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резюме
цель исследования — изучить изменения уровня экспрессии матричной рибонуклеиновой кислоты 

(мРНК) белков NAP-22 и содержание этого белка, а также белка MARCKS в цитозоле клеток тканей по-
чек крыс со спонтанной гипертензией после действия длительной солевой нагрузки (одного из диетарных 
факторов патогенеза артериальной гипертензии). Материалы и методы. В работе использовали самцов 
крыс линий SHR и WKY, часть которых получала в качестве питьевой воды однопроцентный раствор 
NaCl в течение 10 дней. Уровень мРНК NAP-22 определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени, а содержание белков NAP-22 и MARCKS — методом «дот» — иммуноблоттинга 
или электрофореза с последующим иммуноблоттингом. результаты. В почках крыс со спонтанной ги-
пертензией (линии SHR), контрольной группы, уровень экспрессии мРНК NAP-22 был выше, чем у крыс 
линии WKY соответствующей группы. Повышенное потребление NaCl существенно снижало уровень 
экспрессии мРНК NAP-22 у крыс обеих линий, причем у гипертензивных животных этот показатель все 
равно оставался выше, чем у нормотензивных крыс. Содержание белка NAP-22 в почках также снижа-
лось при действии солевой нагрузки. Сходным образом изменялось и содержание в почечной ткани белка 
MARCKS. выводы. В отличие от эффектов, вызываемых длительным дефицитом экзогенного кальция, 
в почках солевая нагрузка приводит к снижению как экспрессии мРНК, так и содержания белков — ма-
жорных субстратов протеинкиназы С (NAP-22 и MARCKS). Это может свидетельствовать об изменении 
функционирования протеинкиназы С при повышенном потреблении NaCl в почках.

ключевые слова: спонтанная гипертензия, почки, солевая нагрузка, белок NAP-22, белок MARCKS, 
крысы линий SHR, WKY
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введение
Ранее мы показали, что избыточное потребле-

ние NaCl (далее солевая нагрузка) изменяет мета-
болизм белка — мажорного субстрата протеинкина- 
зы С (ПКС) NAP-22 (neuronal axonal membrane 
protein) в гиппокампе и теменной коре у крыс 
со спонтанной гипертензией (крысы линии SHR). 
На фоне генетически детерминированных нару-
шений метаболизма кальция в клетке [1] солевая 
нагрузка у крыс SHR снижает уровень экспрессии 
матричной рибонуклеиновой кислоты (мРНК) этого 
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objective. To investigate changes in NAP-22 messenger RNA (mRNA) expression level and the level of 
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белка — как в структурах гиппокампа, так и в струк-
турах теменной коры [2].

Солевая нагрузка в первую очередь воздейству-
ет на структуры почек, поэтому при артериальной 
гипертензии (АГ) именно почки являются основной 
мишенью действия этого фактора, и особый интерес 
представляют молекулярные процессы, происходя-
щие в клетках почечной ткани.

Большая часть таких исследований проведе-
на на крысах линии DALH (salt-sensitive и salt-
resistant), у которых при повышенном поступлении 



576

Оригинальная статья / Original article

23(6) / 2017 23(6) / 2017

NaСl в организм наблюдается ретенция Na+, связан-
ная с дефектами его выведения при повышении его 
концентрации в межклеточной жидкости. Согласно 
теории Гайтона, одновременно с этим наблюдается 
задержка воды, приводящая к увеличению объема 
жидкости в организме и, как следствие, увеличению 
объема циркулирующей крови.

Во-первых, при этом наблюдается нарушение 
транспорта NaCl в отдельных сегментах нефронов, 
а именно усиление транспорта хлорида в толстом 
восходящем участке петли Генле [3]. Во-вторых, при 
солевой нагрузке патологически возрастает уровень 
экспрессии мРНК некоторых субъединиц Na кана-
лов в эпителии почек у соль-чувствительных крыс 
линии Dahl [4], что обеспечивает повышенную ре-
абсорбцию Na, несмотря на снижение уровня аль-
достерона, как в плазме, так и непосредственно 
в почках [5].

