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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Параоксон — фосфорорганическое соединение, хроническое отравление которым имеет различные 
проявления. У лиц, контактирующих с фосфорорганическими соединениями, нередко выявляются гломерулярный 
или тубулярный склероз, а также их сочетание. Описание ультраструктурных изменений гломерулярного фильтра-
ционного барьера (ГФБ) почек при экспериментальном моделировании острого отравления параоксоном на данный 
момент в доступной литературе отсутствует, что подчёркивает актуальность данного исследования.
Цель — выявить ультраструктурные изменения гломерулярного фильтрационного барьера почек у крыс при остром 
отравлении сублетальными дозами параоксона.
Методы. Фрагменты почек получены от самцов белых беспородных крыс Rattus norvegicus спустя 1, 3 и 7 суток после 
отравления параоксоном. В работе использовали три режима воздействия параоксона. Проведены иммуногистохи-
мическое, электронно-микроскопическое и морфометрическое исследования почек, а также статистический анализ 
результатов.
Результаты. Ультраструктурные изменения ГФБ почек наблюдаются во всех режимах воздействия параоксона. 
В эндотелиальных клетках клубочковых капилляров почечных телец увеличивается диаметр фенестр при одновре-
менном уменьшении частоты их расположения. В подоцитах обнаружено изменение размеров подошвенной части 
цитоподий и сокращение количества отростков III порядка, примыкающих к гломерулярной базальной мембране. 
У животных всех трёх опытных групп увеличивается толщина гломерулярной базальной мембраны на 7 сутки после 
острого отравления. Наиболее выраженные морфологические изменения структур ГФБ после воздействия параок-
сона наблюдали в эндотелиальных клетках клубочковых капилляров.
Заключение. Острое отравление параоксоном вызывает ультраструктурные изменения ГФБ почек у крыс. Полученные 
данные способствуют пониманию механизмов развития гломерулосклероза при хроническом воздействии токсиканта.

Ключевые слова: трансмиссионная электронная микроскопия; параоксон; нефротоксичность; гломерулярный 
фильтрационный барьер почек; морфометрия.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Paraoxon is an organophosphate compound, chronic poisoning by which has various manifestations. Individuals 
exposed to organophosphates often develop glomerular and/or tubular sclerosis. Ultrastructural changes in the glomerular 
filtration barrier (GFB) of the kidneys in experimentally induced acute paraoxon poisoning have not been described in available 
scientific publications, underscoring the relevance of this study.
AIM: This study aimed to identify ultrastructural changes in the glomerular filtration barrier of the kidneys in rats following 
acute paraoxon poisoning in sublethal doses.
METHODS: Kidney fragments were obtained from male outbred albino rats (Rattus norvegicus) 1, 3, and 7 days after paraoxon 
poisoning. Three modes of paraoxon exposure were used. Immunohistochemical, electron microscopy, and morphometric 
analyses were performed on the kidney tissue, followed by statistical analysis of the results.
RESULTS: Ultrastructural changes in the GFB were observed in all modes of paraoxon exposure. Endothelial cells of glomerular 
capillaries showed an increased diameter of fenestrations, accompanied by a decrease in their density. Podocytes exhibited 
changes in the size of the foot processes and a reduction in the number of third-order extensions that normally adhere to 
the glomerular basement membrane. All three experimental groups showed an increase in the thickness of the glomerular 
basement membrane on day  7 after poisoning. The most pronounced morphological changes in GBF structures following 
paraoxon exposure were observed in the endothelial cells of the glomerular capillaries.
CONCLUSION: Acute paraoxon poisoning leads to ultrastructural changes in the GFB in rat kidneys. The data obtained contribute 
to understanding the mechanisms of glomerulosclerosis development following chronic exposure to this toxin.

Keywords: transmission electron microscopy; paraoxon; nephrotoxicity; glomerular filtration barrier; morphometry.
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摘要

