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Современные представления о реабсорбции
различных белков и механизмах эндоцитоза в
проксимальных канальцах (ПК) почки сформиро-
ваны на основе значительного числа клинических
и молекулярно-генетических исследований, экс-
периментов на лабораторных животных и различ-
ных клеточных линиях почки млекопитающих [3].
В то же время недостает сведений о реабсорбции
белка и молекулярных механизмах эндоцитоза в
почке представителей других классов позвоноч-
ных, получение которых могло бы способствовать
пониманию как фундаментальных закономерно-
стей, так и особенностей изучаемых процессов в
восходящем ряду позвоночных.

Среди низших позвоночных удобными объекта-
ми для подобных исследований могут служить ам-
фибии, в почке которых установлено действие ос-
новных молекулярных механизмов эндоцитоза,
сходных с таковыми у млекопитающих [1, 2] и со-
ответствующих известным модельным схемам [3,
4]. Согласно этим схемам, эндоцитоз белка ини-
циируется связыванием молекул белка со специ-
альными рецепторами, перемещением лиганд-ре-
цепторных комплексов в окаймленные (клатрино-
вые) ямки апикальной мембраны и образованием
клатриновых везикул. После потери клатриново-
го покрытия мелкие гомотипичные везикулы
сливаются и формируют ранние эндосомы с по-
следующим высвобождением рецепторов и даль-
нейшим внутриклеточным трафиком интернали-
зованного белка в более глубокие области цито-
плазмы в составе образующихся поздних
эндосом, после чего белок поступает в лизосомы,
в которых происходит его деградация. Опыты in
vivo на лягушках, являющихся удобной экспери-

ментальной моделью, дают представление о ди-
намике эндоцитоза белка и его внутриклеточно-
го транспорта в эпителии ПК в реальных услови-
ях клубочковой фильтрации и канальцевой
реабсорбции различных веществ [5]. Инъекции
устойчивых к гидролизу зеленого и желтого флу-
оресцентных белков (GFP и YFP) позволили
проследить перемещение эндоцитозных везикул
с белком от апикальной мембраны эпителиоци-
тов в надъядерную область и другие отделы цито-
плазмы [1]. При этом показано снижение эффек-
тивности рецептор-опосредованного эндоцитоза
при повторных инъекциях этих белков. После
введения лягушкам лизоцима обнаружены появ-
ление этого белка в эндосомах эпителиоцитов и
замедление его поступления в лизосомы [2]. В
недавних экспериментах было исследовано вли-
яние предварительной белковой нагрузки на ре-
абсорбцию YFP [6]. Установлены снижение вса-
сывания YFP в ПК после инъекций лизоцима в
течение 2‒4-х дней и усиление эффекта с повы-
шением величины нагрузки и ее продолжитель-
ности при отсутствии структурных повреждений
в нефронах. В продолжение этих исследований
представляло интерес проанализировать распре-
деление внутриклеточных везикул с абсорбиро-
ванным белком и выявить наиболее ранние и по-
следующие изменения везикулярного транспор-
та в результате нагрузки. Цель работы состояла в
детализации паттерна реабсорбции YFP и осо-
бенностей динамики внутриклеточного везику-
лярного транспорта этого белка у зимующих ля-
гушек при различной продолжительности инъек-
ций лизоцима в нагрузочной дозе и последующего
перерыва в нагрузке.
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Материал для морфологических исследований
получен в опытах на самцах травяной лягушки, Ra-
na temporaria L. (n = 21). Условия содержания ам-
фибий и методы работы соответствовали требова-
ниям регламента использования лабораторных
животных в ИЭФБ РАН, принятого и утвержден-
ного Ученым советом Института 28.01.2016 г. и ко-
миссией по биоэтике от 05.02.2016 г. (протокол
№ 11 от 25.02.2016 г.). Белки растворяли в изоосмо-
тическом фосфатно-солевом буфере (PBS), ис-
пользуя препараты лизоцима белка куриного яйца
(Sigma Aldrich, Inc., США) и YFP (Институт белка
РАН, Пущино-на-Оке, Россия). Применяли под-
кожные инъекции (в спинной лимфатический ме-
шок) по следующей схеме: лизоцим (15 мг/0.5 мл
на лягушку, однократно, в течение 2-х или 4-х
дней) и YFP (17 мкг/100 мкл/30 г массы тела, через
1 день после последней инъекции лизоцима, а так-
же через 5 дней после 4-дневной нагрузки).

