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В работе охарактеризованы связанные с преждевременным старением изменения ионного гомеостаза в
эндометриальных мезенхимных стволовых клетках (эМСК) человека. Методом пламенной фотометрии
исследованы изменения внутриклеточного содержания калия и натрия и потоков калия через плазмати-
ческую мембрану и установлено, что в процессе индуцированной окислительным стрессом остановки
клеточного цикла и развития преждевременного старения эМСК сохраняют высокий ионный гетерогени-
тет, характерный для функционально активных клеток животных. Преждевременное старение клеток со-
провождается возрастанием внутриклеточного содержания натрия и трансмембранных потоков калия,
сопряженных с функционированием Na/K-насоса, но не сказывается на пассивном транспорте калия че-
рез плазматическую мембрану. Отличительной особенностью стресс-индуцированных остановленных
эМСК является сниженное удельное внутриклеточное содержание калия (500–600 мкмоль на 1 г белка) по
сравнению с пролиферирующими эМСК (800–900 мкмоль на 1 г белка). Высказывается предположение,
что связанное с развитием преждевременного старения снижение внутриклеточного содержания калия
отражает участие ионов калия в регуляции объема клеток и может свидетельствовать о снижении гидрата-
ции стареющих эМСК.
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Общепризнано, что моновалентные ионы участ-
вуют в регуляции пролиферации и дифференциров-
ки, а также гибели клеток, однако механизмы их уча-
стия в этих важных клеточных процессах изучены
недостаточно. Ионные каналы и ионные транспор-
теры плазматической мембраны вовлечены в систе-
му внутриклеточной сигнализации, и такие ионы
как калий, натрий, хлор важны для поддержания
мембранного потенциала и внутриклеточных кон-
центраций кальция и водорода (рН). Показано, на-
пример, что изменение концентрации натрия в
клетке контролирует скорость клеточного цикла по-
средством изменений внутриклеточного pH, что, в
свою очередь, влияет на экспрессию циклина B1 и
активность cdk2 (Putney, Barber, 2003; Darborg et al.,
2007; Pedersen et al., 2007). Предполагается, что внут-
риклеточный хлор участвует в гиперполяризации
плазматической мембраны, которая сопровождает
пререпликативную фазу и переход G1/S в клеточном

цикле (Klausen et al., 2010). Наряду с сигнальной
функцией, моновалентные ионы играют важную
роль в регуляции объема клетки (Tosteson, Hoffman,
1960; Hoffman et al., 2009; Hoffmann, Pedersen, 2011).
Движение ионов через плазматическую мембрану и
связанные с ним потоки воды и изменения клеточ-
ного объема рассматриваются в качестве важного
фактора в регуляции клеточного цикла (Lang et al.,
1998, 2005, 2006).

При исследовании трансформированных клеток
различного происхождения, а также мезенхимных
стволовых клеток человека нами были выявлены из-
менения внутриклеточного содержания калия, свя-
занные с замедлением пролиферации клеток и приуро-
ченные к фазе G1 клеточного цикла (Марахова и др.,
1985а, 1985б; Marakhova et al., 2019a). Последующий
анализ связанных с пролиферацией изменений со-
держания калия в активированных лимфоцитах че-
ловека позволил нам предположить, что калий, яв-
ляясь основным ионом, который участвует в регуля-
ции содержания воды в клетках, вовлечен в
процессы, контролирующие клеточный рост при пе-
реходе из состояния покоя (quiescence) к пролифера-
ции (Веренинов и др., 1991; Marakhova et al., 2019b).

