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Abstract 
The aim of the present study was to determine mechanism of the inotropic effect of (–)–

epigallocatechin 3–O–gallate (EGCG) in the rat myocardium. EGCG was isolated from seeds 
grapes (Vitis vinifera L.). Isometric tension forces of preparations of isolated papillary muscle were 
recorded using a force transducer (Type F30/Model D–79232; Hugo Sachs Elektronik, Germany). 
EGCG (15–100 µmol.L–1) showed dose–dependent a positive inotropic effects in rat papillary 
muscle contractility. The condition where the maximal effected concentration (150 µmol.L–1) of 
EGCG, the isometric developed force of papillary muscle preparation was decreased from 
67,5±6,2 % in comparison with the control group (p<0,05; n=3–4). In these conditions, the EC50 

value (the values of concentration for 50 % of the maximal effect) EGCG was 22,39 µmol.L–1 or pD2 

(–logEC50)=4,652. In the experiments lead by means of specifical experimental technique of a 
mechanical stretching of myocardium showed, that EGCG (150 µmol.L–1) was increased amplitudes 
II phase (SFR, slow force response) from 33,7±4,9 % in comparison with the control group. 
Pretreatment with amiloride hydrochlorid (1 mmol.L–1), a nonselective inhibitor of NHE–1, 
attenuated the positive inotropic effect of EGCG in the isolated rat papillary muscles. In conclusion, 
the present study demonstrates that, the positive inotropic effect of EGCG (15–150 µmol.L–1) in 

isometrically contracting papillary muscles seems to be mediated by NHE–1  [Nа+]in  

NCX1 [Са2+]in  pathway. These data may serve as a basis for further detailed pharmacological 
mechanism of action of this compound. 

Keywords: inotropic effect, papillary muscle, EGCG, NHE–1, NCX1. 
 
1. Введение 
В Восточной народной медицине тысячелетиями использовали экстракты многих 

видов растений для лечения различных заболеваний. При этом, среди важнейших классов 
природных соединений, обусловливающих лечебный эффект лекарственных растений, 
значительное место занимают полифенольные соединения. В связи с этим, более подробное 
изучение механизма кардиофармакологического действия полифенольных соединений, 
выделенных из разного рода растений и выявление среди них перспективных для создания 
эффективных кардиоактивных лекарственных средств является актуальной проблемой в 
фармакологии (Хушматов, 2015; Khushmatov, 2015; Khushmatov, 2017).  
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Виноград (Vitis vinifera L.) – богатейший источник флавоноидов, содержащий 
множество полифенольных соединений. Фитохимический анализ показывает, что в составе 
винограда (Vitis vinifera L.) содержится широкий диапазон биологически активных веществ, 
которые определяют фармакологические лечебные свойства экстракта этого растения. 
Итак, в косточках Vitis vinifera L. выявлено наличие флавоноидов, антоцианов, танины, 
фенольные кислоты, полифенолы, в том числе катехины (Птицын, 2007; Leifert, 
Abeywardena, 2007). Полифенольные соединения входящие в состав экстракта винограда 
(Vitis vinifera L.) обладают широким спектром фармакологических свойств (Nagle et al., 
2006; Sahin et al., 2010; Hamlaoui et al., 2012; Olchowik et al., 2012; Hsieh et al., 2013; Nimse, 
Pal, 2015; Singh et al., 2016; Rasines–Perea, Teissedre, 2017).  

В настоящее время проведено большое количество экспериментальных исследований 
по изучению фармакологической активности различных компонентов, выделенных из 
экстракта косточек винограда. Установлено, что полифенолы, в том числе (–)–
эпигаллокатехин–3–O–галлат (EGCG) содержащийся в экстракте косточек винограда (Vitis 
vinifera L.) способен предотвратить рост раковых клеток (Chen, 2012; Sonoda et al., 2014; 
Kumazoe, Tachibana, 2016), а также снижают вероятность возникновения сердечно–
сосудистых заболеваний и является потенциальным агентом при создании 
фармакологических препаратов для профилактики и лечения множества болезней (Xia et 
al., 2010; Dinicola et al., 2014; Georgiev et al., 2014).  

А также, известно, что долголетие жителей Средноземорского региона связано с 
продуктами питания богатыми полифенольными соединениями, входящих в состав 
винограда (Schini–Kerth et al., 2010). Присутствием полифенольных соединений, в том числе 
EGCG в составе красного вина, был объяснён так называемый «французским парадоксом». 
Кардиоваскулярные патологии относительно редко встречаются у жителей Франции, 
регулярно употребляющих красное вино (Ferrieres, 2004; Барабой, 2009).  

