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Исследовано влияние селективного ингибитора фосфодиэстеразы 4 (ФДЭ-4) ро-
липрама, устраняющего деградацию цАМФ, на осморегулирующую функцию по-
чек у крыс линий WAG и Brattleboro с различным уровнем вазопрессина в крови.
У крыс WAG с высоким уровнем вазопрессина в крови при введении ролипрама
наблюдалось значительное ускорение диуреза, обусловленное увеличением экс-
креции натрия, а также снижением реабсорбции осмотически свободной воды.
Функциональные параметры сопровождались нарастанием гистохимически вы-
являемых гликозаминогликанов, определяющих проницаемость интерстициаль-
ного матрикса гормон-чувствительной зоны почечной медуллы. В то же время
для вазопрессин-дефицитных крыс линии Brattleboro со сниженной активно-
стью аденилатциклазной системы в почке введение ролипрама сопровождалось
развитием антидиуретической реакции без существенных изменений как пара-
метров натрийуретической функции, так и состояния интерстициального мат-
рикса почки. Результаты исследования свидетельствуют о значительном влия-
нии ролипрама, устраняющего деградацию цАМФ путем блокады ФДЭ-4, на
осморегулирующую функцию почек, изменение параметров которой определя-
ется, главным образом, уровнем вазопрессина и интеграцией эффектов, опосре-
дованных рецепторами вазопрессина V2- и V1a-типа.

Ключевые слова: вазопрессин, ролипрам, натрийуретическая функция, аденилат-
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В системе регуляции водно-электролитного баланса у млекопитающих главная
роль принадлежит почке, способной в широких пределах изменять реабсорбцию во-
ды и натрия при отклонениях объема или осмоляльности внеклеточной жидкости.
Ведущую роль в регуляции осмотического гомеостаза у млекопитающих играет ней-
рогипофизарный гормон вазопрессин, реализующий свой антидиуретический эф-
фект как путем влияния на трансэпителиальный транспорт воды и ионов натрия в
собирательных трубках почки [1, 2], так и путем контроля проницаемости интер-
стициального матрикса, основным компонентом которого является кислый глико-
заминогликан гиалуронан, разделяющий элементы противоточного механизма по-
чечной медуллы [3]. Вазопрессин способен оказывать стимулирующий или инги-
бирующий эффект на транспорт воды и натрия в эпителии почечных канальцев в
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зависимости от вовлечения рецепторов V2- или V1a-типа, обладающих различной
аффинностью [4]. V2-рецепторы базолатеральной мембраны, активируя аденилат-
циклазную систему, являются триггером гидроосмотического эффекта вазопресси-
на, в то время как функциональная роль V1а-рецепторов апикальной мембраны –
торможение транспорта натрия [4, 5]. Ключевой посредник эффекта вазопрессина –
цАМФ, концентрация которого определяется соотношением активности адени-
латциклазы и специфических фосфодиэстераз (ФДЭ-4, 7, 8), деградирующих
цАМФ [6]. Несмотря на то, что в последние годы достигнут существенный про-
гресс в понимании молекулярных механизмов действия вазопрессина в эпителии
почечных канальцев, выявление новых звеньев в регуляции транспорта воды и
ионов остается одной из наиболее интенсивно развиваемых проблем физиологии
почек. Цель настоящей работы – исследование морфофункциональных особенно-
стей почек крыс линий WAG и Brattleboro с различным уровнем эндогенного вазо-
прессина в крови в условиях устранения дергадации цАМФ путем введения роли-
прама, селективного ингибитора ФДЭ-4 [7].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В опытах использованы крысы из центра коллективного пользования вивария
конвенциональных животных Института цитологии и генетики СО РАН, содер-
жавшиеся в условиях стандартного рациона со свободным доступом к питьевой во-
де и сухому корму. Эксперименты проведены на половозрелых крысах инбредной
линии WAG (Wistar Albino Glaxo) с высоким уровнем вазопрессина в крови и гомо-
зиготных крысах линии Brattleboro, лишенных гормона вследствие мутации гена
вазопрессина [8]. Исследование выполнено в соответствии с международными ре-
комендациями по работе с экспериментальными животными [9]. Крысы в возрасте
60-ти дней и массой 150–200 г были разделены на 4 экспериментальные группы (по
9 особей в каждой): контрольные крысы WAG и Brattleboro, которым внутрибрю-
шинно вводился физиологический раствор в объеме 0.1 мл/100 г массы тела и экс-
периментальные особи линий WAG и Brattleboro с внутрибрюшинным введением
ингибитора ФДЭ-4 ролипрама (Sigma, США) в дозе 0.4 мг/100 г массы тела дважды
с интервалом 120 мин между иъекциями [10]. Ролипрам предварительно растворя-
ли в капле 96%-ного этанола, а затем разводили в физиологическом расворе. С уче-
том действия препарата [11, 12], через 30 мин после второй инъекции животных по-
мещали в индивидуальные клетки с проволочным дном для сбора спонтанно выде-
ляющейся мочи в течение 90 мин. По окончании эксперимента животных,
предварительно анестезированных тиопенталом натрия (10 мг/100 г массы тела),
декапитировали и забирали пробы крови, а также образцы почечной ткани. Осмо-
ляльность мочи и плазмы крови определяли криоскопическим методом (миллио-
смометр ОСКР-1М КИВИ, Россия). Концентрацию креатинина в моче и сыворотке
крови определяли методом Яффе на спектрофотометре (BioPhotometr plus, “Eppen-
dorf”, Германия, 490 нм). Содержание катионов натрия в пробах мочи и плазмы
крови измеряли методом пламенной фотометрии (Flame photometer 410 Sherwood,
Великобритания). По стандартным формулам рассчитывали клиренс осмотически
активных веществ (Сосм), максимальную реабсорбцию осмотически свободной во-