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхим-
ные стволовые клетки; Kв/Naв – отношение содержания ка-
лия к содержанию натрия в клетке; PBS – фосфатно-солевой
буферный раствор.
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В последние годы ионные транспортеры, в част-
ности Na/K насос, предлагаются в качестве терапев-
тических мишеней преждевременного клеточного
старения. Преждевременное старение (senescence)
клеток определяется как необратимая остановка
клеточного цикла в ответ на различные внешние и
внутренние воздействия (Fridlyanskaya et al., 2015;
Hernandez-Segura et al., 2018; Davan-Wetton et al.,
2021). Преждевременное старение играет физиоло-
гическую роль при нормальном развитии клеток,
оно лежит в основе старения стволовых клеток, а
также предлагается в качестве механизма подавле-
ния злокачественного роста (Ermolaeva et al., 2018;
Rhinn et al., 2019; Wang et al., 2020). Такие маркеры
старения как повреждение ДНК, повышенная экс-
прессия ингибиторов клеточного цикла (p53, р16,
p21,), а также фенотипические изменения, включая
метаболическое репрограммирование и изменения
хроматина, используются для идентификации ста-
реющих клеток, хотя и не являются универсальны-
ми. Несмотря на глубокие изменения в клеточном ме-
таболизме, нарушение синтеза белка, изменения фи-
зиологии митохондрий и лизосом, стареющие клетки
длительное время остаются жизнеспособными.

Неизвестно, участвуют ли моновалентные ионы,
которые являются важными регуляторами клеточ-
ного гомеостаза, в развитии преждевременного ста-
рения и поддержании жизнеспособности стареющих
клеток. Показано, что стареющие клетки имеют более
высокую концентрацию кальция по сравнению с нор-
мальными циклирующими клетками (Fine et al., 2013;
Yu et al., 2013). Имеются данные, свидетельствующие
об активации Na/H+-обменника во время индуци-
рованной стрессом остановки пролиферации (Ped-
ersen, 2006). С помощью флуоресцентных зондов об-
наружено повышенное содержание калия, натрия,
кальция в стареющих фибробластах легкого челове-
ка IMR90 по сравнению с нормальными фибробло-
стами (Guerrero et al., 2019). Количественный анализ
содержания калия и натрия в клетках во время старе-
ния не проводился.

В настоящей работе мы исследовали изменения
ионного гомеостаза эндометриальных мезенхимных
стволовых клеток (эМСК) человека во время разви-
тия преждевременного старения, вызванного субле-
тальным окислительным стрессом. Используя метод
пламенной фотометрии для оценки как содержания
калия и натрия в клетках, так и трансмембранных
потоков калия, мы обнаружили специфические из-
менения внутриклеточного содержания калия во
время индуцированного стрессом старения эМСК
человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки, их культивирование и обработка. В работе

использовали мезенхимные стволовые клетки, по-
лученные из эндометрия здорового донора (Земель-
ко и др., 2011). Клетки культивировали в среде

DMEM/F12 (Gibco), содержащей 10% эмбриональ-
ной сыворотки (HyClone), в атмосфере 5% СО2 при
37°С, во флаконах 25 cм2. Для экспериментов клетки
рассевали на чашки диаметром 35 мм по 10–15 тыс. кле-
ток на 1 см2. В работе использовали клетки 2–15-ого
пассажей.

Преждевременное старение клеток индуцирова-
ли с помощью окислительного стресса по методике,
предложенной ранее (Burova et al., 2013). Окислитель-
ный стресс вызывали добавлением в среду культиви-
рования Н2О2 (конечная концентрация 200 мкМ) на
1 ч при 37°С в атмосфере 5% СО2. После обработки
клетки промывали 2 раза раствором PBS и далее
культивировали в свежей ростовой среде, проводя ее
смену на свежую через 2–3 сут.

Измерение внутриклеточного содержания катионов
и входных потоков калия. Содержание калия и на-
трия в клетках измеряли с помощью метода пламен-
но-эмиссионной фотометрии (Веренинов и др.,
1982). Входной поток калия оценивали по накопле-
нию его физиологического аналога рубидия, добав-
ляя в ростовую среду RbCl на 30 мин в конечной
концентрации 2.5 мМ. Поток рубидия, относящийся
к переносу с участием Na/K-насоса, детектировали
по разнице между общим накоплением рубидия и
его входом в клетку в присутствии 0.05 мМ уабаина в
течение 20 мин. Для оценки содержания катионов
клетки осаждали центрифугированием в течение 3–
5 мин при 600 g. Осадок пятикратно промывали
охлажденным раствором MgCl2 (85 мМ), не ресус-
пендируя, и заливали 5%-ой трихлоруксусной кис-
лотой (1 мл). Содержание катионов в надосадочной
жидкости определяли на атомно-абсорбционном
фотометре Perkin-Elmer AA-306. Далее осадок рас-
творяли в 1 мл 0.1 N NaOH для последующего опре-
деления содержания общего белка по методу Лоури.
Внутриклеточную концентрацию катионов выража-
ли в мкмолях на 1 г общего клеточного белка.

