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Одной из важнейших задач современной клеточной биологии является определение не 
только концентраций различных внутриклеточных ионов, в частности кальция, но и ди-
намики изменений этих параметров. Определение концентраций кальция внутри клет-
ки или даже ее отдельных органелл возможно с использованием нескольких экспери-
ментальных подходов – электронной микроскопии, электрофизиологических методик, 
флуо ресцентно-оптических методов и ряда других. Кальций в клетке находится в сво-
бодном (ионизированном) и связанном состоянии. Локальные быстрые изменения уров-
ня Са2+ в определенных локусах являются индивидуальными квантами интегрального 
осцилляторного кальциевого сигнала, определяющего многие функции клетки. Разделе-
ние кальциевых потоков в различных клеточных компартментах и выяснение роли тех 
или иных кальциевых рецепторов и каналов в плазматической мембране и мембранах 
внутриклеточных органелл позволяет подойти к определению вклада соответствующих 
событий в регуляцию физиологических функций клетки, например синаптической пла-
стичности нейрона. В данном обзоре описаны методические подходы для определения 
концентрации кальция и величины его потоков, что позволяет охарактеризовать отдель-
ные компоненты кальциевой сигнализации и выявить их роль в регуляции различных 
функций возбудимых клеток. 
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ВВЕДЕНИЕ

Кальций является важнейшим сигнальным ионом, 
и изменения его концентрации обеспечивают ре-
гуляцию многочисленных клеточных процессов 
(возбуждения, мышечного сокращения, высвобож-
дения медиаторов, синаптической пластичности, 
экспрессии генов, апоптоза). Характеристики каль-
циевых сигналов определяются функционировани-
ем сложного комплекса молекулярных механизмов 
– ионных каналов, кальцийсвязывающих белков, 
каналов высвобождения кальция из внутриклеточ-
ных депо, а также обменников (или помп), обе-
спечивающих вывод кальция из цитозоля клетки. 
В передаче кальциевых сигналов существенную 
роль играют внутриклеточные структуры, ответ-
ственные за перемещение ионов Са2+. В возбуди-
мых клетках (нервных, мышечных и секреторных) 

вызванный деполяризацией вход кальция вызыва-
ет дополнительное увеличение концентрации его 
ионов за счет высвобождения из кальциевых депо, 
что оказывает регулирующее воздействие на со-
ответствующие клеточные функции как локаль-
но, так и в клетке в целом [1, 2]. В наиболее об-
щем виде кальций часто рассматривается как агент, 
действующий на внутриклеточные процессы путем 
изменения внутриклеточной концентрации ион-
ной формы этого элемента ([Ca2+]i) – уровня сво-
бодного кальция. Этот показатель изменяется от  
50 нМ в состоянии покоя до порядка 10 мкМ на пи-
ках ряда физиологических сигналов [3]. В процессе 
реализации различных физиологических процес-
сов и после стимуляции разной природы происхо-
дят кратковременные (транзиентные) существен-
ные повышения [Ca2+]i.

Вход Са2+ из внеклеточной среды осуществляет-
ся при активации потенциалуправляемых кальци-
евых каналов (voltage-gated Ca2+ channels, VGCC), 
каналов ионотропных глутаматных (NMDA) и аце-
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тилхолиновых рецепторов, а также каналов транзи-
ентного рецепторного потенциала (TRPV-каналов) 
плазматической мембраны. Основной внутрикле-
точной структурой, которая воспринимает и об-
рабатывает кальциевые сигналы, поступающие от 
кальциевых каналов плазматической мембраны, 
является эндоплазматический ретикулум (ЭР); со-
ответствующая структура в мышечных волокнах 
обозначается как саркоплазматический ретикулум 
(СР). Высвобождение кальция из внутриклеточных 
депо имеет вид осцилляций и зависит от активно-
сти каналов в мембранах кальцийсвязывающих кле-
точных органелл (ЭР или СР, митохондрий, аппа-
рата Гольджи, ядра). Дополнительное увеличение 
цитозольной концентрации кальция посредством 
выброса из ЭР/СР происходит за счет открывания 
каналов инозитол-3-фосфатных рецепторов (IP3R) 
и/или рианодиновых рецепторов (RyR). Этот про-
цесс можно разделить на два этапа. Первым являет-
ся опосредованное RyR или IP3R локальное высво-
бождение кальция из ЭР/СР, вызванное быстрым 
входом ионов кальция через VGCC или NMDA-
рецепторы плазматической мембраны. Второй этап 
соответствует процессу распространения кальцие-
вого сигнала по всей клетке при активации сосед-
них каналов (например, RyR) под действием са-
мого диффундирующего кальция. Это приводит к 
более глобальным эффектам – увеличению [Са2+]i  
в пределах всей клетки или отдельных клеточных 
компартментов [4].

