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Изменение объема клетки вызывает каскад
компенсаторных ответов на молекулярном, мем�
бранном и клеточном уровне (Hoffmann et al.,
2009). Поддержание клеточного объема рассмат�
ривается как ключевой фактор в развитии ранне�
го эмбриона млекопитающих (Van Winkle et al.,
1990; Biggers et al., 1993; Fong et al., 2007; Baltz,
Tartia, 2010). Для соматических клеток показано,
что компенсаторный ответ по типу RVD может
быть индуцирован механической деформацией
цитоскелета (Hoffmann, Simonsen, 1989; Hoff�
mann, Dunham, 1995; Lang et al., 1998; Pedrson
et al., 1999). Приводятся данные о том, что цито�
халазин, вещество, вызывающее деполимериза�
цию филаментов актина, ингибирует развитие
RVD в ряде типов дифференцированных клеток
(Linshaw et al., 1992; Cornet et al., 1993).

На культурах клеток обнаружено, что оуабаин
чувствительная Na+/K+�АТФаза также вовлекает�
ся в развитие RVD (Rosenberg et al., 1972; Buckhold
et al., 1973). Полагают, что компенсаторный ответ
на осмотический стресс не требует прямого уча�
стия активного транспорта и регулируется он
только пассивным выходом электролитов (K+,

Cl–) или органических осмолитов (Hoffmann
et al., 2009). Однако Na�K насос активизируется
при уменьшении уровня цитоплазматического
калия, основного осмотически активного иона,
что в результате может модифицировать кинети�
ку RVD. Возможно, активизация Na+/K+�АТФа�
зы опосредовано влияет на осмотический статус
клетки через гидролиз АТФ.

Механизмы, управляющие RVD, изучали, ис�
пользуя изолированный ооцит и одноклеточный
эмбрион мыши, как удобную эксперименталь�
ную модель (Van Winkle et al., 1994; Seguin, Baltz,
1997; Kolajova, Baltz, 1999). Однако кинетика ос�
мотического ответа эмбриональной клетки на
стадиях, последующих за первым клеточным
циклом, оставалась не изученной (Collins, Baltz,
1999). До сих пор аналитические эксперименты в
данном направлении ограничены отсутствие
адекватного метода измерения объема отдельного
бластомера.

При расчете объема клетки исходят из ряда
предпосылок: наличие сферической формы, про�
странственная изотропность при изменении объ�
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ема, известное математическое соотношение
между линейным размером поперечного сечения
и объемом клетки. Перечисленные предположе�
ния могут выполняться в случае одиночной клет�
ки, например ооцита или зиготы, но не примени�
мы для многоклеточной системы. Даже для тако�
го простого объекта, как двухклеточный
эмбрион, характерно отсутствие сферической
симметрии. Однако сложное пространственное
строение не препятствует измерению объема при
использовании метода количественной LSM
(Погорелова и др., 2008; 2009; Pogorelov, Pogorelo�
va, 2008). Лазерная микротомографии с последу�
ющей 3D реконструкцией применительно к двух�
клеточному эмбриону мыши позволила нам ре�
шить следующие задачи: (1) изучить кинетику
изменения объема бластомера в гипотонических
условиях, (2) оценить вклад цитоскелета и
Na+/K+�ATPазы в осмотический ответ эмбрио�
нальной клетки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследования проводили на белых лаборатор�
ных мышах SHK из питомника ИТЭБ РАН. Двух�
клеточные эмбрионы получали в соответствии с
методикой, описанной ранее (Березовская и др.,
1986; Манк, 1990). В качестве контрольного об�
разца использовали эмбрионы, взятые непосред�
ственно после выделения из яйцевода в среду
Дюльбекко. Гипоосмотический шок моделирова�
ли изменением концентрации соли NaCl в среде,
которая исходно содержит следующие компонен�
ты: NaCl (140 мМ), KCl (2.7 мМ), MgCl2 ⋅ 6H2O
(0.5 мМ), KH2PO4 (1.5 мМ), CaCl2 (0.9 мМ),
Na2HPO4 ⋅ 12H2O (7.0 мМ), NaH2PO4 ⋅ 2H2O
(1.3 мМ), глюкоза (0.2 мМ), pH = 7.4.

