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РЕФЕРАТ Протон-активируемые ионные каналы (ASICs) широко распространены как в центральной, 
так и в периферической нервной системе позвоночных животных. Однако фармакология этих рецепторов 
изучена недостаточно подробно, и актуальным представляется поиск новых модуляторов ASICs. Недавно 
нами было показано, что некоторые моноамины, являющиеся блокаторами NMDA-рецепторов, способны 
разнонаправленно влиять на протон-активируемые ионные каналы в зависимости от их субъединичного 
состава. Изучено действие 9-аминоакридина, ИЭМ-1921, ИЭМ-2117 и мемантина как на нативные рецеп-
торы, так и на рекомбинантные гомомерные рецепторы ASIC1a, ASIC2a и ASIC3. В представленной работе 
протестировано действие этих четырех соединений на гомомерные каналы ASIC1b. Эксперименты прово-
дили методом локальной фиксации потенциала (patch clamp) в конфигурации «целая клетка» на рекомби-
нантных рецепторах, экспресcированных в культуре клеток линии CHO. Только два из четырех соединений, 
9-аминоакридин и мемантин, ингибировали каналы ASIC1b. Два других, ИЭМ-1921 и ИЭМ-2117, не прояви-
ли активности даже в концентрации 1000 мкМ. В целом, действие соединений на ASIC1b было сходным с их 
действием на ASIC1a. Особенностью гомомерных ASIC1b-каналов является крутой наклон кривой зависи-
мости активации от концентрации агониста, свидетельствующий о кооперативности активации протонами. 
В наших экспериментах кривая концентрационной зависимости ингибирования ASIC1b-каналов 9-ами-
ноакридином также имела крутой наклон (коэффициент Хилла 3.8), в отличие от ингибирования ASIC1а, 
где коэффициент Хилла был близок к единице. Это свидетельствует о том, что действие 9-аминоакридина 
связано с изменениями активационных свойств протон-управляемых каналов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ингибирование, ионные каналы, ASIC, 9-аминоакридин, мемантин, patch clamp, потен-
циация.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ASIC – acid-sensing ion channel – протон-активируемые ионные каналы; ЦНС – 
центральная нервная система; ПНС – периферическая нервная система; GFP – green fluorescent protein – 
зеленый флуоресцентный белок; ИК50 – концентрация, вызывающая 50% ингибирование; pH50 – уровень pH 
среды, при котором достигается 50% максимальной апмлитуды ответа. 

ВВЕДЕНИЕ
Протон – наиболее простой нейротрансмиттер [1], 
действие которого опосредуется через протон-акти-
вируемые ионные каналы (ASICs). ASICs – это потен-
циал-нечувствительные каналы, которые относятся 
к суперсемейству дегенерин/эпителиальных натри-
евых каналов (DEG/ENAC) и активируются в ответ 
на закисление внеклеточной среды. На данный мо-
мент идентифицировано четыре гена (accn1–4), коди-
рующих шесть различных субъединиц ASIC: ASIC1a 
и ASIC1b – продукты альтернативного сплайсинга 
гена accn2, ASIC2a и ASIC2b – продукты альтер-
нативного сплайсинга гена accn1, а также субъеди-

ницы ASIC3 и ASIC4 [2]. Функционально активный 
канал может быть как гомо-, так и гетеротримерным 
[3], при этом только субъединицы ASIC1a, ASIC1b, 
ASIC2a и ASIC3 способны образовывать функциони-
рующий гомомерный канал. 

В центральной нервной системе экспрессируются 
субъединицы ASIC1a, ASIC2a и ASIC2b, преимуще-
ственно в таких областях, как гиппокамп, миндале-
видное тело, мозжечок, полосатое тело, кора боль-
ших полушарий и обонятельные луковицы [4–10]. 
В периферической нервной системе преобладают 
субъединицы ASIC1b и ASIC3, их можно встре-
тить в чувствительных нейронах задних корешков 
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спинного мозга, тройничного и блуждающего не-
рвов. Стоит отметить, что только ASIC3 способны 
давать стационарный ток в ответ на понижение pH. 
Эта разновидность протон-активируемых каналов, 
как и ASIC1b, отвечает за восприятие болевых сти-
мулов, сопровождающих воспаление, переломы, опу-
холи, гематомы и послеоперационные раны, а также 
участвует в механорецепции [11, 12]. В центральной 
нервной системе ASICs вовлечены в такие важные 
физиологические процессы, как синаптическая пере-
дача, синаптическая пластичность, память, обучение 
[13], страх и депрессия [14], наркотическая зависи-
мость [15] и хемочувствительность [16].

