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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ -  изучение возможности накопления в почке крыс зеленого флюоресцентного белка (ЗФБ) в 
условиях экспериментальной хронической почечной недостаточности (ХПН). МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Экспериментальную 
группу составили крысы линии Вистар (n=13), подвергнувшиеся субтотальной нефрэктомии (СНЭ), через 8 недель после 
которой животным через желудочный зонд вводили ЗФБ. В качестве контрольной группы использовали животных с 
интактными почками (n=12). В обеих группах определяли концентрацию креатинина, мочевины плазмы крови, суточный 
диурез, концентрацию альбумина и креатинина мочи с расчетом отношения альбумин/креатинин (ACR), концентрацион
ного индекса (Ucr/P cr) и клиренса креатинина (Ccr), а также проводили светооптическое и электронномикроскопическое 
исследование почек. Для оценки накопления ЗФБ в энтероцитах и клеточных популяциях нефрона применяли конфокаль
ную микроскопию. РЕЗУЛЬТАТЫ. Установлено, что ЗФБ всасывается энтероцитами и, поступая в системную циркуляцию, 
накапливается в везикулах клеток проксимального канальца (ПК). Морфологические и функциональные изменения у крыс 
с развивающейся почечной недостаточностью после СНЭ сопровождается значительным снижением накопления ЗФБ в 
ПК в сравнении с животными без дисфункции почек. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. На примере модели с ЗФБ у животных с эксперимен
тальной ХПН впервые продемонстрирована принципиальная возможность энтерального транспорта и накопления в клет
ках проксимального сегмента нефрона интактных чужеродных белков. Полученные данные открывают новые перспективы 
для изучения роли почек в метаболизме экзогенных протеинов.
Ключевые слова: почка, экспериментальная почечная недостаточность, зеленый флюоресцентный белок, конфокальная 
микроскопия, канальцы.

ABSTRACT
THE AIM of the investigation was to study the possibilities of accumulation of the green fluorescent protein (GFP) in the rat kidney 
under conditions of experimental chronic renal failure (CRF). MATERIALS AND METHODS. The experimental group consisted of 
13 Wistar rats subjected to subtotal nephrectomy (SNE). In eight days after operation GFP was introduced to the animals through 
stomach probe. The control group consisted of 12 rats with intact kidneys. The concentration of creatinine, blood plasma urea, 
diurnal diuresis, concentration of albumin and urine creatinine with calculation of the albumine/cratinine ratio (ACR), concentration 
index (Ucr /Pcr) and creatinine clearance (Ccr ) were determined in both groups. In addition, light-optical and electron-microscopic 
investigations were carried on. Confocal microscopy was used for the assessment of accumulation of GFP in the erythrocytes and

1 В этом номере журнала в качестве передовых статей Редколлегия решила разместить две не совсем обычных для данной рубрики 
работы. Первая представляет собой описание результатов оригинального экспериментального исследования, выполненного большой 
группой сотрудников Института эволюционной физиологии и биохимии им. И.М.Сеченова РАН и Санкт-Петербургского государ
ственного медицинского университета имени акад. И.П. Павлова, под руководством акад. РАН Ю.В. Наточина. На наш взгляд в ней 
содержатся принципиально новые сведения об обмене белка, которые в том числе дают основания существенно пересмотреть ряд 
общепринятых представлений об участии почек в этом процессе. Вторая подготовлена новым членом Редколлегии, заведующим 
кафедрой клинической лабораторной диагностики Санкт-Петербургского государственного медицинского университета имени акад. 
И.П. Павлова, д.м.н. профессором В.Л Эммануэлем, которого мы рады представить нашим читателям, и содержит сведения о современ
ных подходах к выполнению и трактовке результатов анализа мочи, что представляет огромный интерес для подавляющего большин
ства практических врачей.
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cell populations of the nephron. RESULTS. It has been found that GFP is absorbed by erythrocytes and, on coming into the 
systemic circulation, is accumulated in the cell vesicles of the proximal tubules (PT). Morphological and functional changes in the 
rats with the developing renal failure after SNE are followed by a considerable decrease of accumulation of GFP in PT as 
compared with the animals without dysfunction of the kidneys. CONCLUSION. The example of the model with GFP in animals with 
experimental CRF for the first time has demonstrated the fundamental possibility of enteral transport and accumulation of intact 
foreign proteins in the cells of the proximal nephron segment. The data obtained open new perspectives for studying the role of 
the kidneys in metabolism of exogenous proteins.
Key words: kidney, experimental renal failure, green fluorescent protein, confocal microscopy, tubules.