Один из главных компонентов экстракта косточек винограда (Vitis vinifera L.) – EGCG, 
как и некоторые другие полифенольные соединения является эффективным индуктором 
Nrf2, индуцируемым активацией антиоксидантных ферментов (глутатион–S–трансферазы, 
глутатионпероксидазы, гемоксигеназы–1 и др.). Кроме того, предполагается, что 
кардиопротекторное действие EGCG реализуется вследствие активации системы Keap1

Nrf2 ARE (Mann et al., 2007; Зенков и др., 2015).  
 
2. Релевантность 
Несмотря, на многочисленные исследования действий EGCG на экспериментальных 

животных в условиях in vitro и in vivo, в настоящее время считается недостаточным 
механизмы кардиоваскулярных фармакологических действий EGCG для использования в 
качестве фармацевтического препарата в клинической практике (Li et al., 2012).  

Целью настоящего исследования является изучение механизма действий EGCG 
(Рисунок 1), выделенного из косточек винограда (Vitis vinifera L.) на функциональную 
активность миокарда крысы.  

 
3. Материалы и методы 
Эксперименты проводились в лаборатории биофизики клетки в Институте 

биоорганической химии им. акад. А.С.Садыкова АН РУз. Эксперименты выполнялись в 
соответствии с «Международными рекомендациями по проведению биомедицинских 
исследований с использованием животных», принятыми Международным советом 
медицинских научных обществ (CIOMS) в 1985 г. 

3.1. Приготовление препарата мышцы и регистрация функциональной 
активности 

В экспериментах использовали белых беспородных крысах самцах (150–200 гр.), 
выращенные в условиях вивария лаборатории фармакологии института биоорганической 
химии АН РУз при стандартном доступе к корму и воде. Перед экспериментом животных 
(n=16) обездвиживали легким эфирным наркозом (~20 мг/кг массы внутрибрюшинно), 
после декапитации животных и вскрытия грудной клетки, быстро извлекали сердце и 
препараты папиллярных мышц помещали в аэрированные физиологические растворы 
Кребса–Хензелайта следующего состава (в милимолях): NaCl – 118; KCl – 4,7; CaCl2 – 2,5; 
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MgSO4 – 1,2; KH2PO4 – 1,1; глюкоза – 5,5; NaHCO3 – 25, при поддержание температуре 
+36±0,5°С с помощью термостата U1 (Болгария) (рН=7,4) (Рисунок 2).  
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Рис. 1. Химическая структурная формула (–)–эпигаллокатехин–3–O– галлата 
(EGCG) (2R, 3R)–5,7–дигидрокси–2–(3, 4, 5–тригирдоксифенил)–3, 4–дигидро–2Н–
хромен–3–иль 3, 4, 5–тригидроксибензоат. При этом –ОН группы расположены в позициях 
С(3)–, С(5)–, С(7)–, С(3')–, С(4')–, С(5')– и галлатный эфир в позиции С(3); Эмпирическая 
формула соединения – C22H18O11. М. м.=458,372 г/моль) (Пирниязов и др., 2003). 
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Рис. 2. Приготовление изолированных мышечных препаратов папиллярной 
мышцы сердца крысы. После декапитации и вскрытия грудной клетки, извлекали 
сердце и вскрывали полость правого желудочка и отпрепарировали папиллярную мышцу. 
Для экспериментов выбирали препараты длиной ~2–4 мм, диаметром ~0,5–0,8 мм. 
При этом препарат мышцы закрепляли неподвижно в экспериментальной камере и один 
конец подсоединяли к штоку датчика натяжения F30 (Модел D–79232; Hugo Sachs 
Elektronik, Германия) с помощью капроновой петли, закрепленные на его обоих концах 
препарата. 

 
Растворы оксигенировали карбогеном (О2–95 %, СО2–5 %) и постоянная перфузия 

физиологического раствора обеспечивали с помощью перистальтического насоса «LKB 
Bromma» (Швеция). Изучение влияния EGCG на активность миокарда в условиях in vitro с 
применением методики механографии в изометрическом режиме с помощью 
преобразователя силы сокращения мышцы типа F30 (Модел D–79232; HSE, Германия), 
сигнал с датчика натяжения подавался на усилитель (ТАМ–А, HSE, Германия) и 
регистрировали в цифровом формате (Logger_Lite *.gmbl) при помощи преобразователя 



European Journal of Medicine. Series B, 2018, 5(1) 

28 

 

