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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Определение зависимости диуретической активности фуросемида от времени его введения 
крысам и выяснение возможных причин выявленных различий. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. В экспериментах на крысах опре-
деляли суточные колебания мочегонного действия фуросемида у крыс и гистологически – функциональную активность 
клеток дистальных канальцев почек (с помощью цитоморфометрии). Измеряли диурез через 6 и 24 ч после введения 
препарата, детектировали содержание Na, K, креатинина, а также фуросемида, рассчитывали ядерно-цитоплазменные 
отношения в эпителиоцитах дистальных канальцев, соотношение активных и неактивных почечных клеток. РЕЗУЛЬТА-
ТЫ. Введение фуросемида в 12.00 приводило к быстрому развитию мочегонного действия, сохранявшегося на протя-
жении суток, существенному росту выделения натрия и калия, увеличению суточной экскреции креатинина. При вве-
дении фуросемида в 24.00 были обнаружены ряд количественных отличий: более выраженные диуретический и осо-
бенно натрийуретический эффекты, увеличение экскреции калия и креатинина в ночные часы. Данные цитоморфоме-
трии косвенно подтвердили, что во время темного периода суток у крыс функциональная активность почек существен-
но выше, чем в дневное время. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Мочегонное действие фуросемида у крыс подвержено циркадианным 
колебаниям и более выражено в ночное время. Суточные колебания в действии фуросемида у крыс обусловлены из-
менениями функциональной активности почек на протяжении суток. 
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ABSTRACT
THE AIM. Definition of furosemide diuretic activity dependence from time of its introduction to rats and identification of revealed 
distinctions  possible reasons. MATERIALS AND METHODS. In experiments on rats daily fluctuations of furosemide effect  
was defined and histologically – functional activity of renal tubule cells capacity (by means of cytomorphometry). Diuresis 
was measured in 6 and 24 hours after administration, containing of Na, K,  creatinine and furosemide was detected, nuclear-
cytoplasmatic relations in epithelial cells of renal tubules and correlation of active and inactive renal cells were counted. 
RESULTS. Furosemide introduction at 12.00 led to fast increasing of diuretic activity preserving during the day, substantial 
growth of sodium and potassium rejection, increase of daily creatinine excretion. At furosemide introduction at 24.00 number 
of quantitative differences was found: more significant diuretic and especially natriuretic effect, increase of potassium and 
creatinine excretion at night. Cytomorphometry data indirectly confirmed that during the dark period of day functional renal 
activity of rats is essentially higher then at day-time. CONCLUSION. Diuretic effect of furosemide at rats is subject to circadian 
fluctuations and is more expressed at night.  Daily fluctuations in furosemide effect at rats operation are caused by changes of 
functional renal activity during the day.
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ВВЕДЕНИЕ

Интенсивные исследования, проводимые в по-
следние годы в рамках относительно нового раз-
дела науки хронофармакологии, позволили устано-
вить, что действие и безопасность многих лекар-
ственных средств в значительной степени опреде-

ляются суточными (циркадианными) ритмами и 
варьируются в зависимости от времени их посту-
пления в организм. Поэтому одним из подходов к 
повышению эффективности фармакотерапии яв-
ляется введение лекарственных препаратов в та-
кое время, когда они наиболее эффективны и/или 
наиболее переносимы [1–3].

Ранее в ряде лабораторий были показаны цир-
кадианные колебания активности петлевого диуре-
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тика фуросемида, широко применяемого при мно-
гих сердечно-сосудистых и почечных заболевани-
ях. При этом описанные флюктуации мочегонно-
го эффекта препарата как у людей [4–6], так и у 
животных [7–9] имели противоречивый характер.

