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Предсердный натрийуретический пептид (ANP) принимает участие в регуляции многих процессов в ор-
ганизме, в том числе он способен оказывать влияние на механозависимые функции и актиновый цитос-
келет различных клеток. В настоящее время активно изучается действие ANP на эндотелиальные клетки
человека, но мало изучено его влияние на характеристики мезенхимных стволовых клеток (МСК). Куль-
тивирование МСК в присутствии различных биологически активных веществ имеет огромное значение
для регенеративной медицины, так как эти вещества способны влиять на свойства клеток, улучшая ре-
зультаты терапии. Ранее показаны изменения миграционного потенциала МСК, выделенных из перире-
нального жира крысы, с помощью культивирования в присутствии ANP. В настоящей работе исследовали
влияние ANP на актиновые структуры и миграцию МСК, полученных из костного мозга 5–6-недельного
эмбриона человека (линия FetMSC). Мы показали в этих клетках экспрессию рецепторов А и С типа, свя-
зывающих ANP. Кроме того, обнаружили, что культивирование в присутствии низких концентраций ANP
(10 нМ) в течение 24 ч перед экспериментом вызывают сборку актинового цитоскелета и замедление дви-
жения клеток FetMSC, оцененное методом зарастания раны. При высокой концентрации ANP (1000 нМ)
мы не наблюдали изменений цитоскелета и клеточной подвижности по сравнению с контролем. Таким
образом, культивирование в присутствии ANP способно вызывать реорганизацию актинового цитоскеле-
та и влиять на миграционный потенциал МСК.
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Предсердный натрийуретический пептид (ANP,
atrial natriuretic peptide) является частью системы на-
трийуретических пептидов, включающей в себя три
пептида и три рецептора (Daniels, Maisel, 2007). Пеп-
тиды системы натрийуретических пептидов включа-
ют ANP, мозговой натрийуретический пептид и пеп-
тид С-типа. Рецепторы системы натрийуретических
пептидов типа А (NPRA) и В спарены с G-белками,
их активация приводит к синтезу вторичного посред-
ника цГМФ. При связывании пептида с рецептором
С-типа (NPRC) комплекс пептид−рецептор направ-
ляется на деградацию. ANP имеет наибольшее срод-
ство к рецепторам А- и C-типа (Daniels, Maisel,
2007). У человека ANP секретируется в клетках пред-

сердия и, в небольших количествах, в сосудистых
эпителиальных клетках по всему организму (Potter et
al., 2006). ANP регулирует кровяное давление и вод-
но-солевой обмен в организме, расширяя артерии,
усиливая экскрецию натрия в почках и замедляя
сердцебиение (Boldt, Suttner, 2006). Рецепторы си-
стемы натирийуретических пептидов обнаружены
не только в клетках сосудов и почечных канальцев,
но и в других (мышечных, кардиомиоцитах, жиро-
вых, иммунных, клетках центральной нервной си-
стемы, а также в мезенхимных стволовых клетках
(МСК) (Santhekadur et al., 2017; Elferink, Koster, 1995;
Revittser et al., 2014). ANP в составе системы натрий-
уретических пептидов участвует во многих процессах
организма: регулирует метаболизм жиров, функции
мозга, рост длинных костей, антивоспалительные эф-
фекты иммунной системы. Знания о роли ANP в ор-
ганизме только растут (Daniels, Maisel, 2007).

Стало известно, что ANP способен влиять на ак-
тиновый цитоскелет различных клеток, а это озна-

Принятые сокращения: ИФ – интенсивность флуоресценции, 
МСК – мезенхимные стволовые клетки, ANP – предсердный
натрийуретический пептид (atrial natriuretic peptide), NPRA и
NPRС – рецепторы натрийуретических пептидов типа А
(NPRA) и С (NPRС).
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чает увеличение диапазона его эффектов, в связи с
тем, что цитоскелет является неотъемлемым участ-
ником множества ключевых процессов и реакций
клетки, включая подвижность и миграционный по-
тенциал. Большинство исследований влияния ANP
на актиновый цитоскелет и сопряженные процессы
клеточной сигнализации проводятся на модели эн-
дотелиальных клеток (Kuhn, 2012). Показано, что че-
рез рецепторы системы натрийуретических пепти-
дов активируется полимеризация актина на перифе-
рии клетки (Chen et al., 2008), что ANP вызывает
формирование стресс-фибрилл и влияет на миграци-
онный потенциал клеток эндотелия (Kook et al., 2003).