Принципы подготовки препарата для LSM
описаны нами ранее (Pogorelov et al., 1991; 1994;
Погорелов, Гольдштейн, 2006; Pogorelov et al.,
2006). На начальном этапе объект фиксируется
посредством сверхбыстрой заморозки в жидком
пропане (85 К), что позволяет сохранить прижиз�
ненную форму эмбриона. Криофиксированные
образцы подвергали низкотемпературной дегид�
ратации в вакууме (~10–5 Pa) при температуре
(173 К), используя установку MBA 5 (Balzers,
Лихтенштейн). По завершении лиофилизации,
высушенный объект заключали в заливочную
среду, приготовленную на основе эпоксидной
смолы Epon 812.

Измерение объема отдельного бластомера
проводили посредством количественной LSM
(Погорелова и др., 2008; 2009; Pogorelov, Pogorelo�
va, 2008). После термополимеризации (330 К) за�

ливочной среды, стеклянным ножом затачивали
поверхность полученного блока, который затем
монтировали на предметное стекло. Подготов�
ленный препарат изучали в конфокальном мик�
роскопе Zeiss LSM 510 Axioplan 2 imaging (Zeiss,
Германия), используя HeNe 633 нм лазер (Zeiss,
Германия). В режиме прошедшего света получали
в вертикальном направлении стопку оптических
срезов с шагом 1 мкм.

Учитывая низкий контраст эмбриона, заклю�
ченного в прозрачную заливочную среду, цифро�
вое изображение каждого оптического среза обра�
батывали по унифицированному алгоритму ис�
пользуя, например, программу Adobe Photoshop 7.0
или GIMP 2.2.17 http://gimp�win.sourceforge. net/.
На микрофотографии эмбриона в плоскости каж�
дого оптического среза обрисовывали контуры
бластомеров и по серии последовательных конту�
ров восстанавливали трехмерный вид эмбрио�
нальной клетки. Трехмерную реконструкцию
проводили посредством стандартного графиче�
ского редактора 3ds max http://www.discreet.com/.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты количественной LSM двухклеточного 
эмбриона мыши, подверженного 

гипоосмотическому стрессу

Рисунок 1 иллюстрирует характерный вид
двухклеточного эмбриона мыши, полученный
посредством его 3 DR по серии последовательных
оптических срезов.

Количественная LSM позволяет не только по�
лучить трехмерное изображение отдельной клет�
ки, но и определить ее объем (рис. 1). В таблице 1
суммированы результаты измерения объемных
характеристик бластомера в течение гипоосмоти�
ческого стресса.

Видно (табл. 1), что в гипотонических услови�
ях эмбриональная клетка в начале увеличивается,
достигая максимального объема в районе 10 ми�
нут осмотического воздействия, а затем плавно
возвращается к исходному состоянию. Компен�
саторный ответ по типу RVD может быть индуци�
рован механической деформацией цитоскелета. В
случае участия актиновых микрофиламентов в
регуляции клеточного объема, деполимеризация
полимерных цепей актина цитохалазином долж�
на отменить RVD. Таблица 2 содержит сравни�
тельные данные по кинетики реакции двухкле�
точного эмбриона мыши на гипотонический
стресс в среде, содержащей Сyto B.

В эксперименте с Сyto B (табл. 2) эмбрионы
прединкубировали 15 минут в изотонической сре�
де Дюльбекко, содержащей препарат. В первые
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минуты наблюдали выраженные изменения в виде
выростов на поверхности бластомера (рис. 2), с по�
следующим восстановлением формы клетки.

