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Â ðàáîòå îõàðàêòåðèçîâàíû ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì êóëüòóðû èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è íàòðèÿ è
ïîòîêîâ êàëèÿ ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà. Ïî-
êàçàíî, ÷òî â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðîöåññå ðîñòà êóëüòóðû îäíîãî ïîñåâà óäåëü-
íîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ, ðàññ÷èòàííîå íà îáùèé êëåòî÷íûé áåëîê, ñíèæàåòñÿ, â òî âðå-
ìÿ êàê ñîäåðæàíèå íàòðèÿ íå èçìåíÿåòñÿ. Ïðè âîçðàñòàíèè ïëîòíîñòè êóëüòóðû ñíèæàåòñÿ èíãèáèðóå-
ìûé óàáàèíîì âõîäíîé ïîòîê êàëèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñíèæåíèè àêòèâíîñòè Na+,K+-íàñîñà.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñíèæåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ â ðàñòóùåé êóëüòóðå ÌÑÊ ÷åëîâåêà íå
ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, îíî îáóñëîâëåíî âîçðàñòàíèåì ïëîòíîñòè
êëåòîê â êóëüòóðå, êîððåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì êëåòîê â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà è ñâèäåòåëüñòâóåò î
çàìåäëåíèè ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê. Âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì êóëüòóð
èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ îòðàæàþò ó÷àñòèå èîíîâ êàëèÿ â ðåãóëÿöèè îáúåìà
êëåòêè â ïðîöåññå ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî âûñîêîå óäåëüíîå âíóòðè-
êëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ è ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòà-
òóñà ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ, âõîäíûå ïîòîêè êàëèÿ, Na+,K+-íàñîñ,
ïðîëèôåðàöèÿ, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé
áóôåðíûé ðàñòâîð.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ÷åëîâåêà
ïðèâëåêàþò âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé â ñâÿçè ñ âîçìîæ-
íîñòÿìè èõ ïðèìåíåíèÿ â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ìåçåíõèìíûõ òêàíåé îðãàíèçìà ÷å-
ëîâåêà, ñîõðàíÿþò ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë è ñïî-
ñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñîáûòèé, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè, à
òàêæå ãèáåëè ñòâîëîâûõ êëåòîê (Baksh et al., 2004; Nom-
bela-Arrieta et al., 2011; Grompe, 2012; Wang et al., 2012;
Fridlyanskaya et al., 2015). Ôèçèîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà
ñòâîëîâûõ êëåòîê, âêëþ÷àÿ èîííûé ãîìåîñòàç, è ðîëü
ìåìáðàííûõ ñèñòåì èîííîãî òðàíñïîðòà â ïîääåðæàíèè
ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå, èññëåäîâàíû ìàëî. Âìå-
ñòå ñ òåì, èçó÷àÿ in vitrî ïðîöåññû, êîíòðîëèðóþùèå ðîñò
è äèôôåðåíöèðîâêó ñòâîëîâûõ êëåòîê, âàæíî èìåòü â
ýêñïåðèìåíòå ôóíêöèîíàëüíî ñòàáèëüíûå êëåòêè è çíàòü
îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ ïîääåðæàíèÿ êëåòîê ôóíê-
öèîíàëüíî æèçíåñïîñîáíûìè ïðè èõ êëèíè÷åñêèõ èñïû-
òàíèÿõ.

