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АННОТАЦИЯ
Актуальность. Нефротуберкулез характеризуется накоплением белков внеклеточного матрикса, регуляция которых 
осуществляется матриксными металлопротеиназами (ММП). 
Цель — изучить динамику показателей системы ММП/ингибиторы крови в лечении экспериментального нефротубер-
кулеза с применением мезенхимных стволовых клеток. 
Материалы и методы. Среди 20 кроликов с нефротуберкулезом, вызванным штаммом Mycobacterium tuberculosis, 
1-ю группу составили нелеченные животные; 2-ю группу — получавшие противотуберкулезную терапию; 3-ю груп-
пу — с противотуберкулезной терапией и мезенхимными стволовыми клетками. Развитие нефротуберкулеза под-
тверждали реакцией с Диаскинтестом®. В сыворотке крови исходно, через 2,5 и 21 нед. определяли уровни ММП 
(ММП-1,-9), их тканевого ингибитора — ТИМП-1, цистатина С, креатинина, альбумина, церулоплазмина, нейтрофиль-
ной эластазы и аденозиндезаминазы. Проведено гистологическое исследование почек. Для статистического анализа 
использовали пакет программ Statistica 7.0. 
Результаты. Наличие специфического воспаления в почках через 2,5 нед. во всех группах подтверждалось повыше-
ниями уровней нейтрофильной эластазы и церулоплазмина и снижением массы тела животных, но не сопровождалось 
изменениями уровней ММП-1,-9, ТИМП-1, цистатина С и креатинина. К 21-й неделе после заражения во всех группах 
сохранялся повышенный уровень аденозиндезаминазы, нейтрофильной эластазы и креатинина, а концентрации церу-
лоплазмина и альбумина нормализовались. Только в группе 1 были отмечены высокие уровни ММП-9 и цистатина С, 
очаги специфического воспаления и отчетливо выраженные изменения клубочков. Различия между 3-й и 2-й группа-
ми были связаны с более низкими значениями площади интерстициального фиброза и коллагена (р = 0,03). Получена 
дискриминантная функция, основанная на величинах ММП-1,-9, ТИМП-1, нейтрофильной эластазы, креатинина и ци-
статина С, характеризующая значимые различия между тремя группами. 
Выводы. 1. Нефротуберкулез у кроликов, зараженных штаммом Mycobacterium tuberculosis 5582 генотипа Beijing, 
через 2,5 нед. характеризовался повышением в крови уровней аденозиндезаминазы, нейтрофильной эластазы, 
церулоплазмина, снижением уровня альбумина и отсутствием изменений ММП-1,-9 и ТИМП-1, креатинина и цистатина С. 
2. Прогрессирование нефротуберкулеза сопровождалось увеличением в крови концентраций аденозиндезамина-
зы, нейтрофильной эластазы и креатинина, ММП-9 и цистатина С, но не ММП-1 и ТИМП-1. 3. Противотуберкулезная 
и с применением мезенхимных стволовых клеток терапия нормализовала уровни ММП-9 и цистатина С, но не адено-
зиндезаминазы и нейтрофильной эластазы. 4. Комплекс из ММП-1,-9, ТИМП-1, нейтрофильной эластазы, креатинина 
и цистатина С позволяет дифференцировать группы с различной активностью нефротуберкулеза.