RVD регулируется только пассивным транс�
портом осмолитов из клетки, в том числе иона ка�

лия основного клеточного электролита. Однако

уменьшение уровня цитоплазматического К+ ак�

тивизирует Na+/K+�АТФазу, что в результате мо�
жет модифицировать кинетику компенсаторного
ответа. Таким образом, данные (табл. 3) экспери�
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Рис. 1. Двухклеточный эмбрион мыши: (A) 3 DR изображение эмбриона сразу после его выделения из яйцевода,
(Б) микрофотография того же эмбриона в плоскости оптического среза, (В) 3 DR изображение эмбрион после 15 ми�
нут осмотического стресса (190 мОсм) в среде Дюльбекко, содержащей 80 мМ соли NaCl, (Г) микрофотография того
же эмбриона в плоскости оптического среза. Сокращения: bl – бластомер, N – ядро, pb – полярное тельце, V – объем
бластомера в пиколитрах (пл), zp –зона пелюцида.
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Рис. 2. Изображение двухклеточного эмбриона мыши после 5 минут предобработки в обычной среде Дюльбекко, со�
держащей цитохалазин Б (5 мкг/мл). (A) микрофотография эмбриона в плоскости оптического среза, (Б) тот же эм�
брион после 3 D реконструкции. Сокращения: bl – бластомер, b – складки, N – ядро, pb – полярное тельце; V – объем
бластомера в пиколитрах (пл), ps – перивителлиновое пространство, zp – зона пелюцида.
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Таблица 2. Изменение объема бластомера (пиколитры) двухклеточного эмбриона мыши в течение гипоосмоти�
ческого стресса на фоне действия цитохалазина Бa

15 мин предобработки 
в обычной среде Дюльбекко

Длительность гипотонического стресса (70 мМ NaCl)

0 минb 15 мин 30 мин 60 мин

Без Cyto B 53 ± 5
n = 20

86 ± 6
n = 24*

73 ± 8
n = 24*

55 ± 8
n = 16*

В присутствии Cyto B (5 мкг/мл) 54 ± 6
n = 24

95 ± 11
n = 22

93 ± 9
n = 24

89 ± 6
n = 20

(a) результаты представлены как среднее и среднеквадратичное отклонение, где n – количество эмбрионов в группе. 
(b) “0 мин” – контрольная группа, в которой эмбрионы криофиксировали сразу после 15 минут предобработки в обычной
среде Дюльбекко, содержащей цитохалазин Б или в отсутствии препарата.
(*) P < 0.03 если сравнивать с контрольной группой (Student’s t�test).

Таблица 1. Изменение объема бластомера (пиколитры) двухклеточного эмбриона мыши в течение гипоосмоти�
ческого стресса (мОсм), моделируемого изменением концентрации соли NaCl в среде Дюльбеккоa

Концентра�
ция NaCl в 
среде

Длительность гипотонического стресса

0 минb 5 мин* 10 мин* 15 мин* 30 мин 45 мин 60 мин

60 мМ
(150 мОсм)

59 ± 4
n = 24

90 ± 10
n = 24

106 ± 7
n = 21

102 ± 9
n = 24

80 ± 12*
n = 22

65 ± 9*
n = 20

60 ± 7
n = 22

70 мМ
(170 мОсм)

59 ± 4
n = 24

84 ± 10
n = 30

94 ± 8
n = 20

88 ± 9
n = 16

70 ± 10*
n = 26

61 ± 7
n = 26

58 ± 3
n = 17

80 мМ
(190 мОсм)

59 ± 6
n = 24

79 ± 8
n = 18

83 ± 8
n = 20

78 ± 9
n = 24

63 ± 10
n = 16

60 ± 10
n = 20

58 ± 7
n = 18

90 мМ
(210 мОсм)

59 ± 4
n = 24

75 ± 8
n = 16

76 ± 8
n = 15

72 ± 8
n = 24

62 ± 9
n = 18

60 ± 5
n = 25

57 ± 7
n = 20

100 мM
(230 мОсм)

59 ± 4
n = 24

68 ± 7
n = 18

68 ± 8
n = 15

65 ± 8
n = 24

61 ± 5
n = 18

60 ± 7
n = 24

59 ± 8
n = 16

(a) результаты представлены как среднее и среднеквадратичное отклонение, где n – количество эмбрионов в группе.
(b) “0 мин” – контрольная группа, в которой эмбрионы криофиксировали сразу после их выделения из яйцевода.
(*) P  < 0.03, если сравнивать с контрольной группой (Student’s t�test).
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мента по специфическому ингибированию оуаба�
ином позволяют оценить вклад активного транс�
порта калия в осмотическую реакцию бластомера.

