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Оксид азота (NO) регулирует почечную гемодинамику и ингибирует канальцевую 
реабсорбцию натрия. Образование NO катализируется NO-синтазами (NOS), ак-
туально изучение роли отдельных NO-синтаз в реализации функций почек. Цель 
исследования – получение линии мышей с нокаутом гена nos3 (NOS KO) и оценка 
у них ионорегулирующей функции почек. Чистая линия мышей NOS KO выведена 
на основе линии мышей С57Bl/6 с использованием метода CRISPR-Cas9-редакти-
рования. В физиологическое исследование было включено 39 животных (10 самок 
и 10 самцов мышей С57Bl/6; 10 самок и 9 самцов мышей NOS KO), генотипиро-
вание выполнено в возрасте 4 недель методами ПЦР и секвенирования. Для вы-
явления отличий в транспорте натрия и калия в почках у мышей NOS KO были 
проведены эксперименты с оценкой экскреции ионов у животных при поении во-
дой (контроль), при нагрузке NaCl (7.7 мкмоль/г) и введении петлевого диурети-
ка. В контроле у мышей NOS KO и С57Bl/6 не выявлено различий в экскреции 
ионов натрия и калия. В условиях поступления избытка NaCl также не выявлено 
существенных межлинейных различий: экскреция натрия и калия возросла в 8.8 
и 1.3 раза у мышей NOS KO и в 8.4 и 1.7 раза у мышей дикого типа соответственно. 
Натрийуретический эффект фуросемида (5 мкг/г) у мышей NOS KO был сильнее, 
чем у мышей С57Bl/6. Экскреция натрия почками составила 4.1 ± 0.3 мкмоль/г 
за 2 ч наблюдения у мышей NOS KO и 2.7 ± 0.2 мкмоль/г у мышей дикого типа 
(p < 0.001). Таким образом, в работе впервые выявлено повышение чувствитель-
ности к фуросемиду у мышей с нокаутом гена nos3, что может указывать на значи-
мость активности эндотелиальной NO-синтазы для регуляции транспорта натрия 
в толстом восходящем отделе петли Генле.
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ВВЕДЕНИЕ

Оксид азота (NO) как физиологически активное вещество принимает участие 
в регуляции почечной гемодинамики, гломерулярной фильтрации, канальцевого тран-
спорта натрия (ингибирует реабсорбцию натрия и увеличивает его экскрецию) [1]. 
Образование NO в организме катализируется NO-синтазой (NOS). Выявлены и оха-
рактеризованы две конститутивные изоформы фермента (нейрональная NOS1, име-
ющая несколько сплайс-вариантов, и эндотелиальная NOS3) и одна индуцибельная 
изоформа (NOS2) [2, 3]. В почке представлены NOS1α-, NOS1β- и NOS3-изофор-
мы [4]. При этом показано, что NOS1β является основной изоформой NOS1 в клет-
ках плотного пятна (macula densa) [4]. Основные доказательства роли NO в регуляции 
функции почек получены в исследованиях на животных с использованием доноров 
NO или NOS-ингибиторов [5–7]. Учитывая отсутствие изоформ-специфичных NOS-
ингибиторов, более перспективным направлением для изучения роли NO и отдельных 
NO-синтаз для регуляции физиологических процессов в почке является нокаут генов, 
кодирующих NOS [2]. Выведены мыши с тройным нокаутом генов NOS (n/i/eNOS 
KO мыши), у них чрезвычайно низки концентрация метаболитов NO в плазме кро-
ви и их экскреция с мочой (приблизительно 3% нормальных значений). У мышей 
n/i/eNOS KO с возрастом развивается артериальная гипертензия, гипертриглицери-
демия, системный атеросклероз и абдоминальное ожирение, наблюдается нарушение 
толерантности к глюкозе и выраженная инсулинорезистентность, а также встречается 
нефрогенный несахарный диабет [8]. Показано, что изолированный нокаут генов nos1 
и nos3 может способствовать росту артериального давления [2, 9]. Продемонстри-
рована роль NOS1β в плотном пятне в регуляции канальцево-клубочковой обратной 
связи и значимость NOS1 для регуляции активности Na/H-обменника (NHE3) в прок-
симальных канальцах и эпителиальных натриевых каналов (ENaC) в собирательных 
трубках в почках [10–13]. Мыши с полным нокаутом гена nos1α являются нормотен-
зивными даже на высокосолевой диете [2]. У мышей с нокаутом гена nos1 в macula 
densa (MD-NOS1 KO) [11] и nos1 в собирательных трубках (CD-NOS1 KO) [12, 13] 
выявлено развитие соль-чувствительной гипертензии и нарушение натрийуретиче-
ского ответа на поступление хлорида натрия. У CD-NOS1 KO мышей не происходит 
адекватного снижения альдостерона в ответ на высокосолевую диету, но у них нет вы-
раженных нарушений механизма концентрирования мочи и изменения потребления 
воды [14]. У мышей с нокаутом гена nos1 во всех клетках тела [10] отмечено снижение 
всасывания бикарбоната в проксимальном канальце и тенденция к развитию метабо-
лического ацидоза. Менее изучена роль NOS3 в регуляции транспорта солей в почке. 
У мышей NOS3-нокаутов описаны тенденция к росту артериального давления и раз-
витие артериальной гипертензии при содержании на высокосолевой диете [15]. При 
стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете у мышей NOS3 KO ускоряется 
прогрессирование диабетической нефропатии [16], менее эффективно действуют ин-
гибиторы ангиотензинпревращающего фермента и выше уровень альдостерона [17]. 
При нефрон-специфическом нокауте гена nos3 у мышей (линия NS-NOS3 KO) раз-
вивается гипертония (средние значения артериального давления на 20–30 мм рт. ст. 
выше, чем значения, наблюдаемые у животных дикого типа), при хронической соле-
вой нагрузке нарушается выведение солей и в почке снижены общая и фосфорилиро-
ванная формы Na/K/2Cl-котранспортера (NKCC2) [18].

