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Â äàííîé ðàáîòå èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòîâ (Na è K), èíäóöèðîâàííîå
äåéñòâèåì öèòîõàëàçèíà Á, îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííî-çîíäîâîãî ìèêðîàíàëèçà. Â òå÷åíèå âñåé
ïðîöåäóðû çàìåíû ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà ðàííåãî ýìáðèîíà íà ÿäðî ñîìàòè÷åñêîé êëåòêè â ôèçèîëîãè÷å-
ñêîé ñðåäå ïðèñóòñòâóåò öèòîõàëàçèí Á. Ïðÿìîå äåéñòâèå ïðåïàðàòà îáóñëîâëåíî òðàíñôîðìàöèåé öèòî-
ñêåëåòà, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé àêòèâèçàöèè êàëèåâûõ êàíàëîâ è â ðåçóëüòàòå — íàðóøåíèÿ öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî Na+/K+-áàëàíñà. Ïîêàçàíî, ÷òî âëèÿíèå öèòîõàëàçèíà Á ïðîÿâëÿåòñÿ â óìåíüøåíèè
èçíà÷àëüíî âûñîêîãî âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ Na+ ïðîòèâ ãðàäèåíòà åãî êîíöåíòðàöèè. Îòìûâêà
ýìáðèîíà â ñðåäå Äþëüáåêêî, íå ñîäåðæàùåé öèòîõàëàçèíà, âîññòàíàâëèâàåò Na+/K+-áàëàíñ äî êîíòðî-
ëüíîãî óðîâíÿ. Îáñóæäàþòñÿ ìåõàíèçìû, êîòîðûå ìîãóò îòâå÷àòü çà ðåãèñòðèðóåìûå èçìåíåíèÿ êîíöåí-
òðàöèè Na+ â öèòîïëàçìå ýìáðèîíàëüíîé êëåòêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðàííèé ýìáðèîí, ìûøü, öèòîõàëàçèí Á, öèòîïëàçìàòè÷åñêèé Na+/K+-áàëàíñ,
êàëèåâûé êàíàë, Na+/K+-ÀÒÔàçà, ýëåêòðîííî-çîíäîâûé ìèêðîàíàëèç.

Óñëîâèåì, îáÿçàòåëüíûì äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýíóêëåà-
öèè, ÿâëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèå â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå
öèòîõàëàçèíà Á (ÖÕÁ) íà âñåõ ýòàïàõ ïðîöåäóðû. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïî çàâåðøåíèè ïåðåíîñà ÿäðà ñîìàòè÷åñêîé
êëåòêè â êëåòêó ðàííåãî ýìáðèîíà â ïîñëåäíåé ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ äåôèöèò K+ (Ãîëüäøòåéí è äð., 2004à; Ïîãîðåëîâ
è äð., 2004à). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èçìåíåíèå ñîäåðæà-
íèÿ K+ â öèòîïëàçìå íå òîëüêî õàðàêòåðèçóåò ñòåïåíü
òðàâìàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ àãåíòà, íî è îçíà÷àåò ïåðåõîä
êëåòêè â íîâîå ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå. Â ðåçóëüòàòå
ìèøåíüþ äåéñòâèÿ èçìåíåííîãî K+-áàëàíñà ìîãóò áûòü
òàêèå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåõàíèçìû, êàê ðåêîì-
áèíàöèÿ ÄÍÊ (Parkinson et al., 2002), ýêñïðåññèÿ íîâûõ
áåëêîâ (Taurin et al., 2002) è äåïîëèìåðèçàöèÿ àêòèíà —
îñíîâíîãî ñòðóêòóðíîãî ýëåìåíòà öèòîñêåëåòà (Gold-
mann, 2003).

Âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ K+ ÿâëÿåòñÿ ñóììàð-
íûì ðåçóëüòàòîì ðàçíîíàïðàâëåííûõ ïîòîêîâ åãî ïàñ-
ñèâíîãî è àêòèâíîãî òðàíñïîðòà. Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ
ÖÕÁ íà êîìïëåêñ êàëèåâûõ êàíàëîâ è íàñîñîâ in vitro íå
âïîëíå ÿñåí. Èçâåñòíî, ÷òî ïðÿìîå äåéñòâèå ïðåïàðàòà
íà êëåòêó îáóñëîâëåíî ðàçðóøåíèåì åå öèòîñêåëåòà.
Ýòîò ôàêòîð ãèïîòåòè÷åñêè ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé êàñ-
êàäà ìîäèôèêàöèé ôóíêöèé âñåé ñèñòåìû òðàíñ-
ïîðòà èîíîâ íà ìåìáðàíå êëåòêè. Âçàèìîäåéñòâèå
Na+/K+-ÀÒÔàçû ñ ýëåìåíòàìè öèòîñêåëåòà îáñóæäàëîñü
ðàíåå â ðàáîòå, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ äëÿ øèðî-
êîãî êðóãà ñïåöèàëèñòîâ, èçó÷àþùèõ ìåõàíèçìû ôîðìè-
ðîâàíèÿ èîííîãî ãîìåîñòàçà êëåòêè (Ëîïèíà, 2001).
Áûëî ïîêàçàíî è âëèÿíèå ñòðóêòóðû öèòîñêåëåòà íà èîí-
íûå êàíàëû (Yazaki et al., 1995).

Äëÿ ðàçðàáîòêè ñïîñîáîâ êîððåêöèè òðàâìàòè÷åñêî-
ãî äåéñòâèÿ ýíóêëåàöèè íåîáõîäèìî çíàòü, êàêèå ìàíè-
ïóëÿöèè ñ ýìáðèîíîì íàèáîëåå êðèòè÷íû äëÿ íàáëþäàå-
ìûõ íàðóøåíèé. Óæå íà ýòàïå óäàëåíèÿ ñîáñòâåííîãî
ÿäåðíîãî ìàòåðèàëà òðåáóåòñÿ ïðåäîáðàáîòêà ýìáðèîíàëü-
íîé êëåòêè ÖÕÁ. Â òå÷åíèå âñåé ïîñëåäóþùåé ïðîöåäóðû
ïðåïàðàò ïðèñóòñòâóåò â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå. Òà-
êèì îáðàçîì, èçìåíåíèå êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà ÿâëÿåòñÿ
ðåçóëüòàòîì ñî÷åòàííîãî âëèÿíèÿ âåùåñòâà è ñïåöèôè-
÷åñêèõ óñëîâèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ êàæäîãî ýòàïà ïðîòî-
êîëà. Îäíàêî íà íà÷àëüíîé ñòàäèè îáðàáîòêè ýìáðèîíà
ÖÕÁ ïðîÿâëÿåòñÿ äåéñòâèå òîëüêî ýòîãî ïðåïàðàòà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç èçìåíåíèÿ êîí-
öåíòðàöèé K+ è Na+ óæå íà ïåðâîì ýòàïå íóêëåàöèè, à
òàêæå èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü êîððåêöèè ïîâðåæäàþ-
ùåãî äåéñòâèÿ ÖÕÁ ïîñðåäñòâîì èíêóáàöèè ýìáðèîíà â
ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ïðåïàðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ìûøàõ NMRI. Âî âðåìÿ
ýêñïåðèìåíòà æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëî-
âèÿõ: òåìïåðàòóðà â êîìíàòå 20 ± 2 °Ñ, ãðàíóëèðîâàííûé
êîðì ÏÊ-121-2, ïèòüå at libitum. Âîäó, êîðì è ïîäñòèëêó
ìåíÿëè åæåäíåâíî áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ñòåðèëèçàöèè.
Ïîëó÷åíèå äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ â G1/S-ôàçå ðàçâè-
òèÿ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, îïèñàííîé
ðàíåå (Ìàíê, 1990). Âûìûòûå ýìáðèîíû èíêóáèðîâàëè â
ñðåäå Äþëüáåêêî, ñîäåðæàùåé 5 ìêã/ìë ÖÕÁ. Ñõåìà îá-
ðàáîòêè çàðîäûøà ïðåïàðàòîì ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1.
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Ïðèíöèïû ïîäãîòîâêè îäèíî÷íîãî ýìáðèîíà äëÿ
ýëåêòðîííî-çîíäîâîãî ìèêðîàíàëèçà (EPMA) ýëåìåíòîâ,
ðàñòâîðèìûõ â öèòîïëàçìå, îïèñàíû íàìè ðàíåå (Ïîãî-
ðåëîâ è äð., 2005; Ïîãîðåëîâ, Ãîëüäøòåéí, 2006). Ïåð-
âûì è îáÿçàòåëüíûì ýòàïîì ÿâëÿåòñÿ êðèîôèêñàöèÿ îáú-
åêòà â æèäêîì ïðîïàíå (–188 °Ñ), îõëàæäåííîì æèäêèì
àçîòîì. Äàëüíåéøàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîäãîòîâêè ïî-
ëóòîíêèõ ñðåçîâ äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè äëÿ
EMPA âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòîâ (K è
Na) ïðåäñòàâëåíà â ðÿäå ïóáëèêàöèé (Ãîëüäøòåéí è äð.,
2004á; Pogorelov et al., 2006). Çàìîðîæåííûå îáðàçöû äå-
ãèäðàòèðîâàëè â âàêóóìå (�10–5 Ïà) ïðè íèçêîé òåìïå-
ðàòóðå (�180 °K), èñïîëüçóÿ óñòàíîâêó MBA 5 (Balzers,
Ëèõòåíøòåéí).

