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Введение  Уратный нефролитиаз – распространенная форма мочекаменной болезни  Активация матриксной металлопро-

теиназы-2 при оксидативном стрессе и ее участие в развитии патологических процессов в почках, может являться одним 

из важных звеньев патогенеза данного заболевания и служить перспективной мишенью для его фармакологической кор-

рекции  Цель исследования — изучение активности матриксной металлопротеиназы-2 и процессов свободнорадикаль-

ного окисления в почках крыс  

Методика. Эксперимент выполнен на 17 крысах-самцах сток Wistаr, разделенных на контрольную (n=8) и опытную (n=9) 

группы  Животным подопытной группы ежедневно в течение 21 сут вводили смесь 1000 мг/кг мочевой и 500 мг/кг оксони-

евой кислот  В моче крыс определяли концентрацию и экскрецию матриксной металлопротеиназы-2 перед началом экс-

перимента и на 21-е сут исследования, в гомогенате почек – концентрацию матриксной металлопротеиназы-2, уровень 

тиобарбитуратреактивных продуктов, активность каталазы и глутатионпероксидазы, оценивали общую прооксидантную 

и антиоксидантную активность  Для контроля формирования заболевания проводили морфологическое исследование  

Результаты  В опытной группе концентрация в моче и экскреция матриксной металлопротеиназы-2 статистически значимо 

возрастали в 53,9 и 112,1 раза соответственно по сравнению с исходным уровнем, а также в 87,6 и 163,8 раза соответственно 

в сравнении с группой контроля, показатели которой оставались стабильными  Активность матриксной металлопротеи-

назы-2 в гомогенате почек подопытной группы статистически значимо (в 1,1 раза) превышала контрольный показатель  

Концентрация тиобарбитуратрективных продуктов, общая антиоксидантная активность и активность глутатионперокси-

дазы в почках подопытных крыс были в 4,6, 1,2 и 1,1 раза соответственно выше чем в контроле, при снижении активности 

каталазы в 2,3 раза  В почках крыс группы опыт были выявлены депозиты средним числом 2,5±0,3 и средней площадью 

951,6±253,8 мкм2 при отсутствии таковых в контроле  

Заключение. При моделировании уратного нефролитиаза существенно возрастает активность матриксной металлопроте-

иназы-2 в моче и гомогенате почек и уровень ее экскреции с мочой при сопутствующем развитии оксидативного стресса 

и формировании крупных депозитов в почках  
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Matrix metalloproteinase-2 activity and oxidative stress in the kidneys during experimental urate 

nephrolithiasis

Altai State Medical University, 

Prospekt Lenina 40, Barnaul 656038 

Background  Urate nephrolithiasis is a common form of urolithiasis  Matrix metalloproteinase-2, which is activated during oxida-

tive stress and is involved in the development of pathological processes in the kidneys, may be an important component of the 

pathogenesis of this disease, and it might be a promising target for pharmacological correction  Aim: To study the activity of matrix 

metalloproteinase-2 and the intensity of free radical oxidation processes in rat kidneys during experimental urate nephrolithiasis  

Methods. Experiments were performed on 17 Wistar male rats divided into control (n=8) and experimental (n=9) groups  Animals 

of the experimental group were injected with a mixture of 1000 mg/kg of uric acid and 500 mg/kg of oxonic acid daily for 21 days  

The concentration and excretion of urinary matrix metalloproteinase-2 were determined before and on day 21 of the experiment  

The concentrations of matrix metalloproteinase-2 and thiobarbiturate-reactive products, total prooxidant and antioxidant activ-

ity, and the activities of catalase and glutathione peroxidase were determined in the kidney homogenate  To monitor the forma-

tion of the disease, a morphological study was performed  

Results. In the experimental group, the urinary concentration and excretion of matrix metalloproteinase-2 increased significantly 

by 53 9 and 112 1 times, respectively, compared with the initial level, and also by 87 6 and 163 8 times, respectively, compared with 

the control group, in which these indicators were stable  The concentration of matrix metalloproteinase-2 in the kidney homog-

enate of the experimental group was significantly 1 1 times higher than in the control group  The concentration of thiobarbitu-

rate-reactive products, total antioxidant activity, and glutathione peroxidase activity in the kidneys of experimental rats were 4 6, 