Èîíòðàíñïîðòèðóþùèå ñèñòåìû ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ðîñòà è ðàçìíîæåíèÿ
êëåòîê æèâîòíûõ, íî ìåõàíèçìû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ
ìîíîâàëåíòíûå èîíû âîâëå÷åíû â ïðîöåññû ïðîëèôå-
ðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê, íåäîñòàòî÷íî ïîíÿòû
(Kaplan, Owens, 1980; Âåðåíèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986; Grin-
stein, Dixon, 1989; Marakhova et al., 1998; Lang et al.,
2005; Orlov, Hamet, 2006; Klausen et al., 2010). Ïðèíÿòî
ñ÷èòàòü, ÷òî, êàê è èîíû êàëüöèÿ, âûïîëíÿþùèå ñèãíàëü-
íóþ ðîëü â ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, îäíîâàëåíò-
íûå èîíû ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â ñëîæíóþ ñåòü ñîáû-
òèé, ðåãèñòðèðóåìûõ ïðè ïåðåäà÷å ñèãíàëà ñ ðåöåïòîðîâ
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû âíóòðü êëåòêè. Ïîêàçàíî, â
÷àñòíîñòè, ÷òî èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè íàòðèÿ â êëåò-
êå âëèÿþò íà âíóòðèêëåòî÷íûé ðÍ è òðàíñìåìáðàííûé
ïîòåíöèàë, à èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè õëîðà âûçûâà-
åò ãèïåðïîëÿðèçàöèþ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è âëèÿåò
íà ñèãíàëüíóþ ôóíêöèþ èîíîâ êàëüöèÿ âî âðåìÿ ñòàäèè
G1 êëåòî÷íîãî öèêëà (Klausen et al., 2010). Îáíàðóæå-
íà çàâèñèìîñòü àêòèâíîñòè íåêîòîðûõ áåëêîâ-ðåãóëÿòî-
ðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà îò âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ è ìåìá-
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ðàííîãî ïîòåíöèàëà (Putney, Barber, 2003; Pedersen et al.,
2007).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âíèìàíèå ñîñðåäîòî÷åíî íà âû-
ÿñíåíèè ðîëè èîíîâ êàëèÿ â ðàçìíîæåíèè ñòâîëîâûõ êëå-
òîê â êóëüòóðå. Ïðè èññëåäîâàíèè êëåòîê ïîñòîÿííûõ ëè-
íèé áûëè îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ èîííîãî ãîìåîñòàçà
êëåòîê, ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì êëåòî÷íûõ êóëüòóð (Ìàðàõî-
âà è äð., 1985à, 1985á; Òðîøèí è äð., 1985). Íà îñíîâàíèè
äàííûõ îá èçìåíåíèÿõ ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ â êóëüòóðàõ ñ
ðàçíûìè ñêîðîñòÿìè ðàçìíîæåíèÿ áûë ñäåëàí âûâîä î
òîì, ÷òî âûñîêîå óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå
êàëèÿ õàðàêòåðèçóåò êëåòî÷íûå êóëüòóðû ñ âûñîêîé ñêî-
ðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè (Âåðåíèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986).
Ïðèðîäà ñâÿçè ìåæäó óðîâíåì ïðîëèôåðàöèè è ñîäåðæà-
íèåì êàëèÿ â ðàñòóùèõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ äî êîíöà íå
ïîíÿòà. Êàëèé ÿâëÿåòñÿ äîìèíèðóþùèì êàòèîíîì â êëåò-
êå è â îòëè÷èå îò äðóãèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ èîíîâ, òàêèõ
êàê íàòðèé, õëîð èëè êàëüöèé, âðÿä ëè ìîæåò âûïîëíÿòü
ñèãíàëüíóþ ôóíêöèþ. Íàøå èññëåäîâàíèå ÌÑÊ ÷åëîâåêà
âûÿâëÿåò ñâÿçàííûå ñ êóëüòèâèðîâàíèåì ñòâîëîâûõ êëå-
òîê èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è ïîòîêîâ êàëèÿ ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Ýòè èçìåíåíèÿ îáóñëîâëåíû
âîçðàñòàíèåì ïëîòíîñòè êëåòî÷íîé êóëüòóðû, îíè êîððå-
ëèðóþò ñ íàêîïëåíèåì êëåòîê â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà
è ïðîÿâëÿþòñÿ ïðè çàìåäëåíèè ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê. Âû-
äâèãàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì
êóëüòóð ÌÑÊ èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ îòðàæàþò
ó÷àñòèå èîíîâ êàëèÿ â ðåãóëÿöèè îáúåìà êëåòêè âî âðåìÿ
êëåòî÷íîãî öèêëà, à óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæà-
íèå êàëèÿ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ è ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå
èç ýíäîìåòðèÿ çäîðîâîãî äîíîðà (Çåìåëüêî è äð., 2011).
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12, ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone), â àòìîñôåðå
5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ âî ôëàêîíàõ 25 ìì2. Êëåòêè ðàññåâà-
ëè íà ÷àøêè äèàìåòðîì 35 ìì ïî 10—15 òûñ. êëåòîê
íà 1 ñì2. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè 2—15-ãî ïàñ-
ñàæåé.

È ç ì å ð å í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î ñ î ä å ð æ à -
í è ÿ ê à ò è î í î â è â õ î ä í û õ ï î ò î ê î â ê à ë è ÿ. Ñî-
äåðæàíèå êàëèÿ è íàòðèÿ â êëåòêàõ èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ
ïëàìåííî-ýìèññèîííîé ôîòîìåòðèè (Âåðåíèíîâ è äð.,
1982). Âõîäíîé ïîòîê êàëèÿ îöåíèâàëè ïî íàêîïëåíèþ
åãî ôèçèîëîãè÷åñêîãî àíàëîãà ðóáèäèÿ, äîáàâëÿÿ â ðîñòî-
âóþ ñðåäó RbCl íà 30 ìèí â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
2.5 ìÌ. Ïîòîê ðóáèäèÿ, îòíîñÿùèéñÿ ê ïåðåíîñó ñ ó÷àñ-
òèåì Na+,K+-íàñîñà, äåòåêòèðîâàëè ïî ðàçíèöå ìåæäó îá-
ùèì íàêîïëåíèåì ðóáèäèÿ è åãî âõîäîì â êëåòêó â ïðè-
ñóòñòâèè 0.05 ìÌ óàáàèíà â òå÷åíèå 20 ìèí. Äëÿ îöåíêè
ñîäåðæàíèÿ êàòèîíîâ êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì â òå÷åíèå 3—5 ìèí ïðè 600 g. Îñàäîê ïÿòèêðàòíî
ïðîìûâàëè îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì MgCl2 (85 ìÌ), íå
ðåñóñïåíäèðóÿ, è çàëèâàëè 1 ìë 5%-íîé òðèõëîðóêñóñ-
íîé êèñëîòîé. Ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ â íàäîñàäî÷íîé
æèäêîñòè îïðåäåëÿëè íà àòîìíî-àáñîðáöèîííîì ôîòî-
ìåòðå Perkin-Elmer AA-306. Äàëåå îñàäîê ðàñòâîðÿëè â
1 ìë 0.1 N NaOH äëÿ ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåð-
æàíèÿ îáùåãî áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè. Âíóòðèêëåòî÷íóþ
êîíöåíòðàöèþ êàòèîíîâ âûðàæàëè â ìêìîëÿõ íà 1 ã îá-
ùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà.