Контролем к эффекту нагрузки (YFP-контроль)
служили инъекции PBS. Образцы ткани почки
фиксировали в растворе параформальдегида с по-
следующим отмыванием, криопротекцией, заклю-
чением в криогель и замораживанием в жидком
азоте, согласно описанному ранее протоколу [1]. В
криостате CM 1510 (Leica, Германия) готовили сре-
зы (толщиной 5–7 мкм, через каждые 100–150 мкм)
и заключали их в мовиол при монтировании на
предметные стекла (Mowiol 4-88, Applichem, Гер-
мания). Регистрацию свечения YFP в срезах почки
(в зеленой области спектра) и получение изображе-
ний осуществляли с помощью флуоресцентного
микроскопа “Biozero” (серия BZ-8100E, Keyence
Corporation, Япония), используя фильтр OP-66835
BZ FILTER GFP, объектив 40 и электронное мас-
штабирование.

Для статистики в профилях ПК определяли чис-
ло флуоресцентных везикул (в расчете на 5 сосед-
них клеток) в надъядерной области эпителиоцитов
(включая апикальную зону) и в базолатеральной
области. Условной линией разграничения служила
линия, параллельная люминальной мембране,
проведенная на уровне верней границы ядер эпи-
телиоцитов. Учитывали также число профилей ПК
с абсорбированным YFP (в процентах к общему
числу профилей ПК на полученных изображени-
ях). Рассчитывали средние значения показателей
со стандартной ошибкой для разных позиций опы-
та, в каждой из которых использовали 3 лягушки и
анализировали 15–20 изображений, полученных
из разных частей почки. Применяли однофактор-
ный дисперсионный анализ с последующим те-
стом Ньюмана-Кейлса, различия считали досто-
верными при p < 0.05.

Согласно результатам применения однократ-
ных внутривенных и внутрибрюшинных инъекций
флуоресцентных белков их специфическое свече-
ние в эпителиоцитах ПК визуализируется через
10–15 мин, имеет преимущественно диффузный
характер, а в последующие периоды выявляются
светящиеся эндоцитозные везикулы (диаметром до
1 мкм) с интернализованным белком [1]. Через
30 мин флуоресцентные везикулы локализуются в
надъядерной области (преимущественно в апи-
кальной цитоплазме), а через 1–1.5 ч могут распо-
лагаться перинуклеарно, а также в базолатераль-
ной области. Исходя из сказанного, для тестирова-
ния реабсорбции YFP после подкожных инъекций
и оценки эндоцитозного транспорта этого белка в
эпителиоцитах был выбран интервал 60 мин после
инъекции. За этот период количество профилей
ПК со свечением YFP составило 69.1% ± 2.9%, а
флуоресцентных везикул – 15.3 ± 0.4. Предвари-
тельное 4-дневное введение PBS не повлияло на
аналогичные показатели всасывания YFP. Так,
после инъекций PBS (YFP-контроль к эффекту
нагрузки) значения этих показателей были сход-
ными – 64.7% ± 2.2% и 14.9 ± 0.3 соответственно
(p > 0.05). При этом относительное количество со-
держащих YFP везикул в надъядерной области кле-
ток ПК составило 53.5 ± 1.7%, остальные везикулы
распределялись в базолатеральной области при от-
сутствии достоверных различий в их количестве
между анализируемыми областями (p > 0.05). При-
мер распределения флуоресцентных везикул в
различных областях цитоплазмы эпителиоцитов в
отсутствие нагрузки лизоцимом можно видеть на
рис. 1 (А, а). Количественная оценка морфологи-
ческих показателей реабсорбции YFP в используе-
мой модели показала, что существенное снижение
всасывания тестируемого белка происходит после
введения лизоцима в течение 3-х и 4-х дней [6].
При этом среднее число флуоресцентных везикул в
последнем случае снизилось приблизительно в
7 раз (до 1–3 везикул на 5 клеток). Поэтому внут-
риклеточное распределение эндоцитозных везикул
анализировали после 2-х дней нагрузки лизоци-
мом, когда снижение захвата YFP было незначи-
тельным по сравнению с 4-мя днями (см. рис. 1,
А, б в сравнении с в). Установлено, что через 2 дня
нагрузки распределение в различных областях ци-
топлазмы везикул со свечением YFP кардинально
изменилось по сравнению с контролем – почти в 8
раз уменьшилось число везикул, переместившихся
в базолатеральную область (см. рис. 1, Б, 1, 2), и по-
давляющее большинство везикул локализовалось в
апикальной зоне (А, б). Следует отметить, что в
этом варианте опытов число профилей ПК со све-
чением YFP не отличалось от контроля, свидетель-
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Рис. 1. Распределение эндоцитозных везикул со свечением YFP в эпителии проксимальных канальцев почки лягушки. На
А: изображения профилей ПК, а – YFP-контроль (60 мин после инъекции); б, в – через 2 и 4 дня после нагрузки лизоци-
мом; г, д – через 2 и 4 дня после прекращения 4-дневной нагрузки соответственно. На Б: распределение флуоресцентных
везикул в различных областях цитоплазмы эпителиоцитов (%), 1 – YFP-контроль; 2 – через 2 дня после нагрузки лизоци-
мом; 3, 4 – через 2 и 4 дня после прекращения 4-дневной нагрузки соответственно. Темные столбцы – надъядерная об-
ласть, светлые – базолатеральная область. Достоверность различий: * – p < 0.001 по сравнению с 1 и 4; # – p < 0.05 по срав-
нению с 2; NS – p > 0.05 по сравнению с 1. На В: а – YFP-контроль (30 мин после инъекции); б – эффект 4-дневной на-
грузки лизоцимом; в – через 4 дня после 4-дневной нагрузки. Масштаб на А и В: 25 мкм.
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ствуя об отсутствии изменений в фильтрации бел-
ка в почечных клубочках и его продвижении по
ходу канальцев. Поэтому можно полагать, что за-
медление скорости везикулярного эндоцитозного
транспорта в почке лягушки является одним из
наиболее ранних признаков снижения способно-
сти клеток к реабсорбции белка. В качестве воз-
можных причин подобных изменений можно от-
метить образующийся дефицит эндоцитозных ре-
цепторов [6], а также задержку поступления белка
в лизосомы. Так, перегрузка канальцев альбуми-
ном у мышей снижала реабсорбцию фильтрую-
щихся низкомолекулярных белков вследствие не-
достаточного протеолиза в лизосомах, обуслов-
ленного нарушением процесса слияния эндосом с
лизосомами [7].

