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Аннотация. Минеральные и костные нарушения при хронической болезни 
почек (МКН-ХБП) традиционно связывают с гиперфосфатемией и вто-
ричным гиперпаратиреозом. Однако накопленные данные свидетельству-
ют о формировании МКН-ХБП задолго до появления очевидных систем-
ных изменений, что указывает на наличие неизученных ранних механизмов 
патогенеза. Цель исследования – оценка гистоморфометрических и моле-
кулярно-генетических изменений костной ткани в моделях хронической 
дисфункции почек (ДП). Начальные стадии ДП моделировали у крыс SHR 
при сроке наблюдения 6 месяцев (ЛО6) и при комбинировании гипертензии 
с 3/4-нефрэктомией (НЭ2, НЭ6 – 2 и 6 месяцев). Контролем служили кры-
сы WKY (К2) и SHR (ЛО2) со сроком наблюдения 2 месяца. Во всех группах 
оценивали клиренс креатинина, альбуминурию, интерстициальный фиброз 
почек, концентрации неорганического фосфата (Pi), интактного паратире-
оидного гормона (ПТГ), фактора роста фибробластов 23 (FGF23), Klotho, 
Dickkopf-1, склеростина; выполняли гистоморфометрию и иммуногистохи-
мическое исследование кости, анализ экспрессии генов Pi-транспортеров 
и сигнальных путей. Концентрации Pi, Dickkopf-1 и склеростина в сыворот-
ке были достоверно повышены при НЭ6. Уровни ПТГ, FGF23 и экскреция 
Pi с мочой значимо не различались. Снижение площади трабекулярной ко-
сти и количества остеоцитов обнаружено в группах ЛО6, НЭ2 и НЭ6; коли-
чества остеобластов – в НЭ2 и НЭ6; индекса резорбции (эродированный 
периметр) – в НЭ6. В группах НЭ2 и НЭ6 гистологические изменения со-
провождались подавлением экспрессии генов Pi-транспортеров и сигналь-
ных путей MAPK, BMP, WNT. Таким образом, гистологические признаки 
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снижения костеобразования обнаруживаются на начальных стадиях ДП при 
нормальных уровнях системных регуляторов Pi-обмена (ПТГ, FGF23). В ос-
нове выявленных изменений может лежать локальное подавление экспрес-
сии генов Pi-транспортеров и внутриклеточных сигнальных путей, критиче-
ски важных для остеобластогенеза.

Ключевые слова: экспериментальная дисфункция почек, ремоделирова-
ние костной ткани, гистоморфометрия кости, транспорт неорганического 
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Abstract. Mineral and bone disorders in chronic kidney disease (CKD-MBD) are tra-
ditionally associated with hyperphosphatemia and secondary hyperparathyroidism. 
However, evidence suggests that CKD-MBD develops before overt systemic changes, 
indicating unexplored early mechanisms. This study assessed bone histomorphomet-
ric and molecular genetic changes in bone tissue in models of chronic kidney dys-
function. Early-stage kidney dysfunction was obtained in spontaneously hypertensive 
rats (SHR), including sham-operated SHR observed for 6 months (SO6), or in SHR 
subjected to 3/4 nephrectomy (Nx2 and Nx6, corresponding to 2 and 6 months, re-
spectively). Sham-operated SHR (SO2) and WKY rats (К2) were controls. Creatinine 
clearance, albuminuria, renal interstitial fibrosis, serum inorganic phosphate (Pi), 
intact parathyroid hormone (PTH), fibroblast growth factor 23 (FGF23), Klotho, 
Dickkopf-1, and sclerostin, bone tissue histomorphometry, immunomorphology, and 
gene expression of Pi transporters and osteogenic signaling pathways were assessed. 
Serum concentrations of Pi, Dickkopf-1, and sclerostin were significantly increased in 
Nx6. Levels of PTH, FGF23, and urinary Pi excretion did not differ significantly be-
tween groups. A decrease in trabecular bone area and osteocyte number was observed 
in SO6, Nx2, and Nx6, whereas osteoblast number decreased in Nx2 and Nx6, and 
the resorption index (eroded perimeter) decreased in Nx6. In Nx2 and Nx6, histolog-
ical features of reduced bone formation were associated with down-regulation in genes 
related to Pi transport and MAPK, WNT, BMP pathways. Thus, histological features 
of reduced bone formation are detected at the early stages of kidney dysfunction de-
spite normal levels of systemic regulators of Pi metabolism (PTH, FGF23). These 
changes may be driven by local downregulation of genes encoding Pi transporters and 
intracellular signaling pathways that are critical for osteoblastogenesis.