论证。对氧磷是一种有机磷化合物，其慢性中毒表现多样。与有机磷化合物接触的人群中常

发现肾小球或肾小管硬化，或两者兼有。目前在现有文献中尚无关于实验性急性对氧磷中毒

模型下肾小球滤过屏障（glomerular filtration barrier, GFB）超微结构变化的描述，这

突显了本研究的现实意义。

目的。揭示大鼠在亚致死剂量的急性对氧磷中毒情况下肾小球滤过屏障的超微结构变化。

方法。在对氧磷中毒后第1、3和7天获取无品系白化雄性大鼠（Rattus norvegicus）肾脏标本。

实验中采用了三种对氧磷暴露方式。对肾脏组织进行免疫组化、透射电子显微镜和形态计量

学研究，并进行了统计学分析。

结果。在所有对氧磷暴露方式下均观察到GBF的超微结构改变。在肾小球毛细血管内皮细胞

中，孔径直径增加，而孔的分布频率降低。足细胞表现为足突基底部尺寸的改变，以及与肾

小球基底膜相邻的三级突起数量减少。在所有三组实验动物中，中毒后第7天肾小球基底膜

厚度增加。在对氧磷作用后，GFB结构中最显著的形态学变化出现在肾小球毛细血管的内皮

细胞中。

结论。急性对氧磷中毒会引起大鼠GFB的超微结构改变。这些数据有助于理解慢性毒物暴露

条件下肾小球硬化的发生机制。

关键词：透射电子显微镜；对氧磷；肾毒性；肾小球滤过屏障；形态计量学。
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ОБОСНОВАНИЕ 
Анализу нефротоксичности фосфорорганических 

соединений (ФОС) посвящён ряд исследований, вклю-
чающих изучение случаев хронической болезни почек 
неясной этиологии у человека, а также данные, полу-
ченные на животных [1–3]. Однако результаты таких 
исследований позволяют лишь косвенно судить о роли 
ФОС в развитии патологии почек. Гистологический ана-
лиз структуры почечной ткани при остром и хрониче-
ском воздействии ФОС выявил повреждение эпителия 
канальцев нефрона, интерстициальный фиброз, а также 
значительный гломерулосклероз, сопряжённый с лёгкой 
или умеренной степенью повреждения тубулярных эпи-
телиальных клеток (ТЭК) в проксимальных и дисталь-
ных канальцах нефрона [4–6]. ФОС достаточно широко 
используются в современном мире, в том числе в хо-
зяйственной деятельности человека, преимущественно 
в виде инсектицидов и акарицидов. При несоблюде-
нии техники безопасности обращения с этим классом 
веществ ФОС могут проникать в организм человека 
через кожу и слизистые оболочки [7]. Паратион опре-
деляется Всемирной организацией здравоохранения 
как чрезвычайно опасный органический загрязнитель 
первого класса токсичности [8]. Воздействие паратиона 
вызывает необратимое ингибирование ацетилхолин-
эстеразы в синаптической щели. Последующая избыточ-
ная стимуляция мускариновых и никотиновых холиноре-
цепторов является основным механизмом токсического 
действия подавляющего большинства ФОС. Метаболиты 
паратиона, одним из которых является параоксон [8], 
выводятся из организма почками.

Структурой, обеспечивающей фильтрацию плазмы 
крови, является гломерулярный фильтрационный барьер 
(ГФБ). Он образован фенестрированными эндотелиаль-
ными клетками, подоцитами и гломерулярной базальной 
мембраной (ГБМ) [9,  10]. Подоциты — эпителиальные 
клетки с разветвлёнными отростками разных порядков 
[9, 10]. Структуры ГФБ функционально связаны перекрёст-
ным взаимодействием сигнальных путей VEGFA–eNOS 
и NO–ET-1, обеспечивающих согласованную работу всех 
компонентов ГФБ [11,  12]. Для нефрона также описана 
тубулогломерулярная обратная связь, объединяющая 
ТЭК дистальных канальцев и клетки плотного пятна [13]. 
Для эффективной фильтрации и поддержания избира-
тельной проницаемости ГФБ фенестры эндотелиальных 
клеток покрыты гликокаликсом, а отростки подоцитов 
III  порядка объединены между собой щелевыми диа-
фрагмами, основным белком которых является нефрин. 
Избирательная проницаемость ГБМ зависит от размеров 
фильтрующихся молекул [14,  15]. Ультраструктурный 
анализ ГБМ у мышей после введения меченого золотом 
альбумина показал, что наночастицы с различной моле-
кулярной массой обладают разной способностью про-
никать сквозь плотную пластинку ГБМ. Только частицы 

с молекулярной массой менее 66  кДа проникают сквозь 
ГБМ и аккумулируются вблизи отростков подоцитов [16]. 

Учитывая, что все компоненты ГФБ имеют крайне 
малые размеры, для выявления нарушений, вызванных 
острым или хроническим воздействием ФОС, необходимо 
проведение ультраструктурного исследования. В настоя-
щее время наиболее уязвимым для действия ФОС компо-
нентом нефрона принято считать ТЭК [4–6].