Âûñóøåííûå ýìáðèîíû çàêëþ÷àëè â çàëèâî÷íóþ
ñðåäó, ïðèãîòîâëåííóþ íà îñíîâå ýïîêñèäíîé ñìîëû
Epon 812. Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè ñòåêëÿííûì íîæîì íà
óëüòðàìèêðîòîìå (Riechert, Àâñòðèÿ) ïîëó÷àëè ïîñëåäî-
âàòåëüíóþ ñåðèþ ñðåçîâ òîëùèíîé 2 ìêì. Ïîä ñâåòîâûì
ìèêðîñêîïîì äëÿ àíàëèçà îòáèðàëè íåñêîëüêî ñðåçîâ, ñå-
÷åíèå êîòîðûõ ïðîøëî â ïëîñêîñòè, ðàñïîëîæåííîé
áëèçêî ê äèàìåòðó ýìáðèîíà. Äëÿ ïðîñìîòðà íåîêðàøåí-
íûõ ïîëóòîíêèõ (2 ìêì) ñðåçîâ èñïîëüçîâàëè èíòåðôå-
ðåíöèîííûé ìèêðîñêîï Peraval Interphako (Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ). Îòîáðàííûå ñðåçû ìîíòèðîâàëè íà áëåíäó, âûðå-
çàííóþ â ìåäíîé ñåòî÷êå áåç ïîäëîæêè. Íà ïîâåðõíîñòü
ïîäãîòîâëåííîãî ïðåïàðàòà òåðìè÷åñêèì ðàñïûëåíèåì â
âàêóóìå íàíîñèëè ñëîé óãëåðîäà (�30 íì), èñïîëüçóÿ
óñòàíîâêó JEE 4B (JEOL, ßïîíèÿ).

Ñåòî÷êè ñî ñðåçàìè ïîìåùàëè íà äåðæàòåëü ñêàíè-
ðóþùåãî ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà-ìèêðîàíàëèçàòîðà
JSM-U3 (JEOL, ßïîíèÿ), îñíàùåííîãî äåòåêòîðîì ðåíò-
ãåíîâñêîãî èçëó÷åíèÿ. Õàðàêòåðèñòè÷åñêîå ðåíòãåíîâ-
ñêîå èçëó÷åíèå ýëåìåíòîâ (K+ è Na+), âîçáóæäàåìîå â îá-
ðàçöå óñêîðåííûìè ýëåêòðîíàìè, ðåãèñòðèðîâàëè ñ ðàñ-
òðà íà ñðåçå, êîòîðûé âïèñûâàëñÿ â êîíòóðû áëàñòîìåðà.
Ïî èíòåíñèâíîñòè Ká ëèíèè K+ èëè Na+ ðàññ÷èòûâàëè
âíóòðèêëåòî÷íóþ êîíöåíòðàöèþ ýëåìåíòîâ (Pogorelov et
al., 1991, 1994; Ïîãîðåëîâ è äð., 2005). EPMA ïðîâîäèëè
ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè ýëåêòðîíîâ 25 êÂ, âðåìåíè
ðåãèñòðàöèè ðåíòãåíîâñêîãî èçëó÷åíèÿ 40 ñ è òîêå çîíäà

�5 íÀ, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äèàìåòðó çîíäà �0.1 ìêì. Ìîð-
ôîëîãèþ íåîêðàøåííîãî ñðåçà íàáëþäàëè â ðåæèìå ïðî-
øåäøèõ ýëåêòðîíîâ.

