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В статье приведены данные изучения роли 
активаторов и блокаторов К+

АТФ-зависимых 
каналов в развитии апоптоза мононуклеарных 
клеток при активации опиатных рецепторов. 
Рассмотрены особенности течения апоптотичес-
ких процессов при действии DAGO (селектив-
ный агонист опиатных рецепторов) и даларгина 
(неселективный агонист опиатных рецепторов). 
Выявлено двоякое действие опиатных рецепто-
ров на апоптоз: проапоптотическое и антиапоп-
тотическое в зависимости от времени экспери-
мента и типа активированных рецепторов.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы исследователи уделя-

ют огромное внимание изучению роли опи-
оидной системы организма и ее связи с раз-
личными процессами, происходящими в 
организме и клетке. Причем наиболее широко 
изучено влияние опиатных рецепторов на сер-
дечно-сосудистую систему [4, 13, 16]. В частнос-
ти, показано, что опиатные рецепторы связаны с 
К+

АТФ-зависимыми каналами и при стимуляции µ- и  
-рецепторов создаются условия для появления 

К+-тока и деполяризации внутренней мембра-
ны митохондрий. Результатом снижения мем-
бранного потенциала на внутренней мембране 
митохондрий является уменьшение входа Са2+ 
в клетку через потенциалзависимые каналы, 
что обеспечивает устойчивость митохондрий к 
ишемическому повреждению, и, как следствие, 

увеличивается резистентность кардиомиоцитов 
к гипоксии [4, 8, 15]. Подобные эффекты дости-
гаются не только при использовании агонис-
тов опиатных рецепторов, но и при применении 
активаторов К+

АТФ-зависимых каналов [9, 10]. 
При этом основными регуляторами каналов яв-
ляются нуклеотиды, прежде всего АТФ, и при 
физиологической концентрации АТФ они на-
ходятся в закрытом состоянии. Однако функ-
циональное состояние каналов определяется не 
только концентрацией различных нуклеотидов, 
но и их соотношением. Одним из процессов, 
приводящих к расходованию макроэргов, явля-
ется апоптоз. Апоптоз, как известно, присутс-
твует во всех клеточных системах, в том числе 
иммунной. А его механизмам и нарушениям их 
регуляции принадлежит одно из ведущих мест 
в возникновении воспаления, освобождении 
организма хозяина от экзогенных и эндоген-
ных патогенов, в развитии новообразований, 
аутоиммунных, аллергических и иммунодефи-
цитных состояний [8, 11]. Физиологическая ги-
бель клетки характеризуется разнообразными 
морфологическими и биохимическими измене-
ниями ядра. При этом под влиянием эндонук-
леаз происходит фрагментация ДНК. В ходе 
деградации ДНК сначала происходит образова-
ние крупных фрагментов, позднее образуются 
фрагменты всего в 30-50 тысяч пар оснований. 
Затем наступает межнуклеосомальная деграда-
ция с формированием фрагментов, содержащих 
180 пар оснований [8]. Поэтому фрагмента-
ция ДНК считается биохимическим маркером 
апоптоза, на выявлении которой основаны сов-
ременные методы его диагностики. 

Целью исследования было изучение роли 
активаторов и блокаторов К+

АТФ-зависимых ка-
налов в развитии апоптоза в мононуклеарных 
клетках здоровых доноров при активации опи-
атных рецепторов.
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МАТЕРИАЛы И МЕТОДы 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Для исследования брали мононуклеарные 
клетки, выделенные из периферической крови 
здоровых доноров [2]. Культуру мононуклеар-
ных клеток (МНК) получали из гепаринизиро-
ванной венозной крови на градиенте плотности 
фиколла-верографина. Клетки культивирова-
ли в среде Игла МЭМ с добавлением эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, L-глутамина и 
антибиотиков. Клетки культивировали 24 и 48 
ч. Жизнеспособность клеток в культуре опре-
деляли по тесту с трипановым синим. В экспе-
римент было взято 14 опытных групп: в первой 
группе клетки культивировали с блокатором 
К+

АТФ-зависимых каналов 5-гидроксидекано-
атом (5ГД), во второй — с селективным агонис-
том µ-опиатных рецепторов DAGO (10-6М), в 
третью вначале вносили 5ГД, а через 5 мин. до-
бавляли DAGO, в четвертую вносили DAGO 
и дексаметазон, в пятую — 5ГД и через 5 мин. 
дексаметазон, в шестую — к 5ГД добавляли 
DAGO и дексаметазон с интервалом в 5 мин., 
в седьмую — 5ГД и даларгин, в восьмую — 5ГД, 
даларгин и дексаметазон. Аналогичные опыт-
ные группы брали с активатором К+

АТФ-зависи-
мых каналов диазоксидом (Sigma). Контролем 

служила интактная культура мононуклеарных 
клеток с 24- и 48-часовой инкубацией.