Для моделирования острой интоксикации ФОС имеют 
решающее значение видовые особенности лабораторных 
животных. Воздействие ФОС изучали на грызунах, при-
матах, свиньях, водных организмах, представителях типа 
Plathelmintes, а также с применением различных спосо-
бов введения токсиканта: внутрибрюшинно, внутривенно, 
внутримышечно, подкожно, контактно, ингаляционно 
и перорально [17–19]. Известно, что для морских свинок, 
нечеловекообразных приматов и человека характерна 
низкая активность карбоксилэстераз в плазме крови, 
способных метаболизировать и инактивировать ФОС, со-
кращая тем самым объём их повреждающего действия 
на клетки органов мочевой системы [17]. Крысы оста-
ются наиболее часто используемым в токсикологиче-
ских экспериментах с ФОС видом лабораторных живот-
ных [17,  20,  21]. Однако физиологической особенностью 
крыс является высокая активность карбоксилэстеразы, 
способной стехиометрически связывать ФОС, поступаю-
щие в кровь [22]. В научной литературе описаны моде-
ли отравления ФОС на крысах, которые включают этап 
нейтрализации активности карбоксилэстераз в плазме 
крови [23]. Такие модели предполагают применение спец-
ифических ингибиторов, например, CBDP (2-(о-крезил)-
4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксид) или многократ-
ное введение тестируемого ФОС с целью нейтрализации 
активности карбоксилэстераз, что отчасти позволяет со-
поставлять полученные данные с последствиями отрав-
ления у человека.

Учитывая то обстоятельство, что выбор эксперимен-
тальной модели для изучения острой и хронической токсич-
ности ФОС требует особой тщательности и учёта видовых 
особенностей лабораторных животных, а также принимая 
во внимание важность понимания ультраструктурных изме-
нений ГФБ при остром воздействии токсиканта, настоящее 
исследование представляется актуальным.

Цель — выявить ультраструктурные измене-
ния гломерулярного фильтрационного барьера почек 
у крыс при остром отравлении сублетальными дозами 
параоксона.

МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Проведено исследование биологического материала 
(тканей почек) крыс, полученных в результате проспек-
тивного контролируемого рандомизированноего токсико-
логического исследования.
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Условия проведения
Гистологические и ультраструктурные исследования 

почек крыс выполнены в Институте эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН и в Военно-ме-
дицинской академии им. С.М. Кирова.

Критерии соответствия
В исследование включены образцы почек самцов 

крыс, массой 250–370 г, выживших после острого воздей-
ствия сублетальных доз параоксона. Животных содержа-
ли в стандартных пластиковых клетках типа Т2 при тем-
пературе 20–22 ℃. Животные получали гранулированный 
корм «Чара» (ООО «Лабораторкорм», Россия) и питьевую 
воду в неограниченном количестве.

Продолжительность исследования
Фрагменты коркового вещества почек для исследова-

ния получены от животных после декапитации на гильо-
тине для лабораторных грызунов (ООО «НПК Открытая на-
ука», Россия) на 1, 3 и 7 сутки после введения параоксона. 
Исследование проведено в период с 2019 по 2023  год: 
биологический материал от животных трёх моделей от-
равления собирали последовательно, морфологическое 
исследование проводили единовременно.

Описание вмешательства
Фрагменты почек получены от крыс контрольной 

группы и трёх групп животных, подвергавшихся токси-
ческому действию параоксона: группа  М1 (модель от-
равления 1) — однократное введение параоксона (n=15); 
группа М2 (модель отравления 2) — двукратное введение 
параоксона, интервал введения 1 час (n=15); группа  М3 
(модель отравления  3) — последовательное введение 
ингибитора карбоксилэстераз CBDP и параоксона, ин-
тервал введения 1 час (n=15). Животным контрольной 
группы вводили 1  мл 0,9%  NaCl; дозы параоксона соот-
ветствовали ЛД50. Все препараты — параоксон (Paraoxon-
ethyl; D9286, Sigma-Aldrich, США), CBDP (2-(о-крезил)-4Н-
1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксид; НИИ ГПЭЧ, Россия), 
0,9% NaCl, вводили подкожно. Группы животных и дозы 
препаратов представлены в табл.  1 и описаны нами ра-
нее [23]. Материал для исследования получали через 1, 3 
и 7  суток после введения токсиканта. Выполняли им-
муногистохимическое исследование, трансмиссионную 
электронную микроскопию и морфометрический анализ. 

