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В работе исследовано влияние 5/6 нефрэктомии на барьерные свойства тощей и тол-
стой кишки крыс в длительном послеоперационном периоде (два, четыре и шесть 
месяцев). Показано, что у животных с дисфункцией почки развивалась прогрессиру-
ющая азотемия, гипернатриемия и гиперкалиемия, увеличивались уровни уремиче-
ских токсинов (триметиламин и триметиламин-N-оксид) и артериальное давление. 
Через два месяца после нефрэктомии в тощей кишке наблюдалось снижение тока 
“короткого замыкания” и  повышение парацеллюлярной проницаемости для флуо-
ресцеина натрия, однако трансэпителиальное сопротивление (ТЭС) не изменялось. 
В толстой кишке на этом сроке отмечалось повышение ТЭС и проницаемости при 
снижении тока “короткого замыкания”. На четвертом месяце у тощей кишки сохра-
нялись морфологические изменения ворсинок и крипт, но барьерная функция ста-
билизировалась за счет компенсаторного повышения уровня окклюдина и снижения 
клаудина-1. В толстой кишке сохранялась повышенная проницаемость без значимых 
изменений в уровне изученных белков плотных контактов. Через шесть месяцев по-
сле нефрэктомии различия в проницаемости и содержании белков плотных контак-
тов по сравнению с контролем нивелировались, хотя морфологические нарушения 
эпителия сохранялись. Результаты проведенного исследования показывают способ-
ность кишечного эпителия восстанавливать свойства кишечного барьера после про-
веденной нефрэктомии.
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ВВЕДЕНИЕ

Многие висцеральные органы находятся между собой в функциональном взаимо-
действии, которое может реализовываться двумя основными способами. К первому 
относится выделение в  кровь физиологически активных веществ, содружественно 
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изменяющих функции одного или нескольких органов. Так, например, специали-
зированные клетки кишечника и  атипичные кардиомиоциты секретируют в  кровь 
глюкагон-подобный пептид 1 и натрийуретический гормон соответственно, оказы-
вающие влияние на функции почки [1, 2]. К другому варианту взаимовлияния мож-
но отнести поступление в  кровь при деятельности какого-либо органа различных 
продуктов метаболизма или токсинов, которые могут вызывать дисфункцию других 
висцеральных органов.

Почка является гомеостатическим органом, который участвует в регуляции вод-
ного и электролитного баланса, кислотно-щелочного равновесия, артериального дав-
ления, а также в выведении продуктов обмена и лекарственных препаратов [3]. Нару-
шение работы почек приводит к значимым изменениям в ионном составе, задержке 
метаболитов в плазме крови, изменениям в системной гемодинамике и возникнове-
нию уремии. Так, при уремии, вызванной хронической почечной недостаточностью, 
в  плазме крови накапливается большое количество продуктов метаболизма, таких 
как мочевина, мочевая кислота, аммиак и другие токсичные соединения. Накоплен-
ные в крови вещества разносятся по всему организму и могут оказывать влияние, 
в том числе повреждающее, на другие органы, вызывая местное и впоследствии си-
стемное воспаление [4–6].

В этом плане интерес представляет изменение функций кишечного барьера киш-
ки при нарушении функций почек. Это обусловлено тем, что эпителиальные клетки 
кишки имеют рецепторы и переносчики для метаболитов и токсинов, образующихся 
в почке [7–9]. Следовательно, нормальное функционирование кишечника может быть 
нарушено при нарушении метаболического профиля плазмы крови или при повыше-
нии уровня уремических токсинов. Кроме прямого влияния на  функции кишечного 
эпителия, существуют процессы, усиливающие патофизиологическое звено взаимо-
действия почки и кишки через включение в этот процесс микробиоты кишки. В по-
лость кишки из плазмы крови при помощи специализированных белков-транспортеров 
эпителия переносится мочевина, которая является источником азота для микрофлоры 
кишки  [10]. При хронической почечной недостаточности, вызывающей повышение 
мочевины в плазме крови, наблюдается одновременно увеличение этого соединения 
в кишке. В просвете кишки мочевина гидролизуется микробной уреазой с образовани-
ем аммиака, что приводит к изменению pH и росту патогенной микрофлоры [6]. В свою 
очередь, увеличение патогенных микроорганизмов ведет к увеличению уровня уреми-
ческих токсинов, которые, проникая через стенку кишечника, попадают в кровоток, 
способствуя возникновению оксидативного стресса и воспаления в самой почке [4, 5]. 
Выяснение конкретных физиологических и молекулярных механизмов влияния дис-
функции почек на проницаемость кишечного барьера остается актуальной задачей фи-
зиологии висцеральных систем. 