Цель исследования – оценка ионорегулирующей функции почек у мышей с нокау-
том гена nos3 во всех клетках организма. В задачи исследования входило выведение 
мышей с нокаутом nos3 (NOS3 KO), изучение у них экскреции ионов натрия и калия 
почками при поении водой, при нагрузке хлоридом натрия, а также оценка интенсив-
ности транспорта натрия в толстом восходящем отделе петли Генле (тест на чувстви-
тельность к петлевому диуретику) у мышей NOS3 KO.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение линии мышей с нокаутом гена nos3
Мыши дикого типа линии C57Bl/6 и линии CD1 были получены из Центра коллек-

тивного пользования Института физиологически активных веществ Российской акаде-
мии наук (ИФАВ РАН) (FFSN-2021-0005).

Конструкции направляющей CRISPR РНК (sgРНК) для гена nos3 были созданы 
с использованием стандартных методов молекулярной биологии и биоинформатики. 
Последовательности направляющих sgРНК для нокаутирования гена nos3 подбира-
ли с помощью программы Chopchop (https://chopchop.cbu.uib.no). Подбор прайме-
ров для проведения ПЦР и секвенирования выполнялся с использованием программы 
PerlPrimer (http://perlprimer.sourceforge.net/). Синтез праймеров осуществляли в компа-
нии “ООО Бигль”, Россия. Все последовательности ДНК, полученные с помощью ПЦР, 
были секвенированы в ресурсном центре “Развитие молекулярных и клеточных техноло-
гий” (РЦ РМиКТ) Санкт-Петербургского государственного университета. Для наработки 
sgРНК к гену nos3 в качестве матрицы использовали синтетическую последовательность 
ДНК, полученную после отжига частично комплементарных праймеров и последующе-
го синтеза с помощью ДНК-полимеразы Taq («ООО Бигль»). Прямой праймер содержал 
промоторную последовательность для РНК-полимеразы бактериофага Т7, направляю-
щую последовательность к выбранной области ДНК-мишени и фрагмент консерватив-
ной последовательности sgРНК, а обратный праймер содержал консервативную после-
довательность sgРНК. Праймеры приведены в табл. 1. Транскрипцию in vitro проводили 
с использованием T7 РНК полимеразы (Invitrogen, США) в течение 1.5 ч при 37 °С. 
Для удаления ДНК-матрицы добавляли 2 мкл (2 ед.) ДНКазы I (Thermo Fisher Scientific, 
США) и инкубировали при 37 °C в течение 15 мин. ДНКазу I инактивировали нагревани-
ем при 65 °С в течение 10 мин. Выделение и очистку РНК проводили с помощью набора 
MEGAclear™ Transcription Clean-Up (Fermentas, США).

