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Пестициды на основе фосфорорганических соединений (ФОС) широко используются в сельском хо-
зяйстве по всему миру, что сопряжено с риском острых и хронических отравлений человека. В целом
токсическое воздействие ФОС на организм млекопитающих достаточно хорошо изучено, однако мно-
гие детали этиологии срочных и отдаленных последствий интоксикации требуют дополнительного
внимания. Цель исследования – оценка биохимических показателей крови и мочи крыс, наряду с па-
томорфологическими и ультраструктурными изменениями почек, в динамике после острого отравле-
ния экспериментальных животных О-О-диэтил-О-(4-нитрофенил)фосфатом (этил-параоксон,
ДНФФ).
Исследование выполнено на белых аутбредных крысах-самцах Rattus norvegicus, массой 200–250 г.
ДНФФ в дозе ЛД50 животным экспериментальных групп вводили однократно. Образцы сыворотки
крови и мочи для биохимического анализа и тканей почек для морфологического исследования отби-
рали через сутки, 3 и 7 сут после отравления. Оценивали суточный диурез и удельный вес мочи, в сы-
воротке крови и в моче – содержание билирубина, общего белка, глюкозы, рН, креатинина, альбуми-
на, D-3-гидроксибутирата и мочевой кислоты. Описывали патоморфологические изменения в тканях
почек.
В сыворотке крови крыс при воздействии ДНФФ наблюдаются снижение альбумина, повышение кон-
центрации мочевой кислоты, глюкозы и D-3-гидроксибутирата. Отмечено снижение объема суточного
диуреза и рН мочи, при одновременном увеличении ее удельного веса. Выявлены повреждение эпите-
лиальных клеток проксимальных извитых канальцев почек через сутки и увеличение толщины гломе-
рулярных базальных мембран через 7 суток после воздействия.
Однократное введение сублетальных доз ДНФФ оказывает нефротоксический эффект, проявляющий-
ся в изменении соответствующих биохимических показателей крови, мочи и морфологических пока-
зателей тканей почек. Наиболее выраженные изменения биохимических показателей зарегистрирова-
ны через сутки после воздействия ДНФФ и свидетельствуют о снижении выделительной способности
почек и развитии метаболического кетоацидоза. Утолщение гломерулярных базальных мембран через
7 суток после воздействия указывает на предпосылки к формированию отставленной патологии.

Ключевые слова: органофосфаты, крысы, биохимия, нефротоксичность, гломерулярная базальная мем-
брана, электронная микроскопия, извитые канальцы, нефропатия
DOI: 10.31857/S0044452922060110

Пестициды на основе фосфорорганических
соединений (ФОС) являются высокотоксичны-
ми соединениями, которые на протяжении де-
сятилетий широко используются в сельском хо-
зяйстве по всему миру. Так, в США ежегодное
количество хлорпирифоса, используемое при
выращивании кукурузы, сои и других культур, в
последние годы составляет около 4 тыс. тонн [1].
Помимо хлорпирифоса, в странах третьего мира

