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У крыс с оригинальной моделью нефрогенной гипертензии 
проведено гистохимическое картирование NADPH-диафоразы 
(нитроксидсинтазы) в различных функциональных отделах 
почки в динамике и при использовании фуросемида, дибазола 
и клонидина. При введении этих препаратов изменение актив‑
ности синтеза оксида азота в различных сегментах нефрона 
имело неодинаковую направленность. Стабильное усиление 
нитроксидпродуцирующей функции зафиксировано при вве‑
дении клонидина. Повышение уровня нитроксидергической 
активности в этом случае может способствовать поддержанию 
активной вазодилатации и приводить к постепенному сниже‑
нию продукции ренина. Увеличение активности нитроксидсин‑
тазы в почечных клубочках и собирательных трубочках было 
присуще также дибазолу, однако данные эффекты отличались 
меньшей выраженностью и длительностью. Незначительное 
повышение активности фермента в проксимальных отделах 
нефрона наблюдалось на 1-й неделе введения дибазола. На‑
именьшее влияние на нитроксидпродуцирующую функцию 
почек продемонстрировал фуросемид.

Артериальная гипертензия (АГ) является одним из ос‑
новных нефрологических синдромов, который может 
возникнуть на любом этапе почечного заболевания 
[1]. Большое значение в патогенезе гипертензивного 
синдрома отводится гемодинамическим нарушени‑
ям, сопровождающимся ишемией почечной ткани с 
последующей активацией ренин-ангиотензин-аль‑
достероновой системы и задержкой натрия и воды 
[8]. Прогрессирующая атрофия интерстициальной 
ткани почек сопровождается угнетением выработки 
депрессорных веществ, таких как простагландины, 
кинины и оксид азота. Описанные к настоящему вре‑
мени биологические эффекты оксида азота определяют 
важную роль нитроксидергического механизма почек 
в согласовании функциональной активности органа с 
уровнем его кровенаполнения [2, 4]. Вазомоторные, 
нейромодуляторные и гуморальные эффекты нитрок‑
сида, вырабатываемого различными отделами нефрона 
и интерстициальными элементами, дополняются его 
влиянием на экскреторную функцию почек, водно-
солевой обмен и тубулогломерулярный баланс [6, 7].

Снижение синтеза оксида азота в почках, наблю‑
даемое при эссенциальной гипертензии, приводит 
к стабилизации АГ и ускоряет патологическое ре‑
моделирование сердечно-сосудистой системы [11]. 
В этой связи нитроксидергическая функция почек 
рассматривается как эффективная терапевтическая 
мишень в комплексной терапии АГ. Однако до насто‑
ящего времени сведения об нитроксидмодулирующих 

эффектах большинства гипотензивных препаратов 
остаются весьма фрагментарными. В настоящей работе 
мы анализировали влияние некоторых гипотензивных 
препаратов (фуросемида, клонидина, дибазола) на 
нитроксидергическую активность почек при экспери‑
ментальной нефрогенной гипертензии.

Материал и методы. Исследование выполнено на 90 
белых нелинейных крысах-самцах массой 200–220 г. 
Артериальная гипертензия формировалась при раз‑
рушении паренхимы почек путем введения 0,1 мл 
10 % раствора формалина в передний полюс правой 
и левой почки [10]. Преимуществами данной модели 
являются простота выполнения (не требуется полост‑
ной операции) и высокая степень воспроизводимости 
результатов. Динамические структурные перестройки 
в почечной ткани сопровождаются постепенным повы‑
шением артериального давления (АД). Измерение АД 
у экспериментальных животных проводили ежедневно 
в утренние часы неинвазивным методом с помощью 
аппарата PanLab-LE501 (Испания).