Для иммуногистохимического анализа фрагменты кор-
кового вещества почек фиксировали в 10% забуференном 

формалине (рН  7,2–7,4), дегидратировали, заливали 
в парафин, с блоков получали срезы толщиной 5 мкм. 
Для демаскировки антигенов использовали метод на-
гревания в цитратном буфере (pH  6,0). Применяли пер-
вичные антитела к нефрину (кроличьи поликлональные, 
разведение  1:100; PRS2265-100UG, Sigma-Aldrich, США) 
и к коллагену IV  типа (кроличьи поликлональные, раз-
ведение 1:100; SAB4500382, Sigma-Aldrich, США). Де-
парафинированные срезы инкубировали с антителами 
в течение ночи при температуре +4 °C, во влажной среде. 
Антигены визуализировали с помощью системы детекции 
Reveal-Biotin-Free Polivalent  DAB (Spring Bioscience Co., 
США) в соответствии с рекомендациями производителя. 
Вторичные антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена, входили в состав системы детекции.

Для ультраструктурного анализа фрагменты коркового 
вещества почек фиксировали в 2,5%  глутаровом альде-
гиде на фосфатно-солевом буфере (pH  7,2–7,4), пост-
фиксировали в 2%  растворе OsO4 на фосфатно-солевом 
буфере (рН  7,2–7,4) и заливали в смолу Araldite (ESM, 
США). Срезы толщиной 80 нм контрастировали цитратом 
свинца и 1%  водным раствором уранил ацетата (Serva, 
Германия). Ультратонкие срезы исследовали в трансмис-
сионном электронном микроскопе Merlin (Zeiss, Германия) 
на увеличениях ×1000, ×5000 и ×8000.

Основной исход исследования
Выявить ультраструктурные изменения в ГФБ почек 

у крыс после воздействия сублетальной дозы параоксона 
в сравнении с контрольной группой.

Анализ в группах
Специальные критерии для формирования групп 

не применялись. Морфологический анализ проводили 
на фрагментах коркового вещества почек, полученных 
от животных в трёх моделях отравления (М1, М2 и М3), 
описанных нами ранее [23].

Параоксон вводили подкожно в дозе, соответству-
ющей ЛД50. Животным контрольной группы подкожно 
вводили 1 мл 0,9% NaCl. В качестве специфического ин-
гибитора карбоксилэстераз использовали CBDP, который 
также вводили подкожно.

Методы регистрации исходов
Результаты иммуногистохимического исследова-

ния оценивали визуально с использованием трёхбалль-
ной полуколичественной шкалы и представляли в  %. 

Таблица 1. Моделирование острого отравления сублетальными дозами параоксона у крыс
Table 1. Modeling of acute paraoxon poisoning in sublethal doses in rats

Воздействие Контроль Модель 1 Модель 2 Модель 3

Ингибирование карбоксилэстераз – – Параоксон 110 мкг/кг CBDP 3,3 мг/кг

Вводимый препарат 0,9% NaCl Параоксон 250 мкг/кг Параоксон 150 мкг/кг Параоксон 150 мкг/кг

Примечание. CBDP — специфический ингибитор карбоксилэстераз 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксид.
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Морфометрический анализ структур ГФБ проводили 
по методу, описанному N.  Bgatova и I.  Taskaeva [24], 
на электронограммах 4-х почечных телец для каждого 
животного. Измеряли: диаметр и количество фенестр эн-
дотелиальных клеток в клубочковых капиллярах на от-
резке равном 2 мкм; толщину ГБМ; количество и ширину 
цитоподий III порядка подоцитов на отрезке ГБМ равном 
2  мкм; высоту ТЭК в проксимальных и дистальных ка-
нальцах.

Статистический анализ
Размер выборки заранее не рассчитывали. В иссле-

дование включены фрагменты коркового вещества почек 
всех крыс, которые выжили после воздействия субле-
тальных доз параоксона в трёх моделях отравления.

Анализ количественных данных выполнен с помощью 
программы GraphPad Prizm  5.0 (GraphPad Software Inc., 
США). Для проверки соответствия распределения количе-
ственных показателей нормальному закону использовали 
тест Колмогорова–Смирнова. Применяли однофакторный 
тест ANOVA с поправкой Бонферрони. Различия считали 
статистически значимыми при р ≤0,05. Результаты пред-
ставлены в виде M±SD, где M  — среднее арифметиче-
ское, SD — стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Объекты исследования 

Выживаемость животных во всех трёх моделях от-
равления параоксоном составила 50%, что соответствует 
вводимой дозе токсиканта, равной ЛД50.