ды ( ), экскрецию натрия (ЕNa) и экскретируемую фракцию натрия (FENa).
Подготовку почечной ткани для гистохимического анализа (окрашивание альциа-
новым синим на уровне средней трети сосочка почки) проводили по стандартному
протоколу [13]. Гистологические препараты изучали с использованием светового
микроскопа Axioscop 40 (Carl Zeiss, Германия).
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Проверку значимости фактора генотипа и действия препарата ролипрама вы-
полняли с помощью двухфакторного дисперсионного анализа (ANOVA) в про-
грамме Statistica 8.0. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка
среднего (M ± SEM). Достоверность межлинейных различий оценивали с помо-
щью апостериорного критерия Дункана (posthoc Duncan’s test) для множественных
сравнений. Для парного сравнения средних внутри линий применялся критерий
Стьюдента для независимых выборок. Различия считались статистически значи-
мыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Гидруретическая функция у контрольных крыс линий WAG и крыс Brattleboro, со-
державшихся на стандартном водно-пищевом рационе, существенно различалась
(табл. 1). У крыс WAG зарегистрирована низкая скорость мочеотделения и положи-
тельные значения показателей реабсорбции осмотически свободной воды, отражаю-
щие высокий уровень эндогенного вазопрессина. В то же время крысы линии Brattle-
boro, лишенные эндогенного вазопрессина, характеризовались высокой скоростью
диуреза и отрицательными показателями реабсорбции воды.

Параметры натрийуретической функции у крыс двух линий также достоверно
отличались (табл. 2). У вазопрессин-дефицитных крыс линии Brattleboro были вы-
явлены более высокие показатели осмотического очищения, скорости экскреции
и экскретируемой фракции натрия по сравнению с крысами линии WAG. Введе-
ние ролипрама, устраняющего деградацию цАМФ путем блокады ФДЭ-4, индуци-
ровало принципиально различные реакции почек у крыс WAG и Brattleboro.
У крыс WAG наблюдались значительные изменения натрийуретической функции:
увеличение показателя осмотического очищения и скорости экскреции натрия в
результате резкого нарастания экскретируемой фракции катиона (табл. 2). Тормо-
жение реабсорбции натрия у крыс WAG, по-видимому, привело к уменьшению
внутрипочечного концентрационного градиента, что явилось причиной снижения
реабсорбции осмотически свободной воды (табл. 1). У вазопрессин-дефицитных
крыс Brattleboro в базальных условиях все показатели натрийуретической функции
были достоверно выше, чем у крыс WAG, но изменения экскретируемой фракции

Таблица 1. Влияние ингибитора ФДЭ-4 ролипрама на гидруретическую функцию крыс ли-
ний WAG и Brattleboro
Table 1. Effect of rolipram treatment on the hydrouretic function in WAG and Brattleboro rats

Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. Различия достоверны при * p < 0.05;
*** p < 0.001 – сравнение с контрольной группой крыс линии WAG; # p < 0.05 – сравнение с контрольной
группой линии Brattleboro.
All values are presented as mean ± SEM. * p < 0.05; *** p < 0.001 compared to WAG control; # p < 0.05 compared
to Brattleboro control.