Проточная цитофлуориметрия. Для флюоримет-
рического анализа клетки дважды промывали PBS и
переводили в суспензию путем трипсинизации, по-
сле чего осаждали центрифугированием и суспенди-
ровали в PBS. Подготовленные далее по соотетству-
ющему протоколу образцы анализировали с помо-
щью проточного цитометра CytoFLEX или
CytoFLEX S (Beckman Coulter, США).

Для определения жизнеспособности клеток ис-
пользовали окрашивание йодидом пропидия (PI).
Непосредственно перед анализом к каждому образ-
цу добавляли PI (50 мкг/мл). Полученные двумер-
ные цитограммы (или диаграммы) (соответствую-
щие точечные графики) позволяли различать PI-от-
рицательные живые клетки и PI-положительных
погибших клеток.

Для анализа клеточного цикла каждый образец кле-
ток суспендировали в 300 мкл PBS среды, содержащей
200 мкг/мл сапонина (Fluka, США), 250 мкг/мл РНКа-
зы А (Sigma-Aldrich, США) и 50 мкг/мл PI, инкуби-
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ровали от 30 до 60 мин при комнатной температуре в
темноте.

Для оценки изменения размера клеток, которое
сопровождает преждевременное клеточное старе-
ние, отслеживали сигнал прямого светорассеяния
(FS). Для обнаружения накопления липофусцина
образцы анализировали на аутофлуоресценцию
(АФ, лазер 488 нм). Краситель тетраметилродамин
(TMRM; Invitrogen, США) использовали в качестве
индикатора потенциала митохондриальной мембра-
ны (Scaduto, Grotyohann, 1999; Creed, McKenzie,
2019). Для приготовления окрашивающего раствора
1-кратный (100 нМ) исходный раствор TMRM
(100 мкМ) разбавляли в 1000 раз питательной сре-
дой, которую добавляли к клеткам.

В работе использовали уабаин, сапонин, РНКазу,
PI (Sigma, США), а также реактивы отечественного
производства квалификации “х. ч.” или “ос. ч.”.

Статистическая обработка данных. Использовали
программу Microsoft Excell (Microsoft Corporation,
США). Статистическую значимость оценивали с по-
мощью либо критерия ANOVA-Тьюки в случае мно-
жественных сравнений, либо t-критерия Стьюдента
в случае парных сравнений. Данные представлены в
виде средних значений и их ошибок из 3–8 незави-
симых серий экспериментов (n): суммировали сред-
ние значения из трех измерений в каждом экспери-
менте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сублетальная доза H2O2 индуцирует преждевре-

менное старение в эМСК. Ранее было показано, что
сублетальный окислительный стресс вызывает необ-
ратимую остановку клеточного цикла эМСК, кото-

рая сопровождается такими характерными призна-
ками преждевременного старения, как гипертрофия
клеток, усиленное окрашивание клеточной β-галак-
тозидазы, повышенная экспрессия супрессоров кле-
точного цикла p53, p21, повреждение ДНК (Burova
et al., 2013; Borodkina et al., 2016). В настоящем исследо-
вании культуры эMCК человека, которые были об-
работаны перекисью водорода (200 мкМ H2O2, 1 ч), на
3-и сут прекращали рост, останавливаясь в фазах G2
и М клеточного цикла (рис. 1а, в). К этому времени
увеличивался размер клеток, о чем свидетельствова-
ло как повышение прямого светорассеяния клеток,
так и возрастание содержания белка в каждой от-
дельной клетке (рис. 2а и рис. 1б). В остановленных
культурах эМСК отмечали повышение автофлуорес-
ценции, обусловленное накоплением в клетках ли-
пофусцина, что является общепризнанным марке-
ром клеточного старения (рис. 2б) (Bertolo et al.,
2019; Shatrova et al., 2021). У клеток, обработанных
Н2О2, мембранный потенциал митохондрий был
снижен, о чем свидетельствовало возрастание флуо-
ресценции тетраметилродамина (рис. 2в) (Creed,
McKenzie, 2019). Важно, что после обработки субле-
тальной дозой H2O2 эМСК сохраняли высокую жиз-
неспособность. По данным проточной цитометрии
на 5-е сут после окислительного стресса количество
жизнеспособных (неокрашенным йодистым пропи-
дием) клеток в остановленной культуре составляло
91 ± 7% (n = 3), тогда как в растущей пролиферирую-
щей культуре эМСК оно составляло 96 ± 5% (n = 3).
Совокупность полученных данных позволила далее
использовать эМСК человека, обработанные субле-
тальной дозой H2O2, в качестве модели для изучения
изменений ионного гомеостаза при развитии преж-
девременного клеточного старения.

