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В статье представлены результаты экспериментального токсикологического исследования 
при отравлении крыс уранил ацетатом дигидратом (300 мг/кг массы тела). Целью данного 
исследования являлась разработка методических подходов к раннему выявлению острого 

повреждения почек токсического генеза на основе динамики ряда биомаркеров на 1, 3 и 7 сут-
ки после введения нефротоксина. Для почечных биомаркеров, отражающих величину скорости 
клубочковой фильтрации (креатинин в крови, cutoff 112,77 мкмоль/л), механизм гибели клеток 
(ТРА в моче, cutoff 5,28 мЕ/мл), дистрофические изменения и регенерацию (KIM-1 в моче, cutoff 
0,28 нг/мл; значения выше 8,2 нг/мл имели прогностическое в отношении летального эффекта 
значение), воспалительную инфильтрацию и индукцию репарации ткани (MCP-1 в моче, cutoff 
11,70 пг/мл и TGF-β1 в моче, cutoff 34,33 пг/мл) определены чувствительность и специфичность. 
По последовательности увеличения уровня в моче изученные биомаркеры можно расположить 
в следующий ряд: ранняя стадия – TPA; стадия нарастания некроза и лейкоцитарной инфильтра-
ции – KIM-1, MCP-1, креатинин; стадия глубоких некротических изменений – TGF-β1. Изучен-
ные маркеры представляют интерес для использования в качестве диагностических средств при 
определении стадии патологии почек при отравлении нефротоксичными веществами.
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Введение. Острое повреждение почек (ОПП), 
описываемое как острое снижение почечных 
функций и проявляющееся изменениями диуре-
за и биохимических параметров крови, в соот-
ветствии с критериями RIFLE/AKIN имеет тя-
желые клинические последствия, однако случаи 
ОПП при отравлениях или передозировке лекар-
ственных препаратов не были включены в ана-
лиз KDIGO [1]. В тоже время острые отравления, 
как заболевания, вызванные внешними причи-
нами, наряду с травмами, вносят существенный 
вклад в структуру общей заболеваемости насе-
ления Российской Федерации. Ренальную фор-
му ОПП вызывают прямые нефротоксины и, по 
частоте возникновения, этот вариант патологии 

встречается в 25-40% всех случаев острой почеч-
ной недостаточности (ОПН). Морфологически 
поражение почек при ренальной ОПН выража-
ется в виде острого канальцевого некроза (ОКН), 
часто диффузного в обеих почках. ОКН много-
кратно увеличивает смертность, как в терапев-
тической, так и хирургической клинике [2]. На-
растание креатинина, применяемого в критериях 
RIFLE/AKIN, происходит при снижении СКФ 
более чем на 50%, то есть по этому показателю 
можно судить о развитии ОПП на стадии, когда 
функции почек нарушены из-за грубых патомор-
фологических изменений. В связи с этим поиск, 
отбор и активная клиническая апробация новых 
высокочувствительных и специфичных для по-
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ражения почек биомаркеров являются актуаль-
ными задачами здравоохранения [3 - 7].

Целью данного исследования являлась разра-
ботка методических подходов к раннему выявле-
нию ОПП токсического генеза на основе кине-
тики некоторых биомаркеров. Для достижения 
поставленной цели были сформулированы сле-
дующие задачи: провести анализ потенциальных 
почечных биомаркеров по базе данных PubMed; 
смоделировать острое отравление нефроток-
сичным веществом на лабораторных животных; 
провести забор биологического материала и ана-
лиз уровня биомаркеров; оценить чувствитель-
ность и специфичность биомаркеров в динамике; 
оценить морфологические изменения в почках.