Осуществление барьерных функций и избирательного транспорта в тканях и ор-
ганах относится к  жизненно необходимым процессам, обеспечивающим нормаль-
ное функционирование организма. Ключевым комплексом, регулирующим межкле-
точную проницаемость для ионов, воды и органических соединений, и играющим 
основную роль в поддержании барьерных функций тканей, является комплекс белков 
плотных контактов. Основными молекулярными компонентами плотных контактов 
являются интегральные белки плазматической мембраны – белки семейства клауди-
на, обеспечивающие селективный транспорт ионов и воды, а также белки семейст-
ва MARVEL – трицеллюлин и окклюдин, которые обеспечивают парацеллюлярный 
транспорт макромолекул [11]. Клаудины, в свою очередь, разделяют на две большие 
группы в соответствии с их свойствами – снижающие (клаудин-1, -3, -4, -5, -6 и т.д.) 
и увеличивающие (клаудин-2 и -15) межклеточную проницаемость [12]. Разнообраз-
ные сочетания этих белков и  изменение их уровней определяют барьерные свой-
ства тканей органов, а  также их функции  [13]. Изучение молекулярных аспектов, 
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лежащих в основе барьерных свойств тканей, в частности эпителия кишки, является 
приоритетной задачей клеточной физиологии.

Валидной моделью для изучения влияния хронической почечной недостаточности 
на  функцию эпителиального барьера кишки является метод 5/6 нефрэктомии у  жи-
вотных  [9]. При его использовании снижается функциональная способность почек 
поддерживать гомеостаз внутренней среды организма, что выражается, в частности, 
в повышении мочевины в плазме крови [5]. Накопление мочевины в просвете кишки 
вызывает воспаление, которое приводит к изменению в содержании белков плотных 
контактов и впоследствии к увеличению проницаемости кишки [4]. На сегодняшний 
день известно, что через два месяца после нефрэктомии происходят изменения в со-
держании белков плотных контактов, а также проницаемости тонкой и толстой киш-
ки  [14, 15]. Возможно, увеличение продолжительности времени после нефрэктомии 
приведет к дальнейшему ухудшению тканевого барьера кишки. Однако отсутствуют 
данные о влиянии нефрэктомии на барьерные свойства кишки через длительные по-
слеоперационные периоды. Этот подход имеет еще один важный аспект – изучение 
этой научной проблемы может помочь определить критический временной интервал, 
в  течение которого развивается дисфункция кишки. Ответ на  этот вопрос позволит 
прогнозировать необходимые профилактические или лечебные мероприятия у людей 
с развивающейся дисфункцией почки. Таким образом, цель данной работы состояла 
в изучении влияния 5/6 нефрэктомии и развития почечной дисфункции на барьерные 
свойства тощей и толстой кишки крысы через два, четыре и шесть месяцев после ее 
проведения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные и схема эксперимента. В экспериментах исполь-
зовали самцов крыс Вистар массой 180–200 г (N = 40 (здесь и далее N – количество 
животных, n – количество измерений)) (ЦКП “Биоколлекция” Института физиологии 
им. И.П. Павлова РАН). Животных содержали в клетках по четыре особи при фикси-
рованной температуре и стандартном освещении (12 ч свет : 12 ч темнота). Животные 
получали стандартный рацион питания и воду ad libitum. 

Дизайн эксперимента. Для моделирования хронической нефропатии использова-
ли двухмесячных крыс Вистар массой тела 180–200 г (N = 34). Чтобы индуцировать 
хроническую почечную недостаточность, у крыс под общей анестезией (Золетил-100 
(Virbac, Франция)) путем хирургического вмешательства удалили 5/6 объема почечной 
массы. Нефрэктомию проводили в два этапа по стандартной методике (5). Сначала уда-
ляли 2/3 объема левой почки, а через неделю полностью удалялась правая почка. В ка-
честве контроля использовали группу животных, которым проводили ложную опера-
цию без иссечения почек. Перед операцией крыс осматривали, взвешивали, измеряли 
артериальное давление (АД) и частоту сердечных сокращений (ЧСС). Для измерения 
АД и ЧСС крыс помещали в специальную камеру, фиксировали на специальном дер-
жателе, подключали к хвосту крысы датчик тонометра и манжетный электроманометр 
ELEMA (Швеция). Животным после каждого этапа нефрэктомии вводили Ветбицин-3 
в дозе 15000 ЕД на кг массы тела животного. После операции крысы находились в по-
мещении, в специальных клетках под наблюдением до выхода из наркоза. Животным 
вводили 5 мл физиологического раствора для предотвращения обезвоживания. Опера-
ционный шов ежедневно обрабатывался дезинфицирующим раствором и осматривал-
ся. Швы снимались через неделю после операции. Наблюдение за животными было 
ежедневным в течение всего послеоперационного периода. Через два, четыре и шесть 
месяцев после операции крыс декапитировали и получали образцы тканей и крови для 
дальнейшего анализа.
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Биохимические методы. Пробы крови собирали в вакуумные пробирки с активато-
ром свертывания, отстаивали при комнатной температуре в течение двух часов, после 
чего центрифугировали при ускорении 500 RCF (Multi-Spin MSC-3000, Biosan, Латвия). 
Уровни креатинина, мочевины и электролитов в сыворотке крови определялись с помо-
щью автоматического биохимического анализатора (Mindray BS-120, Mindray, Китай).