Keywords: experimental kidney disease, bone remodeling, bone histomorphometry, 
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ВВЕДЕНИЕ

Нарушение метаболизма неорганического фосфата (Pi) – ключевое проявле-
ние прогрессирующей хронической болезни почек (ХБП) [1]. Развивающаяся при 
этом гиперфосфатемия – показатель положительного баланса Pi, является кри-
тическим фактором риска неблагоприятных исходов и важной терапевтической 
мишенью [2, 3]. Устойчивое повышение уровня Pi в сыворотке крови возникает при 
значительном снижении количества функционирующих нефронов (<30–40%) [1]. 
Повышение концентрации паратиреоидного гормона (ПТГ) и  фактора роста 
фибробластов 23 (FGF23) уравновешивает почечную ретенцию Pi и сдерживает 
гиперфосфатемию [4–9]. Дисбаланс эндокринной и паракринной регуляции Pi 
и кальция при ХБП лежит в основе развития системных поражений скелета, па-
тологического ремоделирования миокарда и сосудов, объединяемых синдромом 
минеральных и костных нарушений при ХБП (МКН-ХБП) [3, 8–13]. 

Показано, что степень повреждения почек прямо коррелирует с выраженностью 
костных аномалий [12], которые наблюдаются у большинства пациентов с терми-
нальной стадией ХБП [14–19]. МКН-ХБП связаны с формированием различных 
костных фенотипов [2, 7, 8, 10–13, 15–21], среди которых выделяют фиброзный 
остит (высокий костный обмен), адинамическую болезнь кости (низкий или от-
сутствующий костный обмен) и смешанные формы [2, 8, 10–13, 15–21].

Большинство экспериментальных и клинических исследований МКН-ХБП 
выполнено на более поздних стадиях заболевания [10, 11, 14–18]. В эксперимен-
тальных исследованиях с использованием 5/6-нефрэктомии или генетических 
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моделей получено снижение функции почек до 50% и выше, что сопоставимо с ХБП 
3–5 стадий у человека [6–8, 10, 11, 13]. В данных условиях изменения скелета раз-
виваются уже на фоне гиперфосфатемии [7, 8, 11, 13] и/или выраженных наруше-
ний гормональной регуляции, включающих значительное повышение уровней 
FGF23, ПТГ [7, 10, 12, 13]. Наблюдаемый в ряде моделей гиперпаратиреоз ассо-
циирован с повышенным костным обменом, вероятно, обусловленным актива-
цией канонического сигнального пути WNT пути (cWnt) [2, 7–10, 15, 16, 18, 19]. 
В противоположность этому, ХБП, протекающая с нормальным или сниженным 
уровнем ПТГ [8, 12, 13, 18–20] и активацией ингибиторов cWnt (iWnt) [8, 13], ха-
рактеризуется сниженным костным обменом. Важно, что повышенный уровень 
ПТГ может быть обнаружен и при сниженном костном обмене (адинамическом 
фенотипе) [12, 21, 22], что подчеркивает сложность контррегуляторных взаимо-
действий в патогенезе МКН-ХБП.

Недостаток данных о молекулярных и клеточных механизмах, запускающих 
нарушения при МКН-ХБП, диктует необходимость изучения особенностей ре-
моделирования костной ткани на ранних стадиях ХБП. Получение таких данных 
может стать основой для разработки превентивных терапевтических стратегий, 
направленных на предотвращение тяжелых и часто необратимых поражений ске-
лета у пациентов с ХБП.