Показатель
Parameter

Экспериментальные группы
Groups

WAG Brattleboro

контроль
control

ролипрам
rolipram

контроль
control

ролипрам
rolipram

Диурез (V), мкл/мин
Diuresis (V), μl/min

1.35 ± 0.18 3.2 ± 0.16*** 23.50 ± 2.80*** 17.0 ± 2.10#

Реабсорбция осмотически свободной 

воды ( ), мкл/мин

Solute-free water reabsorption ( ), 
μl/min

10.68 ± 0.83 7.5 ± 0.49* –11.49 ± 2.61*** –6.78 ± 2.00
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натрия и скорости его экскреции при введении ролипрама оказались несуществен-
ными (табл. 2). Снижение диуреза при введении ролипрама у крыс Brattleboro было
связано с нарастанием реабсорбции воды (табл. 1).

Как известно, вазопрессин, помимо регуляции факультативной реабсорбции
воды, оказывает существенное влияние на транспорт натрия в эпителии почечных
канальцев [14, 15], направленность которого зависит от аффинности различного
типа рецепторов вазопрессина и определяется его концентрацией в крови [5, 15].
При нормальном физиологическом уровне секреции вазопрессина проявляется
антинатрийуретическая реакция, обусловленная активацией V2-рецепторов. В то
же время при увеличении секреции вазопрессина в условиях дегидратации активи-
руются V1а-рецепторы апикальной мембраны, трансдукция сигналов которых при-
водит к усилению скорости выведения натрия [4]. Исходя из этого, обнаруженные
особенности реакции на ролипрам у крыс WAG, очевидно, были обусловлены ин-
теграцией эффектов активации V2- и V1a-типа рецепторов вазопрессина, обладаю-
щих различной аффинностью к гормону [4, 15]. У крыс линии WAG ролипрам по-
вышал содержание трансмиттера гормона (цАМФ) до характерных высокому уров-
ню вазопрессина в крови значений, что способствовало активации V1a-рецепторов,
трансдукция сигнала которых по фосфолипазному сигнальному пути в условиях
повышения внутриклеточного содержания Ca2+ [16, 17] приводила к подавлению
реабсорбции натрия и проявлению значительного натрийуреза [4]. Выявленное
снижение концентрирующей функции у крыс WAG в условиях введения ролипра-
ма является следствием негативной модуляции антидиуретического эффекта вазо-
прессина, обусловленное, по всей видимости, снижением проницаемости каналь-
цев почки для солей и воды, стимулированной V2-рецепторами вазопрессина [18].
У крыс линии Brattleboro со сниженной активностью всех изоформ аденилатцик-
лазы [19] ролипрам повышал уровень цАМФ до значений, характерных для актива-
ции V2-рецепторов, соответственно вызывая нарастание реабсорбции воды и паде-
ние диуреза без значительных изменений экскреции натрия (табл. 1, 2).

Таблица 2. Влияние ингибитора ФДЭ-4 ролипрама на натрийуретическую функцию крыс
линий WAG и Brattleboro
Table 2. Effect of rolipram treatment on the natriuretic function in WAG and Brattleboro rats

Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. Различия достоверны при *p < 0.05;
** p < 0.01; *** p < 0.001 – сравнение с контрольной группой WAG.
All values are presented as mean ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 – compared to WAG control.

Показатель
Parameter

Экспериментальные группы
Groups

WAG Brattleboro

контроль
control

ролипрам
rolipram

контроль
control

ролипрам
rolipram

Клиренс осмотически активных веществ 
(Сосм), мкл/мин
Сlearance of osmotic active compounds 
(Сosm), μl/min

