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В учебно-методическом пособии достаточно полно изложен материал по самому сложному для понимания студентами вопросу нормальной физиологии – механизму возникновения биопотенциалов. В пособии приведены современные представления о транспорте ионов через плазматическую мембрану, организации и функционировании каналов и их роли в электрогенезе, рассмотрены механизмы возникновения разных видов биопотенциалов.

Для закрепления материала по данной теме приводятся контрольные вопросы и ситуационные задачи. 
Учебно-методическое пособие предназначено для студентов, обучающихся по специальностям «лечебное дело», «педиатрия», «фармация», «психология», «биология», «адаптивная физкультура». 
Глава 1.Основные проявления жизнедеятельности и свойства живой ткани
Изучая проявление жизнедеятельности живых систем, физиолог выделяет два основных состояния, в которых может пребывать живое образование – состояние покоя и состояние активности, или деятельное состояние.
Понятие покоя соответствует состоянию живого образования, которое наблюдается в условиях отсутствия специальных раздражающих воздействий извне.

Состояние покоя проявляется в относительном постоянстве текущих значений физиологических параметров (сдвигах их в относительно узких рамках) и в отсутствии функциональных отправлений данного живого образования. 

Физиологический покой является понятием относительным. Абсолютный покой живого образования соответствует необратимой гибели, смерти этого образования. Физиологический покой в его относительном узком смысле это различные  более или менее стабильные уровни жизнедеятельности,  не достигающие значений, определяющих собой проявление функционального отправления ткани. А.А.Ухтомский   и А.Хилл определяют состояние покоя и активности как различную степень интенсивности обмена веществ в живом образовании.
Деятельное состояние живого образования определяется как изменение этого образования при изменении внешней среды, т.е. в условиях наличия специальных раздражающих воздействий.

Деятельное  состояние проявляется в изменении физиологических свойств живого образования, которые превышают рамки сдвигов  в состоянии покоя.

Способность переходить из состояния покоя в какое-либо деятельное состояние реализуется на основе свойств живой ткани. Основными свойствами живых систем являются раздражимость и возбудимость.
Раздражимость – это  универсальное свойство живой системы под влиянием раздражителей переходить из состояния покоя в деятельное  состояние.

Раздражимость присуща всем живым системам независимо от уровня их организации. У растительных объектов раздражимость проявляется в виде тропизмов (например, фототропизмы положительный и отрицательный); у организмов животного происхождения  раздражимость проявляется в виде таксисов (хемо -  фототаксисы).

Изменения факторов внешней и внутренней среды, которые могут перевести живые объекты из состояния покоя в деятельное состояние, называются раздражителями. Раздражители можно классифицировать по разным критериям. Различают физические раздражители (световые, звуковые, механические, электрические и др.),    химические  (концентрации электролитов, уровень гормонов, уровень питательных веществ и т.д.), биологические (окраска особи, запах и др.), для человека существенными являются социальные и психические факторы. Кроме этого, различают раздражители адекватные и неадекватные. Адекватные раздражители влияют,  как правило, на специальные, созданные в процессе эволюции, рецепторы, обладающие высокой чувствительностью к этим рецепторам;  для неадекватных раздражителей таких рецепторов нет. Неадекватные раздражители могут влиять на живые образования, но для этого требуется большая энергия.
Возбудимость это специфическое свойство возбудимых тканей в ответ на раздражение генерировать процесс возбуждения или потенциалы действия.

Возбудимость  тканей может быть различной. Для сравнения возбудимости  тканей (нервной, мышечной и железистой) был предложен ряд показателей. Так, Е. Дюбуа-Реймон, предложил  такой критерий как порог раздражения или  порог возбудимости. Порог раздражения – это минимальная сила раздражителя, которая вызывает процесс возбуждения. Порог раздражения находится в обратных отношениях с возбудимостью: чем меньше порог раздражения, тем  больше возбудимость. По этому критерию наибольшей возбудимостью обладает нервная ткань, затем – мышечная и железистая.
Н.Е.Введенский(1892) создает учение об относительной функциональной подвижности (лабильности) возбудимых тканей  и вводит новый критерий – лабильность. Лабильность – это способность возбудимой  ткани под влиянием раздражителей генерировать в единицу времени определенное число волн возбуждения или потенциалов действия. Понятие функциональной подвижности является скоростной характеристикой возбудимых тканей.  Лабильность и возбудимость находятся в прямых отношениях: чем выше лабильность, тем больше возбудимость.
К критериям возбудимости относится также аккомодация. Аккомодация  - это способность возбудимой ткани при действии раздражителя с небольшой крутизной его нарастания увеличивать порог возбудимости, или снижать возбудимость. Это явление изучали Вериго и Хилл. Исходя из этого свойства, физиологи используют в качестве раздражителя электрический ток в виде прямоугольных импульсов, имеющих максимальную крутизну его нарастания,  а не синусоидальный переменный ток. 
Таким образом, для того чтобы вызвать возбуждение в возбудимой ткани, должны выполниться три закона. Закон силы раздражения. Возбуждение возникает только при действии пороговой или сверхпороговой силы. При этом, при раздражении одиночных структур (одиночных волокон нерва или мышцы)  соблюдается закон «все ли ничего». Возбуждение в одиночных образованиях возникает только  при действии силы равной порогу, а амплитуда потенциала действия  при этом сразу достигает максимальной величины. Дальнейшее применение сверхпороговых стимулов не приводит к росту амплитуды потенциала.
При действии раздражителя на целостные образования (в целом нерв или мышцу) наблюдается рост ответной реакции при увеличении силы раздражителя. Увеличение ответа протекает параллельно росту силы раздражения вплоть до известного определенного для каждого живого образования предела.

Закон длительности раздражения. Реакция живой ткани зависит не только от силы раздражения извне, но и от времени действия раздражителя: чем длительнее раздражение, тем сильнее (до известных пределов) и ответная реакция. Отношения между длительностью и силой порогового раздражения были обнаружены французским физиологом Л.Лапик.  Эти отношения носят гиперболический характер. Данная кривая носит название: кривая « сила-длительность» Кроме Лапик, этой проблемой занимались Вейс и Гоорвег. Кривая «сила- длительность» выражается уравнением:
Y = a/x + b,
где Y – пороговая сила раздражения, x – пороговая длительность раздражения, a и b –константы, характеризующие особенности этой кривой. Константа a  определяет собой крутизну кривой «сила – длительность» и является характеристикой времени раздражения живого образования.  Константа b  представляет собой начальную ординату, через которую проходит асимптота нижней ветви гиперболы. По своему физиологическому значению эта константа соответствует стабильной силе раздражения при достаточно большой длительности. Для электрического тока есть собственное название его порогового значения - реобаза. Реобаза – это наименьшая сила тока, которая вызывает процесс возбуждения (рис.1).   

Анализ кривой « сила-длительность» позволяет сделать вывод о существовании не только силовой и временной характеристик раздражения. Так, для каждого живого образования существует определенное «полезное время» раздражения. Под полезным временем в физиологии возбуждения понимается наименьшая  длительность раздражения при силе раздражения, равной одной реобазе. В экспериментальной физиологии эта мера времени возбуждения не используется из-за трудностей ее практического измерения. С 1908г. используется другая временная характеристика раздражения, предложенная Л.Лапик,- хронаксия. 
Хронаксия -  это время (длительность) раздражения при силе раздражения, равной двум реобазам. Можно дать другое определение: хронаксия - это время, в течение которого ток равный двум реобазам вызывает процесс возбуждения.
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Рис. 1 Кривая «сила-длительность» (по B.Kaтц,1966).

Закон градиента раздражения. Закон градиента раздражения может быть сформулирован следующим образом: реакция живого образования зависит от градиента раздражения, т.е. от срочности или крутизны нарастания раздражителя. Такая закономерность связана с наличием аккомодации. Аккомодация это способность возбудимой ткани при действии раздражителя с небольшой крутизной его нарастания увеличивать порог раздражения (или уменьшать ее  возбудимость).
Таким образом, реакция живой ткани на воздействия извне является функцией от характера внешнего воздействия, отображая своими особенностями особенности этого внешнего воздействия – силу, длительность, градиент. Вместе с тем, реакция живой ткани является функцией от физиологических особенностей ткани -  от ее возбудимости. Возбудимость  определяет различное значение пороговой силы раздражения. Реакция живой ткани зависит также от  ее функциональной подвижности, которая определяет различное значение пороговой длительности раздражения и ее аккомодации, которая определяет различное значение порогового градиента раздражения.
ГЛАВА 2. Биоэлектрические потенциалы. 
2.1. История вопроса.