Целью настоящей работы явилось определение 
зависимости диуретической активности фуросеми-
да от времени его введения крысам и выяснение 
возможных причин выявленных различий. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Работа проведена на 40 крысах Wistar обоего 
пола средней массой около 200 г в осенний период 
в условиях светового режима, характеризовавше-
гося чередованием по 12 ч светлого (день) и тем-
ного (ночь) периодов. Животные находились в ин-
дивидуальных клетках, приспособленных для сбо-
ра мочи, в условиях стандартной диеты при сво-
бодном доступе к воде и пище. После 10-дневно-
го периода стабилизации, в ходе которого у каж-
дой крысы определялись контрольные показатели 
функции почек, первой группе животных внутри-
брюшинно вводили фуросемид в дозе 20 мг/кг в 
12.00, второй группе – в 24.00. Введенное количе-
ство фуросемида в зависимости от массы тела ко-
лебалось от 3,6 до 4,2 мг. Измеряли диурез через 6 
и 24 ч после введения препарата. В собранной моче 
определяли содержание Na, K и креатинина, слу-
жившего мерой клубочковой фильтрации, а также 
фуросемида. Электролиты детектировали методом 
пламенной фотометрии, креатинин – модифици-
рованным методом Поппера, фуросемид – с помо-
щью высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ). В качестве элюентов использовались 
80% ацетонитрил при градиенте – от 0 до 100% и 
фосфатный буфер (рH=7). Детектирование прово-
дилось при трех длинах волн – 210, 280, 320 нм. 
Для расчетов применялся калибровочный график, 
который строили, используя стандартный раствор 
фуросемида в концентрации 1 мг/мл.

Крыс декапитировали путем дислокации шейно-
го позвонка под эфирным наркозом с соблюдением 
требований Европейской конвенции «О защите по-
звоночных животных, используемых для экспери-
ментальных или иных научных целей» (Страсбург, 
1986 г.) и Федерального закона Российской Феде-
рации «О защите животных от жестокого обраще-
ния» от 01.01.1997 г. Материалом гистологического 
исследования послужила почка крысы. Почку за-
бирали в середине светлого и темного периодов (в 
14.00 и в 2.00), а также через 2 ч после введения 
фуросемида, фиксировали в 10% растворе форма-
лина, обрабатывали по стандартной методике, за-

ливали в парафин. Поперечные срезы через почеч-
ный сосочек толщиной 6 мкм окрашивали гематок-
силином – эозином. 

 Для определения биосинтетической активно-
сти и общей функциональной жизнеспособности 
клеток использовали полихромную методику окра-
ски сафранином-О (Т) по А.Н.Яцковскому [10], да-
ющую возможность судить о клеточной активно-
сти по степени конденсации хроматина.

Морфометрические исследования проводили с 
использованием программного пакета Axio Vision 
4.7 («Carl Zeiss», Germany). Рассчитывали извест-
ное ядерно-цитоплазматическое отношение (ЯЦО) 
в эпителиоцитах дистальных канальцев нефронов 
области наружной медуллы по формуле: ЯЦО = 
Sядра/(Sклетки – Sядра), где Sядра – площадь ядра эпите-
лиоцита в мкм2, Sклетки – площадь клетки в мкм2. По-
мимо этого, оценивали размер просвета дисталь-
ных почечных канальцев в мкм2. 

 Полученные результаты обрабатывали стати-
стически методом вариационных рядов с исполь-
зованием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Как видно из результатов, представленных в 
табл. 1, введение фуросемида в 12.00 приводило к 
быстрому и мощному мочегонному эффекту. Так, 
уже за 6 ч, прошедших после введения препарата, 
выделялось мочи на 39% больше, чем за сутки в 
исходном периоде (р < 0,05). Выраженный диуре-
тический эффект сохранялся, обеспечивая равно-
мерный прирост, на протяжении суток, в конце ко-
торых мочеотделение в 3,5 раза превосходило кон-
трольные значения. Иная динамика характеризо-
вала экскрецию натрия. За первые 6 ч выделение 
этого иона в 75 раз превышало уровень исходной 
суточной экскреции, что обеспечивало почти 91% 
суточного натрийуретического эффекта. За после-
дующие 18 ч величина экскреции натрия состави-
ла лишь 9% от суммарного суточного выделения. 
Сходным образом, хотя и более равномерно, рас-
пределялась в пределах суток экскреция калия. За 
первые 6 ч выделилось 73% от суточного калий-
уреза, который, в свою очередь, в 7 раз превосхо-
дил контрольный уровень. 