Характеристика начальной фазы ответа 
двухклеточного эмбриона мыши 

на гипоосмотический стресс

Эффект RVD интенсивно изучали на ооците и
одноклеточном эмбрионе мыши, объектах про�
стых для оценки их объема (Van Winkle et al., 1994;
Seguin, Baltz, 1997). Однако эмбрион после перво�
го клеточного цикла трансформируется в каче�
ственно новую функциональную систему, что де�
лает необходимым его изучение на стадиях, по�
следующих за зиготой. В данной работе впервые
количественно изучена кинетика RVD для двух�
клеточного эмбриона в широком диапазоне гипо�
осмотического воздействия (табл. 1). На рис. 3
представлена характерная зависимость измене�
ния объема бластомера в течение гипоосмотиче�
ского стресса.

В осмотическом ответе эмбриона выделяется
две фазы (рис. 3). В начале, эмбрион реагирует
как осмометр. При этом приращение клеточного
объема линейно зависит от уменьшения концен�
трации соли NaCl в среде Дюльбекко (рис. 4), что
соответствует закону Вант Гоффа.

Пересечение линии с осью ΔNaCl в точке
20 мМ указывает на то, что осмотическое набуха�
ние бластомера будет отсутствовать при концен�
трации натриевой соли в растворе, содержащем
около 130 мМ (~290 мОсм). Это заключение со�

гласуется с данными, полученными для однокле�
точного эмбриона мыши (Collins, Baltz, 1999). Та�
ким образом, обычный раствор Дюльбекко
(310 мОсм), должен вызывать гиперосмотиче�
ский шок и, как следствие, нарушения в раннем
эмбриогенезе (Balta, Tartia, 2010).

Активность адаптивных механизмов, индуци�
рованных деформацией цитоскелета и мембраны,
напрямую зависит от выраженности набухания
клетки. Гипотетически, только в самом начале ги�
поосмотического стресса на поток воды в клетку
не накладывается обратный транспорт воды, обу�
словленный компенсаторной реакцией. В нашем
эксперименте минимальный промежуток воздей�
ствия составляет 5 минут и он ограничен скоро�
стью механических манипуляций с эмбрионом.
Поэтому на данном интервале времени, исполь�
зуя выражение (1), по приращению объема эм�
бриональной клетки рассчитывали эффективную
проницаемость мембраны для воды (Lp).

Lp = (V/P)/(St) (1)

где ΔV/ΔP – приращение клеточного объема на
единицу осмотического давления, S – площадь
поверхности клетки, t – время гипоосмотическо�
го воздействия.

Отношение ΔV/ΔP в выражении (1) определя�
ли из линейной зависимости, показанной на ри�
сунке 4, и равно 0.3 × 103 мкм3/мОсм. Это значе�
ние рассчитано на основе экспериментальных
данных, полученных для 5 минут осмотического
стресса – минимальный интервал воздействия,
ограниченный возможностью механических ма�

Таблица 3. Изменение объема бластомера (пиколитры) двухклеточного эмбриона мыши в течение гипоосмоти�
ческого стресса на фоне действия оуабаинa

15 мин предобработки в обычной 
среде Дюльбекко

Длительность гипотонического стресса (70 мМ NaCl)

0 минb 15 мин 30 мин 60 мин

Без оуабаина 54 ± 4
n = 24

87 ± 8
 n = 20

74 ± 10
n = 24

59 ± 5
n = 36

В присутствии оуабаина (0.5 мМ) 55 ± 5
n = 18

89 ± 9
n = 28

77 ± 8
n = 26

61 ± 7
n = 38

В присутствии оуабаина (1.5 мМ) 55 ± 7
n = 14

84 ± 8
n = 24

76 ± 9
n = 20

62 ± 8
n = 18

(a) результаты представлены как среднее и среднеквадратичное отклонение, где n – количество эмбрионов в группе.
(b) “0 мин” – контрольная группа, в которой эмбрионы криофиксировали сразу после 15 минут предобработки в обычной
среде Дюльбекко, содержащей оуабаин или в отсутствии препарата.
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нипуляций с ранним эмбрионом. Площадь поверх�
ности клетки (S) соответствует 104

