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Цель исследования. Целью настоящей работы была апробация метода определения некоторых белковых 
маркеров в  моче крыс методом электрофоретического разделения с  последующей масс-спектрометрической 
идентификацией для раннего выявления нефротоксичности. В  задачи исследования входили оценка вос-
производимости метода разделения белков, сравнение белковых профилей мочи в  норме и  при введении 
гентамицина сульфата, а  также биохимическое и  морфологическое исследования биоптатов почек.

Материалы и  методы. Гентамицина сульфат вводили крысам обоего пола внутримышечно в  дозе 
60  мг/кг в  течение 5  дней. Суточную мочу собирали в  день 0, на 3, 7 и  14-е сутки от начала введения 
гентамицина сульфата в  обменных клетках. Измеряли концентрации общего белка и  креатинина в  про-
бах мочи, уровень липидов в  гомогенатах почек. Электрофоретическое разделение белков мочи проводили 
в  Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis. Гели окрашивали, а  окрашенные зоны полиакриламидного 
геля вырезали и  выполняли ферментативный гидролиз белков. Спектры триптических пептидов регистри-
ровали на MALDI-TOF/TOF-масс-спектрометре ultrafleXtreme (Bruker, Германия). Белки идентифицировали 
в  программе Biotools при обращении к  базе данных Mascot (matrixscience.com).

Результаты. Оценка воспроизводимости результатов электрофоретического разделения белков мочи 
крыс показала приемлемую величину коэффициента вариации (в  среднем 8,03 %) и  погрешности анализа 
(Δанализа = 14,53 %). Было обнаружено, что в норме у крыс-самцов в моче доминирует предшественник альфа-2-
уроглобулина, у самок преобладают легкие цепи иммуноглобулина G. На фоне введения гентамицина сульфата 
в  моче у  крыс обоих полов появляются лейкоциты в  патологических концентрациях; у  самцов протеомный 
профиль характеризуется сильной внутривидовой дисперсией, в том числе за счет спермальной контаминации; 
у  самок наблюдаются хорошо идентифицируемые зоны альбумина, альфа-1-антитрипсина, аминопептида-
зы  М, бета-2-микроглобулина, трансферрина. При биохимическом исследовании гомогенатов почек выяв-
лено увеличение уровня общего холестерина (самцы) и  триацилглицеридов (самки). Патоморфологические 
изменения были схожими у  самцов и  самок крыс в  виде жировой дистрофии нефротелия проксимальных 
канальцев и  лейкоцитарной инфильтрации интерстиция и  подтверждали изменения в  спектре белков мочи.

Заключение. На основании данных исследования было установлено, что технология электрофоретическо-
го разделения белков в  полиакриламидном геле в  денатурирующих условиях с  последующей MALDI-масс-
спектрометрической идентификацией и  денситометрическим определением доли белковых фракций при-
менима для выявления нефротоксичности. Из-за половых различий в  белковом спектре предпочтительно 
исследовать мочу крыс-самок.

Ключевые слова: крысы; нефротоксичность; гентамицин; моча; электрофорез; масс-спектрометрия; 
PAGE-MALDI-TOF/TOF-идентификация; протеинурия.
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The aim of the article. The aim was to test the method for determining certain protein markers in rat urine 
by electrophoretic separation followed by mass spectrometric identification for early diagnostic of nephrotoxicity. 
The  objectives of the study included assessing the reproducibility of the protein separation method, comparing rats 
urine protein profiles normal and after gentamicin sulfate administration, as well as a biochemical and morphological 
study of kidney biopsy specimens.

Materials and methods. Gentamicin sulfate (GS) was administered intramuscularly to rats of both sexes at a dose 
of 60 mg/kg b.w. for consequence 5 days. Daily urine was collected in the background, on the 3rd, 7th and 14th day 
from the start of the administration of GS in the metabolic cages. We measured the concentrations of total protein 
and creatinine in urine samples, the level of lipids in the homogenates of the kidneys. Electrophoretic separation of 
urine proteins was performed in the Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis. The gels were stained, and the 
stained zones were excised and enzymatic hydrolysis of the proteins was performed. Spectra of tryptic peptides were 
recorded on an ultrafleXtreme MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker, Germany). Proteins were identified 
in the Biotools program by accessing the Mascot database (matrixscience.com).

Results. Assessment of reproducibility of the results of electrophoretic separation of rat urine proteins showed an 
acceptable value of the coefficient of variation (on average 8.03%) and the error of analysis (Δanalysis = 14.53%). It  that 
normally in rats of males the alpha-2-uroglobulin precursor dominates in urine and in females immunoglobulin  G 
light chains dominate was show. Against the background of the administration of GS, leukocytes in pathological 
concentrations appear in the urine in rats of both sexes; in males, the proteomic profile has a strong intraspecific 
dispersion, including due to sperm contamination; in females, well identified zones of albumin, alpha-1-antitrypsin, 
aminopeptidase M, beta-2-microglobulin, and transferrin was appear. A biochemical study of kidney homogenates 
an increase in total cholesterol (males) and triacylglycerides (females) revealed. Pathomorphological changes were 
similar in male and female rats in the form of fatty degeneration of the proximal tubule nephrothelium and leukocyte 
infiltration of interstitium and confirmed changes in the spectrum of urine proteins.

Conclusion. Based on the analysis of the experimental results it was found that the use of the technology of 
electrophoretic separation of proteins in PAGE under denaturing conditions followed by MALDI mass spectrometric 
identification (PAGE-MALDI-TOF/TOF) and densitometric determination of the percentage of protein fractions is 
applicable for the detection of nephrotoxicity. Due to gender differences in the protein spectrum it is preferable to 
examine the urine of female rats. Pathomorphological changes did not have gender differences.