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Олигонуклеотид Последовательность Назначение праймера
sgRNA Nos3 for gaaattaatacgactatagggctgggggccgggttagcggggtttta

gagctagaaatagc
Получение 

направляющей РНК
sgRNA Cas9 rev aaaagcaccgactcggtgccactttttcaagttgataacggactagcct

tattttaacttgctatttctagctctaaaac
Nos3GTPCR For gcttgacccaatagctgctc Амплификация 

фрагмента гена nos3Nos3GTPCR Rev accacctctccactcaatcg
Nos3 seq for agggccaaatgtgaacaaag Секвенирование

Для выведения мышей с нокаутом гена nos3 на первом этапе вымывали оплодот-
воренные яйцеклетки мышей по стандартной методике [19]. Для этого половозрелым 
самкам мышей C57Bl/6 в возрасте 4–5 недель вводили 7.5 единиц гонадотропина сы-
воротки жеребых кобыл и через 46 ч 7.5 единиц хорионического гонадотропина че-
ловека (ХГч). Самку сразу после введения ХГч подсаживали к содержавшемуся в от-
дельной клетке самцу той же линии (возраст от 6 до 14 месяцев). Вымывание зигот из 
самок-доноров с использованием культуральной среды Ооклин (ООО “ПанЭко”, Рос-
сия) делали через 11–12 ч после спаривания с самцами. Микроинъекции в цитоплазму 
зиготы (согласно процедуре [20]) смеси sgРНК к гену nos3 и белка Сas9 проводили 
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с использованием микроинъектора FemtoJet и микроманипуляторов TransferMan 4R 
(Eppendorf, Германия), микроскопа Nikon (Япония) с оптической системой Nikon DIC 
(дифференциальный интерференционный контраст).

Подготовка псевдобеременных самок осуществлялась в соответствии с протоко-
лом [21]. В качестве самок-реципиентов была выбрана аутбредная линия CD1. Все ми-
крохирургические вмешательства выполнялись под общей анестезией с применением 
внутрибрюшинных инъекций смеси 30 мкг/г золетила (Золетил 100, “Вирбак”, Франция) 
и 6 мкг/г ксилазина (Ксила, “Интерхеми”, Нидерланды или Рометар, “Биовета”, Чехия). 
Вазэктомированных самцов линии CD1 в возрасте 3 месяцев получали с помощью ми-
крохирургической операции согласно протоколу [22]. Для получения псевдобеременных 
самок их ссаживали с вазэктомированными самцами. На следующее утро после спари-
вания отбирали самок с копулятивными пробками. Оплодотворенные яйцеклетки после 
микроинъекций генетических конструкций подсаживали в яйцевод псевдобеременных 
самок линии CD1 с помощью микрохирургических операций. Рожденные в результате 
этого эксперимента детеныши (поколение F0) были генотипированы с помощью ПЦР 
и секвенированы. Геномную ДНК из образцов ткани мышей выделяли методом щелоч-
ного лизиса согласно протоколу [23] и анализировали с помощью ПЦР с праймерами, 
перечисленными в табл. 1. Анализ хроматограмм секвенирования проводили с исполь-
зованием компьютерной программы Synthego (https://www.synthego.com). Далее на осно-
вании секвенирования ДНК целевого фрагмента ДНК детенышей F0 мышей выбирали 
мутации, приводящие к сдвигу рамки считывания.

Выведение линейных гетерозиготных мышей из поколения F0 осуществляли пу-
тем их скрещивания с мышами С57Bl/6 дикого типа. Затем гетерозиготы скрещивали 
для получения гомозигот. Далее для избавления от потенциальных нецелевых мутаций 
проводили 6 обратных скрещиваний гомозигот с мышами С57Bl/6 дикого типа. Каждое 
обратное скрещивание включало в себя последовательное скрещивание гомозиготных 
мышей с мышами С57Bl/6 дикого типа и последующее скрещивание полученных гете-
розигот между собой для получения гомозигот.