Рис. 1. Окислительный стресс останавливает рост культур эМСК человека. Клетки стимулировали добавлением Н2О2 на 1 ч,
затем отмывали и измеряли их ростовые характеристики. а – Рост численности клеток, б – изменение удельного содержания
массы белка в клетке в процессе культивирования пролиферирующих (кривая 1) и подвергнутых окислительному стрессу
(кривая 2) эМСК; в – доля клеток (%) в культуре, находящихся в фазах G0/G1 (1), S (2) и G2/M (3), на 5-е сут после стресса.
К – контрольные клетки, необработанные Н2О2. Приведены средние значения и их ошибки из 4–6 независимых серий экс-
периментов, проведенных по одной схеме; отличия от К достоверны при Р < 0.05.
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Изменение внутриклеточного содержания калия и
натрия в процессе преждевременного старения эМСК.
Короткий кратковременный окислительный стресс
(200 мкМ H2O2, 1 ч) вызывает снижает содержание
калия и увеличивает содержание натрия в пролифе-
рирующих эМСК (рис. 3, темные столбики). В резуль-
тате реципрокного изменения содержания калия и на-
трия в клетках, обработанных H2O2, отношение содер-
жания этих катионов (Kв/Naв) снижается с 7–8 до 3–
3.5, что свидетельствует о нарушении ионного гетеро-
генитета, характерного для клеток животных. После
замены среды на свежую, не содержащую H2O2, ион-
ные градиенты постепенно восстанавливаются.

В течение первых 2-х сут после окислительного
стресса культуры эМСК, находящиеся в полноцен-
ной питательной среде, продолжают расти, хотя и
медленнее, чем пролиферирующие культуры, не
подвергавшиеся стрессу, но к 3-м сут они прекраща-
ют пролиферировать и останавливаются, накапли-
ваясь в фазах G2/M и S клеточного цикла (рис. 1а, в).
В течение этого времени содержание калия снижает-
ся как в пролиферирующих, так и в стресс-индуци-
рованных клетках (рис. 3а). Такое изменение содер-
жания калия отражает общую закономерность, обу-
словленную тем, что независимо от типа клеток
возрастание плотности культуры и снижение ее проли-
феративной активности приводит к снижению внут-

Рис. 2. Показатели эМСК человека, индуцированных окислительным стрессом (действиe Н2О2, 1 ч). а – Прямое светорассе-
яние (FS), б – автофлюоресценция (АФ), в – митохондриальный мембраннй потенциал (ММП). Приведены средние значе-
ния и их ошибки из 3-x экспериментов, проведенных по одной схеме; различия по сравнению с контролем (К) считали до-
стоверными при *Р < 0.005.
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Рис. 3. Изменение внутриклеточного содержания калия и натрия в эМСК по ходу их преждевременного старения, индуци-
рованного окислительным стрессом. По горизонтали – время культивирования, сут. а – Внутриклеточное содержание калия
в растущих (кружки) и остановленных (светлые столбики) эМСК; б – внутриклеточное содержание натрия в растущих (тре-
угольники) и остановленных (светлые столбики) эМСК. Темные столбики – содержание калия (а) и натрия (б) после обра-
ботки клеток H2O2 в течение 1 ч. Приведены средние значения и их ошибки (n = 3) из 4–8 экспериментов, проведенных по
одной схеме. Достоверность различий между стресс-индуцированными и пролиферирующими клетками рассчитывали с ис-
пользованием теста Тьюки, *P < 0.05.
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риклеточного содержания калия (Марахова и др.,
1985а, 1985б; Marakhova et al., 2019a). Далее, в стресс-
индуцированных клетках содержание калия достигает
постоянного уровня, который ниже (652 ± 41 мкмоль
на 1 г белка), чем в пролиферирующих культурах
эМСК (795 ± 39 мкмоль на 1 г белка) (рис. 3а).