широко используют малатион и паратион [2]. В ор-
ганизме млекопитающих под действием моноок-
сигеназ печени тионы преобразуются в оксоны, и
параоксон является наиболее токсичным из них.
Воздействие ФОС присутствует в этиологии мно-
жества нейродегенеративных, сердечно-сосуди-
стых, респираторных, желудочно-кишечных, эн-
докринных, диабетических заболеваний и заболе-
ваний почек [3–7]. Основным механизмом их
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токсического действия на отравленный организм
является угнетение активности фермента ацетил-
холинэстеразы (АХЭ) в нейромышечных и нейро-
нальных холинэргических синапсах [8]. Для остро-
го отравления различными ФОС были описаны ги-
стологические и ультраструктурные изменения
тканей почек, выражающиеся в дегенерации по-
чечных гломерул, кровоизлияниях в капсуле Шум-
лянского–Боумена, растяжении просветов почеч-
ных канальцев, гидропических изменениях в эпи-
телиальных клетках канальцев и множественных
кровоизлияниях в интерстиции почки [9, 10]. На
ранних сроках после острого отравления в тканях
почек выявляется дезорганизация, проявляющая-
ся в нарушении целостности эпителиальных кле-
ток и растяжении просвета канальцев [10, 11]. Од-
нако механизмы, опосредующие повреждение
функциональных структур почки и напрямую вли-
яющие на сохранность их функции, до конца не
выяснены. Одними из факторов токсических по-
вреждений тканей являются изменение редокс-ба-
ланса и возникновение оксидативного стресса,
связанного с истощением глутатиона и усилением
перекисного окисления липидов (ПОЛ) [12, 13].
Роль оксидативного стресса в патофизиологии
отравления ФОС активно обсуждается, но степень
вклада активных форм кислорода (АФК) в токси-
ческую роль ФОС в настоящее время не определе-
на [13, 14]. ФОС и состояние холинергического
криза обусловливают гиперактивацию ряда сиг-
нальных путей и, как следствие, развитие оксида-
тивного стресса через производство АФК, индук-
цию ПОЛ, окисление белков и нуклеиновых кис-
лот, в конечном счете – перерождение или гибель
клеток [3, 13].

Необходимо отметить, что ФОС обладают уни-
кальным профилем токсичности [2, 15]. Так, на-
пример, поступление дихлорфоса в организм не
приводит к развитию выраженного оксидативного
стресса [15]. Оценка динамики биохимических по-
казателей крови и мочи при остром отравлении
ФОС способна прояснить механизмы интоксика-
ции. Исследование уровней активности холинэс-
теразы, амилазы, липазы и креатинфосфокиназы
плазмы крови при остром воздействии позволило
получить новые данные о степени тяжести повре-
ждения, имеющие диагностическую ценность в
случаях острого отравления человека [16]. Так как
параоксон и его аналоги являются естественными
метаболитами некоторых ФОС, используемых в
настоящее время, то вполне резонно будет оценить
изменение биохимических показателей крови и
мочи в ответ на его острое воздействие в модели на
животных [17]. Ранее мы описали три модели
острого отравления крыс, с учетом высокого уров-
ня карбоксилэстеразной активности в плазме кро-
ви грызунов [11, 18–20]. В этих работах, несмотря
на их безусловный масштаб и принципиальную
новизну по целому ряду критериев, были опреде-

ленные недостатки, один из которых – отсутствие
комплексного исследования в одном эксперимен-
те динамики биохимических показателей мочи и
плазмы или сыворотки крови у одних и тех же жи-
вотных в сочетании с исследованием морфологи-
ческого субстрата наблюдаемых функциональных
изменений. Цель настоящей работы состояла в
дальнейшем изучении механизмов поражения по-
чек при острой интоксикации органофосфатами
на примере ДНФФ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах Rattus norvegicus, массой 200–
250 г (n = 42). Протокол исследования соответству-
ет Директиве ЕС 2010/63/EU по проведению экс-
периментов на лабораторных животных и был
одобрен Этическим комитетом Института эволю-
ционной физиологии и биохимии имени И.М. Се-
ченова Российской академии наук (этическое раз-
решение № 13-к-а от 15 февраля 2018 г.).

Животные были разделены на 2 группы, одна из
которых служила интактным контролем, тогда как
крысам второй группы вводили подкожно (п/к)
ДНФФ в дозе ЛД50. Животным контрольной груп-
пы вводили 1 мл 0.9% раствора NaCl.

Пробы мочи и крови (пункция хвостовой вены)
получали через сутки, 3 и 7 сут после воздействия.
Исследования проводили на анализаторе мочи
Combilyzer 13 (Human GmbH, Германия) и биохи-
мическом анализаторе Sapphire (Hirose Electronic
System Co., Япония) согласно инструкции произ-
водителя. Определяли суточный диурез, удельный
вес мочи, уровень билирубина, общего белка, глю-
козы, рН, креатинина, альбумина, D-3-гидрокси-
бутирата и мочевой кислоты. В сыворотке крови
определяли содержание амилазы, лактата, мочевой
кислоты, общего билирубина, креатинина, тригли-
церидов, мочевины, общего белка, глюкозы, аль-
бумина и D-3-гидроксибутирата.