Важно отметить, что динамика экскреции с мо-
чой фуросемида практически соответствовала та-
ковой для выделения натрия. Так, из вводимых в 
среднем 3,8±0,08 мг препарата в первые 6 часов в 
моче обнаруживалось 57,4%, что составило 93% 
от выделившегося за сутки фуросемида. Следу-
ет отметить, что введение фуросемида в дневные 
часы сопровождалось существенным увеличени-
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ем суточной экскреции креатинина. Рост послед-
него показателя на 69% по сравнению с исходным 
уровнем, по-видимому, внес вклад в развитие диу-
ретического действия препарата. При этом выделе-
ние креатинина распределялось равномерно в пре-
делах суток и за первые 6 ч составило около 25%.

При введении фуросемида в 24.00 при каче-
ственно сходной картине был обнаружен ряд коли-
чественных отличий. Из табл. 2 видно, что в пер-
вые 6 ч после введения диуретик оказал более вы-
раженное воздействие на почечную функцию, ко-
торое затем в дневные часы значительно ослабля-
лось. Так, за 6 ч, прошедшие после введения, объ-
ем собранной мочи в 2 раза превышал исходный 
суточный уровень и был несколько (хотя и недо-
стоверно) выше диуреза за соответствующий пери-
од при введении фуросемида днем. Затем на протя-
жении следующих 18 ч прирост диуреза у этих жи-
вотных существенно снижался в сравнении с кры-
сами, получавшими диуретик днем, и через сутки 
был уже на 27% ниже, чем у последних. Из той же 
табл. 2 следует, что экскреция натрия в этих экспе-
риментальных условиях значительно превосходи-
ла уровень, достигнутый при введении фуросеми-
да днем. При этом выделение электролита не толь-
ко в 109 раз превышало суточные показатели в кон-
троле, но и на 26% превосходил соответствующие 
величины, полученные при дневном введении (р 
< 0,05). Это мощное натрийуретическое действие, 
развившееся за первые 6 ч после ночного введения 
фуросемида, составило 94% от суточного эффекта, 
так что на оставшиеся 18 ч пришлось лишь 6%. И 
все же благодаря столь выраженному натрийурезу, 
развившемуся в первые (ночные) часы, суммарная 

суточная экскреция натрия значительно превосхо-
дила таковую, достигнутую при введении диурети-
ка днем. Аналогичная динамика была характерна 
и для экскреции калия. За первые 6 ч выделилось 
85% от уровня суточного калийуреза, что было на 
14% больше, чем в результате воздействия фуро-
семида днем. Интересно, что величина экскреции 
фуросемида в этих условиях мало отличалась от 
показателей, полученных при введении диурети-
ка днем, и достигала 55,6% от введенной дозы за 
первые 6 ч, что составило 96% от суточной экскре-
ции препарата. Экскреция креатинина, в целом, со-
ответствовала выявленной тенденции: значитель-
ный рост в первые 6 ч после введения фуросеми-
да (около 37% от суточной экскреции) с менее ин-
тенсивным приростом в последующие часы. В ре-
зультате – суточное выделение креатинина в этих 
условиях на 62% превосходило исходный уровень. 

Проведенное морфологическое исследование 
опосредованно подтвердило, что у крыс во вре-
мя темного периода суток функциональная актив-
ность почек существенно выше, чем в дневное вре-
мя. Об этом говорит статистически значимое уве-
личение ЯЦО эпителиоцитов дистальных каналь-
цев нефрона в ночное время, указывая на усиле-
ние их функциональной активности и более вы-
сокий уровень метаболизма в клетках дистальных 
канальцев, как это следует из результатов, пред-
ставленных в табл. 3. Более высокая активность 
функционирования дистальных канальцев в тем-
ный период времени подтверждается и значитель-
ным расширением их просвета, что свидетельству-
ет об увеличении объема протекающей по каналь-
цу мочи. В составе эпителиальной выстилки дис-

