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Резюме
 Цель исследования. Известно, что активность Na+/Li+ противотранспорта (NLC) увеличена в эритроцитах части 

больных гипертонической болезнью. Молекулярная природа этого ионного переносчика остается неизвестной. Так 
как неорганический фосфат (Pi) ингибирует Na+-зависимый выход Li+, было выдвинуто предположение, что NLC 
опосредован изоформой Na+,Pi котранспортера (NPC), экспрессированной в эритроцитах человека. В данной работе 
мы проверяем эту гипотезу. Материалы и методы. NLC измеряли как Na+

o-зависимую компоненту скорости выхода 
Li+ из эритроцитов человека, крысы и кролика. Скорость NPC определяли в присутствии ингибиторов анионного 
обменника как Na+

o-зависимую компоненту скорости входа 32Pi. Результаты. NLC был ниже уровня достоверной 
детекции у крысы, но в ~50 раз выше у кролика по сравнению с человеком. В отличие от NLC, активность NPC у 
крысы, человека и кролика соотносилась как 1:2:6 и не зависела от нагрузки эритроцитов Li+. Выводы. Соотноше-
ние активностей NLC:NPC в эритроцитах крысы, человека и кролика резко различается. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что увеличенный NLC при гипертонической болезни не обусловлен активацией NPC. Эти 
данные также предполагают, что сравнительный транскриптомикс митохондриальной рибонуклеиновой кислоты 
(мРНК) ионных переносчиков в ретикулоцитах крысы, человека и кролика может быть использован для идентифи-
кации молекулярной природы NLC. 
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Abstract
Objective. Numerous studies demonstrated augmented activity of Na+/Li+ countertransport (NLC) in erythrocytes 

of patients with essential hypertension. Molecular origin of ion carrier underlying these abnormalities remains unknown. 
Because of inhibition of Na+-dependent Li+ effl ux by inorganic phosphate (Pi), it has been proposed that NLC is mediated 
by an isoform of Na+,Pi cotransporter (NPC) expressed in human erythrocytes. Our study examines this hypothesis. Design 
and methods. NLC activity was measured as Na+

o-dependent component of Li+ effl ux from Li+-loaded erythrocytes isolated 
from human, rat and rabbit. NPC was estimated in the presence of inhibitors of anion exchanger as Na+

o-dependent 32Pi infl ux. 
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Более чем 30 лет назад A.W. Jones обнаружил 
увеличение ионной проницаемости изолированных со-
судов крыс со спонтанной генетической гипертензией 
(spontaneously hypertensive rats — SHR) [1], являющихся 
экспериментальной моделью гипертонической болезни 
(ГБ) человека, в то время как Ю.В. Постновым с со-
трудниками были представлены данные об увеличенной 
проницаемости для моновалентных катионов плазмати-
ческой мембраны эритроцитов SHR и больных ГБ [2–3]. 
Более поздние исследования показали, что увеличенная в 
обоих случаях проницаемость плазматической мембраны 
обусловлена активацией ионных переносчиков, один из 
которых осуществляет однонаправленный перенос (сим-
порт) Na+, K+и Cl- (Na+,K+,Cl- cotransport, NKCC), а другой 
обмен (противотранспорт) Na+ на структурно близкий 
ему Li+ (Na+/Li+ countertransport, NLC). Несколько позд-
нее активация NLC была также выявлена в эритроцитах 
больных диабетической нефропатией. Сведения по этому 
вопросу суммированы в ряде обзоров [4–7]. 

Было установлено, что увеличенный NKCC опо-
средован активацией и/или повышенной экспрессией 
универсальной изоформы этого переносчика (NKCC1), 
ингибируемой петлевыми диуретиками и вовлеченной в 
поддержание повышенного артериального давления за 
счет регуляции тонуса гладкомышечных клеток сосудов 
[8]. В отличие от NKCC, молекулярная природа NLC, 
изначально обнаруженного в эритроцитах человека 
как Na+-стимулируемый выход Li+ [9], остается неиз-
вестной. Такого рода неопределенность обусловлена 
следующими обстоятельствами. (i) В отличие от NKCC 
и большинства других транспортеров, специфические 
ингибиторы NLC до сих пор не обнаружены. В самом 
деле такие соединения, как флоретин, фурoземид и 
хинидин, наряду с частичным подавлением NLC [9], 
в существенно более низких концентрациях блоки-
руют Са2+-активируемые К+-каналы, NKCC и Na+-
независимый транспорт глюкозы, опосредованный 
GLUT1. (ii) Проницаемость плазматической мембраны 
ядерных клеток для Na+ на 2–3 порядка выше по срав-
нению с эритроцитами млекопитающих, что затруд-
няет измерение скорости Na+-зависимого выхода Li+ 