Животные были разделены на 5 групп:
1-я группа (группа АГ) – 20 животных с моделью АГ, 
не получавших лекарственной терапии.
2-я группа – 20 животных с моделью АГ, которым на‑
чиная с 28-го дня после операции внутрибрюшинно 
вводили петлевой диуретик (фуросемид, 1 мг/кг);
3-я группа – 20 животных с моделью АГ, которым начи‑
ная с 28 дня после операции внутримышечно вводили 
α2-адреномиметик (клонидин, 0,01 мг/кг);
4-я группа – 20 животных с моделью АГ, которым начи‑
ная с 28 дня после операции внутримышечно вводили 
спазмолитик (дибазол, 0,1 мг/кг);
5-я группа (контроль) – 10 ложнооперированных жи‑
вотных, которым в почки вышеописанным способом 
вводили физраствор.

Крыс 1-й группы выводили из эксперимента на 7, 14, 
28 и 42-е сутки после операции, крыс 2–4-й групп – на 
7, 14, 28 и 42-е сутки после начала фармакологической 
коррекции АГ (по 5 крыс в каждой точке).

Изучение распределения и активности нитроксид‑
синтазы (NOS) проводилось на серийных продольных 
срезах почек с помощью гистохимического метода на 
NADPH-диафоразу, предложенного Hope и Vincent 
(1989). Исследуемый материал в течение 4 часов фик‑
сировали в охлажденном, приготовленном на 0,1М 
фосфатном буфере (рН 7,4) 4 % растворе параформаль‑
дегида, затем в течение суток промывали при той же 
температуре в 0,1М фосфатном буфере (рН 7,4) и на 
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ночь оставляли в 30 % забуференном растворе сахаро‑
зы. Из замороженных в криостате образцов изготав‑
ливали срезы толщиной 25 мкм, которые помещали в 
среду, состав и конечная концентрация которой были 
следующими: 50 мМ трис-буфер (рН 8,0), 1 мМ NADPH 
(Sigma, США), 0,5 мМ нитросинего тетразолия (Sigma, 
США) и 0,2 % тритон Х-100 (ISN, США). Инкубацию 
проводили в течение 30 мин при температуре 37°С, 
после чего срезы ополаскивали в дистиллированной 
воде, обезвоживали по стандартной методике и за‑
ключали в бальзам.

Количественную оценку плотности преципитата 
проводили с использованием видеокомпьютерной 
системы, смонтированной на микроскопеeJenaval (Karl-
Zeiss, Германия) и оснащенном программой обра‑
ботки данных AxioVision Rel.4.8 Software. Цифровую 
обработку изображения проводили также с помощью 
программ Adobe Photoshop 7.0 и ImageJ. Активность 
фермента выражали в единицах оптической плотности 
(ЕОП). Обработка полученных данных проводилась 
методом вариационной статистики с вычислением 
средней арифметической и ошибки средней. Оценку 
значимости различий двух независимых и зависимых 
совокупностей выполняли с помощью критерия Стью‑
дента и показателя вероятности различий.

Результаты исследования. Систолическое АД у крыс 
до операции составляло 120,0±3,7, через 2 недели – 
156,0±2,7 и через 4 недели – 181,0±5,2 мм рт.ст.; данное 
состояние сохранялось до 6-й недели эксперимента. 
При использовании гипотензивных препаратов через 
4 недели терапии показатели АД в среднем снижались 
до 128,0±3,4 мм рт.ст.

При гистохимическом исследовании нефроциты 
канальцевого аппарата, эпителий мозговых трубочек 
и структурные элементы клубочков почек маркиро‑
вались на NADPH-диафоразу. У животных группы 
контроля эпителий проксимальных канальцев окра‑
шивался в темный сине-фиолетовый цвет, диформазан 
располагался в эпителиоцитах в виде крупных гранул, 
плотность преципитата равнялась 29,3±2,3 ЕОП. Эпи‑
телий дистальных канальцев коркового вещества и 
собирательных трубочек окрашивался в синий цвет 
(46,7±2,2 ЕОП). Сосудистый клубочек почечного тель‑
ца имел наиболее низкую активность NADPH-диа‑
форазы: при гистохимической реакции приобретал 
сиреневый цвет с мелкодисперсным голубым осадком 
с показателями оптической плотности 32,2±2,9 ЕОП.