Роль системы натрийуретических пептидов в
МСК человека в противоположность клеткам эндо-
телия сосудов практически не изучена. Ранее нами
было показано, что ANP усиливает способность к
миграцию МСК, выделенных из периренального
жира крысы (Ревитцер, Негуляев, 2018), поэтому
возникает вопрос о влиянии ANP на подвижность
МСК человека. Этот вопрос чрезвычайно актуален в
контексте регенеративной медицины и возможно-
стей увеличения количества клеток, мигрирующих к
месту повреждения тканей в организме. В настоящее
время активно исследуется влияние культивирова-
ния в присутствии различных биологически актив-
ных веществ на свойства и миграционный потенци-
ал МСК in vitro и in vivo. Примерами таких веществ
могут быть гормон окситоцин и хемокин SDF-1
(stromal cell-derived factor 1) (Chenxia, Lanjuan, 2018).

Таким образом, цель нашей работы заключалась в
том, чтобы выяснить, способно ли культивирование в
присутствии ANP оказывать влияние на реорганиза-
цию цитоскелета и миграцию МСК человека. Объек-
том исследования служили МСК линии FetMSC, по-
лученной из костного мозга 5–6-недельного эмбрио-
на человека (Крылова и др., 2012).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток FetMSC. Клетки FetMSC
получены из Российской Коллекции клеточных
культур позвоночных Института цитологии РАН
(Санкт-Петербург). Клетки высевали в культураль-
ную посуду при плотности 104 кл./см2 и постоянно
культивировали в условиях 37°С, 5% СО2 и 90%
влажности. В качестве питательной среды использова-
ли DМЕМ (Биолот, Россия), содержащую 10% сыво-
ротки плодов коровы (HyClone, США), 2 мМ L-глута-
мина, смесь пенициллина (50 Ед/мл) и стрептоми-
цина (50 мкг/мл) (Биолот, Россия). Смену среды
проводили 1 раз за 2–3 сут, клетки пересеивали при
достижении монослоя.

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Подготовку
к окраске флуоресцентномеченными антителами
проводили согласно рекомендациям производителя
антител. Клетки фиксировали 4%-ным раствором
параформальдегида в фосфатно-солевом буфере

(PBS) в течение 10 мин при комнатной температуре,
после чего проводили пермеабилизацию клеток
0.5%-ным тритон Х-100 в PBS в течение 5 мин. Перед
инкубацией с первичными антителами проводили
блокировку неспецифического связывания, инку-
бируя образцы 1 ч в 1%-ном растворе бычьего сыво-
роточного альбумина.

Для выявления рецепторов системы натрийуре-
тических пептидов клетки инкубировали с антитела-
ми к рецепторам NPRA, NPRC (Tocris, США; разве-
дение 1 : 100) в течение 1 ч при 37°С, далее вторичны-
ми флуоресцентными антителами к NPRA
(конъюгированный с Сy3), NPRC (конъюгирован-
ный с FITC) (Tocris, США, разведение 1 : 1000) в те-
чение 1 ч в темноте при комнатной температуре.

Окрашивание F-актина. Клетки FetMSC инкубиро-
вали 15 мин при 37°С с родамином, конъюгированным
с фаллоидином (TRITC-phalloidin, 1 мкг/мл; Sigma-
Aldrich, Германия) после фиксаци и пермеабилиза-
ци клеток.

Флуоресцентная микроскопия. Для окрашивания
ядер клетки инкубировали 10 мин при комнатной
температуре с красителем Hoechst 33342 (Sigma,
США; 2 мкг/мл). Покровные стекла с клетками мон-
тировали к предметному стеклу с помощью заклю-
чающего состава Vectashield (Vector Labs, США).
Препараты визуализировали с помощью лазерного
сканирующего конфокального микроскопа Olympus
FV3000 (Оlympus Сorporation, Япония). Использова-
ли лазеры, испускающие на длинах волн 561 нм (для
выявления NPRA-Cy3 или актина, связанного с
родамин-фаллоидином) или 488 нм (NPRC-FITC).
Измерение относительной интенсивности флуорес-
ценции (ИФ) проводили в программе ImageJ (США)
с помощью функции Mean Grey Value. Значения от-
носительной ИФ представлены средними значения-
ми из 10 измерений (n = 10) и их стандартной ошиб-
ки, достоверность различий оценивали с помощью
дисперсионного анализа с уровнем значимости
Р < 0.05.