 мкм2 (Pogorelov,
Pogorelova, 2008). С учетом приведенных пара�
метров, для коэффициента Lp получаем величину
0.01 мкм/(мин ⋅ мОсм) или 0.3 мкм/(мин ⋅ атм)
при 28°С. Указанное значение является оценоч�
ным, но тем не менее согласуется с данными, по�
лученными для зрелого ооцита мыши на MII ста�
дии (Gao et al., 1994; Gao et al., 1996; Agca et al.,
1998).

Характеристика компенсаторной фазы ответа 
двухклеточного эмбриона мыши 

на гипоосмотический стресс 

В ответ на гипоосмотический стресс, за на�
чальной фазой набухания эмбриона следует реак�
ция, направленная на компенсацию изменения
объема (рис. 3). Для двухклеточного эмбриона
мыши показана чрезвычайная чувствительность
цитоплазматического баланса основных осмоти�
чески активных ионов (Na+/K+) к воздействию
Cyto В (Гольдштейн и др, 2007; Погорелов и др.,
2008). Препарат вызывал обратимые изменения
концентрации внутриклеточного калия, что поз�
волило предположить участие актинового цитос�
келета в RVD. Полученные результаты (табл. 2)
подтверждают данную гипотезу.

Причины, лежащие в основе RVD клетки ран�
него эмбриона, остаются мало изученными. Рас�
сматривается возможность регуляции ионных ка�
налов посредством изменения натяжения клеточ�
ной мембраны или механической деформации
актинового цитоскелета (Yazaki et al., 1995; Magu�
ire et al., 1998; Kolajova et al., 2001). Обсуждается
схожесть механизмов, управляющих уменьшени�
ем объема дифференцированной клетки при апо�
птозе (AVD) и клетки раннего эмбриона при RVD
(Okada et al., 2001; Trimarchi et al., 2002). Однако
следует отметить, что в отличие от ситуации RVD,
цитоскелет не модифицирует эффект AVD.

Выше обсуждали возможные пути участия
Na+/K+�ATФазы в адаптивной реакции сомати�
ческой клетки на гипоосмотический стресс. Для
выяснения роли Na–K насоса был проведен экс�
перимент в условиях неспецифического ингиби�
рования активного транспорта посредством ка�
лиевой блокады (Погорелов, Погорелова, 2009).
Однако зона пеллюцида, гипотетически, даже в
безкалиевой среде может служить источником
поступления калия в объем перивителлинового
пространства (рис. 2). Данный компартмент, при�
легающий непосредственно к мембране бласто�
мера, формирует его гомеостаз. Чтобы исключить
фактор влияния неконтролируемой диффузии

катиона K+ во внеклеточное пространство на
Na+/K+�ATФазу, в нашем исследовании исполь�
зовали оуабаин, специфический ингибитор этого
фермента. Полученные данные указываю на то,

90

75

60

45

30

15

604530150
t, минуты

V(t), пл

контроль

*

*
*

*

Рис. 3. Изменение во времени объема бластомера
двухклеточного эмбриона мыши, подверженного ги�
поосмотическому стрессу в среде Дюльбекко, содер�
жащей 80 мМ NaCl (190 мОсм). V(t) – объем бласто�
мера в пиколитрах (пл), t – время действия осмотиче�
ского стресса, результаты представлены как среднее и
среднеквадратичная ошибка среднего, *P < 0.03, если
сравнивать с контролем (Student’s t�test).
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Рис. 4. Приращение на 5 минутах гипоосмотического
стресса объема у бластомера двухклеточного эмбрио�
на мыши в зависимости от изменения концентрации
(мМ) соли NaCl в среде Дюльбекко. Сплошная линия
соответствует экспериментальным данным, пред�
ставленным как среднее и среднеквадратичная ошиб�
ка среднего, штриховой линий показана линейная
экстраполяция. Сокращения: ΔV – разница объемов
бластомера в пиколитрах (пл), измеренных до и после
осмотического стресса, ΔNaCl – разница концентра�
ций соли в обычной и гипотонической среде Дюль�
бекко.