Основные результаты исследования
У животных всех опытных групп спустя 1 сутки после 

введения параоксона выявлены нарушения ТЭК в прок-
симальных канальцах почек: поражение микроворсинок, 
слущивание ТЭК, появление детрита в просвете каналь-
цев. На 7-е  сутки после отравления таких изменений 
не наблюдали. В почечных тельцах визуализируются 
капиллярные клубочки с развёрнутыми капиллярными 
петлями и свободными просветами капилляров, детрит 
в капсуле клубочков отсутствует. На ультрамикроскопиче-
ском уровне зафиксировано изменение структур ГФБ по-
чек у крыс во всех опытных группах. Морфометрические 
характеристики элементов ГФБ представлены в табл. 2.

Количество фенестр в эндотелиальных клетках сокра-
тилось по сравнению с контрольной группой в группе М3 
спустя 1 сутки после отравления и в группах М2 и М3 — 
спустя 7  суток. При этом диаметр фенестр увеличился 
в группе М1 на 1 и 7-е сутки после введения параоксона, 
а в группе  М2 спустя 7  суток после острого отравления. 
В группе М3 этот показатель не отличался от контрольных 
значений (см. табл. 2).

Увеличение толщины ГБМ выявлено в модели  М3 
на 1-е  сутки после воздействия, однако спустя 7  суток 
отличий от животных контрольной группы не наблюдали. 
При этом в моделях отравления М1 и М2 толщина ГБМ 
увеличивается только на 7-е сутки после введения пара-
оксона (см. табл. 2).

Среднее количество цитоподий подоцитов на отрезке 
мембраны длиной 2 мкм увеличилось только в модели М2 
спустя 1  сутки после отравления, в остальных опытных 
группах отличий от контроля не обнаружено. Ширина 

Таблица 2. Морфометрические показатели элементов гломерулярного фильтрационного барьера у крыс контрольной и опытных групп
Table 2. Morphometric parameters of glomerular filtration barrier elements in the control and experimental groups

Показатель Сутки Контроль Модель 1 Модель 2 Модель 3

Количество фенестр на отрезке 2 мкм, шт.
1 10,00±1,90 9,66±1,70 9,78±1,50 6,55±1,10***

7 10,00±1,90 9,00±2,20 7,45±1,60*** 7,71±2,10*

Диаметр фенестр, мкм
1 0,08±0,02 0,12±0,03*** 0,08±0,02 0,10±0,02

7 0,08±0,02 0,10±0,02* 0,10±0,03* 0,09±0,02

Толщина гломерулярной базальной мембраны, мкм
1 0,18±0,02 0,18±0,02 0,17±0,06 0,20±0,05**

7 0,18±0,02 0,21±0,05*** 0,22±0,09*** 0,18±0,05

Количество цитоподий подоцитов на отрезке 2 мкм, шт.
1 5,93±1,80 7,20±1,90 7,40±1,30* 6,70±1,80

7 6,07±1,80 6,29±1,50 6,04±1,50 6,71±1,50

Ширина подошвенной части цитоподий подоцитов, мкм
1 0,20±0,09 0,221±0,13 0,20±0,09 0,25±0,15

7 0,19±0,07 0,170±0,07 0,27±0,15*** 0,27±0,18**

Высота тубулярных эпителиальных клеток 
в проксимальных канальцах, мкм

1 11,52±2,90 12,70±4,30 12,07±2,80 13,44±3,80*

7 11,52±2,90 10,61±3,10 11,71±2,80 13,56±2,80*

Высота тубулярных эпителиальных клеток в дистальных 
канальцах, мкм

1 8,72±2,40 6,02±2,10*** 8,59±2,30 9,59±2,20

7 8,72±2,40 7,23±3,30 10,43±2,90* 8,57±2,60

Примечание. Данные представлены в виде M±SD, где M — среднее значение, SD — стандартное отклонение; * р ≤ 0,05, ** р ≤ 0,01, *** р ≤ 0,001 
по сравнению с контролем.
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подошвенной части цитоподий статистически значимо 
больше в моделях М2 и М3 на 7-е сутки после отравления 
(см. табл. 2). В группе М1 в эти сроки отличий от контроля 
не наблюдалось.