Ó÷èòûâàÿ êîëè÷åñòâî ýìáðèîíîâ â ãðóïïàõ è òðóä-
íîñòü â îöåíêå âèäà ðàñïðåäåëåíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëü-
òàòîâ, ìû èñïîëüçîâàëè íåïàðàìåòðè÷åñêèé ìåòîä îïðå-
äåëåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé. Â ìåòîäàõ íåïàðàìåò-
ðè÷åñêîãî àíàëèçà àíàëîãîì êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà
ÿâëÿåòñÿ êðèòåðèé ñóììû ðàíãîâ Ìàííà—Óèòíè, èçâåñò-
íûé êàê T-êðèòåðèé. Ìåòîäèêà ïðèìåíåíèÿ äàííîãî ñòà-
òèñòè÷åñêîãî ïîäõîäà äåòàëüíî îïèñàíà â ëèòåðàòóðå
(Ãëàíö, 1999). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè P � 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Èçîáðàæåíèÿ ñåðèè ïîëóòîíêèõ íåîêðàøåííûõ ñðå-
çîâ (2 ìêì), ïîëó÷åííûå â èíòåðôåðåíöèîííîì ñâåòîâîì
ìèêðîñêîïå, ðåãèñòðèðîâàëè â êîìïüþòåðå ñ ïîìîùüþ
öèôðîâîé êàìåðû WAT-505ex (Watec, ßïîíèÿ). Íà ðèñ. 2
ïðåäñòàâëåíà ìèêðîôîòîãðàôèÿ ãðóïïû äâóõêëåòî÷íûõ
ýìáðèîíîâ ìûøè â ïëîñêîñòè ñå÷åíèÿ ñðåçà.

Íà îòîáðàííîì ñðåçå ïî èíòåíñèâíîñòè õàðàêòåðè-
ñòè÷åñêîãî ðåíòãåíîâñêîãî èçëó÷åíèÿ èçìåðÿëè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêóþ êîíöåíòðàöèþ êàëèÿ è íàòðèÿ. Ïðå-
ïàðàòû àíàëèçèðîâàëè â ñêàíèðóþùåì ýëåêòðîííîì
ìèêðîñêîïå-ìèêðîàíàëèçàòîðå, â êîòîðîì ìîðôîëîãèþ
ýìáðèîíà íàáëþäàëè â ðåæèìå ïðîøåäøèõ ýëåêòðîíîâ.
Õàðàêòåðíîå èçîáðàæåíèå àíàëèçèðóåìîãî äâóõêëåòî÷-
íîãî ýìáðèîíà, ïîëó÷åííîå â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
(ñðåç 2 ìêì), ïðèâåäåíî íà ðèñ. 3.

Ðåçóëüòàòû EPMA öèòîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðà-
öèè êàëèÿ è íàòðèÿ â áëàñòîìåðå äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðè-
îíà ìûøè ñóììèðîâàíû â òàáë. 1. Â ýìáðèîíå ñðàçó ïîñëå
åãî âûäåëåíèÿ èç ÿéöåâîäà (êîíòðîëü) ðåãèñòðèðóåòñÿ
âûñîêèé óðîâåíü öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî íàòðèÿ (òàáë. 1).

Èçìåíåíèå öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî Na
+
/K

+
-áàëàíñà ó äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè 681

Ðèñ. 1. Ñõåìà îáðàáîòêè äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè öèòî-
õàëàçèíîì Á è ïîñëåäóþùåé îòìûâêè ïðåïàðàòà ðàñòâîðîì

Äþëüáåêêî.