Проведение физиологических экспериментов
В физиологической части исследования было использовано 39 половозрелых мышей: 

10 самок и 10 самцов линии С57Bl/6, 10 самок и 9 самцов линии NOS KO. Генотип 
мышей NOS KO был подтвержден в возрасте 4 недель классическим способом с помо-
щью ПЦР и секвенирования. В каждую экспериментальную группу включено по 9-10 
животных, что потенциально достаточно для выявления 30% различий в исследуемых 
параметрах (величина эффекта d = 1.4) при мощности критериев 0.80 и уровне значи-
мости 0.05. Для наблюдения и проведения физиологических экспериментов мышей 
в возрасте с 2 до 9 месяцев содержали в виварии ЦКП Института эволюционной физи-
ологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. Животные размещались в клетках по 1–4 
особи. Для поддержания стабильных условий окружающей среды клетки находились 
в системе содержания животных Noroit A-Box 120 (Франция): искусственное освеще-
ние 12/12 ч (07.00–19.00 – день при искусственном освещении лампами дневного света, 
19.00–07.00 – ночь), температура воздуха 22–25 °С, относительная влажность 50–60%, 
НЕРА-фильтрация воздуха, контроль частоты воздухообмена (до 35 объемов в ч). Мыши 
имели свободный доступ к питьевой воде и корму для содержания лабораторных живот-
ных ЛБК-120 производства ЗАО “Тосненский комбикормовый завод” (Россия).

Все эксперименты проводили у животных натощак (корм забирали за 16 ч до экспе-
римента). Дозы препаратов и параметры функции почек нормировали на 1 г массы тела 
животных. Серии экспериментов: контроль с введением воды в объеме 10 мкл/г для 
увеличения мочеотделения; нагрузочная проба NaCl (7.7 мкмоль/г в виде 5%-ного рас-
твора NaCl перорально, объем 9 мкл/г); введение фуросемида (ОАО “Дальхимфарм”, 
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Россия) 5 мкг/г внутрибрюшинно. Воду и раствор NaCl вводили в желудок с помощью 
тонкого металлического зонда с шариком на конце. Целью использования нагрузочной 
пробы с NaCl было создание достаточного избытка натрия в организме. У грызунов 
для этих целей используется однократное введение NaCl до 75% от его содержания 
в организме; нами ранее была отработана методика с введением 40% избытка NaCl 
от его содержания в организме у крыс (0.45 г/кг, или 7.7 ммоль/кг). Такая нагрузочная 
проба у крыс вызывает диуретический ответ почек через 30 мин, пик диуретической 
и натрийуретической реакции наблюдается через 1 ч от начала эксперимента, и за 2 ч 
выводится около 40% введенного NaCl [24].

Для сбора проб мочи при произвольных мочеиспусканиях в течение 3 ч после воздей-
ствия или в контрольных условиях мышей помещали в индивидуальные клетки с про-
волочным дном и пластиковыми пробирками типа Эппендорф. Собранные пробы мочи 
хранили в холодильнике при 4–8 °C. По окончании каждого опыта мышей возвращали 
в клетки вивария, интервал между экспериментами составлял не менее двух недель.

В пробах мочи определяли концентрацию натрия и калия методом пламенной фо-
тометрии (двухканальный фотометр Sherwood-420, Великобритания) и концентрацию 
креатинина кинетическим методом по реакции Яффе (автоматический анализатор Erba 
XL-200, Чехия). Рассчитывали суммарный диурез, экскрецию креатинина, выведение 
ионов натрия и калия почками за 2 ч (соответствует длительности ответа почек на на-
грузочные пробы и диуретик), как описано ранее [25].

Статистическую обработку проводили в программе GraphPad Prism 8.0. Нормаль-
ность распределения оценивали по тесту Шапиро–Уилка и с помощью построения 
квантиль-квантиль графиков. Из всех показателей только экскреция ионов калия после 
нагрузочной пробы с NaCl не соответствовала нормальному распределению, но, учи-
тывая небольшое число наблюдений, в основном использовали методы непараметриче-
ской статистики. На диаграммах разброса, кроме индивидуальных значений, и в тексте 
приведены медианы и межквартильные размахи (Me, Q1 – Q3), на графике динамики 
представлены средние значения и стандартные ошибки среднего (M ± SE). Для сравне-
ния групп использовали критерий Краскела–Уоллиса, при post hoc анализе – критерий 
Данна. Различия рассматривались как статистически значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У выведенной нами линии мышей полностью отсутствует фермент NOS3, так как 
полученная делеция со сдвигом рамки считывания находится в начале второго экзона 
(рис. 1).

На протяжении всего периода наблюдения мыши NOS KO имели меньшую массу 
тела по сравнению с мышами дикого типа (С57Bl/6) (рис. 2); по длине тела животных 
(рис. 2) значимых различий не выявлено. Самцы обеих линий мышей были крупнее, 
чем самки.

