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УДК  581.13 

Ж.  В. ВЫСОЦКАЯ,  А. И. СОКОЛИК  В.М. ЮРИН 

ВЛИЯНИЕ КАТИОННОГО СОСТАВА СРЕДЫ НА ИНТЕГРАЛЬНЫЕ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ 

МЕМБРАН РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК 

Using the Characeae cell Nitella  flexilis  it was shown, that potential dependence of outward-
rectified potassium channels in plasma membrane was modified with permeable and not permeable 
ions by means their influence on local electric field in location of potential sensitive part of channel 
gating mechanism. 

Функционирование избирательных к калию катионных каналов чрезвычайно 
важно для нормального существования растительного организма, поскольку 
они играют решающую роль в снабжении как отдельных клеток, так и всего рас-
тительного организма одним из основных макроэлементов - калием [1]. Сего-
дня многое известно об этих каналах как молекулярных структурах, однако осо-
бенности их совместного функционирования в нативной клеточной мембране 
еще далеко не выяснены [2]. Прежде всего имеется в виду их взаимодействие и 
взаимовлияние посредством электрического поля, которое достигает значи-
тельных величин из-за малой толщины мембраны, и энергия взаимодействия 
заряда с полем сопоставима по величине с тепловой. Наиболее значимое для 
регуляции ионных потоков через каналы явление этого рода проявляется как 
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потенциалзависимость каналов, т. е. зависимость их числа в открытом состоя-
нии (активированных) от величины разности электрических потенциалов на 
мембране. Цель настоящей работы - выяснить особенности влияния некоторых 
катионов на одну из важнейших интегральных характеристик плазматической 
мембраны растительных клеток - потенциалзависимость активации калиевых 
каналов. 

Материал и методика 
В работе были использованы выращенные в лабораторных условиях интер-

нодальные клетки харовых водорослей Nitella  flexilis  L. Agardz. Эти клетки яв-
ляются классическим объектом исследований подобного рода, поскольку имеют 
значительные размеры, а главное - обнаруженные в них калиевые каналы схо-
жи с аналогичными структурами плазматических мембран клеток высших рас-
тений [3, 4]. 

Особенности поведения каналов изучали с применением электрофизиологи-
ческих подходов, основанных на микроэлектродной технике и методике фикса-
ции потенциалов на мембране нативной клетки [5]. В ходе экспериментов полу-
чали стационарные и мгновенные вольт-амперные характеристики мембраны 
(СВАХ и МВАХ соответственно). В первом случае на мембране фиксировали 
линейно возрастающее со скоростью 20 мВ/мин напряжение и регистрировали 
протекающий ток, во втором регистрировали токи, проходящие через мембрану 
в ответ на короткие импульсы напряжения переменной амплитуды. Детали экс-
периментальных процедур описаны в работе [4]. В качестве базового использо-
вали раствор искусственной прудовой воды (ИПВ) состава (ммоль/л): 0,1 КСІ + 
0,1 СаСІ2; рН поддерживали на уровне 7,2, температуру - 20±2 °С. 

Результаты и их обсуждение 
Типичные стационарные вольт-амперные характеристики плазматической 

мембраны показаны на рис. 1 а, 2 а. Видно, что увеличение концентрации калия 
в растворе, так же как и добавление ионов тетраэтиламмония (ТЭА+) и Cs+, су-
щественно изменяет характер зависимостей тока от напряжения на мембране. 
Скорость изменения напряжения (деполяризация от -240 до +10 мВ) была вы-
брана такой, чтобы времязависимые процессы, связанные с активацией калие-
вых каналов выходящего выпрямления, успевали завершиться, а быстрые 
хлорные и кальциевые каналы не активировались в силу адаптации [4]. Таким 
образом, каждое значение тока на кривых отвечает стационарному состоянию 
проводимости, когда активация каналов при данном напряжении максимальна. 
Далее по СВАХ вычисляли значение так называемой хордовой проводимости 
мембраны [4] (рис. 1 б, 2 б и 3). 