Ïîñëåäîâàòåëüíî íà âñåõ ýòàïàõ ýêñïåðèìåíòà ÷àñòü ýìáðèîíîâ îòáèðà-
ëè äëÿ êðèîôèêñàöèè ñ ïîñëåäóþùåé èõ ïîäãîòîâêîé äëÿ èçìåðåíèÿ öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè ýëåìåíòîâ (K è Na) ìåòîäîì ýëåêòðîí-

íî-çîíäîâîãî ìèêðîàíàëèçà (EPMA).

Ðèñ. 2. Ôîòîãðàôèÿ ãðóïïû äâóõêëåòî÷íûõ ýìáðèîíîâ ìûøè
â G1/S-ôàçå, ïîëó÷åííàÿ â îïòè÷åñêîì ìèêðîñêîïå (ðåæèì èí-
òåðôåðåíöèè) íà íåîêðàøåííîì ñðåçå (2 ìêì), ïëîñêîñòü êîòî-
ðîãî ïðîøëà áëèçêî ê äèàìåòðàëüíîìó ñå÷åíèþ áëàñòîìåðîâ.



Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî òàêîé ôåíîìåí õàðàêòåðåí äëÿ
äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè (Ãîëüäøòåéí è äð.,
2004á; Pogorelov et al., 2006). Èíêóáàöèÿ ýìáðèîíà â òå-
÷åíèå 30 ìèí â ñðåäå Äþëüáåêêî íå âûçâàëà çíà÷èìûõ
èçìåíåíèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ ýëåìåíòîâ (K+

è Na+). Äîñòîâåðíîå óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè Na+ ðå-
ãèñòðèðóåòñÿ òîëüêî ïîñëå îáðàáîòêè äâóõêëåòî÷íîãî
çàðîäûøà â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÖÕÁ (òàáë. 1). Çà ïîñëå-
äóþùèå 20 ìèí îòìûâêè ïðåïàðàòà â ñðåäå Äþëüáåêêî
öèòîïëàçìàòè÷åñêèé Na+/K+-áàëàíñ ýìáðèîíà âîññòàíàâ-
ëèâàåòñÿ äî êîíòðîëüíîãî óðîâíÿ. Âîçìîæíûå ìåõàíèç-
ìû, îòâå÷àþùèå çà ðåãèñòðèðóåìûå ýôôåêòû, îáñóæäà-
þòñÿ äàëåå.

Îáñóæäåíèå

Âèäíî (òàáë. 1), ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
êàëèÿ â èíòàêòíîì ýìáðèîíå ìûøè áëèçêà ïî çíà÷åíèþ
ê âåëè÷èíå, ðåãèñòðèðóåìîé â ñïåöèàëèçèðîâàííîé êëåò-

êå, íàïðèìåð êàðäèîìèîöèòå èëè íåéðîíå (Pogorelov et
al., 1994; Ïîãîðåëîâ è äð., 2004á). Ïðè ýòîì óðîâåíü öè-
òîïëàçìàòè÷åñêîãî íàòðèÿ â áëàñòîìåðå ãîðàçäî âûøå,
÷åì â ñîìàòè÷åñêîé êëåòêå. «Íàòðèåâûé» ôåíîìåí ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ äðóãèìè äàííûìè, ïîëó÷åííûìè äëÿ ðàííåãî
ýìáðèîíà àìôèáèé (Slack et al., 1973). Â óêàçàííîé ðàáî-
òå ïðèâåäåíû êðèâûå èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè K+ è Na+ â òå÷åíèå ðàííåãî ýìáðèîãåíåçà ëÿ-
ãóøêè. Ïî ìåðå ðàçâèòèÿ Na+/K+-áàëàíñ â êëåòêå ðàííåãî
ýìáðèîíà áûñòðî ñäâèãàåòñÿ â ñòîðîíó, õàðàêòåðíóþ äëÿ
ñïåöèàëèçèðîâàííîé êëåòêè. Ïî-âèäèìîìó, óêàçàííóþ
òåíäåíöèþ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ñàìûé íà÷àëüíûé
ýòàï êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Èíòåðåñíî, ÷òî ñóì-
ìàðíîå ñîäåðæàíèå íàòðèÿ çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ îò
êîíöåíòðàöèè Na+, êîòîðàÿ ê òîìó æå ñî âðåìåíåì îñòà-
åòñÿ íà ïîñòîÿííîì óðîâíå. Íà ýòîì îñíîâàíèè Ñëýê è
ñîàâòîðû (Slack et al., 1973) ïðåäïîëàãàþò, ÷òî â öèòî-
ïëàçìå åñòü ïóë ñâÿçàííîãî è ñâîáîäíîãî íàòðèÿ. Àâòî-
ðû ýòîé ðàáîòû ðàññìàòðèâàþò ìåõàíèçì ôîðìèðîâàíèÿ
áëàñòîöåëÿ çà ñ÷åò íàòðèÿ, äåïîíèðîâàííîãî â ýìáðèî-
íàëüíîé êëåòêå (Slack et al., 1973). Â ñîîòâåòñòâèè ñ âû-
äâèãàåìîé ãèïîòåçîé óñèëåíèå àêòèâíîãî òðàíñïîðòà
Na+ âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî èíèöèèðóåò îáðàçîâà-
íèå âíóòðåííåé ïîëîñòè çàðîäûøà íà ñòàäèè ðàííåé áëà-
ñòîöèñòû. Ïðè÷èíîé ýòîãî ìîæåò áûòü àêòèâèçàöèÿ
Na+/K+-ÀÒÔàçû â çàâåðøàþùåé ôàçå ðàííåãî ýìáðèîãå-
íåçà (Powers, Tupper, 1977; Watson, Kidder, 1988; Van-
Wikle, Campione, 1991).