АЦП/ЦАП (LabPro Logger Lite 1.2 (Vernier Software & Technology, Beaverton, США) со 
специальным программным обеспечением в компьютере IBM PC (Мусаев и др., 2009). 
Растяжение препарата мышцы осуществляли с помощью микроманипулятора («Mitutoyo»; 
Япония), привязанного с изометрическим датчиком. Мышцу раздражали с помощью 
платиновых электродов и стимулятора ЭСЛ–2 (Россия) импульсами прямоугольной формы 
частотой 0,1–1 Гц, длительностью 10 мс и амплитудой, превышающей пороговую на ~20 % в 
течение ~45–60 мин. до установления стабильных электромеханических характеристик 
сокращения препарата мышц. Базовая частота стимулирующих импульсов составляла 
0,1 Гц. После периода стабилизации находили длину препарата, при которой мышца 
развивает максимальное изометрическое напряжение (Lmax), и в этих условиях выполняли 
все эксперименты (Рисунок 3).  
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Рис. 3. Блок–схема установки для изучения инотропного действия биологически активных 
соединений на функциональную активность препарата папиллярной мышцы сердца крысы 
(объяснение в тексте). 

 
3.2. Использованные химические реагенты 
В работе использовались следующие реактивы: нифедипин гидрохлорид, (±)–

пропранолол гидрохлорид («Sigma Chemical Сompany»; США), диметилсульфоксид (ДМСО), 
NiCl3, GdCl3, амилорид гидрохлорид («Sigma–Aldrich»; Германия). Остальные реактивы: 
NaCl, KCl, CaCl2, MgSO4, KH2PO4, NaHCO3, глюкоза, производства России. Все 
использованные реактивы имеют квалификации «ХЧ» и «ЧДА». EGCG растворяли в 
диметилсульфоксиде (DMSO). При этом в инкубационной среде концентрации ДМСО не 
больше 0,01 % и в этой концентрации ДМСО не действует на функциональную активность 
препарата миокарда. Для изучения кумулятивного инотропного эффекта EGCG добавляли в 
диапазоне концентраций 1–150 мкМ в эксперименталном ячейке в объеме 5 мл с помощью 
одноканального механического дозатора PROLINE® («Biohit»; Финляндия). Нифедипин 
гидрохлорид, (±)–пропранолол гидрохлорид, NiCl3, амилорид гидрохлорид растворяли в 
дистиллированной воде, перегоняемым с помощью дистиллятора марки WSE/4S (MRC, 
Германия).  

3.3. Протоколы экспериментов: 
1. На первом этапе экспериментов изучали дозозависимое (1–150 мкМ) инотропное 

действие EGCG на сократительную активность изолированной папиллярной мышцы сердца 
крысы. При этом, расчитывали ЕС50 (концентрация вызывающая подавление силы 
сокращения на 50 %) для EGCG; 



European Journal of Medicine. Series B, 2018, 5(1) 

29 

 

2. В экспериментах изучено участие Са2+–каналов L–типа, локализованными в 
сарколемме кардиомиоцитов при инотропном действии EGCG. При этом с целью блокады 
Са2+

L–каналов были применены нифедипин гидрохлорида (0,01 мкМ) – селективный 
антагонист Са2+

L–каналов (Chiba et al., 1978).  
3. Изучали участие β–АР кардиомиоцитов при инотропном действие EGCG с помощью 

пропранолола гидрохлорида (10 мкМ) – блокатора β–АР; 
4. Для изучения влияния EGCG на активность Na+/H+–обменника (NHE–1) была 

использована специфическая методика на изолированной папиллярной мышце крысы, 
описанная Perez et al., 2011 (Perez et al., 2011). Изучение роли NHE–1 в инотропном эффекте 
EGCG в экспериментах использовали неселективный антагонист NHE–1 – амилорида 
гидрохлорида (1 мМ) (Lagadic–Gossmann, Feuvray, 1990). 

А также, для оценки роли Na+/Са2+–обменника (NCX1) при воздействии EGCG 
использовали неселективного блокатора этой системы – хлорида никеля (NiCl2) в 
концентрациях 10 мМ.  

3.4. Статистическая обработка результатов 
Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета прикладных 

программ OriginLab OriginPro v. 8.5 SR1 (EULA, Northampton, MA 01060–4401, CША). 
Инотропную активность используемых химических реагентов и EGCG рассчитывали 
процентное (%) отношение амплитуды силы сокрашения от контрольного значения с 
доверительным интервалом (±). При этом данные представлены в виде М±m, где М – 
среднее, m – стандартная ошибка. Для выявления достоверности изменений до и после 
влияния алкалоида использовали парный t–критерий Стьюдента. Статистически 
значимыми считали различия при р<0,01 и р<0,05. 

 
4. Результаты и их обсуждение  
В экспериментах установлено, что EGCG в диапазоне концентрации 15–150 мкМ при 

частоте стимуляции в 0,1–1 Гц демонстрировал положительный инотропный эффект. 
При этом, в концентрации 150 мкМ (1 Гц) EGCG увеличивал силу сокрашения папиллярной 
мышцы на 67,5±6,2 % относительно контрольного показателя. В этих условиях значение 
ЕС50 для EGCG составляло 22,39 мкМ или pD2 (–logEC50)=4,652 (Рисунок 4).  

