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Аннотация: Исследовали механизм минералокортикоидной регуляции и негеномный эффект альдостерона на транспорт на-
трия в главных клетках собирательных трубок кортикального отдела почек мышей с мутацией Agouti yellow (Аy), связанной с 
ожирением меланокортинового типа. Определение концентрации альдостерона в плазме крови, а также содержания мРНК 
минералокортикоидного рецептора и альфа1 субъединицы Na,K-АТФазы в клетках собирательных трубок кортикального от-
дела почек не выявило отличий у мышей линии C57BL/6j-Ay/a от уровня в конгенной линии C57BL/6j. В то же время содержание 
мРНК альфа субъединицы эпителиального натриевого канала в клетках собирательных трубок кортикального отдела почек 
оказалось ниже у C57BL/6j-Aу/a. У мышей C57BL/6j-Ay/a не обнаружено снижения проницаемости плазматической мембраны 
клеток собирательных трубок кортикального отдела почек для ионов натрия при остром воздействии альдостерона (10 нM), в 
отличие от мышей конгенной линии C57BL/6j. Результаты проведенного исследования позволяют предположить, что мутация 
Ау может оказывать влияние на транспорт ионов натрия в клетках собирательных трубок кортикального отдела почек и, воз-
можно, в клетках других типов. Эти данные делают актуальным изучение молекулярных механизмов эффектов мутации Ау на 
регуляцию почечной функции. 
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Sodium transport regulation in the kidney collecting  
duct cells in mice with the Agouti yellow (Ay) mutation
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Abstract: Effects of mutation Agouti yellow (Aу) linked with melanocortin type of obesity in mice on mineralocorticoid regulation 
mechanism and non-genomic effect of aldosterone on sodium transport were studied. Measurements of blood plasma aldosterone 
concentration and of expressions of mineralocorticoid receptor and alpha 1 subunit of Na,K-ATPase in cortical collecting ducts (CCD) of 
mice C57BL/6j-Aу/a and C57BL/6j as congenic strain did not reveal any difference. Study of expression of epithelial sodium channel alfa-
subunit (ENaC) that takes a part in sodium transport in principal cells of CCD have shown decreased mRNA contents of these protein in 
mice C57BL/6j-Aу/a. In C57BL/6j-Aу/a mice, there was no decrease in the permeability of the CCD cell plasma membrane for sodium ions 
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under acute exposure to aldosterone (10 nM), in contrast to mice of the C57BL/6j congenic line. Based on the results of the entire study, 
one can suppose that the Aу mutation may affect the transport of sodium ions in CCD cells and possibly in other types of cells. These 
findings make actual studies of molecular mechanisms of the effects of Aу mutation on the regulation of renal function.
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Введение
Альдостерон является основным агонистом, активирующим 
минералокортикоидные рецепторы (МР), которые локали-
зованы в дистальных сегментах нефронов и собирательных 
трубках почек, а также в кардиомиоцитах, сосудистом эпи-
телии, мозге, адипоцитах и других тканях (Guo et al., 2008; 
Funder, 2013). Нами и другими исследователями показано, 
что альдостерон, помимо долговременного геномного 
механизма действия через МР и регуляцию экспрессии 
эпителиального натриевого канала (ENaC) и Na,K-АТФазы, 
оказывает и быстрый негеномный эффект на транспорт ио-
нов натрия в главных клетках кортикальных отделов соби-
рательных трубок почки (CCD) (Wehling et al., 1996; Wehling, 
2005; Логвиненко и др., 2006, 2008). 

Известно, что ожирение часто сопровождается функци-
ональными нарушениями сердечно-сосудистой системы, 
почек, а также затрагивает минералокортикоидную регуля-
цию. Развитие ожирения сопряжено с изменениями в регу-
ляции электролитного обмена организма и сопровождается 
увеличением уровня альдостерона в крови, повышенной 
экспрессией МР не только в почках, но и в сердце, сосудах, 
что может отражаться на водно-электролитном равновесии 
организма в целом (Sowers et al., 2009; Funder, 2010; Gomez-
Sanchez, 2015).

