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Кожа амфибий и другие изолированные эпи�
телиальные системы являются классическими
модельными объектами для исследования меха�
низмов транспорта ионов через биологические
мембраны. По способности к транспорту элек�
тролитов и реакции на некоторые гормоны кожа
и мочевой пузырь амфибий сходны с дистальны�
ми отделами почечных канальцев [1], что позво�
ляет использовать данные, получаемые на этих
объектах, для выяснения механизмов транспорта
воды и ионов в клетках почки. 

Известно, что ключевые Na+�транспортиру�
ющие белки, такие как амилоридчувствитель�
ные эпителиальные Na+�каналы (ENaC),
Na+/K+�АТФазы и Na+/H+�обменники, являют�
ся мишенями для окисляющих и восстанавлива�
ющих агентов [2], однако молекулярные механиз�
мы влияния окислителей и восстановителей на
компоненты системы трансэпителиального транс�
порта Na+ практически не изучены. 

Ранее нами впервые было показано, что транс�
порт Na+ в коже лягушки модулируется такими
окислителями, как цистамин, цистин, окислен�
ный глутатион (GSSG) и его синтетический ана�
лог препарат глутоксим® (Г, производство
“ФАРМА ВАМ”, Россия) [3]. В цитируемой рабо�
те впервые было обнаружено, что GSSG и Г после
аппликации к базолатеральной поверхности ко�
жи лягушки имитируют эффект инсулина и сти�
мулируют трансэпителиальный транспорт Na+.
С использованием фармакологических агентов,

влияющих на структурные элементы и компонен�
ты сигнальных систем в клетках, нами также было
впервые показано, что в регуляции Г транспорта
Na+ в коже лягушки принимают участие тирозин�
киназы и фосфатидилинозитолкиназы [4], проте�
инкиназа С [5], серин/треониновые протеинфос�
фатазы РР1/РР2, микротрубочки и микрофила�
менты [6], продукты циклооксигеназного пути
окисления арахидоновой кислоты [7] и процессы
везикулярного транспорта [8].

Известно, что актиновый цитоскелет участву�
ет в модуляции активности многих Na+�транс�
портирующих белков, колокализованных с акти�
новыми филаментами и актинсвязывающими
белками (анкирином и спектрином), а также во�
влечен в регуляцию трансэпителиального транс�
порта Na+ некоторыми гормонами [9]. Ключевую
роль в процессах формирования микрофиламен�
тов из мономеров G�актина играет комплекс
Arp2/3 (Actin�Related Proteins). В состав сайтов
нуклеации входят также белки WASP (Wiskott–Al�
drich syndrome family proteins, семейство белков
синдрома Вискотта–Олдрича), которые активи�
руют комплексы Arp2/3, обеспечивают их взаи�
модействие с мономерами актина, запускают по�
лимеризацию актина и формирование разветв�
лённых актиновых филаментов [10]. 

В связи с этим представляло интерес исследо�
вать возможное участие процессов роста и ветвле�
ния актиновых филаментов в механизмах дей�
ствия Г на транспорт Na+ в коже лягушки. Это и
составило предмет настоящего сообщения.

Эксперименты проводили на самцах лягушки
Rana temporaria в период с ноября по март. Кожу с
брюшка лягушки срезали и помещали в камеру
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КРУТЕЦКАЯ и др.

Уссинга (“World Precision Instruments, Inc.”, Гер�
мания) с диаметром внутреннего отверстия 12 мм.
Опыты проводили при комнатной температуре
(22–23°C). Для регистрации вольт�амперных ха�
рактеристик (ВАХ) кожи лягушки использовали
автоматизированную установку фиксации потен�
циала [3]. Эти ВАХ позволили определить следу�
ющие электрические параметры кожи: ток корот�
кого замыкания ISC (ISC = IT при VT = 0, где IT –
трансэпителиальный ток), потенциал открытой
цепи VOC (VOC = VT при IT = 0, где VT – трансэпи�
телиальный потенциал) и трансэпителиальную
проводимость gT. Транспорт Na+ оценивали как
амилоридчувствительный ISC. В экспериментах
использовали реактивы фирмы “Sigma” (США).
Также использовали селективный ингибитор бел�
ка N�WASP – вискостатин [11] и ингибитор ком�
плекса Arp2/3 – соединение СК�0944666 [12].
Вискостатин и СК�0944666 добавляли за 30–
40 мин до введения в раствор Г. 

Статистический анализ проводили с примене�
нием критерия t Стьюдента. Данные представля�
ли в виде M ± m. Достоверными считали различия
при p ≤ 0.05. На рисунках приведены результаты
типичных экспериментов. 

Значения электрических характеристик кожи
лягушки в контроле в среднем (по данным 10 экс�
периментов) составляли: ISC = 30.31 ± 3.14 мкА,
VOC = –52.28 ± 6.25 мВ, gT = 0.57 ± 0.14 мСм. Мы
обнаружили, что Г (100 мкг/мл), апплицирован�

ный на базолатеральную поверхность интактной
кожи лягушки, подобно инсулину, стимулирует
транспорт Na+ (рис. 1, 2, кривая 1). В среднем (по
результатам 10 экспериментов) после апплика�
ции Г ISC возрастает на 31.24 ± 8.32%, VOC – на
38.04 ± 5.15%, величина gT не меняется. 