Важно отметить, что в наших исследованиях для
оценки внутриклеточного содержания катионов из-
меряемое количество катионов нормировали на
массу клеточного белка, определяемого в той же
пробе. В клеточной биологии такая оценка измене-
ний содержания внутриклеточных ионов широко
используется. Действительно, существуют значи-
тельные трудности в оценке внутриклеточных кон-
центраций ионов (когда содержание ионов рассчи-
тывается на содержание воды в клетке) из-за отсут-
ствия надежных методов оценки объемов клеток в
асинхронно растущих культурах. Наиболее адекват-
ный метод оценки содержания воды в нативных
клетках – измерение плавучей плотности клеток –
успешно используется при исследовании клеток,
культивируемых в суспензии, но неприменим для
клеток, растущих в монослое. Следует заметить, что
предпринимаются попытки оценки ионных и других
физиологических параметров у клеток в монослой-
ных культурах после их снятия с субстрата, на кото-
ром прикрепляются и функционируют клетки.

Наш опыт показал, что клетки, кратковременно
обработанные трипсином (0.05%) для отделения их
от адгезионной поверхности, сохраняют нормаль-
ное, высокое содержания калия (624 ± 28 мкмоль на
1 г белка), но имеют повышенное содержание на-
трия (663 ± 23 мкмоль на 1 г белка) и близкое к 1 от-
ношение внутриклеточных катионов Kв/Naв. Выяс-
нилось также, что Kв/Naв сохраняется низким, если
клетки отмыть от трипсин-содержащей среды в све-
жей среде и далее подержать в суспензии 3 ч (более
длительные наблюдения не проводили). Примеча-
тельно, что только после прикрепления к адгезив-
ной поверхности в клетках постепенно восстанавли-
вается низкое содержание натрия (108 ± 9 мкмоль на
1 г белка) и высокое отношение Kв/Naв. На основа-
нии этих данных мы полагаем, что пламенно-эмис-
сионный метод измерения внутриклеточного содер-
жания ионов является наиболее адeкватным для изу-
чения ионного гомеостаза клеток в монослойных
культурах (Веренинов, Марахова, 1986). Метод поз-
воляет определять как внутриклеточное содержание
катионов в клетках, так и трансмембранные потоки
ионов, используя ионы-аналоги (например, руби-
дий для оценки потоков калия), в монослойных
культурах без снятия клеток с субстрата. Важно и то,
что нормирование количества ионов на количество
белка в каждом образце позволяет получить данные,
способствующие пониманию механизма участия
ионов (в нашем случае калия) в процессах роста и
пролиферации клеток.

После окислительного стресса эМСК сохраняют
жизнеспособность в культуре в течение длительного
времени. Представлялось важным выяснить, как долго
стареющие клетки способны поддерживать нормаль-
ные ионные градиенты. Как видно на рис. 3а, при дли-
тельном культивировании (до 22 сут) в стареющих
эМСК содержание калия оставалось на постоянном
уровне, который соответствовал содержанию калия
в “ранних” стареющих клетках.

В течение первых 2-х сут после окислительного
стресса внутриклеточное содержание натрия снижа-
лось (рис. 3б, столбики). Однако по ходу культиви-
рования стресс-индуцированных эМСК содержание
натрия нарастало, оно увеличивалось от 120 ± 10 до
160 ± 19 мкмоль на 1 г белка, и в “поздних” старею-
щих эМСК содержание натрия оставалось повы-
шенным. В совокупности, полученные данные сви-
детельствуют о том, что при длительном культиви-
ровании стресс-индуцированные эМСК сохраняют
высокое внутриклеточное соотношение Kв/Naв, ха-
рактерное для функционально активных клеток в
культуре, но имеют сниженное удельное содержание
калия, рассчитанное на клеточный белок.