Целью исследования явилось комплексное изучение ранних молекулярно-кле-
точные механизмов, лежащих в основе дисрегуляции ремоделирования костной 
ткани на ранних стадиях хронической дисфункции почек (ДП).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Крысы были получены из центра коллективного пользования «Биоколлекция» 
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург, Россия). Взрос-
лых самцов крыс линий SHR и Wistar Kyoto (WKY) массой тела 190–230 г содержали 
в стандартных условиях вивария Института физиологии им. И.П. Павлова РАН 
по 5 особей в клетке. Животные имели свободный доступ к воде и стандартно-
му корму (0,6% фосфора). Ранние стадии ДП моделировали при комбинирова-
нии артериальной гипертензии (АГ) у крыс SHR и ложной операции (ЛО) или АГ 
и 3/4 нефрэктомии (НЭ). Были получены три группы, соответствующие начальным 
стадиям хронической ДП: (i) АГ + ЛО с шестимесячным сроком наблюдения (ЛО6); 
(ii) АГ + НЭ с двухмесячным сроком наблюдения (НЭ2); (iii) АГ + НЭ с шести-
месячным сроком наблюдения (НЭ6). ЛО крысы линий WKY (К2) и SHR (ЛО2) 
с двухмесячным наблюдением служили контролем. Перед выведением из экспери-
мента у бодрствующих крыс измеряли систолическое артериальное давление (АД) 
манжеточным методом на хвосте с использованием электроманометра (ELEMA, 
Швеция). Суточную мочу собирали в индивидуальных метаболических камерах. 
Образцы крови, левой почки и большеберцовой кости забирали немедленно по-
сле эвтаназии. Кровь и мочу центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 мин 
и аликвотировали.

Биохимические и молекулярно-генетические исследования. Концентрации креа-
тинина и Pi измеряли на анализаторе SYNCHRON CX DELTA с использованием 
соответствующих наборов (Beckman Coulter, США). Рассчитывали фракционную 
(FEPi) и абсолютную экскрецию Pi почками. Уровень альбумина в моче опреде-
ляли методом иммунотурбидиметрии с использованием наборов реагентов (Vital, 
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Санкт-Петербург, Россия) на анализаторе CA-90 (Furuno, Нагасаки, Япония). Для 
измерения содержания фосфора в костной ткани применяли метод атомно-эмис-
сионной спектроскопии с индуктивно связанной плазмой (АЭС-ИСП) в соответ-
ствии с ранее опубликованной методикой [23]. Уровни интактных ПТГ и FGF23, 
Dickkopf-1 и склеростина измеряли методом мультиплексного иммуноанализа 
на магнитных микросферах с использованием набора MILLIPLEX MAP «Rat Bone 
Magnetic Bead Panel 1» (EDM Millipore Corporation, США) на анализаторе Bio-Plex 
200 (BioRad, США). Концентрацию Klotho в сыворотке крови определяли методом 
ИФА с помощью набора α-Klotho ELISA Kit for Rat (Cloud-Clone Corp., США) 
и планшетного ридера Immunochem 2100 (High Technology, США). Экспрессию 
генов-мишеней и референсного гена Gapdh (глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-
наза) в костной ткани анализировали методом количественной мультиплексной 
ПЦР в реальном времени с использованием TaqMan зондов [24]. 

Гистологическое и  иммуногистохимическое исследование. Фрагменты почки 
и большеберцовой кости фиксировали в 10%-ном нейтральном забуференном 
формалине с последующей стандартной проводкой и заливкой в парафин [24]. Для 
гистологического анализа серийные срезы толщиной 1,5–2 мкм окрашивали гема-
токсилином и эозином, реактивом Шиффа (PAS, «Лабико», Россия), трихромом 
по Массону («Биовитрум», Россия), толуидиновым синим с Fast green («Лабико», 
Россия) и TRAP (татрат-резистентная кислая фосфатаза) для визуализации осте-
окластов (Servicebio, Китай). Для иммуногистохимического исследования костной 
ткани использовали поликлональные кроличьи антитела к Dickkopf-1 (разведение 
1 : 400, Cat. № ab109416, Abcam, Великобритания) и склеростину (разведение 1 : 100, 
Cat. № ab63097, Abcam, Великобритания). Детекцию проводили в соответствии 
с ранее описанным протоколом [24].

Количественная морфометрия. Количественную оценку проводили с использо-
ванием программного обеспечения Orbit Image Analysis 3.64 и Pannoramic Viewer 
1.15.4 [24]. Площадь интерстициального фиброза (ИФ) почек и статические ги-
стоморфометрические параметры костной ткани оценивали два независимых 
исследователя, не имевшие информации о  принадлежности образцов к  экс-
периментальным группам. Гистоморфометрический анализ выполняли в соот-
ветствии с руководством «Bone Research Protocols, Methods in Molecular Biology 
(Histomorphometry in Rodents)» [25] и рекомендациями Комитета по номенклатуре 
Американского общества по изучению кости и минерального обмена [26].