 
Рис. 4. Кривые доза–эффект EGCG. По оси ординат – сила сокращения мышцы, 
выраженная в процентах от максимальной. По оси абсцисс – логарифм концентрации EGCG 
в среде инкубации (мкМ). Стимуляция препарата проводилась с частотой 1 Гц. При этом * – 
p<0,05 и ** – p<0,01 (n=3–4) 
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Одной из причин положительного действия большинства фармакологических агентов 
является вызываемое ими увеличение концентрации внутриклеточного [Са2+]in в 
кардиомиоцитах в результате активации функции Са2+

L–каналов сарколеммы. Для проверки 
возможного взаимодействия EGCG с Са2+

L–каналами нами было изучено их влияние на 
эффекты нифедипина – специфического блокатора Са2+

L–каналов (Chiba et al., 1978). 
Как показали наши исследования, предварительная инкубация блокатора Са2+

L–
каналов нифедипина (0,01 мкМ) не устраняла положительный инотропный эффект EGCG 
(150 мкМ). При этом, было обнаружено, что в присутствии нифедипина (0,01 мкМ) 
положительный инотропный эффект EGCG (150 мкМ) сохраняется (145,8±4,7% от эффекта 
нифедипина), что эти результаты могут свидетельствовать о том, что положительный 
инотропный эффект EGCG не связан с его действием на Са2+

L–каналы кардиомиоцитов 
(Рисунок 6, Рисунок 7). 
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Рис. 6. Действие EGCG (150 мкМ) на сократительную активность папиллярной мышцы 
сердца крысы в присутствии блокатора потенциал–зависимых Са2+

L–каналов – нифедипина 
(0,01 мкМ). Оригинальная запись сократительных ответов папиллярной мышцы, стрелками 
указан момент добавления нифедипина (0,01 мкМ) и EGCG (150 мкМ). 

 
Установлено, что β–адренергическая (β–АР) стимуляция при действие некоторых 

биологически активных веществ, оказывает положительное инотропное действие на 
миокард млекопитаюших, которое обусловлено активацией каскада реакции β–АР

активация аденилатциклаза [цАМФ] in активация ПКА [Са2+]in (Хушматов и др., 
2016). Для анализа возможного взаимодействия EGCG с β–АР кардиомиоцитов нами было 
изучено его влияние на эффекты (±)–пропранолола гидрохлорида (10 мкМ) – 
специфического блокатора β–АР. 

При предварительной инкубации препаратов мышцы (±)–пропранололом (10 мкМ), 
блокатора β–адренорецептора, наблюдается незначительное уменьшение положительного 
инотропного эффекта EGCG (150 мкМ). При этом амплитуда силы сокрашения папиллярной 
мышцы при действии EGCG (150 мкМ) увеличивается на 159,2±6,1% относительно эффекта 
(±)–пропранолола (10 мкМ) (Рисунок 7). 
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Рис. 7. Влияние нифедипина (0,01 мкМ) – блокатора потенциал–зависимых Са2+

L–каналов 
и (±)–пропранолола (10 мкМ), блокатора β–АР эффекта EGCG (150 мкМ) на сократительную 
активность папиллярной мышцы сердца крысы. Сила сокращения мышцы, выраженная в 
процентах от максимальной (*p<0,01 и *p<0,05) (n=3–4). Стимуляция препарата 
проводилась с частотой 1 Гц. 

 
Анализируя полученные экспериментальные данные, можно предположить, что 

положительное инотропное действие EGCG не связано с его действием на активность β–АР 
кардиомиоцитов.  

Возможно, увеличение силы сокращения при действие биологически активных 
вешеств, также может вносить свой вклад в увеличение активности обратной функции 
Na+/Са2+–обменника (NCX1). И так, на следующих сериях экспериментов мы изучали 
действие EGCG на активность NCX1. Для проверки возможного взаимодействия EGCG с 
NCX1 нами было изучено их влияние на эффекты NiCl3 (10 мМ) – неспецифического 
блокатора NCX1 (Beyer et al., 1988; Kihara et al., 1994).  

Было обнаружено, что в присутствии NiCl3 (10 мМ) положительный инотропный 
эффект EGCG (150 мкМ) сохраняется, но и значительно уменьшается, что эти результаты 
могут свидетельствовать о том, что положительный инотропный эффект EGCG частично 
связан с его действием на Na+/Cа2+–обменник кардиомиоцитов (Рисунок 8). 
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Рис. 8. Действие EGCG (150 мкМ) на сократительную активность папиллярной мышцы 
сердца крысы в присутствии блокатора NCX1 – NiCl3 (10 мМ). Оригинальная запись 
сократительных ответов папиллярной мышцы, стрелками указан момент добавления NiCl3 
(10 мМ) и EGCG (150 мкМ). 