Выделение РНК и обратная транскрипция (ОТ).
Образцы суммарной РНК получали из клеток
FetMSC, достигших монослоя. Выделение РНК
проводили с помощью набора RNeasyMiniKit
(QIAGEN, США) согласно рекомендациям произ-
водителя. Элюцию проводили в 30 мкл воды. Кон-
центрацию выделенной РНК измеряли на спектро-
фотометре GeneQuant1300 (Biochrom, США), при
этом оценивали чистоту образцов. Соотношения
пиков поглощения при 260 и 280 нм (оценка приме-
сей белков и аминокислот), а также при 260 и 230 нм
(оценка примесей солей и фенола) находились в
пределах 1.8–2. Синтез кДНК проводили с помощью
набора для обратной транскрипции ОТ-1 (Синтол,
Россия). Для реакции ОТ использовали 1 мкг РНК, 1
мкл праймера (Random-6 15 ОЕ/мл) и воду; общий
объем реакции составлял 13 мкл. Далее эту смесь ин-
кубировали при 65°С 10 мин и охлаждали 1 мин во
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льду. Затем добавляли 10 мкл 2.5-кратную реакцион-
ную смесь и 1 мкл обратной транскриптазы (MMLV-
RT, 50 ед/мкл). Общую смесь инкубировали 75 мин
при 37°С и 10 мин при 85°С. К полученной кДНК до-
бавляли 75 мкл воды.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) после ОТ
(ОТ-ПЦР). Праймеры для ПЦР были спроектирова-
ны с помощью программы PrimerBlast (США) с уче-
том базы данных нуклеотидной последовательности
NCBI (The National Center for Biotechnology Informa-
tion, США). Генами интереса выступали npr1 (коди-
рует рецептор системы натрийуретических пептидов
типа А, NPRA) и npr3 (кодирует NPRС). Последова-
тельности праймеров для npr1: прямой 5'-CGTGT-
GAACCGTAAACGCATT-3' и обратный 3'-CATTCT-
GCACATCCCGCATA-5' (размер ампликона 76 п.н.).
Последовательности праймеров для npr3: прямой 5'-
CCCAGGAGGTTATTGGTGATTATTT-3' и обрат-
ный 3'-ACATTCGGCCGCATTTCAA-5' (размер ам-
пликона 61 п.н.). ПЦР проводили в объеме 10 мкл, в
который входили: 4 мкл разведенной кДНК, по
0.5 мкМ прямого и обратного праймеров, 0.2 мМ
дНТФ, 1.5 мМ MgCl2, Hot-Taq полимеразный буфер,
1 ед. Hot-Taq ДНК-полимеразы (Силекс, Россия).
Амплификацию проводили в следующем режиме:
95°С – 5 мин (активация полимеразы), далее 35
2-стадийных циклов (60°С – 50 с и 95°С – 15 с). Про-
дукты ПЦР в объеме 8 мкл электрофоретически раз-
деляли в 6%-ном ПААГ, затем окрашивали броми-
стым этидием. Фотографии были выполнены при
ультрафиолетовом освещении. В качестве отрица-
тельного контроля использовали реакционную
смесь без полимеразы (в этих условиях экспрессия
мРНК не была обнаружена).

Оценка миграции МСК. Использовали метод за-
растания раны (wound healing assay). Перед началом
экспериментов клетки FetMSC высевали в лунки куль-
турального планшета при плотности 104 на 1 см2. По-
сле достижения ими монослоя питательную среду
заменяли на свежую, при этом в экспериментальные
лунки добавляли 10 или 1000 нМ ANP (Atrial natri-

uretic peptide (human); Tocris, США). В качестве кон-
тролей выступали лунки без ANP. Через 1 сут на моно-
слой клеток всех образцов наносили рану (шириной
приблизительно 550–600 мкм) с помощью стерильно-
го наконечника (200 мкл), затем промывали фосфат-
но-солевым буфером для удаления открепившихся
клеток. После промывки к клеткам добавляли пита-
тельную среду без ANP. C помощью микроскопа Axio
Observer Z1 (Zeiss, Германия), оборудованного систе-
мой для поддержания 37°С, 5% СО2 и необходимой
влажности, проводили цейтраферную съемку натив-
ного препарата FetMSC с нанесенными ранами
(1 кадр за 2.5 ч в течение 25 ч). Из полученных набо-
ров изображений в программе ImageJ (NIH, США)
измеряли площадь раны (Measure-Area). Получен-
ные числовые значения обрабатывали в Exсel (Mic-
rosoft, США) – вычисляли изменение площади экс-
периментальной раны в процентах относительно на-
чального значения площади.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия мРНК и иммунофлуорецентная окрас-

ка рецепторов ANP. Мы показали, что в клетках
FetMSC экспрессируются гены npr1 (кодирует
NPRA) и npr3 (кодирует NPRC), Данные представ-
лены на рис. 1а, б. Иммунофлуоресцентный анализ
позволил подтвердить наличие соответствующих
белков в этих клетках: они несут рецепторы, способ-
ные связываться с ANP A- и C-типа (рис. 1в и 1г со-
ответственно). Полученные нами данные согласу-
ются с полученными ранее: рецепторы системы на-
трийуретических пептидов А- и С-типа обнаружены
в МСК, выделенных из костного мозга взрослых до-
норов (Revittser et al., 2014).