В клетке различают три пула кальция – пулы 
свободного (или ионизированного) кальция (Са2+), 
хелатированного (связанного с белками) и вну-
триорганельного кальция. Иногда используется и 
такое понятие, как концентрация общего кальция  
(т. е. свободного и связанного).

Важно отметить, что кальций, поступающий 
в клетку или высвобождающийся из кальциевых 
депо, интенсивно связывается с цитозольными бел-
ками, такими как тропонин, парвальбумин, каль-
модулин, кальретинин, кальцийнейрин и другими. 
Существенной буферной емкостью в отношении 
кальция обладает также АТФ, способный связы-
вать значительное количество его ионов. В клеточ-
ные органеллы (ЭР или СР) кальций поступает за 
счет активности сарко/эндоплазматической АТФазы  
(SERCA), на что расходуется энергия, получае-
мая при гидролизе АТФ. Внутри органелл кальций 
может также связываться с буферными белками –  
кальсеквестрином и кальретикулином. Дополни-
тельным важным механизмом, поддерживающим 

низкие значения [Ca2+]i, является натрий-кальцие-
вый обменник, который выводит ионы Са2+ из ци-
топлазмы, используя энергию натриевого электро-
химического градиента.

Поскольку кальциевые сигналы на периферии и 
в центре клетки (или внутри клеточных органелл) 
могут значительно различаться, то очень важно не 
только определять концентрацию кальция в том 
или ином локусе, но и выяснять пространственные 
и временны́е характеристики соответствующих из-
менений данной величины. При этом необходимо 
не только разделять кальциевый сигнал на потоки 
кальция, идущие между различными клеточными 
компартментами, но и определять характеристики 
указанных потоков.

Сначала опишем методические подходы, кото-
рые позволяют определять концентрацию Ca2+ вну-
три клетки в целом или в отдельных клеточных ор-
ганеллах.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ [CА2+]I С ПОМОЩЬЮ 
ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ

Электронная микроскопия (ЭМ) с использовани-
ем волно- и/или энергодисперсионных приста-
вок позволяет устанавливать концентрацию иона 
в определенном локусе посредством рентгено-
спектрального анализа. В основу рентгеновско-
го микроанализа элементов положена физическая 
закономерность, заключающаяся в том, что при бом-
бардировании объекта электронным лучом длина 
волны и интенсивность возникающего рентгенов-
ского излучения определяются атомным номером 
и электронной структурой атомов. Под действием 
упомянутого облучения происходит удаление элек-
тронов из внутренних оболочек атома. Электроны 
из внешних оболочек «перескакивают» на вакант-
ные места, высвобождая избыточную энергию в 
виде кванта рентгеновского излучения или переда-
вая такую энергию другому электрону из внешних 
оболочек. По значениям энергии и количеству ис-
пущенных в ходе таких процессов квантов судят о 
количественном и качественном составе анализи-
руемого вещества. Количественный анализ прово-
дится путем сравнения числа испущенных квантов 
рентгеновского излучения с таковым от эталонного 
образца (определенного материала). ЭМ дает ста-
тичную картину (при этом отсутствует временнóе 
разрешение), но описанный подход все же позволя-
ет регистрировать изменения, сопутствующие тем 
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или иным физиологическим процессам. Это может 
обеспечиваться посредством быстрой криофикса-
ции исследуемого материала. Одним из ограниче-
ний описанного метода является то, что в данном 
случае определяется концентрация общего Ca2+, 
а не свободного или связанного. Существуют не-
сколько вариаций указанного метода.

Энергодисперсионная рентгеновская спектро-
скопия (ЭРС) является методом элементного анали-
за вещества, базирующимся на определении энер-
гии эмиссии его рентгеновского спектра. В основу 
дисперсионного метода положено измерение длин 
волн и интенсивности излучения с использованием 
спектрометра. В качестве эталонного датчика рент-
геновского излучения используют кристалл-анали-
затор (слюда, кварц, фтористый литий), с помощью 
которого можно выявить характерное излучение 
весьма большого количества элементов – от натрия 
до урана. Это позволяет количественно определять 
общую концентрацию Ca2+ и других ионов (напри-
мер, Na+ и K+) и их распределение в клеточных ком-
партментах [5–9]. 