Определение уровня триметиламина (ТМА) и  триметиламин-N-оксида (ТМАО) 
в  сыворотке крови выполняли методом ВЭЖХ-МС/МС с  использованием систе-
мы Shimadzu-8060 в  сочетании с  жидкостным хроматографом “Shimadzu LC-30AD” 
(Shimadzu, Япония). Хроматографическое разделение проводили с  использованием 
BEHILIC Waters Acquity UPLC (колонка размером 1.7 мкм, 2.1 × 100 мм), при темпера-
туре 600 °C и скорости потока 0.35 мл/мин.

Электрофизиология. Исследование барьерных функций ткани толстой и  тощей 
кишки проводили в  камере Уссинга, которая с  обеих сторон заполнялась раство-
ром Кребса–Рингера по 5 мл (состав в ммоль/л: 119 NaCl; 5 KCl; 1.2 MgCl₂  · 6H₂O; 
25 NaHCO₃; 0.4 NaH₂PO₄ · H₂O; 1.6 Na₂HPO₄ · 7H₂O; 1.2 CaCl₂) и оксигенировали кар-
богеном (95% О2, 5% СО2). Температура камеры составляла 38 °С. В камере Уссинга 
регистрировали ток “короткого замыкания” (ток КЗ) и трансэпителиальное сопротив-
ление (ТЭС), отражающие интенсивность активного транспорта и барьерные свойства 
эпителия соответственно. 

Образцы ткани для Вестерн-блоттинга были заморожены при –80 °С, а также за-
фиксированы в 10%-ном забуференном формалине для проведения световой микро-
скопии и иммуногистохимии. 

Световая микроскопия. После отмывки от 10%-ного забуференного формалина 
образцы проводили через ряд спиртов возрастающей концентрации для обезвожива-
ния и заключали в парафин по стандартной методике. Полученные с помощью микро-
тома Leica RM2265 (Leica, Германия) срезы толщиной 5 мкм монтировали на предмет-
ные стекла и окрашивали гематоксилин-эозином. Оценку гистологической структуры 
ткани проводили на инвертированном световом микроскопе фирмы Leica DMI 6000 
(Leica, Германия). Морфометрический анализ изображений проводили с  помощью 
программы ImageJ (NIH, США). 

Вестерн-блоттинг. Анализ уровня белков плотных контактов тощей и  толстой 
кишки крыс был проведен с использованием метода вестерн-блоттинга в модификации 
Stain-Free [16]. Электрофорез проводили в 10%-ном полиакриламидном геле. Электро-
перенос выполняли полусухим методом с  использованием PVDF-мембраны. После 
блокировки в 5%-ном растворе обезжиренного сухого молока использовали кроличьи 
первичные антитела против клаудина-1 и  -2, окклюдина и  трицеллюлина (1  :  1000, 
Invitrogen, США); вторичные антитела козьи антикроличьи, конъюгированные с  пе-
роксидазой хрена (1 : 2000, Cell Signaling, США). Детекцию сигнала белков интереса 
выполняли с использованием ChemiDoc MP+ (Bio-Rad, США). Обработку результатов 
проводили в программе ImageLab 6.1 (Bio-Rad, США). Уровень клаудинов был нор-
мализован на общий белок в том же образце. Уровень белков в контрольных группах 
принят за 100 %.

Данный этап работы был выполнен с  использованием оборудования Ресурсного 
центра “Развитие молекулярных и клеточных технологий” СПбГУ.