1 2, and 1 1 times, respectively, higher than in the control group, along with a 56 5% decrease in catalase activity  In the kidneys 

of experimental rats, 2 5±0 3 calcium deposits were found with an average area of 951 6±253 8 µm2  There were no deposits in 

the control group  

Conclusion. In this model of urate nephrolithiasis, the concentration of matrix metalloproteinase-2 in urine and in kidney homog-

enate increased manyfold  Similarly, the rate of matrix metalloproteinase-2 excretion in the urine increased along with the devel-

opment of renal oxidative stress and the formation of large calcium deposits 
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Введение

Уратный нефролитиаз (УН) – одна из наибо-

лее распространенных форм мочекаменной болезни 

(МКБ) [1]. При этом возможности медикаментозной 

терапии УН весьма ограничены, основным методом 

остается так называемая «цитратная терапия», кото-

рая не лишена недостатков [2]. Поэтому поиск новых 
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подходов к таргетной фармакологической коррекции 

УН сохраняет высокую актуальность. 

Роль матриксных металлопротеиназ (ММП) в раз-

витии различных заболеваний сегодня хорошо извест-

на и не вызывает сомнений, в связи с чем ММП рас-

сматриваются в качестве потенциальной мишени для 

таргетной терапии [3]. Не исключено, что такой под-

ход может быть актуальным и в отношении поиска но-

вых средств для лечения МКБ. В то же время, на се-

годняшний день информация о роли ММП в патоге-

незе мочекаменной болезни, и в том числе в патогенезе 

УН, весьма ограничена [4]. В одном из недавних ис-

следований показано, что матриксная металлопроте-

иназа-9 (ММП-9) участвует в регуляции кальций-ин-

дуцированного формирования кальциевых депозитов 

в почках [5]. В другой работе была изучена ассоциация 

полиморфизмов гена ММП-9 с развитием нефролити-

аза [6]. Как известно, ММП-9 относится к подгруппе 

желатиназ, вторым представителем которой является 

матриксная металлопротеиназа-2 (ММП-2) [7]. Све-

дений о роли ММП-2 в развитии нефролитиаза в до-

ступной литературе не встречается. Однако известно, 

что матриксная металлопротеиназа-2 (ММП-2) игра-

ет существенную роль в развитии почечной недоста-

точности [8]. Показано, что активация ММП-2 при-

водит к структурным изменениям в мембране клеток 

канальцев с последующей атрофией канальцев, фи-

брозом и почечной недостаточностью [8]. При этом 

важное значение повреждения нефроцитов в форми-

ровании первичного очага литогенеза и последующе-

го образования на нем депозитов хорошо известна [9]. 

Кроме того, известно, что активация ММП-2 напря-

мую связана с развитием оксидативного повреждения 

тканей и органов [10,11]. Роль оксидативного стресса 

в развитии нефролитиаза, и в том числе уратного неф-

ролитиаза, также хорошо известна [12]. В совокупно-

сти эти сведения позволяют предполагать возможное 

участие ММП-2 в патогенезе нефролитиаза.

Цель исследования – изучение активности ма-

триксной металлопротеиназы-2 и активности процесса 

свободнорадикального окисления в почках крыс при 

экспериментальном уратном нефролитиазе.

Методика 

Исследование проведено на базе кафедры фар-

макологии имени профессора В.М. Брюханова и Ис-

следовательского центра коллективного пользования  

ФГБОУ ВО «Алтайский государственный медицин-

ский университет» Минздрава России. Эксперимен-

ты выполнены на 17 самцах крыс сток Wistаr 300-350 г, 

возраст 3–4 мес. Животные были выращены в виварии 

Научно-исследовательского института цитологии и ге-

нетики (г. Новосибирск). Проведение работ осущест-

влялось в соответствии с приказом Минздрава Рос-

сии №199 от 1 апреля 2016 г. «Об утверждении правил 

надлежащей лабораторной практики» и в соответствии 

с регламентом декларации ЕС от 2010 г. об использо-

вании лабораторных животных. Исследование одобре-

но Локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО «Ал-

тайский государственный медицинский университет» 

МЗ России (протокол №3 от 25.02.2021).

Экспериментальные животные были разделе-

ны на 2 группы: контрольная (n=8) и опытная (n=9). 

В опытной группе по общепринятой методике осу-

ществляюсь моделирование экспериментального 

уратного нефролитиаза: животным ежедневно в те-

чение 3 нед внутрижелудочно вводили смесь мочевой 

и оксониевой кислот (1000 мг/кг и 500 мг/кг соответ-

ственно) [13]. Контрольная группа включала интакт-

ных крыс, которым по аналогичной схеме вводился 

физиологический раствор в эквиобъемном количестве. 

