбудимости с помощью рецепторов, локализованных в клетках глиии и 

Шванновских клетках. 



Церебральный ганглий и нервы пиявки

ММеханическая
стимуляция

Цефалические нервы
Химическая
стимуляция

Температурная
стимуляциястимуляция



Вызванная (А) и спонтанная (Б) активность нейрона (vcp) приВызванная (А) и спонтанная (Б) активность нейрона (vcp) при 
при электростимуляции  нейрона (lcp)



Изменение амплитуды ПД и мембраносвязаного 
Са2+ аксона при термостимуляциир р у ц

1 min
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Изменения мембранного потенциала,  поверхностного заряда (мембраносвязанный 
Са2+ ) и  потенциала внутренней мембраны митохондрии нейрона при стимуляции
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Изменения состояния нейрона при химической  (A) и механической (B) 
стимуляции
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Содержание мембраносвязанного Са2+Стрелки отражают момент стимуляции



Конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия нервной клеткир р

Распределение митохондрий в 
нейронах в составе нервного ганглия 
пиявки H.medicinalis

Распределение митохондрий в 
миелиновом нервном волокне лягушки 
R.temporariap



Распределение  внутриклеточного Са2+ (A) и потенциала внутренней 
мембраны митохондрии (B) вдоль нейрона (Rz) при действии глютамата

A [C 2+]A. [Ca2+] in

GlGl

GlGl ((1010--44 M)M) changes changes 
potential of potential of MhMh and it and it pote t a opote t a o a d ta d t

depend on depend on 
localization localization MhMh in a in a 
cell. Apparently, the cell. Apparently, the 

i f t ii f t i

B. 

given fact is given fact is 
connected to various  connected to various  
СаСа 2+2+ influx in influx in MhMh

[Collins, 2001].[Collins, 2001].[ ][ ]



А Контроль Б 2 мин спермин/NO В 7 мин спермин/NO

Действие NO на распределение потенциала внутренней 
митохондриальной мембраны в клетке

А.  Контроль Б.  2 мин спермин/NO В.  7 мин спермин/NO

А



Мембранный потенциал и потенциал действияМембранный потенциал и потенциал действия
Мембранный потенциал нервной клетки
А.Пассивный (электротонический):
1.Характеристика мембраны: V=IR(1‐e –t/RC); 
2. кабельные свойства мембраны: 

V(x)= Voe‐x/
Б. Активный
1.Локальный потенциал ц
2.Рецепторный потенциал;
3.Постсинаптический потенциал (ВПСП, ИПСП))
4.Потенциал действия;
5.Следовая гиперполяризаця
6.Следовая деполяризация



Ионные токи и воротный механизм каналаИонные токи и воротный механизм канала



Модель межклеточных взаимодействия
−

Модель межклеточных взаимодействия

[K]W)  ‐ диффузия  иона между  компартментами 
й Wэкстраклеточной среды; W

Проведение ПД от P‐
нейрона регулируется 
как внешним сигналом, 

Rтак и активностью R‐
клетки. 



Na+ Cl‐

Мембранный транспорт ионов 
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ATPнасосы

каналы
Cl

2 H+

K+

Na+

2 K+

ATP
2H+

ATP

2 Ca2+

Na+ 10 mMNa+ 142 mM

насосы
K+

Cl‐

3 Na+
2 K+

ATP

K+

2 Cl‐

K+ 140 mM
Cl‐ 4 mM
Ca2+ 0.0001 mM
Mg2+ ~ 0.3 mM

K+ 4 mM
Cl‐ 103 mM 
Ca2+ 1 mM
Mg2+ 1 mM
H 4

котранспорт

3 Na+
2 Ca2+ Na+

Cl‐

Na+H+
H+

Cl‐
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20% н   р  нн  р р р  й 20% генома человека кодирует ионные траспортеры плазматической 
мемраны клеток



Ионный канал

• Ионный канал - это интегральный белок, р ,
образующий в мембране регулируемую пору для 
обмена клетки с окружающей средой ионами K+, 
Na+ H+ Ca2+ Cl- а также водойNa+, H+, Ca2+, Cl-, а также водой



Ионный канал - это интегральный белок, образующий в мембране 
регулируемую пору для обмена клетки с окружающей средой ионамирегулируемую пору для обмена клетки с окружающей средой ионами 

K+, Na+, H+, Ca2+, Cl-, а также водой

Сравнение методов регистрации с помощью обычного микроэлектрода (А) и с 
помощью patch- пипетки (Б)



Функции ионных каналову
• Потенциал-управляемые каналы (потенциал-чувствительные,
потенциал-зависимые, потенциал-активируемые, voltage-gated).