Ключевые слова: нефротуберкулез; белковые маркеры; матриксные металлопротеиназы; цистатин С; мезенхимные 
стволовые клетки.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Nephrotuberculosis is characterized by the accumulation of extracellular matrix proteins, the regulation 
of which is carried out by matrix metal propriets (MMP).
AIM: To study the dynamics of the MMP / inhibitors of the blood in the treatment of experimental nephrotuberculosis 
using mesenchymal stem cells (MSC).
MATERIALS AND METHODS: Among the 20 rabbits with nephrotuberculosis caused by the Mycobacterium tuberculosis, 
the group 1 compiled by untrue animals; group 2 — with anti-tuberculosis therapy; group 3 — with anti-tuberculo-
sis therapy and mesenchymal stem cells. The development of nephrotuberculosis was confirmed by the reaction with 
Diaskintest. In the blood serum, the levels of MMP (MMP-1,-9), their tissue inhibitor-TIMP-1, cystatin C (CC), 
creatinine (KR), albumin (AL), ceruloplasmin (CP), neutrophilic elastasis (NE) and adenosin deaminase (ADA) were de-
termined. A histological examination of the kidneys was carried out. Used Statistica 7.0.
RESULTS: The presence of specific inflammation in the kidneys by 2.5 weeks in all groups was confirmed by increased 
levels of ADA, CP and a decrease in the body weight of animals, but was not accompanied by changes in the MMP-1,-9, 
TIMP-1, CC and KR. By the 21st week after infection in all groups, an increased level of ADA, NE and the KR was pre-
served, and the concentrations of CP and AL were normalized. In group 1 alone, high levels of MMP-9 and CC, foci of 
specific inflammation and distinct glomerulus changes were noted. The differences between the groups 3 and 2 were 
associated with lower values of the area of interstitial fibrosis and collagen (p = 0.03). A discriminant function based 
on the values of the MMP-1,-9, TIMP-1, NE, KR and CC, characterizing significant differences between three groups has 
been obtained. 
CONCLUSIONS: 1. Nephrotuberculosis in rabbits infected with the Mycobacterium tuberculosis 5582 Beijing genotype, 
after 2.5 weeks was characterized by an increase in the blood of ADA, NE, CP and a decrease in AL, and the lack of 
changes in the MMP-1,-9 and TIMP-1, KR and CC. 2. The processing of nephrotuberculosis was accompanied by an in-
crease in the blood of concentrations of hell, NE and KR, MMP-9 and CC, but not MMP-1 and TIMP-1. 3. The therapy of 
the anti-tuberculosis and mesenchymal stem cells normalized the levels of the MMP-9 and the CC, but not ADA and NE. 
4. The complex from MMP-1,-9, TIMP-1, NE, KR and CC, allows you to differentiate groups with different vephrotuber-
culosis activity.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Туберкулез почек (нефротуберкулез) — это инфек-

ционно-воспалительное заболевание почек, вызванное 
Mycobacterium tuberculosis. Туберкулезное поражение 
мочеполовой системы занимает одну из ведущих позиций 
в структуре внелегочных локализаций туберкулеза [10].

Отсутствие выраженных изменений и многообразие 
неспецифических клинических проявлений заболевания 
затрудняет диагностику нефротуберкулеза. Подтвержде-
ние диагноза проводится по высеву в моче M. tuberculosis 
(положительно в 30–40 % случаев), результатам лучевой 
диагностики, провокационным пробам и пункционной 
биопсии [1, 4]. В большинстве случаев уровень креатини-
на (КР), как правило, не повышен, что делает актуальным 
поиск иных ранних лабораторных белковых маркеров по-
вреждения почек при нефротуберкулезе [8].

Туберкулез почек характеризуется тубулоинтерстици-
альным фиброзом и гломерулосклерозом, обусловленны-
ми накоплением белков внеклеточного матрикса (ВКМ) [9]. 
Основными физиологическими регуляторами такого 
накопления ВКМ становятся матриксные металлопро-
теиназы (ММП). Они принадлежат к большому семейству 
протеолитических ферментов, разрушающих различные 
компоненты ВКМ, а также ряд субстратов, не входящих 
в состав ВКМ, включая сигнальные молекулы и молекулы 
клеточной адгезии. Экспрессия и активность ММП регу-
лируются на нескольких уровнях, включая транскрипцию 
генов, посттранскрипционную модификацию и взаимо-
действие с циркулирующими ингибиторами (тканевые 
ингибиторы металлопротеиназ, ТИМП) [12].