2*



100

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 2  2012

ПОГОРЕЛОВА и др.

что при специфическом ингибировании, как и в
случае калиевой блокады, нет изменения в кине�
тике RVD (табл. 3) или в выраженности компен�
саторного ответа даже при высоких концентраци�
ях оуабаина (рис. 5).

Таким образом, электрогенная составляющая
не играет заметную роль в адаптации эмбрио�
нальной клетки к гипоосмотическим условиям.
Такой вывод полностью согласуется с результата�
ми изучения иммунофлуоресцентными методами
локализации Na+/K+�ATФазы на мембране двух�
клеточного эмбриона мыши (Watson, Kidder,
1988).

Завершая обсуждение результатов можно прий�
ти к следующему выводу. Технология количествен�
ной LSM микротомографии обеспечивает возмож�
ность измерения объема отдельного бластомера в
многоклеточной системе раннего эмбриона мыши.
Используя данный подход, мы подтвердили, что
ответ по типу RVD характерен для двухклеточного
зародыша мыши в широком диапазоне гипоосмо�
тического воздействия (150–230 мОсм). Измере�
ния на начальном интервале (5 минут) гипоосмо�
тического стресса позволили уточнить значение
проводимости мембраны бластомера для воды
(0.3 мкм мин–1 ⋅ атм–1). В заключение следует от�
метить, что в эксперименте с оуабаином, специ�
фическим ингибитором Na+/K+�АТФазы, мы по�
казали отсутствие вклада электрогенной состав�

ляющей в RVD ответ. По�видимому, в регуляции
компенсаторного ответа существенную роль иг�
рает механическая деформация актинового ци�
тоскелета. В наших исследованиях деполемири�
зация микрофиламентов актина цитохалазином Б
приводила к отмене RVD в двухклеточном эмбри�
он мыши.
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Cyto B Dependent and Ouabain Insensitive Regulatory Volume Decrease
in Bicellular Mouse Embryo

       M. A. Pogorelovaa, V. A. Golichenkovb, A. V. Tarasova, b, V. N. Pogorelovaa,
A. I. Panaita, and A. G. Pogorelova, c

      a Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy Sciences, Pushchino, 142290 Russia 
      b Biological Faculty of Moscow State University, Department of Embryology, Moscow

      c State University at Pushchino, Pushchino, 142290 Russia 
      e-mail: agpogorelov@rambler.ru

Abstract—Mouse single�cell embryos exhibit robust Regulatory Volume Decrease (RVD). In what manner
the very early mammalian embryo following zygote stage is appreciably altered by the anisotonic extracellular
solution is, as yet, totally unclear. Little attention was paid to this direction since there was no way to deter�
mine the blastomere volume. This work has served to quantitatively investigate the osmotic response of bicel�
lular mouse embryos employing Laser Scanning Microtomography (LSM) followed with three�dimensional
reconstruction (3 DR). We have shown that bicellular mouse embryos in hypotonic Dulbecco’s experience
RVD. Embryonic cells subjected to hyposmolar exhibit rapid osmotic swelling followed by gradual shrinking
back toward their original volume. The van’t Hoff law defines swelling phase with the effective hydraulic con�
ductivity of 0.3 micron ⋅ min–1 ⋅ atm–1. Water release during RVD in bicellular mouse embryos is abolished
by Cytochalasin B (Cyto B) and the volume recovery is insensitive to ouabain treatment.

Keywords: mice blastomere, regulatory volume decrease, cytoskeleton, Na+/K+�ATPase, laser scanning mi�
croscopy, three�dimensional reconstruction.
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