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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬЮ  ИС СЛЕДО ВАН ИЯ  явилось изучение влияния длительного введения фитокомплексов клеточной культуры марены 
сердцелистной на функцию почек крыс в условиях экспериментального оксалатного нефролитиаза. МАТЕРИАЛ И  М ЕТО ­
Д Ы . Для моделирования мочекаменной болезни самцы крыс Wistar на протяжении трех недель получали в виде питья 1% 
раствор этиленгликоля. Профилактическое действие фитокомплексов марены оценивали в условиях одновременного 
введения препарата клеточной культуры в дозе 75 м г/кг в виде суспензии на крахмальной слизи. В моче, собранной за 
сутки, определяли концентрацию оксалат -, фосфат-ионов и ионов кальция, а также активность ферментов лактатдегидро­
геназы, гамма-глютамилтрансферазы и N-ацетил-р-Д-глюкозаминидазы. РЕЗУЛЬТАТЫ . Под влиянием этиленгликоля у 
крыс развивался оксалатный нефролитиаз, сопровождающийся увеличением экскреции оксалата и развитием выражен­
ной ферментурии. В условиях профилактического использования фитокомплексов клеточной культуры марены сердцели­
стной отмечено снижение экскреции оксалатов в 2,6 раза по сравнению с крысами с экспериментальным нефролитиазом. 
На фоне применения фитопрепарата зарегистрирована стабилизация активности маркерных ферментов, преимуще­
ственно лактатдегидрогеназы и гамма-глютамилтрансферазы. ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ. Благоприятное влияние профилактическо­
го применения фитокомплексов клеточной культуры марены сердцелистной на течение экспериментальной мочекаменной 
болезни реализовалось в ослаблении развития оксалурии и стабилизации активности маркерных ферментов мочи. 
Ключевые слова: клеточные культуры, R u b ia co rd ifo lia  L . , нефролитиаз, оксалурия, ферментурия.

ABSTRACT
THE A IM  of the investigation was to study the influence of the long term introduction of fitocomplexes of th cell culture of Rubia cord ifo lia  
on the renal function of rats in the conditions of experimental oxalate nephrolithiasis. MATERIALS A N D  METHODS . For the modeling 
of the kidney stone disease the male rats Wistar during the three weeks received as drink water 1% solution of ethilenglicol. The 
prophylactic effect of fitocomplexes of Rubia Cordifo lia were evaluated in conditions of simultaneous injection of the cell culture in the 
dose of 75 mg/kg in suspension based on starch mucus. In the urine test, collected during 24 hours, the concentration of oxalate-, 
phosphate-ions and calcium ions, and also the activity of lactetdehydrogenase enzime, gamma-glutaminiltransferase and N-acetyl- 
p-D-glucoseaminidase were evaluated. RESULTS. Under the influence of ethyleneglycol the oxalate nephrolithiasis developed in rats, 
with was accompanied by the increase of the oxalate excretion and the development of the fermenturia. In the conditions of prophylactic 
use of the fitocomplexes of the cell cultures of the Rubia Cardifo lia  was noted the decrease in oxalate excretion in 2,6 times in 
comparison with the rats with experimental nephrolithiasis. During the use of this fito-medicine the stabilization of the activity of marker 
enzimes, especially lactatdehydrogenase and gamma glutamiltransferase was registered. CONCLUSION. The good influence of the 
prophylactic use of fitocomplexes of th cell culture of Rubia Cordifo lia  on the flow of the experimental kidney stone disease was realized 
in lower development of oxaluria and stabilization of the activity of the urine marker ferments.
Key words: cell cultures, Rubia c o rd ifo lia , nephrolithiasis, oxaluria, enzimuria.

