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В работе исследовали влияние гипертонического шока на динамику клеточного
объема и внутриклеточную концентрацию ионов кальция в главных клетках со-
бирательных трубок наружного мозгового вещества почки крысы (OMCD) и в
линии клеток эмбриональной почки человека HEK293. Главные клетки OMCD в
гипертонической среде, которая создавалась добавлением 280 мМ маннита в
PBS, снижали объем на 50%, клетки линии HEK293 снижали объем на 20% от
исходного уровня. При этом наблюдали кратковременное повышение концен-
трации внутриклеточного кальция ([Ca2+]in) с последующим ее снижением.
Применяемый в настоящем исследовании флуоресцентный метод позволяет
определять временные характеристики, которые измеряли с разрешением 10–2 с,
что дает возможность анализировать кинетики процессов регуляции внутрикле-
точного кальция в этих клетках. Исследование влияния гипертонической среды
на внутриклеточную концентрацию кальция выявило значительную разницу ди-
намики этого параметра в главных клетках собирательных трубок наружного
мозгового вещества почки крысы и клетках линии HEK293. В настоящем иссле-
довании впервые измерены временные характеристики реакции [Ca2+]in в ответ
на гипертонический шок в клетках OMCD почки крысы. Показана низкая водная
проницаемость клеток культуры HEK293. Результаты настоящего исследования
указывают на существование эффективного механизма снижения концентрации
внутриклеточного кальция в главных клетках OMCD почки.
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Эпителиальные клетки, участвующие в транспорте воды и осмотически активных
веществ, должны обладать механизмом для защиты от изменений осмотического
давления внутриклеточной среды, вызываемых транспортируемыми веществами.
Эффективность таких механизмов связана как с интенсивностью процессов пере-
носа, в которых клетки участвуют, так и c вариабельностью осмотического давле-
ния внешней среды [1]. Гипертонический шок вызывает выход из клетки воды и
снижение объема клетки. Восстановление клеточного объема после гипертониче-
ского шока (регуляторное повышение объема, RVI) происходит в результате по-
ступления в клетку осмотически активных веществ из окружающей среды и синтеза
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внутри клетки органических осмолитов. Реакция RVI имеет двухфазный характер.
Быстрая фаза связана с поступлением осмолитов через транспортеры плазматиче-
ской мембраны из окружающей среды, более медленная и длительная фаза связана
с синтезом органических осмолитов клеткой. Синтетические процессы в клетке
регулируются осмотически активируемыми генами, важным регуляторным факто-
ром для которых является транскрипционный фактор TonEBP [2–5].

Результаты современных исследований механизма клеточной осмопротекции не
позволяют составить представление о структуре сигнальных и транспортных про-
цессов, определяющих жизнеспособность клетки в гипертонических условиях, по-
скольку получены для разных типов клеток [6, 7]. Это связано с тем, что в основном
клетки, на которых проводятся исследования, существуют в изотонических усло-
виях и не имеют развитого механизма адаптации к гипертонической среде. Развитым
защитным механизмом, позволяющим клеткам постоянно функционировать в
среде с высоким осмотическим давлением, обладают только клетки почечных ка-
нальцев, находящиеся в области осмотического градиента. Развитый механизм
адаптации к гипертонической среде главных клеток собирательных трубок почки
делает эти клетки наиболее перспективным объектом исследования фундамен-
тальных основ клеточной осмопротекции.

Воздействие гипертонической среды приводит к повышению концентрации
внутриклеточных веществ, в том числе тех, которые выполняют сигнальные функции.
Такое неспецифическое повышение активности сигнальных молекул может быть
опасным. Клетки, подвергающиеся гипертоническим шокам, должны иметь за-
щитные механизмы для снижения неспецифической сигнальной активности. Ионы
кальция участвуют в регуляции множества процессов в клетке, и при гипертониче-
ском воздействии можно ожидать неспецифическое повышение их концентрации
в клетке и соответственно активацию множества кальций зависимых процессов.