Можно полагать, что столь глубокие наруше-
ния клеточного метаболизма могут затрагивать 
и функционирование кальцийзависимых каскадов 
передачи внутриклеточного сигнала в почках. Это 
подтверждается тем, что развитие АГ при солевой 
нагрузке частично предотвращается кальциевыми 
блокаторами [6]. Мы предположили, что у крыс 
линии SHR, имеющих генетически детерминиро-
ванные нарушения обмена Ca 2+ в клетке, при по-
вышенной солевой нагрузке в почках могут наблю-
даться изменения метаболизма белков — мажорных 
субстратов ПКС, которые мы не наблюдали ранее 
в структурах центральной нервной системы. По- 
этому мы исследовали метаболизм белков NAP-22, 
а также MARCKS (Myristoylated alanine-rich 
C-kinase substrate) — основных субстратов ПКС — 
в почках крыс линии SHR и линии WKY (в качестве 
нормотензивного контроля) под действием солевой 
нагрузки.

Методики
Для эксперимента использовалось 20 взрослых 

самцов крыс линии SHR и 20 взрослых самцов крыс 
линии WKY массой 280,7 ± 9,5 г в возрасте 90 дней. 
Крысы каждой линии были поделены на 2 группы, 
по 10 животных каждая. Животные контрольной 
группы в каждой линии получали в качестве пи-
тьевой воды обычную воду. Животные опытной 
группы в каждой линии получали в качестве питье-
вой воды однопроцентный раствор NaCl в течение 
10 дней, что моделировало солевую нагрузку. Все 
животные содержались в клетках со свободным 
доступом к корму и воде в условиях 12-часового 
светового дня. Содержание кальция, магния и по-
варенной соли в корме соответствовало рекомен-
дованной суточной норме. Для оценки эффектов 

солевой нагрузки сравнивались биологические 
материалы, полученные в контрольных и опытных 
группах каждой линии.

Артериальное давление (АД) регистрировалось 
манжеточным методом перед началом эксперимента 
и по его окончании. Животному в индивидуальной 
камере на хвост надевали окклюзионную манжет-
ку, соединенную с электроманометром ENEMA 
(Швеция). Уровень АД соответствовал величине 
давления в манжетке в момент прекращения пуль-
совых колебаний. Рассчитывалось среднее значение 
системного АД по результатам трех последних из-
мерений.

По окончании эксперимента животные всех 
четырех групп были декапитированы под легким 
эфирным наркозом с последующим забором ткани 
почек. Все исследования были проведены в соответ-
ствии с Международными стандартами по работе 
с лабораторными животными, и с разрешения ко-
миссии по биоэтике ФГБУН «Институт физиологии 
имени И. П. Павлова» РАН.

Уровень экспрессии мРНК NAP-22 определяли 
в пробах почечной ткани крыс обеих групп каждой 
линии, отпрепарированные на льду фрагменты кото-
рой использовались для выделения тотальной мРНК 
(с помощью набора Quick-RNA™ MiniPrep Kit 
(Zymo Research). Обратная транскрипция осущест-
влялась с помощью комплекта реагентов «ОТ-1» 
(ЗАО «Синтол»). Все операции по термостатиро-
ванию и проведению полимеразноцепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени проводились в ампли-
фикаторе АНК-32 (Институт аналитического при-
боростроения РАН). Использовались стандартные 
последовательности праймеров к NAP-22 и флуо-
ресцентные зонды (ЗАО «Синтол»). В качестве кон-
троля рассматривали экспрессию мРНК. 