Разнообразные почечные заболевания воспалитель-
ного генеза, при которых поражаются клубочки, связаны 
с глубоким дисбалансом оборота ВКМ, когда сочетаются 
два противоположно направленных патологических про-
цесса: с одной стороны, это новообразование матрикса, 
характерное для рубцевания, с другой же — его дегра-
дация [2].

Плазменные концентрации MMП-2, MMП-9 и TИМП-1 
значимо изменяются у пациентов с первичным гломеру-
лонефритом, мембранозным гломерулонефритом, нефро-
тическим заболеванием с минимальными изменениями 
и сегментарным гломерулярным склерозом [3].

В обмене белков ВКМ участвует и цистатин С (ЦC). 
Как эндогенный ингибитор цистеиновых протеиназ он 
играет важную роль в контроле их активности, а так-
же в противовирусной и антимикробной активности. 
Кроме того, его рассматривают как ранний высоко чув-
ствительный и специфичный маркер функции почек [5]. 
Его концентрация, в отличие от креатинина, почти не за-
висит от мышечной массы, возраста и пола. С постоян-
ной скоростью он синтезируется всеми ядросодержащи-
ми клетками организма и полностью метаболизируется 
в почках. Литературные данные о характере изменений 
ММП и ЦС при нефротуберкулезе отсутствуют.

В настоящее время активно изучается возможность 
использования мезенхимных стволовых клеток (МСК) 
в качестве клеточной терапии при различных заболева-
ниях, включая инфекционные. Иммуномодулирующие 
свойства и способность замещать или восстанавливать 
поврежденные ткани делают МСК идеальными канди-
датами для лечения как легочного, так и внелегочного 
туберкулеза [11].

Цель исследования — изучить динамику показате-
лей системы матриксные металлопротеиназы / инги-
биторы периферической крови в лечении эксперимен-
тального нефротуберкулеза, включающем применение 
МСК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперимент выполняли на 20 кроликах-самцах по-

роды шиншилла массой 3543,45 ± 264,47 г (получены из 
ФГУП «Питомник лабораторных животных “Рапполово”» 
ФГБУ «Национальный центр “Курчатовский институт”»). 
Животных содержали в условиях сертифицированного ви-
вария на базе ФГБУ «СПб НИИФ» Минздрава России в со-
ответствии с Европейской конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментальных 
и иных научных целей (Страсбург, 1986). Моделирование 
нефротуберкулеза осуществляли по ранее разработанной 
методике * с использованием суспензии клинического 
штамма Mycobacterium tuberculosis 5582 генотипа Beijing 
со множественной лекарственной устойчивостью (из кол-
лекции ФГБУ «СПб НИИФ» Минздрава России) второй ге-
нерации, которую вводили под ультразвуковым контролем 
в корковый слой паренхимы нижнего полюса левой поч-
ки в дозе 106 КОЕ/0,2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. 
Состоятельность модели нефротуберкулеза подтвержда-
ли с помощью реакции гиперчувствительности замедлен-
ного типа с рекомбинантным туберкулезным аллергеном 
Диаскинтест® (Генериум, Москва, Россия).

В эксперименте участвовали три группы животных: 
группа 1 — зараженные нелеченные; группа 2 — за-
раженные животные, получавшие в течение 18,5 нед. 
перорально адекватную противотуберкулезную терапию, 
включающую этамбутол [в дозе 20 мг/(кг · сут)], бедак-
вилин (в дозе 14 мг/кг — 10 дней, с 11-го дня через 
день в дозе 7 мг/кг), тиоуреидоиминометилпиридиния 
перхлорат (в дозе 12 мг/кг), линезолид (в дозе 10 мг/кг); 
кроликам 3-й группы через 14,5 нед. после нача-
ла противотуберкулезной терапии однократно вводи-
ли в ушную вену суспензию аутологичных МСК (5 × 107 
в 2 мл фосфатного буфера). МСК костного мозга кроли-
ков получали методом аспирации. Выделение и культи-
вирование аутологичных МСК выполняли по стандартной 
методике [7].