 
А также, предположительно, что положительный инотропный эффект EGCG может 

быть связан с активацией NHE–1 и NCX1 (Rodney et al., 2009).  
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Модуляция активности Na+/H+–обменника при действии EGCG. Одним из 
основных принципов современной кардиопротекции является модуляция активности 
Na+/H+–обменника изоформы 1 (NHE–1). В связи с этим, изучение и характеристика 
активации/ингибиции функциональной активности NHE–1, как одной из важных 
фармакологической мишени, и регулицируемая с помощью биологически активных веществ 
явяляется перспективным направлением для создания кардиопротекторных средств (Dhein, 
Salameh, 1999; Stagg, Terracciano, 2005; Спасов и др., 2013; Тимофеева, 2015).  

NHE–1 функционирует как электронейтральный трансмембранный обменник [Na+]in 
на [H+]out со стехиометрией 1:1, и является основным регулятором гомеостаза [pH]in в 
условиях ацидоза и ишемии/реперфузии, а также участвует в регуляции концентрации 
[Na+]in в кардиомиоцитах (Weiss et al., 1990; Bers et al., 2003; Piper et al., 2004; Fliegel, 2005; 
Pedersen et al., 2006; Malo, Fliegel, 2006; Fliegel, 2009). Структура/функция и регуляция 
NHE–1 подробно описана в некоторых обзорных статьях (Karmazyn et al., 1999; Petrecca et al., 
1999; Балаболкин, Белоярцева, 2001; Cingolani et al., 2001; Shigekawa, Iwamoto, 2001). При 
активации NHE–1 повышается концентрация [Na+]in и активируются реверсионные функции 
NCX1, которые аккумулируют [Са2+]in в обмен [Na+]in и происходит увеличение силы 
сокращения миокарда (Pierce, Meng, 1992; Karmazyn, Moffat, 1993; Fliegel, Dyck, 1995; Bluhm, 
1998). Патологического изменение [Са2+]in гомеостаза приводит к аритмии, 
апоптоз/некрозу, инфаркту миокарда, ишемии–реперфузии (Karmazyn, 1988), при этом 
модуляторы NHE–1 являются перспективными агентами в кардиопротекции (Baudouin, 
Bateman, 1988; Vasilets et al., 1989; Karmazyn et al., 2005; Sarigianni et al., 2010).  

Для изучения влияния EGCG на активность NHE–1 была использована специфическая 
методика растяжения миокарда на изолированной папиллярной мышце крысы, описанная 
Perez et al., 2011 (Perez et al., 2011). При этом в течение стабилизации (~45–60 мин.) с помощью 
микроманипулятора («Mitutoyo»; Япония), установленных в экспериментальной ячейке, 
прогрессивно растягивали препараты папиллярной мышцы до появления максимальной 
амплитуды силы сокращения (Lmax) ~98–100%. При этом растяжение препарата папиллярной 
мышцы продолжалось до тех пор, пока рост активной составляющей силы либо практически 
останавливался, либо падал, и соответствующую длину считали максимальной (Lmax или L0) 
(Кондратьев и др., 2008; Смолюк, Проценко, 2011).  