ВВЕДЕНИЕ

Мочекаменная болезнь (МБ) занимает по рас-
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пространенности третье место среди урологичес­
ких заболеваний, уступая по частоте только инфек­
циям мочевыводящих путей и патологии предста­
тельной железы. Ежегодная заболеваемость мо­
чекаменной болезнью, выявляемая во всех
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возрастных группах и наиболее часто в трудоспо­
собном возрасте, составляет от 0,5 до 3,5% насе­
ления планеты. В России в структуре урологичес­
ких заболеваний 38,2% процентов приходится на 
МБ [1]. Определенное место в комплексе консер­
вативных мероприятий, направленных на коррек­
цию нарушений обмена камнеобразующих веществ 
в организме, занимает фитотерапия. Накоплен опыт 
использования комплексных растительных препа­
ратов канефрон Н (Bionorica, Германия), цистон 
(Himalaya Drug Co., Индия), леспефлан и леспенеф- 
рил (Solvay Pharma, Россия) в профилактике и ме- 
тафилактике нефролитиаза за счет комплексного 
действия на почки и мочевыводящие пути: диуре­
тического, спазмолитического, противовоспали­
тельного, антибактериального. Кроме того, неко­
торые из них потенцируют отхождение мелких кон­
крементов, их фрагментов и песка после успешного 
разрушения методами экстракорпоральной ударно­
волновой литоприпсии. Традиционно литолитичес­
кими средствами считаются галеновые препара­
ты на основе корней и корневищ марены красиль­
ной [2,3]. Ограниченность ассортимента 
фитопрепаратов, эффективных в консервативном 
лечении МБ, актуализирует поиск новых расти­
тельных литолитических средств. С учетом поли- 
этиологичности данного заболевания привлека­
тельными фармакологическими характеристиками 
обладают фитокомплексы клеточной культуры 
марены сердцелистной Rubia cordifolia L., проде­
монстрировавшие в эксперименте выраженную 
диуретическую, противовоспалительную, антиок­
сидантную и противомикробную активность [4,5]. 
Вместе с тем, литолитические свойства фармако­
пейного сырья марены красильной Rubia tinctorum  
L. вида, морфологически и химически близкого к 
изучаемому сырьевому источнику, определяют це­
лесообразность изучения фармакологической ак­
тивности нового фитосырья в условиях эксперимен­
тального нефролитиаза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлись фитокомп­
лексы из каллусов марены сердцелистной. Клеточ­
ная культура R. cordifolia (штамм RC-I) получена 
в Биолого-почвенном институте Дальневосточного 
отделения РАН из корневищ дикорастущих расте­
ний, заготовленных в южной части Приморского 
края. Культивирование проводили на питательной 
среде WB/NAA, содержащей 0,5 мг/л 6-бензиладени- 
на и 2,0 мг/л а-нафтилуксусной кислоты, описанным 
ранее способом [6]. Фитокомплексы клеточной 
культуры марены представляли собой очищенные 
комплексы семи антрахинонов клеточной культу­

ры с их суммарным содержанием 0,76%, приго­
товленные по оригинальной технологии [5].

Фармакологические исследования проведены в 
осенний период на крысах-самцах Wistar массой 
220-270 г, которых содержали на стандартной дие­
те в естественном световом режиме. Животные 
находились в индивидуальных клетках, приспособ­
ленных для сбора мочи. Подопытные крысы были 
разделены на три группы: I -  интактные животные 
(n=13); у крыс контрольной II группы (n=13) моде­
лировали экспериментальный кальций-оксалатный 
нефролитиаз пероральным приемом в виде питья 
1% раствора этиленгликоля на протяжении трех 
недель. Животным III группы (n=14) одновремен­
но с началом потребления этиленгликоля вводили 
фитокомплексы клеточной культуры марены в ра­
нее установленной оптимально эффективной дозе 
75 мг/кг в виде суспензии на 2% крахмальной сли­
зи. Через каждые 7 дней производили сбор суточ­
ной мочи, в которой определяли показатели экскре­
ции ионов оксалата, фосфата и кальция. Определе­
ние фосфат-ионов проводили фотометрическим 
способом, основанным на фотометрической реак­
ции образования фосфорованадатомолибдатного 
комплекса с максимумом поглощения при длине 
волны 460 нм. Ионы кальция определяли методом 
пламенной фотометрии. Содержание оксалатов в 
моче устанавливали методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с использованием в 
качестве элюентов 80% раствора ацетонитрила при 
градиенте от 0 до 100% и фосфатного буфера 
(рН=7). Детектирование проводилось при длине 
волны 210 нм. Расчеты осуществляли графичес­
ким способом. Для оценки повреждения эпителия 
почечных канальцев проводили измерение актив­
ности лактатдегидрогеназы (ЛДГ, КФ 1.1.1.27), у- 
глютамилтрансферазы (ГГТФ, КФ 2.3.2.2), N-аце- 
тил-р-Д-глюкозаминидазы (НАГ, КФ 3.2.1.52). 
Активность ЛДГ определяли кинетическим мето­
дом, основанном на оптическом тесте O.H. 
Warburg, с помощью набора фирмы Vital Diagnostics 
SPb (Россия). Для определения активности ГГТФ 
по конечной точке использовали коммерческий 
набор Vital Diagnostics SPb (Россия). Определение 
НАГ проводили спектрофотометрическим спосо­
бом по модифицированной методике D. Maruhn [7]. 
Активность ферментов в моче представлена по 
отношению к содержанию креатинина, который 
определяли фотоколориметрическим способом по 
модифицированной методике S. Papper. Исследо­
вания на животных проводили в соответствии с 
Правилами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных (приказ М3 СССР 
№ 755 от 12.08.1987 года) и Федеральным зако-
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ном РФ «О защите животных от же­
стокого обращения» от 01.01.1997 
года. Результаты обрабатывали с 
помощью параметрического t-крите­
рия Стьюдента с определением сред­
него арифметического значения М и 
его стандартной ошибки m. Анализ 
данных выполнен с использованием 
программы Biostatd для Windows.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В условиях эксперимента под вли­
янием литогенного агента у крыс раз­
вивался оксалатный нефролитиаз, со­
провождавшийся изменением дина­
мики экскреции исследуемых ионов 
с мочой (табл. 1).