Keywords: rats; nephrotoxicity; gentamicin; urine; PAGE-MALDI-TOF/TOF; proteinuria.

Введение

Ранняя диагностика поражения почек пред-
ставляет собой одну из важных задач токси-
кологии. Нефротоксичность химических ве-
ществ и лекарственных препаратов проявляется 
в  способности вызывать структурные и  функ-
циональные нарушения почек. Фуросемид, 
ванкомицин и  гентамицин являются наиболее 
часто назначаемыми нефротоксичными пре-
паратами пациентам, находящимся в  критиче-
ском состоянии в  результате развития остро-
го повреждения почек [1]. Нефротоксичность 
аминогликозидных антибиотиков, в  особен-
ности неомицина и  гентамицина, проявляется 
повреждением различных структур нефрона 
почек  [2]. Передозировка аминогликозидами, 
оказывающими мембранотоксическое действие 
в митохондриях и лизосомах нефротелиоцитов, 
приводит к  накоплению ламеллярных вклю-
чений внутри лизосом, а  затем разрушению 
клеток почечных канальцев. Нефротоксичные 
вещества или лекарственные препараты по-
вреждают клетки почек, такая ситуация может 
разрешиться восстановлением их целостности, 
гибелью или апоптозом. Молекулярными «сви-
детелями» токсического воздействия могут быть 
некоторые белки, попадающие в мочу. Недавнее 
изучение пептидома мочи человека позволило 
идентифицировать 561 плазменный и 1461 мо-
чевой эндогенный пептид. Только 90 пептидов 
были обнаружены как в  моче, так и  в плазме. 
При этом при сравнении этих общих пепти-

дов не выявлено значимой корреляции между 
плазменными и  мочевыми пептидами, за ис-
ключением фрагментов коллагена в моче из-за 
потенциального селективного исключения этих 
RGD-пептидов из канальцевой реабсорбции. 
Большинство же плазменных пептидов не обна-
ружено в моче из-за их канальцевой реабсорб-
ции [3]. Однако бóльшая часть других мочевых 
пептидов на самом деле имеет истинно почеч-
ное происхождение и  может быть использова-
на в  качестве биомаркеров нефротоксичности.

Целью настоящей работы была апробация 
методического подхода определения некото-
рых белковых маркеров в  моче крыс методом 
электрофоретического разделения с  последую-
щей масс-спектрометрической идентификаци-
ей как метода ранней диагностики токсической 
нефропатии. В задачи исследования входили: 
оценка воспроизводимости метода разделения 
белков, сравнение белковых профилей мочи 
в  норме и  при введении крысам гентамицина 
сульфата (ГС), определение динамики содер-
жания некоторых белков в  моче крыс, а  также 
проведение биохимического и  морфологиче-
ского исследования почек.

Материалы и методы исследования

Эксперименты на животных выполняли 
в  соответствии с  требованиями этического 
обращения с  лабораторными животными [4] 
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и  протоколом № НИР-102-NT/16 (22.11.2016) 
отдела доклинических исследований в  ФГБУ 
«НИИ  гриппа им. А.А. Смородинцева» Мин-
здрава России. Аутбредные крысы массой тела 
200–220  г (возраст  — 18  нед.), полученные из 
филиала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий Федерального ме-
дико-биологического агентства», были разделе-
ны по 6 особей каждого пола на группы: группу 
контроля (6 самцов и 6 самок интактных крыс) 
и  опытную группу (6 самцов и  6 самок крыс, 
получавших нефротоксин). Моделировали экс-
периментальное отравление животных амино-
гликозидным антибиотиком ГС (Sigma-Aldrich, 
G1264, CAS Number 1405-41-0), который в ток-
сических дозах является прямым нефротокси-
ном (60 мг/кг внутримышечно 5 дней подряд). 
На 15-е  сутки выполняли запланированную 
эвтаназию животных под наркозом (ксилазин, 
10 мг/кг + тилетамин-золазепам, 50 мг/кг) пу-
тем тотального забора крови при декапитации. 
Почки из забрюшинного пространства выделя-
ли при вскрытии для биохимического и  пато-
морфологического исследования.

Анализ мочи. Суточную мочу собирали 
в  день 0 до введения ГС, на 3, 7 и  14-е сут-
ки от начала введения ГС в  обменных клет-
ках Tecniplast Gazzada (Италия) с добавлением 
в качестве ингибитора протеолиза консерванта 
ProClin-300 (5 мкл на 10 мл мочи). Консервант 
не влиял на аналитические характеристики ме-
тодов, использованных в анализе мочи. В моче 
определяли содержание общего белка (по свя-
зыванию пирогаллолового красного), креати-
нина (методом Яффе) и  рассчитывали соотно-
шения белок – креатинин (мг/г креатинина) на 
анализаторе UriСКАН-БК (ООО  «Эйлитон», 
Россия); оценивали уровень лейкоцитов  — 
микроскопически с  подсчетом числа клеток 
в  слайд-планшетах при их суправитальной 
окраске [5].

