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Цель исследования – изучить влияние тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met на функцию почек и образование 

почечных конкрементов у крыс при экспериментальном 6-недельном оксалатном нефролитиазе. Эксперименты 
проведены на 20 аутбредных крысах-самцах сток Вистар возрастом 2–3 месяца и массой от 250–300 г, разде-
ленных поровну на две группы – сравнения (6 недель моделирования нефролитиаза) и подопытную (6 недель 
моделирования нефролитиаза + ежедневное внутрижелудочное введение тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met в дозе 
12 мг/кг в период с 4 по 6 неделю). Оксалатный нефролитиаз моделировали при помощи общепринятой эти-
ленгликолевой модели. До начала моделирования нефролитиаза, а затем каждые 7 дней в моче определяли био-
химические параметры функции почек: величина диуреза, уровень экскреции креатинина и активность маркер-
ных ферментов повреждения нефротелия – лактатдегидрогеназы и γ-глутамилтрансферазы. По истечении 6 не-
дель эксперимента крыс подвергли эвтаназии под эфирным наркозом и извлекли почки для морфологической 
оценки степени интенсивности процессов камнеобразования. Установлено, что уровень диуреза в обеих груп-
пах на протяжении эксперимента оставался стабильным и между группами не различался. Экскреция креатини-
на в группе сравнения к концу опыта снижалась в 2 раза (p = 0,017), а в подопытной группе оставалась стабиль-
ной. К концу лечения активность лактатдегидрогеназы и γ-глутамилтрансферазы в подопытной группе сущест-
венно уступала уровню группы сравнения. Доказано, что трехнедельное применение тетрапептида Leu-Ile-Lys-
Met при экспериментальном оксалатном нефролитиазе нормализует функцию почек и ослабляет повреждение 
нефроцитов, что сопровождается отсутствием признаков камнеобразования в почках. 

Ключевые слова: тетрапептид Leu-Ile-Lys-Met, оксалатный нефролитиаз, функция почек. 
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The study aimed to analyse the effect of the Leu-Ile-Lys-Met tetrapeptide on the function of the kidneys and the 

formation of renal calculi in rats with experimental 6-week oxalate nephrolithiasis. The experiments were conducted on 
20 outbred male Wistar rats 2–3 months old and weighing 250–300 grams, divided equally into 2 groups – comparison 
(6 weeks of nephrolithiasis modeling) and experimental (6 weeks of nephrolithiasis simulation + daily intragastric ad-
ministration of Leutetrapeptide) Ile-Lys-Met at a dose of 12 mg/kg from 4 to 6 weeks). Oxalate nephrolithiasis was 
modelled using a conventional ethylene glycol model. Before starting nephrolithiasis modelling, and then every 7 days 
in urine, biochemical parameters of renal function were determined: diuresis, creatinine excretion and activity of marker 
enzymes of nephrothelial damage – lactate dehydrogenase and γ-glutamyltransferase. After 6 weeks of the experiment, 
the rats were euthanized under ether anaesthesia and kidneys were removed for morphological assessment of the degree 
of intensity of stone formation. It was established that the level of diuresis in both groups throughout the experiment 
remained stable and did not differ between the groups. Creatinine excretion in the comparison group by the end of the 
experiment decreased by 2 times (p = 0,017), and remained stable in the experimental group. The activity of lactate de-
hydrogenase and γ-glutamyltransferase in the experimental group by the end of treatment was significantly lower than 
the level of the comparisons group. Thus, it was found that the three-week use of the Leu-Ile-Lys-Met tetrapeptide in 
experimental oxalate nephrolithiasis normalizes renal function and weakens nephrocyte damage, which is accompanied 
by the absence of signs of stone formation in the kidneys. 

Key words: Leu-Ile-Lys-Met tetrapeptide, oxalate nephrolithiasis, kidney function. 
 
 
Введение. Ранее в эксперименте была показана возможность эффективного лечения мочека-

менной болезни короткими пептидами. Обнаружена высокая антилитогенная активность трипептида 
Leu-Ile-Lys в условиях 6-недельногои 16-недельного экспериментального оксалатного нефролитиаза 
[3, 4]. На основе структуры данного пептида посредством драг-дизайна были смоделированы молеку-
лы 6 индивидуальных тетрапептидов и проведен скрининг их антилитогенной активности. Оказалось, 
что пептид Leu-Ile-Lys-Met в условиях смоделированного нефролитиаза обладает выраженной анти-
оксидантной и цитопротекторной активностью [2]. Это позволило предположить, что данный пептид 
может препятствовать камнеобразованию в почках, поскольку важная этиологическая роль оксида-
тивного стресса и повреждения нефроцитов в литогенных процессах давно и хорошо известна [5, 8, 9, 
13, 20]. В этой связи было решено изучить влияние тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met на функцию почек 
и образование почечных конкрементов у крыс при экспериментальном 6-недельном оксалатном неф-
ролитиазе, что и явилось целью настоящего исследования. 