У мышей с нокаутом гена nos3 была сохранна азотовыделительная функция почек, 
экскреция у них креатинина составила 15.0 (14.5–16.0) мкмоль/мин/г у самок и 18.0 
(16.5–20.1) мкмоль/мин/г у самцов, а у мышей дикого типа – 13.7 (10.2–14.2) и 19.8 
(16.2–23.0) мкмоль/мин/г соответственно (p > 0.05). Не выявлено межлинейных разли-
чий в экскреции ионов натрия (рис. 3a) и калия (рис. 3b) у мышей после введения им 
воды (10 мкл/г). Диурез составил 13.0 (7.1–16.1) мкл/г/2 ч у мышей дикого типа и 7.0 
(4.7–11.2) мкл/г/2 ч у мышей NOS KO. Выведение ионов натрия было на достаточно 
низком уровне, экскреция калия по величине превышала выведение натрия. Экскре-
ция ионов калия была выше у самцов по сравнению с самками у обеих линий мышей 
(рис. 3b), половые различия в экскреции ионов натрия наблюдались только у мышей 
С57Bl/6 (рис. 3a).
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exon1 exon2
nos3 mRNA structure

WT

NOS KO

caacagcccccCGCTAACCCGGCCCCCagaCgg

caacagccccc                                               aga gg
ccccagagg
Pro Gln Arg - 55 a.a. - Stop56

Pro Pro  Leu  Thr   Arg   Pro   Pro  Asp56

Рис. 1. Схема делеции в гене nos3. Подчеркнута последовательность интрона, более крупным и жирным 
шрифтом выделена последовательность, делетированная у мышей NOS KO.
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Рис. 3. Экскреция ионов натрия (a) и калия (b) почками за 2 ч у самцов (♂) и самок (♀) мышей 
NOS KO и дикого типа (C57Bl/6) после введения воды в объеме 10 мкл/г. Значимость различий (p < 0.05):  
# – при сравнении самок и самцов.
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Использование нагрузочной пробы с введением NaCl не выявило различий в ответе 
почек на избыточное поступление натрия в организм у мышей с нокаутом гена эндо-
телиальной NO-синтазы и контрольных животных (рис. 4). Введение 9 мкл/г 5%-ного 
раствора NaCl перорально приводило к значительному росту экскреции натрия как 
у мышей NOS KO, так и у мышей С57Bl/6 (по сравнению с контрольной группой выше 
в 15–30 раз у самок и в 2–7 раз у самцов). Диурез не превышал таковой в контроль-
ной группе, он составил 5.4 (2.2–9.3) мкл/г/2 ч у мышей дикого типа и 4.6 (3.2–9.2) 
мкл/г/2 ч у мышей NOS KO.

Обнаружено, что натрийурез у мышей обеих линий был статистически значимо 
выше у самок по сравнению с самцами (рис. 4a). В ответ на нагрузочную пробу NaCl 
несколько возросла экскреция ионов калия почками у самок крыс обеих линий – в 2.1 
раза у мышей NOS KO, в 3.5 раза у мышей С57Bl/6 (рис. 3b и 4b).
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Рис. 4. Экскреция ионов натрия (a) и калия (b) почками за 2 ч у самцов (♂) и самок (♀) мышей NOS KO 
и дикого типа (C57Bl/6) после нагрузочной пробы NaCl (7.7 мкмоль/г). Значимость различий (p < 0.05):  
# – при сравнении самок и самцов.

Проведены эксперименты с оценкой чувствительности мышей NOS KO к петлево-
му диуретику фуросемиду для выявления потенциальных отличий в транспорте натрия 
и калия в почках при нарушении синтеза NO. Диуретический и натрийуретический эф-
фекты (рис. 5a) фуросемида у мышей NOS KO были выражены сильнее, чем у мышей 
дикого типа. Диурез после введения фуросемида составил 35.5 (29.2–40.1) мкл/г/2 ч 
у мышей NOS KO и 21.3 (17.2–28.4) мкл/г/2 ч у мышей С57Bl/6 (p = 0.0001). Экскреция 
ионов калия после введения фуросемида во всех группах животных не различалась 
(рис. 5b). Половых различий в чувствительности почек к фуросемиду у мышей NOS 
KO и С57Bl/6 не выявлено.