Наиболее характерной особенностью возбудимых тканей является наличие в них биоэлектрических потенциалов. В рамках современной мембранно-ионной теории происхождения биоэлектрических потенциалов выделяют несколько видов биопотенциалов: мембранный потенциал покоя, потенциал действия, локальный ответ, рецепторный и генераторный потенциалы, постсинаптические потенциалы (возбуждающие, тормозные).
Развитие представлений о электрических потенциалах в живых системах тесно связано с развитием физики, особенно с  одним из ее разделов – электрофизики.  Большой интерес  к этому разделу физики возник на рубеже  XVII  и   XVIII в.в. и уже в первой половине  XVIII века были сделаны первые наблюдения о влиянии  электричества на животный и растительный организмы.
Ряд исследователей (Нолле, Жаллабер, Соваж, Бернулли и др.) изучали лечебное действие   электричества и заложили основы –электромедицины. Итогом этого этапа можно считать книгу Бертолона «Об электричестве человеческого тела» (1786). В этом труде в качестве основной причины болезней человека выдвигалась концепция о недостатке или избытке в организме электрической жидкости.
Наряду с этим, развитие электробиологии  шло по пути использования знаний об электричестве для объяснения природы основных жизненных явлений (Гаузен, Де Соваж), изучались электрические органы рыб (Адансон,1751; Целль,1773; Вильямсон,1775; Кавендиш,1776 и др.). 
Особое значение в становлении электрофизиологии как самостоятельной науки имели исследования Л.Гальвани. Исследования Гальвани шли в плане изучения влияния на нервно-мышечный препарат лягушки электрического раздражения. Серия опытов (с 1786г.)  имела своей целью изучение влияния  на препарат лягушки «атмосферного электричества». Общеизвестным является  балконный опыт  Л.Гальвани.  При подвешивании препарата задних лапок лягушки на чугунные перила балкона с помощью медного крючка, который проходил через сплетения седалищного нерва, происходило сокращение лапок при их касании перил (первый опыт Гальвани). Затем этот эксперимент он ставит в лабораторных условиях. Для раздражения препарата  он использует специальную вилку из двух разнородных металлов (медь и цинк). На основании своих экспериментов Гальвани создает концепцию о существовании животного электричества, первая публикация относится к 1791 году. Судьба Гальвани, как ученого,  оказалась тесно и трагически связана с судьбой его знаменитого  соотечественника – физика Вольта. Вольта считал, что препарат задних лапок лягушки не является источником  собственного электричества, а лишь чрезвычайно чувствительным «электрометром» электричества, источником которого является контактная разность потенциалов  металлов, используемых в опытах Гальвани. Для доказательства своей правоты Гальвани ставит второй опыт, без металлов. Он готовит нервно-мышечный препарат лягушки. Помещает его на стеклянную пластинку, делает разрез мышцы и стеклянным крючком быстро набрасывает нерв на этот разрез. Мышца сокращается. Этот опыт также не убедил Вольта. 
В 1837 году были начаты опыты  Маттеучи,  который был сторонником точки зрения Гальвани о наличии  животного электричества. Он обнаружил явление вторичного или индуцированного сокращения. При расположении нерва одного из двух нервно-мышечных препаратов на мышцу другого препарата и раздражении нерва этого препарата, наблюдалось  сокращение мышц обоих препаратов.

 
В дальнейшем, после работ Гальвани и Вольта, образовались две группы исследователей по проблеме биопотенциалов. Одни исследователи, как и Гальвани, признавали наличие  «животного электричества» у животных изначально,  а другие  считали, что «животное электричество» появляется при раздражении или повреждении тканей. Сложилось две теории о происхождении биопотенциалов: «теория предсуществования» биопотенциалов и  «теория альтерации»,  или повреждения. Сторонниками «теории предсуществования»  биопотенциалов были Маттеучи, Дюбуа-Реймон. Они первыми в середине 19 века зарегистрировали разность потенциалов между поврежденным и интактным участками скелетной мышцы и назвали ее «током покоя». Дюбуа-Реймон, определив направление этого тока, заключил, что внутренняя часть мышцы заряжена отрицательно по отношению к наружной. Этот вывод в дальнейшем был распространен также на нервы и другие возбудимые образования. Сторонники теории альтерации, в частности, одним из которых был ученик Дюбуа- Реймона, Германн  (1879),  были не согласны с выводами  Дюбуа-Реймона и выдвинули свою гипотезу. Согласно их концепции, во вполне уравновешенной, покоящейся ткани не существует электрической разности потенциалов. Разность потенциалов возникает только при возбуждении или повреждении клеток. В течение ряда десятилетий между сторонниками « теории предсуществования» и «альтерационной теории» велась непрерывная дискуссия, которая оказала сильное влияние на развитие всей электрофизиологии и, в частности, на разработку методов прямого измерения электрических потенциалов в живых клетках. Первоначально такие измерения удалось осуществить на гигантской растительной клетке водоросли Nitela  с помощью вкалывания в клетку металлического электрода (Остерхут и др.,1927). В опытах на животных клетках  подобные измерения удалось  сделать позже.  Это было связано с открытием Юнгом (1936)  препарата гигантского аксона кальмара. Диаметр аксона (500-1000мкм) позволял вводить в него длинный аксиальный электрод и с помощью усилителей биопотенциалов непосредственно измерить трансмембранную разность потенциалов. Такие измерения были практически одновременно осуществлены в Плимуте  Ходжкиным и Хаксли (1939) и в Вудсхоле  Колом  и  Куртисом (1940,1942). Позднее была разработана техника стеклянных  микроэлектродов. Стеклянные микроэлектроды   стали  пригодными для отведения потенциалов и от клеток малого диаметра, например  - скелетных мышечных волокон (Грахэм, Герард,1946;  Линд, Герард,1949;Хацмук, Ходжкин,1950); волокон миокарда (Вайхман, 1970); различных нейронов (Экклс,1959). Таким образом, внутриклеточное отведение потенциалов доказало правоту Гальвани, дало решающее доказательство правильности «теории предсуществования» и открыло перед исследователями  принципиально новые возможности изучения природы биоэлектрических явлений.
В настоящее время современной теорией, объясняющей природу биоэлектрических потенциалов, является мембранно-ионная теория. 
2.2. Строение мембран клеток. Роль мембран в электрогенезе биопотенциалов.

По современным представлениям плазматическая мембрана является жидкокристаллическим образованием, толщиной около 10 нм. Она имеет трехслойную структуру. Внутри располагается два слоя фосфолипидов. Гидрофильные части располагаются к наружу и внутрь клетки. Бислой фосфолипидов покрыт периферическими белками. Периферические белки состоят из наружного и внутреннего слоев. Они имеют заряд, который обусловлен расположением карбонильной и аминогрупп. Наружный слой белков заряжен отрицательно (из-за СОО-), а внутренний – положительно (NH+). Между фосфолипидами встроен холестерин, а также некоторые пигменты, определяющие функции мембран. Например, в мембранах наружного сегмента  палочек сетчатки находится родопсин. Кроме поверхностных белков в мембране располагаются  интегральные белки. Этот тип белков образует  ионные каналы, транспортные системы (белки-переносчики, ионные насосы – АТФазы) и др. На поверхности мембран располагаются различного рода рецепторы. Их, как правило, образуют гликолипиды или гликопротеины. Клеточные мембраны обладают разнообразными функциями. 1. На наружной поверхности плазматических клеток расположены антигенные детерминанты, образованные гликолипидами и гликопротеидами. Эти компоненты играют также  основную роль при узнавании клеток, в процессах контактного торможения и переноса мембранных компонентов.    2. Плазматические мембраны содержат большое количество ферментов, причем,  мембраны разного происхождения существенно  различаются между собой в этом отношении. 3. Одной из функций мембран является  секреция клеточных стенок (бактерии, дрожжи, растения). 4. Мембраны обладают связывающими  и рецепторными свойствами. Поверхность плазматических мембран обладает способностью связывать ряд ионов, небольших молекул и полимерных соединений, гормонов (рис.2).
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Рис.2 Строение клеточной мембраны. а – модель мембраны; б – электрическая эквивалентная схема мембраны и работа Na+/K+-AТФ-азы. (Рис. взят из кн.: Фунд. и клинич.физиол. Под ред. А.Камкина и А.Каменского,2004.).
Особое значение имеет транспортная функция мембран. Различают несколько видов транспорта веществ через мембрану.
2.2.1.Пассивный транспорт.
 
Пассивный транспорт – это транспорт веществ по градиенту, который сопровождается уменьшением свободной энергии системы.
 Свободная энергия системы - это энергия, которая тратится на совершение работы. В данном случае - это энергия, которая будет затрачена на перенос вещества. Источником этой энергии является градиент (Г). Градиент – это разница в параметрах системы. Например, концентрационный градиент, электрохимический градиент, осмотический и т.д. Таким образом, градиент является векторной величиной, и вектор направлен от большего значения параметра к  меньшему. Различают следующие виды пассивного транспорта.
Простая  диффузия. Способом  простой диффузии через клеточную мембрану, через ее билипидный слой, проникают незаряженные липофильные вещества, жиры, спирты, газы (кислород и углекислый газ). Растворимость в жирах для многих веществ зависит от окружающей их среды, например от pH. Многие молекулы в зависимости от pH  существуют либо в протонированной (положительно заряженной), либо в непротонированной (незаряженной) форме. Протонированная молекула проходит через мембрану хуже, чем нейтральная (непротонированная). Это свойство используется в терапии, например, регуляция жирорастворимости лекарств используется при лечении передозировки барбитуратов для уменьшения фенобарбитала в крови. При нормальном рН крови (7,4) половина молекул фенобарбитала находится в протонированной форме, а половина – в непротонированной. В мочу через мембраны клеток почек  легко переходит только непротонированная форма фенобарбитала. Введение бикарбоната натрия повышает рН крови, в результате чего в  щелочной среде некоторые протонированные  молекулы фенобарбитала теряют протон. Увеличение количества непротонированных, проходящих через мембрану  молекул фенобарбитала, усиливает его выведение с мочой и снижает его содержание в организме. Основными свойствами простой диффузии являются: диффузия происходит по электрохимическому или  химическому градиенту; скорость диффузии линейно зависит от градиента концентрации вещества; диффузия является ненасыщенным процессом, ее можно увеличивать неограниченно, энергия,  необходимая для диффузии,  находится в градиентах.
Облегченная диффузия. Данный вид диффузии обеспечивается наличием специализированных каналов или специализированных переносчиков. Облегченная диффузия также происходит по электрохимическому или химическому градиенту. Вещества связываются с белком-переносчиком, который в процессе переноса вещества испытывает обратимые конформационные изменения. Данный вид диффузии является ограниченным по скорости. Процесс является насыщенным, поскольку зависит от наличия в мембране определенного количества  белков -переносчиков или белков каналов. Энергия,  необходимая для переноса,  определяется градиентом переносимых веществ.
 