в клетках гладкой мускулатуры сосудов и почечного 
эпителия, непосредственно вовлеченных в долго-
срочную регуляцию артериального давления. (iii) Na+-
стимулируемый выход Li+ в эритроцитах крыс [10] и 
мышей (неопубликованные данные) существенно ниже, 
чем в эритроцитах человека, что затрудняет измерение 
NLC и использование приемов манипуляции генома, 
освоенных на этих животных, для установления моле-
кулярной природы этого ионного переносчика. 

Начиная с пионерских исследований, предпринятых 
в начале 80-х годов в лаборатории D.C. Tosteson (1980), 
данные об увеличенной активности NLC у больных 
ГБ и больных сахарным диабетом были представлены 
более чем в 500 публикациях и суммированы в ряде 
обзоров [5, 12–15]. Следует особо отметить, что кроме 
возможного вовлечения NLC в патогенез этих заболе-
ваний, соли Li+ как ингибиторы катаболизма полифос-
фоинозитидов нашли широкое применение в лечении 
маниакально-депрессивных расстройств — одной из 
самых распространенных болезней нервной системы в 
странах Европы и Северной Америки [16–17]. Предпо-
лагается, что терапевтическое действие Li+ связано с его 
накоплением в клетках нервной системы посредством 
NLC. В этой связи установление молекулярной природы 
представляется актуальной задачей, имеющей большое 
медико-биологическое значение.

Наша группа была в числе первых исследователей, 
обнаруживших присутствие Na+-стимулируемой ком-
поненты входа анионов неорганического фосфата (Pi — 
Н2РО4

- и НРО4
2-) в эритроцитах млекопитающих [18–19]. 

При проведении первых измерений активности NLC в 
эритроцитах больных ГБ [20] мы также обнаружили, 
что замена HEPES-tris на более дешевый фосфатный 
буфер приводит к фактически полному подавлению Na+-
стимулируемой компоненты выхода Li+. Намного позже 
это наблюдение было воспроизведено в лаборатории 
R. Gunn (2003). В этой работе было также показано, что 
транспорт в Pi эритроцитах человека может быть акти-
вирован Li+. На основании этих результатов выдвинуто 
предположение, что NLC есть мода функционирования 
Na+,Pi котранспорта (NPC), реализующаяся в отсутствии 
Pi и в присутствии Li+. В настоящей работе мы провели 
проверку этой гипотезы путем сопоставления активно-
стей NLC и NPC в эритроцитах человека, крысы и кро-
лика. В сокращенном виде результаты этих исследований 
были доложены на 23-м Конгрессе Международного 
общества по изучению гипертонии.

Материалы и методы
Образцы донорской крови человека, а также крыс 

линии Kyoto-Wistar и Новозеландских белых кроли-
ков хранились не более 24 часов на льду в пробирках, 
содержащих 20–50 ед/мл гепарина. Ранее нами было 
установлено, что в этих условиях хранения крови не 
происходит достоверного изменения активности NLC 
и других ионных транспортеров [22]. В части экспери-
ментов использовали кровь, полученную от 6 женщин с 
ГБ в возрасте от 50 до 65 лет с систолическим и диасто-
лическим АД 214 ± 6 и 125 ± 4 мм рт. ст., проходивших 

Статья поступила в редакцию: 24.03.10. и принята к печати: 06.04.10.

Results. NLC activity was below detection limit in rat and ~50-fold higher in rabbit compared to human erythrocytes. In 
contrast to NLC, NPC in rat, human and rabbit erythrocytes was in proportion of 1:2:6. The loading of erythrocytes with 
Li+ during hr, i.e. a step used for NLC measurement, did not affect the activity of NPC in erythrocytes from any species. 
Conclusions. The ratio of NLC:NPC activities in rat, human and rabbit erythrocytes is sharply different. These results argue 
against involvement of NPC isoforms in augmented NLC seen in patients with essential hypertension. They also suggest 
that comparative transcriptomics of mRNA encoding ion carriers in human, rat and rabbit reticulocytes is a potent tool for 
identifi cation of molecular origin of NLC. 

