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Работа направлена на выявление функциональной активности натриевых каналов ENaC в эндометриаль-
ных мезенхимных стволовых клетках человека (эМСК). Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток по-
казало наличие основной порообразующей альфа-субъединицы ENaC в эМСК. Для электрофизиологиче-
ского исследования натриевых каналов и анализа эффектов потенциальных активаторов ENaC использо-
вали возможности регистрации унитарных токов при отведении от участка плазматической мембраны
нативной клетки (вариант cell-attached). В экспериментах на эМСК обнаружена фоновая активность на-
триевых каналов и показана их активация при разборке актинового цитоскелета в ответ на подачу цитоха-
лазина Д; оценены функциональные свойства одиночных каналов. Типичную активность каналов наблю-
дали также при добавлении к наружной стороне мембранного фрагмента трипсина (сериновой протеазы),
известного стимулятора каналов ENaC. Вольтамперные характеристики натриевых каналов, активиро-
ванных при действии деструктора цитоскелета или внеклеточной протеазы, были близки: проводимость
составляла 11–13 пСм. Таким образом, выявлены физиологические пути стимуляции натриевых каналов
ENaC в стволовых клетках эндометрия человека. Обнаруженные внутриклеточные и внеклеточные меха-
низмы регуляции каналов ENaC могут обеспечивать быстрые изменения натриевой проницаемости плаз-
матической мембраны стволовых клеток.
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Изменения проницаемости плазматической мем-
браны нативных клеток для ионов натрия играют ве-
дущую роль в регуляции водно-солевого баланса и
клеточного объема. В различных электроневозбуди-
мых клетках транспорт натрия из внеклеточной сре-
ды в цитоплазму связан с функциональной активно-
стью эпителиальных натрий-проводящих каналов
семейства ENaC (epithelial sodium channels), экс-
прессия которых, как теперь установлено, не являет-
ся эксклюзивной особенностью апикальных мембран
реабсорбирующего эпителия почек (Mirshahi et al.,
1998; Сударикова и др., 2012; Sudarikova et al., 2015;
Kleyman, Eaton, 2020). Потенциал-независимые ка-
налы ENaC являются гетеротримерами и состоят из
альфа-, бета- и гамма-субъединиц, в некоторых слу-
чаях дельта-субъединица может заменять субъеди-
ницу альфа. В клетках и тканях различной специали-
зации, в том числе стволовых клетках, показана экс-
прессия субъединиц ENaC (Сударикова и др., 2012;
Sudarikova et al., 2015; Petrik et al., 2018; Nam et al.,
2020). Выявлены важнейшие внутриклеточные ме-

ханизмы регуляции натриевых каналов, связанные с
организацией и динамикой актинового цитоскелета.
В частности, показана их активация в ответ на раз-
борку микрофиламентов при действии цитохалазина Д
(Чубинский-Надеждин и др., 2013; Negulyaev et al.,
2000; Shumilina et al., 2003; Sudarikova et al., 2015;
Morachevskaya, Sudarikova, 2021). Обнаружена акти-
вация натриевых каналов при внеклеточном приложе-
нии сериновой протеазы трипсин (Sudarikova et al.,
2019), специфического активатора каналов ENaC
(Kleyman, Eaton, 2020). Накапливаются данные,
свидетельствующие о вероятном вовлечении кана-
лов ENaC в процессы механотрансдукции, опосре-
дующие их вклад в регуляцию дифференцировки и
пролиферации стволовых клеток (Petrik et al., 2018;
Nam et al., 2020).

Перспективным объектом исследований в обла-
сти механобиологии мезенхимных стволовых клеток
человека являются стволовые клетки эндометрия
(Сударикова и др., 2019; Чубинский-Надеждин и др.,
2020), важным преимуществом которых считаются не-
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ивазивные протоколы их получения (Земелько и др.,
2011; Banu et al., 2008; Chen et al., 2019). Ранее в на-
ших исследованиях изучена механозависимая акти-
вация катионных каналов в эндометриальных ме-
зенхимных стволовых клетках человека (эМСК) в
ответ на локальное растяжение участка мембраны
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2017, 2019). Обнаружен
и изучен феномен функционального сопряжения
активности кальций-проводящих механочувстви-
тельных каналов и кальций-управляемых калиевых
каналов в плазматической мембране эМСК. С помо-
щью электрофизиологических подходов установле-
но, что строго локализованный вход кальция в про-
цессе механотрансдукции стимулирует активность
кальций-зависимых калиевых каналов ВК в эндо-
метриальных стволовых клетках (Chubinskiy-Nade-
zhdin et al., 2017, 2019).