Уже к концу первой недели экс­
перимента зафиксировано выделение 
оксалатов, максимум экскреции ко­
торых сформировался на 21-й день 
исследования. В процессе развития 
оксалурии под влиянием этиленглико­
ля накопление оксалатов в моче уве­
личилось более чем в 1,5 раза по срав­
нению с исходными показателями их 
экскреции. Экскреция других анали­
зируемых ионов не изменялась столь 
существенно, хотя была подвержена 
значительным колебаниям. Так, сни­
жение суточной экскреции всех опре­
деляемых ионов к концу второй не­
дели эксперимента коррелировало с 
падением скорости клубочковой 
фильтрации, которую оценивали по 
уровню суточной экскреции креати­
нина. Индикацией повреждения по­
чечного эпителия являлось развитие 
выраженной ферментурии (табл. 2).

На протяжении всего эксперимен­
та фермент НАГ оказался наиболее 
чувствительным к дисфункции по­
чечных канальцев на фоне гиперок- 
салурии. Максимум активности это­
го фермента в моче, установивший­
ся к концу второй недели, превышал 
контрольные значения в 20 раз. Ме­
нее выраженный, но последователь­
ный рост ферментурии был отмечен 
в отношении ГГТФ: активность фер­
мента в условиях экспериментально­
го нефролитиаза была повышенной в 
2,0-4,3 раза по сравнению с аналогич­
ными показателями контрольной
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группы. В динамике накопления ЛДГ было зареги­
стрировано постепенное снижение роста активности 
после манифестации ЛДГ-энзимурии к концу пер­
вой недели наблюдения, когда активность данного 
фермента превышала исходный уровень в 7,5 раз.

На фоне профилактического применения фито­
комплекса марены отмечен регресс гипероксалу- 
рии. Уровень экскреции с мочой оксалатов стаби­
лизировался на значениях 23,8...24,4 мг/сутки без 
отмеченной тенденции к росту на протяжении трех 
недель эксперимента. Эффективность профилак­
тического использования фитокомплексов подтвер­
ждается снижением экскреции оксалатов на пике 
оксалурии в 2,6 раза по сравнению с аналогичным 
показателем нелеченных животных. В отношении 
экскреции фосфатов и кальция под действием фи­
токомплекса клеточной культуры не было отме­
чено устойчивых изменений данных показателей. 
Профилактический эффект фитокомплекса маре­
ны реализовался в существенном снижении пока­
зателей активности ферментов. На фоне примене­
ния препарата отмечена стабилизация активности 
ферментов ЛДГ и ГГТФ. На протяжении всего 
периода наблюдения показатели активности дан­
ных ферментов превосходили исходный уровень, 
однако были существенно ниже, чем у животных 
второй группы. В максимуме падения экскреции 
ферментов с мочой у животных, получавших фи­
топрепарат марены, показатели ферментурии в 
отношении ЛДГ и ГГТФ были в 3,6 раза меньше 
аналогичных показателей нелеченных животных 
(табл. 2). Наименьшую чувствительность к про­
филактическому применению фитокомплекса ма­
рены проявил фермент НАГ, уровень экскреции 
которого оставался стабильно повышенным, однако 
был ниже активности данного фермента у боль­
ных крыс.