Все животные на протяжении эксперимента находи-

лись на стандартном лабораторном рационе в индиви-

дуальных клетках, приспособленных для сбора мочи. 

До начала эксперимента, а затем на 21-е сут в мо-

че крыс обеих групп определялась активность ММП-

2. По истечении 3 нед эксперимента крысы подверга-

лись эвтаназии, после чего у них хирургическим путем 

изымались обе почки, одна из которых использовалась 

для определения в гомогенате тканей почки активно-

сти ММП-2 и показателей активности процесса сво-

боднорадикального окисления (СРО), а другая – для 

проведения морфологического исследования на пред-

мет выявления развития нефролитиаза.

Концентрация ММП-2 в моче и гомогенате тка-

ней почки определялась методом иммунофермент-

ного анализа Elisa kit. Для определения использова-

ли наборы производства CUSABIO (Ухань, Китайская 

народная республика), содержащие антитела, специ-

фичные для MMП-2, предварительно нанесенные на 

микропланшет. Биологический материал (моча, гомо-

генат почечной ткани) подвергали центрифугированию 

при 1000 об/мин в течение 15 мин. Стандарты и иссле-

дуемые образцы переносили пипеткой в лунки, после 

чего происходило связывание ММП-2 иммобилизо-

ванным антителом. После удаления несвязавшихся ве-

ществ в лунки добавляли антитела, конъюгированные 

с биотином, специфичные к MMP-2. После промыва-

ния в лунки помещали конъюгированную с авидином 

пероксидазу хрена с последующим добавлением рас-

твора тетраметилбензидина, реагирующего с перокси-

дом водорода с образованием окрашенного соединения. 
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Для оценки активности процесса СРО в почках опре-

деляли показатели прооксидантной и антиоксидант-

ной системы. Концентрацию тиобарбитуратреактивных 

продуктов (ТБРП) определяли по интенсивности окра-

ски основания Шиффа, образующегося при взаимодей-

ствии малонового диальдегида (МДА) с тиобарбитуровой 

кислотой. Общую прооксидантную активность оценива-

ли в соответствии с зафиксированным уровнем окраски 

флюоресцентного комплекса, полученного путем взаи-

модействия тиобарбитуровой кислоты с продуктами ре-

акции твина-80 с пероксидными радикалами. Общую 

антиоксидантую активность (ОАА) определяли по вы-

раженности угнетения окисления ТВИН-80, индуциро-

ванного Fe2+/аскорбатом. Активность каталазы (КАТ) 

определяли по выраженности подавления ферментом 

окисления молибдата натрия перекисью водорода. Ак-

тивность глутатионпероксидазы (ГПО) измеряли по кон-

центрации восстановленного глутатиона после образова-

ния окрашенного продукта в цветной реакции с реакти-

вом Эллмана. Определение проводились в соответствии 

с апробированными ранее методиками [14].

При проведении морфологических исследований 

биологический материал после промывания в изото-

ническом растворе натрия хлорида подвергали проце-

дуре проводки на аппарате TISSUЕ-TЕK VIPTМ6 (про-

изводитель – Sakkura, Япония). После этого на приборе 

Accu-Cut SRM (производитель – Sakkura, Япония) гото-

вили срезы почечной ткани толщиной 5–6 мкм. Для об-

наружения депозитов применяли окрашивание срезов 

гемотаксилином и эозином. Подготовленные образцы 

были исследованы с помощью микроскопа Nikоn Eclipsе 

E200 (Китайская народная республика) при увеличения 

х400. Для осуществления морфометрических исследова-

ний использовали программное обеспечение ImageJ 1.43 

от Wayne Rasband и AxioVision 3.1 от Carl Zeiss.

Статистическая обработка экспериментальных 

данных производилась с использованием пакета про-

грамм Statistica 12.0 для Windows. Внутригрупповые 

различия показателей оценивали при помощи кри-

терия Вилкоксона, межгрупповые различия – с ис-

пользованием критерия Манна-Уитни. Результаты 

биохимических исследований представлены медиа-

ной, 25 и 75 перцентилями (Me (Q25%;Q75%)). Ре-

зультаты морфометрических исследований представ-

лены в виде среднего и стандартной ошибки среднего 

(M±m). Различия признавались статистически значи-

мыми при р<0,05 [15].