Материалы и методы исследования. Экспери-
мент выполнен на 48 особях самок крыс Sprague-
Dawley с массой тела 175-199 г, полученных из 
питомника лабораторных животных «Пущино». 
Экспериментальное исследование проведено в 
соответствии с этическими принципами обра-
щения с лабораторными животными и регули-
рующими актами, категория боли: D – боль и 
страдания, облегчаемые надлежащим способом 
(применялся ксилазин и золетил) [8]. Крысы бы-
ли разделены на 2 группы: 1 группа – интактные 
животные (12 особей), 2 группа – животные с ин-
дуцированным ОПП (36 особей). Для моделиро-
вания ОПП животных за 10 ч лишали корма и 
вводили однократно через атравматический зонд 
в желудок раствор дигидрата ацетата уранила в 
дозе 300 мг/кг (1,5×LD50). Уран – типичный неф-
ротоксин, ингибирующий натрий-зависимый 
транспорт глюкозы и неорганического фосфата, 
АТФ-азы, гексокиназу в клетках нефротелия. В 
результате поражения почечных канальцев неф-
ронов развивается ОПП [9]. Для сбора мочи жи-
вотных помещали на 16 часов в метаболические 
клетки Tecniplast Gazzada (Италия) при свобод-
ном доступе к воде. Мочу крыс собирали с добав-
лением консерванта ProClin-300 (Sigma-Aldrich) 
5 мкл на 10 мл  для предотвращения протеоли-
за и бактериального роста, центрифугировали 5 
минут при скорости 400×g, в супернатанте опре-
деляли уровень креатинина, белка и мочевых 
маркеров методом иммуноферментного анали-
за ELISA: тканевого полипептидного антигена 
(ТРА, фирма Cusabio), молекулы повреждения 
почек (KIM-1, фирма BioAssay Works), моноци-
тарного хемоаттрактантного белка (MCP-1, фир-
ма Cusabio) и трансформирующего ростового 
фактора бета (TGF-beta1, фирма Cusabio). С це-
лью проведения биохимических исследований у 
этих же животных отбирали образцы крови из 
хвостовой вены. В сыворотке крови показатели 
определяли энзиматическим методом с помощью 
наборов Fluitest UREA фирмы Analyticon и Кре-
атинин-ПАП-Ново Вектор-Бест на автоматиче-

ском биохимическом анализаторе Keylab (BPC 
BioSed srl). Эвтаназию проводили путем одномо-
ментной декапитации под легким наркозом (при-
менялся ксилазин и золетил). При вскрытии тел 
погибших или выведенных из эксперимента по-
сле запланированной эвтаназии крыс почки из-
влекали из забрюшинного пространства, осма-
тривали макроскопически, фотографировали, 
взвешивали и фиксировали в 10% нейтральном 
забуференном растворе формалина для последу-
ющего гистопатологического изучения по стан-
дартной методике. Гистологические срезы почек 
толщиной 5 мкм окрашивали гематоксилином 
и эозином, заключали под покровное стекло и 
изучали на светооптическом микроскопе Leica 
DM1000. Обработка данных выполнялась с ис-
пользованием пакета статистических программ 
GraphPadPrism 6.0 (США). Для регистрируемых 
количественных переменных рассчитывали па-
раметры описательной статистики, проводили 
анализ классификаций с построением ROC-кри-
вых и расчетом площади под кривыми (AUC) 
и дискриминационного уровня cutoff. Данные 
представлены в виде среднего (M) и его ошибки 
(±SEM), 95% доверительного интервала. Отли-
чия между выборками оценивали с помощью не-
параметрических критериев Краскела-Уоллиса и 
Данна (при неравных выборках) и считали значи-
мыми при уровне р<0,05. 

Результаты и обсуждение. Анализ новых на-
учных публикаций по ранней диагностике неф-
ротоксичности химических веществ и лекар-
ственных препаратов показал перспективность 
ряда биомаркеров, проходящих апробацию в ми-
ровой клинической практике: креатинин («зо-
лотой стандарт»), KIM-1, MCP-1, TGF и TPA. 
Применение консерванта ProClin-300 во время 
сбора суточной мочи существенно сохраняло 
пептидные биомаркеры от их ферментативной 
деградации под действием микробной обсеме-
ненности при отсутствии влияния на методику 
анализа (пре- и аналитические факторы). Ана-
литические параметры методик для оценивае-
мых биомаркеров были приемлемыми за счет 
использования видоспецифичных моноклональ-
ных антител и составили: ТРА – определяемый 
диапазон 0,78-50,00 мЕ/мл, чувствительность 
0,195 мЕ/мл, специфичность – цитокератины 8,18 
и 19 крыс, прецизионность внутрисерийная ме-
нее 8%, межсерийная – менее 10%; KIM-1 – диа-
пазон 0,15-20,00 нг/мл, чувствительность 80 пг/мл, 
специфичность – трансмембранный структур-
ный гликопротеин проксимальный канальцев 
нефрона почки крыс, прецизионность внутрисе-
рийная менее 15%; MCP-1 – диапазон 3,12-200,00 
пг/мл, чувствительность 0,78 пг/мл, специфич-
ность – моноцитарный хемоаттрактантный бе-
лок и активирующий фактор MCP-1/MCAF кры-
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сы, прецизионность внутрисерийная менее 8%, 
межсерийная – менее 10%; TGF-β1 – диапазон 
6,25-400,00 пг/мл, чувствительность 1,56 пг/мл, 
специфичность – трансформирующий ростовой 
фактор бета-1 крысы, прецизионность внутрисе-
рийная менее 8%, межсерийная – менее 10%.