Целью настоящей работы было исследование влияния гипертонической среды
на активность ионов кальция в главных клетках эпителия собирательных трубок
почки, способных к высокой интенсивности транспорта воды и ионов. Для сравне-
ния исследовали влияние гипертонического шока на клетки линии эмбриональной
почки (HEK293), которые широко используются для изучения участия кальция в
регуляторных внутриклеточных процессах, однако механизмы транспорта у которых
должны быть менее развиты по сравнению с высокодифференцированными глав-
ными клетками эпителия собирательных трубок наружного мозгового вещества
почки (OMCD).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали культуры клеток человека линий HEK293. Для
получения переживающей культуры главных клеток собирательных трубок наруж-
ного мозгового вещества почек крысы использовали 60-дневных крыс линии Ви-
стар обоих полов, выращенных на базе Центра генетических ресурсов лаборатор-
ных животных ИЦиГ СО РАН (RFMEFI61914X0005 и RFMEFI61914X0010). Работа
проведена с соблюдением “Правил работ с использованием экспериментальных
животных” (приложение к приказу Мин. здрав. № 755 от 12.08.1977) и международ-
ных принципов Хельсинкской декларации о гуманном отношении к животным EU
(86/609/EEC). Для стандартизации состояния животных при антидиурезе их лиша-
ли воды за 24 ч до эксперимента.

Растворы. Растворы, использованные в работе, приготовлены на основе PBS (мМ: 137
NaCl, 4.7 Na2HPO4, 2.7 KCl, 1.5 KH2PO4, 0.5 MgCl2, 1 CaCl2, 5 глюкоза; 300 мОсм/кг H2O;
pH 7.4). Гипертонический раствор PBS (580 мОсм/кг H2O) получали добавлением
маннита (280 мМ).
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Клетки и микроскопия. Культуру клеток эмбриональной почки человека получа-
ли из клеточной коллекции ИЦиГ СО РАН. Клетки содержались в среде RPMI с
10%-ным содержанием эмбриональной сыворотки при 37°С в атмосфере с 5%-ным
содержанием CO2.

Для приготовления суспензии собирательных трубок использовали низкокаль-
циевый PBS (мМ: 137 NaCl, 4.7 Na2HPO4, 2.7 KCl, 1.5 KH2PO4, 0.5 MgCl2, 0.05 CaCl2).
Фрагменты OMCD получали согласно протоколу [8], помещали в проточную камеру
микроскопа, интенсивность флуоресценции клеток записывали с помощью ФЭУ-71
оснащенного диафрагмой, позволяющей регистрировать флуоресценцию из обла-
сти фрагмента собирательной трубки, содержащей главные клетки. Из значений
флуоресценции клеток вычитали интенсивность флуоресценции области сравнения –
участка, свободного от клеток. Конструкция проточной камеры и методика записи
флуоресценции были описаны в предыдущих работах [9, 10].

Камеру с фрагментами OMCD помещали на стол микроскопа (Axiovert 40, Zeiss,
Германия, объектив ×40/0.50, набор фильтров № 09). Для загрузки внутриклеточ-
ным флуоресцентным индикатором кальция клетки и фрагменты собирательных
трубок инкубировали в присутствии красителя Fluo-4 (8 мкM, 30 мин, 37°C;
Fluo-4, Molprobes, США). Калибровку производили в присутствии 0.1 Ед/мкл ни-
статина (Sigma, США) (рис. 1).

Изменения клеточного объема определяли в отдельном эксперименте с помощью
метода, основанного на эффекте гашения флуоресцентного красителя кальцеина
[10, 11]. Скорость изменения объема клеток и скорость снижения концентрации
внутриклеточного кальция [Ca2+]in оценивали по коэффициенту линейной регрес-
сии начального участка соответствующего графика зависимости относительной
флуоресценции от времени. Расчет коэффициента линейной регрессии проводили,

Рис. 1. Калибровочная кривая.

1 – интактные клетки в среде PBS (1.0 мМ Ca2+), 2 – клетки в бескальциевой среде, 3 – клетки в среде

PBS (1.0 мМ Ca2+) в присутствии 0.1 U/мкл нистатина.
Оси: абсцисс – время, с, ординат – флуоресценция, V.
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используя линейную аппроксимацию начального участка кривой методом наи-
меньших квадратов. Кривые зависимостей относительной флуоресценции от вре-
мени построены по средним значениям точек из указанного в подписях к рисункам
количества экспериментов.

Статистическую достоверность отличий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Согласно полученным результатам, главные клетки OMCD в гипертонической
среде снижали объем на 50%, клетки линии HEK293 снижали объем на 20% от ис-
ходного уровн (рис. 2).

Наблюдаемая разница, по-видимому, объясняется главным образом различиями
водной проницаемости этих клеток. Низкая водная проницаемость клеток линии
HEK293 позволяет эффективно регулировать клеточный объем при гипертониче-
ском воздействии.

Гипертоническая среда вызывала кратковременное повышение концентрации
внутриклеточного кальция с последующим ее снижением в клетках OMCD (рис. 3)
и в клетках HEK293 (рис. 4).