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü îöåíèâàëè
ìåòîäîì ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè. Ïåðåä èçìåðåíèåì
êëåòêè èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì 0.02 %
ñàïîíèíà. Ïîñëå îòìûâêè îò ñàïîíèíà êëåòêè îêðàøèâà-
ëè â ðàñòâîðå PBS, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïè-
äèÿ è 250 ìêã/ìë ðèáîíóêëåàçû (30—40 ìèí, 37 °Ñ). Àíà-
ëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
ïðîâîäèëè íà öèòîôëóîðèìåòðå Epics XL (Beckman Coul-
ter).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè óàáàèí, ñàïîíèí, ÐÍÊàçó,
èîäèñòûé ïðîïèäèé (Sigma, ÑØÀ), à òàêæå ðåàêòèâû îòå-
÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà êâàëèôèêàöèè «õ÷» èëè «îñ÷».

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Micro-
soft Excell (Microsoft Corporation, ÑØÀ). Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñðåäíèõ êâàäðàòè÷-
íûõ îòêëîíåíèé, ïîëó÷åííûõ â êàæäîé îòäåëüíîé ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ (n = 3—13).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î å ñ î ä å ð æ à í è å ê à ë è ÿ è
í à ò ð è ÿ â ï ð î ö å ñ ñ å ð î ñ ò à. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû
äàííûå îäíîãî ðåïðåçåíòàòèâíîãî ýêñïåðèìåíòà, â êîòî-
ðîì îöåíèâàëè ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè êóëüòóð è èçìå-
ðÿëè ñîäåðæàíèå ãëàâíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ êàòèîíîâ —
êàëèÿ è íàòðèÿ — â ÌÑÊ ÷åëîâåêà, êóëüòèâèðóåìûõ â îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 7 ñóò. Â ýêñïåðèìåíòå èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè íà 5-ì ïàññàæå ïîñëå âûäåëåíèÿ ëè-
íèè ÌÑÊ èç ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà, a çàìåíó ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ íà ñâåæóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ ñûâîðîòêîé
ïðîâîäèëè ÷åðåç êàæäûå 2 ñóò. Âñëåä çà çàäåðæêîé ðîñòà
â ïåðâûå ñóòêè ïîñëå ïåðåñåâà êóëüòóðà ÌÑÊ âõîäèò â
ñòàäèþ ýêñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà, íî ïîñëå 5-õ ñóò ðîñò
êóëüòóðû çàìåäëÿåòñÿ (ðèñ. 1, à). Íà ïðîòÿæåíèè ïåðâûõ
4 ñóò ñîäåðæàíèå îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà â êóëüòóðå
óâåëè÷èâàåòñÿ ïðîïîðöèîíàëüíî ïðèðîñòó ÷èñëà êëåòîê,
íî äàëåå, êîãäà ñêîðîñòü ðîñòà êóëüòóðû çàìåäëÿåòñÿ,
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå áåëêà ïðîäîëæàåò ðàñòè,
òàê ÷òî ñîäåðæàíèå áåëêà, ðàññ÷èòàííîå íà 1 êëåòêó,
â êîíôëþýíòíîé êóëüòóðå áîëüøå, ÷åì â ýêñïîíåíöèàëü-
íî ðàñòóùåé êóëüòóðå (ðèñ. 1, à). Ðîñòîâûå êðèâûå, ïðåä-
ñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, à, ÿâëÿþòñÿ òèïè÷íûìè äëÿ ïðî-
ëèôåðèðóþùåé êóëüòóðû ÌÑÊ ÷åëîâåêà ðàííèõ ïàñ-
ñàæåé.

Èîííûé ãîìåîñòàç â ðàñòóùåé êóëüòóðå ÌÑÊ îöåíè-
âàëè ïî óäåëüíîìó ñîäåðæàíèþ îñíîâíûõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ êàòèîíîâ — êàëèÿ è íàòðèÿ, ðàññ÷èòàííîìó íà ñîäåð-
æàíèå îáùåãî êëåòî÷íîãî áåëêà äëÿ îäíèõ è òåõ æå êóëü-
òóð. Òàêîå íîðìèðîâàíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ
êàòèîíîâ (âìåñòî ðàñ÷åòà èõ ìîëÿðíîé êîíöåíòðàöèè íà
ñîäåðæàíèå âíóòðèêëåòî÷íîé âîäû) ïðèíÿòî äëÿ êóëüòè-
âèðóåìûõ êëåòîê ââèäó ñëîæíîñòè èçìåðåíèÿ îáúåìà
êëåòîê â àñèíõðîííî ðàçìíîæàþùåéñÿ êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèè ñ áîëüøîé âàðèàáåëüíîñòüþ ðàçìåðîâ êëåòîê (Âå-
ðåíèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986; Kay, 2017). Ñëåäóåò çàìåòèòü,
÷òî ïðè ïðîïîðöèîíàëüíîì íàðàñòàíèè ÷èñëà êëåòîê è
êîëè÷åñòâà îáùåãî áåëêà ïî õîäó îñíîâíîé ÷àñòè ðîñòî-
âîé êðèâîé êóëüòóðû ÌÑÊ êîëè÷åñòâî êëåòî÷íîãî áåëêà
ñëóæèò òàêæå ïîêàçàòåëåì ïëîòíîñòè êóëüòóðû. Â íàøåé
ðàáîòå ïîäîáíûé ñïîñîá îöåíêè èçìåíåíèé ïëîòíîñòè
êóëüòóðû èìåë òî ïðåèìóùåñòâî, ÷òî ïîçâîëÿë ñðàâíè-
âàòü èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàòèîíîâ
äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ êóëüòóð.