7.59 ± 0.94 11.78 ± 1.03** 12.68 ± 0.34** 10.97 ± 0.66

Cкорость экскреции натрия (ENa), 
мкмоль/мин
Sodiumexcretion (ENa), μmol/min

0.03 ± 0.005 0.30 ± 0.04*** 0.18 ± 0.04* 0.23 ± 0.03

Экскретируемая фракция натрия
(FENa), %
Fractional excretion of sodium (FENa), %

0.10 ± 0.002 1.28 ± 0.16*** 0.26 ± 0.01* 0.35 ± 0.01
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Барьер на пути движения воды и солей из канальцев в кровоток, как известно,
представлен не только эпителием, но также внеклеточным матриксом, основным
компонентом которого является гликозаминогликан гиалуронан, разделяющий
элементы концентрирующей противоточной системы и, в зависимости от полимер-
ности его молекул, определяющий скорость диффузии воды и солей в интерстиции
почечной медуллы по осмотическому градиенту [20]. Как известно, продуцентом
гиалуронана в медуллярной зоне почки являются интерстициальные клетки, сек-
реторная активность которых зависит от осмоляльности интерстициальной жид-
кости и регулируется как системными гормонами (вазопрессином, ангиотензином
и др.), так и локальными почечными факторами (ПГЕ2, NO и др.), рецепторы ко-
торых экспрессируются на клеточной мембране интерстициальных клеток [21, 22].
При гистохимическом исследовании срезов почечной ткани контрольных крыс
WAG, экскретирующих мочу с осмоляльностью выше 1800 мОсм/кг H2O выявлена
типичная для действия вазопрессина структура медуллярной зоны: уплощенный
эпителий собирательных трубок, открытая дренажная сеть множества капилляров
и слабое окрашивание кислых гликозаминогликанов интерстиция (рис. 1A). При

Рис. 1. Влияние ФДЭ-4 ингибитора ролипрама на локализацию гиалуронана средней трети сосочка у
крыс WAG и крыс Brattleboro.
А – WAG контроль (1819 мОсм/кг H2O); B – WAG, введение ролипрама (891 мОсм/кг H2O); C – Brattle-
boro контроль (123 мОсм/кг H2O); D – Brattleboro, введение ролипрама (310 мОсм/кг H2O). В скобках
дано значение осмоляльности мочи. Окрашивание алциановым синим, объектив ×63. Снимки выпол-
нены с помощью цифровой фотонасадки AxioCam.

Fig. 1. Effect of selective PDE-4 inhibitor (rolipram) on localization of hyaluronan in the middle third of the re-
nal papilla in WAG and Brattleboro rats.
A – WAG control (1819 mOsm/kg H2O); B – WAG, injection of rolipram (891 mOsm/kg H2O); C – Brattleboro
control (123 mOsm/kg H2O); D – Brattleboro, injection of rolipram (310 mOsm/kg H2O). Remarks: values of
urine osmolality are given in brackets. Alcian blue staining, lens x63. The photos were taken with the AxioCam
digital camera attachment.

A B

C D

20 μm20 μm20 μm 20 μm20 μm20 μm

20 μm20 μm20 μm 20 μm20 μm20 μm
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введении ролипрама у крыс WAG развитие диуреза и снижение осмоляльности мо-
чи, обусловленное торможением реабсорбции воды, сопровождалось повышением
высоты клеток эпителия собирательных трубок и увеличением интенсивности
окрашивания гиалуронана интерстициального матрикса по сравнению с контро-
лем (рис. 1B). Для интактных гомозиготных вазопрессин-дефицитных крыс линии
Brattleboro характерно практически полное отсутствие гистохимически выявляемых
гликозаминогликанов интерстициального матрикса почечной медуллы (рис. 1C) [3],
структура которого при введении ролипрама на фоне отсутствия изменений парамет-
ров осморегулирующей функции не претерпевает значимых изменений (рис. 1D).

Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о значительном эф-
фекте ролипрама, оказывающего влияние на аденилатциклазную систему путем
устранения деградации цАМФ, на осморегулирующую функцию почек, изменение
параметров которой определяется уровнем вазопрессина в крови и интеграцией
эффектов его рецепторов V1a- и V2-типа.
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Effect of Rolipram Treatment on the Osmoregulatory Renal Function 
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The effect of the selective PDE-4 inhibitor rolipram, which eliminates cAMP degrada-
tion, on osmoregulatory function in WAG and Brattleboro rats with different blood va-
sopressin (AVP) level was studied. It was found that in WAG rats with high endogenous
AVP level treatment of rilipram induced the significant acceleration of the urine f low
rate as a result of the increase in sodium excretion and also the decrease in solute-free
water reabsorption. The changes in the functional parameters were followed by an in-
crease in the content of glycosaminoglycans, which determine the permeability of the
interstitial matrix in the AVP-sensitive renal medulla. At the same time in AVP-deficient
Brattleboro rats with low adenylate cyclase system activity in the kidney rolipram treat-
ment induced the development of the antidiuretic response whithout changes in the pa-
rameters of natriuretic function and the state of the interstitial renal matrix. These results
showed a significant influence of rolipram, which eliminates the degradation of cAMP
by the inhibition of PDE4, on the osmoregulatory renal function, changes parameters of
which are mainly determined by the AVP level and the integration of effects mediated by
V2- and V1a-like vasopressin receptors.

Keywords: vasopressin, rolipram WAG and Brattleboro rats, natriuretic functions, ade-
nylate cyclase system, hyaluronan
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