Электрофоретическое разделение. Образ-
цы мочи по 5  мкл смешивали с  буфером 
Лэммли и  проводили термическую денату-
рацию в  присутствии бета-меркаптоэтанола. 
Образцы в  объеме 10  мкл наносили в  лунки 
полиакриламидного геля (ПААГ, 12 % раз-
деляющего геля и  5 % концентрирующего). 
Электрофоретическое разделение белков вы-
полняли согласно [6] при 220 В и 25 мА в ячей-
ке Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis. 
Гели окрашивали коллоидным раствором 
Кумасси, получали изображения на системе 
документирования гелей ChemiDoc MP System 
(BioRad, США). Относительную концентрацию 
белковых фракций в  геле рассчитывали в  про-
центах, считая интенсивность окраски совокуп-
ности всех выявленных полос за 100 %, и  со-

относили с  общим содержанием белка в  моче. 
Вариабельность электрофоретических анализов 
оценивали путем расчета стандартного откло-
нения и  коэффициента вариации показателей 
интенсивности белковых полос на электро-
фореграмме в  восьми повторностях. После 
окрашивания получали изображения на си-
стеме документирования гелей ChemiDoc MP 
System. Денситометрический анализ белковых 
фракций проводили с  использованием про-
граммы ImmageLab. Детекцию белковых по-
лос осуществляли в  автоматическом режиме. 
Молекулярный вес по величине пробега опре-
деляли с  помощью стандартных маркеров мо-
лекулярных масс (Bio-Rad). Далее оценивали 
процентное соотношение белковых полос в об-
разце белков мочи крыс в восьми повторностях 
по интенсивности белкового пятна на ПААГ 
(Volume).

Масс-спектрометрическая идентифика-
ция белков. Метод применяли для идентифи-
кации белков мочи крыс. Выбранные окра-
шенные зоны ПААГ вырезали и  проводили 
ферментативный гидролиз белков в геле трипси-
ном [7]. Образцы смешивали с матрицей HCCA 
(Bruker), наносили на мишень GroundSteel 
и  высушивали. Спектры триптических пепти-
дов регистрировали на MALDI-TOF/TOF-масс-
спектрометре ultrafleXtreme (Bruker). На каж-
дый масс-спектр суммировали 3000  импульсов 
лазера. Белки идентифицировали в  программе 
Biotools при обращении к  базе данных Mascot 
(matrixscience.com). Погрешность ограничива-
ли 20  ppm (мг/л). Идентификацию считали 
достоверной, если величина Score превышала 
пороговое значение (p < 0,05).

Определение липидов. На 15-е сутки экс-
перимента из контрольных и  опытных групп 
крыс получали гомогенаты сырой ткани по-
чек 1 : 20 (масса/объем) в  100 % изопропано-
ле в  гомогенизаторе Поттера при температуре 
тающего льда. Гомогенаты центрифугировали 
при 10 000 g 5 мин и в супернатанте определя-
ли уровень общего холестерина (Fluitest CHO, 
Analyticon), триацилглицеридов (Fluitest TRI, 
Analyticon) и  общих фосфолипидов (DiaSys 
Phospholipids FS) на автоматическом биохими-
ческом анализаторе KeyLab (BPC+Biosed s.r.l., 
Италия).

Гистологическое исследование. Для па-
томорфологического исследования после за-
планированной эвтаназии животных в  конце 
эксперимента (на 15-е сутки) из правой и  ле-
вой почек брали биоптат длиной 8  мм и  диа-
метром 1  мм с  помощью иглы для биопсии, 
кассетировали и  фиксировали в  10 % ней-
тральном забуференном растворе формалина 
не менее 48  ч. Затем выполняли стандартную 
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проводку и  заливку в  парафиновые блоки, из 
которых получали срезы толщиной 5  мкм [8]. 
Гистологические препараты окрашивали ге-
матоксилином и  эозином и  исследовали под 
светооптическим микроскопом Leica DM1000. 
Микрофотографии получали с  помощью ка-
меры и  программы ADF Image Capture (вер-
сия  х64, 4.7.14011).

Оценка воспроизводимости. Для опре-
деления воспроизводимости проводили вну-
три- и  межсерийную оценку коэффициента 
вариации при разделении в  восьми повтор-
ностях образцов мочи. Получив данные всех 
восьми повторностей, мы рассчитали стан-
дартное отклонение и коэффициент вариации. 
Совокупную величину погрешности вычисля-
ли исходя из влияния степени чистоты посуды 
и  реактивов, точности дозирования пипеткой, 
параметров приборов (ГОСТ  Р  53133.1-2008. 

Технологии лабораторные клинические. Конт-
роль качества клинических лабораторных ис-
следований. Часть 1. Пределы допускаемых 
погрешностей результатов измерения аналитов 
в  клинико-диагностических лабораториях).

Статистическая обработка данных. Дан-
ные обрабатывали с  использованием пакета 
статистических программ GraphPad Prism 6.0 
(США). Для регистрируемых количественных 
переменных рассчитывали параметры опи-
сательной статистики. Данные представлены 
в  виде среднего значения (Mean) и  его ошиб-
ки (±SEM), 95 % доверительного интервала 
(95 % ДИ). Отличия между выборками оце-
нивали с  помощью непараметрического кри-
терия Краскела – Уоллиса и  Данна для мно-
жественных сравнений и  считали значимыми 
при уровне р < 0,05. В итоговых таблицах при 
сравнении групп между собой под средними 
значениями и  их ошибками приведены вели-
чины уровня значимости, обозначаемые как 
р0–14  — уровень значимости между сроками 
воздействия на сутки 0 и  14-е сутки, р7–14  — 
уровень значимости между 7-ми и  14-ми  сут-
ками.

Результаты и обсуждение

На обзорных электрофореграммах белко-
вых фракций мочи при разделении в  ПААГ 
в  денатурирующих условиях были выделены 
потенциально интересующие нас зоны, соот-
ветствующие белкам с различными молекуляр-
ными массами. Схема расположения зон пред-
ставлена на рис.  1.

Величина внутрисерийного коэффициен-
та вариации для разделения белков мето-
дом электрофореза составляла от 5,9 % (при 
значительных количествах белка в  моче) до 
11,3 % (при низком содержании белка в моче). 
Межсерийный коэффициент вариации состав-
лял в среднем 7,9 %, что приемлемо для анали-
тических методов клинической лабораторной 
диагностики.