По зависимостям на рис. 1 б видно значительное влияние изменений ионно-
го состава среды, особенно в диапазоне напряжений от -150 до 0 мВ, где и 
происходит активация калиевых каналов, соответствующих стационарному со-
стоянию проводимости плазматической мембраны [4]. В частности, возрастание 
концентрации калия в среде значительно сдвигает кривую проводимости по оси 
напряжений в направлении гиперполяризации, одновременно вызывая рост ве-
личины проводимости. Добавление в раствор 3 ммоль/л ТЭА вызывает сходный 
для обеих концентраций калия эффект, который состоит в сдвиге кривых в на-
правлении деполяризации и снижении величины проводимости во всем диапа-
зоне напряжений. Если последнее представляет хорошо известный факт бло-
кирования калиевых каналов ионами ТЭА, то сдвиг кривых ранее в литературе 
описан не был. 

Известно, что блокирование каналов ионами зачастую является потенциал-
зависимым, т. е. степень блокирования зависит от напряжения на мембране [6]. 
Соответствующие кривые, полученные по данным рис. 1 б, показаны на рис. 1 е. 
Видно, что степень блокирования стационарной проводимости мембраны воз-
растает в том же диапазоне напряжений, в котором происходят процессы акти-
вации-деактивации калиевых каналов. Таким образом, данная зависимость сте-
пени блокирования каналов ионами ТЭА от напряжения на мембране является 
суммой двух эффектов: как собственно блокирования каналов, т. е. снижения 
проводимости тех из них, с которыми связался ТЭА, так и изменения их числа в 
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открытом состоянии при 
данном напряжении. По-
тенциалзависимость соб-
ственно блока каналов 
хорошо видна по мгно-
венным вольт-амперным 
характеристикам (зависи-
мостям тока от напряже-
ния), полученным за столь 
короткое время, чтобы 
число активированных ка-
налов не успело заметно 
измениться [7]. В таких 
условиях, как показывают 
эксперименты, для ТЭА 
блокирование калиевых 
каналов исследуемого ти-
па значительно меньше 
зависит от напряжения, 
чем для СВАХ (рис. 1 е). 

Таким образом, собст-
венно блокирование ка-
налов в силу весьма сла-
бой потенциалзависимо-
сти взаимодействия ио-
на-блокатора с каналом 
не может вызвать столь 
существенных изменений 
положения активационных 
кривых на оси напряже-
ний. Отмеченные •изме-
нения характера потенци-
ал зависимости каналов, 
по-видимому, являются 
результатом действия ио-
на ТЭА на потенциалчув-
ствительный механизм ак-
тивации каналов. 

Аналогичные экспе-
рименты с ионами цезия 
показали подобную кар-
тину (см. рис. 2) измене-
ния СВАХ. Однако даль-
нейший анализ обнару-
живает существенные 
различия. Так, наряду с 
аналогичным для ТЭА 
сдвигом активационных 
кривых отсутствует сни-
жение проводимости при 

действии цезия в условиях деполяризации мембраны свыше -50 мВ. В значи-
тельной степени резче проявляется потенциалзависимость блока - практически 
все снижение проводимости происходит в диапазоне от -50 до -100 мВ. 

МВАХ для цезиевого блока этих же каналов [4] показывают очень крутую по-
тенциалзависимость эффекта при такой же концентрации цезия в среде. Так, 
величина тока убывает от значения в контроле до минимальной величины при 
блоке в диапазоне напряжений шириной менее 20 мВ, причем напряжение, при 
котором блокирование начинается, совпадает с точкой реверсии тока. Иными 
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словами, при наличии 
цезия в среде с наружной 
стороны мембраны бло-
кируется только ток, на-
правленный внутрь клет-
ки. В то же время сопос-
тавление СВАХ и актива-
ционных кривых (см. рис. 
2 а и 2 б) показывает, что 
практически все сниже-
ние проводимости в при-
сутствии цезия происхо-
дит в области напряжения 
от -50 до -100 мВ, имен-
но там, где на СВАХ ток 
имеет выходящее на-
правление, т. е. там, где 
собственно блокирова-
ние каналов еще не на-
чиналось. Отсюда следу-
ет, что, как и в случае с 
ТЭА, сдвиг активацион-
ных кривых в присутствии 
цезия не связан со сни-
жением проводимости ка-
налов вследствие их бло-
кирования. 