Окрашивание F-актина. Известно, что родамин
специфично связывается с F-актином, таким обра-
зом, качественная и количественная оценка окра-
шенных нитей актина может показывать сборку или
разборку актинового цитоскелета. Мы провели
окрашивание фибриллярного актинового цитоске-
лета клеток FetMSC с помощью родамин-фаллоидина

Рис. 1. Экспрессия мРНК npr1 (a) и npr3 (б) рецепторов NPRA и NPRС клеток FetMSC и иммунофлуоресцентная окраска ре-
цептора NPRA (в, красный цвет) и NPRС (г, зеленый цвет) с помощью соответствующих антител. а, б – По данным ОТ-ПЦР;
ядра окрашены Hoechst. Масштабная линейка: 50 мкм.

аа

бб

ввв гг

76 п.н.

61 п.н.
npr3

npr1
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в контроле и после культивирования клеток с ANP в
течение 24 ч перед экспериментом (рис. 2а–в). В кон-
трольных условиях все клетки имеют фибробласто-
подобную форму и ярко выраженные стресс-фиб-
риллы, что типично для МСК. Мы выявили сборку
актинового цитоскелета в FetMSC, культивируемых
в присутствии 10 нМ ANP: среднее значение интен-
сивности флюоресценции (ИФ) родамин-фаллои-
дина, окрашивающего F-актин, составило 1.32 ±
± 0.16 отн. ед. (n = 10) относительно контрольных
значений (1.00 ± 0.13 отн. ед., n = 10). При этом нами
не было выявлено изменений значения ИФ в клет-
ках, культивируемых в присутствии 1000 нМ ANP,
(0.96 ± 0.11 отн. ед., n = 10). Полученные данные поз-
воляют сделать вывод, что при воздействии ANP

только в малой концентрации (10 нМ, рис. 2б) про-
исходит сборка микрофиламентов, а при большой
нет (1000 нМ, рис. 2в). Наши результаты для случая с
10 нМ ANP согласуются с данными, полученными
для эндотелиальных клеток аорты (Chen et al., 2008),
в которых при добавлении 10 нМ ANP в питатель-
ную среду происходила полимеризация актина. Мы
предположили, что обнаруженная реорганизация
цитоскелета, а именно сборка F-актина при дей-
ствии 10 нМ ANP, может вносить вклад в миграци-
онный потенциал клеток FetMSC, который мы оце-
нили в следующей серии экспериментов.

Миграция клеток FetMSC. Способность клеток к
миграции оценивали по методу зарастания раны по-
сле культивирования в присутвии ANP. Экспери-

Рис. 2. Флуоресцентное окрашивание F-актина родамином, конъюгированным с фаллоидином (а, б, в) и динамика зараста-
ния раны (г, д) в монослое клеток FetMSC после действия ANP в концентрации 10 и 1000 нМ в течение 24 ч. а – Контроль;
б, в – ANP в концентрации соответственно 10 и 1000 нМ; ядра окрашены Hoechst. г – Интенсивность флуоресценции (ИФ)
F-актина, окрашеного родамином-фаллоидином, относительно контроля, принятого за 1; представлены средние значения и
стандартная ошибка среднего, звездочкой показана достоверность отличия от контроля при Р < 0.05. д – Результаты репре-
зентативного эксперимента по оценке динамики зарастания раны, нанесенной на монослой клеток FetMSC в контроле
(кривая 1), после культивирования в течение 24 ч в присутствии ANP в концентрации 10 (кривая 2) и 1000 (кривая 3) нМ. Мас-
штабная линейка: 100 мкм.
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мент длился 24 ч. На рис. 2д приведены данные ре-
презентативного эксперимента, отображающие
уменьшение площади раны относительно начального
значения по мере культивирования клеток. В клетках,
культивируемых в присутствии 10 нМ ANP, через 15 ч
площадь раны составила 43.2% от первоначальной
площади, в то время как значение относительной
площади раны контрольных клеток FetMSC и куль-
тивируемых в присутствии 1000 нМ ANP составило
27.4 и 25.7% соответственно. Таким образом, мы об-
наружили, что ANP в концентрации 10 нМ вызывает
замедление движения клеток (рис. 2д, кривая 2), в то
время как ANP в концентрации1000 нМ (рис. 2д,
кривая 3) не изменяет динамику зарастания раны по
сравнению с контролем (рис. 2д, кривая 1). Динами-
ка зарастания экспериментальной раны согласуется
с данными о реорганизации цитоскелета: сборка
стресс-фибрилл, возникающая при 1000 нМ ANP,
увеличивает адгезивные свойства клеток и затрудня-
ет их подвижность, что приводит к замедлению за-
растания экспериментальной раны.