Высота ТЭК в проксимальных и дистальных каналь-
цах отличается от контрольных значений как на 1, так 
и на 7-е сутки после воздействия параоксона. Высота ТЭК 
в проксимальных канальцах увеличена в группе М3 в обе-
их временных точках. В дистальных канальцах высота 
ТЭК уменьшается в группе  М1 в 1-е  сутки и увеличива-
ется в группе М2 на 7-е сутки по сравнению с контролем 
(см. табл. 2). Кроме того, в моделях М2 и М3 наблюдали ги-
пертрофию ТЭК в дистальных канальцах, а в модели М1 — 
кратковременное уплощение клеток (см. табл. 2).

Основные изменения структуры ГБМ у животных после 
отравления параоксоном были схожими: в группах М1, М2 
и М3 базальная мембрана имеет неравномерную толщи-
ну, в ней визуализируются разреженные области, гра-
ничащие с эндотелиальными клетками, а также участки 
удвоения ГБМ. При этом не обнаружено нарушения це-
лостности ГБМ и присутствия в ней осмиофильных элек-
тронно-плотных отложений (рис. 1). Щелевые диафрагмы, 

объединяющие цитоподии III порядка подоцитов, не по-
вреждены как в контрольной, так и в трёх опытных груп-
пах (см. рис. 1).

Дополнительные результаты исследования
Нарушений в локализации нефрина и коллагена 

IV типа при остром отравлении сублетальной дозой пара-
оксона не обнаружено (рис. 2). Интенсивность иммуноги-
стохимической реакции визуально оценивалась как выра-
женное положительное окрашивание как в контрольной, 
так и в опытных группах.

ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме основного результата исследования

Острое отравление параоксоном во всех трёх мо-
делях вызывает ультраструктурные изменения в ком-
понентах ГФБ — эндотелиальных клетках клубочко-
вой капиллярной сети, ГБМ и подоцитах. Выявленные 
структурные изменения не обнаруживаются при изу-
чении гистологических препаратов методом световой 
микроскопии, что создаёт необходимость применения 

Рис. 1. Ультраструктура гломерулярного фильтрационного барьера почек в трёх моделях отравления параоксоном: a  — фенестры эндотели-
альных клеток в контрольной группе на 3  сутки эксперимента; b — фенестры эндотелиальных клеток у крысы после однократного введения 
параоксона (модель  1); c  — нарушение структуры базального лабиринта тубулярных эндотелиальных клеток; d  — структура гломерулярной 
базальной мембраны в контрольной группе; e — структурные изменения гломерулярной базальной мембраны спустя 7 суток после воздействия 
параоксона (модель 2); f — структурные изменения гломерулярной базальной мембраны спустя 7 суток после воздействия параоксона (модель 3). 
Стрелками обозначены: чёрная — нарушения структуры гломерулярной базальной мембраны под эндотелиальными клетками; белая — обзорные 
участки фенестр эндотелиальных клеток; незакрашенная — щелевые диафрагмы. Трансмиссионная электронная микроскопия, масштабный от-
резок a, b — 200 нм, c — 2 мкм, d–f — 1 мкм.
Fig. 1. Ultrastructure of the renal glomerular filtration barrier in three paraoxon poisoning models: a, fenestrations of endothelial cells in the control 
group on day 3 of the experiment; b, fenestrations of endothelial cells in a rat after a single paraoxon administration (model 1); c, disruption of the 
basal labyrinth structure of tubular endothelial cells; d, structure of the glomerular basement membrane in the control group; e, structural changes 
in the glomerular basement membrane 7 days after paraoxon exposure (model 2); f, structural changes in the glomerular basement membrane 7 
days after paraoxon exposure (model 3). Arrows indicate: black, structural changes in the glomerular basement membrane beneath endothelial 
cells; white, representative areas of endothelial fenestrations; unfilled, slit diaphragms. Transmission electron microscopy, scale bars: a, b, 200 nm; 
c, 2 μm; d–f, 1 μm.
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ультраструктурных методов в исследовании нефроток-
сичности параоксона. 

Обсуждение основного результата исследования
В исследовании продемонстрированы изменения 

структуры ГФБ почек у крыс при остром отравлении па-
раоксоном, который вводили в трёх различных режимах. 
При этом во всех опытных группах изменения компо-
нентов ГФБ имеют сходные проявления, что согласуется 
с представленными в научной литературе данными о схо-
жести структурных проявлений при септических, токсиче-
ских и гипоксических воздействиях на почки [25].