Отметим, что не толь-
ко блокаторы, но и про-
никающий катион калия, 
как видно из зависимо-
стей на рис. 1 б и 2 б, при 
увеличении концентра-
ции вызывает сдвиг акти-
вационной кривой в на-
правлении гиперполяри-
зации, сопровождающий-
ся возрастанием прово-
димости. Ранее нами бы-
ло показано, что повы-
шение уровня калия в 
среде активирует так на-
зываемые «медленные» 
калиевые каналы [4]. 
Здесь же мы не наблю-
дали активации каналов 
стационарного тока («бы-
стрых»), зато зафиксиро-
вали выраженный сдвиг 
активационных кривых 
без заметного изменения 
их крутизны. 

Известно, что положение активационных кривых калиевых каналов на оси 
напряжений в значительной степени определяется величиной поверхностного 
потенциала мембраны, создаваемого фиксированными отрицательными заря-
дами, локализованными вблизи входа в эти каналы со стороны наружного раc-
твора [4, 7, 8]. Показано, что увеличение ионной силы раствора за счет катио-
нов вызывает экранирование и частичную компенсацию заряда поверхностных 
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анионов, что проявляется в 
сдвиге активационной кривой в 
направлении деполяризации [8]. 

В нашем случае очевидно, 
что для сдвига, индуцированно-
го возрастанием уровня калия в 
среде, роль поверхностного по-
тенциала не является решаю-
щей, так как он происходит в 
противоположном направлении 
(в сторону гиперполяризации). 
Для вариантов с использовани-
ем ТЭА и цезия роль поверхно-
стных зарядов исключить нель-
зя. Для выяснения ситуации бы-
ли проведены специальные экс-
перименты с варьированием 
уровня кальция в среде. Полу-

ченные результаты (см. рис. 3) показывают, что увеличение содержания каль-
ция действительно влечет за собой сдвиг активационных кривых, но величина 
его существенно меньше, чем при таком же возрастании уровня цезия. 

Усредненные данные по положению и сдвигам активационных кривых при-
ведены в таблице. Видно, что сдвиг, индуцированный кальцием, во всех случа-
ях наименьший. В то же время изучение поверхностных потенциалов, создан-
ных фиксированными на мембране зарядами [7, 8], показывает, что двухва-
лентные катионы снижают величину сдвига так же, как и одновалентные, но при 
концентрациях в десятки раз меньших. Таким образом, очевидно, что и в случае 
одновалентных катионов ТЭА и цезия эффект сдвига активационных кривых за 
счет изменения поверхностного потенциала пренебрежимо мал. 

Числовые значения, характеризующие положение активационных кривых 
калиевых каналов на оси напряжений 

Составы среды, ммоль/л 0,1 К++ 0,1 Са2+ 0,5 К*+ 0,1 Са2+ Составы среды, ммоль/л 
Ѵ1/2, мВ Δ Ѵ, мВ Ѵц2, мВ Ѵ, мВ 

Контроль +3,0 ТЭА —112±1 ,6 36±7,9 -125±16,6 52,2±11,3 Контроль +3,0 ТЭА -76±13,8 36±7,9 -72,8±8,7 52,2±11,3 

Контроль +1,0 Cs -92±6,9 26,8±6,6 -116±11,4 39±6,6 Контроль +1,0 Cs -65,2±8,1 26,8±6,6 —77,4±10,4 39±6,6 

Контроль +1,0 Са -90±4,2 6,7±3,2 -113,8±8,4 23,8±3,7 Контроль +1,0 Са -83,3±9,8 6,7±3,2 -90±19,9 23,8±3,7 

П р и м е ч а н и е . Ѵц2 - напряжение на мембране, при котором активирована половина каналов, 
АѴ - сдвиг активационной кривой, измеренный как изменение величины Ѵід. 