В эпителиоцитах проксимальных канальцев на 2-й 
неделе эксперимента наблюдалось повышение актив‑
ности NADPH-диафоразы в 1,3 раза по сравнению с 
показателями контрольной группы. К концу 6-й недели 
регистрировался последовательный спад активности 
фермента до 16,4±5,4 ЕОП. В дистальных канальцах 
на 2-й неделе эксперимента отмечалось снижение диа‑
форазной активности в 1,2 раза (до 56,5±4,1 ЕОП). К 
исходу 4-й недели активность фермента незначительно 
возрастала, а к концу 6-й недели снижалось до 45,9±2,9 
ЕОП, что ниже контрольных показателей в 1,2 раза. 

В собирательных трубочках в течение 4 недель экспери‑
мента отмечалось постепенное увеличение активности 
NADPH-диафоразы, которое сменялось резким спадом, 
достигая минимума к исходу 6-й недели (21,7±4,6 ЕОП). 
В клубочках в течение 4-х недель после операции актив‑
ность фермента нарастала (до 57,2±4,5 ЕОП, в 1,8 раза 
выше нормы), а затем постепенно снижалась.

В условиях развивающейся АГ использование гипо‑
тензивных препаратов изменяло динамику активности 
NADPH-диафоразы во всех структурах почки. При 
введении фуросемида в эпителиоцитах проксималь‑
ных канальцев динамика активности фермента имела 
несколько фаз: к концу 2-й недели она снижалась до 
пределов контрольных значений (28,7±2,5 ЕОП), к 
концу 4-й увеличивалась до 44,3±2,2 ЕОП и на 6-й 
неделе применения препарата вновь приближалась к 
контрольным показателям (рис., а). В эпителиоцитах 
дистальных канальцев на протяжении 4 недель коррек‑
ции происходило постепенное увеличение активности 
энзима, достигавшее нормы, и только лишь к исходу 
6-й недели наблюдалось ее снижение. Аналогичная 
динамика отмечалась в почечных тельцах. В эпителии 
собирательных трубочек отмечена тенденция к уве‑
личению показателей ферментативной активности на 
протяжении всего эксперимента; к концу 6-й недели 
активность NADPH-диафоразы приближалась к кон‑
трольным значениям.

У животных, получающих клонидин, в эпителио‑
цитах проксимальных канальцев почек в течение 4 
недель наблюдалось последовательное увеличение ак‑
тивности NADPH-диафоразы в 1,4 раза по сравнению 
с контрольными показателями, и лишь к концу 6-й 
недели активность фермента незначительно снижалась, 
приближаясь к норме. Аналогичные изменения отме‑
чались в эпителиоцитах дистальных канальцев (рис, б). 
В собирательных трубочках мозгового вещества в 
течение 4 недель коррекции происходило повышение 
активности фермента, достигавшее 56,0±3,8 ЕОП, а к 
концу 6-й недели отмечался ее спад (рис., в). В почеч‑
ных тельцах высокая активность фермента (в 1,7 раза, 
превышавшая показатели контроля) сохранялась на 
протяжении 4 недель, а к концу 6-й недели она сни‑
жалась до 43,5±4,1 ЕОП.

При введении дибазола крысам с АГ в эпителиоци‑
тах проксимальных канальцев почки в течение всего 
эксперимента показатели активности фермента ос‑
тавались в пределах контрольных значений. В эпите‑
лиоцитах дистальных канальцев происходило после‑
довательное увеличение диафоразной активности до 
контрольных значений на протяжении всех 6 недель. 
В почечном клубочке в течение срока наблюдения 
отмечался рост показателей активности энзима – в 1,6 
раза по сравнению с показателями контроля (рис., г). 
В собирательных трубочках наблюдаемое в течение 4 
недель повышение показателей активности NADPH-
диафоразы до 48,0±4,3 ЕОП к 6-й неделе эксперимен‑
та сменялось уменьшением активности фермента до 
уровня контрольных значений.