Таблица 1

Влияние дневного введения фуросемида (20 мг/кг) на функцию почек у крыс

Показатели
Исходный суточный 

уровень
Введение фуросемида

За 6 ч За 18 ч За 24 ч

Диурез, мл
Экскреция Na+, мкмоль
Экскреция K+, мкмоль
Экскреция креатинина, мкмоль
Экскреция фуросемида, мг

5,1±0,76
31±3,0

175±14,1
8,5±0,33

-

7,1±0,35
2338±183,8

854±30,3
3,7±0,17

2,18±0,066

10,4±1,95
191±48,0
307±31,2

10,7±0,46*
0,16±0,032

17,6±2,16
2576±225,0
1170±37,6
14,4±0,42*
2,34±0,084

Примечание. Здесь и в табл. 2 все цифры выделения воды и электролитов после введения фуросемида достоверно превосхо-
дят суточные показатели интактных крыс; звездочками обозначены достоверные отличия от исходного уровня.

Таблица 2 

Влияние ночного введения фуросемида (20 мг/кг) на функцию почек у крыс

Показатели
Исходный суточный 

уровень
Введение фуросемида

За 6 ч За 18 ч За 24 ч

Диурез, мл
Экскреция Na+, мкмоль
Экскреция K+, мкмоль
Экскреция креатинина, мкмоль
Экскреция фуросемида, мг

3,8±0,43 
28±3,4

153±10,8
7,6±0,33

-

8,1±0,50
3056±185,1
1137±64,7
4,5±0,30

2,17±0,189

4,7±0,81
186±19,9
197±14,2
7,8±0,37

0,095±0,005

12,8±1,03
3241±184,7
1335±67,0
12,3±0,47*
2,27±0,180
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тальных канальцев ночью отмечалось увеличенное 
количество эпителиоцитов (до 91%), ядра которых 
содержат эухроматин, что указывает на более вы-
сокую степень активности биосинтетических про-
цессов в клетках. Количество таких функциональ-
но активных клеток ночью оказалось на 18% боль-
шим, чем в дневное время. 

Из той же таблицы следует, что введение фуро-
семида как в дневной, так и в ночной период суток 
мало повлияло на морфофункциональные измене-
ния дистальных канальцев нефрона. Лишь просвет 
дистальных канальцев в большей степени возрас-
тал при введении ночью, хотя и дневное примене-
ние диуретика приводило к увеличению этого пока-
зателя по сравнению с соответствующим периодом 
времени у интактных животных. Остальные оце-
ниваемые морфометрические показатели на фоне 
введения фуросемида мало отличались от таковых, 
свойственных интактным крысам в ночное время.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты позволяют сделать це-
лый ряд важных выводов и предположений. Во-
первых, подтвержден факт более активного острого 
действия фуросемида у крыс в ночные часы. При-
рост уровня мочеотделения, экскреции калия и осо-
бенно натрия в первые 6 ч после ночного введения 
диуретика превосходил эффект, полученный после 
применения препарата в дневные часы. Для нас это 
не явилось сюрпризом, если учесть, что крысы от-
носятся к грызунам, ведущим активный образ жиз-
ни в ночное время, т.е. имеющим обратный суточ-
ный ритм в сравнении с человеком и так называ-
емыми дневными животными. Так что наблюдав-
шиеся в наших экспериментах отличия, по всей 
вероятности, были обусловлены различной функ-
циональной активностью почек крыс в дневное и 
ночное время. Косвенным подтверждением этого 
явились данные цитоморфометрии почечных сре-
зов. Оказалось, что использованные нами морфо-
метрические показатели, отражающие уровень ме-
таболизма и биосинтетической активности в ноч-
ной период времени, были существенно выше, чем 

