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Проведено клиническое наблюдение и обследование 12 больных хроническим пиелонефритом (ХПН). В первую группу 
(ГI) вошли пациенты с обострением данного заболевания, в группу сравнения (ГII) – те же больные спустя 1,5–3 мес 
после завершения лечения без клинических проявлений обострения ХПН. У всех обследованных пациентов не выяв-
лены лабораторные признаки острого почечного повреждения. Дополнительно в дневное время после завтрака про-
ведён сбор мочи в виде свободно отделяемой 2-й фракции и её пробоподготовка, состоящая из этапов восстанов-
ления, алкилирования, осаждения белка и протеолиза с использованием трипсина. Полученная полипептидная смесь 
разделялась при помощи жидкостной хроматографии в трех повторах и анализировалась на системе, состоящей 
из хроматографа Agilent 1100 и гибридного масс-спектрометра LTQ-FT Ultra. Получен список белков с указанием 
числа пептидов, по которым они были идентифицированы, и параметры достоверности идентификации. Основная 
часть информации о полученных белках была получена из базы данных UniProt. Идентифицировано и проанализиро-
вано 10 белков, достоверно различающихся по встречаемости в клинической группе пациентов в периоде обостре-
ния пиелонефрита. Появление данных белков в моче у больных с обострением ХПН позволяет рассматривать их как 
потенциальные биомаркёры, напрямую связанные с процессами воспаления и повреждения эпителиальной выстилки 
почечных канальцев. 
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Clinical observation and examination of 12 patients with chronic pyelonephritis (CPN) were performed. The first group (GI) 
included patients with exacerbation of the disease. In the comparison group (GII)- the same patients after 1.5-3 months after 
completion of treatment, without clinical manifestations of exacerbation of CPN. Laboratory signs of acute renal damage were 
not revealed in all examined patients. Additionally, urine was collected in the afternoon after Breakfast, in the form of a freely 
separated 2nd fraction and its sample preparation, consisting of the stages: recovery, alkylation, protein deposition and proteolysis 
using trypsin. The resulting polypeptide mixture was separated by liquid chromatography in three repetitions and analyzed on 
a system consisting of Agilent 1100 chromatograph and ltq-FT ultra hybrid mass spectrometer. A list of proteins was obtained, 
indicating the number of peptides by which they were identified, and the parameters of its reliability. Most of the information 
about the obtained proteins was obtained from UniProt databases. Identified and analyzed 10 proteins that differ significantly 
in occurrence in the clinical group of patients in the period of exacerbation of PN. The appearance of these proteins in urine in 
patients with exacerbation of chronic PH allows us to consider them as potential biomarkers directly associated with inflammation 
and damage to the epithelial lining of the renal tubules.
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Введение. Важный вклад в развитие персонализи-
рованной медицины, объединяющей персональные 
данные человека с результатами лабораторной и ин-
струментальной диагностики, вносит протеомика. Её 
задачей является существенное расширение списка мар-
кёрных молекул, пригодных для раннего обнаружения 
патологического процесса и мониторинга эффектив-
ности лечения [1]. Результаты исследования протеома 
мочи за последние 5 лет подтвердили диагностическое 
значение целого ряда мочевых молекулярных маркёров 
[2, 3]. Исследователями моча отнесена к идеальному ис-
точнику клинически значимых биомаркёров. Показано, 
что изменения протеомного состава крови могут быть с 
большей чувствительностью обнаружены в моче, чем в 
самой крови. Это привело к проведению многочислен-
ных исследований, посвящённых поиску биомаркёров, 
появление которых в моче связано с заболеваниями по-
чек или мочеполового тракта, прежде всего начальных 
стадий почечной недостаточности в результате гипер-
тонической и диабетической нефропатии, врождённой 
обструктивной нефропатии и других [5–7]. 