Известно, что максимальная сила сокращения миокарда (Lmax) связано с оптимальной 
длиной саркомера, который генерирует мышечное волокно, где наибольшее активное 
изометрическое напряжение и Са2+–чувствительность миофиламентов будут оптимальными 
(Allen, Kentish, 1985). И так, в ходе дальнейшего растяжения миокарда его изометрическое 
напряжение падает (Кондратьев и др., 2008). Начальную длину мышцы (Lmax) уменьшали до 
~88–90 % и после стабилизации вновь возвращали к исходному уровню как описанны в 
работах (Kentish, Wrzosek, 1998; Alvarez et al., 1999; Kockskamper et al., 2008; Villa–Abrille et 
al., 2010) (Рисунок 9). 
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Рис. 9. Изменение изометрического напряжения изолированной папиллярной мышцы при 
растяжении от ~98–100 % до ~88–90 % и после, стабилизации вновь возврашение на 100 %. 
Оригинальная запись сократительных ответов папиллярной мышцы, при этом показано 
изменение амплитуды силы при растяжение с I фазой (быстрое увеличение на 12,6±3,3 % 
относительно контроля) и II фазой (SFR; на 38,6 % относительно контроля). Частота 
стимуляции 1 Гц. 
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Известно, что механическое изменение длины миокарда происходит моментально 
быстро, т.е. через одно сокращение, увеличение амплитуды силы мыщцы, называемая 
быстрым ответом (I фаза), известное как закон Франка–Старлинга (Ait–Mou et al., 2016) и 
вслед за I фазой, происходит дальнейшее увеличение силы сокращений (II фаза), известное 
как медленный ответный эффект (SFR – Slow force response), называемая эффектом Анрепа 
(Von Anrep, 1912; Parmley, Chuck, 1973; Villa–Abrille et al., 2010; Katz, 2002; Коновалов, 2013). 
Установлено, что механизмы развития быстрого ответа миокарда при растяжении связано с 
увеличением Са2+–чувствительности миофиламентов (Calaghan, White, 1999) во II фазе при 
активации ангиотензин образующего фермента (ACE) через активацию реакции 
сигнального каскада интегринов (Cingolani et al., 2013) увеличивается концентрация 
ангиотензина–II (Ang II), который в свою очередь активирует ангиотензиновый рецептор 
(АТ–1) и происходит увеличение внутриклеточной концентрации эндотелина–1 (ET–1), 
который активирует минералокортикоидный рецептор (MR), который стимулирует 
рецептор эпидермального фактора роста (EGFR), активирующий митохондриальный 
оксидативный стресс, индуцирующего генерацию АФК (Garciarena et al., 2008; Caldiz et al., 
2011; Caldiz et al., 2011; Neves et al., 2016). А также, установлено, что ET–1 прямо активирует 
фермент НАД(Ф)·Н–оксидазу, обусловливающий генерацию АФК (Pimentel et al., 2001; 
Goette et al., 2002; Caldiz et al., 2007), АФК активируют фосфорилирование NHE–1 через 
окислительно–востановителную сигнальную трансдукцию ERK1/2–киназа p90RSK (Perez et 
al., 2001; Calaghan, White, 2001; Brookes et al., 2004; Von Lewinski et al., 2004; Cingolani et al., 
2006; Zhang et al., 2009; Diaz et al., 2014; Yeves et al., 2015). В регуляции активности NHE–1 
через фосфорилирование, кроме ERK ½–киназа p90RSK, участвует MAPK, Rho–связанная 
киназа (ROCK), Nck–взаимодействующая киназа (NIK), Са2+/кальмодулин зависимая киназа 
II (СаМКII) (Malo, Fliegel, 2006; Fliegel, 2009). Кроме того, изменение электромеханических 
параметров миокарда при механическом растяжении, связаны с активацией неселективных 
ионных каналов (т.е. пропускаемых ионов Na+, Ca2+ и K+), чувствительных к растяжению – 
SACNSC (Zhang et al., 2000; Reed, Kohl, 2014). При этом, выявлено, что амплитуда SFR 
примерно ~30–40 % связано с активацией SACNSC и, уменьшается при инкубации препарата 
мышцы блокатором SACNSC – GdCl3 (10–20 мкМ) или стрептомицином (Nicolosi et al., 2001; 
Ward, Allen, 2005; Ward et al., 2008). В экспериментах использовали ингибитор SACNSC – 
хлоридa гадолиния (III) (10 мкМ) (Lab et al., 1994; Tavi et al., 1996; Ward, Allen, 2005).  

В экспериментах, проведенных с помощью методики механического растяжения 
миокарда было показано, что EGCG (150 мкМ) увеличивает амплитуду I фазы 
дополнительно на 14,3±4,4 %, и амплитуду I фазы (SFR) на 33,7±4,9 % относительно 
контрольного показателя (n=3–4, р<0,05) (Рисунок 10).  
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Рис. 10. Действие EGCG (150 мкМ) на сократительную активность миокарда при 
механическом растяжении (n=3–4). 

 
Таким образом, при механическом растяжении быстрого увеличения амплитуды силы 

сокращения миокарда (I фаза) связано с увеличением Са2+–чувствительного миофиламента 
(Allen, Kentish, 1985) и медленного увеличения силы в течение ~10–15 минут (II фаза: SFR) 
связаного с медленным увеличением [Са2+]in через активацию NHE–1  NCX1 (Alvarez et al., 
1999; Chatterjee et al., 2015). Увеличение концентрации [Nа+]in в ~1,5–2 раза в цитоплазме и 
даже, на ~10 %, происходит в условиях гипоксии при увеличение внутриклеточной 
концентрации кислых метаболитов, снижения внутриклеточного рН и возникновения 
ацидоза, активирующий NHE–1, который вызывает активацию NCX1, в реверсионном 
режиме, следствием которого становится увеличение [Са2+]in (Долгих, 2005). 