Осмос.  Осмос – это движение воды из области с низкой концентрацией растворенного вещества в область с высокой концентрацией растворенного вещества. Сила, которая обеспечивает движение воды, называется осмотическим давлением. Осмос  обеспечивает регуляцию объема клеток, предотвращает их набухание и обезвоживание.
2.2.2.Активный транспорт.
 
Активный транспорт – это транспорт  противоградиентный,  который сопровождается увеличением свободной энергии системы.

При этом виде транспорта вещества перемещаются против их градиента. Для транспорта необходим транспортный белок. Вследствие этого, процесс является насыщенным и имеет ограничение по скорости. Для энергетического обеспечения  процесса требуется гидролиз аденозинтрифосфата (АТФ). Существует два типа активного транспорта: первично активный транспорт и вторично активный транспорт.

Первично активный транспорт происходит за счет энергии, образующейся непосредственно при гидролизе АТФ или других высокоэнергетических фосфатов. Этим способом транспортируются электролиты. 

Ионные насосы могут быть сгруппированы в три класса P,V и F на основании особенностей их молекулярной организации (рис.3). Все три класса  АТФаз  имеют одно или более мест связывания с АТФ на цитозольной поверхности мембраны. 
Ионные насосы класса Р самые простые по структуре и состоят из четырех трансмембранных полипептидных субъединиц -2α и 2β. Большая α-субъединица фосфорилируется в течение процесса транспорта, сквозь нее перемещаются транспортируемые ионы.
Первый тип насосов класса Р – это несколько Са2+-АТФаз. Одна из Са2+-АТФаз расположена в плазматической мембране клетки и транспортирует ионы кальция из клетки во внеклеточную среду. Другие Са2+- АТФазы расположены в мембране внутриклеточных структур, например, саркоплазматическом ретикулуме мышечных клеток. Они транспортируют ионы кальция из цитоплазмы в саркоплазматический ретикулум. Некоторые Са2+- АТФазы находятся в мембране  ряда внутриклеточных органелл, в которые они транспортируют ионы кальция. Благодаря работе Са2+- АТФаз концентрация ионов кальция в цитоплазме поддерживается на много меньшем уровне, чем во внеклеточной среде.

Вторым типом насосов класса Р является насос, сопрягающий транспорт ионов натрия и калия, который выкачивает три иона натрия из клетки, одновременно вводя два иона калия в клетку против его электрохимического градиента, что вносит свой вклад в образование мембранного потенциала покоя. Основой такого электрогенного Na+/K+-насоса является Na+/K+ -АТФаза, которая расположена исключительно в плазматической мембране клетки.

Третий тип насоса класса Р найден в некоторых секретирующих кислоту в клетках. Он транспортирует протоны (ионы Н+) из клетки, а ионы К+ в клетку. 
Вторично активный транспорт происходит за счет энергии градиентов.  Градиенты, в свою очередь, создаются первично активным транспортом. Вторично активным транспортом через мембрану проходят неэлектролиты (аминокислоты, моносахара, некоторые ионы). Различают две формы вторично активного транспорта: котранспорт и антипорт (или встречный транспорт). Котранспорт происходит, если два вещества перемещаются через клеточную мембрану однонаправлено с помощью одного и того же энергозависимого переносчика.
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Рис.3.Три класса  АТФ-зависимых ионных насосов. (Рис. взят из кн.: Фунд. и клинич. физиол. Под ред. А.Камкина и А.Каминского).
Примером котранспорта может служить перенос моносахаров и аминокислот в кишечнике. Этот механизм вторично активного транспорта использует градиент ионов натрия. Транспортный интегральный белок (натрий-, калий-АТФаза) поддерживает низкую концентрацию  ионов натрия внутри клетки (14мЭкв/л), удаляя ионы натрия из клетки и, таким образом, поддерживая его высокую концентрацию вне клетки (140мЭкв/л). Концентрация ионов натрия вне клетки выше, следовательно, высока вероятность связывания внеклеточного ионов натрия с наружной поверхностью мембранного белка–переносчика, участвующего в процессе котранспорта. Последующее присоединение молекулы сахара или аминокислоты к наружной  поверхности того же транспортного белка  сопровождается  конформационными изменениями, при которых наружная поверхность белка экспонируется внутрь клетки. В результате ионы натрия вместе с молекулой сахара или аминокислоты переносятся внутрь клетки. Примером антипорта может служить транспорт ионов водорода из клетки и кальция. 
Натрий-водородный обменник использует электрохимический градиент ионов натрия, созданный натрий-калий- АТФазой, для переноса ионов водорода из клетки по механизму вторично  активного транспорта. При этом процессе связывание внеклеточного иона натрия и внутриклеточного иона водорода с противоположными сторонами белка-переносчика приводит к конформационным изменениям его структуры и положению его в мембране. Происходящий при этом перенос ионов натрия в клетку и ионов водорода из клетки служит буферным механизмом, который предотвращает подкисление клетки. 
Натрий-кальциевый обменник использует в своей  работе электрохимический градиент  ионов натрия, созданный натрий-, калий-АТФазой. Он переносит из клетки по механизму вторично активного транспорта ионы кальция. Натрий-кальций обменник, как и другие транспортные белки, может переносить вещества через мембрану в любом направлении. Однако,  концентрация  ионов натрия на наружной поверхности клеточной мембраны в 10 раз  выше. Следовательно, внеклеточные ионы натрия чаще связываются с наружной поверхностью транспортного белка. Одновременное связывание кальция с цитозольной поверхностью того же белка приводит к изменению  расположения сторон белка в мембране, которое сопровождается обменом внеклеточного натрия на внутриклеточный кальций. Внеклеточный натрий на внутриклеточный кальций может обмениваться в соотношении 2:1 (электрически нейтральный обмен) или в соотношении 3:1 (электрогенный). В любом случае последующее уменьшение внутриклеточного кальция будет ингибировать кальций - зависимые процессы возбуждения (высвобождение нейромедиатора, мышечное сокращение). Применение гликозидов для повышения силы сердечных сокращений связано с работой натрий-кальций-обменника. Например, гликозиды наперстянки связываются с внешней поверхностью α-субъединицы натрий-, калий-АТФазы и ингибируют ее активность. Вследствие этого подавляется активное удаление натрия из клетки. Повышается его внутриклеточная концентрация. Накопление натрия на внутренней поверхности клеточной мембраны косвенно влияет на транспорт кальция.  Так как, уменьшается электрохимический градиент и снижается активность натрий-кальций обменника. Последующее накопление кальция в цитоплазме клетки обеспечивает пополнение его запасов, необходимых для активации сократительных белков в клетках сердечной мышцы, увеличивая тем самым силу сердечных сокращений.
Для понимания механизмов генерации биопотенциалов необходимо рассмотреть транспорт ионов через мембрану. В соответствии с мембранно-ионной теорией электрогенеза роль мембран заключается в обеспечении избирательного транспорта ионов, так как, именно поток ионов через мембрану, диффузия ионов, и создает разность потенциалов между внутренним содержимом клетки и ее наружным окружением.
                    2.2.3.Транспорт ионов.
Транспорт ионов через мембрану без создания  специализированных ионных каналов в мембране испытывал бы значительные трудности. Известно, что ион заряженная частица: ионы натрия, ионы калия, ионы кальция – положительно заряженные,  а ионы хлора – отрицательно заряженные частицы. Структура мембраны такова, что ее наружная сторона заряжена отрицательно (СОО-), а внутренняя – положительно (NH+). Поэтому и положительно заряженные,  и отрицательно заряженные ионы не смогли бы проникнуть внутрь или выйти наружу. Кроме того, ионы натрия, калия, кальция являются гидратированными. Они связывают воду, образуя  гидратные  оболочки, что также затрудняет переход иона через билипидный слой мембраны. Поэтому, в процессе эволюции создаются специализированные транспортные системы для ионов – ионные каналы. 
Ионный канал – это специализированные белки клеточной мембраны, которые образуют гидрофильный проход, по которому заряженные ионы могут пересекать клеточную мембрану по электрохимическому  градиенту. Этот вид транспорта иногда рассматривают как форму облегченной диффузии.
2.2.3.1.Структура ионного канала.  Ионные  каналы состоят из белков сложной структуры  (белков –каналоформеров). Белки ионного канала имеют определенную конформацию, образующую трансмембранную пору, и «вшиты» в липидный слой мембраны. Канальный белковый комплекс может состоять либо из одной белковой молекулы, либо из нескольких белковых субъединиц, одинаковых или разных по строению (рис.4). Эти субъединицы могут кодироваться разными генами, синтезироваться на рибосомах по отдельности и затем собираться в виде целостного канала 
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Рис.4 Гипотетическая модель ионного канала ( рис. взят  из кн.: Фундамент. и клинич. физиол.М.,2004. Под ред. А.Камкина и А.Каменского
.
В другом случае канал может представлять собой единый полипептид, который в виде петель прошивает мембрану несколько раз. На начало ХХ1 века известно более 400 белков –каналоформеров, для биосинтеза которых используется 1-2% генов(рис.4, рис.5).
Домены – это отдельные компактно оформленные части канального белка или субъединиц. Сегменты – это части белка – каналоформера, свернутые спирально и прошивающие мембрану. Концевые домены белка - каналоформера (N- и C - -терминальные домены) могут торчать из мембраны как наружу, так и внутрь клетки.
Практически все ионные каналы имеют в составе своих субъединиц регуляторные домены, способные связываться с различными управляющими веществами (регуляторными молекулами) и за счет этого менять состояние или свойства канала. В потенциал-активируемых ионных каналах один из трансмембранных сегментов содержит специальный набор аминокислот с положительными зарядами и работает как сенсор электрического потенциала мембраны. При изменении  потенциала такой сенсор меняет состояние канала  с открытого на закрытое или наоборот. Таким образом, ионные каналы могут управляться определенными воздействиями из вне, это важное их свойство.
Ионные каналы в своем составе могут иметь также вспомогательные субъединицы, выполняющие модуляторные, структурные или стабилизирующие функции. Один класс таких субъединиц - внутриклеточные, расположены  полностью в цитоплазме, а второй  - мембранные, т.к. они имеют трансмембранные домены, прошивающие мембрану.
2.2.3.2.Свойства ионных каналов.