Поиск надёжных, специфичных, доступных лабора-
торных маркёров, которые могут широко применяться 
в клинической практике в ранних стадиях поражения 
почек, представляет собой одно из актуальных направ-
лений исследований. В многочисленных исследовани-
ях установлено, что высокий сывороточный креатинин 
(СКр) не специфичен для повреждения почек. Его уро-
вень может меняться в зависимости от многих факторов 
(возраст, пол, мышечная масса, статус обезвоживания и 
др.). Показано, что до 50% ренальных функций может 
быть утрачено ещё до повышения уровня креатинина 
[8]. Полученные в настоящее время результаты иссле-
дований протеома мочи подтвердили диагностическое 
значение целого ряда белковых маркёров для оценки со-
стояния почечной паренхимы при заболеваниях почек 
и мочевыводящих путей [9–11]. Об актуальности таких 
исследований свидетельствуют клинические рекомен-
дации по хронической болезни почек (K/DOQI): «Для 
выявления почечного повреждения до снижения скоро-
сти клубочковой фильтрации (СКФ) при других типах 
хронического заболевания почек требуются новые мар-
кёры» [12–14,19]. Мочевая протеомика от небольших 
исследований переходит к фазе разработки технологий 
для массового обследования пациентов с хроническими 
заболеваниями почек.  

В последние годы во многих странах мира наблюда-
ется устойчивый рост заболеваемости пиелонефритом 
(ПН) во всех возрастных группах, особенно у пациентов 
пожилого возраста [15]. ПН ассоциируется с гломеруляр-
ной гиперфильтрацией, протеинурией, опосредованной 
ренином, гипертензией и снижением СКФ [16,17]. Про-
гноз при ПН в решающей степени зависит от раннего и 
правильного выявления основной причины заболевания 
и немедленного начала терапии [18,19].

Актуальность поиска диагностически значимых бел-
ковых маркёров в моче при ПН в настоящее время свя-
зана с существенными диагностическими проблемами, 
возникающими при ранней диагностике заболевания. В 
последние десятилетия всё больше авторов указывают 
на стёртое и атипичное клиническое течение ПН, что 
затрудняет своевременную диагностику. Это часто при-
водит к развитию гнойных форм данного заболевания 
при остром ПН, а при хроническом течении редко на-
ступает полная ремиссия или излечение. Одной из при-

чин развития тяжелых осложнений ПН является поздняя 
диагностика вследствие клинически маловыраженного 
дебюта болезни, скудной симптоматики и длительного 
периода функциональной сохранности почек, обуслов-
ленного их высокой адаптационной способностью. Вме-
сте с тем дистрофические и деструктивные процессы в 
клетках паренхимы почек возникают задолго до клини-
ческой манифестации ПН. Считается, что мониторинг 
активности патологических процессов, ведущих к раз-
витию повреждения инфекционными агентами почеч-
ной паренхимы при ПН, может стать основой в выборе 
тактики лечения. 

Цель данного исследования – оценка достоверности 
различий между белками, выделяемыми с мочой, по 
частоте встречаемости в двух периодах: в периоде обо-
стрения и при переходе ПН в хроническую форму.

Материал и методы. В первую группу (ГI) вошли 
6 пациентов с обострением хронического ПН (ХПН) 
без лабораторных признаков нарушения функции по-
чек, находившихся на амбулаторном лечении в ГУЗ 
СО «Саратовская городская поликлиника № 9». Среди 
обследованных были пациенты с характерными клини-
ческими проявлениями заболевания, без сопутствую-
щих воспалительных заболеваний и вредных привычек. 
Критерием включения в ГI было наличие у пациентов 
обострения ХПН, подтверждённого анамнестическими 
данными, наличием характерной клинической картины 
в соответствии с результатами инструментальных и ла-
бораторных исследований (УЗИ мочевыводящих путей, 
общеклинические анализы крови и мочи, бактериологи-
ческое исследование мочи). В исследование не включали 
пациентов с врождённым гидронефрозом, стриктурами 
мочеточника или лоханочно-мочеточникового сегмента, 
выраженной сопутствующей общесоматической пато-
логией (сахарный диабет, онкологические заболевания, 
ишемическая болезнь сердца, артериальная гипертензия 
III–IV стадии, нарушения почечной гемодинамики), пе-
ренесёнными ранее хирургическими вмешательствами 
на почках. Группу сравнения (ГII) составили пациенты 
группы ГI через 1,5-3 мес после завершения лечения без 
клинических проявлений обострения ХПН, находящие-
ся на этапе амбулаторного поликлинического обследо-
вания. Средний возраст пациентов с ХПН (ГI и ГII) со-
ставил 67,8 года. Обследование больных ХПН согласно 
клиническим рекомендациям включало обзорную рент-
генографию и УЗИ почек и мочевых путей, общеклини-
ческие анализы крови и мочи, определение СКр и СКФ с 
помощью расчётного уравнения CKD-EPI 2009). У всех 
обследованных пациентов не выявлены лабораторные 
признаки острого почечного повреждения [20]. 