• Потенциал-зависимые натриевые каналы активируются под
действием сдвига электрического потенциала мембраны,
превышающего критический уровень деполяризации. Именно
такого типа потенциал-управляемые натриевые и калиевыетакого типа потенциал управляемые натриевые и калиевые
каналы обеспечивают генерацию нервного импульса
(тетродотоксин-чувствительные натриевые каналы,
потенциал-активируемые К-каналы, калиевые Kdr-каналы
дзадержанного выпрямления, кальциевые каналы

пресинаптических окончаний аксонов).



Структура и блокаторы
потенциалозависимого ионного каналапотенциалозависимого ионного канала
тетродотоксин (ТТХ) , сакситоксин (STX), токсин морской анемоны (ATX), батрахотоксин (BTX),  токсин скорпиона  (ScTX),  
тетраэтиламмоний (ТЭА), 4‐аминопиридин (4‐АП)



Потенциалозависимый Na+-канал
А канал представляет собой трансмембраннуюА - канал представляет собой трансмембранную 
макромолекулу с порой, проходящей насквозь через ее 
центр. Функциональные области ионного канала -
селективный фильтр, ворота и сенсор напряжения -
обнаружены в ходе электрофизиологических 
экспериментов. р
Б - модель работы потенциалуправляемого Na+-канала, 
имеющего активационные (или m-ворота) и 
инактивационные (или h-ворота). В состоянии покоя 
канал закрыт вследствие закрытия активационных 
ворот. Смещение мембранного потенциала в 

б ( )положительную область (до порогового значения) 
вызывает открытие активационных ворот. При 
достижении максимального для конкретной клетки 
потенциала канал инактивируется, т.е. происходит 
закрытие инактивационных ворот

А порообразующая α субъединица Основные структуры α субъединицыА - порообразующая α-субъединица. Основные структуры α-субъединицы 
показаны как трансмембранные цилиндры, представляющие собой α-
спиральные сегменты. Жирные линии демонстрируют цепи полипептида 
каждой субъдиницы с длиной, приблизительно пропорциональной числу 
остатков аминокислот. α-Субъединица состоит из четырех доменов (DI-
DIV), каждый из которых состоит из шести сегментов (S1-S6). Сегмент S4 -
предполагаемый сенсор напряжения. р р р
Б - полная структура канала, включающая α-субъединицу и β1-, β2-
субъединицы. Внеклеточные участки β1-, β2-субъединиц показаны как 
складки. Ψ - участки вероятного гликозилирования; P - места 
фосфорилирования протеинкиназой А (круги) и протеинкиназой C (ромбы); 
h - инактивационная частица в петле инактивационных ворот. 
В - подобие последовательности аминокислот и филогенетические 

б N +

Атлас по физиологии.Том 1: учеб. пособие / А. Г. Камкин, И. С. 
Киселева - 2010. - 408 с. : ил

взаимоотношения α-субъединиц потенциалуправляемых Na+-каналов. 
Показано сравнение аминокислотной идентичности для Na+-каналов NaV1.1-
NaV1.9. Даны номер гена и номер хромосомы у человека



Блокаторы натриевого канала 
А ‐ химическая структура блокаторов поры Na+‐каналов ‐ тетродотоксина и сакситоксина.А  химическая структура блокаторов поры Na каналов  тетродотоксина и сакситоксина. 
Б ‐ типичное блокирующее действие тетродотоксина на Na+ток. Суммарный ток, включающий входящий Na+‐ток и 
выходящий ток, возникающий при разных ступенях деполяризации относительно поддерживаемого потенциала 
(Б1). Полное ингибирование входящего Na+‐тока тетродотоксином в концентрации 300 нМ (Б2).  Аритмия, 
анестезия, синдром Лиддла и т.д.