ВВЕДЕНИЕ

Изучение белкового метаболизма при хрони
ческой болезни почек (ХБП) привлекает внимание 
исследователей по ряду причин. Важнейшим про
явлением ренальной дисфункции служит снижение 
скорости клубочковой фильтрации (СКФ) с после
дующим увеличением концентрации конечных про
дуктов белкового обмена (мочевина, креатинин) в 
сыворотке крови, при этом протеинурия рассмат
ривается как значимый фактор развития хроничес
кой почечной недостаточности (ХПН) [1]. В этом 
случае проблема заключается не столько в поте
ре белка с мочой, сколько в избыточном поступ
лении белков в просвет проксимального сегмента 
нефрона и в чрезмерной нагрузке на системы ре
абсорбции и гидролиза белков в его клетках [2].

Обычно молчаливо полагают, что протеинурия 
обусловлена фильтрацией в клубочках белков эн
догенного происхождения. При этом не учитыва
ют возможности всасывания в тонкой кишке не
расщепленных белков и полипептидов пищи, хотя 
имеются данные о том, что всасывание в таком 
виде происходит в кишке животных и человека [3].

В связи с изложенным представляет значитель
ный интерес оценка возможности почек по обра
ботке эндогенных и экзогенных белков, а в част
ности -  возможность всасывания чужеродных бел
ков в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) и их 
поступление в клетки проксимального отдела не
фрона в условиях почечной дисфункции. Суще
ственным представляется выбор модели почеч
ной недостаточности, а также экзогенного белка. 
Использование модели с токсическим поражени
ем почки, например, после введения цисплатина [4], 
или в результате воспалительного повреждения 
почки [5,6] могло создать трудности в оценке ре
зультатов. В этих случаях в наблюдающихся из
менениях всасывания белков было бы необходи
мо вычленить роль не только развивающейся по
чечной недостаточности, но и влияние процесса 
воспаления или действия токсического агента как 
такового. В связи с этим в качестве модели была 
избрана почечная недостаточность, развивающа
яся при субтотальной нефрэктомиии (СНЭ). Для 
характеристики состояния функции почки, связан

ной с реабсорбцией чужеродных белков, служила 
разработанная нами модель всасывания флуорес
центного белка [7]. В качестве маркерного белка 
был использован зеленый флуоресцентный белок 
(ЗФБ), который флюоресцирует только в том слу
чае, когда его молекула интактна и имеет сохра
ненную третичную структуру [8]. Исследование 
возможности и особенностей накопления этого бел
ка в почке крыс при развивающейся ХПН и послу
жило основной целью настоящей работы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объект исследования и структура экспери
мента. Исследование выполнено на самцах крыс 
линии Wistar массой тела 190-220 г, которых со
держали в стандартных условиях вивария Санкт- 
Петербургского государственного медицинского 
университета им. акад. И.П. Павлова. Для созда
ния экспериментальной уремии был применен ме
тод СНЭ [9]. В этой модели прогрессирующая 
дисфункция почек наступает в результате значи
тельной редукции функционирующей массы поч
ки, что приводит к развитию процессов гломеру
лярной гипертензии/гиперфильтрации и прогресси
рующему гломерулосклерозу и протеинурии [10,11].

Под наркозом (тиопентал натрия 50 мг/кг внут
римышечно) c использованием заднепоясничного 
доступа у крыс удаляли 2/3 массы левой почки. 
Через неделю выполняли правостороннюю нефрэк- 
томию. Для сохранения надпочечников почки пе
ред резекцией декапсулировали. В ходе экспери
мента животных содержали на стандартном лабо
раторном пищевом рационе и свободном доступе 
к воде. Через 8 недель после СНЭ у ненаркотизи
рованных крыс проводили функциональное иссле
дование оставшейся почки, на следующий день под 
легким эфирным наркозом брали кровь и ткани для 
морфологического и биохимического исследования.

К началу эксперимента, через 2 месяца после 
СНЭ, масса крыс составляла 250-300 г, в среднем 
увеличиваясь на 34%. Накануне взятия крови и тка
ней у крыс собирали суточную мочу. Для этого 
животных помещали в индивидуальные метаболи
ческие клетки. Определяли объем выделившейся 
за сутки мочи (V), концентрацию альбумина в моче
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(Ualb) и креатинина (UCr), рассчитывали отноше
ние альбумин/креатинин (Ualb/UCr) -  показателя 
отражающего суточную экскрецию альбумина с 
мочой, а также клиренс креатинина (CCr).