Несмотря на широкое распространение протон-
активируемых каналов как в ЦНС, так и в ПНС, 
фармакология этих рецепторов изучена слабо. Так, 
на настоящий момент известно, что только гомо-
меры ASIC1a и ASIC3 могут специфически бло-
кироваться псалмотоксином 1 (PcTX1) – токсином 
из яда южноамериканского тарантула Psalmopoeus 
cambridgei [17] и токсином APETx2 из яда морской 
анемоны Anthopleura elegantissima [18] соответствен-
но. При этом специфичность псалмотоксина 1 теря-
ется с увеличением концентрации: в концентрации 
выше 3 нМ он также способен блокировать гетеро-
меры ASIC1a/2b, а в концентрации более 100 нМ вы-
зывает потенциацию ASIC1b [19]. Самый известный 
блокатор протон-активируемых каналов амилорид 
[20] действует на все типы ASICs, а также на другие 
натриевые каналы из семейства DEG/ENAC [21]. 
Все попытки синтезировать более специфические 
структуры на основе амилорида, содержащие одну 
или две амидиновые группы, не дали желаемых ре-
зультатов [22, 23]. Говоря о специфичности, следует 
упомянуть синтетическое соединение 2-гуанидин-
4-метилкуиназолин (GMQ), способное избирательно 
активировать гомомеры ASIC3, взаимодействуя с ли-
гандсвязывающим доменом, отличным от протон-
связывающего [24]. Таким образом, на сегодняшний 
день фармакологических инструментов, способных 
дифференцировать разные подтипы протон-активи-
руемых ионных каналов, крайне мало, и поиск новых 
специфических блокаторов/активаторов представ-
ляет актуальную задачу.

Недавно нами было показано, что четыре различ-
ных блокатора NMDA-рецепторов (рис. 1А), а имен-
но, 9-аминоакридин [25], ИЭМ-1921 [26, 27], мемантин 
[28] и ИЭМ-2117 [29, 30] способны разнонаправленно 
модулировать работу протон-активируемых ионных 
каналов в зависимости от их субъединичного соста-
ва [31]. Так, 9-аминоакридин (9АА), ИЭМ-2117 и ме-
мантин в разной степени ингибировали гомомеры 
ASIC1a; ИЭМ-1921 не оказывал никакого действия 
даже в концентрации 1000 мкМ. Ответы ASIC2a, 

напротив, потенцировались ИЭМ-1921, ИЭМ-2117 
и мемантином и не изменялись при действии 9АА. 
Влияние протестированных соединений на ASIC3 
было более сложным, ввиду наличия пикового и ста-
ционарного компонентов тока через эти каналы. 
ИЭМ-1921 и 9-аминоакридин потенцировали устой-
чивый компонент, но ингибировали пиковый. ИЭМ-
2117 и мемантин потенцировали оба компонента от-
вета. При этом ИЭМ-2117 был наиболее активным 
потенциатором и, кроме того, активировал ASIC3-
каналы в нейтральной среде (pH 7.4), вызывая ста-
ционарный ток.

В настоящей работе мы изучили действие четырех 
описанных соединений на гомомерный канал, обра-
зуемый субъединицей ASIC1b, которая, как и субъе-
диница ASIC1a, является продуктом альтернативно-
го сплайсинга гена accn2. Этот канал интересен еще 
и тем, что имеет очень характерную кривую актива-
ции с высоким коэффициентом Хилла (nH

), равным 
4.8 [32]. Анализ действия потенциаторов/ингибито-
ров на рецепторе с подобной характеристикой может 
помочь проверить гипотезу о возможном механизме 
действия лигандов за счет увеличения/снижения 
сродства протонов к протонсвязывающему сайту 
ASICs. Мы показали, что действие гидрофобных мо-
ноаминов на ASIC1b подобно их действию на ASIC1а 
за исключением того, что концентрационная кривая 
ингибирования 9АА имеет значительно больший ко-
эффициент Хилла по сравнению с ASIC1а.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки линии CHO (культура клеток эпите-
лия яичника китайского хомячка) культивиро-
вали в CO

