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РЕФЕРАТ

Ревматоидный артрит является заболеванием, которое сопровождается нарушениями функционирования почек у 
большинства пациентов, что привлекает внимание исследователей к этой проблеме. Как в суставах, так и в почках, 
гиалуроновая кислота выполняет важную роль, от степени полимеризации которой зависит работоспособность этих 
органов. Деградация гиалуроновой кислоты под действием гиалуронидаз, может быть фактором, участвующим как в 
развитии воспалительного процесса при ревматоидном артрите, так и при реализации осморегулирующих функций 
организма. ЦЕЛЬ РАБОТЫ: уточнить, сопровождается ли в эксперименте формирование воспалительных измене-
ний суставов изменением кортико-папиллярного соотношения гиалуронидазной активности в почках. МАТЕРИАЛ И 
МЕТОДЫ. У крыс линии Вистар путем однократного введения полного адъюванта Фрейнда создавали модель рев-
матоидного артрита. По прошествии 7 нед после инъекции степень патологических изменений суставов оценивали 
радиографическим методом и определяли гиалуронидазную активность в различных зонах почек при помощи зимо-
графии. РЕЗУЛЬТАТЫ. Выявлено, что в коре и папиллярной зоне почек гиалуронидазная активность была характерна 
для белков с молекулярной массой 63 и 73 кДа. Показано, что развитие воспалительного процесса сопровождается 
изменением кортико-папиллярного соотношения гиалуронидазной активности в почках. В папиллярной зоне наблю-
далось уменьшение гиалуронидазной активности, в среднем, в 1,6 раза, в то время как в коре почек гиалуронидазная 
активность увеличивалась в 1,5 раза. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Такое перераспределение гиалуронидазной активности в корко-
вой и папиллярной зонах почек при ревматоидном артрите может приводить к снижению эффективности механизма 
осмотического концентрирования мочи и нарушениям функционирования почек.
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ABSTRACT

BACKGROUND. Rheumatoid arthritis is a disease that is accompanied by impaired kidney function in most patients, which 
attracts the attention of researchers to this problem. Both in the joints and in the kidneys, hyaluronic acid plays an important 
role, the degree of polymerization of which depends on the functioning of these organs. The degradation of hyaluronic acid by 
hyaluronidases may be a factor involved in the development of the inflammatory process in rheumatoid arthritis as well as in the 
realization of osmoregulatory functions of the body. In this regard, the purpose of this work was to find out whether the develop-
ment of this pathology can affect on the hyaluronidase activity in the kidneys. THE AIM: to clarify is in the experiment formation 
of inflammatory changes in the joints accompanied by a change in the cortico-papillary ratio of hyaluronidase activity in the 
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kidneys. MATERIALS AND METHODS. A model of rheumatoid arthritis was created in Wistar rats by a single administration of a 
complete Freund adjuvant. After 7 weeks after injection, the degree of pathological changes in the joints was assessed by ra-
diographic method and the hyaluronidase activity in various kidney zones was determined using zymography. RESULTS. It was 
revealed that in the cortex and papillary zone of the kidneys, hyaluronidase activity was characteristic of proteins with a molecu-
lar weight of 63 and 73 kDa. It has been shown that the development of the inflammatory process is accompanied by a change 
in the corticopapillary ratio of hyaluronidase activity in the kidneys. In the papillary zone, a decrease in hyaluronidase activity 
was observed, on average, by 1.6 times, while in the renal cortex, hyaluronidase activity increased by 1.5 times. CONCLUSION. 
Such a redistribution of hyaluronidase activity in the cortical and papillary zones of the kidneys in rheumatoid arthritis can lead 
to a decrease in the effectiveness of the mechanism of osmotic concentration of urine and impaired kidney function.

Keywords: kidneys, rheumatoid arthritis, hyaluronic acid, hyaluronidase
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ВВЕДЕНИЕ

Ревматоидный артрит является часто встреча-
ющимся заболеванием, одной из причин которого 
является инфицирование организма различными 
патогенами с последующей активизацией ауто-
иммунных изменений, в результате чего соедини-
тельнотканные компоненты суставов подвергают-
ся дегенеративным изменениям [1].

Одним из главных компонентов соединитель-
ной ткани является гиалуроновая кислота, уча-
ствующая в целом ряде физиологических процес-
сов, таких как регуляция водно-электролитного 
баланса организма, осуществляемого почками [2]. 
Содержание гиалуроновой кислоты неодинаково 
распределено в почках млекопитающих. Медул-
лярная зона содержит в десятки раз больше гиалу-
роновой кислоты по сравнению с корковой зоной 
почек [3]. Являясь гигантским биополимером, она 
может создавать сопротивление току воды из про-
света собирательных трубок в кровеносные со-
суды. Деполимеризация гиалуроновой кислоты, 
осуществляемая гиалуронидазами, является од-
ним из факторов, регулирующих процесс осмоти-
ческого концентрирования мочи в почках [4]. 