Все пациенты, включённые в исследование, получа-
ли традиционную антибактериальную, противовоспали-
тельную терапию.

Для количественного анализа биомаркёров вторую 
порцию утренней мочи объёмом не менее 10 мл собира-
ли в специальные стаканы с крышками. Каждый раз мо-
чу собирали в дневное время суток после завтрака в виде 
свободно отделяемой 2-й фракции, которая в дальней-
шем была подготовлена для масс-спектрометрического 
анализа, в соответствии со стандартным протоколом 
[14]. Образцы мочи подвергались пробоподготовке, 
состоящей из этапов восстановления, алкилирования, 
осаждения белка и протеолиза с использованием трип-
сина. Полученная полипептидная смесь разделялась при 
помощи жидкостной хроматографии в трех повторах и 
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анализировалась на системе, состоящей из хромато-
графа Agilent 1100 («Agilent Technologies Inc.», Санта-
Клара, США) и гибридного масс-спектрометра LTQ-FT 
Ultra («Thermo», Бремен, Германия). На каждый образец 
выполняли не менее трёх  заколов (исследование каждо-
го белка 3 раза увеличивало выборку до  18 величин  по-
казателя в каждой группе). В результате был получен 
список белков, обнаруживаемых в моче, с указанием 
числа пептидов, по которым они были идентифициро-
ваны, а также параметры достоверности идентифика-
ции. Основная часть информации о полученных белках 
была экстрагирована из баз данных UniProt (http://www.
uniprot.org). Для статистического анализа и определения 
молекулярных функций и биологических процессов, в 
которых участвуют белки, использовался программный 
пакет Perseus. 

Различия в клинических данных и клинические пе-
ременные сравнивали с помощью ранговых корреляций 
Спирмена и t-критерия. Разницу в частоте встречаемо-
сти белка между двумя группами пациентов оценивали с 
помощью непараметрического теста Краскела – Уолли-
са, проведённого в программе Multi Experiment Viewer 
(p ≤ 0,05). Для поиска потенциальных биомаркёров обо-
стрения ПН анализировали белки, содержащиеся в об-
разцах мочи пациентов в периоде обострения (ГI) и при 
переходе в хроническую форму заболевания (ГII). При 
анализе частоты встречаемости белков в моче пациен-
тов двух групп использовали непараметрический крите-
рий Вилкоксона – Манна – Уитни (p < 0,05) в программе 
Multi Experiment Viewer.

Результаты. У пациентов группы сравнения ком-
плект идентифицированных белков мочи состоял из 661 
протеина, протеом больных – из 533 белков. Сравнение 
протеомных профилей мочи больных ПН в двух точках 
и лиц без клинических проявлений обострения ХПН 
и других воспалительных заболеваний показало, что в 
каждой из групп имеются как общие, так и специфиче-
ские для каждой группы белки. В результате данного це-
левого анализа было выявлено статистически значимое 
различие (p < 0,05) для 10 белков при сравнении боль-
ных ГI и ГП (см. таблицу). 

Далее была сформирована ручная аннотация этих 
белков, выполненная по открытым базам данных.

Обсуждение. Период обострения и переход в хрони-
ческую форму ПН статистически значимо различался  

(p < 0,05) для 10 белков в моче по частоте встречаемости.
ENOA-HUMAN – α-енолаза (ген ENO1), представ-