Селективность – это избирательная повышенная проницаемость ионного канала для определенных ионов. Для других ионов проницаемость понижена. Такая избирательность определяется селективным фильтром – самым узким местом канальной поры. Фильтр, кроме узких размеров, может иметь также локальный электрический заряд. Например, катион-селективные каналы обычно имеют в области своего селективного фильтра отрицательно заряженные остатки аминокислот в составе белковой молекулы, которые притягивают положительные ионы и отталкивают отрицательные ионы, не пропуская их через пору.

Управляемая проницаемость- это способность ионных каналов открываться или закрываться  при определенных управляющих воздействиях на канал. По своему свойству ионные каналы можно классифицировать в зависимости от способов их открытия: например, потенциал-активируемые, лиганд-активируемые и т.д.

Инактивация - это способность ионного канала через некоторое время после своего открытия автоматически понижать свою проницаемость даже в том случае, когда открывший их  активирующий фактор продолжает действовать. Быстрая инактивация – это особый процесс со своим особым механизмом, отличающийся от медленного закрытия канала. Закрытие канала происходит за счет механизмов, противоположных процессам, обеспечивающим  его открытие, т. за счет изменения конформации канального белка. У потенциал-активируемых (потенциал-управляемых) каналов быстрая инактивация происходит с помощью специальной молекулярной «пробки-затычки», напоминающей пробку на цепочке, которую обычно используют в ваннах. Эта пробка представляет собой аминокислотную (полипептидную) петлю с утолщением на конце в виде трех аминокислот, которым и затыкается внутреннее устье канала со стороны цитоплазмы. Именно поэтому потенциал-зависимые  ионные каналы для натрия, обеспечивающие развитие потенциала действия, могут пропускать в клетку ионы натрия только в течение нескольких миллисекунд, а затем они  автоматически закрываются  своими молекулярными пробками, несмотря на то, что открывающая их деполяризация продолжает действовать. Другим механизмом инактивации ионных каналов может служить модификация дополнительными субъединицами внутриклеточного устья канала.
Блокировка – это способность ионного канала под действием веществ-блокаторов фиксировать какое-то одно свое состояние и не реагировать на обычные управляющие воздействия. В таком состоянии канал просто перестает давать ответы на управляющие воздействия. Блокировку вызывают вещества-блокаторы, которые  могут называться антогонистами, блокаторами или литиками. Антогонисты – это вещества, препятствующие активирующему действию других  веществ на канал. Такие вещества способны хорошо связываться с рецепторным участком  ионного канала, но не способны изменить состояние канала, вызвать его ответную реакцию. Блокада рецептора вызывает блокаду ионного канала. Антогонисты не обязательно вызывают полную блокаду рецептора и его ионного канала. Они могут действовать более слабо и лишь ингибировать (угнетать) работу канала, но не прекращать ее полностью. Агонисты-антогонисты – это вещества, которые обладают слабым стимулирующим влиянием на рецептор, но при этом блокируют действие естественных эндогенных управляющих веществ.  Блокаторы – это вещества, препятствующие работе ионного канала, например,  взаимодействию медиатора с молекулярным рецептором к нему и, следовательно, нарушающие управление каналом, блокирующие его. Литики – это те же блокаторы в отношении  ионного канала, но этот термин более старый. Он используется как синоним для блокатора: холинолитик, адренолитик и т.д..
Пластичность – это способность ионного канала изменять свои свойства, свои характеристики. Наиболее распространенный механизм, обеспечивающий пластичность – это фосфорилирование аминокислот канальных белков с внутренней стороны мембраны ферментами – протеинкиназами. К канальным белкам присоединяются фосфорные остатки от АТФ или ГТФ – и канал меняет свои свойства. Например, фиксируется в постоянно закрытом состоянии или, наоборот, в открытом.
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Рис.5  Потенциал-управляемый Na+-канал ( рис. взят  из кн.: Фундамент. и клинич. физиол.М.,2004. Под ред. А.Камкина и А.Каменского).
 2.2.3.3. Типы каналов.

Быстрый натриевый канал.  Японские исследователи Р.Нума и др. показали, что мембранный белок быстрого натриевого канала представляет собой гликопротеид с молекулярной массой 250-300кД, состоящей из нескольких субъединиц (α-субъединица, р-субъединица). Эти субъединицы образуют на внутренней поверхности гидрофильную трубчатую структуру. Диаметр этого канала колеблется в пределах 0,4 -0,6 нм. Через такую пору могут проходить ионы натрия, связанные с молекулами воды. Белки ионного натриевого канала выделены из различных отделов головного мозга, клеток нейробластов, аксонов кальмара и др. Изменения конформационного состояния структурных компонентов ионного канала тесно связано с процессами фосфорилирования «α» и «р»- пептидных субъединиц. Обнаружено, что натриевые каналы мозга млекопитающих содержат одну α-субъединицу, которая ассоциирована с двумя полипептидами p1 и p2. Установлено, что α- субъединица является трансмембранным белком, имеющим участки связывания для фосфорилирования цАМФ-зависимой протеинкиназой.  Оказалась, что этого α- пептида вполне достаточно, чтобы оформить канал. Для выполнения функции канала необходимы  p1 и p2  субъединицы, которые размещены в основном на внешней поверхности мембраны и ковалентно связаны с  α- субъединицей через сульфидную связь. Эти субъединицы сильно гликолизированы. В состав p1 и p2 –пептидных субъединиц входит сиаловая кислота, которая придает ионному белковому комплексу сильный отрицательный заряд, который и позволяет полноценно функционировать каналу. Процесс открывания Na+- канала под влиянием изменения мембранного потенциала (активация натриевых каналов) один из наиболее ярких примеров конформационных перестроек белков под влиянием электрического поля. Открывание каждого канала совершается по принципу – «все или ничего». Этот процесс может быть остановлен инактивацией, которая также связана с переходом белков канала в другое конформационное состояние. Полный цикл активации и инактивации охватывает десятки тысяч натриевых каналов. Быстрый натриевый канал блокируется тетродотоксином.
Калиевые  каналы. Потенциал-зависимые калиевые каналы так же, как и натриевые, распространены повсеместно в наружных мембранах нервных клеток и играют столь же важную роль в передаче скоростных сигналов. В отличие от ионов натрия, которые вызывают локальную деполяризацию мембраны и генерирование потенциала действия, проведение ионов по калиевым каналам приводит к гиперполяризации нейрона и появлению тормозных потенциалов. Система быстрых  калиевых каналов играет большую роль в стабилизицации  ритмической деятельности нейрона, которая и является способом кодирования и передачи клеткой химических сигналов.  Характерной чертой участия калиевых каналов в ритмической активности является резкое замедление нарастания деполяризации мембраны, вызванной предшествующим входом ионов Na+..  Калиевые  каналы являются более  избирательными для ионов. Они не пропускают практически ионы натрия. Полагают, что селективный фильтр калиевого канала имеет размеры порядка 0,26-0,3 нм. Ионы большего размера не проходят через канал по стерическим причинам, ионы меньшего размера в связи с тем, что они не могут успешно взаимодействовать с кислородосодержащими анионами, которые находятся в боковых цепях гидрофильных аминокислот, которые выстилают внутреннюю белковую пору. Калиевые каналы подразделяются на три подтипа в зависимости от скорости проведения ионов: быстрые, средние и медленные. Первые два подтипа каналов являются зависимыми от ионов Са2+ и блокируются токсином скорпиона. Третий вид калиевого канала блокируется одним из токсинов яда кобры и пчелы – апамином. Структура  калиевых каналов в принципе сходна с структурой натриевого быстрого канала. Молекулярные массы для целого олигомерного комплекса от 165 до 400 Кд в зависимости от типа клетки. Обнаружено, что у разных организмов сочетания полипептидных компонентов, составляющих макромолекулу ионофора, существенно различаются. В отличие от белков других каналов белки калиевых каналов практически не гликолизированы.
Кальциевые каналы. Транспорт ионов кальция через кальциевые каналы жизненно важен для разнообразных клеточных функций в нервной ткани, кардиомиоцитах, клеток гладких мышц и др. Специфичность кальциевого канала не очень высокая. Они способны пропускать из внешней среды ионы натрия и ионы других щелочных металлов, если концентрация ионов кальция в наружной  среде  находится  ниже микромолекулярного уровня. Кальциевые каналы пропускают также ионы других двухвалентных металлов, например, магния, марганца. Однако, эти катионы легко связываются внешней химической группировкой канала и становятся при определенных концентрациях  эффективными блокаторами кальциевого канала. Полагают, что эта группировка является карбоксильной группой, которая находится в устье канала. Общая схема молекулярной организации  кальциевых каналов сходна с организацией натриевых каналов. Различие заключается в том, что главная  α-субъединица окружена большим числом субъединиц, которые являются модуляторами активности канала. Известно, что транспорт кальция по каналу существенно зависит от внутриклеточной концентрации кальция и функционирования системы циклических нуклеотидов.
2.2.4.Мембранный потенциал покоя (потенциал покоя). По современным представлениям, согласно мембранно-ионной теории, все электрические потенциалы являются диффузионными потенциалами. Диффузия ионов определяется селективными свойствами  мембраны, ее каналами. Отсюда, знак потенциала, амплитуда, скорость нарастания фазы деполяризации, длительность потенциала, будет зависеть от скорости диффузии иона, его знака и направленностью его диффузии (в клетку или из клетки). 