Статистический анализ данных проводили с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism версии 8.0.1 (GraphPad Software, Сан-Диего, США). 
Результаты представлены в виде медиан и межквартильного размаха [IQR]. Сравне-
ние групп выполняли с помощью H-критерия Краскела–Уоллиса и двустороннего 
U-критерия Манна–Уитни. Учитывая целенаправленный, гипотез-ориентиро-
ванный дизайн сравнений (сравнение каждой экспериментальной группы с кон-
тролем), поправку на множественные сравнения на данном этапе не применяли 
с целью минимизации риска ложноотрицательных результатов (ошибки II рода). 
Для выявления взаимосвязей между парами переменных использовали коэффи-
циент ранговой корреляции Спирмена. Статистически значимыми считали разли-
чия при значениях p < 0,05. Анализ взаимодействий продуктов дифференциально 
экспрессируемых генов выполняли с использованием базы данных Search Tool 
for Recurring Instances of Neighboring Genes (STRING) (https://string-db.org/; дата 
обращения: 15 сентября 2025 г.).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс контрольной группы SHR (ЛО2) показатели хронического поврежде-
ния почек не отличались от нормотензивного контроля WKY (К2) (табл. 1). Во 
всех моделях ДП (ЛО6, НЭ2, НЭ6) отмечали более высокие уровни сывороточного 
креатинина (Cr), альбуминурии, площади ИФ почки и сниженные уровни Klotho 
(табл. 1). В группах ЛО6, НЭ2, НЭ6 альбуминурия была выше в 6–12 раз, в то время 
как различия клиренса Cr и ИФ почек не превышали 30% по сравнению с кон-
трольной группой ЛО2, что указывает на соответствие почечного повреждения 
в экспериментальных моделях 1–2-м стадиям ХБП у человека.

Минерально-костные нарушения в моделях дисфункции почек. Содержание фосфо-
ра в костной ткани, уровни FGF23 и ПТГ, абсолютная экскреция Pi достоверно не 
различались между группами (табл. 1). Концентрации Pi, Dickkopf-1 и склеростина 
в сыворотке крови были достоверно выше в НЭ6 (табл. 1).

Сниженные значения площади трабекулярной кости (рис. 1a, е) и количества 
остеоцитов (рис. 1б, е) обнаружены в группах ЛО6, НЭ2 и НЭ6. Группы НЭ2 
и НЭ6 дополнительно демонстрировали редукцию относительного количества 
остеобластов (рис. 1в, е), а группа НЭ6 – индекса резорбции (эродированного 
периметра) (рис. 1д, е).

Молекулярные основы сниженного костного обмена. Во всех моделях ДП с мине-
рально-костными нарушениями (ЛО6, НЭ2, НЭ6) наблюдали сниженную экспрес-
сию генов транспортеров Pi и PPi – Slc20a1, Slc20a2, Xpr1, Ankh, остеобластогенеза 
и формирования костной ткани – Sp7, Ctnnb1, Bmp4, Mapk1/3 (рис. 2a, б). Ана-
лиз взаимодействий продуктов дифференциально экспрессируемых генов выя-
вил наличие статистически значимой сети (p сети < 0,001; confidence score > 0,7), 
что указывает на скоординированное нарушение специфических биологических 
процессов – транспорта Pi (Slc20a1/PiT1, Slc20a2/PiT2, Xpr1, Ankh), клеточного 
ответа на стресс (Bmp4, Ctnnb1/β‑catenin, Mapk1/Erk2, Mapk3/Erk1) и дифферен-
цировки остеобластов (Bmp4, Sp7, Ctnnb1/β-catenin) (рис. 2в). Экспериментальное 
воздействие приводило к достоверному изменению определенных молекулярных 
функций – регуляции транспорта неорганического фосфата и сигнального пути 
MAPK/ERK (p < 0,001; similarity ≥ 0,8, рис. 2г).

При иммуногистохимическом окрашивании экспрессию ингибиторов канони-
ческого WNT пути – Dickkopf-1 и склеростина, детектировали в остеоцитах и эн-
дотелиоцитах (рис. 3a, в), хондроцитах и внеклеточном матриксе хрящевой зоны, 
клетках костного мозга. Доля Dickkopf-1-позитивных и склеростин-позитивных 
остеоцитов в диафизе была значительно повышена в группах НЭ2 и НЭ6 по срав-
нению с группой ЛО2 (рис. 3б) и группой ЛО6 (рис. 3б, г). 