Материалы и методы исследования. Эксперименты проведены на 20 аутбредных крысах-
самцах линии Вистар возрастом 2–3 месяца и массой от 250–300 г. Животные были получены из от-
деления генетики животных и человека Федерального исследовательского центра «Институт цитоло-
гии и генетики» Сибирского отделения Российской академии наук (г. Новосибирск). Обращение с 
животными осуществляли согласно Правилам надлежащей лабораторной практики (GLP) (Приказ 
Министерства здравоохранения РФ от 01.04.2016г. №-199нг), а также требованиям Директивы 
2010/63/EU по охране животных, используемых в научных целях от 22.09.2010 г. 

На всем протяжении эксперимента крысы находились в индивидуальных метаболических клет-
ках, приспособленных для сбора мочи, в условиях свободного доступа к питью и пище при естест-
венном световом режиме. В соответствии с дизайном эксперимента животные были разделены на 
2 группы по 10 особей в каждой: 

1) Группа сравнения – 6 недель моделирования оксалатного нефролитиаза. 
2) Подопытная группа – 6 недель моделирования оксалатного нефролитиаза + ежедневное вве-

дение тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met с 4 по 6 неделю. 
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Ранее было показано, что в процессе моделирования оксалатного нефролитиаза у крыс в моче 
наблюдается рост активности маркерных ферментов, в частности, лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и  
γ-глутамилтрансферазы (ГГТ), а также отложение кальциевых депозитов в области почечного сосоч-
ка, чего не зафиксировано у интактных животных [1]. В этой связи в данной работе отсутствовала 
необходимость включения в эксперимент группы интактных крыс в силу того, что различия в общей 
картине функции почек у здоровых и больных животных при моделировании оксалатного нефроли-
тиаза известны и по этой причине предсказуемы. 

Оксалатный нефролитиаз моделировали согласно общепринятой этиленгликолевой модели [6], 
суть которой заключается в том, что животным на протяжении эксперимента постоянно в свободном 
доступе предоставляется в качестве питья 1 % раствор этиленгликоля. Этиленгликоль в организме 
метаболизируется до оксалат-ионов, которые, выделяясь с мочой, образуют нерастворимые кристал-
лы оксалата кальция, провоцируя формирование почечных конкрементов. 

Тетрапептид Leu-Ile-Lys-Met был получен методом синтеза на предприятии «Shanghai Apeptide 
Co., LTD» (г. Шанхай, КНР) при посредничестве ЗАО «Эвалар» (г. Бийск, Россия). Чистота продукта 
составила 98 %. Данный пептид вводили крысам внутрижелудочно через зонд в дозе 12 мг/кг. 

На протяжении эксперимента до начала моделирования нефролитиаза, а затем каждые 7 дней в 
моче крыс обеих групп на автоматическом биохимическом анализаторе DIRUICS-T240 определяли 
биохимические параметры функции почек: величину диуреза, уровень экскреции креатинина и ак-
тивность маркерных ферментов повреждения нефротелия – ЛДГ и ГГТ. 

Концентрацию креатинина определяли кинетическим методом без депротеинизации, основан-
ным на реакции Яффе образования красно-оранжевого окрашенного комплекса. Принцип метода оп-
ределения активности ЛДГ основан на реакции восстановления пирувата до молочной кислоты, ско-
рость реакции пропорциональна активности ЛДГ в пробе. В основе определения активности ГГТ ле-
жит реакция переноса L-γ-глутамил-3-карбокси-п-нитроанилида на глицилглицин, которая катализи-
руется данным ферментом с образованием окрашенного 5-амино-2-нитробензоата. 

По истечении 6 недель эксперимента крыс подвергли эвтаназии под эфирным наркозом и из-
влекли почки для морфологической оценки степени интенсивности процессов камнеобразования. Для 
проведения морфологических исследований почки фиксировали в 10 % растворе формалина, обраба-
тывали по стандартной методике, изготавливали поперечный срез толщиной 6 мкм через почечный 
сосочек. Полученные срезы окрашивали гематоксилином и эозином. Кальциевые депозиты иденти-
фицировали гистохимическим методом Косса, при помощи компьютерной программы на снимках 
подсчитывали количество кальциевых депозитов в поле зрения и определяли их размер. Морфомет-
рические исследования проводили с использованием программных пакетов ImageJ 1.43 («NIH», 
США) и AxioVision 3.1 («Carl Zeiss», Германия). 