Статистическая обработка результатов исследований. Оценку достоверности 
экспериментальных данных выполняли с помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа (Two-way ANOVA) с апостериорным тестом Тьюки и U-критерия Манна–Уит-
ни (для групп с  ненормальным распределением) в  программе GraphPad Prism 8.2.1 
(GraphPad, США). Нормальность распределения проверяли с помощью теста Шапи-
ро–Уилка. Уровень достоверности p < 0.05 принимали как статистически значимый. 
Данные представлены в виде среднего и стандартной ошибки среднего.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка состояния крыс после нефрэктомии. Двухфакторный дисперсионный ана-
лиз был проведен для оценки влияния нефрэктомии через два, четыре, шесть месяцев 
на АД и ЧСС. Наблюдалось значительное влияние послеоперационного периода на АД 
на  уровне p  <  0.05 для всех трех условий [F (2,24)  =  4.030, p  =  0.0310]. Сравнение 
с использованием апостериорного теста Тьюки показало, что у животных через два 
месяца после нефрэктомии АД увеличивалось с 120 ± 2 (N = 7) до 147 ± 2 мм рт. ст. 
(N = 7, p < 0.001) (рис. 1a). Через четыре месяца после нефрэктомии АД увеличивалось 
со 121 ± 2 (N = 6) до 155 ± 3 мм рт. ст. (N = 6, p < 0.001). Через шесть месяцев после 
нефрэктомии у опытных крыс АД выросло с 123 ± 2 (N = 6) до 160 ± 2 мм рт. ст. (N = 6, 
p < 0.001) (рис. 1a). Одновременно с этим достоверных изменений ЧСС на всех этапах 
послеоперационного периода обнаружено не было (рис. 1b). 
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Рис. 1. Изменение артериального давления и  частоты сердечных сокращений у  крыс через два, четы-
ре и  шесть месяцев после 5/6 нефрэктомии. (а)  – Артериальное давление крыс, (b)  – частота сердечных 
сокращений. ***  – p  <  0.001. Двухфакторный дисперсионный анализ с  апостериорным тестом Тьюки.  
mmHg – мм рт. ст., BMPs – удары в минуту. Количество животных – N (см. текст).
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Изменение биохимических показателей и концентрации электролитов в сыворот-
ке крови. Для оценки изменений биохимических маркеров почечной дисфункции был 
проведен двухфакторный дисперсионный анализ. Наблюдалось значительное влияние 
постоперационного периода на  биохимические маркеры почечной дисфункции для 
трех послеоперационных периодов креатинина [F (2,24) = 11.99, p = 0.0002] (рис. 2a), 
мочевины [F (2,24) = 12.23, p = 0.0002] (рис. 2b). Сравнение с использованием апосте-
риорного теста Тьюки показало через два месяца после операции повышение уровня 
креатинина с 70 ± 4 (N = 5) в контрольной группе до 88 ± 3 мкМ в опытной группе 
(N = 5, p < 0.05), а мочевины – с 6 ± 0.5 до 9 ± 0.6 мМ (N = 5, p < 0.05). Через четыре 
месяца после нефрэктомии креатинин увеличивался с 79 ± 3 мкМ контрольной группы 
до 103 ± 4 мкМ опытной группы (N = 5, p < 0.05), мочевина с 7 ± 0.5 мМ в контрольной 
группе до 13 ± 1 мМ в опытной группе (N = 5, p < 0.05). Через шесть месяцев уровень 
креатинина увеличился до 118 ± 3 мкМ (N = 5, p < 0.05), а мочевины – до 17 ± 0.5 мМ 
(N = 5, p < 0.05). В контрольной группе достоверных изменений ни креатинина, ни 
мочевины не было обнаружено. 

Параллельно с нарастанием азотемии наблюдалось развитие электролитных нару-
шений. Двухфакторный дисперсионный анализ не выявил статистически значимого 
влияния временного периода после нефрэктомии на уровень натрия [F (2,24) = 1.052, 
p = 0.3649] (рис. 2с) и калия [F (2,24) = 2.367, p = 0.1153] (рис. 2d). Сравнение с ис-
пользованием апостериорного теста Тьюки не показало достоверных изменений элек-
тролитного баланса через два месяца после нефрэктомии. Через четыре месяца дан-
ный тест показал достоверное повышение уровня натрия со 134.9 ± 0.8 мМ в контроле 
до 138.7 ± 1 в опытной группе (N = 5, p < 0.05 и калия с 4.5 ± 0.4 до 6.2 ± 0.4 мМ (N = 5, 
p  <  0.05). Через шесть месяцев после нефрэктомии оставался повышенным в  срав-
нении с контролем уровень как калия до 5.7 ± 0.2 мМ (N = 5, p < 0.01), так и натрия 
до 144.7± 1 мМ (N = 5, p < 0.01). 