При пулированном корреляционном анализе в группе SHR гистологические 
и молекулярные параметры формирования костной ткани были негативно ассо-
циированы с концентрацией Cr в сыворотке крови (табл. 2). Связь параметров 
костного формирования с уровнями FGF23 и ПТГ отсутствовала (табл. 2). Экс-
прессия гена Slc20a2 (PiT2, внутриклеточный транспорт Pi) негативно корре-
лировала с клиренсом Pi почкой. Уровень сывороточного Pi был отрицательно 
ассоциирован с гистологическими показателями, характеризующими костную 
резорбцию (стандартизованное количество остеокластов и доля эродированного 
периметра, табл. 2).
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Рис. 1. Ремоделирование костной ткани в моделях по данным статической гистоморфоме-
трии: (a) – площадь трабекулярной костной ткани (B.Ar/T.Ar, %); (б) – количество остео-
цитов (N.Ot/T.Ar, шт/мм²); (в) – количество остеобластов (N.Ob/B.Pm, шт/мм); (г) – коли-
чество остеокластов (N.Oc/B.Pm, шт/мм); (д) – эродированный периметр (E.Pm/B.Pm, %);  
(е) – репрезентативные микрофотографии кости в контрольной группе (SО2) и группах с ран-
ними стадиями экспериментальной ДП (SО6, Н×2 и Н×6); черные стрелки – активные осте-
областы, красные стрелки – остеокласты, синие стрелки – эродированный периметр; Toluidine 
Blue & Fast Green: масштабная линейка 100 мкм; H&E, TRAP: масштабная линейка – 50 мкм. 
n.s. – p ≥ 0,05; К – ложноопрерированные крысы WKY; ЛО – ложнооперированные крысы SHR; 
НЭ – нефрэктомированные крысы SHR; ХБП – хроническая болезнь почек
Fig. 1. Bone remodeling in models based on static histomorphometry data: (a) – trabecular bone 
area (B.Ar/T.Ar , %); (б) – the number of osteocytes (N.Ot/T.Ar, pcs/mm2); (в) – the number 
of osteoblasts (N.Ob/B.Pm, pcs/mm); (г) – the number of osteoclasts (N.Oc/B.Pm, pcs/mm);  
(д) – the eroded perimeter (E.Pm/B.Pm , %); (e) – representative micrographs of bone in the control 
group (SO2) and groups with early stages of experimental DP (SO6, H×2 and H×6); black arrows – active 
osteoblasts, red arrows – osteoclasts, blue arrows – eroded perimeter; Toluidine Blue & Fast Green: scale 
ruler of 100 microns; H&E, TRAP: scale bar of 50 microns. n.s. – p ≥ 0.05; K – sham-operated WKY 
rats; LO – sham-operated SHR rats; NE – nephrectomized SHR rats; CKD – chronic kidney disease
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Рис. 2. Анализ экспрессии генов и их функциональных взаимодействий (STRING Database, 
https://string-db.org/): (a) – относительная экспрессия генов со значимыми изменениями: Bmp4, 
Sp7, Ctnnb1, Slc20a1 (Pit1), Slc20a2 (Pit2) Xpr1, Ankh, Mapk1 (ERK2), Mapk3 (ERK1); (б) – пред-
сказанная сеть взаимодействий всех исследованных генов с указанием дифференциально-экс-
прессируемых генов; (в) – сеть взаимодействий и ассоциированные биологические процессы 
для дифференциально экспрессируемых генов; (г) – обогащение дифференциально-экспрес-
сируемых генов по молекулярным функциям
Fig. 2. Analysis of gene expression and their functional interactions (STRING Database, https://
https://string-db.org /): (a) – relative expression of genes with significant changes: Bmp4, Sp7, Ctnnb1, 
Slc20a1 (Pit1), Slc20a2 (Pit2), Xpr1, Ankh, Mapk1 (ERK2), Mapk3 (ERK1); (б) – predicted a network 
of interactions of all studied genes with indication of differentially expressed genes; (в) – a network of 
interactions and associated biological processes for differentially expressed genes; (г) – enrichment of 
differentially expressed genes by molecular functions
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе проведенного исследования выявлены отчетливые гистологические 
и молекулярные изменения костной ткани уже на ранних стадиях хронической 
дисфункции почек. Полученные данные демонстрируют, что даже незначитель-
ное снижение функции почек ассоциировано с развитием дезадаптивного кост-
ного ответа.