Вопросы, касающиеся функциональной экспрес-
сии и возможностей активации каналов ENaC в
мембране эМСК, ранее оставались вне специально-
го рассмотрения и практически не изучены, что и
определило цели и задачи настоящей работы. Ос-
новная экспериментальная задача заключалась в вы-
яснении наличия в стволовых клетках эндометрия
человека функционально-активных натриевых ка-
налов и выяснения, принадлежат ли они к семейству
ENaC. Использовали известные методические под-
ходы и агенты, индуцирующие активацию этих ка-
налов. Проведенная работа демонстрирует возмож-
ности использования специфических активаторов
каналов для решения задач по функциональной
идентификации ENaC в различных типах клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные культуры. Линии мезенхимных ство-

ловых клеток эндометрия человека (эМСК) были
получены из десквамированного эндометрия в мен-
струальной крови здоровых доноров (линии 2304,
2804) и охарактеризованы (Земелько и др., 2011) в
Институте цитологии РАН (Санкт-Петербург, Рос-
сия). Клетки культивировали по стандартному про-
токолу в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержа-
щей 10% эмбриональной бычьей сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% антибиотика-антимикотика и 1%
GlutaMAX (Gibco, США), при 37°С и 5% CO2. Ис-
пользовали клетки с 5 по 16 пассаж. За 1–2 сут до
электрофизиологических или флуоресцентных экс-
периментов клетки высевали на покровные стекла
размером 4 × 4 и 12 × 12 мм соответственно.

Электрофизиология. Для регистрации токов через
одиночные ионные каналы на участке мембраны не-
поврежденной клетки использовали конфигурацию
cell-attached метода патч-кламп. Электрофизиологи-
ческая установка включала усилитель AxoPatch 200B
и аналогово-цифровой преобразователь Axon Digi-
data 1550A (Molecular Devices Corp., США), управля-
емые программным обеспечением pClamp 10.5. Пи-
петки изготавливали из стандартных стеклянных за-

готовок на микрокузнице Р-97 (Sutter Instrument,
США), заполняли наружным раствором, содержащим
(мМ): 145 NaCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES/TrisOH;
сопротивление пипеток составляло 5–12 МОм.
Стандартный внеклеточный раствор в камере в экс-
периментах cell-attached содержал (мМ): 145 KCl,
2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES/TrisOH; pH всех раство-
ров составлял 7.3. Подробное описание метода патч-
кламп приведено в опубликованных ранее работах
(например: Васильева, Чубинский-Надеждин, 2021).

С помощью амплитудных гистограмм, описан-
ных функцией Гаусса, рассчитывали амплитуду оди-
ночного открывания канала, которая соответствова-
ла расстоянию между пиками. Вероятность откры-
того состояния канала Рo оценивали как Ро = I/Ni,
где I – средний ток в определенном интервале вре-
мени (из амплитудных гистограмм), N – число рабо-
тающих каналов в патче, i – средний ток через от-
крытый канал.

Флуоресцентная микроскопия. Для определения
присутствия альфа-субъединицы ENaC клетки про-
мывали однократным фосфатно-солевым буфер-
ным раствором (PBS), фиксировали 3.7%-ным рас-
твором параформальдегида в течение 10 мин при
комнатной температуре, пермеабилизировали
(0.25%-ным Tween-20, 10 мин) и инкубировали в
растворе PBS, содержащем 10% козьей сыворотки
(goat serum) в течение 1 ч для блокирования неспе-
цифичного присоединения антител к клеткам.
Окраску первичными антителами к альфа-hENaC
(StressMarq, США; разведение 1 : 200) проводили со-
гласно стандартному протоколу (ночь при 4°С). Да-
лее клетки инкубировали с вторичными козьими ан-
тителами против иммуноглобулина кролика, конъ-
югированными с флуоресцентным красителем Cy3
(Goat-Anti-Rabbit-Cy3; Santa Cruz, США; разведе-
ние 1 : 200, 1 ч в темноте), ядра окрашивали с помо-
щью DAPI (10 мин в темноте).