Восстановление целостности ТЭК в проксимальных 
канальцах наблюдали к 7-м  суткам после воздействия 
параоксона, что согласуется с данными о восстановлении 
ТЭК у человека при непреднамеренном отравлении [6]. 

Известно, что ТЭК нефронов способны к регенерации, 
пролиферации и миграции [26, 27]. 

Иммуногистохимическое исследование с использова-
нием антител к нефрину и коллагену IV типа не выявило 
различий в интенсивности окрашивания почечной ткани 
между контрольной и тремя опытными группами (тремя 
моделями отравления параоксоном). Нефрин присутствует 
в цитоплазме подоцитов, при этом на ультраструктурном 
уровне отчётливо визуализируются щелевые диафрагмы 
подоцитов, где нефрин выступает в качестве связующего 
белка между цитоподиями. Белки щелевой диафрагмы 
поддерживают актиновый цитоскелет цитоподий в физио- 
логичном состоянии, необходимом для предотвращения 
протеинурии [2]. Подоциты — это эпителиальные клет-
ки, не способные к пролиферации, однако их актиновый 
цитоскелет обладает способностью к сокращению [2]. 

Рис. 2. Капилляры сосудистого клубочка интракортикальных нефронов крыс: a, c — контрольная группа; b, d — после воздействия пара-
оксона (модель 1). Иммуногистохимическое окрашивание с использованием антител к: a, b — нефрину через 3-е суток после воздействия 
параоксона; c, d — к коллагену IV типа через 7 суток после воздействия параоксона; докрашивание гематоксилином Майера. Увеличение 
a, b ×1000; c, d ×400.
Fig. 2. Capillaries of the glomerular tuft in intracortical nephrons of rats: a, c, control group; b, d, after paraoxon exposure (model 1). Immunohistochemical 
staining with antibodies to: a, b, nephrin, 3 days after paraoxon exposure; c, d, type IV collagen, 7 days after paraoxon exposure; counterstained with 
Mayer hematoxylin. Magnification: a, b, ×1000; c, d, ×400.
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Повреждённые подоциты претерпевают гипертрофиче-
ские изменения и перестройку цитоскелета цитоподий 
для компенсации «незакрытых» участков ГБМ [2].

Нарушения микроциркуляции крови, вызванные 
острым отравлением ФОС, подразумевают гипоксическое 
воздействие на клетки почек [28]. Повреждение клеток 
после ишемии и реперфузии, а также аномальный уро-
вень различных циркулирующих факторов при отравлении 
ФОС, способны вызывать дисфункцию эндотелиальных 
клеток [12]. В научной литературе описан мускариновый 
рецептор AChM1R (Acetylcholine Muscarinic Receptor  M1), 
опосредующий изменения, наблюдаемые в эндотелиаль-
ных клетках клубочковых капилляров [29]. В данном ис-
следовании наиболее выраженные изменения наблюдали 
в структуре эндотелиальных клеток: изменение диаметра 
фенестр и их количества обнаружено во всех моделях 
отравления на 7-е  сутки после воздействия параоксона. 
На рис. 3 схематически представлены все элементы ГФБ, 
претерпевающие изменения на 7-е сутки после введения 
токсиканта.

Результаты исследования свидетельствуют о том, 
что под действием параоксона элементы ГФБ изменяются 

взаимосвязано. Так, на 7-е сутки при уменьшении коли-
чества фенестр и увеличении их диаметра наблюдали 
увеличение толщины ГБМ, ширины цитоподий подоци-
тов и их количества. В группе  М3 спустя 1  сутки после 
введения параоксона, на фоне снижения количества 
и увеличения диаметра фенестр эндотелиальных клеток 
клубочковых капилляров, увеличиваются толщина ГБМ 
и ширина подошвенной части цитоподий подоцитов. В мо-
дели М1, где отсутствует этап ингибирования активности 
карбоксилэстераз, спустя 1 сутки происходит лишь увели-
чение диаметра фенестр.