В день опыта ненаркотизированным крысам 
вливали в желудок 0,15 мл ЗФБ через резиновый 
зонд. Раствор этого белка в концентрации 0,34 мкг/ 
мл готовили на 0.01 М PBS-буфере, рН 7,3. Здоро
вым крысам-самцам контрольной группы вводили 
через зонд по 0,15 мл раствора флюоресцентного 
белка. Через 20, 120 и 300 мин после введения бел
ков под легким эфирным наркозом крыс декапити- 
ровали, вскрывали брюшную полость и выделяли 
фрагмент (2 см) тонкого кишечника на расстоянии 
20 см от двенадцатиперстной кишки, а также фраг
менты коркового и мозгового вещества почки.

Для количественной оценки состояния гидра- 
тационного статуса в тканях животных определя
ли содержание воды в расчете на грамм сухого 
вещества мышцы бедра, тонкой кишки и коры поч
ки. Для этого у крыс выделяли кусочки этих орга
нов, помещали на кварцевые подложки и взвеши
вали на микроаналитических весах (Mettler AJ100, 
Швейцария). После взвешивания пробы на квар
цевых стеклах помещали на штатив и высушива
ли в термостате при температуре 105°C в течение 
24 ч до постоянного веса, затем вновь взвешивали 
и рассчитывали содержание воды в ткани.

Морфологические методы исследования. Для 
светооптической микроскопии кусочки паренхимы 
почки массой до 100 мг фиксировали в нейтральном 
10%-м формалине в течение 24 ч. После стандарт
ной проводки [12] 5-7-микронные парафиновые сре
зы окрашивали гематоксилином-эозином, по Вейгерту, 
трихромальной окраской по Массону и проводили 
PAS-реакцию. Полученные срезы исследовали с по
мощью микроскопа MICROS 200 A (Австрия).

Выделенные образцы для конфокальной мик
роскопии фиксировали в растворе 4-%-го парафор
мальдегида (Sigma, США) на 0,01 М PBS, рН 7,3 в 
течение 2 часов, затем дважды по 15 мин отмы
вали PBS, после чего пропитывали в 30%-м раство
ре сахарозы на PBS в течение 12 ч при температу
ре 4°С. Для получения гистологических срезов 
кусочки ткани заключали в криогель (Bright, Анг
лия), замораживали в жидком азоте и готовили сре
зы толщиной 5-7 мкм в криостате Leica CM1510 
(Германия) при -20°С. Полученные срезы помеща
ли на покровные стекла, высушивали при комнат
ной температуре и с помощью раствора глицерина 
и PBS (в соотношении 1:1) монтировали на пред
метные стекла. Препараты изучали в микроскопе 
TSC SL (Leica, Германия) с конфокальной пристав
кой DM R (Leica, Германия).

Для анализа изображений, полученных в кон
фокальном микроскопе, использовали компьютер
ную программу Image Tool III. Измеряли интен
сивность флюоресценции равных площадей сопос
тавляемых участков эпителия тонкой кишки и 
проксимального сегмента нефрона, значение интен
сивности выражали в условных единицах. Осно
вой расчета было соотношение флюоресцирующих 
точек (пикселей) в пределах данного участка к 
несветящимся точкам (шкала от 0 до 256). Для 
изучения распределения флюоресценции по длине 
ворсинки кишки на различных гистологических 
срезах анализировали участки эпителия (по 100 
имиджей в каждом опыте) из верхней трети ворси
нок кишки и зоны крипт. Для оценки интенсивности 
свечения клетку эпителия измеряли целиком, вклю
чая щёточную кайму. Для определения величины 
специфической флюоресценции исследуемого бел
ка из значения общей флюоресценции в эксперимен
тах с введением маркерных белков вычитали вели
чину фонового свечения соответствующего конт
рольного опыта.

Для изучения ультраструктуры клеток эпите
лия проксимального отдела нефрона кусочки коры 
почек фиксировали в растворе 2,5% глютарового 
альдегида на 0.1 М натрий-какодиллатном буфере 
(рН 7.2-7.4) в течение 30 мин, отмывали в том же 
буфере и постфиксировали в растворе 1% четыре- 
хокиси осмия на 0.1 М натрий-какодилатном буфе
ре. Затем образцы обезвоживали в серии спиртов 
возрастающей концентрации, абсолютном ацето
не и заключали в смесь эпона и аралдита. Ультра
тонкие срезы готовили на ультратоме Leica Ultracut 
UCT (Германия), собирали на медные сетки и за
тем контрастировали растворами уранил-ацетата 
и цитрата свинца. Полученные образцы изучали в 
электронном микроскопе Leo-910 (Leica, Германия) 
при ускоряющем напряжении 60 кВ.