Для статистической обработки результатов использовали компьютерную программу 
Statistica 13.3.1 («StatSoft», США). Результаты биохимических исследований представлены медиа-
ной (Me) и интерквартильным размахом (25, 75 %). Результаты морфометрических исследований 
представлены средним (M) и стандартной ошибкой среднего (m). Статистические сравнения между 
группами осуществляли с использованием непараметрического U-критерия Манна-Уитни, сравнения 
внутри группы относительно исходного уровня проводили с применением непараметрического кри-
терия Вилкоксона. Результаты признавали достоверными при значении показателя достоверности 
p < 0,05, как это принято в экспериментальной фармакологии [10, 17]. 

Результаты исследования и их обсуждение. Результаты изучения влияния тетрапептида  
Leu-Ile-Lys-Met на уровень диуреза и экскреции креатинина у крыс экспериментальных групп пред-
ставлены в таблице 1. 

Оказалось, что в группе сравнения уровень диуреза на протяжении всего эксперимента оста-
вался стабильным, не претерпевая существенных изменений. В подопытной группе величина описы-
ваемого показателя имела некоторую тенденцию к снижению к концу периода наблюдений, однако 
эти изменения не носили статистически значимого характера. Статистически значимых межгруппо-
вых различий в уровне диуреза также выявлено не было. 

Динамика экскреции креатинина имела иную картину. Как следует из таблицы 1, уровень экскреции 
креатинина в группе сравнения на 5 и 6 неделях существенно снижался, уступая исходному уровню в 2,5 
раза и в 2 раза, соответственно. На этом фоне уровень экскреции креатинина в подопытной группе на про-
тяжении всего эксперимента оставался достаточно стабильным, не претерпевая существенных изменений. 
Как следствие, на 6 неделе величина описываемого показателя между группами статистически значимо 
различалась, в то время как в подопытной группе она была в 1,9 раза больше, чем в группе сравнения. 
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Таблица 1 
Показатели уровня диуреза и экскреции креатинина у крыс экспериментальных групп  

при изучении влияния тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met на функцию почек  
при экспериментальном оксалатном нефролитиазе 

Диурез(мл/сутки) Экскреция креатинина(ммоль/сутки) Период 
наблюдений Группа 

сравнения 
Подопытная 

группа 
Группа 

сравнения 
Подопытная 

группа 

Исходный уровень 8,7 (6,7;10,1) 
 

6,8 (4,2;9,6) 
pк = 0,293 18,3 (13,1;23,7) 15,7 (15,2;30,0) 

pк = 0,577 

1 неделя 6,4 (3,4;8,1) 8,9 (6,7;9,7) 
pк = 0,046 22,5 (11,5;25,5) 17,0 (14,0;25,5) 

pк = 0,792 

2 неделя 9,0 (7,3;9,8) 7,6 (3,4;10,2) 
pк = 0,736 22,2 (18,8;30,0) 

9,9 (9,1;10,6) 
pи/у = 0,042 
pк = 0,008 

3 неделя 7,2 (3,2;8,2) 5,4 (4,0;6,6) 
pк = 0,609 21,0 (15,0;31,0) 16,1 (6,0;19,2) 

pк = 0,097 

4 неделя 5,8 (3,1;8,6) 4,6 (4,6;9,2) 
pк = 0,907 15,3 (9,9;22,5) 16,7 (12,3;21,4) 

pк = 0,289 

5 неделя 4,2 (4,0;5,6) 5,1 (2,2;8,8) 
pк = 0,939 

7,3 (4,0;12,0) 
pи/у = 0,025 

11,9 (8,0;14,0) 
pк = 0,121 

6 неделя 8,6 (3,4;9,0) 3,7 (3,2;9,0) 
pк = 0,653 

9,2 (5,3;14,5) 
pи/у = 0,017 

17,8 (14,7;31,6) 
pк = 0,020 

Примечание: pи/у – уровень статистической значимости различий соответствующего показателя  
внутри группы по сравнению с его исходным уровнем, pк – уровень статистической значимости различий  
соответствующего показателя в подопытной группе в сопоставлении с группой сравнения  