ляющая собой фермент массой 47 кДа, который вы-
полняет несколько ролей в различных клеточных про-
цессах, включая контроль роста, участие в гликолизе и 
процессах гипоксической толерантности. У млекопи-
тающих существует 3 изофермента енолазы, включая 
α, β и γ, как правило, обнаруживающиеся в различных 
тканях, в том числе в почке [21]. Этот белок имеет по-
вышенный уровень экспрессии в повреждённых и ре-
генерирующих клетках во время процесса заживления 
ран [22]. В почечных канальцах α-енолаза обнаружи-
вается почти во всех сегментах нефрона, особенно 
дистальных и собирательных канальцах. В работе W. 
Chiangjong и V. Thongboonkerd [22] показано, что ког-
да почечный эпителий канальцев подвергается воздей-
ствию COM-кристаллов (моногидрат оксалата кальция), 
клетки выделяют большое количество енолазы-1 в базо-
латеральный отсек. Это, в свою очередь, способствует 
вторжению кристаллов COM и миграции моноцитарных 
клеток через почечный интерстициум. Впоследствии 
данный процесс пролонгирует воспалительный ответ, а 
также способствует образованию камней в почках. Эти 
данные служат важной основой для дальнейшего выяс-
нения сложных патогенетических механизмов заболева-
ния почек. 

KV201-HUMAN – переменная иммуноглобулина 
каппа 2D-40 (ген IGKV2D-40). Молекулы иммуногло-
булина человека состоят из двух идентичных тяжёлых 
цепей, которые определяют классы иммуноглобулинов 
(IgG, IgA, IgM, IgD и IgE), и одинаковых лёгких цепей 
(каппа или ламбда), которые ковалентно связаны с тя-
жёлыми цепями [24]. Циркулирующие в сыворотке 
крови свободные цепи иммуноглобулинов являются 
естественным секреторным продуктом В-лимфоцитов и 
представляют собой уникальный биомаркёр клеточных 
нарушений, связанных с неопластическими процессами 
в организме. Увеличение этого показателя свидетель-
ствует об иммунопролиферативных расстройствах или 
злокачественных заболеваниях. Секретируемые имму-
ноглобулины опосредуют эффекторную фазу гумораль-
ного иммунитета, что приводит к элиминации связанных 
антигенов [25]. Лёгкие цепи способны проходить через 
почечный фильтр и поэтому обнаруживаются в моче. 

GP2-HUMAN – панкреатический секреторный гра-
нулярный мембранный основной гликопротеин 2-го ти-
па GP2 (ген GP2), количественно преобладающий белок 
мембраны экскреторных гранул ацинарных клеток под-
желудочной железы. Cинтез GP2, по-видимому, регули-
руется активированными Т-клетками человека и моду-
лируется ингибиторами TNF. Кишечные эпителиальные 
клетки, стимулированные GP2, являются мощными хе-
моаттрактантами Т-клеток. Кроме того, GP2 оказывает 
антиапоптотическое и пролиферативное действие на 
энтероциты, выступая, таким образом, в качестве про-
тективного фактора [26]. 

BGAL-HUMAN – β-галактозидаза (ген GLB1), фер-
мент, который часто называют лактазой, катализирует 
реакцию гидролитического отщепления нередуциро-
ванных остатков β-D-галактозы. β-галактозидаза явля-
ется широко используемым маркёром клеточного ста-
рения [27]. При изучении диабетической нефропатии 
2-го типа у стареющих пациентов установлено, что 
экспрессия β-галактозидазы увеличивалась по сравне-
нию с контрольной группой [28]. Нарастание экскреция 

Список белков, демонстрирующих статистически значимые 
различия при сравнении больных ГI и ГП

Белок Значение р 

ENOA-HUMAN 0,005708122

KV201-HUMAN 0,017941503

GP2-HUMAN 0,01861632

BGAL-HUMAN 0,02458857

K1C27-HUMAN 0,02458857

KI13B-HUMAN 0,02458857

KV113-HUMAN 0,037242543

S10A9-HUMAN 0,037242543

RS27A-HUMAN 0,039351836

GRM1A-HUMAN 0,047624078
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S100A8/A9 является активатором врождённой иммун-
ной системы, увеличивается при различных воспали-
тельных заболеваниях, что достигается посредством 
активации Toll-подобного рецептора 4 [38].