Тихоокеанский медицинский журнал, 2013, № 236 Оригинальные исследования

Проксимальные извитые канальцы почек, как по‑
казывают данные настоящего исследования, обладают 
максимальным уровнем активности NADPH-диафора‑
зы (NOS). В этом отделе синтезируется большая часть 
почечного L–аргинина – субстрата NOS [9]. Высокая 
активность этого энзима обусловлена функциональ‑
ными особенностями данного участка канальцевой 
системы нефрона и напрямую связана с регуляцией 
таких процессов, как секреция креатинфосфата, ак‑
тивная и облигатная реабсорбция электролитов, воды, 
некоторых органических веществ и их транспортом в 
интерстиций [15]. В эпителии дистальных канальцев, 
обладающем средним уровнем активности NOS, с 
участием оксида азота происходит активная и фа‑
культативная (альдостеронзависимая) реабсорбция 
электролитов и пассивная реабсорбция воды, регу‑
лируемая антидиуретическим гормоном [3, 6]. Оксид 
азота, продуцируемый NOS собирательных трубочек, 
участвует в регуляции натрийуреза и выведения воды. 
Можно предположить, что увеличение активности 
NADPH–диафоразы, а следовательно, и повышенное 
образование оксида азота в эпителии проксимальных 
канальцев и собирательных трубочек, которое мы на‑
блюдали у экспериментальных животных в первые 2–4 
недели после операции, может отражать становление 
компенсаторных процессов, направленных на стиму‑
ляцию натрийуреза и диуреза, уменьшение объема 
циркулирующей крови и снижения АД. Наблюдаемая 
при развитии АГ активация фермента в клубочках на‑
правлена на улучшение реологических свойств крови, 
поддержание активной вазодилатации и нормальной 
интракортикальной и медуллярной гемодинамики, 
а следовательно, и адекватной ультрафильтрации в 
условиях развивающейся АГ.

В эндотелии капилляров клубочка, его капсуле и 
мезангиальных клетках NADPH-диафораза отражает 
каталитическую активность различных изоферментов 
семейства нитроксидсинтаз. Наличие NADPH-диафо‑
разы в эндотелиальных клетках и капсуле клубочка 
свидетельствует об экспрессии эндотелиальной, а в 
мезангиальных клетках – индуцибельной изоформы 
фермента [8, 12, 14]. Поэтому нельзя исключать, что 
второй пик активности фермента, наблюдавшийся 
в почечных клубочках животных с АГ на 4-й неделе 
эксперимента, определяется экспрессией именно ин‑
дуцибельной NOS.

В эпителии собирательных трубочек у экспери‑
ментальных животных на фоне нарастания АД за‑
регистрировано уменьшение активности NOS, что 
свидетельствует о том, что уже на ранних стадиях 
заболевания создаются предпосылки для нарушения 
образования оксида азота в количествах, необходимых 
для адекватного поддержания натрийуреза и выведе‑
ния воды. Данный процесс напрямую связан с ранним 
развитием атрофии мозгового слоя, приводящей к 
уменьшению образования не только оксида азота, но 
и других депрессорных веществ – кининов и проста‑
гландинов [13].

Контроль 1-я группа 2-я группа 3-я группа 4-я группа

Рис. Динамика активности NADPH-диафоразы в проксималь‑
ных (а) и дистальных (б) канальцах почек, в собирательных 

трубочках (в) и почечных клубочках (г):
* для 1-й группы – разница статистически значима по сравнению с кон-
тролем, для 2–4-й групп – разница статистически значима по сравне-
нию с 1-й группой.

Обсуждение полученных данных. Известно, что 
оксид азота играет важную роль в функционировании 
почек – в регуляции водно-солевого обмена, почечной 
гемодинамики, синтеза ряда вазоактивных веществ 
[8]. Как показано в настоящем исследовании, система 
синтеза оксида азота в различных функциональных 
отделах почки динамично изменяется при развитии 
АГ и дифференцированно реагирует на использование 
различных антигипертензивных препаратов.
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К концу 6-й недели эксперимента, когда у животных 
устанавливались стабильно высокие показатели АД, 
во всех отделах нефрона наблюдалось постепенное 
истощение нитроксидпродуцирующей функции, что 
связано, по-видимому, с развитием дистрофических 
изменений в канальцах и склеротических изменений 
в капиллярах клубочков. В развитии склеротических 
изменений в клубочках важную роль играет и сам 
оксид азота, продуцируемый индуцибельной NOS, 
активность, которой резко повышается при стабили‑
зации АД и остается на высоком уровне.