Механизмы ионной селективности иМеханизмы ионной селективности и 
проведения ионов K+ через K+-канал 

Дегидратация К+ за 10 нс!

А - схема гидратированных и 
дегидратированных ионов Na+ и K+ в 
растворе и в поре К+-канала.растворе и в поре К канала. 

Б - схема электронной плотности, 
полученная с высоким разрешением 

й фметодом рентгеновской кристаллографии, 
демонстрирует ионы K+, проходящие через 
селективный фильтр. 

В - интерпретация карты электронной 
плотности, демонстрирующая два 
альтернативных состояния, при которых 
ионы K+ двигаются через каналионы K+ двигаются через канал



Движение иона в каналеД
10 8 ионов К за 1 секунду; центральная полость – 10 А



Распределение ионных каналов и проведение ПДРаспределение ионных каналов и проведение ПД



Са2+-канал
Сродство к Са 2+ – 10 -6 М; 
скорость транспорта 10 6 в 
секунду; Са 2+ антагонисты присекунду; Са 2+ - антагонисты при 
гипертонии 
комплекс белков, образованный
из α1-субъединицы и
вспомогательных α2δ-, β- и γ-
субъединиц.субъединиц.
Субъединица α1 формирует
проводящую пору, она содержит
сенсор напряжения и аппарат
ворот канала. Петля между
трансмембранными сегментами
S5 и S6 в каждом домене
определяет селективность и
проводимость ионного канала.
Селективный фильтр Са2+-канала
тестирует Са2+ на входе в канал.

А γ субъединица изображена как
Эти события достаточно редки по
сравнению с входами ионов Na+,
количество которых во
внеклеточной среде примерно в
100 раз больше. Хотя ионы Са2+ и

А - γ-субъединица изображена как 
трансмембранный белок с четырьмя 
сегментами с внутриклеточным N- и C-
концами. Первая половина γ-субъединицы 
взаимодействует с α1-субъединицей. Первая 
внеклеточная петля содержит заряженные р

Na+ имеют идентичный диаметр (2
Ао), канал может выбирать Са2+ в
большей степени, чем Na+, в
соотношении 1000:1.
Пора содержит специфическое

б 4 Р

е ле о а е л содер зар е е
остатки и участки гликозилирования. 
Определены взаимодействующие участки 
α2δ- и β-субъединица (β-взаимодействующий 
домен) с α1-субъединицей. 
Б - модель потенциалуправляемого Ca+-

место,образованное 4 Р-петлями.
Каждая содержит глутаминовый
остаток. Атомы кислорода не от
карбонильных, а карбоксильных
групп аминокислот.

анала. Показана основная α1-субъединица, 
формирующая пору и дополнительные α2-, δ-
, γ- и β-субъединицы



Молекулярная организация канала для воды - аквапорина. 
Жажда, концентрирование мочи, регуляция температуры, выделение пота и 
слез катаракта )слез,катаракта )
А - структура одной субъединицы аквапорина в мембране. Б - структурная модель белка-тетрамера. В -
вид поры сбоку
гомотерамер, транспорт молекул воды за счет градиента; каждая субъединица 
образует пору; перенос 3 106 молекул воды в секунду; селективность поры  -р у ру; р у д у ду; р
ограничение размера ( в узком месте 3 А; электростатическое отталкивание 
( положительный аргинин); ориентация диполей воды 



Лиганд управляемый каналЛиганд-управляемый канал
• А. специфичность

1 ф

Активируются  при 
связывании с рецепторным 

• 1. насыщение  канала при физиологических концентрациях 
медиатора

• 2. локализация канала в клетках ткани ,в которой 
наблюдается его биологическое действие

• 3 селективность лиганд специфичен для данного сайта

участком канала 
специфического лиганда  
Локализованы в химических 
синапсах и трансформируют 

й• 3. селективность лиганд специфичен для данного сайта 
канала

• Б. функции канала

• 1. узнавание линганда

химический сигнал,  
высвобождающихся 
нейромедиаторов, в  
электрический локальный 

• 2. инациация первой стадии клеточного ответа

• ( активация канала; «вторичны й мессенжер»)

• В. Действие  медиатора

• R + L = RL = Q ( биологический эффект)