Для определения содержания белков NAP-22 
и MARCKS белки из образцов почечной ткани (око-
ло 30 мг) экстрагировали раствором, содержащим 
однопроцентный тритон Х-100 (1 мл). Для опреде-
ления MARCKS методом «дот»-иммуноблоттинга 
полученные экстракты непосредственно наносили 
на нитроцеллюлозную мембрану в точку по 1 мкл, 
после чего содержание MARCKS выявляли при 
помощи иммунохимической процедуры, как опи-
сано ниже.

Для выявления NAP-22 методом электрофоре-
за с последующим иммуноблоттингом тритоновые 
экстракты, полученные, как описано выше, фрак-
ционировали трихлоруксусной кислотой 1–10 %, 
осадки промывали спиртом, затем ацетоном. Полу-
ченные препараты, обогащенные NAP-22, наносили 
на старт гель-электрофореза с додецилсульфатом 
натрия. По завершении электрофореза белки из геля 
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электрофоретически переносили на поливинили-
дендифторидную мембрану.

Для осуществления иммунохимической про-
цедуры избыточную сорбционную емкость нитро-
целлюлозной или поливинилидендифторидной 
мембраны с сорбированными белками исчерпыва-
ли вымачиванием в молоке (в течение 1 часа), по-
сле чего мембрану выдерживали в растворе поли-
клональных кроличьих антител, полученных нами 
против электрофоретически чистых NAP-22 или 
MARCKS крысы (1:500, 10 часов, +5 ºС), промы-
вали физиологическим трис-буферным раствором 
(3 × 10 минут), далее выдерживали в растворе ко-
зьих антител против иммуноглобулина G кролика, 
меченных пероксидазой хрена (Sigma, 1:500; 1 час, 
37 ºС), и снова промывали физиологическим трис-
буферным раствором (3 × 10 минут). Пероксидаз-
ную активность на мембране выявляли способом 
усиленной хемилюминесценции.

Сравнительная оценка содержания белка осу-
ществлялась посредством анализа данных иммуно-
блоттинга, оцифрованных с помощью программы 
ScanDens, свободно распространяемого программ-
ного обеспечения.

Статистическая обработка
Разницу в экспрессии мРНК NAP-22 и в содержа-

нии белков NAP-22 и MARCKS оценивали по методу 
Вилкоксона–Манна–Уитни с использованием стан-
дартного программного обеспечения. Значимыми 
считали различия, вероятность которых превосхо-
дила 95 % (в минимальном случае n = 7, U = 0). Для 
усреднения параметрических признаков использова-
ны средние величины и средние отклонения.

результаты
Как было показано нами в предыдущих иссле-

дованиях [2], крысы линии SHR отличались повы-
шенным уровнем системного АД (188 ± 3 и 188 ± 
8 мм рт. ст. до эксперимента и после его оконча-
ния соответственно), в то время как у крыс WKY 
исходные данные составляли 127 ± 6 мм рт. ст., 
а после эксперимента — 156 ± 8 мм рт. ст., то есть 
диета с повышенным содержанием NaCl вызывала 
умеренную гипертензию у нормотензивных крыс 
(p = 0,05). В контрольных группах животные не по-
лучали солевой нагрузки, и уровень их АД суще-
ственно не менялся.

Полученные экспериментальные данные пред-
ставлены на рисунках 1 и 2. Уровень экспрессии 
мРНК NAP-22 в клетках почечной ткани контроль-
ной и экспериментальной групп животных каждой 
линии представлен на рисунке 1. У крыс обеих 
линий повышенное потребление NaCl (в экспери-

ментальных группах) значимо снижает уровень 
экспрессии.

На рисунке 2 представлены данные, иллюстри-
рующие уровень содержания белка NAP-22 в пробе 
ткани почек у крыс линий SHR и WKY в контроль-
ной группе и в группе с повышенным потреблением 
NaCl, полученные методом электрофореза (типич-
ная для наших исследований иммунореплика элек-
трофоретического геля после разделения почечных 
экстрактов, полученная с помощью антител против 
NAP-22). По данным денситометрии, за 100 про-
центов был принят показатель, соответствующий 
содержанию NAP-22 в почках крыс линии SHR 
в контрольной группе. В опытной группе при по-
вышенном потреблении NaCl этот показатель сни-
жался до 60 %. У крыс контрольной группы линии 
WKY содержание NAP-22 было ниже (60 %), чем 
у крыс SHR контрольной группы, а повышенное 
потребление NaCl снижало его до 30 % от макси-
мального.