Наличие белка в  моче у  «здоровых» 
крыс считается нормальным, причем у  сам-
цов уровень протеинурии выше, чем у  са-
мок.  Исследование белков мочи «здоровых» 
крыс из контрольных групп показало различия 
в  доминировании определенных белков у  сам-
цов и  самок, связанные с  их биологическими 
функциями. Половые различия проявлялись 
в  превалировании у  самцов в  моче предшест-
венника альфа-2-уроглобулина как мажорного 
белкового компонента с  молекулярной мас-
сой 19 кДа (обозначено * на рис.  1). Данный 
белок синтезируется в  печени крыс самцов 
и  выполняет функцию феромонсвязывающего 

кДа / kDa

#0 (>250 кДа)

#1 (138 кДа)

#2 (97 кДа)
#3 (78 кДа)

#4 (62 кДа)

#5 (52 кДа)

#6 (45 кДа)

#7 (27 кДа)

#8 (20 кДа)

#9 (16 кДа)

#10 (14 кДа)
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100
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*
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Рис. 1. Определяемые зоны типовой ПААГ-электрофо-
реграммы белков мочи крыс (M — самцы и F — самки) 
и  их молекулярные массы (кДа). МM  — маркер мо-
лекулярных масс (Bio-Rad). * обозначен характерный 
для самцов предшественник альфа-2-уроглобулина или 
главный мочевой белок; # — порядковый номер пробы

Fig. 1. The determined zones of the PAGE-electrophoregrams 
of rat urine proteins (M  — males and F  — females) and 
their molecular weights (kDa). MM is a molecular weight 
marker (Bio-Rad). * the alpha-2u-globulin precursor or 
major urinary protein characteristic of males is indicated; 
#  — number of sample
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белка, гидрофобный «карман» молекул кото-
рого связывает низкомолекулярные пахучие 
вещества (1-хлордекан и  2-метил-N-фенил-
2-пропенамид) и  играет роль своеобразного 
«депо». Неселективное связывание этим бел-
ком лимонен-1,2-эпоксида объясняет развитие 
гиалиновокапельной дистрофии нефротелия 
канальцев почек самцов крыс при отравлении 
лимоненом [9, 10]. Мы достоверно идентифи-
цировали белок как предшественник альфа-2-

уроглобулина (Rattus norvegicus), фрагмент его 
масс-спектра представлен на рис. 2.

У «здоровых» самок крыс в  моче основным 
компонентом белкового профиля мочи явля-
ются легкие цепи иммуноглобулина G с  мо-
лекулярной массой 28  кДа, который синтези-
руется плазматическими клетками. Белок был 
достоверно идентифицирован как легкие цепи 
иммуноглобулинов (каппа) (Rattus norvegicus). 
Масс-спектр белка с  выявленными пептидами 

Рис. 2. Фрагмент масс-спектра трипти-
ческих пептидов (сверху), по которому 
достоверно идентифицировали белок — 
предшественник альфа-2-уроглобулина 
(Rattus norvegicus), Score = 135 (порого-
вое значение 92). Отмечены ионы и со-
ответствующие им номера аминокис-
лотных остатков. Предполагаемые по-
следовательности пептидов, а  также их 
масса и погрешность представлены снизу

Fig. 2. Fragment of the mass spectrum of 
tryptic peptides (top), which reliably iden-
tified the protein alpha-2u globulin pre-
cursor (Rattus norvegicus), Score = 135 
(threshold value 92). Ions and the corre-
sponding numbers of amino acid residues 
are noted. The estimated sequences of the 
peptides, as well as their mass and error 
are presented below

Таблица 1 / Table 1

Содержание общего белка, величина диуреза и соотношение белок – креатинин в моче крыс  
на 0, 3, 7 и 14-е сутки токсической нефропатии (n = 6, Mean ± SEM)

The total protein, urine volume and protein-to-creatinine ratio (P/C-ratio) in rat urine samples  
at 0, 3, 7 and 14th days of toxic nephropathy (n = 6, Mean ± SEM)

Показатель Сроки, сут Самцы Самки

Общий белок мочи, мг/дл 0 108,6 ± 25,5 48,0 ± 12,3

3-и 185,5 ± 7,4 118,8 ± 15,6

7-е 133,8 ± 30,5 28,1 ± 6,1

14-е 279,8 ± 29,8 
р0–14 = 0,0023
р7–14 = 0,0174

194,3 ± 14,9
р0–14 = 0,0057
р7–14 = 0,0005

Объем суточной мочи, мл/сут 0 16,3 ± 3,4 11,5 ± 2,9

3-и 12,5 ± 0,9 13,7 ± 2,7

7-е 11,8 ± 1,4 10,2 ± 1,8

14-е 9,5 ± 0,8 9,2 ± 1,3

Соотношение 
белок – креатинин, мг/г

0 1145,0 ± 232,4 358,7 ± 40,6

3-и 1985,0 ± 205,3 1189,0 ± 177,4

7-е 1655,0 ± 372,1 390,2 ± 41,8

14-е 2289,0 ± 193,1
р0–14 = 0,0101

1976,0 ± 240,5
р0–14 = 0,0012
р7–14 = 0,0101
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представлен на рис.  3,  а. Для повышения до-
стоверности идентификации зарегистрировали 
спектр фрагментации иона 1004.52, который 
также принадлежал легким цепям иммуногло-
булинов. Результаты идентификации иллю-
стрирует рис.  3,  b. Данный белок представля-
ет собой аналог белка Бенс-Джонса у человека, 
который появляется в  больших количествах 
в  моче при множественной миеломе и  отно-
сится к  классу парапротеинов.