Так же, как и содержание гиалуроновой кис-
лоты, гиалуронидазная активность в почках мле-
копитающих распределена неравномерно. Наибо-
лее высокая активность фермента характерна для 
папиллярной зоны почек, которая у белых крыс в 
3–4 раза больше, по сравнению с корковым веще-
ством, а при введении антидиуретического гормо-
на разница увеличивается до 10 раз [5]. Это по-
зволяет считать, что гиалуронидазы папиллярной 
зоны почек принимают непосредственное участие 
в осморегулирующих реакциях организма.

В суставах гиалуроновая кислота, будучи ги-
гантским биополимером, связывающим большое 
количество молекул воды, выполняет роль смаз-
ки суставных поверхностей и является одним из 
главных компонентов межклеточного матрикса, 
от которых зависит нормальная работа сустава. 

Кроме того, изменение уровня гиалуроновой 

кислоты в организме человека продемонстриро-
вано для таких патологий как злокачественные 
новообразования, сахарный диабет, ревматоид-
ный артрит, воспалительные процессы [6]. 

Что касается гиалуронидазной активности, то 
здесь также наблюдается положительная корреля-
ция роста гиалуронидазной активности с развити-
ем патологических процессов [7, 8]. 

В этой связи актуальность изучения обмена 
гиалуроновой кислоты в организме человека обу-
словлена ее активной ролью как в реализации фи-
зиологических функций организма человека, так 
и в патогенезе целого ряда заболеваний, в числе 
которых находится и такое заболевание как рев-
матоидный артрит.

В задачу данного исследования входило соз-
дание у лабораторных животных адьювант-
индуцированной модели ревматоидного артрита 
с последующей оценкой гиалуронидазной актив-
ности в коре и медуллярной зоне почек.

Цель работы: уточнить, сопровождается ли 
в эксперименте формирование воспалитель-
ных изменений суставов изменением кортико-
папиллярного соотношения гиалуронидазной ак-
тивности в почках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на самцах крыс ли-
нии Вистар массой 250–300 г (ФГУП «Питомник 
лабораторных животных «Рапполово», Ленин-
градская область), которые содержались на стан-
дартной диете в условиях вивария. Все процеду-
ры, выполненные в исследованиях с участием жи-
вотных, соответствовали этическим стандартам, 
утвержденным правовыми актами РФ, принципам 
Базельской декларации и рекомендациям биоэти-
ческого комитета Института биомедицинских ис-
следований Владикавказского Научного центра 
Российской академии наук. Животные были раз-
делены на контрольную и опытную группы. Вве-
дение растворов проводили под легким наркозом 
(«Золетил», Франция). Крысам контрольной груп-
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пы (n=8) однократно вводили в правую заднюю 
конечность подкожно изотонический раствор хло-
рида натрия в соотношении 0,1 мл на 200 г массы 
тела, а животным опытной группы (n=8) вместо 
хлорида натрия полный адъювант Фрейнда Difco 
Laboratories (Detroit, Michigan, США) в том же со-
отношении. По прошествии 7 нед осуществляли 
эвтаназию животных в СО2 – затравочной камере, 
извлекали почки и выделяли почечные сосочки. 
Навески ткани коры и почечных сосочков крыс 
гомогенизировали в охлажденном физрастворе в 
соотношении 1:2 (вес/объем). Гомогенат центри-
фугировали 10 мин при 10 000 g при 4 °С. Полу-
ченный супернатант распределяли по пробиркам 
и хранили в морозильной камере при температуре 
–20 °С до момента определения гиалуронидазной 
активности при помощи зимографии.

Зимография. Выявление белков с гиалурони-
дазной активностью осуществляли методом зимо-
графии с импрегнированной в гель гиалуроновой 
кислотой [9] с некоторыми модификациями [10].