ÖÕÁ íå âûçâàë ïðîãíîçèðóåìîãî äåôèöèòà öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêîãî êàëèÿ (òàáë. 1). Òàêèì îáðàçîì, åñëè
ïðåïàðàò è èíäóöèðóåò îòêðûòèå êàëèåâûõ êàíàëîâ ñ ïî-
ñëåäóþùèì âûõîäîì èîíà K èç êëåòêè, òî ýòîò ýôôåêò
êîìïåíñèðóåòñÿ äðóãèìè ìåõàíèçìàìè. Óðîâåíü âíó-
òðèêëåòî÷íîãî K+ îáóñëîâëåí èíòåãðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòüþ ïàññèâíîãî è àêòèâíîãî òðàíñïîðòà êàòèîíà. Îòñóò-
ñòâèå óìåíüøåíèÿ êîíöåíòðàöèè K+ â áëàñòîìåðå ïîä
äåéñòâèåì ÖÕÁ ìîæåò óêàçûâàòü íà àêòèâèçàöèþ
Na+/K+-ÀÒÔàçû.

Èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ òî, ÷òî íà ôîíå äåéñò-
âèÿ ÖÕÁ â öèòîïëàçìå ýìáðèîíàëüíîé êëåòêè íàáëþäà-
åòñÿ ïàäåíèå óðîâíÿ Na+ (òàáë. 1), êîòîðîå íàïðàâëåíî
ïðîòèâ ãðàäèåíòà åãî êîíöåíòðàöèè. Òàêîé ýôôåêò ìîæ-
íî ïîëó÷èòü òîëüêî çà ñ÷åò ðàáîòû íàñîñà, ÷òî êîñâåííî
ïîäòâåðæäàåò àêòèâèçàöèþ Na+/K+-ÀÒÔàçû, íàïðàâëåí-
íóþ íà êîìïåíñàöèþ âûõîäà èç êëåòêè K+, îáóñëîâ-
ëåííîãî äåéñòâèåì ÖÕÁ. Ãèïîòåòè÷åñêè íå ñëåäóåò èñê-
ëþ÷àòü åùå îäèí ñïîñîá àêòèâíîãî òðàíñïîðòà Na+ ïîñ-
ðåäñòâîì Na+-ÀÒÔàçû (Beltowski et al., 2004;
Caruso-Neves et al., 2004). Òàêîé ìåõàíèçì, êîòîðûé ïî-
ìèìî Na+/K+-ÀÒÔàçû îñóùåñòâëÿåò àêòèâíûé òðàíñïîðò
Na+, ïîêàçàí äëÿ ðÿäà òèïîâ ñïåöèàëèçèðîâàííûõ êëåòîê
è òàêæå ìîæåò áûòü âîâëå÷åí â ñèñòåìó àäàïòàöèè ðàí-
íåãî ýìáðèîíà ìëåêîïèòàþùèõ ê òðàâìàòè÷åñêîìó äåé-
ñòâèþ ÖÕÁ.

