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Кожа амфибий – ​классический модельный объ-
ект для исследования механизмов транспорта ио-
нов через биологические мембраны. Транспорт 
Na+ в осморегулирующих эпителиях представля-
ет собой сложную, многокомпонентную систему, 
работа которой обеспечивает создание и поддер-
жание электролитического и  водного гомеоста-
за. Белковые компоненты этой системы могут яв-
ляться мишенью для окислительного стресса [1, 2]. 
Ранее [3] мы обнаружили, что транспорт Na+ 
в клетках эпителия кожи лягушки модулируется 
окисляющими и восстанавливающими агентами. 
В цитируемой работе мы впервые показали, что 
окисленный глутатион (GSSG) и препарат глуток-
сим® (Г – ​динатриевая соль GSSG с нанодобавкой 
d-металла, “ФАРМА–ВАМ”, Россия), приложен-
ные к базолатеральной поверхности кожи лягуш-
ки, имитируют действие инсулина и стимулируют 
трансэпителиальный транспорт Na+.

В реабсорбирующих эпителиях арахидоновая 
кислота (АК) и её производные (эйкозаноиды) уча-
ствуют в регуляции транспорта ионов и воды [4]. 
Выделяют три основных пути метаболизма АК: ци-
клооксигеназный, липоксигеназный и эпоксигена-
зный (цитохром Р‑450-зависимый) [5]. Ранее нами 
было показано, что ингибиторы циклооксигеназ 
[6] и липоксигеназ [7] ослабляют стимулирующее 
действие Г на транспорт Na+ в коже лягушки. В то 
же время известно, что эпоксигеназы содержат 
многочисленные консервативные остатки цисте-
ина и могут являться мишенью для окисляющих 
и восстанавливающих агентов [8]. В связи с этим 
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представлялось целесообразным исследовать роль 
эпоксигеназ в регуляции Г транспорта Na+ в эпи-
телии кожи лягушки, чему и посвящено настоящее 
сообщение.

В экспериментах использовали эффективные 
блокаторы эпоксигеназ – ​антимикотические аген-
ты имидазольной природы эконазол и проадифен 
(SKF525A). Известно, что в микромолярной кон-
центрации эконазол и проадифен блокируют ци-
тохром Р‑450-зависимые оксигеназы [9].

Опыты проводили на самцах лягушки Rana 
temporaria в период с ноября по март. Кожу с брюш-
ка лягушки срезали и помещали в камеру Уссин-
га (“World Precision Instruments, Inc.”, Германия) 
с диаметром внутреннего отверстия 12 мм. Опыты 
проводили при комнатной температуре (22–23 °C). 
Для регистрации вольт-амперных характеристик 
(ВАХ) кожи лягушки использовали автоматизи-
рованную установку фиксации потенциала [3]. Из 
ВАХ определяли электрические параметры кожи: 
ток короткого замыкания ISC (ISC = IT при VT = 0, 
где IT – ​трансэпителиальный ток), потенциал от-
крытой цепи VOC (VOC = VT при IT = 0, где VT – ​
трансэпителиальный потенциал) и  трансэпите-
лиальную проводимость gT. Транспорт ионов Na+ 
оценивали по величине амилоридчувствительного 
ISC. В экспериментах использовали реактивы фир-
мы “Sigma-Aldrich” (США). Проадифен и экона-
зол добавляли за 30–40 мин до введения в раствор 
Г. Статистический анализ проводили с применени-
ем критерия t Стьюдента.

Значения электрических характеристик кожи 
лягушки в контроле составили (здесь и далее по 
тексту М ± m, n (число опытов) = 10) : ISC = 29,79 ± 
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± 4,36 мкА, VOC = – ​64,13 ± 10,08 мВ, gT = 0,49 ±  
± 0,09 мСм. Мы установили, что Г (100 мкг/мл), 
приложенный к  базолатеральной поверхности 
кожи лягушки подобно инсулину стимулирует 
транспорт Na+ (рис. 1, кривая 1). После приложе-
ния Г, ISC возрос на 38,42 ± 7,45%; VOC – ​на 43,24 ± 
± 7,08%; величина gT не изменилась.

Мы обнаружили, что предварительная обработ-
ка апикальной или базолатеральной поверхности 

кожи лягушки блокаторами эпоксигеназ эконазо-
лом (50 мкМ) или проадифеном (100 мкМ) в те-
чение 30 мин перед добавлением к базолатераль-
ной поверхности кожи 100 мкг/мл Г практически 
полностью подавляла стимулирующее влияние 
Г на транспорт Na+ (табл. 1 и рис. 1). Таким об-
разом, в настоящей работе впервые на эпителии 
кожи лягушки показано, что два структурно раз-
ных ингибитора эпоксигеназ подавляют влияние 