Применяемый в настоящем исследовании флуоресцентный метод позволяет
определять временные характеристики с разрешением 10–2 с, что обеспечивает до-
статочную точностью для изучения временных характеристик процессов регуля-
ции внутриклеточного кальция. Динамика снижения [Ca2+]in в гипертонической
среде значительно различается в главных клетках OMCD почки крысы и в клетках
линии HEK293 (табл. 1, рис. 5).

Скорость снижения концентрации внутриклеточного кальция дает представление
об активности механизма, регулирующего уровень [Ca2+]in в изучаемых клетках в
условиях гипертонического шока. Из анализа зависимости относительной флуо-
ресценции внутриклеточного кальций-специфического красителя Fluo-4 от вре-
мени видно, что в гипертонической среде в клетках устанавливался более низкий
стационарный уровень [Ca2+]in по сравнению с его уровнем в нормальных услови-
ях. Количественная оценка амплитуд как возрастания, так и снижения концентра-
ции внутриклеточного кальция в настоящей работе не производилась, поскольку
используемый флуоресцентный метод не обладает достаточной разрешающей спо-
собностью, как это можно видеть из профиля калибровочной кривой, полученной
для главных клеток собирательных трубок наружного мозгового вещества почки
крысы (рис. 1).

Таблица 1. Влияние гипертонической среды на показатели изменения объема и внутрикле-
точной концентрации кальция исследованных клеток

p < 0.01, различия между главными клетками OMCD почки крысы и клетками линии HEK293.

Клетки
Коэффициент регрессии

относительного клеточного
объема

Kr (V/V0), M ± sem, (с)–1

Коэффициент регрессии
относительной флуоресценции 

Fluo-4
Kr (F/F0), M ± sem, (с)–1

n

Главные клетки 
OMCD почки 
крысы

–0.280 ± 2.8E-3 –0.030 ± 4.4E-4 12

HEK293 –0.010 ± 3.8E-5 –0.006 ± 6.0E-5 8
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В основе осмопротекторного механизма клетки в гипертонической среде лежит
реакция регуляторного повышения объема (RVI). В настоящий момент описание
транспорта и метаболизма осмолитов в процессе RVI возможно на качественном
уровне [12].

В гипертонической среде из клетки выходит вода, повышается ионная сила в
цитоплазме, активируются осмочувствительные каналы и нарушается функция си-

Рис. 2. Снижение относительного объема* в гипертонической среде (580 мОсм/кг H2O).
А – главные клетки собирательных трубок наружного мозгового вещества почки (n = 12);
Б – клетки HEK293 (n = 8). Стрелки – момент смены среды.
Оси: абсцисс – время, с; ординат – относительный объем клетки, V/V0.
* – интерпретация относительной флуоресценции Calcein. (F/F0 ≈ V/V0, см. раздел “Методы исследова-

ния”).
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Рис. 4. Влияние гипертонической среды на относительный объем и внутриклеточную концентрацию
кальция клеток HEK293 (типичный профиль).
Оси: абсцисс – время, с; ординат: относительный объем клетки, V/V0; 2 – концентрация внутриклеточ-

ного кальция, усл. ед., AU.
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Рис. 3. Влияние гипертонической среды на относительный объем и внутриклеточную концентрацию каль-
ция главных клеток собирательных трубок наружного мозгового вещества почки (типичный профиль).
Стрелка – смена среды.
Оси: абсцисс – время, с, ординат: – относительный объем клетки (V/V0); 2 – концентрация внутрикле-

точного кальция, усл. ед. (AU).
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стем вторичных посредников. Кальций как вторичный посредник и сигнальный
агент участвует в регуляции множества процессов и функций клетки [13–15].
В главных клетках собирательных трубок почки крысы показана роль кальция в
реализации сигнала осморегулирующей функции вазопрессина [16–20]. Известно,
что повышение [Ca2+]in, связанное с проведением гормонального сигнала, осуществ-
ляется за счет выхода кальция из внутриклеточного депо и входа из окружающей среды.
Повышение [Ca2+]in в результате осмотического снижения объема клетки может
вызывать множественные нарушения в процессах и работе сигнальных путей, что
может представлять опасность для жизненно важных функций клетки. Косвенным
подтверждением такого предположения можно считать способность гипертониче-
ской среды вызывать апоптоз клеток [21–24]. В этой связи важным механизмом
для защиты клетки от гипертонических шоков должен выступать механизм норма-
лизации концентрации внутриклеточного кальция.