Образцы смешивали с равным объемом бу-
фера, содержащего 4 % додецилсульфат натрия 
без редуцирующего агента и оставляли при ком-
натной температуре на один час. Разделение 
белков проводили за счет диск-электрофореза в 
системе Лэммли, но без редуцирующего агента 
[11]. После электрофореза гель отмывался 2,5 % 
раствором Тритона Х-100 в течение 80 мин при 
комнатной температуре и инкубировался в 0,1 М 
натрий-ацетатном буфере (рН 3,5) в течение 18 ч 
при температуре 37 °С. Затем гель инкубировал-
ся в 20 мМ Трис-HCl буфере, содержащем 0,1 мг/
мл проназу Е («Sigma», Германия) при рН 8,0 в 
течение 2 ч при температуре 37 °С. Для визуализа-
ции зон с гидролизованной ГК гель окрашивался 
0,5 % раствором алцианового синего («Panreac», 
Испания). После обесцвечивания проводилось 

повторное окрашивание геля 0,1 % раствором ку-
масси бриллиантовый синий R-250 («Serva», Гер-
мания) c последующим обесцвечиванием.

Определение молекулярной массы белков, об-
ладающих гиалуронидазной активностью, дела-
ли, сканируя окрашенный гель на денситометре 
GS-900 с программным обеспечением Image Lab 
(«Bio-Rad», США). В качестве стандартов для 
определения молекулярной массы белков приме-
нялся набор рекомбинантных белков («Bio-Rad», 
США).

Рентгеновские снимки делали на стационар-
ном ветеринарном аппарате Ecoray Ultra 300V 
(Корея).

Концентрацию белка определяли по методу 
М. Брэдфорд [12]. 

 Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) в программе 
«STATISTICA v.10.».

Центральные тенденции представляли как 
среднее арифметическое ± ошибка среднего 
(M±m). Статистическую значимость отличий 
между группами оценивали по критерию Стью-
дента с поправкой Бонферрони. Нулевую стати-
стическую гипотезу об отсутствии различий и 
связей отвергали при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Как показали рентгенологические исследова-
ния, введение адъюванта Фрейнда к окончанию 
6–7-й недели вызывало у лабораторных животных 
изменения в суставах, характерные для ревмато-
идного артрита: неравномерное сужение сустав-
ных щелей, кистовидные просветления в головках 
костей и их субхондральный склероз (рис. 1).

Зимография белков коры и папиллярной зоны 
почек показала, что максимальная гиалуронидаз-
ная активность в этих областях была характерна 
для белка с молекулярной массой 73 кДа. Также 
гиалуронидазная активность в виде минорной по-
лосы наблюдалась у белка с молекулярной массой 
63 кДа (рис. 2).

В контрольной группе животных суммарная 
гиалуронидазная активность этих белков в почеч-
ном сосочке была в 2,5–3 раза больше, по сравне-
нию с корой почек. В опытной группе гиалурони-
дазная активность значительно отличалась в коре 
и сосочке почек по сравнению с контролем. При-
чем эти отличия были разнонаправленные. Если 
в почечном сосочке наблюдалось снижение гиа-
луронидазной активности, то в коре наблюдалась 
прямо противоположная картина, где гиалурони-
дазная активность увеличилась по сравнению с 

Рисунок 1. Результаты радиографических исследований лабо-
раторных животных. a – контрольная группа, b – опытная группа.
Figure 1. Results of radiographic studies of laboratory animals. 
a-control group, b– experimental group.
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контролем (таблица). В опытной группе значения 
гиалуронидазной активности папиллярной зоны 
и коры почек незначительно отличались друг от 
друга.

ОБСУЖДЕНИЕ

Использование адъюванта Фрейнда является 
рабочей моделью для проведения доклинических 
испытаний веществ, способных применяться при 
лечении ревматоидного артрита [13]. Показано, 
что при ревматоидном артрите высокомолеку-
лярная гиалуроновая кислота разрушается, что 
уменьшает вязкость синовиальной жидкости и ве-
дет к ослаблению функции амортизатора и смаз-
ки. На фоне уменьшения в синовиальной жидко-
сти и в самом суставе концентрация гиалуроновой 
кислоты в крови таких больных увеличивается, 
как предполагают, в результате вымывания ее из 
суставов [14]. 

Основную роль в деградации гиалуроновой 

кислоты межклеточного матрикса у млекопитаю-
щих играют гиалуронидаза 1-го и 2-го типа. Гиа-
луронидаза 1-го типа считается лизосомальным 
ферментом, в то время как гиалуронидаза 2-го 
типа фиксирована на поверхности клеток [15]. 
Как показывают результаты нашего исследова-
ния, максимальная гиалуронидазная активность 
как в коре, так и в почечном сосочке, была харак-
терна для белка с молекулярной массой 73 кДа, 
который, очевидно, является главной изоформой 
гиалуронидазы 1-го типа почечного интерстиция, 
активность которого в папиллярной зоне почек 
намного больше по сравнению с другими тканя-
ми. Однако в сыворотке крови гиалуронидазная 
активность данного белка в разы больше по срав-
нению с почечной папиллой [16, 17]. 