Помимо диет-зависимого ожирения, существуют его на-
следственно обусловленные формы, среди которых наибо-
лее часто встречается меланокортиновый тип. Он связан с 
мутациями, затрагивающими меланокортиновые рецепто-
ры, которые снижают функцию меланокортиновой системы 
(Fan et al., 2000; Farooqi et al., 2003). Мыши гетерозиготные 
по мутации Агути–Agouti yellow (AУ-мыши) – широко распро-
страненная генетическая модель животных с меланокорти-
новым типом ожирения. Исследования показали, что мыши 
Aу характеризуются повышенным уровнем в крови лептина, 
инсулина, глюкозы, а также сахарным диабетом 2-го типа 
во взрослом состоянии (Fan et al., 2000; Бажан и др., 2007). 
Однако основные молекулярные механизмы минералокор-
тикоидной регуляции и, в частности, негеномных эффектов 
альдостерона на уровне клетки при этом типе генетически 
детерминированного ожирения остаются неизученными. 
Цель нашего исследования – определение содержания 
мРНК минералокортикоидных рецепторов, альфа субъеди-
ницы ENaC, альфа 1 субъединицы Na,K-АТФазы и быстрых 
негеномных эффектов альдостерона в клетках кортикаль-
ного отдела собирательных трубок почки у мышей линии 
Аy(C57BL/6j-Ay/a) с генетически обусловленным меланокор-
тиновым типом ожирения.   

Материалы и методы
Исследование проводили в соответствии с принципами Ба-
зельской декларации и рекомендациями межинститутской 
комиссии по биоэтике при Институте цитологии и генети-
ки СО РАН. В экспериментах использовали ткани взрослых 
самцов (6–7 мес) мышей линии C57BL/6j-Ay/a и конгенного 
контроля C57Bl/6j из конвенционального вивария ИЦиГ СО 
РАН (RFMEFI61914X0005 и RFMEFI61914X0010). Исследуемые 
мыши содержались на стандартной диете и не подверга-
лись экспериментальному развитию диетарного ожирения. 

Измерение концентрации альдостерона в кро-
ви. Уровень альдостерона в плазме крови мышей линий 
C57BL/6j-Ay/a и C57Bl/6j определяли иммуноферментным 
методом (Mouse Aldosterone (ALD) ELISA kit, Invitrogen) со-
гласно инструкции производителя. 

Метод ПЦР в режиме реального времени. Уровень 
мРНК минералокортикоидных рецепторов, альфа субъеди-
ницы эпителиального натриевого канала (αENaC), альфа1 
субъединицы Na,K-АТФазы (Na,K-АТФаза α1) изучали в кор-
тикальном отделе почки методом ПЦР в режиме реального 
времени. Сразу после извлечения ткань помещали в жидкий 
азот, затем хранили при –70 °С. Тотальную РНК выделяли из 
замороженных тканей с помощью реагента TRIzol (Ambion, 
США) согласно протоколу производителя. Протокол обрат-
ной транскрипции описан нами ранее (Ivanova et al., 2013). 
Полимеразную цепную реакцию проводили на амплифика-
торе CFX96 real-time PCR (BioRad, США) с использованием 
«Набора реагентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
EVA Green» (Синтол, Россия) в объеме 25 мкл. Температур-
ный профиль для ПЦР в режиме реального времени: 95 °C 
5 мин, 39 циклов 60 °C 45 с, 80 °C 5 с, 95 °C 15 с. В качестве 
гена внутреннего контроля использовали бета актин. Дан-
ные анализировали с помощью пакета программ CFXQ13 
ManagerSoftware version 1.5 (Bio-Rad). Последовательности 
праймеров для ПЦР приведены в табл. 1. Специфичность 
амплификации фрагментов кДНК интересующих нас генов 
при проведении ПЦР анализа в режиме реального времени 
была подтверждена прямым секвенированием продуктов 
ПЦР по Сэнгеру в ЦКП «Геномика» Института химической 
биологии и фундаментальной медицины СО РАН.