Одним из известных ингибиторов NHE–1 является амилорид (Dhein, Salameh, 1999; 
Гурова и др., 2011; Гурова и др., 2012) и в экспериментах выявлено, что блокаторы NHE–1 
(амилорид и др.) оказывают кардиопротекторные действия (Kaplan et al., 1995). При этом 
кардиопротекторное действие амилорида связано с блокированием NHE–1 и, как следствие, 
уменьшением повреждающего действия чрезмерной активации NHE–1 во время 
ишемии/реперфузии (Weiss et al., 1990). Таким образом, изменение динамики активации 
NHE–1 является одним из основных факторов, приводящих к перегрузке [Са2+]in в 
кардиомиотах. Поэтому актуальным направлением является поиск и исследование 
модуляторов NHE–1 в качестве потенциальных фармакологических агентов, 
способствующих кардиопротекторному действию.  

Итак, в экспериментах блокирование NHE–1 мы проводили амилорид гидрохлоридом 
(1 мМ). При этом амилорид гидрохлорид (1 мМ) добавляли в среду инкубации и инкубировали 
~5 минут до добавления EGCG (150 мкМ). В наших экспериментах показано, что амилорид 
(1 мМ) незначительно действует на сократительную активность изолированной папиллярной 
мышцы крысы. Полученные данные сопоставимы с литературными данными (Otani et al., 
1990). При этом, инкубация амилоридом (1 мМ) – блокатор NHE–1 оказывает ингибирующее 
действие на SFR. В тоже время, в этих условиях положительный инотропный эффект EGCG 
значительно уменьшается (Рисунок 11, Рисунок 12).  
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Рис. 11. Действие EGCG (150 мкМ) на сократительную активность миокарда при 
механическом растяжении в условиях блокады NHE–1 с амилоридом (1 мМ). Оригинальная 
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Рис. 12. Действие ингибирующего эффекта амилорида (1 мМ) на положительный 
инотропный эффект EGCG (150 мкМ) на SFR (n=3–4) 

 
Функционирование NCX1 в «прямом» режиме направлена на удаление Са2+ из 

цитоплазмы в обмен против градиента концентрации Na+ в стехиометрии 1Са2+/3Na+. 
В условиях увеличения [Na+]in, обусловленных активацией NHE–1 при снижение [рН]in или 
стимуляции каскада реакции при механическом растяжении, иницирует «обратное» 
реверсионное функционирование NCX1, повышая внутриклеточную концентрацию [Са2+]in.  

Анализ литературных и полученных экспериментальных данных показывает, что на 
основе положительного инотропного действия EGCG может лежать активация реверсионной 
функции NCX1 через модуляцию активности NHE–1, приводящая к изменению 
внутриклеточной концентрации ионов [Са2+]in и модуляции сократительной активности 
кардиомиоцитов (Рисунок 13).  

А также, в литературных данных показано, что EGCG уменьшает активность Na+/K+–
АТФазы (Ochiai et al., 2009; Feng et al., 2012), активирует RyR2 (Feng et al., 2010; Feng et al., 
2012), увеличивает Са2+–чувствительный миофиламент в кардимиоцитах (Wang et al., 2016). 
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Рис. 13. Гипотетический механизм инотропного действия EGCG. При этом, [Ca2+]in – 
внутриклеточная концентрация ионов Са2+; Ang II – ангиотензина–II; АТ–1 – 
ангиотензиновый рецептор; EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – рецептор 
эпидермальный фактор роста; ERK ½ – внеклеточно сигнал–регулируемые киназы 1 и 
2/внеклеточно–регулируемая MAP–киназы 1 и 2; ET–1 – эндотелин–1; MR – 
минералокортикоидный рецептор; p90RSK –редокс чувствительная p90 рибосомальная 
киназа s6; RyR2 – рианодиновый рецептор саркоплазматического ретикулума; SERCA2а – 
Са2+–АТФаза саркоплазматического ретикулума; АФК – активных форм кислорода; 
НАД(Ф)·Н – никотинамидадениндинуклеотидфосфата; СР – саркоплазматический 
ретикулум. 

 
5. Заключение 
Анализ литературных и полученных экспериментальных данных показывает, что на 

основе положительного инотропного действия EGCG может лежать комплексная модуляция 
функций NCX1 через активацию NHE–1 и блокады Nа+/К+–АТФазы, а также активацию 
Са2+–транспортирующих систем СР (RyR2), приводящая к изменению внутриклеточной 
концентрации ионов [Са2+]in и увеличение сократительной активности кардиомиоцитов 
(рис. 13).  