потенциал. 
Примеры: каналы с 
никотиновыми 
ацетилхолиновыми 

• R + L = RL = Q ( биологический эффект)

• Теория занятости – клеточный ответ зависит от 
концентрации связанных рецепторов ( аналогична М‐М)

• Km = Kd = [R][L]/[RL]   Q/Qmax = [RL]/ [R]   Q = Qmax [L]/ Kd+[L]

рецепторами 
nAChR), серотониновыми 
рецепторами (5-HT3), 
глициновыми, ГАМК-

(GABAA• Гипотеза « плавающего рецептора» рецепторами (GABAA и 
GABAC).



Ацетилхолиновый канал - рецепторц р ц р



Структура n-холинорецептора и   токов АХ-ионные 
каналы
А - ток через одиночный ионный канал  n-холинорецептора, экспрессированного в ооцит ксенопуса (1) и мембрану 
эмбриональных и зрелых мышечных клеток (2).Б - входящий К+-ток через К+-канал, активируемый АЦХ (регистрация в 
конфигурации cell-attached
Активация ацетилхолинового рецептора - ионотропного одиночного ионного канала в нервномышечном синапсе



Межклеточные контакты и структура щелевого 
контактаконтакта.
А ‐ типы межклеточных контактов. Б ‐ модель структуры щелевого контакта, включающая липидный 
бислой двух соседних клеток, содержащий коннексоны, каждый из которых построен из шести 
коннексинов. В ‐ в увеличенном виде представлено открытое и закрытое состояние канала коннексона



Модель работы белка-переносчика
Белок‐переносчик может существовать в двух конформационных состояниях: в состоянии «понг»Белок переносчик может существовать в двух конформационных состояниях: в состоянии «понг» 
участки связывания для А открыты с наружной стороны бислоя; в состоянии «пинг» те же участки 
оказываются открытыми с другой стороны. Переход между двумя состояниями осуществляется случайным 
образом и полностью обратим. Поэтому при более высокой концентрации А с наружной стороны бислоя с 
белком‐переносчиком будет связываться большее число молекул А в состоянии «понг», что приведет к 
транспорту вещества А по градиенту его концентрации.р р у щ р д у ц р ц



Структура и функция 
Cl (CCC )

out
TM1 TM12

Cl— зависимых переносчиков (CCCs)
Cation‐binding sites Cl‐‐binding site

out

in

TM12

2K+

NH2 COOH

2K+o

1Diuretic‐binding site

Na+o
K+

ATP ADP

3Na+iFout = ~[K+]in xl [Cl‐inNKCC1 – ubiquitous
2Cl‐o

K+KCC
NKCC[Cl‐]i

K+i

Fi = ~ [Na+] x [K+] x [Cl‐] 2

NKCC2 – renal epithelial cells
NCC – renal epithelial cells
KCC1, KCC3 – ubiquitous
KCC2 – neurons

SO06‐07

Fin   [Na ]o x [K ]o x [Cl ]o

NCCFin = ~[Na+]o xl [Cl‐]o

KCC2 – neurons
KCC4‐ epithelial cells



Na/Ca переносчик (NC(K)X) и Ca2+ ATPаза (PMCA)Na/Ca –переносчик (NC(K)X) и Ca2+-ATPаза (PMCA)
плазматической мембраны



Са-АТФ-аза плазматической мембраны  
регулируется калмодулином (СаМ)регулируется калмодулином (СаМ)

Ca2+
CaM

Ca2+

Ca2+ Ca2+



Н й N / К АТРНатриевый насос - Na/ К-АТРаза



Na+,K+-ATPаза и оуабаин

2K+

1-4 1,21-3
ouabain

ATP
3Na+

ADP

Number of copies

human erythrocytes ~103/cell

duct salt glands ~3 . 107/cells

maximal turnover rate

100 cycles per sec

SO02 PC75



Bufadienolides

Bufalin Cinobufagin

Marinobufagenin MarinobufotoxinTelobufotoxin g



Протонная помпа - Н+-АТФаза вПротонная помпа Н АТФаза в 
клетках



Ф йФизико-химические изменения в аксоне при потенциале действия



Физико химические свойства мембраны в различные фазы ПДФизико-химические свойства мембраны в различные фазы ПД

Физический процесс Фаза потенциала  Возможные изменения 
действия мембраны

Положительная теплопродукция, 10‐
12 мккал/г  за 25 мсек.

