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Вступ
Цукровий діабет (ЦД) — поширене не лише в 

Україні, а й у світі неінфекційне захворювання, 
що характеризується поступовим розвитком мі-
кро- та макросудинних ускладнень. Одним із таких 
ускладнень є діабетична нефропатія (ДН). Доклі-
нічною ознакою розвитку нефропатії є мікроаль-
бумінурія  — екскреція альбуміну із сечею — від 30 
до 300 мг/добу. Клінічні ознаки ДН проявляються 
при загибелі великої кількості нефронів і склерозі 
20–25 % клубочків та починаються з розвитку сис-
толо-діастолічної гіпертензії, що переважно має 
ренін-залежний механізм [1–3]. Патоморфологіч-
ною основою змін у нирках є тубулоінтерстицій-
ний фіброз, ознаками якого є зміни в інтерстиції та 
канальцях нирок у вигляді клітинної інфільтрації, 
накопичення компонентів екстрацелюлярного ма-
триксу (колагену, фібронектину, ламініну), розрос-

©  «Міжнародний ендокринологічний журнал», 2017
©  Видавець Заславський О.Ю., 2017
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тання та склероз інтерстицію, гіаліново-гідропічної 
дистрофії канальцевого епітелію, що в подальшому 
призводить до апоптозу тубулярних клітин, атрофії 
канальців і втрати перитубулярних капілярів [1, 4].

Важлива роль у патогенезі ушкодження нирок 
належить ураженню подоцитів, мезангіальних клі-
тин, ендотелію мікросудин [5–7]. Це пов’язане з 
тим, що нирки більше, ніж інші органи, залежать 
від функціонального стану ендотелію внаслідок на-
явності в них великого пулу ендотеліальних клітин, 
які є інсулінонезалежними. Тому в умовах гіпер-
глікемії глюкоза безперешкодно потрапляє в них, 
спричинюючи порушення їх функцій через патоло-
гічні метаболічні зміни [8, 9].

Окрім того, розлади нормального функціонуван-
ня нирок відбуваються також через порушення про-
цесів глікозилювання білків. Останні зв’язуються 
з вільними амінами білків, ліпідів і нуклеїнових 

УДК 616.612-018:616.379-008.64]-085.35:577.152.1	 DOI:  10.22141/2224-0721.13.8.2017.119282
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Зміни звивистих канальців нирок 
при введенні НАДФ 
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Резюме.  Мета. Вивчення змін структур звивистих канальців нирок при введенні нікотинамідаденіндинук-
леотидфосфату (НАДФ) на тлі індукованого стрептозотоцином цукрового діабету (ЦД) у щурів. Матеріа-
ли та методи. Експерименти проведено на самцях білих щурів, яким моделювали ЦД шляхом уведення 
стрептозотоцину в дозі 70 мг/кг. НАДФ уводили у дозі 30 мг/кг. Вивчали структури нирок на 11-ту, 21-шу 
та 31-шу добу експерименту. Результати. На противагу класичним методам забарвлення ранні зміни в 
різних структурах нирки були виявлені за допомогою гістохімічного методу на основі забарвлення гістоло-
гічних зрізів бромфеноловим синім за методом Mikel Calvo. Висновки. Загалом структури нирок виявляли 
позитивну реакцію на введення НАДФ, що може бути пов’язане зі зниженням прямого ушкоджувального 
впливу гіперглікемії як за рахунок зменшення кількості глікозильованих білків, так і внаслідок прямого без-
посереднього його позитивного впливу на стан ендотеліоцитів.
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кислот, змінюючи їх якість. Цей процес супрово-
джується вторинною експресією цитокінів, які за-
лучають макрофаги та моноцити, і призводить до 
розвитку локальної запальної реакції, накопичення 
в матриксі глікозильованого альбуміну, імуноглобу-
лінів та імунних комплексів. Останні, в свою чергу, 
стимулюють імунокомпетентні клітини і секрецію 
цитокінів, що впливає на проліферацію матриксу 
судинної стінки, порушення її проникності [2, 10].

