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Для того чтобы выяснить, могут ли матриксные металлопротеиназы участвовать в реализации антиди-
уретического эффекта вазопрессина, методом зимографии исследовано влияние гормона на желати-
назную активность клеток почечного сосочка крыс линии Вистар. Показано, что добавление гормона
к суспензии клеток почечного сосочка вызывало увеличение желатиназной активности белков с моле-
кулярной массой 52, 57 и 89 кДа. Данный эффект имитировался V2-агонистом вазопрессина десмо-
прессином. Вазопрессин, но не десмопрессин, вызывал увеличение секреции клетками почечного со-
сочка 57 и 89 кДа-белка в среду инкубации. Обсуждается роль матриксных металлопротеиназ в увели-
чении водной проницаемости межклеточного матрикса почечного сосочка под влиянием
вазопрессина.
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ВВЕДЕНИЕ

Состояние межклеточного матрикса почечной
медуллы может оказывать существенное влияние
на транспорт воды из собирательных трубок
нефронов в кровеносные сосуды, создавая сопро-
тивление осмотическому току жидкости. Как из-
вестно, главным гормоном, обеспечивающим ре-
абсорбцию воды в почках млекопитающих и чело-
века, является вазопрессин [1, 2]. Гормон,
связываясь с V2-рецепторами, запускает процесс
встраивания в мембраны клеток собирательных
трубок нефронов аквапорины, в результате чего
вода поступает из просвета собирательных трубок в
межклеточное пространство почечной медуллы, а
затем с током крови возвращается в организм [3].
Помимо увеличения водной проницаемости стен-
ки собирательных трубок вазопрессин стимулиру-
ет деполимеризацию основного компонента меж-
клеточного матрикса – гиалуроновой кислоты [4].
Этот эффект гормона связан с регуляцией фермен-
тов почечной медуллы, участвующих в синтезе и
распаде гиалуроновой кислоты [5, 6]. Помимо гиа-
луроновой кислоты еще одним важнейшим компо-
нентом, формирующим структуру соединительной
ткани, являются коллагеновые белки, централь-
ную роль в обмене которых играют коллагеназы –
матриксные металлопротеиназы (ММП), относя-

щиеся к семейству внеклеточных протеиназ. Из-
вестно, что ММП участвуют в процессах нормаль-
ного развития и ремоделирования внеклеточного
матрикса, эмбриогенезе, репарации тканей, неоан-
гиогенезе, а также в ряде почечных и других пато-
логий [7]. В нашем недавнем исследовании было
обнаружено, что коллагеназы могут оказывать до-
зозависимое влияние на гиалуронидазную актив-
ность почечного сосочка крыс, и было высказано
предположение, что увеличение водной проницае-
мости межклеточного матрикса между собира-
тельными трубками и кровеносными сосудами
под регулирующим влиянием вазопрессина осу-
ществляется за счет не только деполимеризации
гиалуроновой кислоты, но и деградации коллаге-
новых волокон [8]. В этой связи представляло ин-
терес выяснить, может ли вазопрессин влиять на
активность коллагеназ клеток почечного сосочка.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты проводили на самцах крыс ли-

нии Вистар массой 250–300 г, которые содержа-
лись на стандартной диете в условиях вивария. Все
процедуры, выполненные в исследованиях с уча-
стием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
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циям биоэтического комитета Института биомеди-
цинских исследований Владикавказского Научно-
го центра Российской академии наук. В одном экс-
перименте использовали одну-две крысы, которых
декапитировали, извлекали почки, выделяли со-
сочковые зоны и измельчали их до кусочков объе-
мом 1–3 мм3. Затем измельченные кусочки поме-
щали в буфер ( pH 7.4), содержащий 135 мМ NaCl,
5 мМ KCl, 1 мМ CaCl2, 1.2 мМ MgSO4, 2 мМ NaH2-
PO4, 10 мМ глюкозу, 10 мМ трис-HCl (“Serva”,
Германия), 10 мМ HEPES (“Serva”, Германия), и
использовали для получения клеток почечного со-
сочка по описанному нами ранее методу, но с не-
которыми изменениями [9]. Измельченные кусоч-
ки почечных сосочков, находящиеся в охлажден-
ном буфере объемом 2 мл, помещали в устройство,
состоящее из двух шприцов объемом 5 мл, соеди-
ненных друг с другом через иглу с внутренним диа-
метром 0.5 мм, и дезинтегрировали, прогоняя бу-
фер с кусочками ткани из одного шприца в другой.
Обычно 8–10 раз было достаточно для образования
однородной суспензии. Затем суспензию фильтро-
вали через капроновый фильтр с диаметром пор
0.2 мм и центрифугировали 5 мин при 100 g и 4°С.
Полученный осадок переосаждали 3 раза в 1 мл бу-
фера. Осадок, состоящий из клеточных конгломе-
ратов и канальцевых фрагментов, ресуспендирова-
ли в буфере до концентрации 3–5 мг/мл. Аликвоты
по 50 мкл суспензии разносили в 3 пробирки с
физраствором (контроль), аргинин-вазопресси-
ном (10–7 М, AVP, “Sigma” США), десмопресси-
ном (10–7 М, dDAVP, “Sigma” США) и инкубиро-
вали 60 мин при 37°С. После инкубации пробирки
центрифугировали 5 мин при 200 g, надосадочную
жидкость отбирали и переносили в другие пробир-
ки, а к осадку добавляли по 50 мкл буфера. Затем
во все пробирки добавляли эквивалентный объем
буфера (рН 7.5), содержащего 20 мМ Трис-HCl,
4%-й додецилсульфат натрия (“Serva”, Германия),
и оставляли при комнатной температуре, как ми-
нимум, на один час. После чего образцы исследо-
вали при помощи зимографии.