деполяризация Уменьшение энтропии и увеличение 
упорядоченности компонентов 
мембраны

Усиление рассеяния света (под углом 
90 о) за мкс

деполяризация Увеличение вязкости липидов

Уменьшение рассеяния света ( под 
углом 10‐25 о) за 25 мс

деполяризация Увеличение гидратированности
мембранных белков

Ослабление интенсивности деполяризация Увеличение толщины илиОслабление интенсивности 
поляризованного света за 40 мс 
(увеличение no‐nнo)

деполяризация Увеличение толщины или 
ориентированности белков мембраны

Увеличение интенсивности 
поляризованного света за 2 мс 
( )

гиперполяризация Дислокация белков в мембране

(снижение no‐nнo)

Перераспределение зарядов в 
мембране(воротный ток),0,13 пкА/ мк2

Изменение проводимости мембраны  Конформационные изменения: 
перемещения фиксированных 
заряженных групп



Физико-химические свойства аксолеммы
Анализ спектров комбинационного рассеяния белков и липидов



Строение миелинового 
нервного волокна

базальная
мембрана

интернодальная
область

юкстапаранодальная абаксональная

аксо

область

паранодальная
область

абаксональная
мембрана

слои
миелин

н
перехват Ранвье

цитоплазма 
Ш й

миелин
а

адаксональная
мембрана

Шванновской клетки

петли миелина

периаксональное
пространство

аксональнаяаксональная
мембрана



Морфология  и структуры нервной 
клетки



Структура миелина

схема миелинового нервного волокна, 
й йкомпактный и некомпактный миелин

рентгеноструктурный анализ нервного 
волокна в области насечек миелина



Организация миелина в нервном волокне 
П Р ( ) М ( )Перехват Ранвье (слева) ; Миелин (справа)



Спектроскопия комбинационного рассеяния 
миелинового нервного волокна



Область 2800-2950 см-1 спектра КР нервного 
волокна характерна для жирных кислот 

2850 Симметричные колебания метиленовой группы –
СН2–

2880 Асимметричные колебания метиленовой группы –
СН2–

2930 Асимметричные валентные колебания 
метиленовой группы СН (не проявляется в спектреметиленовой группы  –СН2– (не проявляется в спектре 
полностью трансоидного конфомера)

T↑    →     2880/2850↓

T↑    →     2930/2880↑



Спектроскопия 
комбинационного рассеяния р

миелинового нервного волокна



Использование флуоресцентных зондов хлортетрациклин 
и Fluo-3AM  для исследования перераспределения Са2+ в д д р р р д
нервном волокне

CTC
(membrane-bounded

Ca2+  dye)

Fluo-3AM
(free cytoplasmic Ca2+ dye)



Лазерная интерференционная микроскопия 
(ЛИМ)(ЛИМ) миелинового нервного волокна
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Перехват Ранвье Интернодальная областьПерехват Ранвье Интернодальная область

Перехват Ранвье

ОРХ

Са2+

ВОЗБУЖДЕНИЕ

ОРХ





Перехват Ранвье Интернодальная область

Са2+
ЭКСТРАКЦИЯ 
ХОЛЕСТЕРИНА

Са2+



Связанная вода. Изменение времени спин-спиновой релаксацииT2 воды в 
структурах миелина нерва при действии проназы, тиолового реагента (пХМБ) и 
блокатора К-канала ( ТЭА)
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Заключение

Контроль Серия ПД

1. Состояние мембран изменяется в процессе возбуждения в 
миелине и перехвате Ранвье различным образом

2. Понижение уровня холестерина в миелине при возбуждении 
приводит к нарушению процессов изменения упорядоченности 
липидов не только в миелине, но и перехвате Ранвье

3. Гидролиз пептидных экстраклеточных участков белков 
(периаксональное пространство) меняет морфологию, 
ве вае вяз ос е а с ае о ю связа ой во (вувеличивает вязкость миелина и снижает долю связанной воды (в 
интернодальной области)