Средняя величина общей концентрации кальция 
внутри ЭР нейронов ЦНС, определенная с помо-
щью данного метода, составляла 5.1 ± 1.1 ммоль/кг  
сухого веса, или же 1.3 ± 0.3 мМ (если считать, что 
содержание воды составляет 85 %) [10]. После раз-
дражения пачкой высокочастотных стимулов кон-
центрация Ca2+ внутри ЭР подобных клеток уве-
личивалась до 3.7 мМ [10]. Усредненное значение 
общей концентрации кальция в цитозоле равня-
лось 0.7 ммоль/кг сухого веса, что соответствует 
120 мкМ [8]. Как известно, концентрация свободно-
го Ca2+ в большинстве нейронов в состоянии покоя 
составляет около 100 нМ [3]. Согласно этим дан-
ным можно получить отношение концентрации об-
щего кальция к концентрации свободного – порядка 
1200. В активном состоянии клетки (т. е. после ин-
тенсивной стимуляции), когда уровень свободного 
Ca2+ увеличивается до 1 мкМ, а содержание общего 
цитозольного кальция до 0.8 мМ [10], данное соот-
ношение составляет 800. Сопоставимые значения 
были получены и в других исследованиях. Так, ука-
зывалось, что соотношение связанного и свободно-
го кальция составляет около 1000 [11], хотя эта ве-
личина не является постоянной. Таким образом, 
определив содержание общего кальция при помо-
щи ЭРС, можно примерно оценить концентрацию 
свободного кальция (разделив первый показатель 
на коэффициент 103).

Другим подходом является спектроскопия энер-
гетических потерь электронов [12]. Эта методика в 
три-четыре раза более чувствительна по сравнению 
с ЭРС; она позволяет оценивать уровни кальция в 
пределах от 0.2 до 20 мМ [13] и обеспечивает луч-
шее пространственное разрешение.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ 
КАЛЬЦИЯ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ЕГО 
РАДИОАКТИВНОГО ИЗОТОПА

Концентрация кальция внутри клетки или даже в 
отдельных органеллах может быть определена по-
средством измерения активности его радиоактив-
ного изотопа – 45Са. Анализ кинетики поглощения 
45Са или кривых десатурации позволяет получать 
информацию о распределении данного элемента в 
различных клеточных компартментах и определять 
скорость его перераспределения между такими 
компартментами. Подобные исследования должны 
производиться в стационарных состояниях. Опре-
деление быстрых изменений кальциевого потока 
при входе или выходе кальция из клетки по дан-
ному методу может быть произведено посредством 
фракционного анализа. В этом случае возможно 
определить амплитуду и кинетические параметры 
кальциевого сигнала, но из-за временны́х ограни-
чений метода актуальную скорость потока кальция 
установить не удается [14, 15]. При использовании 
указанного метода также присутствует ошибка, 
связанная с трудностью определения конкретно-
го компартмента, в котором происходят изменения 
уровня кальция; невозможность точно идентифи-
цировать анатомическую структуру объекта замет-
но ограничивает возможности соответствующих 
определений.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ [CА2+]i  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
КАЛЬЦИЙЧУВСТВИТЕЛЬНОГО 
ЭЛЕКТРОДА

Концентрация свободного кальция в клетке мо-
жет быть измерена потенциометрически с приме-
нением кальцийчувствительного электрода. Чув-
ствительность таких электродов лежит в диапазоне  
1 нМ – 100 мМ. Данный метод очень удобен для 
определения [Ca2+]i в стационарных условиях, на-
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пример в растворах для калибровки. Поскольку 
время реакции электрода на изменения [Ca2+]i со-
ответствует примерно 1 с, то и этот метод не мо-
жет быть использован для исследования быстрых 
изменений концентрации кальция. Конструктив-
но кальцийчувствительный электрод в общем виде 
включает в себя липофильную мембрану, разделя-
ющую два водных отсека. В одном из них находит-
ся эталонный раствор с известной концентрацией 
Ca2+, а в другой – исследуемый раствор. Из послед-
него раствора ионы кальция попадают в другой от-
сек (эталонный), что приводит к появлению потен-
циала на мембране, пропорционального разнице 
концентраций. Величина его может быть рассчи-
тана по уравнению Нернста: ∆V = 28 log(с / сref), 
где ΔV – разность потенциалов, cref – концентрация 
Са2+ в эталонном растворе, а с – данный параметр 
в исследуемом растворе [16]. Кальцийчувствитель-
ный электрод может быть конструктивно выпол-
нен как микроэлектрод с толщиной кончика 0.5– 
10 мкм. Отрицательным аспектом свойств тако-
го микроэлектрода является наличие значительно-
го шума, наложенного на полезный сигнал; кроме 
того, существуют заметные проблемы с калибров-
кой [17].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ [CА2+]i  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  
МЕТОДИКИ ПЭТЧ-КЛЭМП