970 À. Í. Øàòðîâà è äð.



Êàê ïîêàçûâàåò ðèñ. 1, á, ïî ìåðå ðîñòà êóëüòóðû îä-
íîãî ïîñåâà óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ
íå îñòàåòñÿ ïîñòîÿííûì: ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå ïåðåñåâà êëå-
òîê ñîäåðæàíèå êàëèÿ íèæå, ÷åì íà 2-å ñóò êóëüòèâèðîâà-
íèÿ, êîãäà îíî ÿâëÿåòñÿ íàèáîëüøèì (999 � 57 ìêìîëü/ã,
n = 8), à äàëåå â òå÷åíèå 5 ñóò ñîäåðæàíèå êàëèÿ â êëåòêàõ
ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ äî 690 � 24 ìêìîëü/ã (n = 8). Óäå-
ëüíîå ñîäåðæàíèå íàòðèÿ â ýòèõ æå óñëîâèÿõ ñíèæàåòñÿ â
1.5 ðàçà ìåæäó 1-ìè è 2-ìè ñóò, à äàëåå â òå÷åíèå ñëåäóþ-
ùèõ 5 ñóò ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ è ñîñòàâëÿåò îêîëî
95 ìêìîëü/ã. Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî ïîñëå ïåð-
âûõ ñóòîê íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ â
ðàñòóùèõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ îòíîøåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ê ñîäåðæàíèþ íàòðèÿ ñîõðàíÿåòñÿ âû-
ñîêèì (Ki/Nai = 6—10). Êàê èçâåñòíî, âûñîêèé èíäåêñ
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ê ñîäåðæàíèþ íàò-
ðèÿ (Ki/Nai) ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ïîêàçàòåëåì ôóíê-
öèîíàëüíîé æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. ×òî êàñàåòñÿ íèç-
êîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è ïîâûøåííîãî ñîäåðæàíèÿ íà-
òðèÿ è ñîîòâåòñòâåííî áîëåå íèçêîãî îòíîøåíèÿ Ki/Nai

â ÌÑÊ â ïåðâûå ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ, òî îíî, âåðî-
ÿòíî, îòðàæàåò ñîñòîÿíèå êëåòîê ïîñëå ïåðåñåâà â íîâóþ
êóëüòóðó.

Â îòäåëüíîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìû îöåíèëè âëèÿ-
íèå ïðîöåäóðû òðèïñèíèçàöèè, êîòîðóþ â ïðàêòèêå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçóþò äëÿ ñíÿòèÿ ìîíîñëîéíîé
êóëüòóðû ñ ïîâåðõíîñòè ÷àøåê è íîâîãî ïîñåâà. Èçâåñò-
íî, ÷òî ïðè âûïîëíåíèè ïðîöåäóðû ïåðåñåâà êëåòîê ñðå-
äó êóëüòèâèðîâàíèÿ ìåíÿþò íà PBS ñ òðèïñèíîì (0.0 5%)
÷åðåç 2—3 ìèí â çàâèñèìîñòè îò ñêîðîñòè îòêðåïëåíèÿ
êëåòîê îò ïîâåðõíîñòè ÷àøêè, ïîñëå ÷åãî êëåòêè îïîëà-
ñêèâàþò ñðåäîé ñ ñûâîðîòêîé è îòêðåïèâøèåñÿ êëåòêè
ïîìåùàþò â ïîëíîöåííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ íîâîé ìîíîñëîéíîé êóëüòóðû. Íàøè èçìåðåíèÿ ñî-
äåðæàíèÿ êàòèîíîâ â ÌÑÊ, êîòîðûå ãîòîâÿò äëÿ ïîñåâà
íîâîé êóëüòóðû, ïîêàçàëè, ÷òî â òå÷åíèå 1—2 ÷ ïîñëå
óäàëåíèÿ òðèïñèíà ñîäåðæàíèå êàëèÿ â êëåòêàõ íèçêîå, à
ñîäåðæàíèå íàòðèÿ âûñîêîå, òàê ÷òî îòíîøåíèå Ki/Nai

îêàçûâàåòñÿ áëèçêèì ê 1. Çàìå÷åíî, ÷òî âîçðàñòàíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è ñíèæåíèå ñîäåð-
æàíèÿ íàòðèÿ íà÷èíàåòñÿ îäíîâðåìåííî ñ ïðèêðåïëåíèåì
(íî åùå íå ñ ðàñïëàñòûâàíèåì) êëåòîê. Â îïòèìàëüíûõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ èîííûå ïîêàçàòåëè äàëåå ïî-
ñòåïåííî íîðìàëèçóþòñÿ, è ëèøü ÷åðåç 14—18 ÷ ïîñëå
ïîñåâà íîâîé êóëüòóðû ÌÑÊ âåëè÷èíà îòíîøåíèÿ Ki/Nai

ñòàíîâèòñÿ íå ìåíåå 4 è íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå çíà÷åíèé,
ïðèñóùèõ ôóíêöèîíàëüíî æèçíåñïîñîáíûì êëåòêàì. Íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â òå÷åíèå ïåðâûõ ñóòîê, â óñëî-
âèÿõ ñíèæåííîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è ïîâûøåííîãî ñî-
äåðæàíèÿ íàòðèÿ, ÷èñëåííîñòü êëåòîê â êóëüòóðå íå óâå-
ëè÷èâàåòñÿ, à ïðèðîñò ÷èñëåííîñòè êëåòîê â êóëüòóðå
îòìå÷àåòñÿ, êàê ïðàâèëî, ëèøü íà 2-å ñóò (ðèñ. 1, à).