В контрольной группе, состоящей из здоровых 
животных, значение суммарной гиалуронидазной 
активности белков с молекулярной массой 63 и 
73 кДа в почечной папилле превышало в несколь-
ко раз этот показатель относительно коркового 
вещества почек. Наши данные хорошо согласу-
ются с имеющимися литературными данными о 
значительном преобладании гиалуронидазной ак-
тивности в почечной папилле по сравнению с кор-
тексом. Количество гиалуроновой кислоты, также 
как и гиалуронидазная активность, в почечной 
папилле зависят от уровня гидратированности 
организма и находятся под регулирующим влия-
нием вазопрессина. При дегидратации или введе-
нии гормона содержание гиалуроновой кислоты 
уменьшается, а гиалуронидазная активность уве-
личивается, что указывает на роль гиалуроновой 
кислоты в качестве фактора, способного изменять 
интерстициальное гидростатическое давление в 
зависимости от водного баланса организма [18].

В данном исследовании мы обнаружили, что 
появление патологических изменений, характер-
ных для ревматоидного артрита, сопровожда-
ется перераспределеним активности фермента, 
меняющее кортико-папиллярное соотношение 
гиалуронидазной активности в почках. Данный 
факт показывает, что развитие ревматоидного ар-
трита может сопровождаться изменением в рабо-

Рисунок 2. Зимограмма белков почечного сосочка и коры почек 
крыс линии Вистар. Стрелками справа обозначены молекуляр-
ные массы белков, проявляющих гиалуронидазную активность. 
a – контрольная группа, b – опытная группа.
Figure 2.  Zymogram of the renal papilla and cortex proteins of Wistar 
rats. The arrows on the right indicate the molecular weights of proteins 
exhibiting hyaluronidase activity; a – control group, b –  experimental 
group.

Таблица  / Table 

Гиалуронидазная активность папиллярной и корковой зоны почек крыс линии Вистар

Hyaluronidase activity of renal papillary and cortical zones of Wistar rats

Зоны почек Папилла Кортекс

Группы контроль опыт контроль опыт

Гиалуронидазная активность, усл. оптич. ед. 2308.4±63.2 1420.3±49.7* 821.4±33.5▼ 1248.8±42.7*

Примечание. Представленные в таблице данные являются средними значениями 8 отдельных экспериментов (М±м).  Достовер-
ность отличий по сравнению с контрольной группой обозначена * при р = 0,042 и ▼ при р = 0,035 в самой контрольной группе.
Note: Data presented in the table are the average values of 8 individual experiments (M±m). Significant differences from values for the 
control group are indicated by * p = 0.042 and ▼  p = 0.035 in the control group itself.
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те почек по поддержанию водно-электролитного 
баланса организма млекопитающих. Целый ряд 
патологических процессов, среди которых на-
ходится и ревматоидный артрит, сопровождают-
ся увеличением в крови гиалуроновой кислоты. 
Известно, что снижение скорости клубочковой 
фильтрации, как и другие нарушения функцио-
нирования почек, встречаются при ревматоидном 
артрите у большинства пациентов, что привлека-
ет внимание исследователей к этой проблеме [19]. 
Полученные нами результаты позволяют предпо-
ложить, что при развитии воспалительного про-
цесса увеличение концентрации гиалуроновой 
кислоты в кровеносном русле может быть тем 
фактором, который запускает процесс патологи-
ческих изменений в почках, начиная с процесса 
гломерулярной фильтрации, поскольку, будучи 
гигантским полимером, как сама гиалуроновая 
кислота, так и ее обломки могут «засорять» гло-
мерулярный аппарат. Формирующиеся фрагмен-
ты гиалуроновой кислоты, в свою очередь, могут 
индуцировать экспрессию адгезивных молекул и 
провоспалительных цитокинов, приводящих к па-
тологическим изменениям в почках [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, одной из возможных причин 
увеличения гиалуронидазной активности в по-
чечной коре животных с ревматоидным артритом, 
продемонстрированного в данном исследовании, 
может быть ответная реакция организма по за-
щите гломерулярного аппарата, обеспечивающего 
начальный этап мочеобразования в почках – уль-
трафильтрацию. В свою очередь, при развитии 
ревматоидного артрита уменьшение активности 
гиалуронидаз в папиллярной зоне почек может 
приводить к росту сопротивления межклеточно-
го матрикса осмотическому току воды из собира-
тельных трубок нефронов в кровеносные сосуды 
и снижению эффективности работы механизма 
осмотического концентрирования мочи.
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