Результаты 

Проведенные эксперименты показали, что на ис-

ходном уровне концентрация ММП-2 в моче крыс 

и величина почечной экскреции ММП-2 не имели 

статистически значимых различий между контроль-

ной и опытной группами (табл. 1). Через 3 нед модели-

рования УН, в опытной группе наблюдался выражен-

ный рост концентрации ММП-2 в моче – в 53,9 раза 

относительно исходного уровня (p<0,001). При этом 

концентрация ММП-2 в моче интактных крыс (кон-

трольная группа) на 21-е сут эксперимента оставалась 

неизменной в сравнении с исходным уровнем. В ре-

зультате величина показателя к концу эксперимен-

та в опытной группе была выше, чем в контрольной, 

в 87,6 раза (p<0,001).

Аналогичная картина характеризовала дина-

мику уровня почечной экскреции ММП-2 (табл 1). 

У интактных животных этот показатель не изменял-

ся. В подопытной группе после 3 нед моделирования 

УН наблюдался выраженный рост почечной экскре-

ции ММП-2 относительно исходного уровня – в 112,1 

раза (p<0,001). Как следствие, межгрупповое различие 

данного показателя возросло в 163,8 раза (p<0,001).

В гомогенате почечной ткани на 21-е сут экспери-

мента уровень концентрации ММП-2 в подопытной 

группе был статистически значимо выше, чем у ин-

тактных крыс (в 1,1 раза, p=0,011).

Параллельно были зафиксированы характерные 

изменения показателей активности процесса свобод-

норадикального окисления в почках крыс эксперимен-

тальных групп (табл. 2). Концентрация ТБРП и ОПА 

в подопытной группе после 3 нед моделирования УН 

превышали уровень контрольной группы в 4,6 раза 

(p<0,001) и в 1,2 раза (p=0,025) соответственно. Кро-

ме того, в подопытной группе происходило снижение 

активности КАТ относительно интактных крыс в 2,3 

раза (p=0,001) и увеличение активности ГПО в 1,1 раза 

(p=0,007).Морфологические исследования показали, 

что у интактных животных микроскопическая картина 

почек соответствовала гистологической норме. Урат-

ные депозиты выявлены не были (рис. 1, a). В подопыт-

ной группе после 3 нед моделирования УН депозиты 

были выявлены в 9 из 9 (100 %) случаев. Микролиты 

различной формы, синеватого цвета отмечали в корко-

вом слое и сосочке почки. Они преимущественно бы-

ли расположены в кистозно-расширенных почечных 

канальцах, среди клеточного детрита и клеток воспа-

ления. Эпителий кистозно-расширенных канальцев 

выглядел уплощенным, ядра клеток уменьшены в раз-

мере (рис. 1, b). В строме признаки воспалительного 

процесса, в воспалительном инфильтрате преоблада-

ли нейтрофилы. Количество депозитов в поле зрения 

в среднем составило 2,5±0,3, средняя площадь депо-

зитов – 951,6±253,8 мкм2.
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Таблица 1/ Table 1 

Показатели концентрации матриксной металлопротеиназы-2 в моче и гомогенате почек, уровня экскреции матриксной металло-

протеиназы-2 с мочой у крыс экспериментальных групп

Indicators of the concentration of matrix metalloproteinase-2 in urine and kidney homogenate, the level of excretion of matrix 

metalloproteinase-2 in urine in rats of experimental groups

Концентрация ММП-2  

в моче (нг/мл)

Urinary MMP-2 concentration (ng/ml)

Экскреция ММП-2 с мочой (нг/сутки)

Urinary excretion of MMP-2 (ng/day)

Концентрация ММП-2 в гомогенате 

почек (нг/ммоль)

MMP-2 concentration  

in renal homogenate (ng/mol)

Контроль

Control

Опыт

experience

Контроль

Control

Опыт

experience

Контроль

Control

Опыт

experience

И/у
1,1

(0,7;1,2)

1,3

(0,4;13,3)

3,7

(1,8;6,1)

12,9

(2,7;23,9)
- -

21-е сут

21day

0,8

(0,6;43,3)

70,1

(59,6;77,1)

p
и/у

<0,001

p
к
<0,001

7,0

(2,4;662,5)

1446,5

(1186,3;2189,0)

p
и/у

<0,001

p
к
<0,001

142,8

(139,8;151,1)

156,4

(153,1;164,1)

p
к
=0,011

Примечание. И/у – исходный уровень, p
и/у

 – показатель статистической значимости различий показателя на 21-е сут в сравнении с исход-

ным уровнем, p
к
 – показатель статистической значимости различий показателя в подопытной группе в сравнении с контрольной группой. 