Методы! лабораторного анализа. Осмоляль- 
ность проб сыворотки крови и мочи определяли с 
помощью миллиосмометра МТ-4 (Буревестник, 
Санкт-Петербург). Концентрация ионов Na+ и K+ в 
сыворотке крови была измерена на анализаторе 
AVL 9140 (США), в моче -  на пламенном фото
метре (Corning 410, Великобритания) в воздушно
пропановом пламени, концентрация ионов Ca2+ и 
Mg2+ -  на атомном абсорбционном спектрофото
метре (Hitachi, мод. 508, Япония). Для построения 
калибровочной кривой были использованы стандар
ты фирмы Sigma и Aldrich Chemical Company Inc. 
(США). Ualb определяли иммунохимическим ме
тодом с нефелометрической детекцией на автома
тическом анализаторе Array-360 (Beckmann, 
США). Содержание в крови и моче всех осталь
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ных показателей определяли по стандартным ме
тодикам на биохимическом автоанализаторе 
(COBAS MIRA, Beckmann, США).

Статистическая обработка. Различия в 
группах определяли с использованием стандарт
ных непараметрических тестов сравнения в лицен
зионном пакете статистических программ SPSS 
11.0. Достоверными считали различия при значе
нии р<0.05.

Реактивы. GFP (зеленый флюоресцентный бе
лок) получен из лаборатории механизмов биосин
теза белка (Институт белка РАН, Пущино на Оке).

Эксперименты проводили в соответствии с 
международными стандартами по работе с экспе
риментальными животными.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Функциональное состояние почек живот- 
mix. У экспериментальных животных через 8 не
дель после СНЭ было отмечено снижение CCr, со
провождавшееся увеличением концентрации кре
атинина и мочевины в сыворотке крови (табл. 1), 
что соответствовало развитию 1-2 стадии экспе
риментальной ХПН [8]. Другими маркерами ре
нальной дисфункции являлись увеличение мочевой 
экскреции альбумина, отражающее процессы ги
перфильтрации в остаточных нефронах, и сниже
ние его сывороточной концентрации (табл. 2). Сы
воротка крови крыс, подвергнутых СНЭ, не отли
чалась от контрольных животных по осмоляльности 
и концентрации ионов Na, K, Mg, Ca, что, очевид
но, обусловлено развитием компенсаторной гипер
трофии оставшейся части почки, обеспечивающей 
сохранность основных гомеостатических парамет
ров жидкостей внутренней среды на данном этапе 
развития дисфункции почек (табл. 1). Вместе с тем, 
в группе экспериментальной ХПН выделение натрия 
с мочой было снижено (табл. 2), а экскреция осмо

Таблица 1
Показатели сыворотки крови у здоровых 

крыс и при частичной нефрэктомии 
№±SD)

Параметры Контроль(n=12) ХПН (n=13)

PCr мкмоль/л 45,8±5,9 67,4±9,5***
ССг мл/мин 1,28±0,47 0,8±0,22**
PUr ммоль/л 5,6±0,8 13,0±2,1***
PUA мкмоль/л 61,5±10,1 71,4±17,5*
Рд!Ь Г/л 38,8±1,5 33,5±3,2**
POsm мосм/кг 308±5 312±6ns
PNa ммоль/л 139±2 139±2ns
PK ммоль/л 4,7±0,4 4,8±0,4ns
PMg ммоль/л 0,9±0,1 0,9±0,3ns
PCa ммоль/л 2,2±0,2 2,3±0,2ns

Примечание. Достоверность отличий по отношению к конт
ролю во всех таблицах: * - р<0.05, ** - р<0.01, ***- р<0.001,

-  недостоверно.