Во всех полученных моделях МКН-ХБП (ЛО6, НЭ2, НЭ6) происходило сни-
жение интегральных показателей, характеризующих костный обмен – площади 
трабекулярной кости и количества остеоцитов. Способность сети остеоцитов регу-
лировать функцию остеобластов и остеокластов указывает на их принципиальную 

Рис. 3. Репрезентативные микрофотографии иммуногистохимического исследования кости 
и количественная морфометрия: (a) – экспрессия Dickkopf-1; (б) – гистограмма доли Dick-
kopf-1-позитивных остеоцитов; (в) – экспрессия склеростина; (г) – гистограмма доли склеро-
стин-позитивных остеоцитов; стрелки – положительно-окрашенные остеоциты. Масштабная 
линейка – 50 мкм
Fig. 3. Representative micrographs of bone immunohistochemical examination and quantitative mor-
phometry: (a) Dickkopf-1 expression; (б) histogram of the proportion of Dickkopf-1-positive osteocytes; 
(в) sclerostin expression; (г) histogram of the proportion of sclerostin-positive osteocytes; arrows indicate 
positively stained osteocytes. The scale bar is 50 μm
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Таблица 2. Корреляционный анализ связи характеристик костной ткани с функцией почек 
и обменом фосфата в объединенной группе SHR
Table 2. Correlation analysis of bone tissue characteristics with kidney function and phosphate 
metabolism in the pooled SHR group

	 ПТГ FGF23 Pi сыворотки Pi/Cr мочи Cr сыворотки

N.Ot/T.Ar, шт/мм2 0,11 0,20 −0,10 0,16 −0,31*

N.Ob/B.Pm. шт/мм −0,38 −0,22 −0,10 −0,26 −0,32*

N.Oc/B.Pm. шт/мм −0,16 −0,11 −0,37* −0,11 0,06

E.Pm.%B.Pm −0,12 0,09 −0,48* −0,10 −0,22

Slc20a1 −0,05 0,05 0,29 −0,24 −0,39*

Slc20a2 −0,14 0,04 0,16 −0,37* −0,43*

Xpr1 −0,54* −0,004 −0,03 −0,16 −0,50*

Ankh −0,26 0,03 0,14 −0,16 −0,40*

Fgf23 −0,07 −0,18 0,06 0,04 0,45*

Fgfr2 −0,08 −0,06 0,04 −0,03 −0,37*

Mapk1 0,01 0,20 0,24 −0,30 −0,57**

Mapk3 −0,28 −0,07 −0,13 −0,26 −0,50*

Sp7 0,12 0,15 0,03 0,02 −0,44*

Ctnnb1 −0,17 0,05 −0,08 −0,15 −0,43*

Wnt10b −0,06 −0,08 0,01 −0,08 −0,34*

Vdr −0,02 0,02 0,06 0,04 −0,34*

Bmp4 0,12 0,24 −0,13 −0,03 −0,42*

N.Ot/T.Ar – количество остеоцитов; N.Ob/B.Pm – количество остеобластов; N.Oc/B.Pm – количе-
ство остеокластов; E.Pm.%B.Pm – доля эродированного периметра; Slc20a1 – Pi‑транспортер Pit1; 
Slc20a2 – Pi-транспортер Pit2; Xpr1 – ксенотропный и политропный ретровирусный рецептор 1 (экс-
портер Pi); Ankh – регулятор транспорта пирофосфата ANKH; Fgf23 – фактор роста фибробластов 
23; Fgfr2 – рецептор фактора роста фибробластов 2; Mapk1 – митоген-активируемая протеинкиназа 1 
(Erk2); Mapk3 – митоген-активируемая протеинкиназа 3 (Erk1); Sp7 – фактор транскрипции Osterix; 
Ctnnb1 – катенин бета 1; Wnt10b – член 10B-семейства Wnt-лигандов; Vdr – рецептор витамина D; 
Bmp4 – костный морфогенетический белок 4; * – p < 0,05; ** – p < 0,005.