Транспорт рубидия (калия) и стресс-индуцирован-
ное старение эМСК. Изменения транспорта калия
через плазматическую мембрану по ходу преждевре-
менного старения оценивали, измеряя кратковре-
менный вход рубидия в клетки (Marakhova et al.,
1998). В пролиферирующих эМСК ингибируемый
уабаином поток рубидия, который характеризует пе-
ренос калия через Na/K-насос, составляет более по-
ловины общего потока рубидия в клетку. Как и в
пролиферирующих культурах эМСК, в первые сутки
после окислительного стресса в условиях замедлен-
ного роста культуры, ингибируемый уабаином поток
рубидия снижается (рис. 4а, столбики).

Как было показано ранее, снижение трансмем-
бранных потоков рубидия (калия) в растущей кле-
точной культуре обуcловлено плотностым торможе-
нием размножения клеток (Marakhova et al., 2019a). В
первые сутки после стресса снижение ингибируемо-
го уабаином потока рубидия является следствием
постепенного замедления роста культуры эМСК.
Далее, в процессе старения клеток, поток рубидия
начинает нарастать, и на 22-е сут после стресса инги-
бируемый уабаином вход рубидия составляет 65 ± 4
(n = 4) против 40 ± 4 мкмоль на 1 г белка за 30 мин
(n = 6) у клеток в 1-е сут после стресса (рис. 4а, стол-
бики). Наблюдаемое увеличение ингибируемого уа-
баином входа рубидия свидетельствуют о возраста-
нии активности Na/K-насоса по ходу преждевре-
менного старения.

Для того чтобы выяснить, чем обусловлена высо-
кая активность ионного насоса в стареющих клет-
ках, мы оценили коэффициенты скорости активно-
го переноса ионов, которые рассчитывали как отноше-
ние ингибируемого уабаином входа рубидия в клетку к
внутриклеточному содержанию натрия во время преж-
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девременного старения эМСК (Jakobsson et al., 1980;
Lew et al., 1986; Vereninov et al., 2008). Оказалось, что
коэффициенты скоростей переноса ионов составля-
ют 0.012–0.013 мин–1 и не различаются для клеток в
ранних и поздних стресс-индуцированных культурах
эМСК. Таким образом, повышение входных потоков
рубидия в процессе преждевременного старения
эМСК не связано с изменением кинетических
свойств Na/K-насоса, а является следствием нарас-
тания содержания натрия в стареющих клетках.

В процессе старения, индуцированного окисли-
тельным стрессом, не ингибируемый уабаином пас-
сивный транспорт рубидия (калия) через плазмати-
ческую мембрану не изменяется (рис. 4б).

Сравнительное исследование основных характе-
ристик ионного гомеостаза в процессе индуцирован-
ной окислительным стрессом остановки клеточного
цикла в эМСК человека показало, что стареющие
эМСК сохраняют высокий ионный гетерогенитет, ха-
рактерный для функционально активных клеток жи-
вотных. Развитие преждевременного старения сопро-
вождается возрастанием внутриклеточного содержа-
ния натрия и трансмембранных потоков калия,
сопряженных с функционированием Na/K-насоса.
Индуцированная стрессом остановка клеточного цик-
ла не влияет на пассивный транспорта калия через
плазматическую мембрану. Отличительной особен-
ностью стареющих эМСК по сравнению с пролифе-
рирующими является сниженное внутриклеточное
содержание калия в расчете на массу клеточного
белка.

Преждевременное старение клеток связано с
остановкой клеточного цикла, и выявляемое в на-

стоящей работе низкое удельное содержания калия в
расчете на массу белка в стареющих клетках хорошо
согласуется с представлением о том, что снижение
этого показателя отражает прекращение клеточной
пролиферации (Трошин и др., 1985). Наше недавнее
исследование активации лимфоцитов человека по-
казало также, что переход покоящихся клеток к про-
лиферации сопровождается нарастанием содержа-
ния в клетках не только калия, но и воды в расчете на
массу клеточного белка (Marakhova et al., 2019b). Та-
кое согласованное изменение содержания в клетках
и калия, и воды приводит к тому, что в условиях ин-
тенсивного роста лимфоцитов, когда клеточный
объем существенно увеличивается, концентрация
калия в клетках поддерживается на постоянном
уровне. Эти данные позволяют считать, что калий
вовлечен в регуляцию пролиферации клеток в каче-
стве того внутриклеточного иона, который, прини-
мая участие в водно-осмотическом балансе клетки,
контролирует изменение клеточного объема и спо-
собствует сохранению постоянства ионного состава
клеток в условиях интенсивного роста при запуске
пролиферации клеток или их трансформации.

