
1456

FUNDAMENTAL RESEARCH    № 10, 2014

MEDICAL SCIENCES

УДК 612.466.22
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Изучение морфологической картины почек крыс линии Wistar с моделью нефрита, индуцированного 
внутримышечным введением 50 % раствора глицерина в дозе 0,8 мл/100 г веса, показало, что у животных, 
на фоне выраженных функциональных изменений почек отмечаются значительные гистологические измене-
ния, в виде воспалительной инфильтрации, очагового фибриноидного набухания стенок клубочковых капил-
ляров, сужения просвета сосудов, дистрофии клеток эпителия канальцев. Опытные животные, перенесшие 
трансплантацию мезенхимальных стволовых клеток плаценты человека в дозе 1 млн клеток в 1 мл физио-
логического раствора внутривенно, характеризуются менее выраженными функциональными нарушениями 
почек, а также меньшими морфологическими изменениями почечной ткани по сравнению с контрольной 
группой, и имеют тенденцию к нормализации гистологической картины.
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THE HISTOLOGICAL CHARACTERISTICS OF EXPERIMENTAL 
NEPHRITIS DURING CELL THERAPY
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Studying of a morphology of the Wistar rats kidneys with the nephrite model induced intramuscular injec-
tion of 50 %glycerol (0,8 ml per 100 g of body weight) showed that at animals had expressed functional changes 
of kidneys, considerable histologic changes, like as infl ammatory infi ltration, focal swelling of walls of glomeru-
lar capillaries, narrowing of a vessels gleam, dystrophy of an tubular cells. The experimental animals undergoing 
transplantation of mesenchymal stem cells of a human placenta in a dose of 1 million cells per 1 ml of 0,9 % NaCl 
solution intravenously are characterized by less expressed functional violations of kidneys, and also smaller mor-
phological changes of kidneys, in comparison with control group, and tend to normalization of a histologic picture.
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На сегодняшний день имеется ряд ра-
бот, посвященных изучению эффектов 
клеточных препаратов на различные фор-
мы экспериментальных нефритов, как ток-
сических тубулоинтерстициальных, так 
и гломерулонефритов. При этом в боль-
шинстве работ отмечаются положительные 
результаты клеточной терапии. В частно-
сти, при использовании аллогенных МСК 
костного мозга показано проникновение их 
в почечную ткань, восстановление эндоте-
лия капилляров клубочков, нормализация 
ультраструктуры клеток эпителия каналь-
цев и повышение их пролиферации [5]. 
Также показан ангиогенный эффект МСК, 
выражающийся в повышении плотности 
капилляров после трансплантации клеток 
[7]. Более того, доказано ингибирование 
воспалительной реакции, а также усиление 
протективных эффектов, выражающихся 
в том числе в активации антиоксидантной 
системы и секреции цитокинов и ростовых 
факторов [6]. В целом положительные эф-
фекты МСК выражаются как в восстанов-
лении морфологической картины почек, 
так и в нормализации их функции. 

Однако имеющихся на сегодняшний 
день знаний оказывается недостаточно для 
применения клеточных препаратов на ос-
нове МСК в клинической практике. Нет до-
статочных данных о механизмах действия 
стволовых клеток. Более того, необходимо 
иметь представление о возможных побоч-
ных эффектах клеточной терапии, способах 
их устранения и профилактики. Также нет 
четких представлений о наиболее эффек-
тивном при данной патологии типе клеток 
для клеточной терапии, их дозе, сроках 
и способе трансплантации. В связи с этим 
необходимо тщательное изучение действия 
МСК в условиях эксперимента.

Материалы и методы исследования
Работа проводилась на 40 крысах-самцах линии 

Wistar. Животные содержались в стандартных усло-
виях со свободным доступом к пище и воде.

Модель токсического нефрита воспроизводилась 
у животных опытной (n = 20) и контрольной (n = 20) 
групп путем внутримышечного введения 50 % раствора 
глицерина из расчета 0,8 мл/100 г веса. Внутримышеч-
ное введение глицерина приводит к развитию рабдоми-
олиза, миоглобинурии с токсическим поражением как 
клубочкового, так и канальцевого аппарата почек. 
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Опытным животным под золетиловым наркозом 

(50 мг/кг) на 2 сутки после создания модели нефрита вво-
дили внутривенно в бедренную вену 1 мл суспензии, со-
держащей 1 млн МСК плаценты человека в физиологи-
ческом растворе. Контрольным животным аналогичным 
образом вводили физиологический раствор. Отдельно 
была создана группа фоновых животных, которые содер-
жались в таких же условиях, что и животные опытных 
и контрольных групп, однако они были интактны.