в дневной. Об этом, в частности, говорит более вы-
сокое ядерно-цитоплазменное отношение и величи-
на просвета дистальных канальцев в ночное время. 
Наконец, признаком более высокой клеточной ак-
тивности в этот период суток является увеличение 
количества клеток, ядра которых содержат эухрома-
тин и пополнение популяции которых происходит, 
главным образом, за счет активации ранее неактив-
ных клеток [10]. Это же подтверждается и более 
высоким приростом скорости клубочковой филь-
трации в первые 6 ч после ночного введения пре-
парата. Попутно отметим, что независимо от вре-
мени применения фуросемида его воздействие на 
выделение из организма воды и натрия существен-
но различалось. Если прирост диуреза равномер-
но распределялся на протяжении суток, динамика 
экскреции электролитов, и, в первую очередь, на-
трия носила иной характер. Более 90% выделив-
шегося натрия приходится на первые 6 ч и лишь 
менее 10% – на оставшиеся 18 ч. Из этого следу-
ет, что, возможно, для создания адекватного диуре-
за вполне достаточно значительно менее сильного 
подавления канальцевой реабсорбции натрия. Этот 
вопрос, касающийся тактики применения и дози-
ровки фуросемида, требует дальнейшего изучения. 

Важно отметить, что введение фуросемида в 
дневное, но не в ночное время, как следует из по-
лученных результатов, приводило к существенному 
росту активности почечных клеток, по-видимому, 
за счет имеющихся резервных возможностей. В то 
же время, применение препарата в любое время не 
приводило к значительным изменениям в сравне-
нии с ночными показателями интактных крыс. Не 
исключено, что в этот период времени клетки функ-
ционируют на уровне своего максимума, и введе-
ние фуросемида не способно существенно изме-
нить основные параметры их жизнедеятельности. 

Интересно, что в наших экспериментах экскре-
ция фуросемида четко коррелировала с выделени-
ем натрия (но не воды!) и практически не различа-
лась при его введении днем и ночью. Последний 
факт заслуживает особого внимания и может быть 
объяснен следующим образом. Хорошо известно, 

Таблица 3

Изменения активности клеток дистальных канальцев нефрона крыс по данным

морфометрического исследования до и после введения фуросемида (20 мг/кг)

Показатели
Интактные крысы После введения фуросемида

День Ночь День Ночь

ЯЦО
Размер просвета дистального канальца, мкм2

Функциональная активность эпителиоцитов, %

0,48±0,017
31±7,2

77

0,67±0,017*
63±6,8*

91

0,65±0,016*
55±7,1*

85

0,66±0,016*
72±6,9*

82

Примечание. ЯЦО – ядерно-цитоплазменное отношение; звездочками обозначены достоверные отличия от показателей ин-
тактных крыс в дневное время.
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что фуросемид, как и большинство других диуре-
тиков, попадает в почечные канальцы, главным об-
разом, путем секреции в S2 сегменте проксималь-
ных канальцев с помощью системы транспорта ор-
ганических анионов [11]. По-видимому, этот про-
цесс не подвергается существенным циркадиан-
ным колебаниям, что и обусловливает отсутствие 
каких-либо различий в его экскреции. Наблюдав-
шиеся же суточные осцилляции в действии фуро-
семида, по всей вероятности, зависят от флюкту-
ации процесса канальцевой реабсорбции, что на-
ходит подтверждение в недавно опубликованных 
работах [12–15]. 

Наконец, в нашей работе выявлен еще один ин-
тересный факт. После мощного, но кратковремен-
ного действия фуросемида, особенно в ночные 
часы, происходило значительное ослабление эф-
фекта, приходившееся в основном на последую-
щий дневной период времени, что ослабляло сум-
марное суточное влияние диуретика. Эта особен-
ность действия петлевых диуретиков, когда острое 
ударное воздействие (0–6 ч после введения) сменя-
ется так называемым рикошетом в последующие 
6–24 ч известна в клинике, что несколько ослабля-
ет их эффективность и делает сопоставимыми с ти-
азидовыми диуретиками [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Мочегонное действие фуросемида у крыс 
подвержено циркадианным колебаниям и более 
выражено в ночное время.

2. Суточные колебания в действии фуросемида 
у крыс обусловлены изменениями функциональной 
активности почек на протяжении суток. 
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