Ток, обусловленный проходом иона через канал 
плазматической мембраны, может быть измерен с 
применением метода пэтч-клэмп, т. е. фиксации 
потенциала на микроучастке мембраны и регистра-
ции тока. Если при этом известна величина тока, то 
локальная концентрация кальция может быть рас-
считана как 1 c I dtf � �� Ca , где сf – константа Фара-

дея, а IСa – ток через кальциевые каналы клетки. 
Данный подход был использован для калибровки 
кальцийчувствительного флуоресцентного индика-
тора. При этом в миоцитах желудочка миокарда по-
средством электрофизиологических измерений ве-
личины кальциевого тока через одиночный 
кальциевый канал L-типа был откалиброван флуо-
ресцентный индикатор Fluo-4, что позволило полу-
чить точные значения величины миниатюрного 
кальциевого сигнала с применением конфокально-
го cканируещего микроскопа [18]. Низкоаффинный 

кальциевый индикатор может использоваться для 
оптического измерения кальциевого тока в преси-
наптическом бутоне; это было продемонстрирова-
но при сравнении величин оптического сигнала и 
протекающего тока [19].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ [CА2+]i 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ МИКРОСКОПИИ

Если для исследования кальциевой сигнализации 
в клетке необходимо высокое временнóе разре-
шение, применяются флуоресцентный микроскоп 
и кальциевые флуоресцентные индикаторы. При 
этом можно использовать обычный флуоресцент-
ный микроскоп, оборудованный фотоэлектронным 
умножителем или CCD-камерой, или же высоко-
скоростной сканирующий конфокальный микро-
скоп.

Флуоресцентный метод не позволяет получить 
прямую величину [Ca2+]i, а отображает то количе-
ство ионов кальция, которое связывается с краси-
телем. Концентрация свободного Ca2+ рассчитыва-
ется по величине интенсивности флуоресценции 
красителя по приведенной ниже формуле. С ис-
пользованием привязки измеряемого сигнала к об-
ласти высвобождения Ca2+ из внутриклеточного 
депо или месту входа этого иона через плазматиче-
скую мембрану можно определить динамику сво-
бодного Ca2+ и величину кальциевого потока в от-
дельных компартментах нейрона. При вычислении 
[Ca2+]i необходимо учитывать и «побочные» каль-
циевые потоки (не связанные с реакцией с красите-
лем) посредством введения в расчеты дополнитель-
ного дифференциального компонента.

Уравнение расчета свободной концентрации 
кальция для одноволнового метода возбуждения 
красителя с учетом упомянутого дополнительного 
дифференциального компонента выглядит следую-
щим образом:

[ ]

[ ]
[ ]

[ ]
Ca

Ca:dye
Ca:dye

dye] [Ca:dye

2

D

� �
� � �

�i
onk
d

dt
K1

,   (1)

где [dye] – концентрация красителя; [Са:dye] – кон-
центрация красителя, связанного с кальцием; KD –  
константа диссоциации красителя, kon  – коэффици-
ент связывания кальция с красителем. Необходимо 
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также учесть процесс диффузии молекул красите-
ля из области регистрации. При этом уравнение 1 
примет следующий вид: 

[ ]

[ ]
[ ] [ ]

[
Ca

Ca:dye
Ca:dye Ca:dye

dye] [Ca:

2

D

� �
� � � � �

�i
onk
d

dt
D K1

�

ddye]

, (2)

где D – коэффициент диффузии красителя,  
Δ – векторный дифференциальный оператор.

Выражение, описывающее флуоресцентный сиг-
нал, выглядит следующим образом:

 (3)

где Fmax и Fmin соответствуют максимальной и мини-
мальной интенсивностям флуоресценции, опреде-
ляемым при калибровке красителя, а [Ca:dye] фак-
тически соответствует величине флуоресцентного 
сигнала F. Тогда уравнение для определения сво-
бодной концентрации кальция соответственно ин-
тенсивности флуоресценции красителя можно за-
писать так:
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Ca ]
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D F F F k

F F k

�
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где F – текущая интенсивность флуоресценции. 
Используя уравнение 4, можно определить концен-
трацию свободного кальция в растворе по измене-
нию флуоресценции кальциевого зонда, например 
в случае применения Fluo-4.