Key words: Na+/Li+ countertransport, Na+,Pi cotransporter, essential hypertension.
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клиническое обследование, а также кровь 5 нормотензив-
ных женщин того же возраста. Эритроциты осаждались 
и трижды промывались от плазмы и клеток крови средой 
А, содержащей 75 mM MgCl2, 85 mM сахарозы и 10 mM 
HEPES-tris буфер (pH 7.4), и доводились той же средой 
до гематокрита 50 %.

Для измерения NLC использовали метод, разрабо-
танный в лаборатории D.C. Tosteson [11], с небольшими 
изменениями, описанными нами ранее [10]. С этой целью 
100 мкл суспензии эритроцитов помещали в 1,25 мл 
среды В, содержащей 150 mM LiCl, 10 mM глюкозы и 
10 mM HEPES-tris буфер (pH 7.4). После трехчасовой 
инкубации при 37 оС эритроциты осаждали и смешива-
ли с 1 мл среды С, содержащей 75 mM MgCl2, 85 mM 
сахарозы, 10 mM HEPES-tris буфер (pH 7.4) и 100 мкМ 
уабаина, или среды D, содержащей 150 mM NaCl, 10 
mM HEPES-tris буфер (pH 7.4) и 100 мкМ уабаина. По-
сле 1 часа инкубации при 37 оС эритроциты осаждали, 
и содержание лития в среде инкубации определяли с 
помощью атомно-абсорбционного спектрофотометра 
АА 855 (Nippon Jarrel, Japan). Скорость NLC вычисля-
ли как разность между количеством Li+, вышедшего из 
эритроцитов в среду D и C. 

NPC измеряли как Na+-зависимую компоненту скоро-
сти входа 32Рi. Для этого 200 мкл суспензии эритроцитов 
инкубировали 3 часа при 37 оС в среде Е или В. Среда Е 
содержала 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM 
CaCl2, 1 mM Na2HPO4, 5 mM глюкозы и 20 mM HEPES-tris 
(pH 7.4). Эритроциты осаждали, промывали средой А и 
смешивали с 250 мкл среды F, содержащей 140 mM NaCl, 
5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 0,1 mM К2HPO4, 
5 mM глюкозы, 20 mM HEPES-tris (pH 7.4) и 1 мкКи/мл 
32P, среды F, содержащей 50 мкМ ингибитора анионного 
обменника DIDS, или среды G, где, наряду с добавлени-
ем DIDS (4,4’-diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic acid), 
NaCl был эквимолярно замещен на холинхлорид. После 

30 мин. инкубации при 37 оС, эритроциты осаждались, 
трижды промывались холодной средой А и лизировались 
добавлением 1 мл 10 % трихлоруксусной кислоты в 0,5 % 
тритоне Х100. После осаждения белков радиоактивность 
супернатанта измеряли на сцинциляционном счетчике 
и скорость входа Pi (V, мкмоль на литр клеток в час) 
вычисляли как V = A/amt, где A — радиоактивность об-
разцов (cpm), a — удельная радиоактивность Pi в среде 
инкубации (cpm/мкмоль), m — объем эритроцитов в 
пробе (литр), t — время инкубации (0,5 часа). Актив-
ность NPC вычисляли как величину Na+-зависимой 
DIDS-нечувствительной компоненты скорости входа 
Pi. Уабаин и DIDS были получены от Sigma (St. Louis, 
MO); 32Р-ортофосфорная кислота Dupont (Boston, MA) и 
Изотоп (Россия). Все другие реактивы, использованные в 
работе, были производства Sigma и Anachemia (Montreal, 
PQ). Анализ достоверности полученных результатов про-
водился с использованием t-теста Стьюдента. 

Результаты
Активность NLC в эритроцитах человека, крысы 

и кролика
Активность NLC в эритроцитах крысы была на по-

рядок ниже чем в эритроцитах человека и находилась 
на пороге чувствительности метода измерения (табл. 1), 
что соответствовало данным, полученным нами ранее 
[10]. Напротив, активность NLC в эритроцитах кролика 
была в ~50 раз выше, чем в эритроцитах человека, и 
в ~400 раз превышала активность этого переносчика 
в эритроцитах крысы (табл. 1). По данным других ис-
следователей, NLCT в эритроцитах кролика в 10–25 раз 
выше, чем в эритроцитах человека [23–25]. Известно, 
что в отсутствии Li+, NLC функционирует как Na+/Na+ 
обменник [9]. В связи с этим интересно отметить, что 
скорости Na+/Na+ обмена в эритроцитах крысы, человека 
и кролика, измеренные как компоненты скорости входа 