Фибриллярный (F) актин в клетках эМСК окра-
шивали TRITC-фаллоидином (Sigma-Aldrich, США)
с использованием стандартной процедуры. Покров-
ные стекла с клетками промывали 1-кратным PBS,
фиксировали 3.7%-ным раствором параформальдеги-
да, как описано выше, пермеабилизировали 0.1%-ным
Тритоном X-100 (10 мин) и инкубировали в растворе
PBS, содержащем 0.5 мкM TRITC-фаллоидин
(15 мин, 37°С), ядра окрашивали DAPI в течение 10
мин в темноте.

Между всеми процедурами флуоресцентного ме-
чения альфа-hENaC и F-актина проводили двух-
или трехкратные промывки препаратов PBS. После
окрашивания препараты монтировали на предмет-
ных стеклах с использованием реагента, препятству-
ющего выгоранию флуоресцентных красителей
(vectashield anti-fading reagent; Vector Labs, США).
Все изображения получали в ЦКП Института цито-
логии РАН на конфокальных микроскопах Leica
TCS SP5 (Leica Microsystems GmBH, Германия) или
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Olympus FV3000 (Olympus, Япония) с использовани-
ем объектива 40× c масляной иммерсией. Обработку
изображений проводили с помощью программных
пакетов Leica LAS AF Lite и Image J.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Одними из возможных участников, вовлеченных

в поддержание клеточного объема и ионного гомео-
стаза в эМСК, могут выступать натрий-проводящие
каналы ENaC. Для того, чтобы исследовать функци-
ональную экспрессию ENaC в эМСК, мы использо-
вали иммунофлуоресцентную микроскопию и метод
патч-кламп. Иммунофлуоресцентное окрашивание
клеток специфическими антителами подтвердило
наличие основной порообразующей альфа-субъеди-
ницы ENaC в эМСК (рис. 1а, б).

В конфигурации cell-attached метода патч-кламп
регистрировали токи через одиночные каналы в
стволовых клетках при значениях поддерживаемого
потенциала на мембране в диапазоне от –80 до 0 мВ;
ион натрия (145 мМ NaCl) являлся основным катио-
ном в наружном растворе (в пипетке). В части экспери-
ментов наблюдали токи выходящего направления (от-
крывания вверх от уровня нулевого тока, см. рис. 1в),
предположительно калиевых каналов (Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2017, 2019). Рис. 1в демонстрирует

пример фоновой активности сразу двух типов кати-
онных каналов – калиевых (выходящие токи) и на-
триевых (входящие токи) – в участке мембраны на-
тивной клетки (cell-attached). Входящие токи, отра-
жающие фоновую активность натрий-проводящих
каналов в мембране эМСК, были обнаружены, как
минимум, в 7 случаях из общего числа эксперимен-
тов 46. Эта оценка может быть занижена, поскольку
в экспериментах с высоким уровнем активности ка-
лиевых каналов регистрация другого типа каналов
может быть затруднена. Не было выявлено суще-
ственной зависимости уровня активности каналов
от клеточного пассажа (длительности культивирова-
ния). Проводимость исследуемых каналов составила
11–13 пСм, потенциал реверсии – около 20 мВ
(рис. 1г), что характерно для потенциал-независи-
мых натриевых каналов ENaC, ранее описанных на-
ми в клетках различной специализации, включая
клетки крови и культивируемые фибробласты (Ве-
дерникова и др., 1999; Сударикова и др., 2012; Чу-
бинский-Надеждин и др., 2013; Sudarikova et al.,
2015).