 
Результаты изучения влияния тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met на активность ЛДГ и ГГТ у крыс 

экспериментальных групп представлены в таблице 2. 
Таблица 2 

Показатели активности ЛДГ и ГГТ у крыс экспериментальных групп при изучении влияния  
тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met на функцию почек при экспериментальном оксалатном нефролитиазе 

ЛДГ (U на мг креатинина в сутки) ГГТ (U на мг креатинина в сутки) Период 
наблюдений Группа 

сравнения 
Подопытная  

группа 
Группа 

сравнения 
Подопытная  

группа 

Исходный уровень 0,09 (0,06;0,15) 0,10 (0,05;0,12) 
pк = 0,875 0,74 (0,56;1,06) 0,79 (0,72;0,87) 

pк = 0,958 

1 неделя 0,11 (0,07;0,28) 0,17 (0,12;0,45) 
pк = 0,189 0,74 (0,68;1,03) 0,64 (0,51;1,10) 

pк = 0,495 

2 неделя 0,22 (0,15;0,33) 
0,29 (0,18;0,35) 

pи/у = 0,018 
pк = 0,312 

Не определялось 0,81 (0,53;1,33) 

3 неделя Не определялось 
0,17 (0,14;0,37) 

pи/у = 0,046 
pк = 0,701 

Не определялось Не определялось 

4 неделя 0,22 (0,13;0,37) 
0,20 (0,14;0,42) 

pи/у = 0,043 
pк = 0,524 

0,74 (0,59;1,29) 0,37 (0,31;1,15) 
pк = 0,385 

5 неделя 0,42 (0,34;0,55) 
pи/у = 0,012 

0,27 (0,19;0,41) 
pи/у = 0,017 
pк = 0,045 

1,22 (0,55;1,88) 0,56 (0,37;0,86) 
pк = 0,031 

6 неделя 0,49 (0,18;0,60) 
pи/у = 0,012 

0,21 (0,09;0,29) 
pк = 0,045 0,85 (0,49;2,37) 0,44 (0,18;0,54) 

pк = 0,020 
Примечание: pи/у – уровень статистической значимости различий соответствующего показателя  

внутри группы по сравнению с его исходным уровнем, pк – уровень статистической значимости различий  
соответствующего показателя в подопытной группе в сопоставлении с группой сравнения 

 
Установлено, что активность ЛДГ в группе сравнения на протяжении эксперимента последова-

тельно возрастала, вследствие чего на 5 и 6 неделях она статистически значимо превышала исходный 
уровень в 4,7 раза и в 5,4 раза, соответственно. В подопытной группе в первые 4 недели показатели 
активности ЛДГ были сопоставимы с группой сравнения. На 5 неделе величина описываемого  
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показателя по-прежнему статистически значимо превышала свой исходный уровень, однако в 
1,6 раза уступала уровню группы сравнения. На 6 неделе активность ЛДГ между группами различа-
лась в 2,5 раза, в то время как в подопытной группе она уже не имела статистически значимых разли-
чий по сравнению со своим исходным уровнем. 

Динамика активности ГГТ в группе сравнения в течение эксперимента характеризовалась отчетли-
вой тенденцией к росту. В подопытной группе в период 4–6 недель активность ГГТ несколько снижалась. 
В результате описанных разнонаправленных динамик величины данного показателя к концу эксперимен-
та были зафиксированы статистически значимые межгрупповые различия – в подопытной группе актив-
ность ГГТ уступала уровню группы сравнения на 5 и 6 неделях в 2,2 и в 1,8 раза, соответственно. 

Результаты морфологических исследований показали, что у всех крыс группы сравнения на-
блюдалось формирование почечных конкрементов, среднее количество которых составило 7,9 ± 1,6 в 
поле зрения, а их средний размер – 298,8 ± 34,2 мкм2. При этом в почках животных подопытной груп-
пы морфологических признаков развития нефролитиаза не выявлено (рис.). 

 

  
1а       1б 

 
Рис. Гистологическая картина нефролитиаза в почках крыс экспериментальных групп 

Примечание: 1а – формирование крупных кальциевых депозитов в почках крыс группы сравнения,  
1б – отсутствие признаков формирования кальциевых депозитов в почках крыс подопытной группы.  

Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 400 
 
Обсуждая полученные результаты, отметим, что в группе сравнения наблюдались типичные 

биохимические признаки развития нефролитиаза. Так, оказалось, что к концу 6 недель эксперимента 
существенно снизилась экскреция креатинина, что свидетельствовало об уменьшении скорости клу-
бочковой фильтрации. По современным представлениям, уменьшение объема и скорости тока мочи 
по нефрону является одним из ведущих физико-химических факторов, способствующих пересыще-
нию мочи литогенными ионами и дальнейшей кристаллизации их нерастворимых солей [11, 14, 15]. 
Параллельно фиксировали значительное повышение активности в моче маркерных ферментов по-
вреждения почечной ткани, особенно – ЛДГ. Как известно, ЛДГ – это цитозольный фермент, и рост 
его активности в моче указывает на массовый цитолиз нефроцитов [7, 12, 16]. Это следует расцени-
вать как значимый признак развития нефролитиаза, поскольку сегодня хорошо известно, что форми-
рование почечных камней начинается с первичного очага литогенеза на участке поврежденного неф-
ротелия [14, 15, 18, 19, 21]. Морфологические исследования подтвердили образование конкрементов 
в почках крыс группы сравнения. 

На этом фоне в подопытной группе, где крысам вводили тетрапептид Leu-Ile-Lys-Met, функция 
почек сохранялась близкой к норме. Так, не было зафиксировано снижения экскреции креатинина, 
что свидетельствовало об отсутствии уменьшения скорости клубочковой фильтрации. Следователь-
но, можно обоснованно полагать, что в условиях применения тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met не возни-
кало условий для пересыщения мочи литогенными ионами. Кроме того, обращает на себя внимание 
динамика активности маркерных ферментов в моче подопытных крыс. Оказалось, что активность 
ЛДГ в ходе эксперимента несколько возрастала, однако этот рост был значительно менее выражен-
ным, чем в группе сравнения, а величина описываемого показателя в заключительные недели перио-
да наблюдений была статистически значимо ниже, чем в группе сравнения. Активность ГГТ к концу 
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эксперимента также была существенно ниже уровня крыс группы сравнения. В совокупности это ука-
зывает на то, что применение исследуемого пептида способствовало ослаблению повреждения неф-
роцитов и нивелировало условия для формирования первичного очага литогенеза. Морфологические 
исследования подтвердили наличие антилитогенного действия тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met – при-
знаков формирования конкрементов в почках крыс подопытной группы выявлено не было. 

Выводы: 
1. Трехнедельное применение тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met в условиях экспериментального 

оксалатного нефролитиаза сопровождается сохранением исходного уровня клубочковой фильтрации и 
уменьшением активности маркерных ферментов повреждения почечного эпителия относительно 
группы сравнения. 

2. После курса применения тетрапептида Leu-Ile-Lys-Met в условиях экспериментального ок-
салатного нефролитиаза конкременты в почках не обнаруживаются, тогда как в группе сравнения вы-
явлено формирование многочисленных конкрементов среднего и крупного размера. 
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В ходе работы у 104 пациентов с диагнозом направления «Острый коронарный синдром» были изучены 

уровни биомаркеров воспаления и эндотелиальной дисфункции – асимметричного диметиларгинина, высоко-
чувствительного С-реактивного белка, фракталкина и трансферрина. Пациенты с острым коронарным синдро-
мом были разделены на две основные группы – с нестабильной стенокардией (n = 41) и с острым инфарктом 
миокарда (n = 63). В первой группе выделено две подгруппы – больные с впервые возникшей стенокардией 
(n = 15) и пациенты с прогрессирующей стенокардией (n = 26). В качестве группы контроля обследовано 20 
соматически здоровых лиц. В результате проведенного исследования у всех пациентов с острым коронарным 
синдромом были выявлены статистически значимые изменения в значениях уровней асимметричного димети-
ларгинина, высокочувствительного С-реактивного белка, фракталкина и трансферрина по сравнению с группой 
соматически здоровых лиц. Самые выраженные изменения в значениях уровней биомаркеров воспаления и эн-
дотелиальной дисфункции обнаружены в группе пациентов с острым инфарктом миокарда. По результатам 
корреляционного анализа выявлено наличие взаимосвязей между уровнями изучаемых биомаркеров. Большая 
сила обнаруженных взаимосвязей была зафиксирована у пациентов с острым инфарктом миокарда. Самые вы-
сокие значения коэффициента корреляции Спирмена (r) наблюдали во всех обследуемых группах пациентов с 
острым коронарным синдромом между уровнями асимметричного диметиларгинина и трансферрина. 

Ключевые слова: острый коронарный синдром, асимметричный диметиларгинин, высокочувствитель-
ный С-реактивный белок, фракталкин, трансферрин. 

 