Для вивчення процесів, які супроводжують ЦД, 
застосовують різноманітні експериментальні моде-
лі, що його відтворюють. Однією з поширених ме-
тодик є застосування антибіотика з онкостатичною 
дією — стрептозотоцину [11, 12]. 

Мета роботи: дослідити зміни структур звивис-
тих канальців нирок у динаміці стрептозотоцин-ін-
дукованого ЦД при введенні нікотинамідаденінди-
нуклеотидфосфату (НАДФ).

Матеріали та методи
Експеримент проведено на 54 статевозрілих не-

лінійних самцях білих щурів масою 0,17–0,20  кг. 
Тварин розподіляли на групи. Перша (1-ша)  — 
контрольна група, тварини якої перебували на 
стандартному режимі годування, освітлення та 
утримання. Дослідним групам тварин (2, 3 та 4-й) 
одноразово внутрішньоочеревинно вводили стреп-
тозотоцин (Sigma, США) у дозі 70 мг/кг [11, 12]. 

Виведення тварин з експерименту та відповід-
ні дослідження проводили на 11, 21 та 31-шу добу 
після введення стрептозотоцину. До експерименту 
залучали тварин, рівень глікемії яких перевищував 
10 ммоль/л. Для вимірювання рівня глюкози ви-
користовували стандартний глюкометр HealthPro 
(Південна Корея).

У наступній серії експериментів показники 
контрольної групи тварин порівнювали з такими в 
дослідних групах із модельованим стрептозотоци-
новим ЦД в ті самі часові проміжки при введенні 
щурам інтраперитонеально розчину НАДФ у дозі 
30 мг/кг маси тіла тварини на ізотонічному розчині 
хлориду натрію.

Тварин виводили з експерименту під легким 
ефірним знеболюванням, дотримуючись положень 
Директиви ЄЕС № 609 (1986) та наказу МОЗ Украї-
ни № 690 від 23.09.2009 р. «Про заходи щодо подаль-
шого удосконалення організаційних норм роботи з 
використанням експериментальних тварин».

Кількісну оцінку стану білків у гістохімічних 
препаратах, забарвлених бромфеноловим синім за 
Mikel Calvo, здійснювали методом комп’ютерної 
мікроспектрофотометрії на основі коефіцієнта R/B 
[13, 14]. 

Величину коефіцієнта R/B тлумачили так: якщо 
вона більше за одицицю, то в білках переважали 
карбоксильні групи над аміногрупами, причому, 
якщо ця величина більша, то більше і суттєве пере-
важання. Якщо величина коефіцієнта R/B менша 
за одицицю, то в білках переважали аміногрупи над 
карбоксильними групами. Вірогідність різниці по-
казників визначали з використанням t-критеріїв 

Стьюдента. У таблицях значення вірогідності (р) 
наведені лише для вірогідних (р ≤ 0,05) різниць по-
казників, що вивчалися.

Результати
Перелік досліджуваних структур нирки був об-

раний з урахуванням змін, які були виявлені при 
експериментальному ЦД без уведення НАДФ. Та-
ким чином вивчали базальні мембрани звивистих 
канальців, епітелій звивистих канальців, субендоте-
ліальні базальні мембрани інтерстицію, сполучно
тканинні волокна інтерстицію.

Дані щодо коефіцієнта R/B у базальних мембра-
нах звивистих канальців разом з ендотеліоцитами 
при введенні НАДФ на тлі стрептозотоцин-інду-
кованого ЦД в різні терміни експерименту подані у 
табл. 1. Забарвлення мало переважно дифузний ха-
рактер, було доволі інтенсивним, але відзначалося 
різними спектральними характеристиками.

Згідно з даними табл. 1, корекція уражень аміно-
груп білків субепітеліальних мембран вперше стала 
ефективною на 21-шу добу, причому особливо ви-
ражені зрушення встановлені на 31-шу добу експе-
рименту. 

Позитивний ефект від застосування НАДФ на 
епітеліоцити звивистих канальців досягнутий на 
31-шу добу експерименту (табл. 2). 

Отже, для звивистих канальців нирки, як і для 
ниркових клубочків, спостерігається ефект від ко-
регувальних заходів тільки тоді, коли мають місце 
ураження аміногруп білків, а стан структур з нор-
мальними показниками аміногруп білків не зміню-
ється.

