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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬЮ ИССЛЕДОВАНИЯ явилось изучение процесса свободно-радикального окисления в почках и крови крыс с экспе­
риментальной мочекаменной болезнью. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Эксперименты проведены на самцах крыс Wistar, получав­
ших в виде питья на протяжении 21 дня 1%-й раствор этиленгликоля. Гистохимически в почечных срезах определяли 
наличие кристаллов оксалата кальция. Биохимическими методами оценивали оксидантный (тиобарбитуратреактивные 
продукты, общая оксидантная активность) и антиоксидантный (каталаза, супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза, 
общая антиоксидантная активность) статусы почек и крови. РЕЗУЛЬТАТЫ. В ходе экспериментов в срезах почек всех крыс, 
потреблявших этиленгликоль, зафиксировали значительное количество Са-позитивных кристаллов, локализованных пре­
имущественно на поверхности почечного сосочка. Развитие нефролитиаза сопровождалось мощной активацией свобод­
но-радикального окисления как в почках, так и в крови животных. Одновременно выявлялось ослабление антиоксидантной 
защиты, обусловленное в основном угнетением активности глутатионпероксидазы. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Таким образом, в усло­
виях экспериментального оксалатного нефролитиаза у крыс происходит активация свободно-радикального окисления в 
почках и крови животных. Этот процесс сопровождается ослаблением активности глутатионпероксидазы, одного из основ­
ных антиоксидантных ферментов.
Ключевые слова: экспериментальный нефролитиаз, свободно-радикальное окисление.

ABSTRACT
THE AIM of the investigation was to study the process of free-radical oxidation in the kidneys and blood of rats with experimental 
urolithiasis. MATERIAL AND METHODS. Experiments were carried out in male Wistar rats given 1% solution of ethylene glycol in 
drinking water during 21 days. The presence of calcium oxalate crystals in kidney slices was determined histochemically 
Biochemical methods were used to assess the oxidant (thiobarbiturate reactive products, total oxidant activity) and antioxidant 
(catalase, superoxiddismutase, glutathione peroxidase, total antioxidant activity) status of the kidneys and blood. RESULTS. 
Considerable number of Ca-positive crystals localized mainly on the surface of the renal papilla was determined in kidney slices 
of all rats receiving ethylene glycol. Progression of nephrolithiasis was accompanied by intense activation of free-radical oxidation 
both in the kidneys and in blood. Abatement of antioxidant defense was simultaneously observed due to the inhibition of activity 
of glutathione peroxidase. CONCLUSION. Thus, activation of free-radical oxidation in the kidneys and blood of animals takes 
place under conditions of experimental oxalate nephrolithiasis in rats. This process is followed by weakened activity of glutathione 
peroxidase as one of the main antioxidant enzymes.
Key words: experimental nephrolithiasis, free-radical oxidation.

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы предпринимаются интенсив­

ные усилия, направленные на выяснение патогене­
за мочекаменной болезни (МКБ), которой страда­
ет до 10% населения развитых стран мира [1-4]. 
Несмотря на существенный прогресс в лечении, 
обусловленный широким внедрением методов уда­
ления камней (операция, дробление, литолиз и их 
разновидности), позволяющих с успехом избав­
ляться от образовавшихся почечных конкремен­
тов, патофизиологические механизмы, обусловли­

вающие развитие нефролитиаза, выяснены не до 
конца, что чревато появлением возвратных кам­
ней, т.е. рецидивированием заболевания [5].

Сегодня рядом исследователей выдвинуто 
предположение о том, что ключевая роль в пато­
генезе наиболее распространенного оксалатного 
нефролитиаза принадлежит активным формам кис­
лорода (АФК), генерируемым в почке в результа­
те активации свободно-радикального окисления 
(СРО), возникающей в процессе взаимодействия 
кристаллов оксалата кальция с клетками эпителия
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почечных канальцев. Причем прямые и косвенные 
подтверждения этого предположения получены как 
in vitro на клеточных культурах, имитирующих раз­
личные отделы нефрона, так и in vivo в экспери­
ментах на животных и в ходе клинических наблю­
дений [6-14].