Измерение внутриклеточной концентрации натрия  
в главных клетках кортикального отдела собиратель-
ных трубок почки. В работе использовали фрагменты 
кортикального отдела собирательной трубки почки (CCD), 
полученные методом микродиссекции, по методике, опу-
бликованной в нашей предыдущей работе (Logvinenko et 
al., 2013). Внутриклеточную концентрацию натрия в главных 
клетках CCD измеряли с помощью непрерывной регистра-
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ции внутриклеточного флуоресцентного индикатора ионов 
натрия Sodium Green (Molecular probes, USA) при резком из-
менении содержания натрия в омывающей среде (146 и 14 
мМ), как это нами описано ранее (Логвиненко и др., 2006). 
Гипонатриевую среду (14 мМ Na+) готовили на основе PBS 
(137 мM NaCl, 4.5 мM Na2HPO4, 2.7 мM KCl, 1.5 мM KH2PO4, 0.5 
мM MgCl2, 5.5 мM глюкозы, 1.0 мМ CaCl2), в котором часть 
натрия замещали 132 мМ n-methyl-D-glucamine (Merck, 
Germany). Альдостерон добавляли в омывающий раствор 
в концентрации 10 нM, омывающий раствор сменялся в те-
чение 100 мс. Изменения содержания внутриклеточного на-
трия выражали в относительных величинах флуоресценции 
внутриклеточного красителя Sodium Green (F/F0). Флуорес-
ценцию Sodium Green непрерывно регистрировали с помо-
щью фоторегистратора на основе ФЭУ-72, установленного 
на флуоресцентном микроскопе Axiovert 40 CFL (комплект 
фильтров 09, Zeiss, Germany). Измерения производили с по-
мощью USB осциллографа Актаком АСК-3102 с записью на 
компьютер. Начальные участки профилей величин относи-
тельной флуоресценции, отражающие процесс входа ионов 
натрия в клетку, аппроксимировали линейной функцией. В 
качестве числового параметра, отражающего скорость вхо-
да натрия в клетку использовали коэффициент регрессии 
линейной аппроксимации начального участка кривой флу-
оресценции. 

Статистический анализ. Статистическую обработку ре-
зультатов проводили с помощью парного t-критерия Стью-
дента. Соответствие полученных значений флуоресценции 
нормальному распределению определяли с помощью про-
граммы Statistica 6.1 и теста Shapiro–Wilk.

Результаты и обсуждение
Из результатов измерения уровня мРНК МР в коре почек мы-
шей С57Bl/6j и C57BL/6j-Aу/a видно (рис. 1), что нет статисти-
чески значимых отличий этого показателя у линии C57BL/6j-
Aу/a от уровня конгенной линии. Известно, что альдостерон 
и МР активно участвуют в регуляции различных систем 
организма, особенно в активности сердечно-сосудистой си-
стемы и функции почек (Zhang et al., 2007; Dorrance, 2014). 
При диетарном типе ожирения показано повышение актив-
ности МР рецепторов в этих тканях (Gomez-Sanchez, 2009; 
Sowers et al., 2009; Young, Rickard, 2015). Оно, по-видимому, 
обусловлено эффектом повышенной активности механизма 
минералокортикоидной регуляции. Однако у мышей му-
тация Aу, способствующая ожирению меланокортинового 
типа, не сопровождается существенным изменением в со-

Таблица 1. Последовательности специфических праймеров для проведения ПЦР в режиме реального времени

Ген
Последовательность Литературный  

источникпрямая обратная

МР TTCGGAGAAAGAACTGTCCTG CCCAGCTTCTTTGACTTTCG

(Czogalla et al., 2016)αENaC ACCCCGTGAGTCTCAACATC CCTGGCGAGTGTAGGAAGAG

ß-актин CCACCGATCCACACAGAGTACTT GACAGGATGCAGAAGGAGATTACTG

Na,K-АТФаза α1 TTTCAGAACGCCTACCTAGAGC TGGAGATAAGACCCACGAAGC (Wang et al., 2015)