N.Ot/T.Ar – osteocyte number; N.Ob/B.Pm – osteoblast number; N.Oc/B.Pm – osteoclast number; 
E.Pm.%B.Pm – eroded perimeter fraction; Slc20a1 – phosphate transporter Pit1; Slc20a2 – phosphate 
transporter Pit2; Xpr1 – xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 (phosphate exporter); Ankh – ANKH 
pyrophosphate transport regulator; Fgf23 – fibroblast growth factor 23; Fgfr2 – fibroblast growth factor 
receptor 2; Mapk1 – mitogen-activated protein kinase 1 (ERK2); Mapk3 – mitogen-activated protein kinase 
3 (ERK1); Sp7 – transcription factor Osterix; Ctnnb1 – beta-catenin 1; Wnt10b – Wnt family member 10B; 
Vdr – vitamin D receptor; Bmp4 – bone morphogenetic protein 4; * – p < 0.05; ** – p < 0.005.
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роль в координации процессов оссификации [9, 27, 28]. Уменьшение количества 
остеоцитов и площади трабекулярной кости характеризуют смещение баланса меж-
ду формированием и резорбцией к сниженному костному формированию в ответ 
на хроническую дисфункцию почек.

Достоверное снижение количества активных остеобластов в НЭ2 и НЭ6 отра-
жают следующие этапы прогрессирования МКН-ХБП в направлении фенотипа со 
сниженным костным формированием [8, 12, 29]. На более поздней стадии (НЭ6) уг-
нетение костеобразования сопровождается снижением резорбтивной активности, 
что оценивалось по уменьшению эродированного периметра, это свидетельствует 
о переходе к состоянию с еще более низким костным обменом (см. рис. 1).

Изменения фенотипа скелета при МКН-ХБП ранее были описаны в условиях 
повышения концентраций Pi и/или ПТГ, FGF23 в сыворотке крови, являющихся 
важными факторами регуляции костного метаболизма [2, 9, 28, 30]. В отличие от 
прочих, наш экспериментальный подход позволил оценить костный ответ при 
ХБП до системного повышения классических Pi-регулирующих факторов. В при-
мененных моделях ранней ХБП, когда уровни сывороточного ПТГ и FGF23 еще 
не отличаются от контрольной группы, гистологические изменения костей уже 
происходят и нарастают параллельно степени хронического повреждения почек 
и почечной ретенцией Pi (см. рис. 1, табл. 2). Полученные данные демонстрируют 
роль индуцированных ХБП механизмов изменения костного обмена, не связанных 
с FGF23 и гиперпаратиреозом.

Для выявления ранних молекулярных событий в формировании и прогрес-
сировании костных нарушений при МКН-ХБП мы исследовали экспрессию 
ключевых генов внутриклеточных сигнальных путей, ассоциированных с диф-
ференцировкой остеобластов и остеокластов, организацией и минерализацией 
костного матрикса, оссификацией, гомеостазом и транспортом Pi, регуляцией 
этих биологических процессов (см. рис. 2б). Параллельно с гистологическими 
изменениями кости в группах НЭ2 и НЭ6, было обнаружено снижение экспрес-
сии генов Slc20a1, Slc20a2, Xpr1, Ankh регулирующих внутриклеточный транс-
порт и чувствительность кости к Pi и PPi, минерализацию костного матрикса 
и дифференцировку остеобластов [31, 32]. Более низкое количество остеобластов 
и уменьшение площади трабекулярной кости в группах НЭ2 и НЭ6, вероятно, 
связано со снижением профиля генов, регулирующих остеобластогенез и фор-
мирвание кости – Sp7, Ctnnb1, Bmp4, Fgfr2, Mapk1, Mapk3 [33–35]. Напротив, не 
было выявлено изменений в экспрессии генов, регулирующих остеокластоге-
нез, – Tnfrsf11B, Tnfsf11 и Lgr4 [9], что согласуется с отсутствием различий в от-
носительном количестве остеокластов (см. рис. 1).

В модели ЛО6 уменьшение популяции остеоцитов происходило на фоне неиз-
мененного профиля экспрессии исследуемых генов и количества остеобластов. 
Данное наблюдение позволяет предположить, что в основе этого феномена лежит 
не нарушение пролиферации остеобластов, а расстройство их созревания либо 
усиленный апоптоз зрелых остеоцитов [8, 26, 27]. В литературе в качестве воз-
можных причин подобных нарушений описано снижение экспрессии рецепторов 
ПТГ/ПТГрП [12, 29, 36] и DMP1 [23, 37], однако эти механизмы были характер-
ны для поздних стадий ХБП. Поскольку на ранних стадиях экспериментальной 
МКН-ХБП мы не выявили достоверных изменений в экспрессии Dmp1, ключе-
вые механизмы, регулирующие пул остеоцитов на начальных этапах почечной 
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дисфункции, по-видимому, отличаются от таковых при развернутой ХБП и тре-
буют дальнейшего изучения.