Образцы почек для гистологического и ультра-
микроскопического исследования брали у жи-
вотных, погибших в течение 1-го часа, и, после
декапитации, через сутки, 3 и 7 сут после острого
воздействия. Материал фиксировали в 10% забу-
ференном формалине и 2.5% глутаровом альдеги-
де. Для гистологического исследования образцы
почек обезвоживали в спиртах восходящей кон-
центрации, заливали в парафин. Полученные сре-
зы толщиной 5 мкм окрашивали гематоксилином и
эозином. Для ультрамикроскопического исследо-
вания материал дополнительно фиксировали 2%
раствором OsO4, последовательно обезвоживали в
спиртах и ацетоне восходящей концентрации, за-
ливали в смолу Araldite (EMS, США). Двойное
контрастирование ультратонких срезов осуществ-
ляли раствором цитрата свинца и 1% водным рас-
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твором уранилацетата. Исследование проводили
на световом микроскопе Axio Imager A2 (Carl Zeiss,
Германия) и электронном микроскопе Merlin (Carl
Zeiss, Германия).

Морфометрию проводили в базовой программе
для получения, обработки и анализа изображений
AxioVision, версия 4.8.2 (Carl Zeiss, Германия). На
полученных препаратах измеряли толщину гломе-
рулярных базальных мембран.

Полученные данные анализировали в програм-
мах Microsoft Office Excel 2007 и SPSS Statistics 17.0.
Статистическую значимость различий между груп-
пами определяли с использованием непараметри-
ческого Н-критерия Краскела–Уоллиса. Данные
представлены в виде медиан.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отличий в уровнях билирубина, общего белка и

альбумина в моче между контрольной и экспери-
ментальной группами не выявлено. Содержание
амилазы, лактата, мочевой кислоты, общего били-
рубина, креатинина, триглицеридов, мочевины,
общего белка, глюкозы и D-3-гидроксибутирата в
сыворотке крови также не имело различий между
группами. Отмечено снижение уровня альбумина в
сыворотке крови через сутки после отравления
(р = 0.018), однако уже через 3 сут его уровень вос-
станавливался до контрольных значений (рис. 1).

Значимых отличий в клиренсе креатинина на
разных сроках после отравления не выявлено, от-
мечена лишь тенденция (0.05 < р < 0.1) к снижению
клиренса через сутки и к увеличению до контроль-
ных значений через 3 сут после воздействия
ДНФФ.

В экспериментальной группе животных выявле-
но снижение суточного диуреза в первые сутки ин-
токсикации (р = 0.05) (рис. 2a), при этом относи-
тельная плотность мочи увеличивается (р = 0.001),
а показатели изменяются в кислую сторону через
сутки и в щелочную через 3 сут (р = 0.001)
(рис. 2b,c). Уровень мочевой кислоты в моче уве-
личивается через сутки и 3 сут по сравнению со
значениями контрольной группы (р = 0.013)
(рис. 2d), а уровень D-3-гидроксибутирата уве-
личен через сутки (р = 0.004) (рис. 2e); также был
отмечен рост уровня глюкозы в моче животных
через сутки после острого воздействия (р = 0.007)
(рис. 2f).

В тканях почек животных, погибших в течение
1-го часа после введения ДНФФ, выявлены изме-

Рис. 1. Уровень содержания альбумина в сыворотке
крови животных контрольной (1) и эксперименталь-
ной группы через сутки (2), 3 сут (3) и 7 сут (4) после
воздействия ДНФФ. На рисунке представлены значе-
ния Me (Q1, Q3) для каждой группы. *p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Морфологические изменения в почках крыс контрольной группы (a), погибших в течение часа (b), через сутки (c)
и 7 сут (d) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. Кровоизлияния в интерстиций показаны звездами, кровоизлияния в кап-
сулу клубочка (белая стрелка), растяжение капсулы Шумлянского-Боумена (черная стрелка). Окрашивание гематокси-
лином и эозином, масштабный отрезок = 50 мкм.