Êàê ñëåäóåò èç ðèñ. 1, á, â ðàñòóùèõ ÌÑÊ ìåæäó 2-ìè
è 7-ìè ñóò óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ
ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ëè íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ðå-
çóëüòàòîì äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê è «óõóä-
øåíèÿ» èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ, ïðîâåëè ñåðèþ
ýêñïåðèìåíòîâ, â êîòîðîé ÌÑÊ îäíîãî ïàññàæà âûñåâàëè
îäíîâðåìåííî, íî ñ ðàçíîé ïëîòíîñòüþ (100 èëè 250 òûñ.
êëåòîê íà ÷àøêó äèàìåòðîì 35 ìì), íà ñëåäóþùèå ñóòêè
ìåíÿëè ðîñòîâóþ ñðåäó íà ñâåæóþ è íà 3-è ñóò îöåíèâàëè
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ. Ê 3-ì ñóò ïëîò-
íîñòü êëåòîê â êóëüòóðàõ ñîñòàâèëà ñîîòâåòñòâåííî
1.1�103 è 2.8�103 êë./ñì2, òàê ÷òî â îäíîì ýêñïåðèìåíòå

äëÿ èññëåäîâàíèÿ èìåëè îäíîâðåìåííî ðåäêèå è ïëîòíûå
êóëüòóðû ÌÑÊ. Èçìåðåíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî óäåëüíîå ñîäåð-
æàíèå êàëèÿ â ÌÑÊ èç ðåäêèõ êóëüòóð (1.1�103 êë./ñì2)
ñîñòàâëÿëî 791 � 52 ìêìîëü/ã, òîãäà êàê â óñëîâèÿõ ïëîò-
íîãî êëåòî÷íîãî ñëîÿ (áîëåå 2.5�103 êë./ñì2) îíî áûëî
íèæå è ñîñòàâëÿëî 626 � 31 ìêìîëü/ã (ðèñ. 2). Â îáåèõ
êóëüòóðàõ óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå íà-
òðèÿ áûëî ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûì (96 � 9 è 100 �
� 11 ìêìîëü/ã). Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò äàåò îñíîâàíèå
çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ óäåëüíîãî âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ïî õîäó ðîñòà êóëüòóðû
ÌÑÊ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ íàðàñòàíèå ïëîòíîñòè êëåòîê
êóëüòóðû.

È ç ì å í å í è å â õ î ä í û õ ï î ò î ê î â ð ó á è ä è ÿ ï î
ì å ð å ð î ñ ò à Ì Ñ Ê. Èçâåñòíî, ÷òî ðóáèäèé ÿâëÿåòñÿ ôè-
çèîëîãè÷åñêèì àíàëîãîì êàëèÿ è èñïîëüçóåòñÿ (âìåñòî
ðàäèàêòèâíîãî èçîòîïà êàëèÿ) äëÿ õàðàêòåðèñòèêè òðàíñ-
ïîðòà êàëèÿ ÷åðåç ðàçíûå ñèñòåìû ïåðåíîñà ýòîãî êàòèî-
íà ÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (Segel et al., 1979;
Âåðåíèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986). Ìû èçìåðÿëè íàêîïëåíèå
ðóáèäèÿ â êëåòêàõ ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 15 ìèí
â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 5 ìÌ RbCl, â ïðèñóòñò-
âèè 0.1 ìÌ óàáàèíà âûäåëÿëè ïîòîê ðóáèäèÿ ÷åðåç

Èîííûé ãîìåîñòàç êóëüòèâèðóåìûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà. I. ... 971

Ðèñ. 1. Ñíèæåíèå âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ïî ìåðå
ðîñòà êóëüòóðû ÌÑÊ ÷åëîâåêà.

à — ðîñò ÷èñëåííîñòè êëåòîê (êðèâàÿ 1) è íàðàñòàíèå ìàññû îáùåãî êëå-
òî÷íîãî áåëêà (êðèâàÿ 2) â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ â òå÷åíèå
7 ñóò; á — âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ (Ki) è íàòðèÿ (Nai) â ðàñòó-
ùèõ êóëüòóðàõ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñðåäíèå êâàäðàòè÷íûå

îòêëîíåíèÿ èç 8 ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé ñõåìå.