Гипотеза о роли клеточных мембран в генезе биоэлектрических потенциалов впервые была высказана  Оствальдом (1890). Затем его идея была развита Бернштейном. Согласно гипотезе Бернштейна(1902,1912) мембрана нервных и мышечных  волокон в покое избирательно проницаема только для ионов калия, концентрация которых в протоплазме значительно превосходит их концентрацию во внешней среде  (соответственно 140 мЭкв/л и 4 мЭкв/л). Поэтому потенциал покоя может рассматриваться как калиевый диффузионный потенциал, согласно уравнению Нернста:
V=RT/FZ ln Co/Ci,

Где   V      равновесный потенциал в вольтах,   R - газовая постоянная (2кал/М/K ), Т -  абсолютная температура, F – постоянная Фарадея (2,3х10в 4 степени/B/M),  Z -  валентность иона,  ln -  натуральный логарифм, Со и  Сi – концентрации положительно  заряженных ионов снаружи и внутри клетки.
В дальнейшем, используя теорию постоянного поля Гольдмана,  Ходжкин, Катц и др. вывели уравнение мембранного потенциала с учетом диффузии ионов калия,  ионов натрия  и ионов хлора. 

E =RT/F lnPK [K+]o + PNa[Na+]o + PCl[Cl-]i/PK [K+]i +PNa[Na+]i +PCl[Cl-]i
Штейнбах, Шпигельман (1943), Ходжкин, Катц(1949) нашли, что у покоящегося гигантского нервного волокна кальмара, находящегося в растворе искусственной морской воды,  существуют следующие отношения констант проницаемости:
PK:PNa:PCl=1:0,04:0,45
Данные соотношения  сохранялись при уменьшении или увеличении концентрации  ионов калия во внешней среде в диапазоне от 1 до 15 мМ. При увеличении концентрации от 15мМ до 150мМ всегда развивалась сильная деполяризация мембраны. Данный факт показал, что соотношения между проницаемостью ионов калия, проницаемостью ионов натрия и проницаемостью ионов хлора находятся в определенной  зависимости от уровня мембранного потенциала, который в свою очередь зависит  от концентрации этих ионов в среде.
Таким образом,  мембранный потенциал покоя – это стационарная разность потенциалов между внутренним содержимым клетки и ее наружным окружением в состоянии покоя.
 Величина мембранного потенциала является отрицательной, т.е. внутреннее содержимое – отрицательно относительно внешней среды и зависит от скорости диффузии  ионов. Основным потенциалобразующим ионом является  ион калия, вернее,  его поток из клетки наружу. Ионы натрия и хлора могут его изменять. Так, мембранный потенциал кардиомиоцитов рабочего миокарда, почти чисто калиевый и его величина равна –90мВ; у скелетной мышцы его величина составляет также -90мВ, но в его формировании принимают участие входящий медленный ток ионов натрия (деполяризующий), входящий ток ионов хлора (гиперполяризующий) и  более сильный выходящий калиевый ионный ток.   Мембранный потенциал покоя  аксона равен –70мВ  из-за подключения к выходящему калиевому току  медленного и небольшого  входящего тока ионов натрия.
2.2.4.1.Изменения мембранного потенциала. Изменения мембранного потенциала, вызываемые электрическим током, подразделяют на пассивные и активные.
Пассивные, или электротонические изменения определяются пассивными электрическими характеристиками как самой мембраны, так и всей клетки (волокна) в целом. Такими характеристиками являются омическое сопротивление и емкостное сопротивление клетки или волокна, чисто физические характеристики  мембраны  как проводника для электрического тока. 

Электротонические  изменения были открыты в 1859 году Пфлюгером. Он установил, что при пропускании постоянного тока в момент замыкания электрической цепи пороги раздражения в области катода понижаются, а в области анода возрастают. Эти изменения Пфлюгер  назвал катэлектротоном и анэлектротоном, в целом они получили названия физиологического электротона. Исследования  Б.Ф.Вериго (1883,1888,1901) существенно дополнили данные, полученные Пфлюгером. Было показано, что начальное катэлектротоническое повышение возбудимости при продолжающемся действии тока постепенно сменяется понижением возбудимости. Это понижение возбудимости получило название «катодическая депрессия». В области анэлектротона снижение возбудимости при размыкании цепи электрического тока  становится менее выраженным и переходит в анодическую экзальтацию.
Пассивные  сдвиги мембранного потенциала  возникают при действии на возбудимые образования электрического тока любой силы, формы или направления. Однако, если при действии гиперполяризующего (анодного) и слабого деполяризующего (катодного) тока пассивные изменения потенциала могут наблюдаться в чистом виде, то при близких к порогу и сверхпороговых деполяризующих стимулах они сопровождаются активными сдвигами потенциала; локальным ответом и потенциалом действия, которые обязательно связаны с изменениями ионной проницаемости мембраны (рис.6).
[image: image6.jpg]|
{
|

20 g
= & 8
[~
238
&35
-40 o
“Eé?r Mopor
o i D
Q0
-60 | [SFE
=

- 80

MC

mB
+40

+20

-----------

JlokankHeliA oTeeT
(MectHoe BoabyxaeHue)

T
M

c

-20 =
e =5
—40 Qx
SRl fager
[}

HapEr MaccusHbIi
ANEKTPOTOHUYECKUIA
noreHyuan

- 80
Mc

6
MB
+40

MoTeHunan gencTeus
(pacnpocTtpaHsitoLuics

+20 npoLece BoabyxaeHus)
0
- 20 ’§ &
—AQ é § Mopor
B ot ok
-0 L|=F
~ 80

MC




Рис.6 Изменение мембранного потенциала в зависимости от силы раздражения. (Рис. взят из кн.: Фунд. и клин. физиол.М.,2004. Под ред. А.Камкина и А.Каменского)
Локальный ответ. Пассивные, электротонические изменения мембранного потенциала, вызываемые деполяризующим током, при приближении его силы к порогу порождают активную подпороговую электрическую реакцию – так называемый локальный ответ.