Выделение МСК из тканей плаценты челове-
ка производили ферментативным способом. Для 
получения клеток использовали фрагмент ткани 
плаценты после нормальных родов вблизи пупоч-
ного канатика. После промывания его раствором 
Хэнкса (ПанЭко, РФ), содержащим антибиотики, 
и механического воздействия полученную взвесь 
инкубировали в 0,1 %-ном растворе коллагеназы I  
типа (Gibco, США) в течение 30 мин при 37 C. По 
окончании инкубации суспензию отмывали раство-
ром Хэнкса (5 мин, 300 g). Осадок ресуспендирова-
ли в DMEM-F12 (Gibco, США) с добавлением 10 % 
фетальной телячьей сыворотки (HyClone, США), 
100 мкг/мл стрептомицина, 100 U/мл пенициллина, 
2 мМ L-глютамина (все – Gibco, США), и суспен-
зию помещали в культуральные флаконы (площадью 
75 см2 с фильтром (Greiner, Германия)). Культивиро-
вание проводили в СО2 инкубаторе со следующими 
параметрами: 37 °С, 5 % СО2, 80 % влажности. При 

достижении 80–90 % конфлюентности клетки сни-
мали с пластика раствором трипсина-версена (Па-
нЭко, РФ) (в соотношении 1:1) и рассаживали в кон-
центрации 2,5×105 клеток/флакон. Подсчет клеток 
проводили в камере Горяева [1].

На 3, 5, 7, 10 и 14 сутки после создания модели 
токсического нефрита проводились исследования 
функциональных показателей мочеобразования. Ис-
следования мочеобразовательной функции почек 
проводили в условиях спонтанного диуреза [3]. Од-
новременно проводилось морфологическое исследо-
вание ткани почек. Материал фиксировался в 10 % 
растворе нейтрального формалина, заливался в пара-
фин по общепринятой методике. Изучались срезы по-
чек толщиной 5–6 мкм, окрашенные гематоксилином 
и эозином, в проходящем свете при помощи микро-
скопа Микромед-1 под увеличением х300, х600. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Внутримышечное введение глицерина 
вызывает миолиз, следствием чего являет-
ся выброс большого количества свободного 
миоглобина в кровь. Миоглобин вызывает 
токсическое повреждение различных си-
стем и органов, в большей степени – почек, 
где развивается токсический нефрит [2]. 

   
а

   
б

Рис. 1. Гистологическая картина ткани почек на 5 сутки после создания модели. 
Окраска гематоксилином и эозином. Ув. х300, х600:

а – контрольная группа; б – опытная группа
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У всех животных с глицериновым не-
фритом отмечались выраженные нарушения 
функций почек в виде резкого изменения 
клубочковой фильтрации и канальцевой ре-
абсорбции, креатинемии и протеинурии [4].

На фоне дизурических явлений от-
мечались выраженные изменения морфо-
логии почек. Так, на 3 сутки у животных 
и опытной, и контрольной групп выявля-
ются признаки воспаления и дезорганиза-
ции гистологических структур почек в виде 
воспалительной инфильтрации, очагового 
фибриноидного набухания стенок клубоч-
ковых капилляров, сужение просвета со-
судов. Клетки эндотелия сосудов мелкие, 
с гиперхромными ядрами и узкой полоской 
цитоплазмы. Выявляются признаки гидро-
пической дистрофии клеток эпителия ка-
нальцев: набухание их цитоплазмы, ядра 
смещены к базальной мембране, бедно 
окрашены. Просвет канальцев сужен, ме-
стами отмечается слущивание эпителия. 