Â èñïîëüçóåìîì ïðîòîêîëå (ðèñ. 1) äåéñòâèå ÖÕÁ
èìååò îáðàòèìûé õàðàêòåð (òàáë. 1). Äðóãèìè ñëîâà-
ìè, ïîñëå îòìûâêè â êëåòêå âîññòàíàâëèâàåòñÿ èçíà÷àëü-
íî âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ íàòðèÿ, õàðàêòåðíàÿ äëÿ ðàí-
íåãî ýìáðèîíà. Ìåõàíèçì îáðàòèìîãî íàêîïëåíèÿ Na+

òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ, òàê êàê èçâåñòíûé
Na+/H+-îáìåí íå ïîêàçàí äëÿ çàðîäûøà ìûøè íà ñòàäèè
äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà (Baltz et al., 1990, 1993). Âîç-
ìîæíî, ÷òî äëÿ êîìïåíñàöèè â áëàñòîìåðå ïîòåðü Na+

âîâëåêàåòñÿ îáìåí 1Na+/3Ca2+ (DiPolo, 1989). Îäíàêî
ó÷èòûâàÿ ñòîõèîìåòðèþ îáìåííèêà è îáúåì ïîòåðü,
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Ðèñ. 3. Èçîáðàæåíèå äâóõêëåòî÷íîãî ýìáðèîíà ìûøè â G1/S-ôà-
çå íà ñðåçå (2 ìêì) â ñêàíèðóþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå

(ðåæèì ïðîøåäøèõ ýëåêòðîíîâ).

ÏÏ — ïåðèâèòåëëèíîâîå ïðîñòðàíñòâî, ÇÏ — çîíà ïåëþöèäà, Áë — áëàñ-
òîìåð (ýìáðèîíàëüíàÿ êëåòêà).

Ò à á ë è ö à 1

Öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ êîíöåíòðàöèÿ (ìÌ) êàëèÿ è íàòðèÿ
â äâóõêëåòî÷íîì ýìáðèîíå ìûøè â çàâèñèìîñòè

îò ñõåìû ýêñïåðèìåíòà

Ïðîòîêîë îáðàáîòêè ýìáðèîíàà K Na n

Ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ èç ÿéöåâîäà
(êîíòðîëü)

118 124 16

Èíêóáàöèÿ â ðàñòâîðå Äþëüáåêêî,
30 ìèí

116 120 14

Èíêóáàöèÿ â ñðåäå Äþëüáåêêî, ñîäåð-
æàùåé 5 ìêã/ìë ÖÕÁ, 10 ìèí

117 64á 12

Îòìûâêà îò ÖÕÁ â ðàñòâîðå Äþëüáåê-
êî, 20 ìèí

111 126 12

à Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå, ãäå n — êîëè÷åñòâî àíàëè-
çèðóåìûõ ýìáðèîíîâ â ãðóïïå; îòêëîíåíèå èçìåðåíèé ïî ãðóïïå íå
ïðåâûøàëî 15 % äëÿ êàëèÿ è 20 % äëÿ íàòðèÿ. á Âåëè÷èíà äîñòîâåðíî
îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëÿ ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè P ≤ 0 05. , îöåíåííîì ïî
T-êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè.



òðóäíî ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå òàêîãî ýêñòðåìàëüíî âû-
ñîêîãî êîëè÷åñòâà êàëüöèÿ â áëàñòîìåðå. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî â ñõîæåì ïî ñõåìå ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòå ñ
ïðèìåíåíèåì ýòèëåíãëèêîëÿ îòìûâêà ïðåïàðàòà íå ïðè-
âåëà ê âîññòàíîâëåíèþ Na/K-áàëàíñà êëåòêè (òàáë. 2).