Уровень фрагментации ДНК определяли с 
помощью дифениламинового реагента [2]. Ста-
тистическую обработку результатов исследо-
вания проводили на персональном компьютере 
Celeron 300А с применением стандартных па-
кетов прикладных программ [3].

РЕЗУЛЬТАТы ИССЛЕДОВАНИЯ  
И Их ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований 
нами было получено достоверное увеличение 
количества фрагментированной ДНК (фДНК) 
при применении блокатора митохондриальных 
К+

АТФ-зависимых каналов, нарастающее с тече-
нием времени (рис. 1).

Активация опиатных рецепторов на фоне при-
менения 5ГД показала интересную и разнообраз-
ную картину. Так, селективная активация µ-опи-
атных рецепторов DAGO на 1-е сутки увеличила 
количество фДНК на 42,5% (p<0,05) по отношению 
к контролю и практически была равна показаниям 
первой опытной группы. С течением времени ее 
уровень несколько снижается и к концу экспери-
мента практически не отличается от контроля. 

В то время как применение даларгина на 
фоне блокады каналов вначале не вызывало до-
стоверного увеличения уровня апоптоза, тогда 
как к 48 ч мы наблюдаем его возрастание как 
в пределах опытной группы, так и по отноше-
нию к контролю на 34,7% (p<0,05) и на 26,5% 
(p<0,05) соответственно (рис. 2). 

Как известно, дексаметазон стимулирует 
апоптоз мононуклеарных клеток и при его со-
четанном использовании с 5ГД происходит 
увеличение количества фДНК по отношению к 
контролю и на 1-е и 2-е сутки, хотя в пределах 
опытной группы остается на постоянном уров-

Рис. 1. Уровень фДНК при блокаде митохондриальных К+
АТФ-за-

висимых каналов при селективной стимуляции опиатных ре-
цепторов (в % на 2*106 клеток).

Примечание: * — различия показателей достоверны по срав-
нению с контролем при p<0,05.

Рис. 2. Уровень фДНК при блокаде митохондриальных К+
АТФ-за-

висимых каналов на фоне неселективной стимуляции опиат-
ных рецепторов (в % на 2*106 клеток).

Примечание: * — различия показателей достоверны по срав-
нению с контролем при p<0,05.
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не (рис. 1). Однако необходимо отметить, что 
данное увеличение не достигает тех больших 
значений, которые наблюдаются при использо-
вании только дексаметазона [2]. 

В условиях гормонозависимого апоптоза 
блокада каналов с одновременной селективной 
стимуляцией опиатных рецепторов приводит к 
резкому увеличению на 1-е сутки фрагментиро-
ванной ДНК на 73,1% (p<0,05) по отношению 
контроля. Но с течением времени ее содержа-
ние снижается и становится ниже контрольно-
го уровня на 22,4% (p<0,05) (рис. 1). В то время 
как применение даларгина в этих же условиях 
вызывает скачок апоптоза к концу 2-х суток на 
18,1% в пределах группы и на 53,3% по отноше-
нию к контролю (p<0,05) (рис. 2) .

Таким образом, при полном анализе наших 
опытных групп мы наблюдали различную во 
времени двоякую роль опиатных рецепторов при 
блокаде митохондриальных К+

АТФ-зависимых 
каналов, зависящую от того, какие рецепторы ак-
тивированы на данный момент эксперимента.

При применении активатора митохондри-
альных К+

АТФ-зависимых каналов (диазоксида) 
показатели апоптоза были выше во всех опыт-
ных группах по сравнению с аналогичными 
группами, но при блокаде каналов (рис. 3, 4). 

В первой опытной группе на начало экспе-
римента количество фДНК на 75,5% (p<0,05) 
больше, чем в контроле, а в конце — на 69,7% 
(p<0,05).

Наиболее низкий уровень увеличения фДНК 
по сравнению с контрольной группой мы на-
блюдали в группе диазоксид с даларгином — 
на 42,1% (p<0,05), и даже дополнительная сти-
муляция апоптоза не привела к резкому скачку 
в сравнении с другими группами (рис. 3). Но 
на 2-е сутки мы уже имели активацию апоп-

тоза в этих группах на 72,4% (p<0,05) и 75,8% 
(p<0,05) соответственно. Таким образом, мы 
можем говорить об антиапоптотическом дейс-
твии даларгина на 1-е сутки, которое ослабева-
ет с течением времени.