Свойства локального ответа.  Свойства локального ответа изучались в двух планах. С одной стороны, выявляли его отличия от электротонического потенциала, с другой стороны – сопоставляли локальный ответ и потенциал действия. По своим свойствам локальный ответ очень существенно отличается от пассивного электротонического потенциала:1) в то время как амплитуда электротонического потенциала прямо пропорциональна силе тока, локальный ответ находится в нелинейной зависимости от этой силы; 2)при раздражении однородного участка мембраны электротонический потенциал нарастает и спадает по экспоненциальной кривой со скоростью, которая при данной силе тока определяется физическими свойствами мембраны (R – омическое сопротивление, C – емкость мембраны; RC – постоянная  времени). Локальный ответ возрастает по S- образной  кривой.
Сходство локального ответа и электротонического потенциала ограничивается лишь тем, что как тот, так и другой, т находятся в градуальной зависимости от силы стимула (но в одном случае она линейна, в другом – не линейна). Во время развития катэлектротонического потенциала, возбудимость нервного волокна повышается.
Локальный ответ по ряду свойств  сходен с потенциалом действия. 
1). Он способен к самостоятельному развитию:  сначала к нарастанию, а затем к снижению после окончания вызвавшего его короткого стимула. 
2). Во время локального ответа, так же как и при генерации потенциала действия, происходит снижение общего сопротивления  мембраны (импеданса), т.е., повышение  ионной  проницаемости. 
3). В последействии локального ответа обнаруживается фаза снижения возбудимости, которая по своей динамике очень сходна с периодом относительной рефрактерности, сопровождающим потенциал действия.
Вместе с тем, локальный ответ   а) не имеет четкого порога возникновения; б) не сопровождается абсолютной рефрактерностью,  напротив,  возбудимость во время локального ответа обычно повышается;  в) локальный ответ способен к суммации при применении второго подпорогового стимула на фоне возникновения локального ответа от предыдущего раздражения;  г) не подчиняется правилу «все или ничего» - его амплитуда и крутизна нарастания градуально увеличивается как при повышении силы подпорогового тока, так и при повторном ритмическом раздражении нервного волокна подпороговыми стимулами редкой частоты. Однако,  эти четкие грани, существующие между потенциалом действия и локальным ответом, частично или полностью стираются при различных воздействиях, угнетающих процесс регенеративной деполяризации мембраны. При небольшом катэлектротоне в начальную стадию воздействия на волокно избытка ионов калия, новокаина, уретана, анизотонических растворов, эзерина, простигмина  нервное волокно утрачивает способность к генерации нормальных потенциалов действия. Вместо них возникают ответы, которые по своим свойствам занимают промежуточное положение между потенциалом действия и локальным ответом.
2.2.5.Потенциал действия. К истории вопроса. Современные представления о природе потенциала действия. Основоположник современной мембранной теории Бернштейн (1902,1912) рассматривал потенциал действия как «отрицательное колебание» потенциала покоя. Он полагал, что при раздражении нервного или мышечного волокна в точке приложенного стимула происходят какие-то химические изменения, вызывающие обратимое повышение ионной проницаемости клеточной мембраны. Мембрана утрачивает свою избирательную проницаемость для ионов калия, вследствие чего разность потенциалов, имевшая место в покое, быстро выравнивается, и потенциал покоя падает до нуля. Последующее восстановление исходной ионной проницаемости приводит к возвращению мембранного потенциала к уровню потенциала покоя. После исследований Бернштейна было сделано много попыток экспериментального изучения изменения ионной проницаемости при возбуждении. Люллиес (1936), Кол, Куртис (1936) исследовали продольный импеданс (общее  сопротивление) седалищного нерва лягушки и обнаружили его снижение во время проведения нервных импульсов. Аналогичные изменения были получены Куртисом, Колом (1938) и для поперечного импеданса гигантского аксона кальмара. Исследования Тасаки (1953) на одиночном перехвате Ранвье нервных волокон лягушки дали прямое доказательство предположению Бернштейна о повышении ионной проницаемости мембраны при возбуждении. Оставалось,  однако,  неясным  для каких именно ионов возрастает эта проницаемость. Бернштейн полагал, что при возбуждении происходит увеличение проницаемости мембраны для всех ионов.  Поэтому потенциал действия он рассматривал лишь как кратковременное исчезновения потенциала покоя, тем более неожиданным оказалось открытие факта превышение потенциала действия над потенциалом покоя. Данные измерения были сделаны вначале с помощью внеклеточных отведений в опытах на гигантском аксоне кальмара (Ходжкин, Хаксли.1939), а затем с  применением внутриклеточных электродов (Ходжкин, Хаксли,1939;Кол, Куртис,1939). Разработка метода измерения мембранного потенциала с помощью стеклянных внутриклеточных  микроэлектродов  (Грэхем, Герард, 1946; Линг, Герард,1949)  позволила  выявить превышение потенциала покоя  практически у всех возбудимых клеток. Миелинизированные нервные волокна быстро повреждаются при введении в них микроэлектрода, поэтому для измерения абсолютных величин потенциалов покоя в этих возбудимых образованиях была разработана специальная методика, позволяющая отводить эти потенциалы от одиночного перехвата Ранвье с помощью обычных внеклеточных электродов (Хаксли,Штемпфли, 1951; Франкенхойзер, 1957). Было установлено, что потенциал покоя перехвата Ранвье хорошо препарированного нервного волокна составляет,  примерно, 

 -70÷ -75мВ, а амплитуда потенциала действия достигает +115÷ +120 мВ. Дальнейшие исследования с   применением перфузии гигантского аксона кальмара, волокон скелетной мышцы  и других возбудимых образований с различной концентрацией ионов натрия, ионов калия и других ионов показали зависимость крутизны восходящей фазы потенциала действия от концентрации  ионов натрия в наружном растворе. Приведенные опыты подтвердили предположение о том, что возникновение потенциала действия связано с повышением натриевой проницаемости. Теоретические расчеты показали, что для получения потенциала действия амплитудой 100мВ необходимо, чтобы натриевая проницаемость мембраны возросла в 500 раз: от 0,04 до 20. Полученные данные поставили вопрос о причинах восстановления исходной разности потенциалов при возбуждении и о механизме возникновения следовой гиперполяризации. 
Для объяснения этих явлений было сделано предположение, что повышение натриевой проницаемости мембраны является только кратковременным процессом, сменяющимся  последующей  инактивацией механизма, обеспечивающего перенос ионов натрия через мембрану вдоль электрохимического градиента и,  что деполяризация мембраны, наряду с повышением натриевой проницаемости, вызывает постепенно нарастающее увеличение его калиевой проницаемости. Дальнейшее изучение ионных токов при возбуждении с применением методов «фиксации мембранного потенциала», «меченых атомов», а также с использованием блокаторов и активаторов ионной проницаемости доказали роль диффузии  ионов натрия в генезе потенциала действия и наличие ионных каналов, по которым осуществляется эта диффузии. 
Определение. Потенциал действия – это быстрое колебание (изменение) мембранного потенциала покоя при возбуждении.
Условием возникновения потенциала действия является изменение мембранного потенциала покоя до критического уровня деполяризации (Ec). Это тот уровень мембранного потенциала, при котором открываются, быстрые натриевые каналы, блокируемые тетродотоксином, и формируется входящий натриевый ток ионов в клетку (рис.7; рис.8). Данный процесс носит регенеративный характер: открытие одних каналов быстро способствует открытию последующих каналов. Поток ионов натрия лавинообразно нарастает и при достижении  равновесного натриевого потенциала быстро обрывается за счет механизма инактивации, который хорошо выражен в натриевом быстром канале. После этого  начинается постепенное открытие калиевых каналов и закрытие быстрых натриевых каналов, что приводит к восстановлению исходного уровня  мембранного потенциала покоя. Восстановление исходного уровня мембранного потенциала происходит   иногда через ряд следовых потенциалов: отрицательный следовой потенциал - остаточная деполяризация и положительный следовой потенциал – остаточная гиперполяризация.
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Рис.7 Фазы потенциала действия (объяснение в тексте). (Рис. взят из кн.: Фунд. и клин. физиол.М.,2004. Под ред. А.Камкина и А.Каменского)
В генезе потенциала действия различают следующие фазы. 
1. Фаза медленной деполяризации, которая связана с увеличением проницаемости для ионов натрия. Транспорт ионов натрия в эту фазу происходит с участием медленных натриевых каналов, которые не блокируются тетродотоксином. 
2. Фаза быстрой деполяризации. Она связана с  открытием быстрых натриевых каналов, блокирующихся  тетродотоксином и лавинообразным входом ионов натрия внутрь клетки.  Амплитуда и крутизна этой фазы определяется как пассивными, так и активными свойствами мембраны (постоянной времени RC и системой натриевой проводимости мембраны). 
3. Овершут – превышение мембранного потенциала над нулевой линией. 
4. Фаза быстрой  реполяризации. В эту фазу наблюдается открытие калиевых каналов, увеличение скорости диффузии  ионов калия из клетки и закрытие быстрых натриевых каналов. 
5. В некоторых типах возбудимых мембран наблюдается фаза отрицательного следового потенциала (остаточная деполяризация). Она связана с тем, что ионные токи, принимающие участие в формировании мембранного потенциала в покое, не сразу приобретают те скорости, которыми обеспечивается величина исходного мембранного потенциала. В  данном случае, входящий медленный ток ионов натрия, превышает тот, который наблюдается в состоянии покоя.
6. Фаза положительного следового потенциала наблюдается по тем же причинам, которые указаны выше. В этом случае диффузионный поток ионов калия из клетки превышает ток ионов калия во время мембранного потенциала покоя (рис.7).
В процессе возбуждения (во время генерации потенциала действия) меняется возбудимость, как способность к возбуждению. В фазу медленной деполяризации она растет; в фазу быстрой деполяризации она падает; на уровне овершута она отсутствует вследствие инактивации натриевых быстрых каналов (рис.8).
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Рис.8 Состояние быстрого Na+-канала  при разных уровнях мембранного потенциала. (Рис. взят из кн.: Фунд. и клин. физиол.М.,2004.- Под ред.А.Камкина и А.Каменского)
Эта фаза получила название абсолютной рефрактерности, т.е.. полной невозбудимости. В этот период раздражители   даже многократно превышающие сверхпороговую силу не могут вызвать новое возбуждение. Это имеет большое значение. Благодаря инактивации натриевой проницаемости сопротивление мембраны в этот момент больше, чем в состоянии покоя, что позволяет потенциалу действия распространяться по возбудимой мембране. В фазу быстрой реполяризации возбудимость увеличивается (фаза относительной рефрактерности). В фазу отрицательного следового потенциала возбудимость повышена – фаза экзальтации. В фазу положительного следового потенциала она ниже исходного уровня  (состояния покоя) – субнормальная возбудимость (рис.10).
Такое изменение возбудимости связано с порогом деполяризации –Vm. Порог деполяризации (Vm) – эта та величина,  на которую нужно изменить мембранный  потенциал покоя, чтобы достичь критического уровня деполяризации (Ec).