Таблица 2
Показатели функции почки у здоровых крыс 

и при частичной нефрэктомии (M±SD)

Параметры Контроль(n=12) ХПН (n=13)

V, мкл/мин100 г 2,1±0,6 2,7±0,7ns
UOsm, мосм/КГ Н2О 1263±298 1119±175ns
UNa ммоль/л 87±29 32±18*
UK ммоль/л 160±24 160±28ns
UMg ммоль/л 7±5 11±4ns
UCa ммоль/л 0,4±0,1 0,3±0,2ns
UCr, ммоль/л 8,8±2,7 7,9±2,0ns
UAlb мГ/л 3,6±3,8 45,7±56,0**
UAlb/UCr, мГ/Г 0,23±0,21 7,1±8,8**
СН2О, мкл/мин100 г -6,0±0,3 -6,7±1,2ns
Со!!т ,мкл/мин100 г 8,0±0,6 9,4±1,8*
CNa, мкл/мин100 г 1,3±0,6 0,7±0,4ns
CNaH20, мкл/мин100 г 0,8±0,5 2,0±0,5**
U^V, мкосм/мин100г 2,46±0,19 2,94±0,57*
UNaV, мкмоль/мин100г 0,17±0,06 0,09±0,02*
UKV, мкмоль/мин100г 0,32±0,05 0,43±0,12*
UMgV, мкмоль/мин100г 0,013±0,010 0,029±0,010ns
UCaV, мкмоль/мин100г 0,0007±0,0004 0,0009±0,0006ns

Примечание. Достоверность отличий по отношению к контро
лю во всех таблицах: * - р<0.05, ** - р<0.01, ns -  недостоверно.

тически активных веществ оказалась выше, что 
зависит от выделения других ионов и мочевины.

При исследовании состояния гидратации тка
ней у крыс с СНЭ не было найдено достоверных 
отличий от контроля по содержанию воды в мыш
цах бедра, тонкой кишке и мозговом веществе поч
ки (табл. 3). Увеличение содержания воды обнару
жено только в корковом слое почки (см. табл. 3).

Морфологическая картина почки. У конт
рольных животных при световой микроскопии со
стояние интерстиция и клубочков соответствова
ло описанной норме [13]. Неизмененную структу
ру клеток эпителия проксимальных канальцев (рис. 
1а) характеризовала светлая гомогенная цитоплаз
ма с базально-расположенными ядрами (черная 
стрелка). Апикальная часть клеток в области ще
точной каемки имела PAS-положительную реак
цию. Клубочки интактных животных с тонкопет
листыми капиллярами свободно располагались в 
мочевом пространстве (рис. 1б). Мезангиальный 
матрикс был представлен в незначительном коли
честве, в котором выявляли только единичные 
мезангиоциты (см. рис. 1б).

Таблица 3
Содержание воды (г/г сухого вещества 
ткани) у здоровых крыс ипри частичной 

нефрэктомии ^ ± m )
Исследуемые
ткани

Контроль
(n=12)

Субтотальная 
нефрэктомия (n=13)

Мышца бедра 3,05±0,05 3,08±0,02ns
Тонкая кишка 2,97±0,17 3,22±0,04ns
Кора почки 2,77±0,09 3,05±0,07*
Мозговое вещ-во 4,08±0,38 3,81±0,12ns
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Рис.1. Строение коры почек контрольных животных (а, б) и животных после СНЭ (в, г). PAS-реакция. а -  Структура клубочка 
интактных крыс с тонкими базальными мембранами капилляров, единичными эндотелиоцитами и скудным мезангиаль
ным матриксом. Увеличение х 350. б -  Нормальная структура эпителия проксимальных канальцев, имеющих светлую 
гомогенную цитоплазму (красная стрелка) и базально-расположенное ядро (черная стрелка). Апикальная часть клеток в 
области щеточной каемки имеет PAS-положительную реакцию. Увеличение х 450. в -  Структура изменений в клубочках на 
фоне 5/6 НЭ. Выявляется увеличение в размерах клубочка, расширение мочевого пространства Боуменовой капсулы 
(красный наконечник стрелки). Сегментарная гиперклеточность мезангия с раширением мезангиального матрикса (чер
ная стрелка) и спайками (красная стрелка). Увеличение х 350. г -  Структурные изменения в эпителии проксимальных 
канальцев у животных с 5/6 НЭ. Отмечается появление в цитоплазме клеток значительного числа PAS-позитивных гранул 
(красные стрелки), апикальное расположение ядер клеток (черная стрелка), слущивание клеток в просвет проксимальных 
канальцев (наконечник стрелки). Увеличение х 450.