* Патент РФ № 2776130/ 13.07.2022. Муравьев А.Н., Виноградо-
ва Т.И., Догонадзе М.З., и др. Способ моделирования туберкулеза 
почки.
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Забор крови для биохимической оценки белковых 
маркеров проводили трижды: исходно, через 2,5 нед. 
после заражения и по окончании терапии (21 нед.). 
В сыворотке крови методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа определяли концентрации показателей 
системы ММП/ингибиторы (ММП-1, -9) и их тканевого ин-
гибитора-1 (ТИМП-1), ЦС — используя наборы реагентов 
«Cloud-CloneCorp.» согласно протоколу производителя. 
Оценка воспалительного ответа также включала анализ 
концентрации альбумина (АЛ) и креатинина (КР) на ана-
лизаторе фирмы Beckman Coulter, концентрацию церу-
лоплазмина (ЦП) — методом Раввина, активность аде-
нозиндезаминазы (АДА) [6] и активность нейтрофильной 
эластазы (НЭ)  — по гидролизу синтетического субстрата пара- 
нитрофенил-N-трет-бутилоксикарбонил-L-аланина [13].

Для гистологического исследования почки фиксирова-
ли в 10 % нейтральном формалине, заливали в парафин, 
срезы окрашивали гематоксилином и эозином. Выявле-
ние соединительной ткани и степень ее зрелости оцени-
вали на препаратах, окрашенных трихромом по Массону, 
детекцию кислотоустойчивых микобактерий проводили 
окраской по Цилю – Нельсену, обнаружение железа — 
в реакции Перлса.

Для статистического анализа использовали пакет про-
грамм Statistica 7.0 (StatSoftInc., США). Данные представ-
лены в виде медианы (Ме), первого и третьего кварти-
лей [Q1; Q3]. Различия в динамике показателей в течении 
нефротуберкулеза оценивали в статистической модели 
дисперсионного анализа повторных наблюдений (ANOVA 
RepeatedMeasures). Оценивали также дифференциальные 
эффекты факторов группы (способы лечения), факторов 
времени (три точки: начало заболевания, 2,5 и 21 нед.) 
и взаимодействия этих факторов. Достоверность раз-
личий статистических показателей определяли с ис-
пользованием критерия Фишера. Для определения ин-
тегрального показателя (ДФ) различия между группами 
(скрытая переменная, которая была получена через ис-
следуемые переменные) применялась линейная модель 
дискриминантного анализа. Проведение исследования 
одобрено Независимым этическим комитетом ФГБУ «СПб 
НИИФ» Минздрава России (протокол заседания № 80.3 
от 23.06.2021).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам дисперсионного анализа по-

вторных наблюдений можно выделить несколько вари-
антов изменений показателей системы ММП/ингибиторы 
и маркеров воспалительного ответа в ходе развития не-
фротуберкулеза.

Первый вариант изменений установлен для таких по-
казателей как ММП-1 и ТИМП-1 (рис. 1, а, b). Концен-
трации этих белковых маркеров значимо не различались 
между группами (р = 0,46, р = 0,52) и не менялись в ходе 
развития процесса (р = 0,76, р = 0,89) соответственно. 

Эффекта взаимодействия фактора группы и фактора вре-
мени не наблюдалось [0,32; 0,13].