Таблица 1
СКОРОСТЬ NA+/LI+ ПРОТИВОТРАНСПОРТА (NLC) В ЭРИТРОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА, КРЫСЫ И КРОЛИКА

Источник эритроцитов NLC
мкмоль (литр клеток)-1 час-1 %, *

Человек (n = 8) 212 ± 34 815
Крыса (n = 6) 26 ± 32 100
Кролик (n = 4) 11387 ± 987 43796

Примечание: Активность NLC определяли как Na+
о-зависимую компоненту скорости выхода Li+. Приведены среднеарифметические 

значения и значения стандартной ошибки; * — скорость NLC в эритроцитах крысы принята за 100 %.

Таблица 2
СИСТЕМЫ, ВОВЛЕЧЕННЫЕ В ТРАНСПОРТ PI В ЭРИТРОЦИТАХ 

Источник эритроцитов Ион-транспортирующая система,
мкмоль (литр клеток)-1 час-1

NPC Анионный обменник Неидентифицированные 
системы

Человек (n = 4) 35,0 ± 4,0 32,0 ± 4,7 1,8 ± 0,7
Крыса (n = 4) 17,6 ± 3,0 70,2 ± 3,0 2,4 ± 0,4
Кролик (n = 3) 100,2 ± 14,8 12,6 ± 4,3 4,6 ± 2,3

Примечание: Активность анионного обменника и NРC определяли как DIDS-чувствительную и Na+
о-независимую компоненту скорости 

входа 32Рi cоответственно. Активность неидентифицированных систем входа 32Рi определяли в отсутствии Na+
о и в присутствии DIDS. Приведены 

среднеарифметические значения и значения стандартной ошибки.
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22Na, ингибируемые флоретином, соотносились как 1:6:30 
[26], что также указывает на резкие межвидовые отличия 
активности переносчика, осуществляющего NLC. 

NPC и другие системы, осуществляющие транс-
порт Pi в эритроцитах человека, крысы и кролика

Во всех исследованных случаях более 95 % от общего 
входящего потока Pi осуществлялось NPC и анионным 
обменником (табл. 2). Активность NPC в эритроцитах 
кролика была в 3 раза выше, чем в эритроцитах человека, 
и в 5 раз выше, чем в эритроцитах крысы. Напротив, ак-
тивность анионного обменника была выше в эритроцитах 
крысы по отношению к эритроцитам человека и кролика. 
Следует отметить, что двухкратная активация анионного 
обменника в эритроцитах крысы по сравнению с эритро-
цитами человека, зарегистрированная в этом эксперименте 
как DIDS-чувствительная компонента скорости 32Ро/Cli 
обмена, соответствует данным, полученным нами при 
измерении DIDS-чувствительной компоненты скорости 
ОН-

о/Cl-
i обмена [10]. Мы не обнаружили достоверного 

влияния нагрузки эритроцитов Li+ в условиях, приме-
няемых для измерения NLC, на активность NPC у всех 
3 исследованных видов млекопитающих (табл. 3).

Активность NLC и NPC в эритроцитах больных 
гипертонической болезнью

Мы ограничили эту часть работы исследованиями 6 
больных ГБ, у которых скорость NLC была увеличена в 
1,5 раза по отношению к контрольной группе (р < 0,02). 
Различий в скорости NPC в эритроцитах гипертензивных 
и нормотензивных лиц не обнаружено (табл. 4).

Обсуждение
Несмотря на усилия многих лабораторий, молеку-

лярная природа переносчика, осуществляющего Na+/Li+ 
обмен (NLC), активность которого увеличена у части 
больных ГБ и сахарным диабетом, остается не уста-
новленной. Уабаин и буметанид не влияют на скорость 
NLC в эритроцитах человека [9], что свидетельствует 

об отсутствии участия в Na+/Li+ обмене Na+,K+-насоса 
и Na+,K+,2Cl- котранспорта. В отличие от Na+/H+ обмена 
(NHE), NLC в эритроцитах человека и кролика не ин-
гибируется амилоридом и не активируется при сжатии 
клеток или при закислении среды инкубации [27–28], что 
указывает на отсутствие участия в транспорте Li+ универ-
сальной изоформы этого переносчика NHE1. G. Zerbini с 
соавт. (2003) обнаружили в эритроцитах человека особую 
альтернативно сплайсированную изоформу NHE1, не 
чувствительную к амилориду [29]. Однако эти данные, 
так же как и участие этой транкированной изоформы 
NHE1 в NLC, до сих пор не подтверждены другими ис-
следователями. 