RS27A HUMAN – рибосомальный белок убиквитин-
40S S27a (ген RPS27A). Убиквитин – это консерва-
тивный белок эукариот, который принимает участие 
в регуляции процессов внутриклеточной деградации 
множества белков и присутствует практически во всех 
тканях организма. До 80–90% внутриклеточного рас-
пада белков осуществляется убиквитин-протеасомным 
путем. Убиквитин-протеасомный путь отвечает за регу-
лируемое расщепление многих белков, участвующих в 
контроле роста и пролиферации клеток, клеточной диф-
ференцировке, иммунных и воспалительных реакциях, 
апоптозе и метаболической адаптации [39]. Убиквити-
нилирование вовлечено в регуляцию функции почек, 
участие в высокоорганизованных ответах, при деграда-
ции мышечного белка в ответ на потерю функции почек 
[40]. С-терминальная гидролаза Ubiquitin L1 (UCH-L1) 
встречается в трубчатых и париетальных клетках почки 
и экспрессируется de novo в повреждённых подоцитах. 
У UCH-L1-дефицитных мышей развивается протеи-
нурия без существенных изменений морфологии клу-
бочков, но с увеличением тубулоинтерстициального и 
клубочкового повреждения, приводящего к острой по-
чечной недостаточности и гибели животных. Основной 
функцией UCH-L1 в почках является регулируемая де-
градации белка путём контроля числа протеасом. 

GRM1A HUMAN – GRAM-содержащий белок 1A 
(ген GRAMD1A). GRAM-содержащий белок 1A  впервые 
был обнаружен в эмбриональной стволовой клетке чело-
века, он экспрессируется в тканях эктодермы, мезодер-
мы и эндодермы и многих опухолевых клетках. GRAM-
содержащий белок 1A может служить прогностическим 
фактором при гепатоцеллюлярной карциноме [41]. 

Заключение. Комплект идентифицированных белков 
мочи у больных ХПН состоял из 661 протеина, протеом 
больных – из 533 белков. Статистически значимое раз-
личие (p < 0.05) установлено для 10 белков мочи у боль-
ных с обострением ХПН. Среди них α-енолаза; KV201_
HUMAN – переменная иммуноглобулина каппа 2D-40; 
панкреатический секреторный гранулярный мембран-
ный основной гликопротеин GP2; β-галактозидаза 
BGAL; кератин I типа цитоскелета 27; кинезинподоб-
ный белок KIF13B; KV113_HUMAN – иммуноглобу-
лин каппа, переменная 1-13; белок S100A9; рибосо-
мальный убиквитин; GRAM-содержащий белок 1A. 
Это даёт основание считать, что протеомный анализ 
можно отнести к методам выявления биомаркёров при 
заболеваниях почек и мочевыводящих путей. Как из-
вестно, вирулентность грамотрицательной флоры, в 
первую очередь, кишечной палочки и протея, обуслов-
лена их способностью прилипать к эпителию мочевы-
водящих путей и продвигаться по нему вверх против 
тока мочи, снижая активность фагоцитоза и выделяя 
эндотоксин. Следствием данного процесса становится 
повреждение уротелиальной выстилки и выявление в 
моче пяти из вышеперечисленных белков, связанных с 
процессами повреждения и последующей трансформа-
цией метаболических и функциональных свойств кле-
ток уротелия. Альфа-енолаза обнаруживается почти во 
всех сегментах нефрона, особенно дистальных и соби-
рательных канальцах. GP2 HUMAN относится к пан-
креатическим секреторным гранулярным мембранным 

β-галактозидазы с мочой установлено при введении не-
фротоксических агентов, неосложненном ПН у женщин 
репродуктивного возраста[29]. 

K1C27-HUMAN – кератин I типа цитоскелета 27 (ген 
KRT27) необходим для правильной сборки кератина I и 
II и образования кератиновых промежуточных волокон. 
Кератины экспрессируются в эпителиальных клетках и 
их производных. Они являются самой многочисленной 
группой промежуточных филаментов и представлены 
двумя фракциями: кислыми (I тип) и основными (II тип) 
кератинами. Благодаря ряду экспериментальных работ 
установлена роль кератинов в регуляции клеточного 
цикла и роста клеток, развитии апоптоза, миграции ке-
ратиноцитов при повреждениях кожи и ремоделирова-
нии тканей. 

KI13B-HUMAN – кинезинподобный белок KIF13B 
(ген KIF13B). Кинезины – суперсемейство моторных 
белков эукариотических клеток. Кинезины продвига-
ются по микротрубочкам, используя энергию гидролиза 
аденозинтрифосфата (АТФ), и являются тубулинзависи-
мыми АТФазами. Кинезины участвуют в осуществле-
нии различных клеточных функций и процессов, вклю-
чая митоз, мейоз и везикулярный транспорт – транспорт 
мембранных пузырьков, в том числе быстрый аксональ-
ный транспорт[30]. 