Целью настоящей работы явилась оценка ок­
сидантного и антиоксидантного статуса крови и 
почек крыс в условиях развития эксперименталь­
ного оксалатного нефролитиаза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Мочекаменную болезнь инициировали у сам­

цов крыс Wistar массой 200-250 г, потреблявших 
на протяжении 3 недель в качестве питья 1%-й 
раствор этиленгликоля.

Активность процессов СРО оценивали по со­
вокупности показателей оксидантного и антиокси­
дантного статуса.

Показатели оксидантного статуса определяли 
в гомогенате коркового вещества почек и в плаз­
ме крови. Суммарный показатель концентрации 
всех прооксидантов и свободно-радикальных ме­
таболитов -  общую оксидантную активность 
(ООА) -  оценивали по интенсивности окраски флу­
оресцентного комплекса, образующегося при вза­
имодействии продуктов перекисного окисления 
ТВИН-80 с тиобарбитуровой кислотой. Дополни­
тельно определяли концентрацию в ткани малоно­
вого диальдегида (МДА) и других тиобарбитурат- 
реактивных продуктов окисления жирных кислот 
(ТБРП).

Активность антиоксидантной системы иссле­
довали в гомогенате коркового вещества почек и 
в гемолизате эритроцитов. Для оценки антиокси­
дантного статуса клеток определяли показатели 
общей антиоксидантной активности (ОАА) и ак­
тивности антиоксидантных ферментов: каталазы 
(КАТ), супероксиддисмутазы (СОД) и глутатион- 
пероксидазы (ГПО). ОАА оценивали по степени 
ингибирования Ре2+/аскорбат-индуцированного

окисления ТВИН-80 гомогенатом ткани (гемоли­
затом эритроцитов). Активность КАТ определяли 
по подавлению ферментом окисления молибдата 
натрия перекисью водорода. Активность СОД оце­
нивали по содержанию в пробе нитроформазана, 
окрашенного продукта восстановления нитротет- 
разолия супероксидантными радикалами. Марке­
ром активности ГПО служило определение неокис­
ленного глутатиона по цветной реакции с реакти­
вом Эллмана.

Морфологическое исследование почек крыс 
производили с использованием светооптической 
микроскопии. В качестве фиксирующей жидкости 
использовали 10%-й раствор формалина. Для оцен­
ки изменений коркового и мозгового вещества поч­
ки срезы ткани толщиной 4-6 мкм окрашивали ге­
матоксилином и эозином. На срезах толщиной 10­
15 мкм гистохимическим методом Косса 
определяли наличие соединений кальция. В резуль­
тате фиксируются отложения кальция черного цве­
та, ядра -  красные, остальные тканевые структу­
ры -  розовые. Увеличение х 100, х400.

Данные, полученные у животных с эксперимен­
тальной мочекаменной болезнью, сравнивали с по­
казателями интактных крыс.

Результаты обрабатывали статистическим 
методом вариационных рядов с использованием 
критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Изучение активности процессов свободно-ра­

дикального окисления в физиологических услови­
ях выявило ряд особенностей оксидантного и ан­
тиоксидантного статуса почек и крови. Как видно 
из таблицы, концентрация МДА и других тиобар- 
битуратреактивных продуктов перекисного окис­
ления липидов в гомогенате коркового вещества 
почек в три раза превышала уровень ТБРП в плаз­
ме крови. Интересно, что при этом у интактных 
животных общая оксидантная активность почек 
достоверно не отличалась от соответствующего

Показатели свободно-радикального окисления укры с с экспериментальной
мочекаменной болезнью (X±m)

Показатель Почки Кровь
интактные крысы крысы с нефролитиазом интактные крысы крысы с нефролитиазом

ТБРП, мкМ 7,3±0,40 12,9±1,03* 2,6±0,26 3,9±0,42*
ООА, % 54,3±2,36 66,8±1,67* 51,6±3,69 73,4±0,92*
КАТ, % 13,2±0,66 15,5±1,06 15,6±0,69 22.0±1,99*
СОД, % 19,6±1,85 18,4±1,90 24,8±2,53 16,4±1,99*
ГПО, % 45,2±1,89 30,1±1,85* 57,8±2,04 32,3±3,29*
ОАА, % 20,9±2,69 18,2±1,73 67,9±0,90 60,1±1,17*