2
-инкубаторе при 37°С и 5% CO

2
. Среда 

для роста клеток состояла из раствора DMEM/F12 
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) с добавлени-
ем 10% эмбриональной коровьей сыворотки и 1% 
стрептомицина/пенициллина. Трансфекцию кле-
ток плазмидами проводили при помощи реагента 
«Липофектамин 2000» (Invitrogen, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Плазмида, не-
сущая конструкцию rASIC1b-pECFP-C1, любезно 
предоставлена А. Старущенко. Клетки линии CHO 
высевали на стекла площадью не более 25 мм2, рав-
номерно распределенные по дну чашки Петри диа-
метром 35 мм. Для экспрессии гомомерных кана-
лов ASIC1b клетки трансфицировали плазмидой 
(0.5 мкг), несущей ген ASIC1b, совместно с плаз-
мидой (0.5 мкг), кодирующей флуоресцентный бе-
лок GFP. Электрофизиологические эксперимен-
ты проводили через 36–72 ч после трансфекции. 
Трансфицированные клетки детектировали по зеле-
ному свечению при помощи микроскопа Leica DM IL 
(Leica Microsystems, Германия). 
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Токи, вызванные быстрым закислением сре-
ды, регистрировали при помощи метода локальной 
фиксации потенциала (patch clamp) в конфигура-
ции «целая клетка». Для этого использовали усили-
тель EPC-8 (HEKA Electronics, Германия); сигнал 
фильтровали в полосе частот 0–5 кГц, оцифровы-
вали с частотой дискретизации 1 кГц и записывали 
на персональный компьютер при помощи программ-
ного обеспечения Patchmaster того же производите-
ля (HEKA Electronics, Германия). Все эксперименты 
проводили при комнатной температуре (23–25°С). 
Микропипеточный раствор содержал (в мМ): CsF 
100, CsCl 40, NaCl 5, CaCl

2
 0.5, EGTA 5, HEPES 10 

(pH доводили до 7.2, добавляя CsOH). Внеклеточный 
раствор содержал (в мМ): NaCl 143, KCl 5, CaCl

2
 

2.5, D-глюкоза 10, HEPES 10, MES 10 (pH доводили 
до 7.35, добавляя NaOH). Все растворы фильтровали 
через мелкопоровые целлюлозные мембраны при по-
мощи вакуумного стеклянного фильтра (Sartorius 
AG, Германия). 

Растворы с низкими значениями pH, которые 
использовали для активации каналов, готови-
ли из базового внеклеточного раствора, добавляя 
HCl. Тестируемые моноамины были синтезирова-
ны ранее по заказу нашей лаборатории В.Е. Гмиро 
в НИИ Экспериментальной медицины города Санкт-
Петербурга. Для получения маточного раствора 
моноамина с концентрацией 5 × 10-2 М навеску его 
кристаллической формы растворяли в бидистилли-
рованной воде. Далее нужный объем маточного рас-
твора добавляли к рабочим растворам с разными 
значениями рН. При приготовлении растворов моно-
аминов в каждом конкретном случае проверяли pH 
полученной смеси, при обнаружении сдвига доводи-
ли рН до необходимого значения при помощи 0.1 н. 
раствора HCl или 0.2 н. раствора NaOH. Для подачи 
тестовых соединений использовали многоканальную 
систему быстрой аппликации веществ ALA-VM8 
(ALA Scientific Instruments, США). Интервал между 
тестовыми аппликациями составил 60 с. 

Все данные представлены в виде «значе-
ние ± стандартное отклонение», определенном 
на основе, как минимум, пяти экспериментов. 
Статистическую значимость эффектов оценивали 
при помощи парного t-теста с p = 0.05 (значение ам-
плитуды ответа в присутствии тестируемого соеди-
нения относительно контроля). Форму ответа анали-
зировали путем измерения времени нарастания тока 
с 10 до 90% от максимальной амплитуды и расчетом 
постоянной времени спада ответа при помощи моно-
экспоненциальной аппроксимации по методу наи-
меньших квадратов. 