С использованием двухфакторного дисперсионного анализа также анализировали 
влияние послеоперационного периода на уровни ТМАО [F (2,19) = 1.051, p = 0.3690] 
(рис. 2e) и ТМА [F (2,19) = 2.771, p = 0.0879] (рис. 2f). В опытной группе концентра-
ция ТМАО через два месяца после операции составила 251± 33 нг/мл, через четыре 
месяца – 406 ± 165 нг/мл, а к шестому месяцу достигла 493 ± 9 нг/мл, и при сравнении 
показателей второго и шестого месяцев с использованием апостериорного теста Тьюки 
выявлено достоверное повышение (N = 5, p < 0.01). Аналогичная динамика наблюда-
лась у ТМА, концентрация которого в опытной группе при сравнении с использова-
нием апостериорного теста Тьюки достоверно увеличилась с 11 ± 1 нг/мл через два 
месяца до 23 ± 0.7 нг/мл через шесть месяцев (N = 5, p < 0.01). В контрольной группе 
уровень ТМАО и ТМА сохранялся стабильным.

Оценка барьерных функций тощей и толстой кишки. Для оценки влияния 5/6 не-
фрэктомии на барьерные функции тощей и толстой кишки через два, четыре и шесть 
месяцев проводили двухфакторный дисперсионный анализ. В тощей кишке статисти-
чески значимого влияния временного периода на величину трансэпителиального со-
противления (ТЭС) не выявили (рис. 3a). При сравнении с использованием апостериор-
ного теста Тьюки не обнаружили достоверных отличий между показателями опытной 
(количество сегментов ткани = 19) и контрольной группы (количество сегментов тка-
ни = 20) (73 ± 5 Ом·см2 vs. 72 ± 6 Ом·см2). Также двухфакторный дисперсионный анализ 
показал отсутствие статистически значимого влияния временного периода на величи-
ну тока КЗ [F (2, 92) = 1.645, p = 0.1987], однако сравнение с использованием апосте-
риорного теста Тьюки выявило его достоверное снижение с 30 ± 3 мкА в контроле 
до 21 ± 3 мкА (p < 0.05) в опытной группе. Одновременно с этим дисперсионный ана-
лиз показал значительное влияние послеоперационного периода на величину парацел-
люлярной проницаемости для флуоресцеина натрия [F (2,62) = 16.20, p < 0.0001]. Че-
рез два месяца при использовании апостериорного теста Тьюки показано достоверное 
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Рис. 2. Биохимические и  электролитные показатели крови крыс в  динамике развития нефропатии. Кон-
центрации креатинина (а), мочевины (b), ионов Na (c), ионов K (d), ТМАО (e), ТМА (f) через два, четыре 
и шесть месяцев после нефрэктомии. * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 по сравнению с контролем,  
# – p < 0.05, ## – p < 0.01 по сравнению с предыдущим послеоперационным периодом. Двухфакторный 
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ламин. Количество животных – N (см. текст).
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увеличение проницаемости (p < 0.01). Через четыре и шесть месяцев после операции 
в тощей кишке не было выявлено значимых изменений ТЭС, тока КЗ и парацеллюляр-
ной проницаемости в опытной группе (количество сегментов ткани = 17) по сравнению 
с контролем (количество сегментов ткани = 18).