Второй вариант изменений был установлен для та-
ких маркеров воспалительного ответа как АЛ, АДА, ЦП 
и НЭ. Их уровни значимо не различались между группа-
ми (р = 0,33; 0,33; 0,29; 0,13 соответственно), но менялись 
в ходе развития процесса (рис. 1, c, d, e, f). Уровень АЛ 
через 2,5 нед. исследования значимо понизился во всех 
трех группах (значимость различий по фактору времени 
составила р = 0,003), тогда как различий по фактору груп-
пы (р = 0,26) и эффекту их взаимодействия (р = 0,12) уста-
новлено не было. По окончании эксперимента в группе 1 
его уровень вернулся к исходным значениям, в группе 2 
даже превысил исходный уровень, тогда как в группе 
с МСК остался сниженным. В целом группу МСК отличали 
минимальные колебания концентрации показателя. Уров-
ни АДА (р = 0,003), ЦП (р = 0,003) и НЭ (р = 0,003) значимо 
повышались через 2,5 нед, от начала эксперимента и не 
снижались во всех группах до его окончания. Эффекта 
взаимодействия фактора группы и фактора времени для 
всех трех показателей не наблюдалось (р = 0,52; 0,62; 
0,84 соответственно).

Учитывая способность АДА — ключевого фермента 
пуринового метаболизма — вносить свой вклад в раз-
витие и поддержание иммунной системы, НЭ — играть 
роль в дегенеративных и воспалительных заболеваниях, 
и ЦП — участвовать в острофазовых реакциях, получен-
ные результаты можно рассматривать как сохранение 
неспецифического компонента воспаления к оконча-
нию эксперимента во всех группах. Изменения КР были 
однонаправленны. Отмечался его рост во всех группах 
(р = 0,003).

Третий вариант изменений был выявлен при иссле-
довании ММП-9 и ЦС. Концентрации этих белковых мар-
керов значимо различались между группами и сроками 
исследования. Через 2,5 нед. отмечалась лишь тенденция 
к повышению концентраций ММП-9 и ЦС во всех груп-
пах (рис. 1, g, h). Но к окончанию эксперимента величины 
показателей повысились (р < 0,05) у зараженных неле-
ченных кроликов, тогда как в группах с лечением они 
снизились почти до исходного уровня. Наиболее высокие 
концентрации протеиназы и ингибитора катепсина от-
мечались у зараженных нелеченных животных (р = 0,04). 
Различий обоих маркеров по фактору времени (р = 0,19) 
и эффекта взаимодействия фактора группы и времени 
установлено не было (р = 0,18). Во всех трех группах жи-
вотных отмечался прирост массы тела в ходе экспери-
мента (р = 0,003), но его величина в группе 1 была мини-
мальной (р = 0,02).

Суммируя результаты биохимической оценки пока-
зателей системы ММП/ингибиторы, маркеров функции 
почек и воспалительной реакции через 2,5 нед. после 
инокуляции M. tuberculosis, можно отметить следующее.

Наблюдалось значимое снижение концентрации АЛ, 
повышение ЦП, активности НЭ и АДА на фоне снижения 
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Рисунок. Уровни показателей воспалительного ответа на сроках от момента инокуляции инфекта в левую почку кролика: 
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Figure. Levels of inflammatory response indicators at the time from the moment of inoculation of the infection into the left kidney of 
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массы тела животных (р = 0,03). К этому сроку были 
получены данные о положительной реакции у всех 
исследуемых животных на внутрикожное введение 
Диаскинтеста® (эритема размером 27,73 ± 0,54 мм), что 
в сочетании с биохимическими показателями свиде-
тельствует о развитии специфического воспалительного 
процесса и адекватности данной модели нефротуберку-
леза. В то же время изменений концентрации маркеров 
функции почек (ЦС и КР), а также показателей системы 
ММП/ингибиторы (ММП-1, -9 и ТИМП-1) к этому сроку 
еще не было.

На 21-й неделе от начала эксперимента во всех трех 
группах воспалительный процесс характеризовался сохра-
нением высокой активности таких маркеров, как АДА и НЭ, 
тогда как концентрации ЦП и АЛ вернулись к исходным 
значениям. Одномерный статистический анализ выявил 
значимые различия между группой контроля заражения 
(без лечения) и группами с лечением. Они были связа-
ны с уровнями ММП-9 и ЦС, но не КР. Величины ММП-1 
и ТИМП-1 не отличались между группами и от референт-
ных значений. Таким образом, значимых различий между 
2-й и 3-й группой ни по биохимическим маркерам воспали-
тельного ответа, ни по показателям системы ММП/ингиби-
торы установлено не было, что послужило в дальнейшем, 
необходимостью поиска интегральной переменной в виде 
дискриминантной функции (ДФ), по которой можно было 
бы охарактеризовать значимые различия между всеми тре-
мя группами. Следует обратить внимание, что в состав ДФ 
вошли не только показатели системы ММП/ингибиторы, но 
маркеры функции почек и воспалительного ответа.