Для наглядности оценки изменения кинетики от-
вета под действием изучаемых соединений применя-

ли метод нормализации токов по амплитуде (рис. 2). 
Для этого вычисляли соотношение контрольного тока 
в ответ на pH и тока в присутствии исследуемого со-
единения. Меньший по амплитуде ток перемножали 
на полученное отношение и в результате получали 
ответы, равные по амплитуде. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Уменьшение pH внеклеточной среды от исходно-
го уровня 7.35 приводило к появлению транзиент-
ных токов в клетках, несущих плазмиду ASIC1b. 
Пороговые токи, превышающие уровень шума более 
чем в 2 раза (40–100 пA), наблюдали при предъяв-
лении раствора с рН 6.8. При снижении рН раство-
ра до 6.5 (рис. 3А,Б) регистрировались токи до 1 нА. 
Такое резкое увеличение ответа связано с высоким 
углом наклона кривой активации (nH 

= 4.9 ± 0.2; pH
50 

6.3 ± 0.2, n = 5) (рис. 3А). Эти данные согласуются 
с опубликованными ранее [32]. Классический блока-
тор протон-активируемых ионных каналов амилорид 
(30 мкМ) блокировал токи на 53 ± 7% (n = 6) при со-
вместной аппликации с раствором, имеющим рН 6.2. 
Кинетика спада ответа вследствие десенситизации 
рецепторов (τ = 0.67 ± 0.12 с, n = 5) также соответ-
ствовала ранее опубликованным данным.

Ни одно из четырех исследованных соединений 
не вызывало токов в нейтральной среде даже в вы-
соких концентрациях (данные не приведены).

ИЭМ-1921 и ИЭМ-2117
Поскольку ASIC1b и ASIC1a – это два варианта аль-
тернативного сплайсинга одного и того же гена accn2, 
можно было предполагать, что действие исследуе-
мых соединений на ASC1b будет сходным с действи-
ем на ASIC1a. Однако это предположение оказа-
лось верным только для некоторых из соединений. 
Как и в случае с ASIC1a, производное фенилцикло-
гексила ИЭМ-1921 не проявило активности в отноше-
нии ASIC1b-каналов в диапазоне концентраций от 10 
до 1000 мкМ. Так же вел себя и ИЭМ-2117 (рис. 1Б), 
хотя в случае с ASIC1a он проявил себя как слабый 
ингибитор: 1000 мкМ соединения вызывали умень-
шение ответа на 34 ± 10% (n = 7). 

Мемантин
Единственный применяемый в клинике блокатор 
NMDA-рецепторов [33], мемантин, не оказывал дей-
ствия на гомомеры ASIC1b в концентрациях ниже 
100 мкМ. Однако в более высоких концентрациях ме-
мантин проявил себя как слабый ингибитор. Так, ме-
мантин в концентрации 300 мкМ ингибировал 19 ± 6% 
(n = 5) тока, а аппликация 1000 мкМ соединения при-
водила к снижению амплитуды ответа на 44 ± 16% 
(n = 5) относительно контроля (рис. 1Б). Поскольку 
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насыщающая концентрация соединения не была до-
стигнута, измерить параметр ИК

50 
не представля-

лось возможным. Помимо ингибирующего эффекта, 
1000 мкМ мемантина вызывали уменьшение посто-
янной времени спада ответа с 0.50 ± 0.12 c (n = 6) 
до 0.15 ± 0.02 с (n = 5) (рис. 2А). Подобное изменение 

формы ответа наблюдалось нами ранее и для гомо-
меров ASIC1a.