В следующих сериях экспериментов cell-attached
исследовали действие известных активаторов ENaC
(цитохалазина Д и сериновой протеазы трипсина) на
ионные токи в мембране эМСК. Действие цитохала-

Рис. 1. Потенциал-независимые натриевые каналы в эМСК. а – Иммунофлуоресцентное окрашивание альфа-субъединиц
канала ENaC (красный сигнал красителя Cy3) и ядер (синий сигнал DAPI); б – контрольный эксперимент (с инкубацией кле-
ток только со вторичными антителами). Увел. объектива: 40×, масштабная линейка: 50 мкм. в – Фоновая активность натри-
евых каналов в участке мембраны нативной клетки (конфигурация cell-attached, токи входящего направления); здесь и далее
поддерживаемые потенциалы указаны справа от записей токов: зк – закрытое состояние (уровень нулевого тока), отк – от-
крытое состояние канала; при потенциалах –40 и –50 мВ отчетливо видна активность калиевых каналов (токи выходящего
направления, открывания вверх от уровня нулевого тока, зк). г – Соответствующая вольтамперная характеристика; д – схема
эксперимента по регистрации токов в конфигурации cell-attached метода патч-кламп. Пипетка плотно прижимается к участ-
ку клетки, образуя гигаомный контакт. Составы растворов см. в разделе “Материал и методика”.
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зина Д (10 мкг/мл), мембранопроникающего де-
структора F-актина, тестировали на стабильных пат-
чах, в которых фоновая активность каналов была
минимальной или отсутствовала. Добавление цито-
халазина Д во внеклеточный раствор в камере при-
водило к развитию активности натриевых каналов
(рис. 2а, б, в) с проводящими характеристиками,
близкими к измеренным в случае фоновой активно-
сти (см. рис. 1в, г); отмечена вариабельность кинети-
ческого поведения одиночных каналов. Активацию
наблюдали в 17% случаев (n = 18) через 2–3 мин по-
сле подачи цитохалазина. Влияние цитохалазина Д
на актиновый цитоскелет в эМСК было подтвержде-
но с помощью окраски F-актина и представлено на
рис. 2г. В контрольных условиях выявляются фиб-
риллярные структуры цитоскелета, в то время как
обработка цитохалазином (10 мкг/мл, 15 мин) при-
водила к нарушению организации микрофиламен-
тов и появлению скоплений аморфного актина.

Эксперименты с ЦитД подтвердили, что в эМСК
наблюдается характерный для ENaC механизм внут-
риклеточной регуляции, связанный с динамикой ак-
тинового цитоскелета, (Karpushev et al., 2010; Su-
darikova et al., 2015; Morachevskaya, Sudarikova, 2021).
Следующим этапом работы было изучение действия
внеклеточных сериновых протеаз на активность
ионных каналов в мембране эМСК. Известно, что
протеолитическое расщепление внеклеточной пет-
ли альфа- и гамма-субъединиц канала, в том числе
трипсином, вызывает активацию ENaC (например,

см.: Diakov et al., 2008; Kleyman, Eaton, 2020). В на-
ших экспериментах cell-attached протеазу трипсин
добавляли к наружной стороне мембранного фрагмен-
та (в пипетку) в концентрации 5 мкг/мл. На рис. 3
представлен пример записей токов через трипсин-
активируемые натриевые каналы при различных
значениях мембранного потенциала, а также приве-
дены соответствующие амплитудные гистограммы и
вольтамперная характеристика; зарегистрирована
типичная активность натриевых каналов с проводи-
мостью около 12 пСм. Вероятность открытого состо-
яния каналов Po, рассчитанная для временных ин-
тервалов, представленных на рис. 3а, составила
0.20–0.24 и практически не зависела от потенциала в
диапазоне –30... –60 мВ.

Таким образом, можно заключить, что в плазма-
тической мембране эМСК функционируют натрий-
проводящие каналы, которые, судя по своим биофи-
зическим характеристикам и механизмам актива-
ции, принадлежат к семейству ENaC.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе исследования проводили на
ранее охарактеризованных по маркерам, кариотипу
и способности к направленной дифференцировке
культивируемых мезенхимных стволовых клетках
(МСК), выделенных из менструальной крови (Зе-
мелько и др., 2011; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019),

Рис. 2. Активация натриевых каналов, индуцированная разборкой актиновых филаментов при действии цитохалазина Д
(ЦитД). а – Записи токов до (контроль) и через 3 мин после подачи 10 мкг/мл ЦитД во внеклеточный раствор в камере, б –
соответствующая вольтамперная характеристика. в – Схема эксперимента. г – Окраска F-актина в эМСК в контрольных
условиях и после обработки ЦитД; масштабная линейка: 50 мкм.
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что выгодно отличает их от других МСК неинвазив-
ным способом выделения.