Полученные нами данные принципиально от-
личны от ранее выявленных эффектов для МСК,
выделенных из периренального жира крысы: куль-
тивирование в присутвии 10 нМ ANP ускоряло за-
растание раны по сравнению с контролем (Ревит-
цер, Негуляев, 2018). Вероятно, мы можем связать
это с разным происхождением клеток (от человек и
крысы). В литературе тоже есть противоречивые ре-
зультаты относительно влияния ANP на эндотели-
альные клетки: показано, что 10 нМ ANP замедляет
миграцию эндотелиальных клеток крысы (Ikeda et al.,
1995), но ускоряет миграцию эндотелиальных кле-
ток человека (Kook et al., 2003).

Известны биологически активные вещества, ко-
торые оказывают различные эффекты в малых и
больших концентрациях. Например, эпидермаль-
ный фактор роста в малой концентрации (2 нг/мл) вы-
зывает полимеризацию актина в фибробластах крысы,
в то время как в большой концентрации (80 нг/мл) вы-
зывает разборку стресс-фибрилл (Ojaniemi,Vuori,
1997).

В раковых клетках показана роль ANP в реорга-
низации актинового цитоскелета: активация NPRA,
спаренного с G-белком, который в свою очередь пе-
редает сигнал через вторичный посредник цГМФ к
Akt-киназе, вызывая Akt-зависимую реорганизацию
актинового цитоскелета (Schwappacher et al., 2013). В
то же время детальное исследование молекулярных
сигнальных путей, определяющих влияние ANP на
миграционный потенциал и актиновый цитоскелет
в стволовых клетках ранее не проводили.

Итак, мы выявили экспрессию рецепторов типа А
и С в клетках FetMSC и показали, что ANP в низкой
концентрации (10 нМ) вызывает дополнительную
сборку актинового цитоскелета и замедление зарас-
тания экспериментальной раны, в то время как в вы-
сокой концентрации этот пептид (1000 нМ) не изме-

няет организацию актинового цитоскелета и динами-
ку зарастания раны по сравнению с контролем. Таким
образом, культивирование в присутствии ANP способ-
но вызывать реорганизацию актинового цитоскелета и
влиять на миграционный потенциал МСК.
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INFLUENCE OF ATRIAL NATRIURETIC PEPTIDE ON REORGANISATION 
OF ACTIN CYTOSKELETON AND MIGRATION

OF HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS
A. V. Revittsera, *, V. I. Chubinskiy-Nadezhdina, and Yu. A. Negulyaeva, b

aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia
bPeter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, 195251 Russia

*e-mail: eetytnet@gmail.com

Atrial natriuretic peptide (ANP) is one of the key biological regulators and it can affect mechanodependent reactions
and actin cytoskeleton organization in cells of different origin. Nowadays, putative role of ANP in endotelial cells is
intensively studied, but it remains unclear whether ANP is implicated in physiological processes in mesenchymal
stem cells (MSC). Previously, we have shown that ANP can modulate migration potential of MSC obtained from rat
perirenal fat. In the present study, we have demonstrated the expression of ANP receptors (A and C type) in MSC
obtained from 5-6 week bone marrow of human embryo (FetMSC, Russian Cell Culture Collection, St. Petersburg).
We showed that preconditioning of MSC with ANP in nanomolar concentrations (10 nМ) induced actin cytoskele-
ton assembly and decreased cellular motility in wound healing assay experiments. At the same time, we observed no
changes in actin cytoskeleton or cell motility after treatment with higher concentrations ANP (1000 nМ). ANP can
affect on reorganization of actin cytoskeleton and migration of MSC and be a new regulator of cell properties for re-
generative medicine.

Keywords: mesenchymal stem cells, atrial natriuretic peptide, cellular migration, actin cytoskeleton
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