Рис. 1. Кинетика изменения тока короткого замыкания ISC через кожу лягушки в ответ на действие глутоксима (Г) 
и блокаторов эпоксигеназ, приложенных со стороны апикальной (а) или базолатеральной (б) поверхности кожи. 
(1) – ​ISC после добавления 100 мкг/мл Г к базолатеральной поверхности интактной кожи; (2) – ​ISC после добавле-
ния Г к коже лягушки, предварительно обработанной в течение 30 мин 100 мкМ проадифена; (3) – ​ISC после добав-
ления Г к коже лягушки, предварительно обработанной в течение 30 мин 50 мкМ эконазола. В конце каждого экс-
перимента в раствор, омывающий апикальную поверхность кожи, добавляли блокатор ENaC амилорид (20 мкМ). 
На рисунке представлены результаты типичных экспериментов.
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Г на транспорт Na+, что свидетельствует об уча-
стии ферментов и/или продуктов эпоксигеназного 
пути окисления АК во влиянии Г на транспорт Na+ 
в эпителии кожи лягушки.

Полученные нами результаты согласуются 
с данными литературы. Известно, что продукты 
эпоксигеназного пути окисления АК (преимуще-
ственно эпоксиэйкозатриеновые кислоты) участву-
ют в регуляции транспортных функций осморегу-
лирующих эпителиев и  патогенезе гипертензии 
[10–12]. В последнее время появились данные об 
участии эпоксигеназ и их продуктов в сигнальных 
каскадах инсулинового рецептора [13, 14]. Так, об-
наружено, что гиперэкспрессия и увеличение ак-
тивности эпоксигеназ CYP2J2 и CYP2J3 приводит 
к потенциированию передачи сигнала от рецепто-
ра инсулина и субстрата инсулинового рецепто-
ра IRS‑1 в клетках разных типов (клетки печени, 
мышц, сердца и почек) [13, 14]. Полученные нами 
ранее результаты [3] и данные литературы [15] по-
зволяют предположить, что регуляторное влияние 
дисульфидсодержащих агентов (в том числе GSSG 
и Г) на транспорт Na+ обусловлено их способно-
стью взаимодействовать с  богатыми цистеином 
доменами рецептора инсулина в базолатеральной 
мембране эпителиальных клеток, что вызывает 
трансактивацию рецептора и запуск сигнальных 
каскадов, приводящих к стимуляции мембранно-
го транспорта Na+ в коже лягушки. В связи с этим 
можно предположить, что подавление ингибито-
рами эпоксигеназ стимулирующего влияния Г на 
транспорт Na+ в коже лягушки также может быть 
обусловлено подавлением и/или ослаблением пе-
редачи сигнала от инсулинового рецептора.

Известно, что многие Na+-транспортирующие 
белки содержат многочисленные остатки цистеина, 
которые являются мишенями для внутри- и вне-
клеточных окислителей и восстановителей [1, 2]. 
В  наших экспериментах добавление в  раствор, 
омывающий апикальную поверхность кожи, бло-
катора амилоридчувствительных эпителиальных 
Na+-каналов (ENaC) амилорида (20 мкМ), вызы-
вало полное подавление транспорта Na+ (рис. 1). 
Это свидетельствует о том, что влияние Г на транс-
порт Na+ обусловлено в основном модуляцией ак-
тивности ENaC.

Таким образом, результаты, полученные в на-
стоящей работе и  ранее [6, 7], свидетельству-
ют о том, что в сигнальный каскад, запускаемый 
Г в  коже лягушки и  приводящий к  стимуляции 
транспорта Na+, вовлечены все три пути окисле-
ния АК – ​циклооксигеназный, липоксигеназный 
и эпоксигеназный. Кроме того, полученные дан-
ные об ингибировании эконазолом и проадифе-
ном стимулирующего влияния Г на транспорт Na+ 
позволяют сделать вывод, что совместное клиниче-
ское применение иммуномодулятора Г и антими-
котических агентов, ингибирующих эпоксигеназы, 
нежелательно, так как это может привести к осла-
блению терапевтического эффекта Г.

Таблица 1. Влияние глутоксима (Г) на электрические характеристики кожи лягушки

Блокатор, 
концентрация

Электрические
характеристики

Изменения электрических 
характеристик после 

приложения Г к коже лягушки, 
предварительно обработанной со 
стороны апикальной поверхности 

блокаторами эпоксигеназ, %

Изменения электрических 
характеристик после приложения 

Г к коже лягушки, предварительно 
обработанной со стороны 

базолатеральной поверхности 
блокаторами эпоксигеназ, %

Проадифен,
100 мкМ

ISC ↓10,56 ± 2,65 ↓26,79 ± 9,01

VOC ↓9,55 ± 1,34 ↓38,61 ± 12,67

gT ↓8,62 ± 1,07 ↑34,95 ± 10,91

Эконазол,
50 мкМ

ISC ↓25,05 ± 8,32 ↓8,09 ± 1,01

VOC ↓31,23 ± 11,45 ↓22,05 ± 7,54

gT ↑6,28 ± 0,12 ↓21,43 ± 8,02

Стрелками обозначено увеличение (↑) или уменьшение (↓) значений электрических характеристик кожи после приложе-
ния Г по сравнению с контролем. М ± m, n = 10.
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