Ôàêò ðåãèñòðàöèè èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè îñíîâ-
íûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ êàòèîíîâ ïîä äåéñòâèåì ÖÕÁ è
ýòèëåíãëèêîëÿ óêàçûâàåò íà ýôôåêòèâíîñòü EPMA êàê
ìåòîäà êîíòðîëÿ çà òðàâìàòè÷åñêèì äåéñòâèåì êëåòî÷-
íûõ òåõíîëîãèé. Ðàçëè÷èå â áèîëîãè÷åñêèõ ýôôåêòàõ,
èíäóöèðîâàííûõ ïðåïàðàòàìè, îáóñëîâëåíî ðàçíîé ïðè-
ðîäîé ïðÿìîãî è(èëè) îïîñðåäîâàííîãî èõ âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ ñèñòåìîé ðåãóëÿöèè èîííîãî ãîìåîñòàçà ýìáðèîíà-
ëüíîé êëåòêè.

Çàâåðøàÿ îáñóæäåíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ, ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû íå îáíàðóæèëè â ýìáðèîíàëüíîé
êëåòêå ïðîãíîçèðóåìîãî äåôèöèòà êàëèÿ. Âîçìîæíî, îò-
ñóòñòâèå îæèäàåìîãî ýôôåêòà îáóñëîâëåíî êîìïåíñèðó-
þùèì âëèÿíèåì Na+/K+-ÀÒÔàçû. Ó÷èòûâàÿ íèçêèé óðî-
âåíü àêòèâíîãî òðàíñïîðòà è äåýíåðãèçàöèþ ðàííåãî ýì-
áðèîíà ìëåêîïèòàþùèõ (Houghton et al., 1996; Sturmey,
Leese, 2003), äëÿ îáúÿñíåíèÿ àíîìàëüíî âûñîêîé êîí-
öåíòðàöèè íàòðèÿ â áëàñòîìåðå, ïî-âèäèìîìó, áûëî áû
öåëåñîîáðàçíî ïðèâëå÷ü ïîëîæåíèÿ ôàçîâîé òåîðèè
(Òðîøèí, 1984; Ling, 1992, 2001). Â îñíîâó äàííîé òåî-
ðèè ïîëîæåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå ôàêòû, ñâèäåòåëüñò-
âóþùèå î ñïîñîáíîñòè íàêàïëèâàòü èîíû ùåëî÷íûõ ìå-
òàëëîâ (Li+, Na+, K+, Cs+ è Rb+) â öèòîïëàçìå òîëüêî çà
ñ÷åò àáñîðáöèè. Ðàññìàòðèâàÿ äåéñòâèå ÖÕÁ, èñõîäÿò èç
ïðåäïîëîæåíèÿ î âçàèìîäåéñòâèè åãî ìîëåêóëû íåïî-
ñðåäñòâåííî ñ ìåìáðàíîé ýìáðèîíàëüíîé êëåòêè. Îäíà-
êî íåëüçÿ èñêëþ÷èòü ðîëü äðóãèõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ñòðóêòóð ýìáðèîíà, íàïðèìåð çîíû ïåëþöèäà è ïåðèâè-
òåëëèíîâîãî ïðîñòðàíñòâà (ðèñ. 3), êîòîðûå ìîãóò çíà÷è-
òåëüíî ìîäèôèöèðîâàòü ïðîãíîçèðóåìûé ýôôåêò ÖÕÁ.
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CYTOCHALASIN B INDUCED CHANGES IN CYTOPLASMIC Na+/K+ BALANCE

IN 2-CELL MOUSE EMBRYO
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This work was performed to study changes in intracellular elemental (Na/K) concentrations caused by Cy-
tochalasin B in two-cell mouse embryo using Electron Probe Microanalysis. The presence of Cytochalasin B is
required to transfer a somatic cell nuclear into an early embryo cell. The direct effect of this chemical is cytoske-
leton transformation, which would be able to cause the increase of potassium channel activity resulting in cyto-
plasmic Na/K imbalance. In our study Cytochalasin B was shown to decrease the intracellular sodium concent-
ration. The Na/K balance in the cytoplasm of mouse embryos reverted to its intact level after treatment them
with Cytochalasin B free Dulbecco’s solution. Possible mechanisms responsible for the changes in the intracel-
lular sodium concentration observed in the embryo cells are discussed.

K e y w o r d s: early embryo, mouse, Cytochalasin B, potassium channel, cytoplasmic Na/K balance,
Na+/K+-ATPase, Electron Probe Microanalysis.
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