Рис. 2. Ультраструктура клеток проксимального сегмента нефрона у контрольных животных (а) и крыс после СНЭ (б). 
Стрелками указаны элементы тубуло-везикулярного компартмента эпителиоцитов. В -  везикулы, М -  митохондрии, МВ -  
микроворсинки, Я -  ядро.
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Рис. 3. Флюоресценция энтероцитов после введения в просвет тонкой кишки раствора ЗФБ у здоровых крыс (а) и у крыс 
после СНЭ (б).

Рис. 4. Флюоресценция клеток эпителия проксимального канальца после введения в просвет тонкой кишки раствора ЗФБ 
у здоровых крыс (а) и у крыс после СНЭ I(6).

У животных, подвергнутых СНЭ, светоопти
чески были обнаружены закономерные морфоло
гические изменения в различных отделах нефро- 
на. В сравнении с интактными крысами наблюда
ли приблизительно 1,5-кратное увеличение размера 
клубочков с расширением мочевого пространства 
Боуменовой капсулы, расширение мезангиального 
матрикса с умеренным увеличением количества 
мезангиоцитов, спайки капиллярных петель со стен
ками капсулы, а также сдавление капиллярных 
петель (рис. 1, г). Кроме этого в отдельных клу
бочках выявляли очаговый склероз капсулы и скле
роз капиллярных петель, причем измененные клу
бочки иногда имели при этом лапчатую форму.

Существенные морфологические изменения 
обнаружены в проксимальных канальцах. Среди

них можно отметить увеличение содержания в ци
топлазме клеток PAS-позитивных гранул, появле
ние интрацитоплазматических вакуолей, выбуха
ние апикальной части цитоплазматической мемб
раны клеток канальцев в просвет, а также 
апикальное и интермедиарное положение ядер у 
значительного числа клеток (рис. 1, в). Наряду с 
этим встречались очаговые расхождения межкле
точных контактов, локальное исчезновение PAS- 
положительной реакции щеточной каемки и слу- 
щивание некоторых клеток в просвет канальцев.

Электронно-микроскопическое исследование 
коры почек показало снижение количества элемен
тов тубуло-везикулярной сети в апикальной части 
цитоплазмы эпителиоцитов, а также деформацию 
микроворсинок апикальной мембраны у животных
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Время, мин.
▲ -  крысы с СНЭ ■  -  здоровые крысы

Рис. 5. Динамика интенсивности флюоресценции клеток 
эпителия проксимального канальца почки после перораль
ного введения ЗФБ. Абсцисса -  время, минуты. Ордината 
-  интенсивность флюоресценции в условных единицах. 
Достоверность отличий интенсивности флюоресценции в 
контроле и у крыс после СНЭ ( * - р<0.05, ** - р<0.001).

после СНЭ почек (рис. 2, а,б). Особенно отчетли
во эти изменения выявлялись в клетках прокси
мального канальца через 5 ч после введения ЗФБ.

Таким образом, наряду с функциональными, в 
оставшейся части почки у крыс с СНЭ обнаруже
ны и морфологические изменения, характерные для 
ранних стадий развития экспериментальной ХПН 
и касающиеся гломерулярного аппарата [14], а так
же структуры клеток проксимального сегмента 
нефрона.

Всасывание ЗФБ в ж елудочно-кишечном  
тракте и его накопление в проксимальные ка
нальцах почки. Изучение срезов тонкой кишки 
крыс в конфокальном микроскопе показало, что 
через 20 мин после введения ЗФБ в просвет желу
дочно-кишечного тракта в клетках эпителия тон
кой кишки выявляется специфическая флюоресцен
ция этого белка (рис. 3). Она была практически 
одинакова у контрольных животных и у крыс пос
ле СНЭ и составляла 18,7±2,3 усл.ед. и 17,4± 2,2 
усл.ед., соответственно. Распределение свечения 
после введения ЗФБ в цитоплазме энтероцитов у 
крыс обеих групп также было равномерным (рис. 
3, а,б).

После введения ЗФБ в желудочно-кишечный 
тракт уже через 20 мин при конфокальной микро
скопии была заметна зеленая флюоресценция кле
ток эпителия проксимальных канальцев. При этом 
не обнаружено свечения в клетках остальных от
делов нефрона. Распределение флюоресценции в 
цитоплазме клеток проксимального канальца у 
крыс после СНЭ было неравномерным. Выявлено 
интенсивное свечение в образованиях округлой 
формы размером 0,5-2,0 мкм. В эпителиоцитах кон
трольных крыс количество таких образований было 
больше, и они были равномерно распределены по 
цитоплазме клеток (рис. 4, а,б).