(a) (b)

(c) (d)

нения микроциркуляции, выражающиеся в появ-
лении стазов в капиллярах интерстиция, клубочко-
вых капиллярах и кровоизлияниях в капсулы клу-
бочков (рис. 3b). Кровоизлияния в капсулу
свидетельствуют о нарушении целостности филь-
трационного барьера почек, что предположитель-
но связано с разрывами гломерулярных базальных
мембран. В структуре почечного тельца животных
через сутки после отравления выявлены растяже-
ние капсулы Шумлянского–Боумена и увеличение
площади мочевого пространства при острой токси-
ческой нагрузке (рис. 3c). На ультраструктурном
уровне выявлены очаговые нарушения люминаль-
ных поверхностей мембран эпителиальных клеток
проксимальных извитых канальцев и обтурация
просветов канальца десквамированными эпители-
альными клетками. Через 7 сут после острого воз-
действия ДНФФ состояние паренхимы почек крыс
соответствовало контролю (рис. 3d).

При ультраструктурном исследовании почек
животных через 7 сут после отравления отмечали
потерю четкого деления гломерулярных базаль-
ных мембран обработанных на lamina rara exter-
na, lamina densa и lamina rara interna. Было выяв-
лено статистически значимое увеличение толщи-

ны гломерулярных базальных мембран (р = 0.05)
(рис. 3, 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эпителиальные клетки, выстилающие прокси-
мальные канальцы, играют важную роль в извлече-
нии ионов и белков, проходящих сквозь гломеру-
лярный фильтрационный барьер [21]. Протеину-
рии, как одного из основных критериев,
свидетельствующих о нарушении функции почек,
у животных, переживших острую интоксикацию
ДНФФ, выявлено не было. Следовательно, нару-
шение целостности апикальной поверхности эпи-
телиальных клеток, выявленное на ранних сроках,
не оказывает влияние на апикальный эндоцитоз
белков. Вероятно, мультилигандные рецепторы
мегалин и кубилин, обеспечивающие реабсорбцию
белков и располагающиеся между микроворсинка-
ми эпителиальных клеток проксимального извито-
го канальца, экспрессированы в достаточном ко-
личестве клеток для обеспечения нормального
уровня реабсорбции [21, 22]. Это соответствует ре-
зультатам других исследований, где, в случае при-
менения низких доз ФОС, в первые сутки после
отравления гистопатологических изменений в тка-
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нях почек животных не наблюдалось, хотя через
3 нед хронического воздействия они оказывались
ярко выраженными и включали кровотечение, де-
сквамацию эпителия канальцев, инфильтрацию
воспалительными клетками и некроз [23]. Нор-
мальный уровень реабсорбции белка в прокси-
мальных канальцах косвенно указывает на целост-
ность гломерулярных мембран фильтрационного
барьера почек в ранние сроки у выживших живот-
ных после отравления сублетальными дозами
ДНФФ и сохранность достаточного количества ка-
нальцев для его поддержания.

Выявленное снижение уровня альбумина в сы-
воротке крови через сутки после острого воздей-
ствия без увеличения его экскреции с мочой может
свидетельствовать о нарушении гемато-тканевых
барьеров и вероятном выходе альбумина в парен-
химу головного и спинного мозга [24–26]. Следов
выведения необратимо связанных комплексов аль-
бумин-ФОС в фильтрационном барьере почек или
моче в нашем исследовании обнаружено не было
ни через сутки, ни через 7 суток после воздействия
ДНФФ. Электронно-плотные комплексы в струк-
туре гломерулярных мембран также не обнаруже-
ны. Однако наличие следов белка в толще гломеру-
лярных мембран в исследованиях токсического
действия ФОС на ткань почек показано для кви-
налфоса [27].