В толстой кишке двухфакторный дисперсионный анализ показал отсутствие до-
стоверного влияния послеоперационного периода на величину ТЭС [F (2,93) = 2.387, 
p = 0.0975)] (рис. 3b) и значимое – на величину тока КЗ [F (2,94) = 3.132, p = 0.0482]. 
Сравнение величин ТЭС с  использованием апостериорного теста Тьюки через два 
месяца после операции выявило значимое увеличение с  50  ±  2 Ом·см2 (количество 
сегментов ткани = 17) в контрольной группе до 60 ± 3 Ом·см2 (количество сегментов 
ткани = 18, p < 0.01) и одновременно с этим – снижение тока КЗ с 23 ± 4 мкА в контр-
оле до 12 ± 1 мкА в опытной группе (количество сегментов ткани = 18, p < 0.05). Че-
рез четыре месяца после нефрэктомии не было обнаружено изменения ТЭС и тока КЗ 
в опытной группе по сравнению с контролем. Применение двухфакторного дисперси-
онного анализа выявило значительное влияние на парацеллюлярную проницаемость 
[F (2,62) = 5.000 p = 0.0097], апостериорный тест Тьюки показал достоверное увеличе-
ние через два месяца с 3.9 ± 0.9 см/с в контрольной группе до 9 ± 2.3 см/с в опытной 
(p < 0.05). Через четыре месяца проницаемость возросла с 0.6 ± 0.1 см/с в контроле 
до 1 ± 0.2 см/с (p < 0.05) в опыте. Через шесть месяцев после операции достоверных 
различий величины ТЭС, тока КЗ и парацеллюлярной проницаемости между контроль-
ной (количество сегментов ткани = 17) и опытной (количество сегментов ткани = 18) 
группами обнаружено не было.
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Рис. 3. Электрофизиологические характеристики (ТЭС и ток КЗ) и парацеллюлярная проницаемость для 
флуоресцеина натрия тощей (а) и толстой (b) кишки через два, четыре и шесть месяцев после нефрэктомии. 
* – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с контролем. Двухфакторный дисперсионный анализ с апостериор-
ным тестом Тьюки. TER – трансэпителиальное сопротивление, Isc – ток “короткого замыкания”.
n – количество измерений (см. текст).
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Гистоморфометрические изменения. На светооптическом уровне строение стен-
ки тощей кишки крыс всех контрольных групп соответствовало нормальным параме-
трам  – структурированные гистологические слои, сохранная целостность слизистой 
оболочки, четко идентифицируемые нормально распределенные ворсинки и  крипты 
(соотношение длина ворсинки к  глубине крипты 4  :  1), сохраненная популяция бо-
каловидных клеток, отсутствие признаков воспаления и  фиброза. Гистологическое 
исследование выявило значительное влияние 5/6 нефрэктомии на морфологию тощей 
кишки крыс на каждом этапе эксперимента. Уже через два месяца наблюдения у опыт-
ных животных по сравнению с контролем обнаруживалось значимое уменьшение вы-
соты ворсинок (342 ± 7 vs 391 ± 7 мкм, n = 40, p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни) 
и глубины крипт (120 ± 3 vs 135 ± 3 мкм, p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни) с од-
новременным увеличением их толщины (для ворсинок: 94 ± 3 vs 86 ± 2 мкм, p < 0.05, 
U-критерий Манна–Уитни; для крипт: 44  ±  1 vs 41  ±  1  мкм, p  <  0.05, U-критерий 
Манна–Уитни) (рис.  4a). Через четыре месяца значения исследованных параметров 
также значимо отличались от контроля: высота ворсинки тощей кишки – 317 ± 8 vs 
374  ±  11  мкм (n  =  40, p  <  0.001, U-критерий Манна–Уитни); толщина ворсинок  – 
113 ± 4 vs 90 ± 3 мкм (p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни); глубина крипт – 103 ± 2 vs 
130 ± 2 мкм (p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни); ширина крипт – 42 ± 1 vs 40 ± 1 мкм 
(p < 0.05, U-критерий Манна–Уитни) (рис. 4b). Через шесть месяцев после операции 
высота и толщина ворсинок у крыс с 5/6 нефрэктомией значимо уменьшились – на 11% 
и 4%, глубина и ширина крипт также уменьшилась на 2% и 19% (n = 40, p < 0.001, 
U-критерий Манна–Уитни) (рис. 4c). 
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Рис. 4. Гистологическое строение и морфометрические параметры тощей кишки крыс через два, четыре 
и шесть месяцев после 5/6 нефрэктомии. Масштабная линейка – 200 мкм. * – p < 0.05, *** – p < 0.001 
по сравнению с контролем. U-критерий Манна–Уитни. (a) – Высота и ширина ворсинок, а также глубина 
крипт через два месяца после нефрэктомии; (b) – через четыре месяца; (c) – через шесть месяцев. VH (Vil-
lus Height) – высота ворсинки, VW (Villus Width) – ширина ворсинки, CD (Crypt Depth) – глубина крипты,  
CW (Crypt Width) – ширина крипты; n – количество измерений (см. текст)

Толстая кишка контрольных животных имела типичное строение: эпителий образует 
многочисленные плотно расположенные кишечные крипты с широким просветом. Воз-
действие уремии на толстую кишку крыс с 5/6 нефрэктомией, прежде всего, затрагивало 
эпителиальный слой. На поздних стадиях также отмечались неравномерная гипертрофия 
мышечной оболочки и отек стенки кишки. Сравнительный морфометрический анализ 
на втором месяце эксперимента выявил достоверные различия между группами только 
по показателю ширины крипт (рис. 5a), который в опытной группе составил 47 ± 1 мкм, 
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а в контрольной – 44 ± 1 мкм (n = 40, p < 0.05, U-критерий Манна–Уитни). При этом 
различий по показателю глубины крипт обнаружено не было. При длительности в че-
тыре месяца после операции значимые различия отмечались уже по обоим показателям 
(рис. 5b). Как глубина (273 ± 5 vs 228 ± 6 мкм, p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни), так 
и ширина крипт (53 ± 1 vs 45 ± 1 мкм, p < 0.001, U-критерий Манна–Уитни) у нефрэк-
томированных животных были значимо больше, чем у контрольных. На шестом месяце 
эксперимента средняя глубина крипт толстой кишки у крыс в модельной группе увели-
чилась до 278 ± 7 мкм, а их ширина – до 51 ± 1 мкм, что также было значительно выше 
по сравнению с группой контроля (рис. 5c). По сравнению с предыдущим периодом из-
менение глубины и ширины крипт у крыс с 5/6 нефрэктомией было несущественным. 
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Рис. 5. Гистологическое строение и морфометрические параметры толстой кишки крыс через два, четыре 
и шесть месяцев после 5/6 нефрэктомии. Масштабная линейка – 200 мкм. * – p < 0.05, *** – p < 0.001 по 
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нефрэктомии; (b) – через четыре месяца; (c) – через шесть месяцев. CD (Crypt Depth) – глубина крипты,  
CW (Crypt Width) – ширина крипты; n – количество измерений (см. текст).