Полученные данные представлены на рисунках 
1 и 2. Анализ совокупности клинических призна-
ков (снижение массы тела, потребления корма, 
двигательной активности) свидетельствовал о 
развитии у животных, получавших раствор ура-
нил ацетата дигидрата, выраженной интоксика-
ции. На фоне необратимого повреждения почек 
наблюдали симметричный кортикальный некроз 

Рис. 1. Динамика сывороточного креатинина, уровня 
молекулы повреждения почек KIM-1 и тканевого 
полипептидного антигена TPA в моче крыс с острым 
повреждением почек токсического генеза

(почечный вариант танатогенеза) на 10 сутки у 3 
из 12 крыс: на вскрытии околопочечная жировая 
клетчатка была в стадии лизиса, пространство 
между капсулой и тканью почек с аутолитически-
ми изменениями заполнено приблизительно 2-2,5 
мл жидкости (транссудат), микроскопически – 
коагуляционный некроз всех элементов корково-
го слоя обеих почек. 

Для классификации образцов на «здоровые» и 
«больные» был вычислен дискриминационный 
уровень cutoff, выше значения которого распо-
ложены все образцы с явной патологией, а ниже 
– здоровые. По результатам анализа ROC-кри-
вых отбирали только достоверные значения с 
AUC выше 0,5, характеризующие высокий уро-
вень чувствительности и специфичности. Иссле-
дование динамики уровня мочевых маркеров по-
казало, что ТРА существенно увеличивался уже 
в первые сутки после отравления ураном и ста-
тистически значимо отличался от фоновых зна-
чений у интактных крыс на 1, 3 и 7 сутки после 
введения нефротоксина. Экспериментально уста-
новленный cutoff ТРА составил 5,28 мЕ/мл. Коли-
чество животных с уровнем ТРА выше cutoff – 9 
из 12 на 1 и 3 сутки, 4 из 12 на 7 сутки и 8 из12 
на 14 сутки. Анализ ROC-кривых показал, что 
площадь AUC на 1 сутки – 0,96 (р=0,000111), чув-
ствительность 70,4%, специфичность 82,9%, на 3 
сутки – 0,97 (р<0,0001), чувствительность 70,8%, 
специфичность 83,3%.  Уровень KIM-1 суще-
ственно увеличивался только на 3 сутки ОПП 
токсического генеза и статистически значимо 
отличался от фоновых значений у интактных 
крыс на 3 и 7 сутки эксперимента. Эксперимен-
тально установленный cutoff KIM-1 – 0,28 нг/мл. 
Количество животных с уровнем KIM-1 выше 
cutoff – 12 из 12 на 3 и 7 сутки, при этом значе-
ния выше 8,2 нг/мл на 7 сутки имели прогности-
ческое в отношении летального эффекта значе-
ние. Площадь AUC ROC-кривых на 3 сутки – 0,99 
(р<0,0001), чувствительность 71,0%, специфич-
ность 87,7%, на 7 сутки – 0,99 (р<0,0001), чувстви-
тельность 71,1%, специфичность 87,7%. Несмотря 
на описываемое в литературе раннее появление 
KIM-1 в моче, статистически достоверного уве-
личения его концентрации в первые сутки после 
отравления отмечено не было. Мочевая экскре-
ция MCP-1 характеризовалась статистически до-
стоверным увеличением концентрации на 3 и 7 
сутки эксперимента. Экспериментально установ-
ленный cutoff MCP-1 – 11,70 пг/мл. Количество 
животных с уровнем MCP-1 выше cutoff – 1 из 12 
на 1 сутки, 11 из 12 на 3 сутки и 10 из 12 на 7 сут-
ки после введения нефротоксина. Площадь AUC 
ROC-кривых на 3 сутки – 0,96 (р=0,000111), чув-
ствительность 60,5%, специфичность 93,9%, на 7 
сутки – 0,99 (р<0,0001), чувствительность 62,1%, 
специфичность 95,6%. Экскреция TGF-β1 харак-
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Рис. 2. Динамика уровня моноцитарного хемоаттрактантного белка MCP-1 и трансформирующего ростового фактора 
TGF-β1 в моче крыс с острым повреждением почек токсического генеза. Динамика морфологических изменений в 
почках (внизу). Окраска Гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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теризовалась статистически достоверным уве-
личением концентрации на 3 и 7 сутки экспери-
мента. Экспериментально установленный cutoff 
TGF-β1 – 34,33 пг/мл. Количество животных с 
уровнем TGF-β1 выше cutoff – 3 из 12 на 1 сутки, 
6 из 12 на 3 сутки и 12 из 12 на 7 сутки после вве-
дения нефротоксина. Анализ ROC-кривых пока-
зал, что площадь AUC на 3 сутки – 0,81 (р=0,0111), 
чувствительность 60,2%, специфичность 76,4%, 
на 7 сутки – 0,99 (р<0,0001), чувствительность 
69,4%, специфичность 90,3%. Анализ динамики 
сывороточного креатинина у этих же животных 
показал, что статистически значимое увеличе-
ние его уровня отмечено только на 3 сутки после 
введения нефротоксина. Экспериментально уста-
новленный cutoff креатинина – 112,77 мкмоль/л. 
Количество животных с уровнем креатинина вы-
ше cutoff – 2 из 12 на 1 сутки, 7 из 12 на 3 сутки и 
9 из 12 на 7 сутки после введения нефротоксина. 
Анализ ROC-кривых показал, что площадь AUC 
на 3 сутки – 0,92 (р=0,00054), чувствительность 
69,6%, специфичность 71,8%, на 7 сутки – 0,99 
(р=0,00012), чувствительность 78,9%, специфич-
ность 71,5%.  