Зимография. Электрофоретическое разделение
белков проводили в полиакриламидном геле с со-
полимеризованным желатином (1 мг/мл). Диск-
электрофорез белков проводили в системе Лэммли
в присутствии додецилсульфата натрия, но без ре-
дуцирующего агента [10]. Концентрация поли-
акриламида верхнего и разделяющего геля была 4%
и 7.5%. Электрофорез проводили при 150 В (20–
25 мА) и температуре 4°С в течение 70–90 мин. По-
сле электрофореза гель инкубировали с неионным
детергентом Тритоном Х–100 (2.5%) при комнат-
ной температуре в течение 80 минут. Затем гель
промывали в буфере, содержащем 20 мМ Трис-
НCl, 5 мМ CаCl2, рН 7.5 и инкубировали в этом же
буфере в течение 18–24 ч при температуре 37°С.
Для выявления областей, свободных от желатина,

гель сначала инкубировали 1–2 часа при комнат-
ной температуре в растворе (25% этанол, 10% ук-
сусная кислота), содержащем белковый краситель
кумасси бриллиантовый синий R-250 (0.1%). Затем
гель открашивали этим же раствором, только без
красителя. Определение молекулярной массы бел-
ков, обладающих желатиназной активностью, де-
лали, 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).

Реактивы, у которых не указаны фирмы и стра-
на-производитель, были отечественного производ-
ства и имели градацию не ниже “чда”.

Концентрацию белка определяли по методу
М. Брэдфорд [11].

Статистическую обработку полученных данных
проводили с использованием однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA) в программе STA-
TISTICA. Анализ выборок на нормальность рас-
пределения проводили методом Шапиро-Уилка.
Достоверность отличий между группами оценива-
ли по критерию Ньюмена-Кейлса. Данные выра-
жали как средние значения ± ошибка среднего
(M±m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как видно из рис. 1, в клетках почечного сосоч-
ка крыс линии Вистар наиболее четко выявлялись
4 белковые зоны с молекулярной массой 52, 57, 89
и 250 кДа, обладающие желатиназной активно-
стью. При этом максимальная желатиназная ак-
тивность была характерна для двух белков с моле-
кулярной массой 57 и 89 кДа.

Добавление в среду инкубации клеток вазопрес-
сина в концентрации 10–7 М вызывало рост жела-
тиназной активности в клетках. Использование
данной концентрации гормона было обусловлено
тем, что в предварительных экспериментах было
установлено, что данный эффект гормона начинал
проявляться с концентрации 10–9 М и усиливался
по мере увеличения концентрации вазопрессина
вплоть до 10–7–10–6 М. Несмотря на то что при по-
лучении клеточной суспензии не использовали ка-
кие-либо гидролитические ферменты, способные
повредить мембранные рецепторы вазопрессина,
тем не менее, очевидно, что механическая дезинте-
грация канальцевых структур нефронов и компо-
нентов межклеточного матрикса также снижает ре-
активность клеток на физиологические концен-
трации гормона.

В присутствии вазопрессина желатиназная ак-
тивность белков с молекулярной массой 52, 57 и
89 кДа возрастала, в среднем, на 25–45% (рис. 2).



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 57  № 6  2021

ВЛИЯНИЕ ВАЗОПРЕССИНА НА КОЛЛАГЕНАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК 471

Данный эффект гормона имитировался V2-агони-
стом вазопрессина десмопрессином.