Согласно литературным данным, ключевыми
факторами, способствующими повреждению
проксимальных канальцев, являются гиперглике-
мия, протеинурия, гипоксия и воспаление [28].
Нарушения микроциркуляции, выявленные в тка-
нях почек крыс, погибших в течение часа после
воздействия ДНФФ, указывают на формирование
для клеток почек выживших животных гипоксиче-
ских условий. Согласно современным представле-
ниям вышеуказанные факторы оказывают свое
воздействие через изменения сигналинга TGF-beta

Рис. 4. Гломерулярные базальные мембраны фильтрационного барьера почек в контрольной группе (a), через сутки (b) и
7 сут (c) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. 1 – тело подоцита, 2 – ножковые отростки подоцитов, 3 – гломерулярная
базальная мембрана, 4 – просвет клубочкового капилляра. Трансмиссионная электронная микроскопия, масштабный
отрезок = 200 nm.
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Рис. 5. Толщина гломерулярных базальных мембран
фильтрационного барьера почек крыс через сутки (1d)
и 7 сут (7d) после введения ДНФФ в дозе ЛД50. На ри-
сунке представлены значения Me (Q1, Q3) для каждой
группы. *p ≤ 0.05.
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и баланса медиаторов ренин-ангиотензиновой си-
стемы, дисрегуляцию полиолового и гексозами-
нового пути, активности протеинкиназы С, а также
через образование конечных продуктов гликиро-
вания [28].

Согласно клиническим наблюдениям у постра-
давших от воздействия ФОС наблюдается транзи-
торная глюкозурия при эугликемии [29]. В нашем
исследовании у животных, переживших острую
интоксикацию, наблюдалась аналогичная ситуа-
ция, высокий уровень содержания глюкозы в моче
сочетался с отсутствием изменений уровня глюко-
зы в крови через сутки и 3 сут после воздействия.
Как известно, апикальные мембраны эпителиаль-
ных клеток извитых канальцев несут на себе рецеп-
торы к инсулину и транспортеры глюкозы [30, 31].
Потеря микроворсинок апикальной части клеток
проксимальных канальцев приводит к утрате Na-
зависимых SGLT-переносчиков глюкозы, что на-
рушает активный транспорт глюкозы в клетку из
просвета канальца [32]. Снижение количества ре-
цепторов инсулина в проксимальных канальцах,
которое имеет место при инсулинорезистентном
состоянии, также способствует развитию ги-
пергликемии за счет усиления глюконеогенеза
[31]. Изменения клеточных функций, происходя-
щие в ответ на воздействие различных эндоген-
ных факторов, в том числе и отравления ФОС,
вызывающие потерю инсулиновых рецепторов и
SGLT-переносчиков глюкозы в поврежденных
проксимальных канальцах, могут способствовать
развитию диабетоподобной нефропатии [30].
Это подтверждается полученными данными,
свидетельствующими о возникновении метабо-
лического кетоацидоза через сутки после отрав-
ления: смещение рН мочи в кислую сторону,
рост уровня мочевой кислоты и D-3-гидроксибу-
тирата. D-3-гидроксибутират является наиболее
распространенным кетоном, обеспечивающим
индикацию кетоацидоза. Имеются данные о слу-
чаях интоксикации человека ФОС, проявляю-
щихся как диабетический кетоацидоз [33–35]. В
моделях на животных эти соединения влияют на
пути метаболизма глюкозы, что в конечном итоге
приводит к гипергликемии [34].

Рост уровня экскреции мочевой кислоты в моче
обработанных животных в нашем исследовании
согласуется с данными о последствиях повышен-
ной активности ксантиноксидазы и повышенного
уровня оксидативного стресса при отравлении [14,
36]. Мочевая кислота – конечный продукт метабо-
лизма эндогенных и поступающих с пищей пури-
новых соединений у человека, образующийся из
ксантина под действием ксантиноксидазы. Выве-
дение мочевой кислоты в просвет канальца проис-
ходит при помощи мочекислого или уратного пе-
реносчика 1 (URAT1), также экспрессированного
на люминальной клеточной мембране и в цито-

плазме клеток проксимальных канальцев [37].
Частичная утрата эпителия проксимальных ка-
нальцев способна вызвать рост экскреции моче-
вой кислоты с мочой.