держании мРНК минералокортикоидных рецепторов в коре 
почек. Альдостерон – наиболее активный регулятор меха-
низма минералокортикоидной регуляции электролитного 
обмена организма, и уровень этого гормона в плазме крови 
у исследуемых линий мышей служит важным показателем 
ее функционального состояния. Измерение концентрации 
альдостерона в плазме крови, проведенное в настоящем 
исследовании, не выявило статистически значимых откло-
нений этого показателя у мышей с мутацией Ау (рис. 2). 

Уровень альдостерона в крови мышей линии С57Bl/6j хо-
рошо совпадает с литературными данными, которые соот-
ветствуют нормальным животным без ожирения. При дие-
тарном ожирении концентрация альдостерона может резко 
возрастать до 400 пг/мл и выше (Schäfer et al., 2013). Однако 
в нашем исследовании у мышей C57BL/6j-Aу/a достоверного 
повышения уровня альдостерона в крови не наблюдалось, 
что, возможно, объясняется отсутствием у них высококало-
рийной диеты. 

Одним из основных по значимости альдостерон-зави-
симых белков, участвующих в реабсорбции натрия и се-
креции ионов калия в главных клетках ССD почек, являет-
ся базолатерально расположенный натриевый насос, или 
Na,K-АТФаза. Na,K-АТФаза экспрессируется во всех живых 
клетках, обеспечивая разность электрических потенциалов 
на плазматической мембране клетки. У мышей C57BL/6j-Aу/a 
уровень мРНК альфа1 субъединицы Na,K-АТФазы не разли-
чается в коре почек мышей C57BL/6j-Aу/a и С57Bl/6j (рис. 3).

Эпителиальный натриевый канал ENaC также является 
функционально значимым альдостерон-зависимым белком 
главных клеток кортикального отдела собирательных тру-
бок, принимающим участие в реабсорбции натрия. Оценка 
его экспрессии важна в понимании особенностей регуля-
ции транспорта натрия в почках мышей. Содержание мРНК 
альфа1 субъединицы ENaC в собирательных трубках почек 
у мышей C57BL/6j-Aу/a понижено (рис. 4). Можно предпо-
ложить, что пониженная реабсорбция натрия почками, как 
возможное следствие сниженной экспрессии мРНК ENaC, 
способна временно уменьшать тяжесть и сдерживать раз-
витие гипертензии при данном типе наследственного ожи-
рения (Hall et al., 2019). 

Интересно отметить отсутствие корреляции в содержа-
нии мРНК в коре почек генов альфа субъединицы ENaC и 
МР у животных линии C57BL/6j-Aу/a (см. рис. 1). Возможно, 
это связано с наследственно обусловленными особенно-
стями участия минералокортикоидных рецепторов в долго-
временной геномной регуляции транспорта натрия. Более 
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низкий уровень мРНК альфа субъединицы ENaC в главных 
клетках собирательных трубок почек у мышей с мутацией 
Ау также может указывать на возможные особенности моле-
кулярных механизмов транспорта ионов натрия в клетках 
почек у животных этого генотипа. 

Как было показано в ряде исследований, в основе боль-
шинства патологических изменений почек при ожирении 
лежат негеномные механизмы действия альдостерона (Cun-
ningham, 2002; Sowers et al., 2009; Declèves, Sharma, 2015).  
В этой связи нами исследован быстрый, не связанный с 

Рис. 1. Уровень мРНК минералокортикоидных рецепторов в коре 
почек мышей С57Bl/6j и C57BL/6j-Aу/a. Данные нормализованы на 
уровень мРНК гена домашнего хозяйства бета актина. 
Здесь и на рис. 2–4: черный столбец – мыши линии С57Bl/6j, желтый –  
C57BL/6j-Aу/a. 