И так, EGCG является одним из перспективных агентов для создания эффективного 
фармакологического препарата обладающего компексным кардиопротекторным действием 
(McKay, Blumberg, 2007; Othman et al., 2017). Полученные результаты могут иметь важное 
значение при поиске и создании лекарственных средств с кардиопротекторными 
свойствами на основе EGCG. 
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Список использованных сокращений: EGCG – (–)–epigallocatechin 3–O–gallate; HSE – 
Hugo Sachs Elektronik; [Ca2+]in – внутриклеточная концентрация ионов Са2+; ACE 
(Angiotensin–converting enzyme) ангиотензин образующий фермент; Ang II – (Аngiotensin II) 
ангиотензин–II; ARE – (Antioxidant response element) промоторный антиоксидант–
респонсивный элемент; CaM – (Calmodulin) кальмодулин; CIOMS – (The Council for 
International Organizations of Medical Sciences) Международный совет медицинских научных 
обществ; EGF – (Еpidermal growth factor) эпидермальный фактор роста; EGFR – (epidermal 
growth factor receptor) рецептор эпидермальный фактор роста; eNOS – (Endothelial nitric 
oxide synthase) эндотелиальная синтаза оксида азота; ERK ½ – (Еxtracellular signal–regulated 
protein kinases/Extracellular regulated MAP kinase) внеклеточный сигнал–регулируемые 
киназы 1 и 2/ внеклеточно–регулируемое MAP–киназы 1 и 2; ET–1 – (Endothelin–1) 
эндотелин–1; Jak2 – (Janus kinase 2) янус–киназа 2; Keap1 – (Kelch ECH associating protein–1) 
репрессорный белок; L–NAME – (Nω–nitro–L–arginine methyl ester) Nω–нитpo–L–аргинин 
метиловый эфир; MR – (Mineralocorticoid receptor) минералокортикоидный рецептор; NF–
κB – (Nuclear factor κB) ядерный фактор каппа–би; NHE–1 – (Sodium/hydrogen exchanger–1) 
натрий/протонный обменник первой изоформы; Nrf2 – (Nuclear factor erythroid 2–related 
factor) фактор транскрипции 2; p90RSK – (Redox–sensitive kinases/p90 ribosomal S6 kinase) 
редокс чувствительный p90 рибосомальная киназа s6; RyR2 – (Ryanodine receptor 
2) рианодиновый рецептор; SACNSC – (Stretch–activated non–selective cation channels) 
неселективный катионный канал активируемых с растяжением (чувствительные к 
растяжению/механозависимые); SERCA2а – (Sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+ ATPase 
2) Са2+–АТФаза сарко–эндоплазматического ретикулума; SFR – (Slow force response) 
медленный инотропный эффект; β–АР – (Beta–adrenergic receptors) β–адренорецептор; 
АН РУз – Академии Наук Республики Узбекистан; АФК – активные формы кислорода (на 
англоязычных литературах ROS – Reactive oxygen species); ГЦ – растворимая 
гуанилатциклаза; ДМСО – диметилсульфоксид; ЕС50 – (half maximal effective concentration) 
концентрация, вызывающый эффект на 50%; МАРK – (Mitogen–activated protein kinase) 
митоген–активируемая протеинкиназа; НАД(Ф)•Н – 
никотинамидадениндинуклеотидфосфат; ПKC – протеинкиназа С; ПКG – протеинкиназа G; 
СР – саркоплазматический ретикулум; цГМФ – циклический гуанозинмонофосфат. 
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Аннотация. Целью настоящего исследования явилось изучение механизма 

положительного инотропного действия (–)–эпигаллокатехин–3–О–галлата (EGCG), 
выделенного из косточек винограда (Vitis vinifera L.) на сократительную активность 
миокарда крыс. Регистрацию изометрической силы проводили с помощью механотрона 
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(F30/D–79232; HSE, Германия). Установлено, что EGCG (15–150 мкМ) вызывает 
положительный инотропный эффект (p<0,05; n=3–4). В концентрации 150 мкМ EGCG 
увеличивал сокращение папиллярной мышцы на 67,5±6,2 % относительно контрольного 
показателя (ЕС50=22,39 мкМ или pD2 (–logEC50)=4,652). В экспериментах, проведенных с 
помощью специфической экспериментальной методики механического растяжения 
миокарда было показано, что EGCG (150 мкМ) увеличивает амплитуды II фазой (SFR, 
медленный инотропный ответ) на 33,7±4,9 % относительно контрольного показателя. 
При этом, в присутствии амилорида гидрохлорида (1 мМ) – блокатора NHE–1 
положительный инотропный эффект EGCG значительно уменьшается. Таким образом, 
полученные данные позволяют предположить, что положительный инотропный эффект 

EGCG (15–150 мкМ) может быть связан с активацией каскада реакции NHE–1  [Nа+]in  

NCX1 [Са2+]in.  
Ключевые слова: инотропное действие, папиллярная мышца, EGCG, NHE–1, NCX1. 

 