Как уже отмечалось ранее, натриевые каналы
ENaC, характерные для эпителия почек и легких,
были обнаружены в клетках различной специализа-
ции (Сударикова и др., 2012; Sudarikova et al., 2015;
Kleyman, Eaton, 2020). В настоящее время исследо-
вания экспрессии ENaC и их влияния на жизнедея-
тельность стволовых клеток различного происхож-
дения находятся на начальном этапе. Так, в единич-
ных работах последних лет есть данные об
экспрессии одной (альфа-) или нескольких субъеди-
ниц ENaC (альфа-, бета-, гамма-, дельта) в стромаль-
ных стволовых клетках, выделенных из костного мозга
человека (Nam et al., 2020), а также в нейрональных
стволовых клетках мыши (Petrik et al., 2018). Обнаруже-
но положительное влияние кондиционированной
среды от МСК, выделенных из костного мозга, на
уровень трансэпителиального амилорид-чувстви-
тельного тока и экспрессию альфа-субъединицы
ENaC в эпителиальных клетках легкого человека
(клетки линии H441) или в культуре первичных кле-
ток AT2 мыши (Ding et al., 2020). Сокультивирование
МСК из костного мозга и клеток H441 или AT2 так-
же приводило к увеличению амилорид-чувствитель-
ного тока и уровня белка субъединиц альфа и гамма
ENaC (Zhang et al., 2020).

В настоящей работе мы подтвердили наличие
субъединицы альфа ЕNaC в эМСК с помощью им-
мунофлуоресцентной микроскопии. Кроме того, с

использованием метода патч-кламп впервые зареги-
стрировали активность потенциал-независимых на-
трий-проводящих каналов в плазматической мем-
бране эМСК и определили их биофизические харак-
теристики. Одиночные каналы анализировали в
квазифизиологических условиях (145 мМ NaCl) на
участке мембраны нативной клетки (конфигурация
cell-attached). Значения проводимости (11–13 пСм) и
потенциала реверсии (около 20 мВ) натриевых кана-
лов, обнаруженных в эМСК, были близки к значе-
ниям этих же показателей амилорид-нечувствитель-
ных каналов ENaC в трансформированных клетках
крови (Сударикова и др., 2012, 2018; Sudarikova et al.,
2019), а также каналов ENaC, изучаемых в основном в
экспрессионных системах (ооцитах Xenopus) и содер-
жащих в своем составе дельта-субъединицу (Ji et al.,
2006). Хотелось бы отметить, что для каналов ENaC
известна вариабельность данных по проводимости и
селективности в зависимости от объекта, условий
культивирования, а также их субъединичного состава
(например: Kellenberger, Shield, 2002; Ji et al., 2006).

Чтобы подтвердить, что обнаруженные нами в
эМСК натриевые каналы принадлежат к семейству
ENaC, мы провели их функциональную идентифи-
кацию с использованием электрофизиологического
подхода и известных активаторов ENaC. Мы обна-
ружили, что добавление деструктора актиновых фи-
ламентов ЦитД приводит к активации натриевых ка-
налов со сходными биофизическими параметрами,
что и у каналов в фоне. Данный механизм активации

Рис. 3. Активность натриевых каналов ENaC, индуцированная действием протеазы трипсин. а – Записи токов при различных
значениях поддерживаемого потенциала и соответствующие им амплитудные гистограммы, расстояния между пиками кото-
рых равны амплитуде одиночного открывания; б – схема эксперимента. Для активации натриевых каналов добавляли
5 мкг/мл трипсина в наружный раствор в пипетке. в – Вольтамперная характеристика натриевых каналов.
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характерен как для эндогенных каналов ENaC в со-
бирательных трубочках почки, так и для каналов в
трансфицированных клетках, например, HEK 293
(Karpushev et al., 2010; Morachevskaya, Sudarikova,
2021). Кроме того, активация каналов ENaC при раз-
борке актинового цитоскелета является основным
механизмом их регуляции в клетках неэпителиаль-
ного происхождения, в том числе клетках лейкемии
и лимфомы человека (Negulyaev et al., 2000; Sudariko-
va et al., 2015; Morachevskaya, Sudarikova, 2021).