Note. И/у – the baseline level, p
и/у 

– an indicator of the statistical significance of the differences in the indicator for 21 days in comparison with the base-

line level, p
k
 – an indicator of the statistical significance of the differences in the experimental group in comparison with the control group. MMP2 –  

matrix metalloproteinase 2.

Таблица 2/Table 2 

Показатели активности процесса свободнорадикального окисления в почках крыс экспериментальных групп

Indicators of the activity of the process of free radical oxidation in the kidneys of rats of experimental groups

Группа

Group
ТБРП (мг/ммоль) ОПА (%) ОАА (%) КАТ (%) ГПО (%)

Контрольная

Control

1,3

(1,0;2,1)

75,9

(66,0;85,6)

61,8

(31,8;64,5)

86,5

(73,2;91,1)

35,1

(30,9;37,9)

Подопытная

Experimental

6,0

(3,7;7,0)

p
к
<0,001

88,0

(82,9;90,7)

p
к
=0,025

51,8

(45,8;59,8)

37,3

(6:6;78,3)

p
к
=0,001

40,1

(36,3;44,0)

p
к
=0,007

Примечание. p
к
 – показатель статистической значимости различий показателя в подопытной группе в сравнении с контрольной группой  ТБРП– 

тиобарбитуратреактивные продукты; ОПА – общая прооксидантная активность; ОАА – общая антиоксидантая активность; КАТ – каталаза; ГПО 

– глутатионпероксидаза  

Note. p
k
 is an indicator of the statistical significance of the differences in the indicator in the experimental group in comparison with the control group  

ТБРП – thiobarbiturate reactive products; ОПА – total prooxidant activity; ОАА – total antioxidant activity; КАТ – catalase; ГПО – glutathione peroxidase  

Обсуждение

У всех крыс подопытной группы развивался урат-

ный нефролитиаз, что подтверждалось характерными 

морфологическими признаками: воспалительные из-

менения и формирование крупных депозитов в почках. 

Это было ожидаемо, т.к. данная методика ранее нами 

уже была успешно воспроизведена в нескольких экс-

периментах [16,17]. В почках животных подопытной 

группы были зафиксированы выраженные изменения 

активности ММП-2 – концентрация фермента в мо-

че и гомогенате почек, а также его экскреция с мочой 

многократно возрастали за 3 нед моделирования УН. 

Известно, что одним из мощных факторов активации 

ММП является оксидативный стресс [7, 18]. Согласно 

полученным в настоящем исследовании результатам, 

в почках крыс с экспериментальным уратным нефро-

литиазом происходило значительное увеличение ак-

тивности процессов свободнорадикального окисления. 

Об этом, в первую очередь, свидетельствовал рост кон-

центрации в почках ТБРП и увеличение ОПА. Как из-

вестно, ТБРП – биохимический маркер накопления 

малонового диальдегида, который является основным 

продуктом перекисного окисления мембранных фос-
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фолипидов [19]. При этом ОПА – это интегративный 

показатель прооксидантов и свободно-радикальных 

метаболитов, в связи с чем его рост указывает на уси-

ление процессов окисления и истощение защитных ан-

тиоксидантных механизмов [20]. Кроме того, у в почках 

крыс подопытной группы наблюдалось увеличение ак-

тивности ГПО и снижение активности КАТ, что также 

логично вписывается в картину развивающегося окси-

дативного повреждения почек [20]. 

Таким образом, можно предположить, что на фо-

не моделирования нефролитиаза активировались про-

цессы СРО, вызвавшее активацию ММП-2. Это, учи-

тывая хорошо известную функцию ММП-2, привело 

к повреждению структур и развитию воспалительно-

го процесса в канальцах почек крыс [7]. В результате 

создались условия для преципитации кристаллов мо-

чевой кислоты в очагах повреждения с последующим 

формированием крупных депозитов – конкрементов. 

Заключение

В проведенном исследовании впервые обсуждает-

ся возможная роль активации ММП-2 в почках в па-

тогенезе уратного нефролитиаза. Разумеется, для по-

лучения более подробной и информативной картины 

участия ММП-2 в уратном литогенезе понадобятся до-

полнительные исследования. Тем не менее, посколь-

ку применение ингибиторов ММП в настоящее время 

является одной из современных стратегий коррекции 

почечных патологий, ассоциированных с активацией 

ММП [21], фармакологическая модуляция активности 

ММП-2 в почках может стать перспективным направ-

лением поиска патогенетически обоснованных мето-

дов медикаментозного лечения мочекаменной болезни.
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