Na,K-ÀÒÔàçíûé íàñîñ è îöåíèâàëè òàêæå íå èíãèáèðóå-
ìûé óàáàèíîì òðàíñïîðò ðóáèäèÿ ÷åðåç êàíàëû «ïàññèâ-
íîé óòå÷êè» â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 2,
âõîä ðóáèäèÿ, ïî êîòîðîìó îöåíèâàëè âõîäíîé ïîòîê êà-
ëèÿ, â ïëîòíûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ áûë íèæå, ÷åì â ðåäêèõ
êóëüòóðàõ. Ìû íàøëè, ÷òî ó ÌÑÊ ÷åëîâåêà â îáùåì
âõîäíîì ïîòîêå ðóáèäèÿ èíãèáèðóåìûé óàáàèíîì àêòèâ-
íûé òðàíñïîðò, ñâÿçàííûé ñ ðàáîòîé Na+,K+-íàñîñà, ñî-
ñòàâëÿåò çíà÷èòåëüíóþ äîëþ (äî 70 %), à íà «ïàññèâíóþ
óòå÷êó» ïðèõîäèòñÿ íå áîëåå 30 %. Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ
ïëîòíîñòè êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ èíãèáèðóåìûé óàáàèíîì
òðàíñïîðò ðóáèäèÿ ñíà÷àëà ñíèæàåòñÿ, à â ïëîòíûõ êóëü-
òóðàõ âûõîäèò íà íåêîòîðûé ïîñòîÿííûé óðîâåíü (ðèñ. 3,
êðèâàÿ 2). Â ýòèõ æå óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïàññèâ-
íûé, íå èíãèáèðóåìûé óàáàèíîì âõîä ðóáèäèÿ îêàçàëñÿ
íà 25—30 % âûøå â ðåäêèõ êóëüòóðàõ, ÷åì â êîíôëþýíò-
íûõ (ðèñ. 3, êðèâàÿ 3). Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî
ïî ìåðå ðîñòà êóëüòóðû è âîçðàñòàíèÿ êëåòî÷íîé ïëîòíî-
ñòè ïîòîê ðóáèäèÿ â êëåòêàõ ñíèæàåòñÿ çà ñ÷åò óìåíü-
øåíèÿ àêòèâíîãî ïîñòóïëåíèÿ ðóáèäèÿ â êëåòêè, ÷òî óêà-
çûâàåò íà îñëàáëåíèå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè
Na+,K+-íàñîñà.

È ç ì å í å í è å ó ð î â í ÿ ï ð î ë è ô å ð à ö è è è è î í -
í û å ï î ê à ç à ò å ë è â ð à ñ ò ó ù è õ Ì Ñ Ê. Ðàíåå íà êóëü-
òóðàõ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íàìè áûëè óñòàíîâ-
ëåíû èçìåíåíèÿ èîííîãî ãîìåîñòàçà, ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì,
ïðîëèôåðàöèåé è äèôôåðåíöèðîâêîé òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê ïîñòîÿííûõ ëèíèé (Ìàðàõîâà è äð., 1985à,
1985á; Âåðåíèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986). Îïèðàÿñü íà ýòè èñ-
ñëåäîâàíèÿ, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî èçìåíåíèÿ òðàíñïîð-
òà êàëèÿ â êóëüòóðàõ ÌÑÊ ÷åëîâåêà îáóñëîâëåíû èçìåíå-
íèåì óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Ïðîâå-
äåííûé öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â ïðîöåññå
ðîñòà ÌÑÊ èçìåíÿåòñÿ õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ íà ðèñ. 4,

ê 7-ì ñóò ïî ñðàâíåíèþ ñ 4-ìè ñóò â êóëüòóðå âîçðàñòàåò
äîëÿ êëåòîê â G1-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà (82 âìåñòî 54 %)
è ñíèæàåòñÿ äîëÿ êëåòîê â ôàçàõ S è G2/M ñ 45.8 äî 18 %.
Èçìåíåíèÿ òàêîãî òèïà óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â êîíôëþýí-
òíîé êóëüòóðå âûñîêîé ïëîòíîñòè óðîâåíü êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè ñíèæàåòñÿ, ÷òî è ïðîÿâëÿåòñÿ â çàìåäåëå-
íèè ðîñòà êóëüòóðû (ðèñ. 1, à). Ñðàâíåíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè è âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàòèî-
íîâ â ðàñòóùèõ ÌÑÊ ïîêàçàëî, ÷òî ñ çàìåäëåíèåì ïðîëè-

972 À. Í. Øàòðîâà è äð.

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ è íà-
òðèÿ, à òàêæå âõîäà ðóáèäèÿ îò ïëîòíîñòè êóëüòóðû ÌÑÊ ÷å-

ëîâåêà.

Ïî âåðòèêàëè — âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ (Ki) è íàòðèÿ (Nai) è
âõîäíîé ïîòîê ðóáèäèÿ (Rbi) â ðåäêèõ (1.1�103 êë./ñì2) è ïëîòíûõ
(2.8�103 êë./ñì2) êóëüòóðàõ, ïîñåÿííûõ îäíîâðåìåííî è ïðîàíàëèçèðî-
âàííûõ íà 3-è ñóò ïîñëå ïîñåâà. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñðåäíèå
êâàäðàòè÷íûå îòêëîíåíèÿ èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé

ñõåìå.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå âõîäíûõ ïîòîêîâ ðóáèäèÿ â ðàñòóùèõ êóëü-
òóðàõ ÌÑÊ: îáùåãî (êðèâàÿ 1), èíãèáèðóåìîãî óàáàèíîì (êðè-

âàÿ 2) è ðåçèñòåíòíîãî ê óàáàèíó (êðèâàÿ 3).

Ïî âåðòèêàëè — âõîäíîé ïîòîê ðóáèäèÿ; ïî ãîðèçîíòàëè — ïëîòíîñòü
êóëüòóðû, ìã êëåòî÷íîãî áåëêà íà 1 ÷àøêó äèàìåòðîì 35 ìì. Ïðèâåäåíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñðåäíèå êâàäðàòè÷íûå îòêëîíåíèÿ èç 7 ýêñïåðèìåí-

òîâ, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé ñõåìå.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ.