Суточный объем мочи (диурез) от момента 
начала введения нефротоксина до 14-х  суток 
имел тенденцию к  снижению как проявление 
формирования олигурической фазы острого 
повреждения почек. Результаты определения 
обще го белка, величины суточного диуреза 
и соотношения белок – креатинин при воздей-
ствии ГС на крыс представлены в табл. 1. Общее 
выделение белка с  мочой крыс за сутки в  раз-
личные временные интер валы после введения 
нефротоксина для самцов на день 0 составило 

14,4 ± 3,1  мг/сут (95 % ДИ 6,3–22,5  мг/сут), 
на 3-и сутки  — 23,3 ± 2,3 мг/сут (95 % ДИ 
17,5–29,2 мг/сут), на 7-е сутки — 13,9 ± 0,9 мг/сут 
(95 % ДИ 11,6–16,1 мг/сут), на 14-е сутки  — 
26,3 ± 3,3  мг/сут (95 % ДИ 17,9–34,6 мг/сут); 
уровень значимости р = 0,0055 по критерию 
Краскела – Уоллиса; при множественном срав-
нении по критерию Данна достоверных раз-
личий между сравниваемыми сроками воздей-
ствия не установлено, за исключением на день 0 
и  14-е сутки (р = 0,0292). У  самок выделение 
белка с  мочой крыс за сутки на день 0 соста-
вило 4,0 ± 0,4 мг/сут (95 % ДИ 2,9–5,1 мг/сут), 
на 3-и сутки  — 15,0 ± 2,4 мг/сут (95 % ДИ 
8,9–21,0 мг/сут), на 7-е сутки — 2,4 ± 0,4 мг/сут 
(95 % ДИ 1,4–3,4 мг/сут), на 14-е сутки  — 
16,9 ± 1,5 мг/сут (95 % ДИ 13,1–20,7 мг/сут); 
уровень значимости р = 0,0003 по критерию 
Краскела – Уоллиса; при множественном срав-
нении по критерию Данна достоверные разли-
чия установлены между сроками 3-и и 7-е сут-

a

b

Рис. 3. Фрагмент масс-спектра триптических пептидов, по которому достоверно идентифицировали легкие цепи 
иммуноглобулинов (каппа) (Rattus norvegicus), Score = 78 (пороговое значение  — 72) (а). Отмечены ионы и  со-
ответствующие им номера аминокислотных остатков. В таблице представлены предполагаемые последователь-
ности пептидов, а  также их масса и  погрешность. Спектр фрагментации иона 1004.52 достоверно идентифици-
рован как легкие цепи иммуноглобулинов (каппа) (Rattus norvegicus), Score = 46 (порог 42), последовательность 
WKIDGTER (b)

Fig. 3. Fragment of the mass spectrum of tryptic peptides by which the Ig kappa chain (Rattus norvegicus) protein was 
reliably identified, Score = 78 (threshold value 72). Ions and the corresponding numbers of amino acid residues are 
noted  (а). The table shows the expected sequences of the peptides, as well as their mass and error. The fragmentation 
spectrum of ion 1004.52, reliably identified as Ig kappa chain (Rattus norvegicus), Score = 46 (threshold 42), sequence 
WKIDGTER (b)
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ки (р = 0,0042) и  7-е и  14-е сутки (р = 0,0017). 
Соотношение белок  –  креатинин, нормализо-
ванное в  отношении влияния колебаний диу-
реза, у  самцов крыс статистически отличалось 
на 14-е сутки в  2 раза по сравнению с  сут-
ками  0 (р = 0,01), а  у самок  — на 14-е сутки 
в 5,5 раза по сравнению с 0 сутками (р = 0,0012) 
и  7-ми  сутками (р = 0,01).

При моделировании токсической нефро-
патии в  моче были идентифицированы и  ко-
личественно определены некоторые белки, 
появление которых в  ранние сроки можно 
рассматривать в  качестве маркеров нефроток-
сичности и  свидетельствует о  возможной их 
локализации в  ткани почек крыс или проис-
хождении. В составе белков мочи крыс-самцов 
отмечали сильно выраженные разнонаправ-
ленные изменения в  дни эксперимента, в  том 
числе за счет высокого фонового уровня белка 
в суточной моче, а также появления простатспе-
цифических антигенов, спермальных фермен-
тов, что не позволило оценить динамику этих 
белков, вероятно, из-за токсического действия 
гентамицина, в том числе на функцию половых 
органов крыс-самцов, либо изме нения их по-
лового поведения. У самок с  низким уровнем 
белка в суточной моче до воздействия токсином 
(0 день) была установлена следующая динами-
ка белкового профиля (табл. 2). Белок амино-
пептидаза М (зона #11, лейцинаминопептидаза) 
и предшественник уромодулина (зона #2, пред-
шественник белка Тамма – Хорсфалла [11]) до-
стоверно идентифицированы и  количественно 
определялись в  моче только на 14-е сутки по-
сле введения нефротоксина. Концентрация 
сывороточного трансферрина (зона #3) и  аль-
бумина (зона  #4) прогрессивно увеличива-
лась к  14-м  суткам эксперимента. Альфа-1-
антитрипсин (зона #5, синтезируется в печени) 
и  предшественник альфа-1-кислого гликопро-
теина (зона #6, предшественник орозомукоида, 
который синтезируется в  ответ на воспаление 
тканей) в существенных концентрациях в моче 
также появлялись ко второй неделе опыта. 
Максимум уровня легких цепей иммуноглобу-
линов и  бета-2-микроглобулина (входит в  со-
став главного комплекса гистосовместимо-
сти) в  моче приходился на 3-и и  14-е сутки 
эксперимента. Некоторое снижение уровня 
этих двух белков на 7-е  сутки опыта связы-
вали с  развитием полиурии в  данный период 
и очень низким уровнем общего белка в образ-
цах мочи. Данные белки в  норме присутству-
ют в  незначительных концентрациях и  актив-
но реабсорбируются эпителием проксимальных 
канальцев почек. При воздействии нефроток-

1 # — порядковый номер пробы.