9-аминоакридин
9АА оказался наиболее активным ингибитором 
ASIC1b-каналов. 1000 мкМ 9АА снижали амплитуду 

Рис. 1. Действие гидрофобных моноаминов на ASIC1b. А – химические структуры исследованных соединений. 
Б – примеры токов в контроле (черным) и в присутствии 1000 мкМ исследуемых соединений

А

Б

ИЭМ-2117 ИЭМ-1921 9-аминоакридин Мемантин

pH 6.2 pH 6.2 pH 6.2 pH 6.2

Контроль Контроль
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Рис. 2. Изменение кинетики ответа при действии 1000 мкМ мемантина (А) и 1000 мкМ 9АА (Б). Серая линия пред-
ставляет ответ в присутствии ингибитора, нормализованный по амплитуде до уровня контрольного ответа. Видно, 
что мемантин, будучи слабым ингибитором, сильно уменьшает постоянную времени спада тока, что выглядит 
как резкое сужение ответа. 9АА, напротив, расширяет ответ за счет увеличения этой постоянной. В – примеры 
токов в ответ на более низкую (красный) и более высокую (черный) концентрацию протонов. При нормализации 
(серый) ответов по амплитуде видно расширение ответа как и в случае с 9АА (Б)
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ответа на 86 ± 10% (n = 7) при совместной апплика-
ции с раствором, имеющим pH 6.2 (рис. 1Б). ИК

50
 со-

ставила 440 ± 20 мкМ (n = 7) (рис. 3В). Интересной 
особенностью действия 9АА на каналы ASIC1b было 
резкое усиление ингибирующего эффекта при не-
большом увеличении концентрации соединения, 
т.е. коэффициент Хилла был высок (3.8 ± 0.5, n = 5) 
(рис. 3В). Кривая чувствительности ASIC1b к агони-
сту также характеризуется высоким коэффициентом 
Хилла (см. выше). Кривые активации и ингибирова-
ния каналов ASIC1а 9-аминоакридином имели ко-
эффициент Хилла 1.2 ± 0.3 (n = 5) и 1.3 ± 0.3 (n = 5) 
соответственно.

9АА существенно изменял форму ответа ASIC1b 
на закисление (рис. 2Б). В присутствии 9АА кинети-

ка ответа становилась более медленной, время на-
растания тока увеличивалось с 0.15 ± 0.02 с (n = 5) 
в контроле до 0.48 ± 0.12 с (n = 5) в присутствии 1000 
мкM 9АА. Постоянная времени спада ответа также 
существенно увеличивалась (τ = 0.67 ± 0.12 с, n = 5 
в контроле и τ = 1.2 ± 0.2 с, n = 5 в присутствии 9АА). 
Такой эффект может вызываться асинхронностью 
активации каналов, что типично для действия низ-
ких концентраций агониста. Действительно, подоб-
ное различие наблюдается при активации ASIC1b 
закислением до рН 6.5 и 5.5 (рис. 2В), т.е. можно пред-
полагать, что в присутствии 9АА сродство канала 
к протонам падает. Поэтому ответ на раствор с рН 6.2 
в присутствии 9АА по амплитуде и форме становит-
ся подобным ответу на раствор с рН 6.5.

Рис. 3. Взаимосвязь между активацией ASIC1a и ASIC1b и их ингибированием 9АА. А – кривые pH-зависимости 
амплитуды ответов для ASIC1a (черные точки) и ASIC1b (красные точки). Б – примеры токов через каналы 
ASIC1b при разных pH. Интервал между аппликациями 60 с. В – кривые концентрационной зависимости действия 
9АА на ASIC1a (черные точки) и ASIC1b (красные точки). Г – примеры токов через ASIC1b-каналы в ответ на pH 
6.2 в присутствии разных концентраций 9АА
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Рис. 4. Действие 9АА на каналы ASIC1b в зависимости от уровня их активации. Примеры токов через ASIC1b-
каналы в ответ на разные pH в отсутствие и в присутствии 500 мкМ 9АА. В блоках вынесены увеличенные нало-
жения токов при предъявлении раствора с pH 6.5 (нижний блок) и с pH 5.0 (правый блок). Видно, что при низкой 
концентрации агониста (pH 6.5) процент ингибирования достигает практически 100% (красная линия). При насы-
щающей концентрации агониста (pH 5.0) ингибирующий эффект резко снижается
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Поскольку действие 9-аминоакридина на гомо-
меры ASIC1a характеризовалось выраженной pH-
зависимостью (ослабление ингибирования при умень-
шении значения активирующего pH), мы решили 
проанализировать этот эффект и на ASIC1b-каналы. 
В условиях относительно низкой концентрации про-
тонов (pH 6.5) наблюдалось практически полное пода-
вление ответа (на 92 ± 3%, n = 7). При более сильном 
закислении (pH 5.0) выраженность эффекта снижа-
лась до 28 ± 8% (n = 5) (рис. 4). Это обстоятельство 
свидетельствует в пользу гипотезы о снижении срод-
ства протонов к рецептору как возможному механиз-
му действия 9АА на ASIC1b-каналы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Как и можно было предполагать, действие гидро-
фобных моноаминов на гомомеры ASIC1b во мно-
гом напоминает их действие на гомомеры ASIC1a. 
Производное фенилциклогексила ИЭМ-1921 никак 
не влияло на активность обоих каналов. Мемантин 
и 9АА оказывали выраженное ингибирующее дей-
ствие при совместной аппликации с кислым раство-
ром. Как и в случае с ASIC1a, мемантин не только 