Рисунок 1. Уровень экспрессии мРНК NAP-22 
(в относительных единицах) 

в клетках ткани почек крыс линии SHR и WKY 
в контрольной и опытной группах животных

Примечание: ** и * обозначены статистически значимые 
различия между опытом и контролем (р < 0,05) в контрольной 
и опытной группах соответственно. Данные представлены 
в виде средних и ошибок среднего (М ± m).

Рисунок 2. Содержание NAP-22 
в клетках ткани почек крыс линий WKY и SHR

Примечание: представлены данные электрофореза с по-
следующим иммуноблоттингом.
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Так как считается, что при воспалительных 
процессах и апоптозе в клетках изменяется обмен 
еще одного белка — мажорного субстрата ПКС 
(MARCKS), мы провели предварительные иссле-
дования содержания этого белка в клетках ткани 
почек в условиях солевой нагрузки. На рисунке 3 
представлены соответствующие данные по «дот»-
иммуноблоттингу белковых экстрактов почек крыс 
с антителами против белка MARCKS.

Из рисунка 3 видно, что интенсивность реакции 
в «дотах» верхнего ряда, как правило, несколько 
слабее, чем в нижнем ряду (например, при попарном 
сравнении). При оцифровке эта разница становится 
более очевидной. Поэтому на рисунке 4 мы при-
водим диаграмму численных значений интенсив-
ностей соответствующей иммунореакции, сгруп-
пированных по методу Вилкоксона–Манна–Уитни 
в соответствии с возрастанием интенсивности.

Из диаграммы видно, что представленные 
на ней данные измерений распадаются на две груп-
пы. При этом у животных, находившихся в услови-
ях солевой нагрузки (темные столбцы), содержа-
ние белка MARCKS оказалось существенно ниже 
(n = 20, U = 22, р < 0,05), чем в контрольной груп-
пе. Проверка значимости обнаруженных различий 

осуществлялась в соответствии с U-критерием 
Манна–Уитни.

Обсуждение
У крыс контрольной группы (линии WKY) со-

левая нагрузка вызывала значимый подъем АД, 
в то время как у крыс со спонтанной гипертензией 
(линии SHR) такой подъем отсутствовал. Реакция 
АД на солевую нагрузку у соль-чувствительных 
крыс линии DALH отличается от наблюдаемого 
нами ответа у крыс линии SHR. По-видимому, у по-
следних механизмы повышения давления, внося-
щие основной вклад в реакцию крыс DALH, такие 
как повышенный уровень симпатической нервной 
активности, изменение активности функциониро-
вания ренин-ангиотензин-альдостероновой систе-
мы, изменение функционирования систем Na+/K+ 
-АТФаз в почках [6], у крыс линии SHR уже мак-
симально задействованы и без воздействия солевой 
нагрузки [1, 7–9].

При отсутствии изменений системного дав-
ления особый интерес в отношении диагностики 
приобретают изменения, происходящие на клеточ-
ном и молекулярном уровне. И в первую очередь 
изменения обмена белков — мажорных субстра-
тов ПКС. Как и в нейронах некоторых отделов го-
ловного мозга, исходно в клетках почечной ткани 
у крыс со спонтанной гипертензией уровень экс-
прессии мРНК NAP-22 без предъявления солевой 
нагрузки был выше, чем у крыс линии WKY, что 
может объясняться соответствующим различием 
в уровне активации ПКС и содержании внутри-
клеточного кальция. Солевая нагрузка вызывала 
существенное снижение этого показателя у крыс 
обеих линий.