Патогистологические изменения в тканях почек
при воздействии ДНФФ в дозе ЛД50 наиболее ярко
проявляются через сутки, восстановление проис-
ходит в течение недели. Увеличение толщины гло-
мерулярных базальных мембран, выявленное через
7 сут у обработанных животных не сочеталось с
протеинурией и гематурией. Различий между кон-
трольной и экспериментальной группами крыс по
уровню сывороточной амилазы, которая, согласно
данным некоторых исследований, имеет наиболь-
шую диагностическую точность при оценке тяже-
сти воздействия ФОС у человека [16], в нашем экс-
перименте не обнаружено.

В целом исследование показало, что однократ-
ное введение сублетальной дозы ДНФФ оказывает
токсическое воздействие на крыс, отражающееся в
ряде изменений биохимических показателей кро-
ви, мочи и морфологических показателей тканей
почек. Согласно полученным данным, максималь-
ные изменения биохимических показателей крови
и мочи регистрируются через сутки после острого
воздействия, выражаются в развитии метаболиче-
ского кетоацидоза и снижении выделительной
способности почек, что свидетельствует о форми-
ровании у крыс преморбидного состояния с после-
дующей неполной его нормализацией. Результаты
исследования позволяют предположить риск раз-
вития диабетической нефропатии в результате
острой интоксикации ФОС.
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Ultrastructural Changes in the Kidneys and Biochemical Parameters 
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Pesticides based on organophosphorus compounds (OPs) are widely used in agriculture worldwide, which is
fraught with acute and chronic human poisoning. In general, toxic effects of OPs on the mammals are well stud-
ied, but many details of the etiology of immediate and long-term consequences of poisoning require additional
attention. The aim of this study was to assess the dynamics of biochemical blood and urine parameters along with
pathomorphological and ultrastructural changes in the kidneys after acute poisoning of experimental rats with
O-O-diethyl-O-(4-nitrophenyl)phosphate (ethyl-paraoxon, DNPP). The study was carried out on white out-
bred male rats Rattus norvegicus weighing 200–250 g. DNPP was administered to experimental groups animals
at a lethal dose 50 (LD50, single injection). Blood serum and urine samples for biochemical analysis and kidney
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tissue samples for morphological investigation were taken on days 1, 3 and 7 after poisoning. Daily diuresis and
urine specific gravity, as well as serum and urine levels of bilirubin, total protein, glucose, pH, creatinine, albu-
min, D-3-hydroxybutyrate and uric acid, were assessed. Pathomorphological changes in kidney tissue were de-
scribed. After DNPP exposure, there were observed a decrease in albumin and an increase in uric acid, glucose
and D-3-hydroxybutyrate levels, as well as a decrease in the volume of daily diuresis and urine pH, paralleled by
an increase in urine specific gravity. Morphological analysis of kidney tissue revealed a damage to epithelial cells
of the proximal convoluted tubules and an increase in the thickness of glomerular basement membranes, respec-
tively, 24 h and 7 days after DNPP exposure. A single sublethal dose of DNPP had a nephrotoxic effect, as man-
ifested in changes in biochemical blood and urine parameters, as well as morphological parameters of kidney tis-
sue. The most pronounced changes in biochemical parameters were recorded one day after DNPP exposure, in-
dicative of a decrease in the excretory capacity of the kidneys and the development of metabolic ketoacidosis. The
thickening of glomerular basal membranes in 7 days after exposure suggests the prerequisites for the formation of
delayed pathology.

Key words: organophosphates, rats, biochemistry, nephrotoxicity, glomerular basal membrane, electron micros-
copy, convoluted tubules, nephropathy
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