Для того, чтобы выяснить, какие белки, облада-
ющие желатиназной активностью, могут секрети-
ровать клетки почечного сосочка, а также устано-
вить, влияют ли на этот процесс вазопрессин и его
V2-агонист десмопрессин, после инкубации с реа-
гентами и осаждения клеток, надосадочную жид-
кость от каждого образца анализировали при по-
мощи желатиновой зимографии, как это описано в
“Материалах и методах”.

Как видно на рис. 3, в отсутствие гормона среда
инкубации клеток почечного сосочка содержала
две наиболее четко выраженные белковые зоны в
районе 52 и 57 кДа, проявляющие желатиназную
активность. Также минорная желатиназная актив-
ность прослеживалась в районе 89 кДа, а также
вверху геля. В присутствии вазопрессина желати-
назная активность белков с молекулярной массой
57 и 89 кДа возрастала в несколько раз по сравне-
нию с контролем, в то время как десмопрессин не
оказывал никакого влияния на активность желати-
наз (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Центральную роль в обмене коллагеновых бел-

ков выполняют внеклеточные протеиназы, отно-
сящиеся к семейству матриксных металлопротеи-
наз. Они синтезируются разными типами клеток,
включая клетки соединительной ткани и эпители-

альные клетки. На сегодняшний день известно
около 30 ММП, на основании субстратной специ-
фичности и гомологии которых они подразделяются
на шесть групп: коллагеназы, желатиназы, стромели-
зины, матрилизины, ММП мембранного типа и дру-
гие ММП [12]. Следует отметить, что гидролизовать
желатин способны не только желатиназы, но и неко-
торые представители других групп ММП [13].

Рис. 1. Зимограмма клеток почечного сосочка в присут-
ствии вазопрессина (AVP) и десмопрессина (dDAVP).
Справа указаны молекулярные массы белков, проявля-
ющих желатиназную активность. Желатиназные спек-
тры, показанные на рисунке, являются результатом од-
ного из 7 отдельных экспериментов.
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Рис. 2. Желатиназная активность белков клеток почеч-
ного сосочка в присутствии вазопрессина (AVP) и де-
смопрессина (dDAVP). Результаты, представленные на
рисунке, являются средними значениями 7 отдельных
экспериментов. Звездочками указана достоверность
отличий при р < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Зимограмма среды инкубации клеток почечного
сосочка в присутствии вазопрессина (AVP) и десмо-
прессина (dDAVP). Справа указаны молекулярные мас-
сы белков, проявляющих желатиназную активность. Же-
латиназные спектры, показанные на рисунке, являются
результатом одного из 7 отдельных экспериментов.
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Как видно из результатов данной работы, клет-
ки папиллярной зоны почек крыс содержали ряд
белков, способных гидролизовать желатин. Вазо-
прессин вызывал рост желатиназной активности
52, 57 и 89 кДа-белков на 25–45%. Этот эффект
имитировался V2-агонистом десмопрессином, что
доказывает участие V2-рецепторов в регуляции ак-
тивности этих белков. В почках различные отделы
нефрона и собирательные трубки содержат как V1,
так и V2-рецепторы вазопрессина. V2-рецепторы
располагаются, главным образом, в дистальных от-
делах нефронов и собирательных трубках. Кроме
того, V1а-рецепторы находятся в кровеносных со-
судах и клетках соединительной ткани почечной
медуллы [14, 15]. Если учесть, что почечная папил-
ла, в основном, состоит из собирательных трубок
[16], в которых присутствуют V2-рецепторы вазо-
прессина, а интерстициальные клетки содержат
только V1а-рецепторы, то рост желатиназной ак-
тивности под влиянием гормона, продемонстриро-
ванный в данном исследовании, может происхо-
дить в клетках собирательных трубок. Но, с другой
стороны, увеличение секреции клетками почеч-
ного сосочка гидролизующих желатин белков
наблюдалось только в присутствии вазопресси-
на, но не десмопрессина. Это указывает на то,
что в этом процессе участвуют V1-рецепторы ва-
зопрессина, которые присутствуют и в интерсти-
циальных клетках.