Сериновую протеазу трипсин часто используют
как известный и относительно простой инструмент
для идентификации каналов ENaC или повышения
их активности до максимального уровня, что вызы-
вается протеолитическим расщеплением альфа- или
гамма-субъединиц в зоне экстраклеточных петель
(Diakov et al., 2008; Kleyman, Eaton, 2020). В наших
экспериментах при добавлении трипсина в пипетку
мы регистрировали довольно высокий уровень ак-
тивности каналов в мембране эМСК (по сравнению
с фоновой активностью каналов), что также служит
значимым дополнительным аргументом в пользу
идентификации обнаруженных нами каналов как
каналов ENaC.

Ранее в транспортных эпителиях и на модельных
системах (ооцитах Xenopus) показано, что ENaC об-
ладают механочувствительностью и их активность
может регулироваться механическими стимулами,
такими как проток жидкости (flow activation), кото-
рый повышает вероятность нахождения каналов в
открытом состоянии (Verschuren et al., 2020). Недав-
ние исследования на нейрональных стволовых клет-
ках выявили влияние активности ENaC на клеточ-
ную пролиферацию зависимым от протока жидко-
сти образом (Petrik et al., 2018). Кроме того, было
показано воздействие механической деформации на
дифференцировку МСК, которое опосредовано ка-
налами ENaC (Nam et al., 2020). В совокупности все
имеющиеся результаты, а также тот факт, что харак-
тер активности и профиль экспрессии ионных кана-
лов в клетках, взятых из различных тканей, могут
значительно различаться, дают нам основания рас-
сматривать эМСК как перспективный объект для
дальнейшего изучения роли ENaC в клеточных отве-
тах на изменение механических свойств микроокру-
жения.
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СУДАРИКОВА и др.

Functional Activity of Sodium Channels ENaC 
in Human Endometrial Mesenchymal Stem Cells

A. V. Sudarikovaa, *, V. I. Chubinskiy-Nadezhdina, V. Y. Vasilevaa, D. V. Lysikovaa, b, M. A. Shorokhovaa,
E. A. Morachevskayaa, and Yu. A. Negulyaeva

 a Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia
 b St. Petersburg Polytechnic University of Peter the Great, St. Petersburg, 195251 Russia

*e-mail: anastasia.sudarikova@gmail.com

The work is aimed to reveal the functional activity of sodium channels ENaC in human endometrial mesenchymal
stem cells (eMSC). Immunofluorescent staining of the cells showed the presence of the main pore-forming alpha-
subunit of ENaC in eMSC. For the electrophysiological study of sodium channels and the analysis of the effects of
potential ENaC activators, we used the possibility of unitary currents recording in plasma membrane patch on native
cell (cell-attached variant). In experiments on eMSC, background activity of sodium channels was found, their ac-
tivation was shown in response to cytochalasin D-induced actin cytoskeleton disassembly; the biophysical properties
of single channels were estimated. Typical channel activity was also observed when serine protease trypsin, a known
stimulator of ENaC channels, was added to the outside of the membrane patch. The current-voltage characteristics
of sodium channels activated by the action of cytoskeleton destructor or extracellular protease were similar: unitary
conductance was 11–13 pS. Thus, the physiological pathways of ENaC channel stimulation in human endometrial
stem cells were identified. Revealed intracellular and extracellular mechanisms of ENaC channel regulation can pro-
vide rapid changes in the sodium permeability of the plasma membrane of stem cells.

Keywords: human mesenchymal stem cells, patch clamp, plasma membrane, sodium channels ENaC, actin cyto-
skeleton
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