Уровень белков плотных контактов. Методом вестерн-блоттинга в образцах тощей 
и толстой кишки крыс оценивали уровень клаудина-1 (CLDN-1) и -2 (CLDN-2), окклюди-
на (OCLDN) и трицеллюлина (TRICELL). Исследование проводили только у крыс через 
четыре и шесть месяцев после операции, так как ранее Vaziri с соавт. с помощью вестерн-
блоттинга подробно охарактеризовали изменения молекулярного состава плотных кон-
тактов у крыс через два месяца после 5/6 нефрэктомии, показав значимое снижение уров-
ня клаудина-1, окклюдина и ZO-1 в тощей, подвздошной и толстой кишке крыс [15, 17].

С помощью денситометрии было установлено, что у крыс через четыре месяца по-
сле 5/6 нефрэктомии в тощей кишке снижался уровень клаудина-1 по сравнению с со-
ответствующим контролем (N = 4, p < 0.05, U-критерий Манна–Уитни), который отно-
сится к подтипу белков, усиливающих барьерные свойства эпителия. Одновременно 
с этим достоверно повышалось содержание окклюдина (N = 4, p < 0.05, U-критерий 
Манна–Уитни), который влияет на  проницаемость кишечного эпителия для макро-
молекул (рис. 6a). Вероятнее всего, именно за счет такого компенсирующего эффек-
та проницаемость тощей кишки крыс с  длительностью послеоперационного перио-
да в четыре месяца не повышалась относительно контроля. В толстой кишке этих же 
опытных крыс содержание клаудина-1, -2, окклюдина и трицеллюлина статистически 
значимо не отличалось от показателей контрольных животных (рис.  6b). Исходя из 
этого, наблюдаемая в этой группе повышенная проницаемость могла быть обусловлена 
изменением экспрессии других белков. 
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Через шесть месяцев после 5/6 нефрэктомии различий в содержании исследуемых 
белков плотных контактов в тощей и толстой кишке между опытной и контрольной 
группами не наблюдалось, что объясняет отсутствие различий по показателям прони-
цаемости, ранее обнаруженное у этих животных (рис. 7a, b). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Главной задачей данного исследования было выяснение клеточно-молекулярных 
изменений тканевого барьера кишки при ограничении гомеостатической функции 
почек. Для решения этой задачи была выбрана модель создания почечной недоста-
точности путем субтотального удаления ткани почек у крысы (5/6 нефрэктомия) [18]. 
Предыдущие исследования в  этом направлении немногочисленны и  до настоящего 
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времени выполнялись у экспериментальных животных только при длительности по-
чечной недостаточности в два месяца. Динамическая оценка морфофункциональных 
изменений кишечника при моделировании прогрессирования почечной недостаточно-
сти ранее не проводилась. 

Изменение электролитного баланса, концентрации креатинина, мочевины, ТМАО 
и ТМА свидетельствовали о развитии почечной дисфункции. Одним из характерных 
признаков развития хронической почечной недостаточности в данной модели является 
повышение артериального давления вследствие гиперактивации ренин-ангеотензин-
альдостероновой системы [18]. Во все периоды после нефрэктомии артериальное дав-
ление увеличивалось, что подтверждает адекватность выбранной модели и  условий 
проведения эксперимента.

Использование электрофизиологических и  молекулярно-биологических методов, 
выполненных через два, четыре и шесть месяцев после субтотальной нефрэктомии, 
позволило получить детальное представление о  морфофункциональных изменениях 
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эпителия тощей и толстой кишки в условиях прогрессирующей почечной недостаточ-
ности. Результаты проведенного эксперимента показали, что на фоне сохраняющихся 
изменений морфологических параметров слизистой оболочки повышенная прони-
цаемость тощей кишки наблюдается только через два месяца после вмешательства. 
Нарушение барьерной функции толстой кишки сохраняется до четырех месяцев. При 
длительности почечной недостаточности в  шесть месяцев функциональные параме-
тры кишечного эпителия опытных крыс не отличались от контрольных.