KV113 HUMAN – иммуноглобулин каппа, пере-
менная 1-13 (ген IGKV1-13). Свободные лёгкие це-
пи каппа (κ) или ламбда (λ) (FLC), продуцируемые 
В-клетками во время синтеза иммуноглобулина, не-
обходимы для корректировки и стимуляции функций 
полиморфно-ядерных лейкоцитов, дегрануляции туч-
ных клеток, участвующих в воспалительных реакци-
ях. Имея небольшую молекулярную массу, свободные 
лёгкие цепи иммуноглобулинов играют важную роль в 
развитии заболеваний почек [31]. Белки стимулируют 
окислительный стресс в различных клетках и тканях 
и непосредственно повреждают и клетки уротелия, и 
кардиомиоциты [32]. Повышение уровня лёгких цепей 
иммуноглобулинов в плазме и сыворотке выявлено у 
пациентов с уремией [33]. При хронических заболева-
ниях почек лёгкие цепи фильтруются через клубочки, 
а затем реабсорбируются в проксимальных канальцах 
[34]. В различных исследованиях показано, что повы-
шенные уровни лёгких цепей иммуноглобулинов могут 
рассматриваться как лучший предиктор риска повреж-
дения почек по сравнению с C-реактивным белком [35]. 
Лёгкие цепи иммуноглобулинов могут использоваться 
для скрининга повреждения паренхимы почек при диа-
бете в качестве основного показателя диабетической 
нефропатии [36].

S10A9 HUMAN – белок S100A9 (ген S100A9). Бе-
лок S100A9 представляет собой кальций- и цинксвязы-
вающий белок, играющий заметную роль в регуляции 
воспалительных процессов и иммунного ответа [37]. 
Известно, что белок S100A9 активно экспрессируется в 
цитоплазме нейтрофиллов и обнаруживается в высоких 
концентрациях во внеклеточной жидкости при воспа-
лительных заболеваниях различной природы (хрониче-
ские воспалительные заболевания кишечника, ревмато-
идный артрит и др.), чаще всего в комплексе с родствен-
ным белком S100A8 (кальпротектин). S100A8 и S100A9 
входят в группу эндогенных молекулярных паттернов 
(danger associated molecular pattern – DAMP), усиливаю-
щих врождённый иммунный ответ и играющих важную 
роль в защите слизистой оболочки от микроорганизмов. 
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основным гликопротеинам. Увеличение экскреции с 
мочой BGAL HUMAN – β-галактозидазы наблюдается 
при повреждении почечной ткани нефротоксическими 
агентами. K1C27 HUMAN – кератин I типа 27 нарас-
тает при ремоделировании тканевых структур. RS27A 
HUMAN – рибосомальный белок убиквитин-40S S27a 
характеризует степень тубулоинтерстициального и клу-
бочкового повреждения. К участникам воспалительно-
го процесса и нарушения локальной иммунной защиты 
уротелия канальцев почек могут быть отнесены ещё 
5 выделенных белков: переменная иммуноглобулина 
каппа 2D-40, кинезинподобный белок KIF13B, белок 
S100A9, иммуноглобулин каппа, переменная 1-13, 
GRAM-содержащий белок 1A . Данные мочевые белки 
у больных на высоте воспалительного процесса можно 
считать биомаркёрами имеющихся при ХПН дегенера-
тивных и деструктивных изменений стенок канальцев, 
происходящих в зоне воспалительной инфильтрации. 
Эти процессы приводят к попаданию лейкоцитов в ин-
терстиций почечной паренхимы.

Анализ протеома мочи у больных при обострении 
ПН позволяет выявлять особую группу пептидов, свя-
занную с процессами повреждения эпителиальной 
выстилки почечных канальцев и формированием ло-
кального иммунного ответа. Это потенциальные био-
маркёры, которые могут быть полезны в диагностике, 
мониторинге течения и оценке эффективности терапии 
при обострении ХПН. 

Панель данных маркёров в дальнейшем может быть 
использована для разработки персонализированных ме-
тодов лечения пациентов с ХПН, непрерывного мони-
торинга состояния эпителиальной выстилки почечных 
канальцев и контроля степени нарушения механизмов 
иммунной защиты почечной паренхимы.
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