При гистологическом изучении препаратов 
почек крыс на 1 сутки отмечали диффузное на-
бухание в корковом слое и дистрофическую ва-
куолизацию цитоплазмы нефротелиоцитов 
проксимальных канальцев, а также венозную ги-
перемию. На 3 сутки в почках гемодинамические 
нарушения микрососудистого русла нарастали, 
развивался некроз канальцевого эпителия менее 
чем на 1/3 площади продольного среза и воспали-
тельные изменения в виде лейкоцитарной и лим-
фогистиоцитарной инфильтрации интерстици-
альной ткани до 1/3 площади среза. На 7 сутки от 
1/2 до 2/3 площади коркового слоя на продольном 
срезе почки находилось в состоянии коагуляци-
онного некроза (эпителий канальцев в виде гомо-
генных безъядерных клеточных масс) (рис. 2).

Анализируя полученные результаты, патоге-
нез ОПП токсического генеза может иметь сле-
дующую последовательность развития: воздей-
ствие токсиканта на нефротелиальные клетки 
почки, которое  приводит к их гибели по пути, 
как некроза, так и апоптоза, и сопровождается 
выраженными нарушениями внутрипочечной ге-
модинамики. В апоптотических клетках цитоке-
ратины 8, 18 и 19 образуются путем расщепления 
каспазой-9, генерируя растворимые фрагменты, 
обнаруживаемые в моче как ТРА. Анализ дина-
мики этого маркера показывает его раннее ста-
тистически значимое увеличение уже в первые 24 
ч после воздействия. При микроскопии мочевых 
осадков через 24 часа было отмечено наличие до 
30% живых нефротелиоцитов, наряду с погиб-
шими клетками. Нарастание степени некроти-
ческой гибели клеток почек и одновременно их 

регенерации сопровождается сверхэкспрессией 
трансмембранного структурного гликопротеина 
1 типа KIM-1, однако максимума этот показатель 
достигает не ранее 3 суток. В очаги некротиче-
ской гибели интенсивно поступают моноциты, 
трансформирующиеся в макрофаги и активиру-
ющие фибробласты, что сопровождается массив-
ной продукцией MCP-1 и, позже, TGF-β1, участву-
ющих в иммунологической фазе повреждения и 
репарации ткани почек.