Если через Em обозначить исходный уровень мембранного потенциала в состоянии покоя, а критический уровень мембранного потенциала, до которого этот потенциал должен быть повышен для возникновения потенциала действия, через Eс, то условие порогового раздражения может быть записано следующим образом:

Ec=Em+Vm
Абсолютная величина Vm не зависит ни от характера примененного раздражителя, ни от способа его приложения к клетке. Независимость величины Vm от внешних условий раздражения позволяет сделать заключение, что возбудимость клетки является функцией разности между исходной (Em) и критической  (Ec) величинами мембранного потенциала. Чем ближе Em  и Ec, тем меньше пороговый потенциал (Vm), тем выше возбудимость ткани. И,  наоборот, увеличение разницы между уровнями Em и Ec приводит к повышению порога деполяризации – понижению возбудимости. Пороговый потенциал деполяризации может приобретать одно и то же значение при различных абсолютных величинах Em и Ec. С этих позиций становится понятным механизм изменения возбудимости при катэлектротоне, анэлектротоне  и катодической депрессии (рис.9).
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Рис.9  Соотношение между исходным уровнем потенциала покоя (Еm), критическим уровнем деполяризации (Ec) и пороговым потенциалом (Vm) в норме (а), при деполяризации (б) и гиперполяризации (в). (Рис. взят из  кн.: Фунд. и клин. физиол.М.,2004 . Под ред.А.Камкина и А.Каменского )
При действии подпороговых стимулов под катодом в момент замыкания электрической цепи происходит деполяризация,  как пассивный процесс, увеличивается мембранный потенциал (Em), критический уровень мембранного потенциала (Ec) не изменяется. Это приводит к уменьшению порога деполяризации (Vm). Возбудимость повышается. Под анодом в этот момент отмечается процесс гиперполяризации, что приводит к увеличению порога деполяризации и к  уменьшению возбудимости. 
При катодической депрессии происходит инактивация быстрых натриевых каналов, что находит отражение в увеличении критического уровня деполяризации. Это приводит  к увеличению порога деполяризации и уменьшению возбудимости. 
Уровень критической деполяризации отражает состояние системы натриевой проводимости мембраны, состояние каналов. Различные факторы, которые могут вызвать блокировку каналов, изменить состояние системы натриевой проводимости, влияют на уровень критической деполяризации. Такой эффект вызывает увеличение концентрации ионов кальция. Увеличение концентрации ионов кальция в 5-20 раз в растворе Рингера  значительно повышает критический уровень деполяризации. Вследствие этого порог деполяризации резко возрастает, возбудимость падает. Местные анестетики (новокаин, лидокаин и др.) подобно ионам кальция, мало изменяя исходный уровень потенциала покоя, значительно повышают критический уровень деполяризации, в результате чего пороги деполяризации возрастают, возбудимость падает.
Основным свойством потенциала действия является то, что, возникнув в одном участке возбудимой мембраны, он распространяется на другие и без затухания.

В настоящее время можно считать строго доказанным, что проведение потенциала действия осуществляется с помощью локальных токов, возникающих между возбужденным и покоящимся участками мембраны (идея Германна). Локальный ток изменяет величину мембранного потенциала в покоящемся участке до критического уровня деполяризации, что и является причиной возникновения нового потенциала действия.

2.2.5.1..Сравнительный анализ потенциалов действия различных возбудимых структур.
Типы ионных каналов и их относительное содержание в мембранах нервных, сердечных и гладкомышечных клеток неодинаково. Свойства ионных каналов в мембране каждой клетки изменялись в процессе эволюции, чтобы соответствовать ее функциональным потребностям. Сборка ионного канала - очень сложный процесс, поскольку при взаимодействии α-субъединиц и регуляторных  р-субъединиц  разных типов может формироваться большое количество подтипов даже одного вида канала. Более того, при альтернативном сплайсинге  матричной РНК иногда образуется много изоформ одного и того же канала. Несмотря на эту сложность, экспрессия ионного канала, форма потенциала действия и функция клеток в различных типах тканей взаимосвязаны (рис.10).
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Рис. 10 Типы потенциалов действия и соотношение возбудимости с фазами ПД в нервном волокне (а), мышечном поперечнополосатом волокне (б) и в клетке  рабочего миокарда  желудочков сердца (в).
Потенциал действия нервной клетки. Нервные клетки должны возбуждаться быстро и многократно, чтобы передавать по нервной системе электрические импульсы. Передавать информацию другим нервным клеткам или рабочим органам – это основная функция потенциала действия нейронов. Их потенциал действия отражает эту функциональную потребность. Ему свойственны быстрые колебания и короткая продолжительность. Продолжительность спайка от 0,4 до 2 мс. Быстраая активация Na+- каналов обеспечивает крутой подъем кривой потенциала действия. Их почти мгновенная инактивация, сопровождающаяся активацией К+- каналов, обусловливает быстрое развитие реполяризации. При развитии потенциала действия активируются также потенциалзависимые Ca2+- каналы нейронного типа (N- типа), и происходящий при этом вход Ca2+  через пресинаптическую мембрану  запускает выделение нейромедиатора. Ca2+- каналы  N– типа быстро инактивируются, что позволяет следующему потенциалу действия прийти в тот момент, когда медиатор уже не выделяется.  Тем самым достигается дискретность передачи информации.
Потенциал действия волокна поперечнополосатой мышцы по механизму образования и виду практически не отличается от потенциала действия нервной клетки. У него немного меньше крутизна нарастания фазы деполяризации и шире  спайк.  Это связано с функцией потенциала действия в скелетных мышцах. Основная задача этого потенциала действия, быстро возникнув,  быстро распространиться внутрь мышечного волокна и вызвать выход ионов кальция из саркоплазматического ретикулума для мышечного сокращения.
 В клетках миокарда желудочков сердца мембранный потенциал составляет -90мВ. Их потенциал действия в несколько сотен раз длительнее потенциала действия нейронов  (рис.10). Большая продолжительность потенциала действия кардиомиоцита рабочего миокарда желудочков отражает функциональное назначение этих мышечных клеток, которое заключается в сокращении и расслаблении желудочков сердца с относительно небольшой частотой от 60 до 90 сокращений в минуту. Благодаря длительному потенциалу действия, увеличена и фаза абсолютной рефрактерности, которая,  приблизительно,  равна длительности систолы, что не дает миокарду возможности образовывать тетанические сокращения. Сердечная мышца работает в норме  только в режиме одиночного мышечного сокращения, что отличает эту мышцу от  скелетной мышцы.
 Скелетная мышца из-за короткого потенциала действия  способна работать и в режиме одиночного мышечного сокращения, и в режиме тетанических сокращений. Стоит отметить, что вклад потенциалзависимых Na+- и К+- каналов в фазы быстрой деполяризации и реполяризации  потенциала действия кардиомиоцита аналогичен их роли в процессе возбуждения нервных клеток. На плазматической мембране кардиомиоцитов экспрессируется другой тип потенциалзависимых Ca2+- каналов, отличный от обнаруживаемого в нервных клетках. Деполяризация кардиомиоцитов вызывает активацию долговременных (L-тип) потенциалзависимых Ca2+- каналов, которые формируют продолжительный вход Ca2+ из внутриклеточного депо, обеспечивая более длительную деполяризацию и длительную фазу плато потенциала действия. Кроме того, этот приток Ca2+, сопряженный с выходом его из внутриклеточных депо, обеспечивает активирующую концентрацию Ca2+, необходимую для интенсивного сокращения желудочков сердца. Длительность плато в потенциале действия кардиомиоцита желудочков сердца является одним из механизмов регуляции силы сокращения сердца.
Гладкомышечные клетки. Гладкомышечные клетки представлены в различных тканях, в том числе в кровеносных сосудах, мочевом пузыре, матке и желудочно-кишечном тракте. Электрические свойства этих клеток в разных типах тканей значительно различаются. Основные отличия электрических свойств этих клеток от нервных, кардиомиоцитов и волокон скелетной мышцы заключаются в низком содержании Na+- каналов в плазматической мембране и более высоком мембранном потенциале покоя (от-45 до -60мВ). При таком мембранном потенциале потенциалзависимые Na+- каналы (если они есть) в значительной степени инактивированы и не могут участвовать в возбуждении клетки. Таким образом, основную роль в возбуждении гладкомышечных клеток играют потенциал-зависимые  Ca2+- каналы  L – типа. Вход Ca2+- в клетку через кальциевые каналы обеспечивает возникновение потенциала действия и достаточно высокую для мышечного сокращения внутриклеточную концентрацию кальция. Конфигурация этих потенциалов действия может быть растянутой или заостренной. Кроме того, повышение концентрации ионов кальция в большинстве гладкомышечных клеток происходит благодаря не потенциалу действия, а ступенчатым изменениям мембранного потенциала покоя. Характер возбуждения различных видов гладкомышечных клеток отражает их функцию в организме. Некоторые гладкомышечные клетки желудочно-кишечного тракта, участвующие в перестальтике, имеют ритмичные Ca2+- зависимые потенциалы действия. Гладкомышечным клеткам сосудов для поддержания артериального тонуса и предотвращения быстрых перепадов кровяного давления требуется постоянный приток Ca2+. Поэтому в этих клетках поддерживается относительно постоянный уровень потенциала покоя, сопряженного с потенциал-зависимым притоком Ca2+.
2.2.6. Рецепторный, генераторный и постсинаптические потенциалы.
Чувствительные (афферентные) нейроны кроме электровозбудимой мембраны, имеющей Na+- , K+-  и Ca2+-потенциал-зависимые каналы, обладают рецепторной мембраной. Вставочные и эфферентные нейроны на дендритах и соме имеют постсинаптическую мембрану. В структуре рецепторной и постсинаптической мембран есть также  ионные каналы, но их открытие не связано с изменением уровня мембранного потенциала. По функциональной классификации (Сазонов, 2013) их относят к хемоуправляемым (лигандзависимые, рецептор-активируемые, хемочувствительные, лигандуправляемые) и стимул- управляемые (механочувствительные, температурно-чувствительные и др.каналы.).
Стимул-управляемые  каналы открываются под воздействием специфического и адекватного для них стимула (раздражителя). Такие каналы обеспечивают сенсорное восприятие и располагаются в мембране сенсорных рецепторов. Согласно физиологической классификации по механизму генерации потенциала действия все сенсорные рецепторы делятся на первичночувствующие и вторичночувствующие рецепторы. Процесс генерации потенциала действия у первичночувствующих рецепторов складывается из нескольких этапов, которые протекают все на самом сенсорном нейроне. 
1.Специфическое взаимодействие рецепторной мембраны сенсорного нейрона с адекватным раздражителем.