Также мы установили, что вискостатин (рис. 1,
кривая 3) и СК�0944666 (рис. 2, кривая 3) подав�
ляют транспорт Na+ в коже лягушки. Так, обра�
ботка апикальной поверхности кожи 10 мкМ вис�
костатина или 100 мкМ СК�0944666 (по данным
10 экспериментов) снижает ISC на 32.34 ± 5.32 или
25.79 ± 3.5%, VOC – на 28.01 ± 5.15 или 21.59 ±
± 8.34 %, а gT – на 10.77 ± 1.12 или 3.31 ± 0.91% для
вискостатина и СК�0944666 соответственно. Так�
же обнаружили, что предварительная обработка
кожи вискостатином (рис. 1, кривая 2) или СК�
0944666 (рис. 2, кривая 2) снижает стимулирую�
щее действие Г на транспорт Na+ в коже лягушки.
В среднем (по данным 10 экспериментов) изме�
нение электрических характеристик кожи лягуш�
ки после аппликации 100 мкг/мл Г к базолате�
ральной поверхности кожи, предварительно об�
работанной в течение 30 мин со стороны
апикальной поверхности 10 мкМ вискостатина
или 100 мкМ СК�0944666, было следующим: ISC

увеличивается на 14.34 ± 3.12 или 18.75 ± 4.01%,
VOC – на 16.09 ± 5.11 или 5.98 ± 0.34%, а gT – на
1.58 ± 0.32 или 13.47 ± 2.85% для вискостатина и
СК�0944666 соответственно. 

Известно, что многие Na+�транспортирующие
белки содержат многочисленные остатки цистеи�
на, которые являются мишенями для внутри� и
внеклеточных окислителей и восстановителей
[2]. Добавление в раствор, омывающий апикаль�
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Рис. 1. Кинетика изменения тока короткого замыка�
ния ISC через кожу лягушки в ответ на действие глу�
токсима и вискостатина. Здесь и на рис. 2: 1 – ISC по�
сле аппликации 100 мкг/мл глутоксима на базолате�
ральную поверхность интактной кожи; 2 – ISC после
аппликации глутоксима на кожу лягушки, предвари�
тельно обработанную (в течение 30 мин) со стороны
апикальной поверхности 10 мкМ вискостатина; 3 –
ISC после добавления со стороны апикальной поверх�
ности кожи 10 мкМ вискостатина. Здесь и в опытах,
результаты которых представлены на рис. 2, в конце
каждого эксперимента в раствор, омывающий апи�
кальную поверхность кожи, добавляли 20 мкМ ами�
лорида (блокатор ENaC).
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Рис. 2. Кинетика изменения тока короткого замыка�
ния ISC через кожу лягушки в ответ на действие глу�
токсима и соединения СК�0944666. 2 – ISC после до�
бавления глутоксима к коже лягушки, предваритель�
но обработанной (в течение 30 мин) со стороны
апикальной поверхности 100 мкМ СК�0944666; 3 –
ISC после добавления со стороны апикальной поверх�
ности кожи 100 мкМ СК�0944666. 
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ную поверхность кожи лягушки блокатора ENaC
амилорида (20 мкМ), вызывало полное подавле�
ние транспорта Na+ (рис. 1, 2). Это указывает на
то, что эффект Г на транспорт Na+ обусловлен, в
основном, модуляцией активности ENaC.

Таким образом, нами впервые показано, что
ингибитор белков WASP – вискостатин и ингиби�
тор комплекса Arp2/3 – соединение СК�0944666 –
снижают транспорт Na+ и подавляют стимулиру�
ющее действие Г на транспорт Na+ в клетках кожи
лягушки. Полученные результаты существенно
дополняют данные литературы. На эпителиаль�
ных клетках разных типов было обнаружено,
что в модуляцию активности ENaC вовлечены
актинассоциированные белки. Так, на трансфи�
цированных клетках яичников китайского хо�
мячка (CHO) показано, что комплекс Arp2/3 и
актинсвязывающий белок кортактин модулиру�
ют воротные характеристики ENaC, снижая ве�
роятность открытого состояния канала [13]. Кро�
ме того, коэкспрессия ENaC и белка N�WASP су�
щественно повышает активность ENaC в клетках
СНО [14]. В то же время в других типах эпители�
альных клеток, таких как свежевыделенные клет�
ки собирательных трубочек почки крысы (клетки
CCD), ингибитор белков N�WASP вискостатин
не влияет на реабсорбцию Na+ и активность
ENaC [14].

Ранее нами было показано, что транспорт Na+

в коже лягушки зависит от структурно�функцио�
нальной организации актинового и тубулинового
компонентов цитоскелета [15]. Также было обна�
ружено, что любые изменения в структуре микро�
трубочек и микрофиламентов приводят к сниже�
нию стимулирующего действия Г на транспорт
Na+ [6]. Результаты настоящей работы также сви�
детельствуют о том, что ингибирование процес�
сов роста и ветвления актиновых филаментов
приводит к снижению транспорта Na+ и подавле�
нию эффекта Г на транспорт Na+ в коже лягушки. 

Таким образом, полученные нами результаты
и данные литературы позволяют рассматривать
белковый комплекс Arp2/3 и белки WASP в каче�
стве важного звена, вовлеченного в сигнальные
каскады, запускаемые глутоксимом в клетках
эпителия кожи лягушки.

Работа выполнена при поддержке гранта
СПбГУ № 1.0.127.2010.
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