На 5 сутки у животных контрольной 
группы отмечаются более выраженные мор-
фологические изменения почек. Так, харак-
терен отек интерстиция, сопровождающийся 

воспалительной инфильтрацией коркового 
и мозгового вещества. Отчетливо отмечают-
ся признаки плазматического пропитывания 
стенок сосудов, фибриноидное набухание 
и фибриноидный некроз, просветы сосудов 
сужены, вплоть до полной облитерации. 
Пространства между эндотелиоцитами и со-
судами резко расширены. Выраженный отек 
эпителия канальцев, клетки его увеличены, 
цитоплазма просветлена, выраженные при-
знаки гидропической дистрофии, вплоть 
до баллонной дистрофии. Просвет каналь-
цев резко сужен или полностью закрыт 
(рис. 1, а). Отек клубочков, отек и закрытие 
канальцев подтверждают явления почечной 
недостаточности, проявившиеся при иссле-
довании водовыделительной функции [4].

У опытных животных на этом сроке от-
мечаются подобные изменения, но они менее 
выражены. Так, имеет место менее выражен-
ная гидропическая дистрофия клеток эпите-
лия канальцев, явления баллонной дистрофии 
встречаются редко. Просвет канальцев сужен, 
но визуализируется. В просвете канальцев об-
наруживаются белковые массы. Отмечаются 
небольшие очаги кровоизлияния (рис. 1, б)

   
а

   
б

Рис. 2. Гистологическая картина ткани почек на 7 сутки после создания модели. Окраска 
гематоксилином и эозином. Ув. х300, х600:
а – контрольная группа; б – опытная группа
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На 7 день у животных контрольной 
группы отмечается нарастание описанных 
явлений. Выраженная диффузная воспа-
лительная инфильтрация. Отек клубочков 
и канальцев. Отмечаются очаги кровоизли-
яния, дистрофические изменения каналь-
цев. Просвет канальцев закрыт (рис. 2, а).

При гистологическом исследовании по-
чек животных опытной группы отмечается 
умеренная степень гидропической дистро-
фии клеток эпителия канальцев. Просве-
ты канальцев визуализируются. Клубочки 

несколько отечны. Очаговая воспалитель-
ная инфильтрация (рис. 2, б).

На 10 сутки отмечались аналогичные 
явления. Выраженная воспалительная ин-
фильтрация ткани почек у контрольных жи-
вотных, отечный эпителий канальцев, про-
свет канальцев не визуализируется, некроз 
эпителия канальцев и эндотелия сосудов. 

У животных опытной группы отмечаются 
менее выраженные явления дезорганизации 
гистологических структур, отмечается тенден-
ция к нормализации гистологической картины.

   
а

   
б

Рис. 3. Гистологическая картина ткани почек на 14 сутки после создания модели. 
Окраска гематоксилином и эозином. Ув. х300, х600:

а – контрольная группа; б – опытная группа

На 14 сутки у животных контрольной 
группы отмечаются более интенсивные из-
менения. Характерна воспалительная ин-
фильтрация тканей почек. Выраженный 
отек эпителия канальцев, закрытие их про-
света. Фибриноидный некроз артериол и ка-
пиллярных петель клубочков, отек стромы, 
кровоизлияния, дистрофические изменения 
канальцев и, как следствие, склероз почеч-
ной ткани (рис. 3, а). 

У опытных животных на этом сроке от-
мечаются умеренные явления гидропиче-

ской дистрофии клеток эпителия канальцев. 
Просветы канальцев хорошо визуализиру-
ются. Менее выраженные, чем на предыду-
щих сроках, повреждения клубочков. При-
знаков воспалительной инфильтрации не 
отмечается (рис. 3, б).

Выводы
1. Однократное внутримышечное введе-

ние 50 % раствора глицерина крысам линии 
Wistar в дозе 0,8 мл/100 г веса вызывает раз-
витие токсического нефрита с нарушением 
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основных процессов мочеобразования и вы-
раженными морфологическими измене-
ниями ткани почек в виде воспалительной 
инфильтрации, очагового фибриноидного 
набухания стенок клубочковых капилляров, 
сужения просвета сосудов, дистрофии кле-
ток эпителия канальцев. 

2. Опытные животные, перенесшие 
трансплантацию мезенхимальных стволо-
вых клеток плаценты человека в дозе 1 млн 
клеток в 1 мл физиологического раствора 
внутривенно, характеризуются менее выра-
женными морфологическими изменениями 
почечной ткани, по сравнению с контроль-
ной группой, и имеют тенденцию к норма-
лизации гистологической картины. 

Работа выполнена за счет средств 
Гранта для государственной поддержки на-
учных исследований в Республике Северная 
Осетия-Алания по договору № 5 от 18.09.14.
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