При физиологических стимулах кальциевый сиг-
нал изменяется транзиентно, поэтому важно оце-
нить не только абсолютную величину концентра-
ции свободного Ca2+, но и динамику ее изменений. 
Последнее достигается определением величины и 
скорости потока для кальциевого сигнала в кон-
кретных областях клетки, например в зоне канала 
или кальциевого депо.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВЕЛИЧИНЫ 
КАЛЬЦИЕВОГО ПОТОКА

Основной количественной характеристикой, ис-
пользуемой для описания изменений концентрации 
иона, например при его переносе через мембра-
ну, является поток. Поток ионов Ф через площадь 
S измеряется количеством частиц, которые пере-
секают эту площадь за единицу времени. Вычис-

ление величины потока фактически сводится к 
нахождению первой производной кальциевого сиг-
нала по времени. Для определения временны́х ха-
рактеристик и амплитуды потока Са2+ при высво-
бождении данных ионов из внутриклеточных депо 
было предложено несколько подходов [20–25]. Ос-
новная сложность заключается в том, что в данном 
случае нужно вычислить несколько параметров и 
не только определить величину концентрации сво-
бодного кальция, но и произвести вычисления кон-
центраций кальция, связанного с органеллами и 
эндогенными буферами, а также установить коли-
чество кальция, выводимого из клетки. Для этого 
необходимо задать систему нелинейных дифферен-
циальных уравнений с известной величиной кон-
центрации свободного кальция и учетом каждого 
процесса, участвующего в изменении [Ca2+]i. Кине-
тические параметры для кальцийчувствительных 
компонентов клетки могут быть выяснены в ходе 
дополнительных экспериментов или определены 
при анализе кальциевого сигнала.

В самом простом случае, когда отсутствует бу-
ферная емкость, кальциевый поток можно рассчи-

тать по простой формуле: Ф = ¦ d
dt

i�
�

[ ]Ca
2

. При таких 

расчетах Брам и соавт. впервые использовали в 
1988 г. термин «входной поток» и показали, что в 
скелетной мышце он равняется «потоку высвобож-
дения» [21]. Однако данное условие не выполняет-
ся в других клетках – кардиомиоцитах, волокнах 
гладких мышц и нейронах, поэтому более правиль-
ным будет использование термина «поглощение»:

 
d
dt

i[ ]Ca
2�

� поток – поглощение. (5)

Существовало два способа расчета «поглощения» –  
теоретический, основанный на известных значени-
ях потока Са2+ [26], и эмпирический [27]. Брам и 
соавт. объединили эти два метода в один, который 
и применяется в настоящее время. Блаттер и соавт. 
использовали оригинальный метод анализа кальци-
евого макросигнала, зарегистрированного в клетке 
[24, 26, 27], и адаптировали его для анализа локаль-
ных кальциевых микросигналов в кардиомио ци - 
тах при высвобождении кальция из СР.

В ходе расчета величины потока кальция необхо-
димо точно задать буферные компоненты, такие как 
связывание с цитоплазматическими белками (напри-
мер, тропонином), АТФ и ЭГТА, захват кальция мито-
хондриями, вклад SERCA, вывод Са2+ из клетки [28].



NEUROPHYSIOLOGY / НЕЙРОФИЗИОЛОГИЯ.—2017.—T. 49, № 5 429

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ КАЛЬЦИЕВЫЕ ПОТОКИ В ВОЗБУДИМЫХ КЛЕТКАХ

Уравнения изменения концентрации кальция 
([Ca2+]) для нескольких буферных систем (Bi) с уче-
том диффузии будут выглядеть следующим обра-
зом:

где D – соответствующий коэффициент диффу-
зии, Вi представляет различные кальцийсвязываю-
щие буферные компоненты, [Ca:B] – концентрация 
кальция, связанного с буфером, kon и koff  – коэф-
фициенты связывания с заданным буфером и от-
соединения ионов кальция от него. Если коэффи-
циент диффузии для [Ca:B] и [B] одинаков, то [B] 
является константой и, соответственно, послед-
нее уравнение 8 можно исключить. Решая систему 
этих уравнений для выбранных кальцийсвязываю-
щих компонентов (концентрации кальция вычисля-
ются по уравнению 4), можно определить величину 
кальциевого потока Ф.