Äàííûå öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà. Ïî âåðòèêàëè — äîëè êëå-
òîê, íàõîäÿùèõñÿ â ôàçàõ G1, S è G2/M, %. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ

è èõ îøèáêè èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé ñõåìå.



ôåðàöèè â ïëîòíûõ êóëüòóðàõ ñíèæàåòñÿ óäåëüíîå
âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ. Îñîáåííîñòü èçìå-
íåíèÿ ñîäåðæàíèÿ èîíîâ â ðàññìàòðèâàåìîì ñëó÷àå ñî-
ñòîèò â òîì, ÷òî íà ôîíå ïîñòåïåííîãî, íî íåïðåðûâíîãî
ñíèæåíèÿ ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæà-
íèå íàòðèÿ çàìåòíî ñíèæàåòñÿ ëèøü íà íà÷àëüíîé ñòàäèè
ðîñòà êóëüòóðû, à â ïðîöåññå ýêñïîíåíöèàëüíîãî ðîñòà è
äàëåå â êîíôëþýíòíûõ êóëüòóðàõ ñîäåðæàíèå íàòðèÿ â
ÌÑÊ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ. Ñëåäóåò òàêæå îòìå-
òèòü, ÷òî ñ áîëåå íèçêèì óäåëüíûì âíóòðèêëåòî÷íûì ñî-
äåðæàíèåì êàëèÿ â ïåðâûå ñóòêè ïîñëå ïîñåâà ÌÑÊ êîð-
ðåëèðóþò ñíèæåííîå ÷èñëî êëåòîê â ôàçàõ S è G2/Ì è îò-
ñóòñòâèå ïðèðîñòà ÷èñëåííîñòè êëåòîê íà íà÷àëüíîì
ýòàïå âåäåíèÿ êóëüòóðû (ðèñ. 1, á).

Ñóììèðóÿ ïðåäñòàâëåííûå âûøå äàííûå, ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ ÷åëîâåêà â îï-
òèìàëüíûõ óñëîâèÿõ òàêèå ïîêàçàòåëè èîííîãî ãîìåîñòà-
çà, êàê âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå è òðàíñìåìáðàííûå
ïîòîêè êàëèÿ, íå îñòàþòñÿ ïîñòîÿííûìè. Â ïðîöåññå ðîñ-
òà êóëüòóðû îäíîãî ïîñåâà óäåëüíîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ â
ðàñ÷åòå íà îáùèé êëåòî÷íûé áåëîê ñíèæàåòñÿ, òîãäà êàê
óäåëüíîå ñîäåðæàíèå íàòðèÿ ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ.
Çíà÷åíèå îòíîøåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êà-
ëèÿ ê ñîäåðæàíèþ íàòðèÿ õîòÿ è ñíèæàåòñÿ ïî ìåðå ðîñòà
ÌÑÊ (ñ 10 äî 6), íî ñîõðàíÿåòñÿ âûñîêèì è ïðè äîñòèæå-
íèè êîíôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ôóíêöèîíàëüíîé æèçíåñïîñîáíîñòè ýòèõ êëåòîê. Ïðè âû-
ñîêèõ ïëîòíîñòÿõ êóëüòóðû ñíèæàåòñÿ èíãèáèðóåìûé
óàáàèíîì ïîòîê êàëèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñíèæåíèè
àêòèâíîñòè Na+,K+-íàñîñà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñíèæåíèå
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ â ðàñòóùèõ ÌÑÊ íå
ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê, îíî îáóñëîâëåíî âîçðàñòàíèåì ïëîòíîñòè êóëüòóðû,
êîððåëèðóåò ñ íàêîïëåíèåì êëåòîê â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî
öèêëà è çàìåäëåíèåì ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî âûñîêîå óäåëüíîå âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå êà-
ëèÿ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ è
ìîæåò ñëóæèòü ïîêàçàòåëåì ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà
ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ èññëåäîâàíèÿ, õîòÿ è íåìíîãî-
÷èñëåííûå, ñâîéñòâ èîííûõ êàíàëîâ, îáíàðóæåííûõ â
ñòâîëîâûõ êëåòêàõ. Âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé ñîñðåäîòî-
÷åíî íà ïîèñêå îñîáåííîñòåé ñâîéñòâ èëè ýêñïðåññèè
èîííûõ òðàíñïîðòåðîâ â ñòâîëîâûõ êëåòêàõ â ïðîöåññå
äèôôåðåíöèðîâêè. Âûÿâëåíû èîííûå êàíàëû ðàçíûõ òè-
ïîâ â ÌÑÊ ÷åëîâåêà (Ding et al., 2012; Chubinsky-Nadezh-
din et al., 2017). Îõàðàêòåðèçîâàíû èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèè
ñóáúåäèíèö Na+,K+-ATÔàçû âî âðåìÿ íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ïëþðèïîòåíòíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ìûøè (Habiba et al., 2000). Äàííûå, ïîëó÷åí-
íûå íà ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà, äàþò ïîâîä èñïîëü-
çîâàòü òèï ýêñïðåññèè ñóáúåäèíèö Na+,K+-ATÔàçû â
êà÷åñòâå ìàðêåðà ïðè èçó÷åíèè ôóíêöèè è äèôôåðåíöè-
ðîâêè êàðäèîìèîöèòîâ (Chen et al., 2006; Fine et al., 2013).