Современные знания о системах внутриклеточных сигналов, активируемых ги-
пертоническим шоком, дают ограниченные представления об их функционирова-
нии и их роли в процессах RVI. Специфического осморецептора в клетке не обна-
ружено и, по-видимому, его не существует. Сигнал для RVI множественный, сум-
мируется из реакций осмочувствительных каналов, цитоскелета и активации
внутриклеточных систем вторичных посредников [25]. Таким образом, вопрос о
механизме осмопротекции клеток является нерешенной фундаментальной про-
блемой, связанной с адаптацией клетки к гипертонической среде.

В настоящем исследовании мы впервые измерили временные характеристики
реакции системы [Ca2+]in на его повышение в результате гипертонического шока в
клетках OMCD почки крысы. Одним из ключевых результатов исследования явля-
ется демонстрация высокой скорости нормализации уровня [Ca2+]in в процессе
адаптации к гипертонической среде главных клеток OMCD почки.

Рис. 5. Типичная кривая снижения концентрации внутриклеточного кальция в гипертонической среде
(580 мОсм/кг H2O) в: 1 – главных клетках собирательных трубок наружного мозгового вещества почки,
2 – клетках HEK293. 
Оси: абсцисс – время,с, ординат: концентрация внутриклеточного кальция, усл. ед., AU.
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Клетки HEK293 происходят из эмбриональной почки человека, однако исследо-
вания многих авторов не демонстрируют в них явной тканеспецифической экс-
прессии генов, в этих клетках обнаруживается экспрессия маркеров нескольких
тканей (маркеров эмбриональных стволовых клеток, маркеров эндодермы, мезо-
дермы и эктодермы, а также маркеров почечных клеток-предшественников, мар-
керов клубочков, маркеров проксимальных канальцев, маркеров петли Генле и ди-
стальных канальцев) [26]. На основе анализа транскриптом клеток HEK293 Y.-C. Lin
и соавт. предположили, что клетки HEK293 произошли от эмбриональной струк-
туры предшественника надпочечников (мозгового вещества надпочечников), ко-
торая тесно связана с почкой во время развития, и нервного гребня эктодермаль-
ного происхождения [27]. Согласно нашим результатам, водная проницаемость
клеток культуры HEK293 ниже, чем у клеток OMCD, что, по-видимому, в значи-
тельной мере защищает эти клетки от резкого возрастания активности внутрикле-
точного кальция в гипертонической среде. Таким образом, наши исследования под-
тверждают, что клеточная линия HEK293 не может использоваться в качестве мо-
дели почечных клеток.

Результаты настоящего исследования указывают на существование эффектив-
ного механизма снижения концентрации внутриклеточного кальция в главных
клетках OMCD почки. Изучение функционирования механизма, регулирующего
уровень [Ca2+]in в клетке, является фундаментальной проблемой. Ее решение не-
обходимо, в том числе, для создания методов предотвращения осложнений, вызы-
ваемых медицинскими процедурами, связанными с гипертоническими воздей-
ствиями на организма, такими как перитонеальный диализ или осмотерапия отеков.
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Calcium Activity in Rat Kidney Outer Medullar Collecting Duct Principal Cells
and in Culture of Human Embryonic Kidney Cells (HEK293) in Hypertonic Medium
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Abstract—Here we studied the water permeability and the effects of the hypertonic
shock on the cellular volume dynamics and the intracellular calcium concentration
([Ca+2]in) in rat kidney outer medullar collecting duct (OMCD) principal cells and in
cultured human embryonic kidney cells (HEK293). In the hypertonic medium that was
achieved by the addition of 280 mM of mannitol to the phosphate buffered saline (PBS)
the OMCD principal cells reduced their volume by 50%, and the HEK293 cells – by
20% of the initial level. This was accompanied by the short term increase in the intracel-
lular calcium concentration ([Ca2+]in), followed by its decrease. The fluorescent meth-
od used in the study has time resolution of 10–2 s, which allows for the analysis of the ki-
netics of calcium regulation in these cells. The assessment of the effects of hypertonic
medium on the intracellular calcium concentration have shown the significant differ-
ences in the dynamics of that metric between the principal OMCD cells and the
HEK293 cells. Here, for the first time, we measured the temporal characteristics of the
[Ca2+]in reaction to the hypertonic shock in rat kidney OMCD cells. We have demon-
strated the low water permeability of HEK293 cells. The results of this study indicate
that some effective mechanism of decreasing the intracellular calcium concentration ex-
ists in the kidney OMCD principal cells.
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