Описані зміни у звивистих канальцях нирки 
ілюструються за допомогою мікрофотознімків кір-
кової речовини нирки (рис. 1). Досліджено ефекти 
корегувальних заходів і на субендотеліальні базальні 
мембрани кровоносних судин інтерстицію кіркової 
та мозкової речовини і сосочка нирки. Цифрові дані 
щодо коефіцієнта R/B у зазначених структурах по-
дані в табл. 3, згідно з якими ефекти від уведення 
НАДФ були присутніми на 21-шу та 31-шу добу екс-
перименту.

Аналогічно реагували й ендотеліоцити крово-
носних судин інтерстицію кіркової та мозкової ре-
човини і сосочка нирки. 

Кровоносні судини мозкової речовини нирки в 
експериментальних тварин різних груп досліджен-
ня визначено на рис. 2. 

Обговорення
При виконанні наших досліджень для виявлення 

змін ниркових структур спочатку був застосований 
класичний гістологічний метод за допомогою за-
барвлення гістологічних зрізів гематоксиліном та 
еозином і вивчення їх у світлооптичному мікроско-
пі при різному оптичному збільшенні. Як описовий 
метод, так і застосування морфометричних підходів 
не виявили жодних змін ані в ниркових клубочках, 
ані в звивистих канальцях, ані в стромі (у тому числі 
судинах кіркової речовини), ані в збірних трубочках 
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Таблиця 1. Коефіцієнт R/B у базальних мембранах звивистих канальців разом з ендотеліоцитами 
при введенні НАДФ і модельованому ЦД (x  ±  Sx)

Назва групи Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
та введенням НАДФ

Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
без НАДФ

Інтактні щури (n = 8) 1,100 ± 0,018

1. � Дослідна група (11-та доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8) 1,090 ± 0,021 1,100 ± 0,022

2. � Дослідна група (21-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8)

1,190 ± 0,024
Р = 0,003

1,340 ± 0,021
Рі < 0,001

Р11 < 0,001

3. � Дослідна група (31-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 7)

1,140 ± 0,020
Р < 0,001

1,430 ± 0,018
Рі < 0,001

Р11 < 0,001
Р21 = 0,014

Примітки (тут і в табл. 2, 3): Р — вірогідність розбіжності порівняно з тваринами без НАДФ; Рі — вірогідність 
розбіжності з групою інтактних тварин; Р11 — вірогідність розбіжності з групою на 11-ту добу; Р21 — 
вірогідність розбіжності з групою на 21-шу добу (за критерієм Mann — Whitney).

Таблиця 2.  Коефіцієнт R/B у цитоплазмі епітелію звивистих канальців разом з ендотеліоцитами 
при введенні НАДФ і модельованому ЦД (x ± Sx)

Назва групи Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
та введенням НАДФ

Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
без НАДФ

Інтактні щури (n = 8) 1,220 ± 0,014

1. � Дослідна група (11-та доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8) 1,250 ± 0,020 1,260 ± 0,019

2. � Дослідна група (21-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8) 1,250 ± 0,022 1,270 ± 0,022

3. � Дослідна група (31-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 7)

1,290 ± 0,023
Р = 0,007

1,390 ± 0,024
Рі = 0,002

Р11 = 0,006
Р21 = 0,009

Таблиця 3.  Коефіцієнт R/B у субендотеліальних базальних мембранах кровоносних судин 
інтерстицію кіркової та мозкової речовини і сосочка нирки при введенні НАДФ та експериментальному 

цукровому діабеті в різні терміни експерименту (x ± Sx)

Назва групи Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
та введенням НАДФ

Коефіцієнт R/B у щурів із ЦД 
без НАДФ

Інтактні щури (n = 8) 1,040 ± 0,010

1. � Дослідна група (11-та доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8) 1,040 ± 0,017 1,040 ± 0,014

2. � Дослідна група (21-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 8)

1,170 ± 0,013
Р = 0,002

1,290 ± 0,016
Рі < 0,001

Р11 < 0,001

3. � Дослідна група (31-ша доба після 
введення стрептозотоцину) (n = 7)