ОБСУЖ ДЕНИЕ

Длительное применение этиленгликоля, одним 
из продуктов метаболизма которого является ок­
салат-ион, приводит к развитию вторичной гипе- 
роксалурии, что провоцирует усиленное образова­
ние в почках нерастворимых оксалатов кальция [8]. 
Согласно существующей минералогической клас­
сификации примерно 70-80% почечных камней яв­
ляются нерастворимыми солями кальция, чаще 
всего представленными оксалатами. В ходе про­
ведения исследования установлено, что в услови­
ях длительного непрерывного употребления кры­
сами раствора этиленгликоля происходит значи­
тельный рост экскреции оксалатов с мочой. 
Зафиксированная в эксперименте гипероксалурия 
обеспечивает создание высокой концентрации ок­

салатов в просвете почечных канальцев вплоть до 
перенасыщения, что обусловливает формирование 
центров кристаллизации с последующим образо­
ванием камней. Изменение экскреторной активно­
сти почек крыс под действием этиленгликоля со­
провождалось увеличением ферментативной ак­
тивности мочи. Наблюдаемый в эксперименте 
последовательный рост активности мембраносвя­
занного фермента гамма-глютамилтрансферазы, 
большое количество которого обнаруживается в 
почках, может быть обусловлен повреждением 
мембран клеток почечных канальцев, возникаю­
щим в условиях нефролитиаза. Семикратное уве­
личение высвобождения цитозольного фермента 
ЛДГ свидетельствует о значительном цитолизе 
клеток канальцев. Увеличение активности ГГТФ 
и ЛДГ под влиянием кристаллов оксалата в усло­
виях оксалатного нефролитиаза было зафиксиро­
вано и другими исследователями [9-11]. Учиты­
вая способность лизосомального фермента НАГ 
экскретироваться с мочой путем внутриклеточной 
секреции и экзоцитоза [12], отмеченный стреми­
тельный рост активности данного фермента под­
тверждает функциональную дисфункцию нефрона 
почек больных крыс.

Как положительный момент в профилактике 
нефролитиаза следует рассматривать стабилиза­
цию уровня оксалурии под действием фитокомп­
лексов клеточных культур марены сердцелистной. 
Уменьшение активности ГГТФ на фоне примене­
ния фитокомплексов марены до уровня, незначитель­
но превышающего исходный, что подтверждает 
ранее установленный мембраностабилизирующий 
эффект исследуемого препарата, выявленный нами 
при изучении его противовоспалительной активно­
сти на моделях острого и хронического воспале­
ния [5]. Изменение ферментативной активности 
мочи крыс при профилактике нефролитиаза изуча­
емым растительным препаратом отмечено стаби­
лизацией активности цитозольного фермента ЛДГ, 
что может быть связано с постепенным ослабе­
ванием процесса цитолиза клеток канальцев. Учи­
тывая чувствительность лизосом к различным мем- 
бранотропным веществам экзогенного происхожде­
ния, в роли которого может выступать полифенольный 
комплекс клеточной культуры, представляется за­
кономерным снижение активности НАГ, связанное 
со стабилизацией функции лизосом в клетках ка­
нальцевого эпителия, преимущественно в его про­
ксимальном отделе.

ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ

В результате трехнедельного потребления кры­
сами этиленгликоля отмечены явные признаки эк­
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спериментальной мочекаменной болезни, сопро­
вождающейся развитием гипероксалурии и фер- 
ментурии. Выявлено благоприятное влияние про­
филактического применения полифенольного ком­
плекса клеточной культуры марены сердцелистной 
в дозе 75 мг/кг на течение экспериментальной 
мочекаменной болезни, что выразилось в ослаб­
лении развития оксалурии и в стабилизации актив­
ности маркерных ферментов мочи лактатдегидро­
геназы, гамма-глютамилтрансферазы и N-ацетил- 
р-Д-глюкозаминидазы.
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