ДФ = НЭ × 183285,57 + ММП-1 × 22848,45 – ММП-9 × 
× 44989,18 + ТИМП-1 × 197091,42 – КР × 527454,12 + 

+ ЦС × 20227,34.
ДФ позволила отделить группу 1 от групп 2 (р = 0,012) 

и 3 (р = 0,0005), а также 2-ю группу от 3-й (р = 0,04).
Животные с нефротуберкулезом без лечения имели 

самые высокие показатели ДФ, что соответствует росту 
концентрации ЦС на фоне сохранения деструктивных из-
менений, судя по уровням НЭ, ММП-1, -9 и ингибиторной 
защиты в виде ТИМП-1. Сопоставление биохимических 
данных с морфологическими характеристиками струк-
турного строения паренхимы и стромы почек показало 
их согласованность. В самом деле, по окончании экспе-
римента (21-я неделя) только в 1-й группе сохранялись 
очаги специфического воспаления с кислотоустойчивы-
ми микобактериями, локализованные преимущественно 
в мозговом веществе. В некоторых случаях очаги вы-
являлись в почечных лоханках, полость которых была 
расширена, также отмечались отчетливо выраженные 
изменения клубочков. В группах лечения были выявлены 
только косвенные признаки хронического воспалительно-
го процесса в виде неспецифической интерстициальной 
лимфоцитарной инфильтрации.

В группах лечения явных признаков специфиче-
ского поражения в виде гранулем, очагов некроза 

и инфильтратов не обнаружено. Выявлены только кос-
венные признаки хронического воспалительного процесса 
в виде неспецифической интерстициальной лимфоцитар-
ной инфильтрации различной выраженности.

В эти же сроки у кроликов группы 3 выявлены бо-
лее низкие значения площади интерстициального фи-
броза, площади коллагена в коре (р = 0,04) по сравне-
нию с данными 2-й группы, что, по-видимому, связано 
с наличием фибропластических или склеротических ин-
терстициальных изменений. Не совсем объяснимо нали-
чие большего количества клеток в клубочках нефронов 
в 3-й группе по сравнению с группами 1 и 2 (р = 0,02). 
Возможно, это связано с лимфоцитарной инфильтрацией.

ВЫВОДЫ
1. Воспалительный ответ у кроликов, зараженных 

штаммом M. tuberculosis 5582 генотипа Beijing с МЛУ, 
через 2,5 нед. характеризовался повышением в крови 
аденозиндезаминазы, нейтрофильной эластазы, церу-
лоплазмина и снижением альбумина и отсутствием из-
менений концентраций показателей системы матриксные 
металлопротеиназы / ингибиторы (ММП-1, -9 и ТИМП-1) 
и маркеров функции почек (креатинана, цистатина С).

2. Прогрессирование нефротуберкулеза сопровожда-
лось увеличением в крови концентраций аденозиндеза-
миназы, нейтрофильной эластазы и креатинина, ММП-9 
и цистатина С, но не ММП-1 и ТИМП-1.

3. Терапия ПТП и с МСК нормализовала уровни ММП-9 
и цистатина С, но не аденозиндезаминазы и нейтрофиль-
ной эластазы.

4. Комплекс белковых маркеров крови, таких как 
ММП-1, -9, ТИМП-1, нейтрофильная эластаза, креати-
нин и цистатин С, позволяет дифференцировать группы  
с различной активностью нефротуберкулеза.
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