сина ГС функция реабсорбции существенно 
нарушалась, что приводило к  выделению дан-
ных белков с  мочой в  больших количествах.

Данные о  концентрации некоторых белков 
в  моче крыс, определенные денситометриче-
ски, приведены для наглядной демонстрации 
ее изме нения при экспериментальном воздей-
ствии нефротоксических веществ в  табл.  2. 
Такой анализ может быть применен только 
при условии сравнения содержания белков 
в  интакт ных и  экспериментальных группах 
крыс, поскольку, несмотря на то что интен-
сивность окрашивания Кумасси пропорцио-
нальна концентрации белка, она не одина-
ково эффек тивна для различных белков. Для 
точного определения концентрации белка 
денситометрически необходимы стандарты для 
каждого отдельного белка, что существенно 
услож няет анализ и  не является целью насто-
ящего  исследования.

В данной работе мы предлагаем использовать 
метод электрофоретического разделения бел-
ков с  последующей масс-спектрометрической 
идентификацией для изучения профиля и  ди-
намики содержания некоторых белков в  моче 
крыс при исследовании влияния нефротокси-
ческих веществ.

Следует отметить, что наряду с  протеину-
рией у  крыс отмечали увеличение количества 
лейкоцитов (рис. 4), что может косвенно отра-
жаться на интерпретации результатов опреде-
ления легких цепей иммуноглобулинов мето-
дом PAGE-MALDI-TOF/TOF. Более четкую 
динамику лейкоцитурии отмечали у  самцов 
крыс, где точки увеличения приходились на 
7-е  и  14-е сутки опыта (р = 0,0017 по крите-
рию Краскела – Уоллиса). Результаты мно-
жественных сравнений по критерию Данна 
у  самцов показали достоверные различия 
между зна чениями в  день 0 и  на 14-е сутки, 
а  также между 3-ми и  14-ми сутками экспе-
римента. У  самок лейкоцитурия клинически 
значимо увеличивалась только на 14-е сутки 
(р = 0,0029 по критерию Краскела – Уоллиса) 
и  достоверные различия отмечены по сравне-
нию с  днем  0, 3-ми и  7-ми  сутками опыта по 
критерию Данна.

Для гентамицина характерно нарушение 
липидного обмена в  почках [2]. При помощи 
биохимического исследования уровня липидов 
в  гомогенатах почечной ткани крыс были вы-
явлены различия в уровне общего холестерина 
(у самцов) и  триацилглицеридов жирных кис-
лот (у самок) при воздействии гентамицина. 
Результаты представлены в  табл.  3. Однако 
мы не обнаружили достоверного повышения 
уровня фосфолипидов, которое описывают за-
рубежные авторы [12], вероятно, из-за сильной 



Новые техНологии / New techNologIeS 

Медицинский академический журнал ISSN 1608-4101 (Print) 
Medical Academic Journal 