Результаты проведенного исследования свиде‑
тельствуют о наличии нитроксидмодулирующего 
компонента в спектре фармакологических эффектов 
фуросемида, клонидина и дибазола. При введении 
этих препаратов изменение активности синтеза ок‑
сида азота в почках имеет динамическое течение и 
неодинаковую направленность в различных сегментах 
нефрона. Стабильное усиление нитроксидпродуци‑
рующей функции зафиксировано нами при введении 
клонидина, который реализовал свои эффекты через 
активацию NADPH-диафоразы в почечных тельцах и 
собирательных трубочках на всем протяжении экспе‑
римента и в проксимальных канальцах через 4 недели 
регулярного применения. Вероятно, в основе данного 
эффекта препарата лежит его способность влиять 
не только на вазомоторные центры продолговатого 
мозга, но и регулировать активность локальных ими‑
дазолиновых рецепторов почечной паренхимы [13]. 
Повышение уровня нитроксидергической активности 
в этом случае может способствовать поддержанию 
активной вазодилатации и приводить к постепенному 
снижению продукции ренина. Увеличение активности 
NADPH-диафоразы в почечных клубочках и соби‑
рательных трубочках было присуще также дибазолу, 
однако данные эффекты отличались от действия кло‑
нидина меньшей выраженностью и длительностью. 
Незначительное повышение активности NOS в прок‑
симальных отделах нефрона, наблюдавшееся на 1-й не‑
деле введения дибазола, может вносить определенный 
вклад в усиление натрийуреза и увеличение диуре‑
за – эффекты, характерные для данного препарата [5]. 
Наименьшим влиянием на нитроксидпродуцирующую 
функцию почек обладал фуросемид – лишь на 4-й 
неделе его регулярного применения было зарегистри‑
ровано значительное и кратковременное увеличение 
активности NOS в проксимальных извитых канальцах 
и почечных клубочках.

Таким образом, развитие экспериментальной АГ 
сопровождается реакцией со стороны нитроксидер‑
гической системы почки, а использование гипотен‑
зивных препаратов сопровождается динамическим и 
дифференцированным изменением активности синте‑
за оксида азота во всех почечных структурах.

Работа выполнена при финансовой поддержке Феде-
рального агентства по науке и инновациям РФ (госкон-
тракты № 02.740.11.0450 и № 14.740.11.0186).
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State of nitric oxide-producing function of 
kidneys when using antihypertensive drugs in rats 
with experimental nephrogenic hypertension
E.F. Romanchenko, A.V. Tyirtyishnikova
Pacific State Medical University (2 Ostryakova Av. Vladivostok 
690950 Russian Federation)
Summary – The authors have conducted histochemical mapping 
of NADPH-diaphorase (nitroxide synthase) in different function‑
al parts of kidney in dynamics and with the use of furosemide, 
dibazol and clonidine in rats with original model of nephrogenic 
hypertension. The infusion of these medications caused different 
changes in the nitric oxide production in different nephron seg‑
ments. Clonidine caused stable enhancement of the nitric oxide-
producing function. In this case, the increasing nitric oxide activ‑
ity can maintain active vasodilatation, thus leading to gradual de‑
crease of renin production. Dibazol also caused increasing activity 
of nitric oxide synthase in renal glomerulus and collector tubule 
but these effects were less intensive and shorter. The slight in‑
crease of the enzyme activity in the proximal segments of nephron 
was observed during the 1st week of Dibazol introduction. Furo‑
semide exhibited the poorest effects on the nitric oxide-producing 
function of kidneys.
Key words: �arterial hypertension, kidneys, nitric oxide synthase, 

nitric oxide.
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