Динамика структурных изменений ГБМ различалась 
между опытными группами. При однократном (группа М1) 
и двукратном (групп М2) введении параоксона наблюда-
ли последовательное утолщение ГБМ. В то же время, 
при введении CBDP (группа  М3) утолщение базальной 
мембраны, наблюдавшееся спустя 1 сутки после воздей-
ствия токсиканта, нивелировалось к 7-м  суткам. Можно 
предположить, что увеличение интенсивности транс-
гломерулярного транспорта в группе  М3 приводит к на-
коплению белка в толще ГБМ спустя 1 сутки. К 7-м сут-
кам подоциты устраняют избыток белка из базальной 

Рис. 3. Схема гломерулярного фильтрационного барьера почек у крыс в трёх экспериментальных моделях отравления параоксоном: рамкой вы-
делены элементы гломерулярного фильтрационного барьера, в которых обнаруживаются изменения спустя 7 суток после острого воздействия 
параоксона. Толщина рамки в модели М2 подчёркивает выраженность изменений, охватывающих все элементы гломерулярного фильтрационного 
барьера
Fig. 3. Schematic representation of the renal glomerular filtration barrier in three experimental paraoxon poisoning models: framed areas indicate 
components of the glomerular filtration barrier in which changes were observed 7 days after acute paraoxon exposure. The thicker frame in model M2 
highlights the severity of changes involving all components of the glomerular filtration barrier.
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мембраны, что сопровождается уменьшением её тол-
щины [16]. Помимо нарушения избирательной проницае-
мости и накопления белка в толще ГБМ, вероятен также 
аномальный синтез компонентов мембраны, вызванный 
острой токсической нагрузкой и разобщением метабо-
лизма подоцитов и эндотелиальных клеток [30]. Кроме 
нарушения селективной проницаемости фенестр эндо-
телиальных клеток, приводящего к аккумуляции макро-
молекул в толще ГБМ, можно предположить развитие 
эндотелиальной дисфункции и нарушений межклеточных 
взаимодействий между компонентами ГФБ [11,  31]. Так, 
в моделях М2 и М3 на 7-е сутки после введения параок-
сона увеличение ширины подошвенной части цитоподий 
подоцитов сопровождается утолщением ГБМ. Возмож-
ным механизмом подобных изменений может служить 
перестройка актиновых микрофиламентов подоцитов, 
компенсирующих «незакрытые» участки ГБМ. Перекрёст-
ное взаимодействие эндотелиальных клеток и подоцитов 
через сигнальные пути VEGFA–eNOS и NO–ET-1 позволяет 
эндотелию клубочковых капилляров инициировать пере-
стройку цитоскелета подоцитов за счёт высвобождения 
эндотелина 1 (ET-1) [11, 12].

Изменения в структуре ТЭК в дистальных канальцах 
зафиксированы на 7-е  сутки после воздействия пара-
оксона в моделях  М2 и  М3. Согласно данным научной 
литературы, основным механизмом, стимулирующим 
развитие гипертрофии клеток дистальных канальцев, 
признано повышение концентрации  Na+ в канальцевой 
жидкости [32]. Повреждение микроворсинок ТЭК в прок-
симальных канальцах в 1-е  сутки после воздействия 
и вызванное этим нарушение активного транспорта ио-
нов, вероятно, лежит в основе роста концентрации Na+ 
в канальцевой жидкости [27].

Ограничения исследования
Исследование направлено на изучение морфологиче-

ских изменений в тканях почек крыс и призвано устано-
вить нарушения в ГФБ в результате воздействия параок-
сона. Все изменения ГФБ, описанные в работе, относятся 
к ранним срокам —1, 3 и 7-е сутки после отравления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Острое отравление параоксоном вызывает ультра-

структурные изменения в элементах ГФБ у крыс — эн-
дотелиальных клетках клубочковых капилляров, ГБМ 
и подоцитах. Выявленные изменения не определяются 
при световой микроскопии, что создаёт необходимость 
проведения ультраструктурных исследований почек 
при изучении нефротоксичности ФОС.

Эндотелиальные клетки клубочковой капиллярной 
сети наиболее восприимчивы к острому воздействию 
параоксона, при этом наиболее выраженные изменения 
наблюдали у крыс после двукратного введения токсикан-
та (группа  М2). Полученные результаты дают основание 

полагать, что данный метод моделирования отравления 
наиболее объективно отражает процессы, связанные 
с острым токсическим действием ФОС. Использование 
этой модели на грызунах будет полезным при оценке 
рисков для здоровья человека, контактирующего с ФОС. 
Выявленные в работе изменения структуры ГФБ свиде-
тельствуют о том, что хроническое отравление ФОС может 
сопровождаться снижением функциональной активности 
почек вследствие повреждения почечных телец.
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