Примечание: ТБРП -  тиобарбитуратреактивные продукты, ООА -  общая оксидантная активность, КАТ -  каталаза, СОД -  
супероксиддисмутаза, ГПО -  глутатионпероксидаза, ОАА -  общая антиоксидантная активность. Звездочками отмечены 
достоверные изменения в сравнении с показателями интактных животных.
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показателя в крови. Вместе с тем, интегративный 
показатель антиоксидантной активности ОАА в 
нефроцитах, как следует из таблицы, был почти в 
три раза ниже, чем в крови. Различия активности 
ГПО в почках и в крови были выражены значи­
тельно меньше. Сравнение показателей КАТ и 
СОД нефроцитов и крови интактных животных не 
выявило существенных отличий в активности ис­
следуемых антиоксидантных ферментов.

Длительное потребление этиленгликоля приве­
ло к развитию выраженной кристаллурии, подтвер­
ждается данными морфологического исследова­
ния. Если в почках интактных животных не выяв­
лялось достоверных признаков наличия кальциевых 
депозитов, то при исследовании срезов почек всех 
крыс с МКБ была зафиксирована иная картина. В 
почках последних отмечено большое количество 
включений «кальций-позитивного материала» (до 
100 и более в поле зрения) неправильной округлой 
формы, часто с «выпячиваниями» в интерстиций 
коркового и мозгового вещества почки, с преиму­
щественной локализацией в интерстиции почечно­
го сосочка, на его вершине по поверхности эпите­
лия. В единичных случаях отмечено наличие «каль­
ций-позитивного материала» в просвете 
собирательных трубок. Средний размер описанных 
включений составил 10,1±2,79 мкм.

На фоне развившегося нефролитиаза были за­
регистрированы признаки мощной активации сво­
бодно-радикального окисления как в почках, так и 
в крови животных. Оказалось, что накопление ок­
салатов в почечной ткани повышает общую ок- 
сидантную активность нефроцитов на 10%, а крови 
-  на 20% по сравнению с показателями интактных 
крыс. При этом концентрация МДА и других тио- 
барбитуратреактивных продуктов перекисного окис­
ления липидов в пораженных почках выросла в два 
раза (см. таблицу). Достоверный рост показателя 
ТБРП отмечался и в крови животных с МКБ.

Изменение антиоксидантного статуса почек в 
условиях экспериметальной мочекаменной болез­
ни заключалось главным образом в подавлении 
активности глутатионпероксидазы. Согласно полу­
ченным результатам, представленным в таблице, 
показатель активности ГПО в почках животных, 
пораженных нефролитиазом, был на 33% ниже со­
ответствующих значений у здоровых животных. 
При этом существенное уменьшение активности 
ГПО не отразилось на показателе общей антиок­
сидантной активности почек. Как видно из табли­
цы, активность КАТ и СОД в почках животных с 
экспериментальной мочекаменной болезнью так­
же достоверно не отличалась от значений в орга­
нах интактных крыс.

В то же время, в крови крыс, потреблявших 
этиленгликоль, выявлялись более существенные из­
менения антиоксидантной активности. Как и в поч­
ках, наибольшие изменения коснулись глутатион­
пероксидазы. Активность этого энзима в крови 
животных с МКБ снижалась на 44%. Одновремен­
но фиксировалось значительное (на 33%) угнете­
ние активности сукцинатдегидрогеназы. Указанные 
изменения, по-видимому, обеспечили существен­
ное снижение интегративного показателя общей 
антиоксидантной активности эритроцитов. Вмес­
те с тем, в крови крыс с экспериментальной моче­
каменной болезнью регистрировался достоверный 
рост активности каталазы.

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате потребления 1%-ного раствора 

этиленгликоля на протяжении 21 дня у всех крыс 
развился выраженный нефролитиаз. Использован­
ная нами модель мочекаменной болезни является 
общепринятой и наиболее адекватно имитирует 
оксалатный нефролитиаз человека [15-19]. Попа­
дая в организм животного, этиленгликоль быстро 
всасывается и метаболизируется в печени до гли­
колевой кислоты. Последняя окисляется до глиок- 
силовой кислоты с последующим образованием 
щавелевой кислоты, соли которой и обеспечивают 
создание в почках гипероксалатурии, условия, не­
обходимого для инициирования процесса нуклеа- 
ции, агрегации и роста кристаллов оксалата каль­
ция с последующим отложением соответствующих 
камней. Вначале агрегаты кристаллов фиксируют­
ся на апикальных мембранах поврежденных кле­
ток почечного эпителия, затем транспортируются 
в интерстиций и концентрируются в основном на 
поверхности почечного сосочка, где и происходит 
последующее формирование камней [2, 18, 20-23].