снижал амплитуду ответа, но и сильно уменьшал 
постоянную времени спада тока. 9АА оказался 
наиболее активным ингибитором: в концентрации 
1000 мкМ вызывал 86 ± 10% (n = 7) ответа через 
ASIC1b и 77 ± 9% (n = 6) через ASIC1a. Действие 9АА 
характеризовалось выраженной pH-зависимостью 
в обоих случаях – ингибирующий эффект заметно 
уменьшался в условиях насыщающей концентра-
ции агониста. Только ИЭМ-2117 показал некоторую 
субъединичную специфичность и не ингибировал го-
момеры ASIC1b. Несмотря на небольшие различия 
в действии исследованных соединений на два род-
ственных гомомера, можно заключить, что альтер-
нативный сплайсинг не оказывает прямого влияния 
на действие гидрофобных моноаминов. 

Сделать окончательные выводы о механизме дей-
ствия исследованных соединений на ASIC-каналы 
на данном этапе не представляется возможным. 
Вероятно, существуют различия в механизмах дей-
ствия мемантина и 9АА, поскольку эти соединения 
по-разному меняют форму ответа на закисление 
(рис. 2A,Б). Действие мемантина (уменьшение посто-
янной времени спада) напоминает действие блокато-
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ров открытого канала или промоторов десенситиза-
ции. Действие 9АА связано, возможно, с изменением 
сродства к протонам. Аргументами в пользу этой 
гипотезы являются: (1) корреляция между коэф-
фициентами Хилла для активации каналов и их 
ингибирования 9АА (pис. 3A,В) и (2) аналогия меж-
ду изменением формы ответа в присутствии 9АА 
и при активации канала небольшим закислением 
(pис. 2Б,В). Для более точных выводов о механиз-
мах и сайтах связывания гидрофобных моноаминов 
с ASICs требуются дополнительные исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе в дополнение к полученным 
ранее результатам мы показали, что классические 
блокаторы NMDA-рецепторов способны модули-
ровать работу всех функционально активных го-
момеров ASIC, и направленность эффекта зависит 
от субъединичного состава рецептора. Важно от-
метить, что все исследованные соединения имеют 
крайне простую химическую структуру, состоя-
щую из одной аминогруппы и гидрофобного «ядра». 
Такая структура в корне отличается от амидин-
содержащих производных амилорида и других 

известных модуляторов протон-активируемых 
ионных каналов. Этот факт позволяет отнести ги-
дрофобные моноамины к новому классу лигандов 
ASICs. Кроме того, это позволяет предположить, 
что ASICs могут служить мишенью для многих 
уже используемых в клинике лекарств (напри-
мер, трициклических антидепрессантов, некото-
рых психотропных соединений), а также для эндо-
генных моноаминов и их производных. Последнее 
предположение крайне важно для определения 
физиологической роли протон-активируемых ион-
ных каналов в ЦНС. Как сказано выше, ASICs име-
ют высокий уровень экспрессии во всех наиболее 
значимых для жизнедеятельности отделах мозга. 
Однако диапазон pH, в котором эти каналы акти-
вируются, не реализуется в нормальных физиоло-
гических процессах. Следовательно, высока веро-
ятность существования эндогенных активаторов/
модуляторов этих каналов. Поиск таких эндогенных 
аминов представляется перспективным. 
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