2.Как результат этого взаимодействия открываются ионные каналы и осуществляется вход ионов (чаще всего Na+) в клетку.

3.Как результат входа в клетку ионов происходит изменение мембранного потенциала в сторону локальной деполяризации. Данное изменение мембранного потенциала называется рецепторным потенциалом (РП или ГП).
4. Потом РП электротонически (пассивно) распространяется к аксонному холмику, там суммируется и, если МП достигает Ес,  то возникает ПД, который распространяется по проводящим путям сенсорных систем, вплоть до высших отделов ЦНС.
Вторичночувствующие рецепторы представляют  систему: 
рецепторная клетка и связанный с ней через синапс сенсорный нейрон.  Процесс рецепции в этом типе рецепторов начинается в рецепторной клетке. На мембране рецепторной клетки формируется РП по тому же механизму, что и в первичночувствующем рецепторе, а затем электротонически распространяется к пресинаптической мембране рецепторной клетки и вызывает  выход медиатора. Медиатор связывается с   рецепторами на постсинаптической мембране уже сенсорного нейрона и на ней формируется генераторный потенциал (ГП), который суммируется на аксонном холмике аксона сенсорного нейрона и,  в случае изменения  МП на нем до Ес ,  возникает ПД и он распространяется в ЦНС.
Хемоуправляемые каналы  чаще всего располагаются на постсинаптической мембране и участвуют в формировании постсинаптических потенциалов. Проводимость ионных каналов на постсинаптической мембране зависит только от количества молекул медиатора, связавшихся с молекулами рецептора и, следовательно, от числа открытых ионных каналов (лигандуправляемые каналы). 
Различают возбуждающий постсинаптический потенциал (ВПСП) и тормозный постсинаптический потенциал (ТПСП).  ВПСП возникает в случае сильного  входящего тока ионов натрия и более слабого выходящего тока ионов калия в результате открытия неспецифических каналов при взаимодействии медиатора с соответствующим рецептором на постсинаптической мембране. Амплитуда ВПСП лежит в диапазоне от 100мкВ до 10мВ.   

В зависимости от вида синапса общая продолжительность ВПСП находится в диапазоне от 5мс до 100мс. В зоне синапса локально образовавшийся ВПСП пассивно (электротонически) распространяется по всей постсинаптической мембране клетки.
Эффект трансмиттера (медиатора) определяется тем, какой ионный канал откроется.    Если эти каналы селективно проницаемы только для ионов К+ или  Cl-, то  возникающий ионный ток может сдвинуть имеющийся потенциал покоя мембраны в более отрицательную область и,  тем самым,  противодействовать возбуждению. Этот потенциал тормозит возбуждение клетки и называется тормозным постсинаптическим потенциалом (ТПСП).
ВОПРОСЫ  И СИТУАЦИОННЫЕ ЗАДАЧИ

1.. Строение и транспортная функция клеточных мембран.

1.1. Каковы основные компоненты клеточной мембраны?

1.2. Где расположены мембранные белки?

1.3. Одинаковы ли белки на плазматических мембранах различных типов клеток?

1.4.Чем различается состав внутриклеточной и внеклеточной жидкости?

1.5.Как проникают через клеточную мембрану липофильные (жирорастворимые)
      и гидрофильные (водорастворимые) вещества?

1.6.Перечислите три основных процесса, с помощью которых вещества проникают  через клеточные мембраны?

1.7.Дайте определение простой диффузии.

1.8.Каковы  основные свойства простой диффузии?

1.9. Дайте определение облегченной диффузии.

1.10 Каковы основные свойства облегченной диффузии?

1.11.Что такое осмос?

1.12.Что такое активный транспорт?

1.13.Какие существуют типы активного транспорта?

1.14.Что такое ионный насос?  Какие типы ионных насосов существуют?

2.Электрические свойства клеток.

2.1.Что такое ионный канал?

2.2.Какими свойствами обладает ионный канал?

2.3.Перечислите некоторые типы ионных каналов и опишите их участие в функционировании клетки.

2.4. Что такое раздражимость?

2.5.Что такое возбудимость?

2.6.Дайте определение мембранного потенциала покоя? Каков механизм его возникновения?
2.7.Как рассчитать равновесный потенциал?

2.8.Какие изменения мембранного потенциала существуют?

2.9.Что  такое «катэлектротон»,  «анэлектротон», «катодическая депрессия»?

2.10.Что общего у локального ответа и пассивных изменений мембранного потенциала?

2.11.Чем отличается локальный ответ от пассивных изменений мембранного потенциала?

2.12. Что общего у локального ответа  и потенциала действия?

2.13. Чем отличается локальный ответ от потенциала действия?

2.14. Дайте определение потенциалу действия?

2.15. Основное  условие возникновения потенциала действия?
2.16.Что такое критический уровень деполяризации?

2.17.Что такое порог деполяризации?

2.18. Каков механизм возникновения потенциала действия?

2.19.Почему потенциалы действия нервных, сердечных и гладкомышечных клеток различаются?

2.20.Что называют периодом рефрактерности?

2.21.Каковы фазы периода рефрактерности?

2.22. Возникнет ли распространяющееся возбуждение в нерве, если известно, что мембранный потенциал покоя равен –90 мВ, критический уровень деполяризации на 30% выше, а раздражающий ток сдвигает мембранный потенциал покоя в одном случае на 10мВ, а в другом –на 30мВ?

2.23. Каким образом и на какую величину должен сдвинуться критический уровень деполяризации, чтобы на аноде возникло возбуждение при размыкании постоянного тока, который уменьшил уровень мембранного потенциала покоя на 10мВ? Принять, что исходные уровни мембранного потенциала покоя равен -100мВ; критический уровень деполяризации равен-70мВ.

2.24. Как изменится уровень мембранного потенциала нервного волокна, если заблокировать калиевые каналы?

2.25. Как изменится мембранный потенциал нервного волокна, если заблокировать натриевые каналы?
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

АТФ – аденозинтрифосфорная кислота, нуклеотид, содержащий аденин, рибозу и 3 остатка фосфорной кислоты; универсальный переносчик и основной аккумулятор химической энергии в живых клетках, выделяющейся при переносе электронов в дыхательной цепи после окислительного расщепления органических веществ.

цАМФ – циклическая форма аденозинмонофосфата, вторичный посредник в биохимических процессах клетки.

МП (ПП) – мембранный потенциал покоя (потенциал покоя).
ПД – потенциал действия(мембранный потенциал при возбуждении).
ЛО – локальный ответ.

          ВПСП - возбуждающий постсинаптический потенциал.

ТПСП – тормозный постсинаптический потенциал.

РП – рецепторный потенциал.

ГП- генераторный потенциал.
ЦНС – центральная нервная система.

Деполяризация -  изменение мембранного потенциала покоя к нулю и выше (увеличение мембранного потенциала).
Гиперполяризация – изменение мембранного потенциала в сторону большей отрицательности (уменьшение мембранного потенциала).

Реполяризация- постепенное возвращение к исходному мембранному потенциалу покоя.
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