Эксперименты на животных показали, что в 
физиологических условиях в почках и в крови здо­
ровых животных соотношение оксидантного и ан­
тиоксидантного статусов несколько отличается. 
Если в нефроцитах преобладал уровень оксидант- 
ной активности, то в крови интактныъх крыс пока­
затели антиоксидантного статуса относительно 
превосходили значения оксидантного.

Заметим, что содержание свободных радика­
лов и концентрация тиобарбитуратреактивных про­
дуктов пероксидации липидов в почках интактных 
животных варьирует в широких пределах. Ранее 
нами было показано, что хотя ООА почек здоро­
вых животных может превышать значения пока­
зателя в крови, а содержание ТБРП в нефроцитах 
не всегда достигает такого высокого уровня, как в 
настоящем исследовании [24]. И все же, несмот­
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ря на указанные колебания показателей оксидант­
ного статуса, активность процессов СРО в почках 
несколько выше, чем в крови. Возможно, усилен­
ное образование активных форм кислорода (АФК) 
обусловлено высоким уровнем метаболизма в поч­
ке. Не исключено, что рост показателей оксидан- 
тной активности здесь обеспечивают не только 
свободные радикалы, образующиеся в нефроцитах, 
но и прооксиданты, выводимые с мочой. Накопле­
нию в почках свободных радикалов и их метабо­
литов может способствовать и более низкая анти­
оксидантная активность нефрона.

И действительно, показатель ОАА в почках ин­
тактных крыс был существенно ниже, чем в крови, 
что, по-видимому, в значительной степени опреде­
лялось более низким уровнем активности глутати- 
онпероксидазы, считающейся главным антиокси­
дантным энзимом почки. Активность каталазы и 
супероксиддисмутазы в почках и крови здоровых 
крыс существенно не различалась. Здесь уместно 
напомнить, что интегративный показатель общей 
антиоксидантной активности отражает уровень как 
ферментных, так и неферментных антиоксидантов 
в ткани. При этом антиоксидантные ферменты вы­
полняют свою функцию внутри клеток, а низкомо­
лекулярные жиро- и водорастворимые антиокси­
данты нейтрализуют свободные радикалы во вне­
клеточном секторе, так что более низкая ОАА в 
почках, кроме уменьшения активности ГПО, впол­
не может зависеть и от уровня неферментной ан­
тиоксидантной защиты.

Одним из наиболее впечатляющих результатов 
3-недельного приема этиленгликоля, наряду с об­
разованием и отложением кристаллов оксалата 
кальция, явилась параллельная активация свобод­
но-радикального окисления. При этом образование 
АФК было индуцировано как в почках, так и в кро­
ви животных. Как видно из таблицы, это привело к 
резкому увеличению содержания тиобарбитурат- 
реактивных продуктов, особенно в почечной тка­
ни (рост в 1,75 раза), а также общей оксидантной 
активности, наиболее выраженное в крови (рост на 
42%). Большинство исследователей, занимающих­
ся данной проблемой, полагают, что сверхнасыще­
ние канальцевой мочи солями щавелевой кислоты 
(гипероксалурия) является необходимым услови­
ем образования и выпадения кристаллов, которые 
вступают в непосредственное взаимодействие с 
эпителием почечных канальцев. Это взаимодей­
ствие и является индуктором свободно-радикаль­
ного окисления, что приводит к генерированию АФК 
и развитию в почке оксидативного стресса. Обра­
зовавшиеся свободные радикалы, в свою очередь, 
оказывают прямое воздействие на мембраны ка­