Том Выпуск 
Volume 19 Issue 3 2019

78
Та

б
ли

ца
 2

 /
 T

a
b

le
 2

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ое
 с

од
ер

ж
ан

ие
 н

ек
от

ор
ы

х 
ид

ен
ти

ф
иц

ир
ов

ан
ны

х 
бе

лк
ов

 м
оч

и 
кр

ы
с 

(%
), 

ра
сс

чи
та

нн
ое

 д
ен

си
то

м
ет

ри
че

ск
и 

на
 G

el
 D

oc
™

 E
Z

Th
e 

re
la

tiv
e 

co
nc

en
tra

tio
n 

of
 s

om
e 

id
en

tif
ie

d 
ra

t u
rin

e 
pr

ot
ei

ns
 (%

) c
al

cu
la

te
d 

by
 d

en
sit

om
et

ry
 o

n 
G

el
 D

oc
™

 E
Z

Но
м

ер
 

зо
ны

Бе
ло

к1
М

ол
ек

ул
яр

на
я 

 
м

ас
са

, к
Д

а2

С
ам

ка
 F

#8
, с

ут
ки

С
ам

ка
 F

#9
, с

ут
ки

С
ам

ка
 F

#1
0,

 с
ут

ки

0
3-

и
7-

е
14

-е
0

3-
и

7-
е

14
-е

0
3-

и
7-

е
14

-е

–
О

бщ
и

й
 б

ел
ок

 в
 о

бр
аз

ц
е,

 
м

г/
дл

–
21

,6
88

,5
6,

13
16

0
40

,6
13

7
25

,3
18

5
47

,1
13

0
28

,2
18

0

0
А

гр
ег

ат
ы

 б
ел

ко
в,

 %
>

 2
50

2,
85

2,
14

3,
29

1,
20

3,
36

1,
55

2,
50

2,
81

1,
68

1,
99

1,
48

4,
75

1
А

м
и

н
оп

еп
ти

да
за

 М
, 

%
13

8
0

0
0

0,
64

0
0

0
1,

23
0

0
0

0,
88

2
У

р
ом

од
ул

и
н

а 
п

р
ед

ш
ес

тв
ен

н
и

к,
 %

97
0

0
0

0,
74

0
0

0
0,

79
0

0
0

0,
65

3
Т

р
ан

сф
ер

ри
н

 
сы

во
р

от
оч

н
ы

й
, 

%
78

2,
56

1,
41

1,
85

1,
59

2,
18

1,
24

2,
74

2,
41

1,
93

1,
18

2,
19

1,
48

4
А

ль
бу

м
и

н
  

сы
во

р
от

оч
н

ы
й

, 
%

62
4,

80
5,

50
8,

69
29

,0
1

6,
29

5,
47

17
,2

0
26

,7
9

8,
85

8,
84

11
,5

8
32

,8
7

5
А

ль
ф

а-
1-

ан
ти

тр
и

п
си

н
, 

%
52

1,
00

1,
92

2,
03

4,
66

0,
73

1,
48

2,
72

5,
40

1,
59

1,
12

2,
21

4,
95

6
А

ль
ф

а-
1-

ки
сл

ог
о 

гл
и

ко
п

р
от

еи
н

а 
п

р
ед

ш
ес

тв
ен

н
и

к,
 %

45
0

0
0

1.
13

0
0

0
1,

34
0

1,
64

0,
67

0,
90

7
Л

ег
ки

е 
ц

еп
и

 
и

м
м

ун
ог

ло
бу

ли
н

ов
  

(к
ап

п
а)

, 
%

27
50

,9
8

45
,5

1
46

,8
9

33
,3

5
27

,2
4

33
,3

8
36

,8
0

28
,4

9
33

,5
8

43
,6

8
0

25
,7

5

8
Н

еу
ст

ан
ов

ле
н

н
ы

й
  

п
еп

ти
д 

2,
 %

20
17

,1
6

13
,6

8
15

,2
3

6,
30

25
,0

8
17

,5
3

16
,9

3
11

,3
4

24
,4

2
15

,7
0

38
,4

7
9,

16

9
Н

еу
ст

ан
ов

ле
н

н
ы

й
  

п
еп

ти
д 

1,
 %

16
16

,4
6

21
,2

1
22

,0
3

14
,1

8
27

,9
4

27
,0

3
21

,1
0

12
,1

0
25

,1
6

21
,9

2
21

,7
3

12
,0

0

10
Б

ет
а-

2-
м

и
кр

ог
ло

бу
ли

н
, 

%
14

4,
19

8,
63

0
7,

20
7,

18
12

,3
2

0
7,

31
2,

78
3,

92
21

,6
7

6,
60

П
р

и
м

е
ч

а
н

и
е:

 1  п
ре

дп
ол

аг
ае

м
ы

й
 б

ел
ок

, с
ов

п
ад

аю
щ

и
й

 п
о 

м
ол

ек
ул

яр
н

ой
 м

ас
се

 н
а 

эл
ек

тр
оф

ор
ег

ра
м

м
е,

 р
ан

ее
 и

де
н

ти
ф

и
ц

и
ро

ва
н

н
ы

й
 м

ас
с-

сп
ек

тр
ом

ет
ри

че
ск

и
 

п
о 

эл
ек

тр
оф

ор
ез

у 
кр

ы
си

н
ой

 м
оч

и
; 2  м

ол
ек

ул
яр

н
ая

 м
ас

са
 з

он
ы

 н
а 

эл
ек

тр
оф

ор
ег

ра
м

м
е 

м
оч

и
 к

ры
с 

п
ри

 в
оз

де
й

ст
ви

и
 г

ен
та

м
и

ц
и

н
ом

; #
 —

 п
ор

яд
ко

вы
й

 н
ом

ер
 п

ро
бы

.



ISSN 1608-4101 (Print) Медицинский академический журнал 
 Medical Academic Journal

Новые техНологии / New techNologIeS 

Том Выпуск 
Volume 19 Issue 3 2019

79

0 0

200
200

400

400

Фон 
Background

Фон 
Background

3 сут 
3 days

3 сут 
3 days

7 сут 
7 days

7 сут 
7 days

14 сут 
14 days

14 сут 
14 days

600

600800

Л
ей

ко
ци

ты
, 

кл
/м

кл
 (

Le
uk

oc
yt

es
, 

ce
ll/

m
cL

)

Л
ей

ко
ци

ты
, 

кл
/м

кл
 (

Le
uk

oc
yt

es
, 

ce
ll/

m
cL

)p = 0,0017 p = 0,0029

a b

Рис. 4. Динамика лейкоцитурии у  крыс, получавших гентамицина сульфат (a  — самцы, b  — самки крыс)

Fig. 4. Dynamics of leukocyturia in rats treated with gentamicin sulfate (a  — males, b  — female rats)

Таблица 3 / Table 3

Содержание липидов в гомогенатах почечной ткани крыс при воздействии гентамицина сульфата  
(n = 6, Mean ± SEM)

Lipid contents in rat kidney tissue homogenates exposed to gentamicin sulfate (n = 6, Mean ± SEM)

Показатели Самцы Самки

Общий холестерин, ммоль/г:
– контрольная группа;
– группа гентамицина сульфата 60 мг/кг

9,63 ± 0,23
11,93 ± 0,45, р = 0,0236

11,85 ± 0,50
11,82 ± 0,56 

Триацилглицериды, ммоль/г:
– контрольная группа;
– группа гентамицина сульфата 60 мг/кг

5,53 ± 0,69
8,53 ± 0,76

5,48 ± 0,44
9,53 ± 0,65, р = 0,0291

Фосфолипиды общ., ммоль/г:
– контрольная группа;
– группа гентамицина сульфата 60 мг/кг

47,20 ± 1,48
48,97 ± 1,05

47,12 ± 1,58
50,77 ± 1,34

Рис. 5. Патоморфологические изменения в  почке у  самцов (а) и  самок (b) крыс после воздействия гентамици-
ном. * жировая дистрофия нефроэпителия; # лейкоцитарная инфильтрация интерстиция. Парафиновые срезы, 
окраска гематоксилином и  эозином, увеличение ×400

Fig. 5. Pathomorphological changes in the kidney in male (а) and female (b) rats after exposure to gentamicin. * fatty 
degeneration of the nephroepithelium; # leukocyte infiltration of interstitium. Paraffin sections, hematoxylin and eosin 
staining, x400 magnification

a b

* *

*

*
*

*

# #
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внутригрупповой дисперсии, так как в  нашем 
в  опыте были использованы нелинейные жи-
вотные.