У соль-чувствительных крыс линии DALH, воз-
можно, как и у крыс линии SHR, имеется дефект 
регуляции активности Na+/K+-АТФазы в толстом 
восходящем колене петли Генле из-за повреждения 
почечных D1-подобных рецепторов, что приводит 
к невозможности снижения активности этих АТФаз 
при действии солевой нагрузки [9, 10]. Поскольку 
в этих условиях наблюдается повышенный пассив-
ный вход ионов Na+ в клетки почечного эпителия 

Рисунок 3. «Дот»-блоттинг белковых экстрактов из почек крыс 
линии SHR с антителами против MARCKS

Примечание: пробы верхнего ряда получены из почек крыс, подвергнутых солевой нагрузке; пробы нижнего ряда пред-
ставляют контрольную группу (без солевой нагрузки).

Примечание: темные столбцы соответствуют группе, под-
вергнутой солевой нагрузке; светлые столбцы соответствуют 
контрольной группе (без солевой нагрузки). Ось абсцисс: ранг 
наблюдения. Ось ординат: интенсивность иммунореакции 
(в долях наибольшей измеренной величины).

Рисунок 4. Диаграмма численных значений 
интенсивностей иммунореакции, 

сгруппированных 
по Вилкоксону–Манну–Уитни
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и высокая активность Na+/K+-транспортеров (АТ-
Фаз), можно предположить, что такие изменения 
обмена Na+ в клетках почечного эпителия влияют 
и на Ca 2+-зависимые каскады передачи внутрикле-
точного сигнала.

Это может свидетельствовать о заметном сни-
жении активности ПКС у крыс линии SHR по срав-
нению с нормотензивным контролем, так как в от-
сутствие солевой нагрузки у крыс линии SHR 
она была выше, чем у крыс линии WKY [2]. Это 
подтверждается воздействием солевой нагрузки 
в почках не только на NAP-22, но и на MARCKS. 
И в том, и в другом случае у крыс линии SHR на-
блюдалось значительное снижение как содержания 
соответствующего белка в цитозоле, так и умень-
шение экспрессии мРНК (рис. 2, 3, 4). Такие из-
менения активности ПКС подтверждаются резуль-
татами других авторов. Так, известно, что солевая 
нагрузка снижает уровень содержания в цитозоле 
растворимой внутриклеточной гуанилат-циклазы 
(также важнейший объект воздействия ПКС) [11, 
12]. Таким образом, у крыс со спонтанной гипер-
тензией при сочетании перегрузки клеток почек 
натрием в условиях солевой нагрузки и изменен-
ного функционирования Ca 2+-зависимых каскадов 
передачи внутриклеточного сигнала наблюдаются 
дополнительные изменения на клеточном и моле-
кулярном уровне, отягощающие протекание каль-
цийзависимой АГ.

Как и в случае долговременного дефицита эк-
зогенного кальция при действии солевой нагрузки, 
у крыс линии SHR отсутствовало значимое повы-
шение уровня АД. Этим они отличаются от соле-
чувствительных крыс линии DALH, что означает 
невозможность дальнейшего повышения АД из-
за максимального вовлечения в этот процесс всех 
рассмотренных нами механизмов в условиях гене-
тически детерминированных нарушений обмена 
кальция в клетке. Даже такие умеренные воздей-
ствия солевой нагрузки на крыс линии SHR, кото-
рые применялись в нашем исследовании, несмотря 
на отсутствие реакции со стороны АД, вызывали 
неблагоприятные изменения внутриклеточных 
механизмов, в частности в кальцийзависимых ка-
скадах передачи внутриклеточного сигнала. Это 
позволяет предположить, что при генетически 
детерминированных нарушениях обмена кальция 
в клетке дальнейший рост уровня солевой нагрузки 
может вызывать еще более тяжелые последствия, 
в первую очередь для функционирования клеток 
ткани почек. Это обстоятельство необходимо учи-
тывать при рассмотрении патогенеза кальцийзави-
симых форм АГ.
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