нальцевых клеток, вызывая их повреждение и ини­
циируя процесс воспалительной инфильтрации. А 
поврежденные участки канальцев являются иде­
альным местом для прикрепления кристаллов ок­
салата с их последующим ростом и образованием 
агрегатов. Исследования, проведенные на клеточ­
ных культурах и моделях нефролитиаза у крыс, 
подтвердили, что кристаллурия ведет к развитию 
оксидативного стресса, который проявляется в 
виде накопления в почечных клетках, крови и моче 
тиобарбитуратреактивных продуктов, диеновых 
конъюгатов, супероксидного и гидроксильного ра­
дикалов, перекиси водорода, а также генерирую­
щих их энзимов [6, 14, 25-29]. Параллельно в моче 
наряду с гипероксалурией выявляется увеличение 
экскреции маркерных энзимов, свидетельствующих 
о повреждении канальцевого эпителия и развитии 
апоптоза [7, 8, 11, 16, 19, 30-32].

Анализируя уровень антиоксидантной защиты, 
отметим, что основным эффектом, зафиксирован­
ным нами в условиях экспериментальной МКБ, яви­
лось существенное подавление активности глута- 
тионпероксидазы в крови и почках подопытных жи­
вотных. Снижение активности ГПО -  наиболее 
часто встречающееся изменение среди антиокси­
дантных ферментов при мочекаменной болезни. 
Этот эффект был зафиксирован как в эксперимен­
те, так и в клинике [7, 8, 14, 27]. Как известно, глута- 
тионпероксидаза является важным антиоксидант­
ным ферментом, субстратом которого выступают 
самый реактивный вид кислорода -  гидроксильный 
радикал, а также перекись водорода и различные 
гидроперекиси липидов. По всей вероятности, столь 
существенное снижение активности этого фермен­
та в наших экспериментах связано с изменением 
редокс-баланса глутатиона (GSH), возникающим 
при МКБ. Общеизвестно, что GSH, небелковый ком­
понент тиолдисульфидной системы, играет важную 
роль в регенерации неферментных антиоксидантов. 
Одновременно его восстановленная форма являет­
ся компонентом, обеспечивающим нормальное фун­
кционирование ряда глутатионзависимых фермен­
тов, в том числе и ГПО. Особое значение при этом 
имеет баланс окисленной и восстановленной форм 
GSH. Восстанавливая активность других нефермен­
тных антиоксидантов в условиях оксидативного 
стресса, глутатион переходит в окисленную форму, 
а возникающий дефицит восстановленного GSH, 
вероятнее всего, и является причиной снижения ак­
тивности глутатионпероксидазы. И действительно, 
при мочекаменной болезни факт снижения содер­
жания глутатиона и изменения его редокс-баланса 
в сторону преобладания окисленной формы зареги­
стрирован многими авторами [7, 8, 14, 27, 30, 33, 34].
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Относительно других антиоксидантных фер­
ментов не существует столь однозначного мнения. 
В наших экспериментах не выявлено существен­
ных изменений активности каталазы и супероксид- 
дисмутазы в почках крыс с нефролитиазом, а в 
крови на фоне снижения СОД активность КАТ даже 
достоверно возрастала. Имеющиеся литературные 
сведения носят противоречивый характер. В од­
них экспериментах показано снижение активности 
СОД и КАТ [8, 27], в других -  в начале болезни (7 
день) обнаруживалось повышение, а в конце пери­
ода наблюдения (42-й день) -  снижение этих пока­
зателей [26], в-третьих -  активность каталазы ва­
рьировала от сниженной до повышенной в зависи­
мости от использованного типа клеточных культур 
[7]. Так что не исключено, что активность этих ан­
тиоксидантных ферментов зависит от стадии за­
болевания и от отдела нефрона, где развивается 
патологический процесс, хотя последнее представ­
ляется нам весьма сомнительным.

В заключение отметим, что прямая связь, вы­
явленная между развитием оксалатного нефроли- 
тиаза и активацией свободно-радикального окис­
ления открывает новые многообещающие перспек­
тивы в лечении этой распространенной почечной 
патологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В условиях экспериментального оксалатного 
нефролитиаза у крыс происходит активация сво­
бодно-радикального окисления в почках и крови. 
Этот процесс сопровождается ослаблением актив­
ности глутатионпероксидазы, одного из основных 
антиоксидантных ферментов.
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