Полученные результаты не подтверждают выдвинутую гипотезу о  прогрессив-
ном ухудшении тканевого барьера кишки при почечной недостаточности. Обсуждая 
полученные результаты, необходимо отметить, что повышение уровня креатинина 
у животных при длительности после операции в два месяца составило 24%, в четы-
ре месяца – 35%, в шесть месяцев – 62% по сравнению с контролем. Таким образом, 
использованная модель соответствует прогрессированию хронической почечной не-
достаточности у людей в диапазоне от легкой к умеренно выраженной почечной не-
достаточности  [19]. На этой стадии еще сохранен относительно нормальный состав 
кишечной микробиоты и не так сильно проявляется негативное воздействие и других 
факторов, что объясняет возможность функциональной адаптации кишечного эпите-
лия к уремии. При этом, по данным вестерн-блоттинга, у нефрэктомированных крыс 
отмечалась нормализация уровня белков плотных контактов, которая, вероятно, и ле-
жала в основе наблюдаемых компенсаторных изменений.

Можно считать, что период в два месяца отражает острую реакцию кишки на из-
менение функций почек. Это подтверждают и работы других авторов. У крыс с 5/6 
нефрэктомией через два месяца было показано снижение образования основного ком-
понента кишечной слизи муцина 2. Обнаруженные изменения ассоциировались со зна-
чительным снижением уровня клаудина-1, ZO-1 и ИЛ-10 [20]. Следует отметить, что 
повышенная проницаемость кишечной стенки может служить защитным механизмом 
при гиперволемии, характерной для прогрессирующей почечной недостаточности. 
Так, Freire с соавт. оценивали секрецию воды и электролитов (K+, Na+, Cl–) в толстой 
кишке крыс на 3-й, 7-й и 14-й день после субтотальной нефрэктомии. Важно отме-
тить, что изучаемые показатели секреции изменялись пропорционально объему крови 
и уровню центрального венозного давления. Таким образом, гиперволемия была ос-
новной причиной секреторной диареи, наблюдаемой в данном исследовании [21].

Период в четыре и шесть месяцев характеризуется постепенным восстановлением 
функций эпителия. Молекулярно-клеточные механизмы этого процесса пока не изуче-
ны. В качестве важного потенциального медиатора этих защитных реакций в первую 
очередь необходимо рассматривать короткоцепочечные жирные кислоты, продуцируе-
мые микробиотой [22, 23]. Известно, что эти соединения восстанавливают кишечный 
барьер, усиливая его через изменение уровня клаудинов в плотных контактах эпите-
лия [24]. Однако секвенирование ДНК бактериальных колоний в фекалиях 5/6 нефрэк-
томированных мышей показало снижение микробного разнообразия с относительным 
увеличением разновидностей клостридий и уменьшением лактобацилл [25]. Эти дан-
ные не позволяют считать, что короткоцепочечные жирные кислоты являются факто-
ром восстановления кишечного барьера. 

В литературе имеются данные, указывающие на связь между уровнем Na,K-АТФазы 
и  изменениями кишечной микробиоты, существенной при дисфункции почек  [26]. 
Проведенное нами ранее исследование установило функциональную связь между 
Na,K-АТФазой и клаудином-1 [27], что позволяет выдвинуть предположение о включе-
нии этого молекулярного компонента в восстановление свойств эпителия кишки после 
длительного периода после нефрэктомии.

Таким образом, результаты проведенного исследования показали способность ки-
шечного эпителия на ранних стадиях почечной недостаточности компенсировать по-
вышенную проницаемость кишечника, вызванную острым снижением функции почек. 
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Barrier Properties of the Intestinal Epithelium in the Dynamics of Nephropathy 
Progression
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The study investigated the effect of 5/6 nephrectomy on the barrier properties of the rats 
jejunum and colon in the long postoperative period (two, four and six months). It was shown 
that animals with kidney dysfunction developed progressive azotemia, hypernatremia 
and hyperkalemia, as well as increased levels of uremic toxins (TMAO and TMA), 
accompanied by an increase in blood pressure. Two months after nephrectomy, a decrease 
in short-circuit current and an increase in paracellular permeability were observed in the 
jejunum, but the transepithelial resistance (TER) did not change. In the colon at this time, 
an increase in TER and permeability to sodium fluorescein was noted with a decrease in 
short-circuit current. At the fourth month, the jejunum retained morphological changes 
in villi and crypts, but the barrier function stabilized due to a compensatory increase in 
occludin levels with a decrease in claudin-1. Increased permeability remained in the colon 
without significant changes in the expression of the studied proteins of tight junctions. 
Six months after nephrectomy, differences in permeability and protein content of tight 
junctions were leveled compared with the control, although morphological disorders of the 
epithelium persisted. The results of the study show the potential for restoring the intestinal 
barrier within six months after the nephrectomy.
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