Другие тенденции мы имели при селектив-
ной активации рецепторов в условиях актива-
ции митохондриальных каналов (рис. 4).

Так, на 1-е сутки происходило усиление 
апоптотических процессов, которое с течени-
ем времени падало и превосходило контроль на 
54%, меньше, чем во всех остальных опытных 
группах. 

Из полученных данных видно, что активация 
митохондриальных К+

АТФ-зависимых каналов 
приводит к выраженной стимуляции апопто-
за, в то время как их блокада дает незначитель-
ный прирост его значений. Однако как актива-
ция, так и блокада каналов приводят к тому, что 
уже на 1-е сутки даларгин оказывает антиапоп-
тотическое действие, тогда как селективная сти-
муляция подобный эффект дает на 2-е сутки. 

ВыВОДы
1. Активация митохондриальных К+

АТФ-за-
висимых каналов приводит к стимуляции про-
цессов апоптоза, которая сохраняется с течени-
ем времени эксперимента.

2. Блокада митохондриальных каналов не 
дает существенного изменения уровня апопто-
за, кроме групп гормонозависимого апоптоза в 
условиях стимуляции опиатных рецепторов.

3. Как активация, так и блокада митохонд-
риальных К+

АТФ-зависимых каналов выявля-
ют двоякое действие опиатных рецепторов на 

Рис. 3. Уровень фДНК при митохондриальной активации К+
АТФ-

зависимых каналов диазоксидом на фоне неселективной стиму-
ляции опиатных рецепторов (в % на 2*106 клеток).

Примечание: * — различия показателей достоверны по срав-
нению с контролем при p<0,05.

Рис. 4. Уровень фДНК при митохондриальной активации К+
АТФ-

зависимых каналов диазоксидом на фоне селективной стимуля-
ции опиатных рецепторов (в % на 2*106 клеток).

Примечание: * — p<0,05, различия показателей достоверны 
по сравнению с контролем.
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апоптоз: проапоптотическое и антиапоптоти-
ческое в зависимости от времени эксперимента 
и типа активированных рецепторов.

4. В дальнейшем планируется продолжить 
изучение связи состояния митохондриальных 
К+

АТФ-зависимых каналов с опиатными рецеп-
торами. 
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О.М.Клiмочкiна, Н.О.Сухоставська. 
Зв’язок апоптотичних процесiв в умовах се-
лективної i неселективної активацiї опiатних 
рецепторiв у культурi клiтин зi станом мi-
тохондрiальних К+

АТФ-залежних каналiв. Лу-
ганськ. Україна.

Ключовi слова: К+
АТФ-залежнi канали, опiатнi 

рецептори, апоптоз, мононуклеарнi клiтини.
У статтi наведенi данi вивчення ролi актива-

торiв i блокаторiв К+
АТФ-залежних каналiв у розвит-

ку апоптозу мононуклеарних клiтин при активацiї 
опiатних рецепторiв. Розглянуто особливостi пере-
бiгу апоптотичних процесiв при дiї DAGO (селектив-
ний агонiст опiатних рецепторiв) i даларгiну (несе-
лективний агонiст опiатних рецепторiв). Виявлена 
двояка дiя опiатних рецепторiв на апоптоз: про-
апоптотична й антиапоптотична в залежностi вiд 
часу експерименту i типу активованих рецепторiв.

О.M.Klimochkina, N.A.Suhostavskaya. Rela-
tionship of apoptotic processes in a selective and 
non-selective activation of opioid receptors in the 
cell culture with the status of the mitochondrial 
K+

ATP-dependent channels. Lugansk. Ukraine.
Key words: K+

ATP-dependent channels, opiate re-
ceptors, apoptosis, mononuclear cells.

The article presents data studying the role of ac-
tivators and blockers of K+

ATP-dependent channels in 
the developing of apoptosis in mononuclear cells by ac-
tivation of opioid receptors. The features of apoptot-
ic processes by the action of DAGO (selective agonist 
of opioid receptors) and dalargin (nonselective agonist 
opioid receptors) were considered. We found a double 
effect of opiate receptors on apoptosis: proapoptotic 
and antiapoptotic, depending on the time of the exper-
iment and the type of activated receptors.
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