1,160 ± 0,014
Р < 0,001

1,310 ± 0,017
Рі < 0,001

Р11 < 0,001
Р21 > 0,05

та інтерстиції мозкової речовини і сосочка нирки. 
Зокрема, у звивистих канальцях не виявлено альте-
ративних процесів (будь-яких проявів дегенерації 
чи посиленої загибелі клітин — некрозу або апоп-
тозу) та потовщення чи змін оптичної щільності 
субепітеліальних базальних мембран, що зазвичай 
трапляється при вираженому ЦД. У збірних тру-
бочках мозкової речовини та сосочка нирки також 
не виявлено ніяких морфологічних змін, так само і 
в інтерстиції цих ділянок нирки, включно з крово-

носними судинами інтерстицію, сполучнотканин-
ними волокнами й основною речовиною. Однак 
при застосуванні НАДФ з метою ймовірної корекції 
ЦД, так само, як і без корекції ЦД, ранні зміни в різ-
них структурах нирки були виявлені за допомогою 
гістохімічного методу на основі забарвлення гісто-
логічних зрізів бромфеноловим синім за методом 
Mikel Calvo. Саме ця методика була застосована як 
основна для виявлення можливих ефектів викорис-
тання НАДФ при експериментальному ЦД.
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Рисунок 1. Звивисті канальці нирки (позначені 
стрілками) щура. Забарвлення гістологічних зрі-
зів бромфеноловим синім за Mikel Calvo. Об.  40х. 
Ок. 10х; А — НАДФ + експериментальний цукровий 
діабет — 11-та доба; Б — НАДФ + експерименталь-
ний цукровий діабет — 21-ша доба; В — НАДФ + 
експериментальний цукровий діабет — 31-ша доба

Рисунок 2. Мозкова речовина нирки щура. Забарв-
лення гістологічних зрізів бромфеноловим синім за 
Mikel Calvo. Об. 40х. Ок. 10х; А — НАДФ + експеримен-
тальний цукровий діабет — 11-та доба; Б — НАДФ + 
експериментальний цукровий діабет — 21-ша доба; 
В — НАДФ + експериментальний цукровий діабет — 

31-ша доба

Визначення коефіцієнта R/B у проведених дослі-
дженнях показало ефективність застосованої мето-
дики. Цінність цього показника полягає у тому, що 
при ЦД від самого початку захворювання активізу-
ються процеси окиснення та глікозилювання аміно-
груп білків, що призводить до змін у співвідношен-

ні між карбоксильними групами та аміногрупами 
в білках. Отже, метод дозволяє оцінити найперші 
зміни диференційовано в різних мікроскопічних 
структурах (різних клітинах ниркових клубочків, 
ендотеліоцитах кровоносних судин, епітелії нирко-
вих канальців, базальних мембранах тощо). 

А

Б

В

А

Б

В



628 Том 13, № 8, 2017Міжнародний ендокринологічний журнал, p-ISSN 2224-0721, e-ISSN 2307-1427

Експериментальна ендокринологія  /Experimental Endocrinology/

Відомо, що гіперглікемія може сприяти вну-
трішньоклітинним змінам окисно-відновного ста-
ну з активацією протеїнкінази С, що призводить до 
виснаження клітинного пулу НАДФ, який, у свою 
чергу, необхідний для генерації NO. 

При використанні жирних кислот як альтер-
нативного джерела енергії в організмі накопичу-
ються кетонові тіла: ацетон, ацетоцтова кислота, 
β-оксимасляна кислота. Це пояснюється тим, що 
ацетил-КоА (кофермент А), що утворюється вна-
слідок окиснення, не може повністю вступити в 
цикл Кребса через недостатність останнього [5, 
6]. Також через недостатність пентозофосфатного 
циклу знижується утворення відновленого НАДФ, 
який необхідний для альтернативного шляху пе-
ретворення ацетил-КоА знову на жирні кислоти. 
Таким чином, для ацетил-КоА залишається лише 
один шлях перетворень — на кетонові тіла. При ЦД 
1-го типу, який характеризується інсуліновою не-
достатністю, швидкість утворення кетонових тіл 
значно перевищує швидкість їх розпаду й екскреції 
з сечею. При накопиченні кетонових тіл порушу-
ється кислотно-основна рівновага, розвивається 
метаболічний ацидоз [3, 9]. 