Интенсивность зеленой флюоресценции возра

стала в течение нескольких часов после введения 
ЗФБ, ее максимум отмечен через 5 часов (рис. 5).

О БС УЖ ДЕНИЕ

В просвете желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) при переваривании разнообразных пищевых 
протеинов образуется огромное количество пепти
дов и фрагментов белковых молекул. По класси
ческим представлениям основным источником 
поступления пищевого азота в кишечник млекопи
тающих являются образовавшихся в результате 
гидролиза протеинов свободные аминокислоты, а 
также небольшие пептиды (преимущественно ди- 
и трипептиды), которые абсорбируются клетками 
эпителия кишки, а затем транспортируются в цир
куляцию [15-20]. Однако и более крупные пепти
ды, а также белковые молекулы, находящиеся в 
просвете ЖКТ даже в небольших количествах 
(микрограммы), могут подвергаться трансэпите
лиальному транспорту в тонкой кишке и появлять
ся в циркуляции, вызывая локальные или систем
ные биологические эффекты [21-23]. Хотя возмож
ность эпителиального транспорта более крупных 
белковых фрагментов снижается по мере увели
чения молекулярной массы и длины аминокислот
ной последовательности [24], подобного рода транс- 
цитоз показан для целого ряда белковых молекул 
-  некоторых энзимов [25], бычьего сывороточно
го альбумина [26], яичного альбумина [27], оваль
бумина [28], пероксидазы хрена [29,30], иммуно
глобулинов [31,32] и некоторых других белков [33
35]. Такие механизмы поступления полипептидов 
и белков могут иметь существенное значение для 
организма в связи с возможностью модулировать 
функции иммунной, эндокринной, нервной, сердеч
но-сосудистой, а, вероятно, и других систем, как в 
норме, так и при патологических условиях [22].

Неспецифический и рецептор-опосредованный 
трансцитоз белковых фрагментов и нативных бел
ковых молекул в тонкой кишке изучен недостаточ
но, хотя известно, что он в существенной степени 
может определяться холинергическими механиз
мами, активностью рецептора IgE, стрессом, па
тологическими изменениями энтероцитов [28, 36
38]. Кроме того, установлено, что в кишке крыс, 
как и в клетках проксимального сегмента нефро
на, экспрессируются мегалин и кубилин [39], кото
рые осуществляют рецептор-опосредованный эн- 
доцитоз различных белков [40-42].

Ранее опубликованные исследования впервые 
продемонстрировали возможность попадания ин
тактных белковых молекул (на примере желтого 
флюоресцентного протеина) из просвета кишечни
ка в кровоток с последующей аккумуляцией в поч
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ке [7]. Полученные результаты определенно пока
зывают, что ЗФП также относится к белкам, спо
собным подвергать трансцитозу в энтероцитах in 
toto. Доказательством этого является обнаруже
ние характерного для ЗФП свечения в энтероци
тах и постепенное последующее накопление его в 
клетках проксимальных канальцев крыс с нормаль
ной функцией почек. Очевидно, быстро попадая в 
системную циркуляцию, данная молекула белка с 
относительно небольшой молекулярной массой 
легко проникает в клубочковый ультрафильтрат и 
реабсорбируется эпителиоцитами канальцев.

В работе представлены прямые доказательства 
того, что интактные молекулы всасывающегося в 
кишке белка могут попадать в клетки проксималь
ного канальца и в условиях развития ренальной дис
функции. При этом процесс кишечного транспорта 
ЗФП сохраняется в полной мере, поскольку интен
сивность флюоресценции данного белка в цитоп
лазме энтероцитов у них не отличалась от группы 
контроля (см. рис. 3).

Представляемые экспериментальные данные 
могут иметь принципиальное значение для пони
мания влияния количества и состава белковых 
молекул, поступающих с пищей, на развитие и про
грессирование дисфункции почек. Так, к настоя
щему времени имеется целый ряд фактов, указы
вающих на то, что режим белкового питания не
безразличен для функционального состояния почек. 
Развитие альбуминурии ассоциируется с увеличе
нием потребления белка с пищей [43], а гипопро
теиновая диета приводит к замедлению темпов 
прогрессирования ХБП [44]. Однако качественный 
состав потребляемых протеинов также может ока
зывать определенное влияние на состояние парен
химы почек. Например, известно, что динамика 
СКФ в ответ на острую нагрузку белками живот
ного и растительного происхождения существенно 
различается [45], а назначение соевого белка ока
зывает благоприятное влияние на прогрессирова
ние экспериментальной ХПН вне зависимости от 
его суточной дозы [46], что может быть связано 
со снижением экспрессии TGF-beta -  важного фак
тора развития фиброза в почечной ткани [47]. В 
контексте полученных данных мы предполагаем, 
что по крайней мере частично эффекты изменения 
потребления белка связаны со способностью от
дельных белков и (или) крупных пептидов проникать 
из просвета ЖКТ в циркуляцию, затем в почку и 
оказывать прямое действие на ее функции.