Ошибка перерасчета кальциевого потока. Про-
цесс реконструкции скорости потока первоначаль-
но был разработан для одномерного конфокального 
сканирования (режимы x-t или y-t) кальциевого сиг-
нала в приближении радиальной симметрии. В слу-
чае сканирования в двумерном пространстве (x-y-t) 
перерасчет потока кальция усложняется ввиду от-
сутствия радиальной симметрии и существующих 
ограничений в аксиальной плоскости z, для которой 
полная информация о кальциевом сигнале отсут-
ствует. Ошибка может быть оценена посредством 
симуляции заданного потока кальция при опреде-
ленных экспериментальных условиях. Так, в случае 
симуляции заданного кальциевого сигнала с вер-
тикальным разрешением 1 мкм (что соизмеримо с 
конфокальным разрешением z в аксиальном направ-
лении) ошибка соответствовала 20 % заданного по-
тока кальция [29]. Таким образом, регистрация в 
координатах x-y-t и перерасчет кальциевого сигнала 
на величину потока имеют систематическую ошиб-
ку недооценки около 20 %. Для описания физио-
логических процессов, связанных с изменениями 
[Ca2+]i в клетке, подобная ситуация, однако, может 
быть приемлема.

Пример расчета потока кальция при открыва-
нии группы каналов RyR. Величина потока кальция 
была подробно описана при исследовании сопряже-

ния возбуждения и сокращения в кардиомиоцитах 
миокарда. Первоначально кальций входит в клет-
ку через VGCC L-типа. Это, в свою очередь, вы-
зывает дополнительное увеличение концентрации 
Ca2+ за счет активации RyR и высвобождения каль-
ция из внутриклеточных депо. Единичные дискрет-
ные события высвобождения Са2+ при открывании 
RyR были визуализированы с помощью конфокаль-
ной флуоресцентной микроскопии и названы «каль-
циевыми вспышками» (sparks; более точный пере-
вод – «искры», но в литературе был принят первый 
из этих терминов) [30, 31]. Такие вспышки отра-
жают активацию нескольких RyR в CР (или ЭР) и 
соответствуют индивидуальным блокам (квантам) 
интегрального кальциевого сигнала. Флуоресцен-
ция зонда при таких вспышках остается локальной, 
что может быть хорошим объектом для описания и 
определения потоков кальция. Подобные события 
входа кальция, но опосредованные каналами IP3R, 
получили название паффы (puffs, в переводе «ду-
новения»; в литературе используется англоязычный 
термин); эти кальциевые события впервые были об-
наружены в ооцитах Xenopus [32]. IP3R могут ак-
тивироваться с повышением уровня кальция не 
только за счет ионов, вышедших через канал этих 
рецепторов, но и за счет дополнительной модуля-
ции тем кальцием, который находится в цитозоле 
непосредственно около рецептора. При более гло-
бальном высвобождении Са2+ локальные сигналы 
сливаются и могут распространяться по цитозолю 
как самоподдерживающаяся волна. 

Вышеописанный метод расчета потока кальция 
в ходе его высвобождения из внутриклеточного 
депо требует определения концентраций и кинети-
ческих параметров связывания кальция с опреде-
ленными молекулами и систем вывода кальция [33, 
34]. Из семи основных процессов, модулирующих 
кальциевую вспышку, основными являются реакция 
связывания Са2+ с АТФ и диффузия этого иона из 
исследуемой области. Вклад других буферных про-
цессов, таких как (в порядке уменьшения значимо-
сти) связывание Са2+ с красителем-зондом, ЭГТА, 
SERCA и тропонином, а также активность натрий-
кальциевого обменника сарколеммы, не превышает 
10 % [34]. Вычисленная максимальная плотность 
потока (на пике кальциевой вспышки) составляла 
53 мМ/с, что эквивалентно 11 пА протекающего 
тока. С использованием этих значений было рас-
считано количество открытых каналов RyR. По-
лученная оценка составляла 20–30 (если значение 
тока через одиночный канал равнялось 0.3–0.5 пА) 

,
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[36] на пике кальциевой вспышки. В другой рабо-
те оценка данной величины была немного меньше 
(8 пА) [35]. 

Таким образом, расчет потоков Са2+ позволяет 
охарактеризовать роль различных буферных систем 
и систем выведения кальция из клетки, участвую-
щих в формировании кальциевого сигнала при вы-
свобождении этих ионов из депо; что немаловажно, 
можно оценить и динамику указанных процессов. С 
использованием такого подхода можно определить, 
когда началось или прекратилось высвобождение 
кальция из депо. Это невозможно сделать на осно-
вании определения лишь изменений абсолютных 
значений концентрации свободного кальция [34].