При застосуванні НАДФ ми отримали деяке по-
кращення показників морфологічного стану окре-
мих ниркових структур. Швидше за все, дія НАДФ 
відбувається не на рівні впливу на функціонування 
нефронів, а, ймовірно, на рівні обміну речовин, при 
якому спостерігається загальне зменшення виділен-
ня активних іонів водню. 

Загалом структури нирок виявляють позитив-
ну реакцію на введення НАДФ, що може бути 
пов’язане зі зниженням прямого ушкоджувального 
впливу гіперглікемії (можливо, за рахунок змен-
шення кількості глікозильованих білків) або вна-
слідок його прямого безпосереднього позитивного 
впливу на стан ендотеліоцитів.

Висновки
На підставі проведених гістохімічних дослі-

джень можна констатувати, що застосовані ме-
тоди корекції шляхом уведення НАДФ уражень 
аміногруп білків є частково ефективними щодо 
всіх структур нирок експериментальних тварин, де 
були виявлені зміни. Частковість ефекту полягає в 
тому, що стан аміногруп білків хоч і покращував-
ся, але в основному не досягав рівня нормальних 
величин.

Конфлікт інтересів.  Автор заявляє про відсут-
ність конфлікту інтересів при підготовці даної 
статті.
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Изменения извитых канальцев почек при введении НАДФ 
на фоне стрептозотоцин-индуцированного сахарного диабета у крыс

Резюме.  Цель. Изучение изменений структур каналь-
цев почек при введении никотинамидадениндинуклео-
тидфосфата (НАДФ) на фоне индуцированного стреп-
тозотоцином сахарного диабета (СД) у крыс. Мате-
риалы и методы. Эксперименты проведены на самцах 
белых крыс, которым моделировали СД путем введения 
стрептозотоцина в дозе 70 мг/кг. НАДФ вводили в дозе 
30 мг/кг. Изучали структуры почек на 11, 21 и 31-е сут-
ки эксперимента. Результаты. В противоположность 
классическим методам окраски ранние изменения в раз-
личных структурах почки были обнаружены с помощью 

гистохимического метода на основе окраски гистологи-
ческих срезов бромфеноловым синим по методу Mikel 
Calvo. Выводы. В целом структуры почек проявляли по-
ложительную реакцию на введение НАДФ, что может 
быть связано со снижением прямого повреждающего 
воздействия гипергликемии как за счет уменьшения ко-
личества гликозилированных белков, так и вследствие 
прямого непосредственного его положительного влия-
ния на состояние эндотелиоцитов.
Ключевые слова:  сахарный диабет; нефропатия; стреп-
тозотоцин; извитые канальцы

M.I. Grytsiuk
Higher State Education Institution of Ukraine “Bukovinian State Medical University”, Chernivtsi, Ukraine

Changes in the convoluted tubules of the kidneys at the administration of NADP 
on the background of streptozotocin-induced diabetes mellitus in rats

Abstract.  Background. The objective of the study was to in-
vestigate the changes in kidney tubular structures during nico-
tinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) administra-
tion on a background of streptozotocin-induced diabetes melli-
tus (DM) in rats. Materials and methods. The experiments were 
performed on male white rats, with modeled DM by adminis-
tration of streptozotocin at a dose of 70 mg/kg. NADP was ad-
ministered at a dose of 30 mg/kg. We studied the structure of the 
kidneys on the 11th, 21st and 31st day of the experiment. Results. 
In contrast to the classical methods of staining, early changes 

in various kidney structures were detected using a histochemi-
cal method based on the staining of histological sections with 
bromophenol blue by the method of Mikel Calvo. Conclusions. 
In general, the kidney structures showed a positive reaction to 
the administration of NADP, which may be determined by a 
reduction in the direct damaging effect of hyperglycemia, both 
due to a reduction in the number of glycosylated proteins and 
the direct positive effects on the endothelial cells.
Keywords:  diabetes mellitus; nephropathy; streptozotocin; 
convoluted tubules
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