Морфологические и функциональные данные в 
группе исследованных нами крыс с СНЭ характе
ризуют относительно ранние стадии развития экс
периментальной хронической дисфункции почек

(почечной недостаточности), поскольку, наряду с 
явными морфологическими признаками изменений 
гломерулярной гемодинамики [14,48] и дистрофи
ческими изменениями канальцев, были обнаруже
ны только начальные свидетельства формирова
ния нефросклероза. Вместе с тем, в данном ис
следовании определенно установлено, что 
способность почек аккумулировать ЗФП у живот
ных с начальными морфологическими и функцио
нальными признаками ренальной дисфункции пос
ле СНЭ, в сравнении со здоровыми животными, 
существенно ниже.

С одной стороны, обнаруженные различия мо
гут быть связаны с развитием процессов гипер
фильтрации в остаточных нефронах после экспе
риментальной редукции 5/6 почечной паренхимы 
[14,48]. Гиперфильтрация, в свою очередь, приво
дит к увеличению транспортной загрузки прокси
мального отдела нефрона, в том числе и белками 
с относительно низкой молекулярной массой, что 
подтверждается существенным нарастанием кон
центрации альбумина в моче у крыс с СНЭ. Та
ким образом, можно предположить, что одной из 
причин снижения накопления ЗФП в клетках про
ксимальных канальцев является конкуренция за 
системы реабсорбции белков.

С другой стороны, весьма вероятно, что 
снижение аккумуляции ЗФП определяется и на
чальными структурными изменениями эпителио- 
цитов проксимального отдела нефрона у крыс с 
экспериментальной ХПН, обнаруженными на све
тооптическом уровне и при электронной микроско
пии (см. рис. 1, 2).

При обсуждении патогенеза ренальной дисфун
кции редко уделяют внимание неэкскреторным 
функциям почки, к которым относится выработка 
физиологически активных веществ, поступающих 
в системный кровоток, а также поддержание нор
мального метаболизма углеводов, липидов и бел
ков [49]. Вместе с тем, полученные данные пока
зывают, что при относительно ранних стадиях раз
вития экспериментальной ХПН, когда оставшаяся 
часть почки довольно успешно справляется с под
держанием ряда важнейших физико-химических 
констант жидкостей внутренней среды, функция 
больного органа по всасыванию и обмену белко
вых молекул уже существенно страдает. Это про
является в виде снижения реабсорбционной емко
сти клеток проксимальных канальцев, показанной 
в модельных экспериментах [50], и подтвержда
ется нашими данными для ЗФБ. Уменьшение со
держания альбумина в циркуляции, несмотря на 
отсутствие протеинурии «нефротического» уровня, 
может рассматриваться как результат этого про

14
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цесса (см. табл. 1). В свою очередь, нарушение 
функции почек по участию в метаболизме белка 
может иметь значительные последствия для орга
низма, поскольку известно, что снижение концент
рации альбумина сыворотки крови (как маркера на
рушения белкового обмена) тесно ассоциируется со 
снижением выживаемости больных с ХБП [51].

Таким образом, модель с применением флюо
ресцентного белка, впервые использованная в на
шей работе у животных с экспериментальной ХПН, 
позволила показать, что интактные чужеродные 
белки могут всасываться в ЖКТ, попадать в сис
темный кровоток и в почку, а их накопление в клет
ках проксимального сегмента нефрона значительно 
меньше, чем у контрольных животных. Получен
ные данные открывает новые перспективы для изу
чения роли почек в белковом метаболизме при раз
вивающейся почечной недостаточности, включая 
канальцевую реабсорбцию не только эндогенных, но 
и экзогенных белков, а также обращают внимание 
на необходимость изучения нарушений важнейших 
неэкскреторных функций почек и их последствий при 
анализе прогрессирования нефропатий.

Работа выполнена при поддержке РФФИ 
(проект N  05-04-49836), программы! «Ведущие 
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