Заключение. На основании поиска биомарке-
ров нефротоксичности по базе данных PubMed 
отобраны следующие: сывороточный креатинин, 
тканевой полипептидный антиген (ТРА), моле-
кула повреждения почки (KIM-1), моноцитарный 
хемоаттрактантный белок (MCP-1), трансформи-
рующий ростовой фактор (TGF-beta1). На модели 
острого повреждения почектоксического генеза 
показана динамика изменения клинико-биохи-
мических показателей и морфологии почек. В 
эксперименте для отобранных 5 почечных био-
маркеров, отражающих величину скорости клу-
бочковой фильтрации (креатинин в крови, cutoff 
112,77 мкмоль/л), механизм гибели клеток (ТРА 
в моче, cutoff 5,28 мЕ/мл), дистрофические из-
менения и регенерацию (KIM-1 в моче, cutoff 
0,28 нг/мл), воспалительную инфильтрацию и 
индукцию репарации ткани (MCP-1 в моче, cutoff 
11,70 пг/мл и TGF-β1 в моче, cutoff 34,33 пг/мл) 
определены чувствительность и специфичность 
на различных сроках острого повреждения почек 
токсического генеза. Наибольшей чувствитель-
ностью обладал ТРА как ранний маркер токси-
ческого повреждения почек (70,4% в 1 и 70,8% на 
3 сутки), KIM-1 (на 3 и 7 сутки – 71%), затем, MCP-
1 (60,5% в 1 и 62,1% на 3 сутки) и сывороточный 
креатинин (69,6% на 3 и 79% на 7 сутки), TGF-β1 
в моче – на 7 сутки (69%). Наименьшей специ-
фичностью обладал сывороточный креатинин 
(72% на 3 и 71% на 7 сутки). Самая высокая спец-
ифичность была установлена для MCP-1 в моче 
(94% на 3 и 96% на 7 сутки), затем у KIM-1 (88% 
на 3 и 7 сутки), ТРА (82,9% на 1 и 83,3% на 3 сут-
ки), для TGF-β1 специфичность составила 76,4% 
на 3 и 90,3% на 7 сутки. Сопоставление данных 
уровня биомаркеров и патоморфологических из-
менений в ткани почек показало, что для ранней 
стадии почечного повреждения характерна ги-
бель нефротелиоцитов, как в виде некроза, так и 
апоптоза, что сопровождается ростом тканевого 
полипептидного антигена и, затем, KIM-1 в моче 
(значения выше 8,2 нг/мл на 7 сутки имели про-
гностическое в отношении летального эффекта 
значение). Начиная с 3 суток отравления отмеча-
ется инфильтрация почек лейкоцитами, продук-
ция моноцитарного хемоаттрактантного белка, 
которое сопровождается повышением его уров-
ня в моче, а также повышается уровень креати-
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нина в крови. По последовательности увеличе-
ния уровня в моче изученные биомаркеры можно 
расположить в следующий ряд: ранняя стадия 
дистрофических и некробиотических изменений 
– TPA, стадия нарастания некроза канальцевого 
эпителия и лейкоцитарной инфильтрации – KIM-
1, MCP-1, стадия глубоких некротических измене-
ний – TGF-β1. Изученные маркеры представляют 

интерес для использования в качестве диагности-
ческих средств при определении стадии патоло-
гии почек при отравлении нефротоксичными ве-
ществами. Кроме того, эти маркеры могут быть 
использованы в экспериментальных исследова-
ниях механизмов нефротоксичности при изуче-
нии новых веществ и лекарственных препаратов.

K.V. Sivak1, T.N. Savateeva-Lyubimova1, T.A. Gus’kova2

METHODOLOGICAL APPROACHES TO EARLY DETECTION OF TOXIC ACUTE KIDNEY 
INJURY BASED ON DYNAMICS OF SOME BIOMARKERS

1A.A. Smorodintsev Research Institute of Influenza, RF Ministry of Healthcare, 197376, Saint Petersburg, Russian Federation
2M.V. Dorogov Yaroslavl Center for the Transfer of Pharmaceutical Technologies, K.D. Ushinsky Yaroslavl State Pedagogical 
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The article presents the results of the experimental toxicological study of rats poisoned with uranyl acetate 
dihydrate (300 mg / kg body weight). The aim of this study was to develop methodological approaches to the early 
detection of acute toxic kidney damage on the basis of the dynamics of some biomarkers on 1, 3 and 7 days after 
nephrotoxin administration. For renal biomarkers reflecting the value of glomerular filtration rate (creatinine in 
the blood, cutoff 112,77 µmol/l) the mechanism of cell death (TPA in urine, cutoff of 5.28 IU/ml), degenerative 
changes and regeneration (KIM-1 in urine, cutoff of 0.28 ng/ml; at values above 8,2 ng/ml the lethal effect can be 
expected), the inflammatory infiltration and the induction of tissue reparation (MCP-1 in urine, cutoff 11,70 pg/ml, 
TGF-β1 in the urine, cutoff 34,33 pg/ml), the sensitivity and specificity have been determined. According to the 
sequence of urine level increase, the studied biomarkers can be arranged in the following series: early stage – TPA; 
stage of necrosis growth and leukocyte infiltration – KIM-1, MCP-1, creatinine; stage of deep necrotic changes – 
TGF-β1. The studied markers are of interest for use as diagnostic tools in determining the stage of kidney disease 
in nephrotoxic poisoning.
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