Согласно данным таблицы, величины всех сдвигов возрастают с ростом 
уровня калия в среде. В то же время в присутствии ТЭА и цезия добавление ка-
лия не вызывает достоверных сдвигов активационных кривых, хотя в отсутствие 
этих катионов средний сдвиг составляет величину порядка 20 мВ. Отметим, что 
проводимость мембраны увеличивается с ростом концентрации калия и в при-
сутствии блокаторов (см. рис. 1 б, 2 б). Это означает, что блокируется только 
часть каналов. 

Таким образом, очевидно, что сдвиги активационных кривых обусловлены 
изменением величины электрического поля в месте расположения сенсора во-
ротного механизма канала. Ионы, попадая в канал, своим полем вызывают эти 
изменения. Причем блокаторы, которые в канал проникают, но не проходят на-
сквозь, инициируют локальные изменения поля, прямо противоположные тем, 
которые индуцируют в среднем более равномерно распределенные по длине 
канала ионы калия. Отметим, что эффект калия проявляется во всех открытых 
каналах, где он находится, а блокаторы воздействуют на расположенные в не-
посредственной близости от заблокированных открытые каналы. 

Напряжение на мембране, мВ 

Рис. 3. Потенциалзависимость проводимости плазмати-
ческой мембраны при изменении концентрации каль-

ция в среде (ммоль/л). 
1 - раствор 0,1 КСІ+0,1 СаСІг, 2 - после добавления 1,0 СаСІ2 
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Таким образом, в работе представлены данные, показывающие один из воз-
можных механизмов регуляции параметров потенциалзависимости мембраны 
ионами среды, который состоит в модификации локального электрического по-
ля в месте расположения потенциалзависимых структур каналов. 
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УДК  581.13 

Ж.В.  ВЫСОЦКАЯ,  А.И. СОКОЛИК,  В.М. ЮРИН 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МЕХАНИЗМОВ ИОННОГО ТРАНСПОРТА 
НА ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЕ РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК: 

КАЛИЕВЫЕ КАНАЛЫ И ЭЛЕКТРОГЕННАЯ ВОДОРОДНАЯ ПОМПА 

On the model object - Characeae cell Nitella  flexilis  - it was shown, that the main ion transport 
mechanisms, such as electrogenic proton pump and inward and outward rectifying potassium chan-
nels, influence each other in an essential extent. As a result of their common activity the adoptive re-
sponse of the cell on medium varying are effectively  realized. 

Существование растительного организма в непрерывно меняющихся усло-
виях внешней среды предполагает наличие большого числа регуляторных це-
пей, обеспечивающих согласованное протекание основных жизненных реакций 
с необходимыми скоростями. Процессы роста и развития добавляют сюда еще 
целый ряд путей регуляции, отвечающих на внутренние стимулы. Во всем этом 
большом круге явлений и процессов немалое место занимает одна из сущест-
венных функций плазматических мембран - транспорт ионов между клеткой и 
средой, реализация которой обеспечивает один из важнейших процессов в рас-
тениях - минеральное питание. Для клетки - это поддержание ионного гомео-
стаза цитоплазмы и необходимые изменения притока тех или иных ионов в 
различные фазы клеточного цикла. Для всего растения в целом характерны 
специфика ион-транспортных процессов и их регуляции для мембран клеток, 
составляющих различные органы и ткани, а также видовая и сортовая специ-
фичность. В частности, взаимодействие механизмов ионного транспорта явля-
ется основой работы замыкающих клеток устьиц, где выявлен ряд факторов, 
опосредующих это взаимодействие, например, цитозольные - уровень АТФ, 
сигнальные цепи с участием кальция; реакция на освещение и т. д. [1]. 

В настоящей работе рассматривается один из возможных способов осуще-
ствления такого взаимодействия, когда совокупность механизмов ионного 
транспорта на плазмалемме рассматривается как система, в которой отдель-
ные компоненты - ионные каналы, неселективная утечка, Н+-помпа - связаны 
между собой мембранным потенциалом (внутримембранным полем), в созда-
нии которого каждый из них принимает участие. Здесь существенную роль иг-
рает взаимная локализация конкретных механизмов на плазмалемме, когда на-
чинает сказываться неоднородность электрического поля по поверхности мем-
браны [2]. Это может значительно расширить регуляторные возможности всей 
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