Наиболее достоверно токсическое повреж-
дение почек в  клинике устанавливают при 
гистологическом изучении нефробиопсийного 
материала. При патоморфологическом иссле-
довании биоптатов почек крыс были выявлены 
умеренная средне- и  мелкокапельная жировая 
дистрофия нефротелия проксимальных каналь-
цев, гиперхроматоз ядер и цилиндры в просве-
тах канальцев преимущественно в  корковом 
слое почек у  самцов и  самок в  одинаковой 
степени. Среди других признаков нефроток-
сичности отмечали активацию интерстициаль-
ных клеток, умеренную инфильтрацию лейко-
цитами коркового вещества почек. Изменения 
со стороны клубочков обнаружены не были. 
Данные представлены на рис. 5.

Заключение

Обнаружены половые различия в  составе 
белков мочи крыс самцов и  самок. Анализ ре-
зультатов электрофореза мочи здоровых крыс 
показал, что в  моче самцов доминирующим 
белком является предшественник альфа-2-
уроглобулина, относящийся к  основным бел-
кам млекопитающих, в  мо че самок  — легкие 
цепи иммуноглобулинов.  Клинического зна-
чения предшественник альфа-2-уроглобулина 
для диагностики нефротоксичности у человека 
не имеет, так как не синтезируется в организме 
 человека, но играет роль в патогенезе токсиче-
ской нефропатии у грызунов.

Введение ГС в  качестве эталонного пря-
мого нефротоксина, моделирующего токсиче-
скую нефропатию в  эксперименте и  поража-
ющего нефротелий проксимальных канальцев, 
приводило к  повышению уровня лейкоцитов 
и  выделению белка с  мочой (рутинные по-
казатели для оценки нефротоксичности и  по-
вреждения почек), увеличению содержания 
липидов в  ткани почек (общего холестерина 
у  самцов и  триацилглицеридов жирных кис-
лот у  самок). Данные биохимического ана-
лиза мочи подтверждены результатами гисто-
логического исследования биоптатов почек. 
Патоморфологические изменения не имели 
половых различий.

С помощью технологии исследования бел-
ковых фракций мочи методом их электро-
форетического разделения в  ПААГ с  по-
следую щей идентификацией времяпролетной 
масс-спектро метрии была установлена динами-
ка определенных фракций некоторых белков, 
которые могут выступать в  качестве маркеров 
нефротоксичности при изучении механизмов 

токсичности новых веществ и  прогнозирова-
нии риска нефротоксичности лекарственных 
препаратов.

Из-за сильной внутригрупповой дисперсии 
и  фонового высокого уровня общего белка 
в  моче крыс-самцов не удалось проанализи-
ровать динамику некоторых белковых марке-
ров, главным образом по причине появления 
спермальных и  простатических белков в  моче 
при нахождении крыс в  обменных клетках. 
Вероятно, что при катетеризации мочевого пу-
зыря возможно получение более чистых образ-
цов мочи для исследования, но при проведении 
доклинических исследований нефротоксич-
ности вследствие инвазивности и  травматич-
ности процедуры это сделать затруднительно. 
В противоположность этому в моче крыс-самок 
содержание общего белка на день 0 и у интакт-
ных животных достаточно низкое, а  белковый 
спектр ограничивается легкими цепями имму-
ноглобулина. При воздействии на самок ГС 
в  моче были идентифицированы следующие 
белки: аминопептидаза М (0,6–1,2 %), альбу-
мин (4,8–32,6 %), трансферрин (0,1–4,5 %), 
альфа-1-антитрипсин (0,1–10,0 %), прекурсор 
альфа-1-кислого гликопротеина (0,2–2,5 %), 
прекурсор уромодулина (1,1–1,5 %), бета-2-
микроглобулин (0,9–16,9 %) и  ряд других, 
включая два неустановленных пептида с  мо-
лекулярной массой 16 и  20 кДа. Выявленные 
белковые маркеры в  моче крыс-самок при 
воздействии ГС свидетельствовали о  наруше-
нии реабсорбционной способности канальце-
вого эпителия, что соотносилось с  величиной 
лейкоцитурии, уровнем липидов в ткани почек 
и патоморфологическими признаками пораже-
ния канальцев.

По результатам оценки прецизионности 
метода разделения белков мочи крыс при по-
мощи электрофореза в  ПААГ было обнаруже-
но увеличение содержания общего белка при 
патологии: коэффициент вариации (CV) су-
щественно снижался, достигая значения 5 %; 
общая аналитическая погрешность (Δанализа) ме-
тода электрофоретического разделения белков 
мочи составила 14,53 %.

Таким образом, метод электрофоретическо-
го разделения белков в  ПААГ с  последующей 
MALDI-масс-спектрометрической идентифи-
кацией белков применим для исследования 
нефротоксичности и  характеризуется при-
емлемым уровнем общей аналитической по-
грешности. Предпочтительно исследовать мочу 
крыс-самок из-за низкого содержания белков 
в  норме. Повышение уровня некоторых бел-
ков в  моче крыс соотносилось с  величиной 
лейкоцитурии и  гистопатологическими изме-
нениями.
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