Полученные нами результаты согласуются с
имеющимися в литературе единичными данными,
предполагающими особую физиологическую роль
желатиназ в собирательных трубках нефронов. На
культуре главных клеток собирательных трубок

нефронов кроликов авторами было продемонстри-
ровано, что добавление вазопрессина в среду инку-
бации клеток подавляло секрецию желатиназы Б,
не оказывая никакого влияния на желатиназу А
[17]. В настоящем исследовании вазопрессин, на-
оборот, вызывал рост секреции 57 и 89 кДа-белков,
обладающих желатиназной активностью. Данное
противоречие можно объяснить как видовыми
особенностями, так и тем, что интерстициальные
клетки, окружающие собирательные трубки в ин-
тактной папилле, могут сами при участии V1-ре-
цепторов вазопрессина секретировать желатиназы,
а также оказывать модулирующее влияние на син-
тез и секрецию собирательными трубками желати-
наз. Кроме того, следует отметить, что папилляр-
ные собирательные трубки состоят из клеток,
структурно и функционально отличающихся от
главных клеток, расположенных в верхней части
собирательных трубок [18].

Желатиназы являются одной из групп матрикс-
ных металлопротеиназ, включающих два фермен-
та: ММП-2 (желатиназа-А) и ММП-9 (желатина-
за-Б). Экспрессия желатиназы А и Б, наряду с дру-
гими металлопротеиназами, продемонстрирована
для разных отделов нефронов млекопитающих
[19]. Субстратом желатиназ являются желатин,
коллаген IV типа и целый ряд других интерстици-
альных белков. Как и все ММП, желатиназы сек-
ретируются в межклеточный матрикс в латентной
форме, где затем активируются за счет ограничен-
ного протеолиза [7].

Согласно разным литературным источникам
молекулярная масса ММП-2 и ММП-9 в латент-
ной форме у крыс находится в районе 68 и 90–
95 кДа, а в активированной – в районе 57–62 и 82–
88 кДа соответственно [17, 20, 21]. Выявленные в
данном исследовании белки с молекулярной мас-
сой 57 и 52 кДа могут представлять ММП-2 в ла-
тентной и активированной форме. Хотя нельзя ис-
ключить и того, что это могут быть стромелизины
ММП-3 и ММП-10, с молекулярной массой в рай-
оне 54 и 62 кДа, субстратом которых также являет-
ся желатин [13]. К какой группе ММП относятся
белки с молекулярной массой 52 и 57 кДа, точно
можно будет выяснить в исследованиях с исполь-
зованием соответствующих антител.

Что касается белка с молекулярной массой в
районе 89 кДа, то он, очевидно, представляет собой
ММП-9, секреция которого клетками почечного
сосочка, также как и секреция 57 кДа-белка, зна-
чительно возрастала под влиянием вазопрессина.

Полученные результаты демонстрируют, что ва-
зопрессин может оказывать регулирующее влия-
ние на желатиназную активность клеток почечного
сосочка и вызывать секрецию белков, обладающих
желатиназной активностью, в межклеточное про-
странство. Насколько важен данный этап в моле-

Рис. 4. Желатиназная активность среды инкубации
клеток почечного сосочка в присутствии вазопрессина
(AVP) и десмопрессина (dDAVP). Результаты, представ-
ленные на рисунке, являются средними значениями
7 отдельных экспериментов. Звездочками указана до-
стоверность отличий при р <0.05 по сравнению с кон-
тролем.
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кулярном механизме действия гормона, можно бу-
дет определить после того, как будет выяснено, ка-
кие ММП регулируются вазопрессином. Что, в
свою очередь, даст возможность в экспериментах
in vivo c использованием соответствующих ингиби-
торов ММП оценить работу почек при реализации
антидиуретического эффекта гормона.
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EFFECT OF VASOPRESSIN ON COLLAGENASE ACTIVITY 
OF RAT RENAL PAPILLARY CELLS

S. G. Dzgoev
Institute of Biomedical Investigations, Vladikavkaz Scientific Center, Russian Academy of Sciences,

Vladikavkaz, Russia
e-mail: stanislavdzgoev@yandex.ru

To find out whether matrix metalloproteinases can be involved in the implementation of the antidiuretic effect
of vasopressin, the effect of this hormone on the gelatinase activity of renal papillary cells in Wistar rats was stud-
ied by zymography. It was shown that the addition of the hormone to the suspension of renal papillary cells
caused an increase in the gelatinase activity of proteins with a molecular weight of 52, 57 and 89 kDa. This effect
was imitated by desmopressin, a vasopressin V2 receptor agonist. Vasopressin, but not desmopressin, caused an
increase in the secretion of 57 and 89 kDa proteins by renal papillary cells in the incubation medium. The role of
matrix metalloproteinases in vasopressin-induced increasing the water permeability of the intercellular matrix in
the rat renal papilla is discussed.

Keywords: vasopressin, desmopressin, renal papilla, gelatinase A and B, antidiuretic effect
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