Поскольку прекращение 4-дневной нагрузки
лизоцимом приводило к постепенному увеличе-
нию числа светящихся профилей ПК и общего ко-
личества флуоресцентных везикул в эпителиоци-
тах [6], следовало выяснить, сопровождается ли
восстановление реабсорбции YFP изменением его
внутриклеточного транспорта. Оказалось, что че-
рез 2 дня после прекращения 4-дневной нагрузки
число везикул, локализованных в надъядерной об-
ласти клеток, по-прежнему значительно преобла-
дало по сравнению с базолатеральной областью
(см. рис. 1, А, г). В то же время оно достоверно сни-
зилось по сравнению с 2-мя днями после нагрузки
за счет увеличения более чем вдвое количества ве-
зикул переместившихся в базолатеральную область
(см. рис. 1, Б, 3). На рисунке видно, что через 4 дня
перерыва в нагрузке распределение флуоресцент-
ных везикул в анализируемых областях цитоплаз-
мы уже не отличалось от контроля (А, д, Б, 4). При
таком перерыве в нагрузке ранее было отмечено
восстановление среднего числа флуоресцентных
профилей ПК до контрольных значений и увели-
чение числа везикул, иммунопозитивных к рецеп-
торам эндоцитоза (мегалину и кубилину) по срав-
нению с перерывом в 2 дня [5, 6]. Чтобы удостове-
риться в стабильности и обратимости эффекта
нагрузки при повышении скорости реабсорбции
тестируемого белка, мы увеличили дозу YFP в
1.5 раза и уменьшили вдвое интервал времени, по-
сле которого анализировали реабсорбцию. Ре-
зультаты подтвердили ингибирующее влияние ка-
нальцевой нагрузки лизоцимом (см. рис. 1, С, а в
сравнении с б) и восстановление паттерна реаб-
сорбции YFP с распределением эндоцитозных ве-
зикул в различных частях цитоплазмы, аналогич-
ным YFP-контролю (в).

В целом можно полагать, что в почке лягушки
замедление скорости эндоцитозного транспорта

белка является одним из наиболее ранних призна-
ков снижения абсорбционной емкости прокси-
мальных канальцев, а увеличение числа образую-
щихся в процессе захвата белка эндоцитозных ве-
зикул, обусловленное повышением экспрессии
и/или активности эндоцитозных рецепторов, со-
пряжено с увеличением скорости везикулярного
транспорта.

Работа выполнена в рамках государственного
задания № 007-00096-18-00 от 10.01.2018.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода и
использования животных были соблюдены.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей в качестве объектов
изучения.
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