КАЛЬЦИЕВАЯ СИГНАЛИЗАЦИЯ В 
НЕЙРОНАХ

Для большинства нейронов, находящихся в со-
стоянии покоя, характерна весьма низкая внутри-
клеточная концентрация свободного кальция (50– 
100 нМ), но этот показатель может повышаться до 
10 мкМ при интенсивной электрической активно-
сти клетки [3]. Так, уровень кальция в дендритах 
поднимался до 5 мкМ во время развития синапти-
чески вызванных кальциевых волн [37, 38]. Учи-
тывая столь большой диапазон изменений [Ca2+]i, 
определение точных величин кальциевых потоков 
является сложной, но обязательной задачей при ис-
следовании специфических механизмов кальцие-
вой сигнализации в нейронах. Информация о про-
странственном распределении соответствующих 
каналов и рецепторов весьма ограничена, одна-
ко ясно, что молекулярные механизмы и картины 
высвобождения Ca2+ в разных областях клетки и в 
нейронах разных типов существенно различаются 
[39].

Кальциевые сигналы, обусловленные выходом 
этого элемента из внутриклеточных депо, были об-
наружены в нейронах при разных физиологических 
стимулах [40–42]. Хорошо известно, что высвобож-
дение Са2+ из ЭР происходит в условиях открыва-
ния каналов IP3R и RyR [43]. IP3-опосредованное 
высвобождение кальция в дендритах чаще всего 
инициируется действием нейромедиаторов (напри-
мер, глутамата) [44], а RуRs могут активироваться 
повышением концентрации Са2+ в цитозоле. Вход 
ионов кальция через VGCC активирует RyR по-

средством кальцийопосредованного процесса, ко-
торый ныне получил общеупотребляемое название 
«кальцийиндуцированное высвобождение кальция» 
(CICR). Этот процесс может способствовать значи-
тельному усилению притока кальция, вызванного 
генерацией одного или нескольких потенциалов 
действия в соме нейронов [45, 46]. Деятельность 
внутриклеточных рецепторов обоих типов (IP3R и 
RyR) регулируется различными внутриклеточными 
факторами, в том числе уровнем самого кальция 
[47]. Его ионы могут оказывать действие на упо-
мянутые каналы как с люменальной, так и с цито-
зольной стороны мембраны. Такая кальциевая регу-
ляция фактически обеспечивает функционирование 
петли обратной связи, координирующее приток Са2+ 
из внутриклеточного депо в цитозоль; в случае IP3 
подобный механизм может играть важную роль в 
генерации дендритных кальциевых волн. Послед-
ние вызываются активацией синапсов в пирамид-
ных нейронах коры и гиппокампа и клетках неко-
торых других типов [37, 48]. В пресинаптических 
терминалях вход Са2+ запускает процесс экзоцитоза 
синаптических везикул, содержащих в себе моле-
кулы нейротрансмиттера [49, 50]. В свою очередь, 
транзиентные увеличения уровня кальция вблизи 
постсинаптической мембраны дендритов модули-
руют развитие синаптической пластичности [51]. 

Локальные кальциевые события, такие как каль-
циевые вспышки и паффы, в соме нейронов дол-
гое время не обнаруживались; считалось, что они в 
теле клеток отсутствуют или крайне редки. Это за-
ключение, вероятно, было обусловлено отсутстви-
ем кластеризации RyR и IP3R в нервных клетках 
(в отличие от волокон скелетных мышц и карди-
омиоцитов), низкими уровнями соответствующих 
сигналов и относительно высоким уровнем шума. 
Однако впоследствии такие события были успеш-
но выявлены в клетках PC12, претерпевших диф-
ференциацию под действием нейрального фактора 
роста [52], а также в дендритах пирамидных ней-
ронов в срезах гиппокампа [42]. В мембране ден-
дритных шипиков RyR распределены относительно 
равномерно. Резкое увеличение концентрации каль-
ция в результате его входа через каналы NMDA-
рецепторов и VDCC вызывает высвобождение каль-
ция из ЭР [4]. В этом случае кальциевые события 
опосредованы в основном активностью RyR, но ак-
тивность IP3R также была задействована.