Íàøà ðàáîòà óñòàíàâëèâàåò ñâÿçü ìåæäó âíóòðèêëå-
òî÷íûì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ è ïðîëèôåðàöèåé ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Â ðàñòóùèõ ÌÑÊ ÷åëîâåêà ìû ðåãèñòðèðóåì èç-
ìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ â äèàïàçî-
íå îò 1000 äî 700—600 ìêìîëü íà 1 ã áåëêà, êîòîðûé
âûøå ïðèíÿòîãî èññëåäîâàòåëÿìè ôèçèîëîãè÷åñêîãî
óðîâíÿ ýòîãî ïîêàçàòåëÿ äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòîê (Tupper
et al., 1977; Frantz et al., 1980; Lopez-Rivas et al., 1982).
Ñõîäíûå èçìåíåíèÿ áûëè îáíàðóæåíû ðàíåå â ðàñòóùèõ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ

(Ìàðàõîâà è äð., 1985à, 1985á; Òðîøèí è äð., 1985; Âåðå-
íèíîâ, Ìàðàõîâà, 1986). Èçìåíåíèå óäåëüíîãî ñîäåðæà-
íèÿ êàëèÿ â ðàñ÷åòå íà êëåòî÷íûé áåëîê âûÿâëåíî òàêæå
ó íîðìàëüíûõ Ò-ëèìôîöèòîâ ÷åëîâåêà, àêòèâèðîâàííûõ
ôèòîãåìàããëþòèíèíîì: â ïðîöåññå ìèòîãåííîé àêòèâà-
öèè è ïåðåõîäà ê ñèíòåçó ÄÍÊ è äåëåíèþ âíóòðèêëåòî÷-
íîå ñîäåðæàíèå êàëèÿ â ðàñ÷åòå íà êëåòî÷íûé áåëîê âîç-
ðàñòàåò ïðèìåðíî â 1.3 ðàçà, ïðè÷åì îñíîâíûå èçìåíåíèÿ
ñîïðîâîæäàþò ñòàäèþ ðîñòà ëèìôîöèòîâ è îáðàçîâàíèÿ
êðóïíûõ áëàñòîâ (Âåðåíèíîâ è äð., 1991; Marakhova et al.,
1995, 1999; Karitskaya et al., 2010). Âî âñåõ ïåðå÷èñëåí-
íûõ ñëó÷àÿõ èçìåíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëèÿ êîððå-
ëèðóþò ñ èçìåíåíèåì óðîâíÿ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîâëå÷åííîñòè èîíîâ êàëèÿ â ïðî-
öåññû ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê.

Êàëèé ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì âíóòðèêëåòî÷íûì êàòèî-
íîì è âðÿä ëè ìîæåò âûïîëíÿòü òó ñèãíàëüíóþ ôóíêöèþ,
êîòîðóþ, êàê ïîêàçûâàþò íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ, âûïîë-
íÿþò â êëåòêå äðóãèå îäíîâàëåíòíûå èîíû — íàòðèé,
õëîð è âîäîðîä (Lang et al., 2005; Orlov, Hamet, 2006; Pe-
dersen et al., 2007; Klausen et al., 2010). Àíàëèçèðóÿ èçìå-
íåíèÿ èîííîãî ãîìåîñòàçà, ñîïðîâîæäàþùèå çàïóñê èëè
òîðìîæåíèå êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, ìû ïðåäïîëàãàåì,
÷òî ñâÿçàííûå ñ ðîñòîì êóëüòóð èçìåíåíèÿ óäåëüíîãî
âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàëèÿ ìîãóò îòðàæàòü ó÷à-
ñòèå èîíîâ êàëèÿ â ðåãóëÿöèè îáúåìà êëåòîê ïî õîäó ïðå-
ðåïëèêàòèâíîé G1-ôàçû êëåòî÷íîãî öèêëà èëè â ïðîöåññå
ïåðåõîäà èç ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ ê ïðîëèôåðàöèè. Âûäâèãàå-
ìîå ïðåäïîëîæåíèå îáñóæäàåòñÿ ïîäðîáíî â íàøåé ñëå-
äóþùåé ðàáîòå, êîòîðàÿ ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ èçìåíåíèé
èîííîãî ãîìåîñòàçà ÌÑÊ ÷åëîâåêà â ñâÿçè ñ âîçðàñòîì
êóëüòèâèðóåìûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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ION HOMEOSTASIS DURING THE GROWTH OF HUMAN MESENCHYMAL

STEM CULTURE. I. DENSITY-DEPENDENT CHANGES OF CELL K+ AND Na+ CONTENT

AND RB+ INFLUXES
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In this study, we reported the proliferation-related changes in cell K+ content and in K+ influxes in cultiva-
ted human mesenchymal stem cells (MSCs). The intracellular K+ content calculated per cell protein content was
found to decrease in growing culture of one passage whereas intracellular Na+ content was not significantly
changed. It was also revealed that at higher densities of hMSCs monolayer, the ouabain-sensitive K+ influx was
decreased thus indicating a decline in Na+,K+ pump-mediated transport. We analyzed the cell cycle profiles of
hMSCs cultures and found that under optimal culture conditions, in high-density cultures the decline in K+ con-
tent per cell protein was related to the accumulation of G1 cells in the population and accompanied cell prolife-
ration slowing. It is concluded that cell K+ content per cell protein is an informative test for assessing the func-
tional status of stem cells in vitro.

K e y w o r d s: cell potassium content, cell sodium content, potassium fluxes, Na+,K+ pump, proliferation,
human mesenchymal stem cells
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