Рис. 2. Концентрация альдостерона в плазме крови (пг/мл) мышей 
С57Bl/6j и C57BL/6j-Ay/a
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Рис. 3. Уровень мРНК альфа1 субъединицы Na,K-АТФазы в коре по-
чек мышей С57Bl/6j и C57BL/6j-Aу/a

Рис. 4. Уровень мРНК альфа субъединицы ENaC в коре почек мы-
шей С57Bl/6j и C57BL/6j-Aу/a. * р < 0.05

Рис. 5. Кинетика входа натрия в главные клетки СCD. Усредненные профили флуоресценции Sodium Green (F/F0) в главных клетках мышей 
С57Bl/6j (а) и C57BL/6j-Aу/a (б) при резком повышении содержания натрия в омывающей среде с 14 до 146 мМ (n = 30). Серая линия – кон-
троль, черная – альдостерон (10 нМ)
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Регуляция транспорта натрия в клетках собирательных трубок почки 
мышей с мутацией Agouti yellow (Aу)

Н.С. Логвиненко, Л.Е. Каткова 
Е.И. Соленов, Г.С. Батурина

регуляцией экспрессии генов эффект альдостерона на ки-
нетику транспорта натрия в главных клетках ССD почек из-
учаемых линий мышей. Для этого мы использовали метод 
флуоресцентной микроскопии с помощью непрерывной 
регистрации флуоресценции красителя Sodium Green при 
резком изменении содержания натрия в омывающей среде 
(14–146 мМ NaCl) (Логвиненко и др., 2006). 

На рис. 5 представлены усредненные профили (n = 30) 
флуоресценции, отражающие внутриклеточный уровень 
ионов натрия в главных клетках CCD почек в ответ на рез-
кое повышение содержания натрия в омывающей среде. 
Согласно полученным результатам, клетки CCD мышей ли-
ний C57BL/6j-Aу/a и С57Bl/6j обладают близкими значениями 
скорости входа натрия, но при этом у мышей C57BL/6j-Aу/a 
отсутствует быстрый негеномный эффект альдостерона, вы-
ражающийся в снижении проницаемости клеток CCD для 
ионов натрия под действием гормона, как это было показа-
но нами ранее (Логвиненко и др., 2006) и что подтверждает-
ся настоящим исследованием (см. рис. 5, табл. 2). 

Величина начальной скорости входа ионов натрия 
в главные клетки собирательных трубок почки мышей 
С57Bl/6j в условиях созданного градиента концентрации 
близка по значению к данным, опубликованными нами ра-
нее (Логвиненко и др., 2019). Из представленных данных (см. 
табл. 2) видно, что скорость роста внутриклеточного уровня 
натрия у мышей с мутацией Ау в присутствие альдостерона 
(10 нМ) близка к таковой для интактных мышей и животных 
конгенной линии С57Bl/6j в присутствие альдостерона.

Заключение
Таким образом, в настоящей работе показано, что для мы-
шей с генетической предрасположенностью к меланокор-
тиновому типу ожирения характерно отсутствие существен-
ных различий по сравнению с конгенной линией С57Bl/6j 
в уровне мРНК МР и альфа1 субъединицы Na,K-АТФазы в 
почках и подавление негеномного эффекта альдостерона 
на проницаемость главных клеток CCD для ионов натрия. 
Ранее нами была показана важная роль эпителиального на-
триевого канала в реализации этого эффекта альдостерона 
(Logvinenko et al., 2013, 2016). Более низкий уровень мРНК 
альфа субъединицы ENaC в почках мышей с мутацией Ау мо-
жет свидетельствовать о возможном участии этого канала 
в молекулярном механизме негеномного эффекта альдосте-
рона на транспорт натрия в клетках почки. Нами впервые 

получены данные, свидетельствующие о генетически детер-
минированных особенностях механизма минералокортико-
идной регуляции электролитного обмена у мышей C57BL/6j-
Aу/a, что имеет значение для понимания наследственно 
обусловленных различий молекулярных механизмов раз-
вития почечных и сердечных патологий при меланокорти-
новом типе ожирения. 
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