Принимая во внимание исследования, в которых
оценки внутриклеточного содержания калия и воды,
а также объема клеток проводились одновременно
на суспензионных покоящихся и пролиферирую-
щих клетках (Yurinskaya et al., 2005; Marakhova et al.,
2019b) и опираясь на теоретический анализ ионного
и водного баланса у животных клеток (Jentsch, 2016;
Vereninov et al., 2016; Yurinskaya et al., 2020), мы пола-
гаем, что низкое удельное содержание калия в стресс-
индуцированных эМСК свидетельствует о снижен-
ном содержании воды в стареющих клетках. Чтобы

Рис. 4. Изменение уабаин-чувствительного (а) и уабаин-резистентного (б) входа рубидия в процессе преждевременного ста-
рения эМСК, индуцированного окислительным стрессом. а – Уабаин-чувствительный поток рубидия в растущих (кружки)
и остановленных (столбики) эМСК; б – уабаин-резистентный поток рубидия в растущих (треугольники) и остановленных
(столбики) культурах эМСК. Приведены средние значения и их ошибки из 4–8 экспериментов, проведенных по одной схеме.
Достоверность различий между стресс-индуцированными и пролиферирующими клетками рассчитывали с использованием
теста Тьюки, *P < 0.05.
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проверить данное предположение, необходимо про-
вести надежные измерения изменений объема старе-
ющих клеток в условиях монослойной культуры.

Экспериментальных данных об изменениях гид-
ратации клеток, связанных с пролиферативным ста-
тусом клеток, немного. Основываясь на данных о
высоком содержании воды в эмбриональных и рако-
вых клетках, повышенная гидратация клеток пред-
ложена в качестве важного фактора в поддержании
злокачественного роста клеток и канцерогенеза
(McIntyre, 2006, 2007). Предполагается, что связь
между гидратацией клеток и их пролиферацией может
отражать влияние макромолекулярного краудинга на
метаболизм клетки и внутриклеточную сигнализацию
(Lang et al., 1998; Burg, 2000; Burg et al., 2007; Zhou et al.,
2008; Hoffman, Pedersen, 2011; Matsuda et al., 2014;
Mourao et al., 2014; Wang et al., 2014; Rana et al., 2020).
Данные, которые получены при измерении содер-
жания воды в стареющих эритроцитах, указывают на
то, что снижение содержания воды в клетках и мак-
ромолекулярный краудинг могут быть общим меха-
низмом клеточного старения (Minton, 2020).
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Ion Homeostasis and Stress-Induced Senescence in Human Mesenchymal Stem Cells
A. N. Shatrovaa, A. P. Domninaa, N. A. Pugovkinaa, and I. I. Marakhovaa, *

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: iim@incrus.ru

Human endometrial mesenchymal stem cells (hMESC) subjected to sublethal oxidative stress enter the premature
senescence. Here, we studied the changes in ionic homeostasis associated with the premature senescence progres-
sion in human eMSCs. Using the method of f lame photometry to assess the intracellular content of potassium and
sodium as well as the potassium fluxes across the plasma membrane, it is shown that during the oxidative stress-in-
duced cell cycle arrest and the premature senescence progression, eMSCs retain high ionic heterogeneity, which is
characteristic of functionally active animal cells. The senescence progression is accompanied by an increase in in-
tracellular sodium content and in potassium fluxes associated with the Na/K pump, but does not affect the passive
transport of potassium across the plasma membrane. A peculiar feature of senescent eMSCs is a low intracellular
potassium content (500–600 μmol./g) compared to proliferating eMSCs (800–900 μmol./g). It is suggested that the
decrease in intracellular potassium content associated with the premature senescence progression reflects the involvement
of potassium ions in the regulation of cell volume and may indicate a reduced hydration of senescent eMSCs.

Keywords: cell potassium content, potassium fluxes, Na/K pump, oxidative stress, premature senescence, human
endometrial mesenchymal stem cells
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