«Быстрая» флуоресцентная микроскопия позво-
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ляет выполнять анализ кальциевой сигнализации 
в возбудимых клетках. В этом аспекте актуальным 
является исследование быстрых локальных кальци-
евых событий – как вспышек, так и паффов. Дан-
ные феномены к настоящему времени были обнару-
жены во множестве возбудимых клетках. 

Для исследования кальциевой сигнализации в 
нейронах важным является дифференцированное 
выявление вклада RуRs или IP3R при высвобож-
дении кальция из внутриклеточного депо. Паттер-
ны и функциональная роль пространственного рас-
пределения локальных кальциевых событий (как 
вспышек, так и паффов) в дендритах нейронов до 
настоящего времени не выяснены. Изучение IP3R-
опосредованных локальных событий усложнено 
необходимостью инициирования синаптической 
активности для их выявления, что приводит к ак-
тивации самих этих клеточных рецепторов. Таким 
образом, исследования указанных кальциевых со-
бытий пока значительно затруднены не только чи-
сто технически, но и структурно-функциональным 
базисом проявления данных событий. 

Появление новых флуоресцентных красителей, 
обладающих высокой чувствительностью, и но-
вых детекторов с низкими уровнями шумов (что 
позволяет детектировать даже отельные фотоны), 
очевидно, позволит регистрировать крайне малые 
кальциевые события, и это даст возможность более 
адекватно представить роли и RyR, и IP3R в каль-
циевой сигнализации в нейронах и других возбуди-
мых клетках.

• • • • • •
Таким образом, в исследованиях изменений 

[Ca2+] i в целом, распределения кальция в преде-
лах клетки и потоков, обусловливающих перерас-
пределение данных ионов, существует множество 
различных подходов, ряд которых были описаны 
выше. Каждый из рассмотренных методов имеет 
свои достоинства, ограничения и недостатки. По-
нятно, что для обеспечения корректных результатов 
исследования кальциевой сигнализации в клетке 
целесообразно использовать несколько различных 
подходов.  

Выяснение механизмов внутриклеточной каль-
циевой сигнализации имеет колоссальное значе-
ние для понимания клеточных и молекулярных 
механизмов функционирования нейронов и дру-
гих возбудимых клеток. Ионы кальция выполняют 

уникальную роль основного "действующего лица" 
системы внутриклеточной сигнализации. Деталь-
ная адекватная интерпретация таких процессов 
позволяет идентифицировать возможные дефекты 
такой сигнализации, являющиеся важными или ос-
новными патогенетическими факторами при раз-
личных патологиях клетки или целого организма.

Данный обзор не был связан с какими-либо исследова-
ниями на людях или животных, и подтверждения существу-
ющим этическим нормам не требовалось.

Автор данного обзора – В. М. Шкрыль –  подтвержда-
ет отсутствие конфликтов любого рода, касающихся ком-
мерческих или финансовых отношений и отношений с орга-
низациями или лицами, которые каким-либо образом могли 
быть связаны с исследованием.

В. М. Шкриль1

ВНУТРІШНЬОКЛІТИННІ КАЛЬЦІЄВІ ПОТОКИ В  
ЗБУДЛИВИХ КЛІТИНАХ

1Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, 
Київ (Україна).

Р е з ю м е

Одним із важливих завдань сучасної клітинної біології є 
визначення не лише концентрацій різних внутрішньоклі-
тинних іонів, зокрема кальцію, але і динаміки змін цих 
парамет рів. Визначення концентрацій кальцію всередині 
клітини або навіть її окремих органел є можливим із вико-
ристанням декількох експериментальних підходів – електро-
нної мікроскопії, електрофізіологічних методик, флуорес-
центно-оптичних методів і низки інших. Кальцій у клітині 
знаходиться у вільному (іонізованому) і зв’язаному стані. 
Локальні швидкі зміни  рівня Са2+ в певних локусах є інди-
відуальними квантами інтегрального осциляторного кальці-
євого сигналу, що визначає багато функцій клітини. Розпо-
діл кальцієвих потоків у різних клітинних компартментах і 
з’ясування ролі тих або інших кальцієвих рецепторів і ка-
налів у плазматичний мембрані та мембранах внутрішньо-
клітинних органел дозволяє наблизитися до визначення вне-
ску відповідних подій у регуляцію фізіологічних функцій 
клітини, наприклад синаптичної пластичності нейрона. В 
даному огляді описані методичні підходи для визначення 
концентрації кальцію та величини його потоків, що дозво-
ляє охарактеризувати окремі компоненти кальцієвої сигна-
лізації та виявити їх роль у регуляції різних функцій збуд-
ливих клітин. 
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