Показано, что длительность действия фуросемида у животных обеих линий одина-
кова и составляет около 90 мин. При этом пик натрийуреза, который наблюдался через 
15–30 мин после введения диуретика, был значимо выше у мышей NOS KO (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашем исследовании были выявлены различия в экскреции ионов натрия и калия 
у самцов и самок мышей C57Bl/6 (вне зависимости от нокаута гена nos3) как при стан-
дартном поступлении NaCl с пищей, так и после введения животным острой солевой 
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нагрузки. Экскреция натрия (оцененная при умеренном водном диурезе) была выше 
у самцов, чем у самок, а ответ на нагрузочную пробу с NaCl был сильнее у самок. 
Подобные различия в натрийуретической реакции почки в ответ на острую перегрузку 
NaCl описаны для крыс [26]. Показано, что этот феномен является следствием разли-
чий в экспрессии рецепторов гормонов (например, к ангиотензину) и транспортеров 
в нефроне, действии половых гормонов, пролактина и др. [27]. Наиболее выраженные 
различия выявлены для транспортеров в проксимальном отделе нефрона. В опытах 
на крысах показано, что после введения избытка соли у самок в 2 раза эффективнее 
снижается реабсорбция натрия в проксимальном канальце нефрона, чем у самцов. Для 
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Рис. 5. Экскреция ионов натрия (a) и калия (b) почками за 2 ч у самцов (♂) и самок (♀) мышей NOS KO 
и дикого типа (C57Bl/6) после инъекции 5 мкг/г фуросемида.
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мышей линии C57Bl/6 были выявлены схожие различия в экспрессии и фосфорилиро-
вании различных транспортеров в нефроне между самцами и самками.

NOS3 функционирует как в канальцевых клетках, так и в клетках эндотелия по-
чечных сосудов. Представляет интерес факт различий, полученных в нашей работе 
на тотальных NOS3 нокаутах, и ранее опубликованных данных, полученных на мы-
шах с нефрон-специфическим NOS3 нокаутом (NS-NOS3 KO) [18]. Обе линии мышей 
NOS3 KO и NS-NOS3 KO выведены на основе линии C57Bl/6. Для NS-NOS3 KO мы-
шей было показано замедление выведения избытка натрия (NaCl 7.7 мкмоль/г) после 
острой солевой нагрузки (1.5 мл/мышь 0.9%-ного раствора NaCl внутрибрюшинно) по 
сравнению с мышами дикого типа; при содержании на высокосолевой диете у них был 
ниже уровень ренина и снижена экскреция натрия с мочой [18]. В нашей работе у NOS 
KO мышей реакция на острую солевую нагрузку (9 мкл/г 5%-ного раствора NaCl через 
зонд) не отличалась от таковой у мышей дикого типа. Различия могут быть связаны 
с разными экспериментальными подходами к моделированию положительного балан-
са натрия в организме (внутрибрюшинное или пероральное введение раствора NaCl, 
изотонический или гипертонический раствор NaCl), а также значимостью системной 
продукции NO, а не только нарушением работы NOS3 в нефроне.