На основании ингибирования солями ортофосфор-
ной кислоты Na+

o-зависимой компоненты выхода Li+ и 
стимуляции литием входа 32Р было выдвинуто предпо-
ложение, что NLC опосредуется NPC [21]. В геноме чело-
века обнаружены 4 изоформы NPC, кодируемые 4 генами: 
SLC17 или NaPi-I, SLC34A1 или NaPi-IIa, SLC34A2 или 
NaPi-IIb и SLC20 или PiT-1 [30–32]. В клетках человека 
К562, используемых как наиболее адекватная культу-
ральная модель ретикулоцитов, была обнаружена РНК 
SLC17 и SLC20 [33]. R.T. Timmer и R.B. Gunn (2003) 
были также получены антитела, которые регистрировали 
наличие SLC17 в К562 клетках при очень слабом сигнале 
в эритроцитах человека [33]. 

Приведенные выше данные позволяли сформулиро-
вать гипотезу о том, что Na+/Li+ обмен опосредован SLC17 
и/или SLC20NPC и что увеличенный NLC в эритроцитах 
больных ГБ указывает на возможность вовлечения NРС 
в патогенез ГБ и диабетической нефропатии через увели-
ченную реабсорбцию Na+ и Pi в клетках эпителия почеч-
ных канальцев, апикальная и базолатеральная мембрана 
которых обогащены продуктами трансляции SLC17 и 
SLC20 соответственно [30]. Данные, полученные в настоя-
щей работе, противоречат этой привлекательной гипотезе. 
Действительно, активности NLC в эритроцитах крысы, 
человека и кролика соотносились как ~1:8:440 (табл. 1), 
что резко отличалось от соотношения активностей NPC 

Таблица 3
АКТИВНОСТЬ NA+,PI КОТРАНСПОРТА (NPC) В КОНТРОЛЬНЫХ И НАГРУЖЕННЫХ LI+ ЭРИТРОЦИТАХ

Источник эритроцитов Контрольные 
эритроциты

Эритроциты, 
нагруженные Li+

мкмоль (литр клеток)-1 час-1 %, * мкмоль (литр клеток)-1 час-1 %, *
Человек (n = 4) 33,0 ± 2,1 168 36,2 ± 2,7 168
Крыса (n = 4) 19,6 ± 3,4 100 21,6 ± 1,8 100
Кролик (n = 3) 99,7 ± 10,1 509 104,7 ± 9,3 485

Примечание: Приведены среднеарифметические значения и значения стандартной ошибки; * — скорость NРС в эритроцитах крысы 
принята за 100 %.

Tаблица 4
СКОРОСТЬ NA+/LI+ ПРОТИВОТРАНСПОРТА (NLC) И NA+,PI КОТРАНСПОРТА (NPC) 

В ЭРИТРОЦИТАХ КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЫ И БОЛЬНЫХ ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 

Источник эритроцитов NLC, мкмоль (литр клеток)-1 час-1 NРC, мкмоль (литр клеток)-1 час-1

1. Контроль (n = 5) 187 ± 21 36,0 ± 5,3
2. Гипертония (n = 6) 277 ± 23 32,1 ± 2,3

Р1,2 < 0,02 NS

Примечание: Приведены среднеарифметические значения и значения стандартной ошибки; NS — отличия недостоверны.
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(~1:2:5 соответственно, табл. 3) . Кроме того, увеличение 
NLC в эритроцитах больных ГБ не сопровождалось акти-
вацией NPC (табл. 4). Можно было бы предположить, что 
нагрузка Li+ по разному влияет на активность NPC в эри-
троцитах исследованных видов млекопитающих. Однако 
нагрузка Li+ до уровня, используемого для регистрации 
NLC, не влияла на активность NPC в эритроцитах всех 
трех видов млекопитающих (табл. 3). 

Заключение
Таким образом, представленные результаты свиде-

тельствуют о том, что увеличенный NLC при ГБ не обу-
словлен активацией NPC. Мы полагаем, что сравнение 
транскриптома ретикулоцитов и протеомический анализ 
мембранных белков эритроцитов человека, крысы и 
кролика, обладающих существенно разной активностью 
NLC, — наиболее целесообразный подход к идентифи-
кации молекулярной природы этого переносчика и его 
вовлечения в патогенез ГБ.

Исследования поддержаны грантом 
Российского Фонда поддержки фундамен-
тальных исследований (09–04–00646А). 
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