Выявленные в данном исследовании отличия NOS3 KO мышей от мышей дикого 
типа по чувствительности к фуросемиду могут указывать на усиление реабсорбции 
натрия в толстом восходящем отделе петли Генле в условиях дефекта NOS3. В основе 
этого процесса может лежать повышение экспрессии NKCC2 в почке. Тест с определе-
нием чувствительности к фуросемиду является часто использующимся подходом для 
физиологической оценки активности и представленности NKCC2 в почке. В работах 
на крысах линии Fischer 344 X Brown Norway (F1) при содержании на высокожировой 
диете [28] у мышей с соль-резистентной артериальной гипертензией, связанной с му-
тацией в пуриновых рецепторах P2Y2 [29], у крыс с циррозом, вызванным перевязкой 
общего желчного протока [30], у крыс линии Zucker с ожирением [31] показано, что 
усиленный натрийурез в ответ на инъекцию фуросемида ассоциирован с увеличени-
ем активности NKCC2 и/или увеличением экспрессии NKCC2 в толстом восходящем 
отделе петли Генле, что было подтверждено методом иммуноблоттинга. Выявленная 
в нашей работе повышенная чувствительность к фуросемиду также может свидетель-
ствовать о повышении экспрессии NKCC2 в почке, что требует отдельной эксперимен-
тальной проверки. Известно, что оксид азота ингибирует NKCC2 в почке и снижает его 
экспрессию. В условиях дефекта NOS3 снижение продукции оксида азота может ле-
жать в основе повышения активности NKCC2 [32]. В исследовании на мышах с NOS3 
нокаутом было показано, что при переносе генетической конструкции, содержащей ген 
nos3, в клетки толстого восходящего отдела петли Генле восстанавливается индуциру-
емая L-аргинином продукция оксида азота NO и ингибируется транспорт NaCl [33]. 
Важным является ответ на вопрос о патогенезе изменений, лежащих в основе повыше-
ния чувствительности почек к действию фуросемида. Это может быть как следствием 
изменения активности NOS3 в самих канальцевых клетках или в других структурах 
почек, так и реакцией почек на какие-то системные, например, гемодинамические из-
менения [16–18] или обменные нарушения [16, 34] в организме, связанные с выклю-
чением NOS3. Свидетельством метаболических нарушений у животных при нокауте 
гена nos3 может являться более низкая масса тела у мышей NOS KO, чем у C57Bl/6. 
Интересно, что в отличие от наших данных, полученных на мышах NOS3 KO, у мы-
шей NS-NOS3 KO [18] чувствительность к фуросемиду была такой же, как и у мышей 
дикого типа. Возможно, продукция оксида азота эндотелиальными клетками у мышей 
NS-NOS3 KO нивелирует влияние дефицита NO на NKCC2 в толстом восходящем от-
деле петли Генле, чего не происходит при тотальном нокауте NOS3.

Таким образом, в представленной работе впервые выявлено повышение чувстви-
тельности к фуросемиду у мышей с полным нокаутом гена nos3, что может указывать 
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на значимость NO и активности NOS3 для регуляции транспорта натрия в толстом вос-
ходящем отделе петли Генле. Патогенез выявленного явления нуждается в дальней-
шем экспериментальном изучении. 
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Nos3 Gene Knockout in Mice Enhances Kidney Sensitivity to Furosemide

A. V. Kutinaa, b, *, G. V. Belyakova, b, E. V. Balbotkinaa, A. V. Chirinskaiteb,  
J. V. Sopovab, and E. I. Leonovab

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, 
St. Petersburg, Russia

bCenter for Transgenesis and Genome Editing at Saint-Petersburg State University, St. Petersburg, 
Russia

*e-mail: kutina_anna@mail.ru

Nitric oxide (NO) regulates renal hemodynamics and inhibits tubular sodium reabsorption. 
NO formation is catalyzed by NO synthases (NOS), and it is important to study the role of 
individual NO synthases for renal functions. The purpose of the study was to obtain a line 
of mice with a knockout of the nos3 gene (NOS KO) and to evaluate their ion-regulatory 
renal function. A homozygous line of NOS KO mice was developed at the background 
of the C57Bl/6 line using the CRISPR-Cas9 editing method. The physiological study 
included 39 animals (10 female and 10 male C57Bl/6 mice; 10 female and 9 male NOS 
KO mice); genotyping was carried out using PCR and sequencing methods at the age of 
4 weeks. To identify differences in the transport of sodium and potassium in the kidneys 
of NOS KO mice, experiments were conducted to assess ion excretion in animals when 
given water (control), with a NaCl load (7.7 μmol/g) and with the administration of a loop 
diuretic. In the control, no differences were detected in the excretion of sodium and 
potassium ions in NOS KO and C57Bl/6 mice. Under conditions of excess NaCl intake, 
no significant interstrain differences were also revealed: sodium and potassium excretion 
increased by 8.8 and 1.3 times in NOS KO mice and by 8.4 and 1.7 times in wild-type 
mice, respectively. The natriuretic effect of furosemide (5 μg/g) in NOS KO mice was 
greater than in C57Bl/6 mice. Urinary sodium excretion was 4.1 ± 0.3 µmol/g during 
2 hours of observation in NOS KO and 2.7 ± 0.2 µmol/g in wild-type mice (p < 0.001). 
Thus, the work revealed for the first time an increase in sensitivity to furosemide in mice 
with a knockout of the nos3 gene, which may indicate the importance of the activity of 
endothelial NO synthase for the regulation of sodium transport in the thick ascending limb 
of the loop of Henle.

Keywords: endothelial NO synthase, nos3 gene knockout, mouse, natriuresis, furosemide, 
kidney, ion excretion