Системы транспорта Pi играют важную роль как в поддержании его клеточного 
гомеостаза, так и для регуляции костеобразования – дифференцировки остеокла-
стов и остеобластов, минерализации костного матрикса, клеточной выживаемо-
сти [37–40]. Согласно полученным данным, снижение экспрессии генов Slc20a1, 
Slc20a2, Xpr1 и Ankh и Pi-зависимых сигнальных путей – Mapk1/3, Fgfr2, Ctnnb1 
и Bmp4 (см. рис. 2б, в), по-видимому, характеризует ранний костный ответ на ре-
тенцию Pi в условиях сниженной функции почек в группах НЭ2/НЭ6.

Экспрессия транспортеров PiT1 (Slc20a1) и PiT2 (Slc20a2) зависит от внекле-
точной концентрации Pi и, как полагают, опосредует его клеточные эффекты как 
за счет изменения внутриклеточного пула Pi, так и благодаря функции прямого 
«сенсинга» (рецепции) [31, 32]. Согласно данным литературы, эффекты Pi на экс-
прессию генов in vitro определяются его концентрацией и длительностью воздей-
ствия [40–42] и, предположительно, реализуются через сигнальные пути MAPK 
и WNT [8, 31, 40]. В соответствии с этими данными, в группе НЭ6 с повышенным 
Pi мы обнаружили сонаправленное подавление экспрессии генов, ответственных 
за внутриклеточный транспорт и экспорт Pi (Slc20a1/2, Xpr1) и ключевых киназ 
MAPK-пути (Mapk1/3). Важно отметить, что в группе НЭ2 наблюдали сходный про-
филь подавления экспрессии генов, несмотря на отсутствие значимого повышения 
уровня Pi в сыворотке крови натощак. Совокупность этих результатов позволяет 
выдвинуть гипотезу о том, что на ранних этапах ХБП даже транзиторная, например 
постпрандиальная, нагрузка Pi в условиях сниженной почечной функции может 
оказывать регуляторное воздействие на костную ткань, что проявляется на моле-
кулярном уровне еще до развития устойчивой гиперфосфатемии.

Наряду с нарушением передачи сигналов MAPK пути, связанных с метаболиз-
мом Pi, важную роль в снижении костного обмена на ранних стадиях ХБП мо-
жет играть подавление WNT-пути. Оно проявлялось как снижением экспрессии 
гена ключевого внутриклеточного мессенджера канонического WNT – β-катеина 
(Ctnnb1), так и преобладанием ингибирующих влияний со стороны Dickkopf-1 
и склеростина, синтезируемых остеоцитами. Мы предполагаем, что этот дисба-
ланс представляет собой один из ранних путей подавления костного формиро-
вания при МКН-ХБП. В дальнейшем данные факторы могут опосредовать свое 
действие через формирование резистентности костной ткани к ПТГ и подавление 
канонического Wnt-пути – механизмы, ранее показанные для развернутых стадий 
ХБП [8, 13, 30, 36].

Таким образом, фенотип скелета на ранних стадиях хронического повреждения 
почек характеризуется гистологическими и молекулярными признаками снижен-
ного костного обмена, в основе которых могут лежать нарушения внутриклеточно-
го транспорта Pi и подавление сигнальных путей остеобластогенеза и оссификации. 
Наши результаты согласуются с клиническими данными о том, что на ранних ста-
диях ХБП у значительной части пациентов развивается адинамическое поражение 
кости, характеризующееся низким костным ремоделированием [18–20]. Выявлен-
ные молекулярные и клеточные изменения, происходящие на начальных этапах 
дисфункции почек, важны для планирования дальнейших исследований, направ-
ленных на разработку стратегий своевременного предотвращения необратимых 
клинических последствий МКН-ХБП.
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Наше исследование имеет ряд ограничений. Во-первых, не был выполнен 
анализ минерализации кости и динамических параметров костного обмена. Не-
смотря на это, мы обнаружили достоверные различия между группами, используя 
статические параметры гистоморфометрии кости и профилей экспрессии генов, 
тесно ассоциированных с костным ремоделированием и транспортом Pi. Во-вто-
рых, уровни сывороточного Pi, его экскреция и регуляторные факторы оценивали 
только в состоянии натощак. Мы не оценивали влияние суточных колебания Pi 
и его постпрандиальную нагрузку на профили экспрессии генов и гистологические 
особенности костной ткани. Для выяснения роли пищевой нагрузки Pi кажется 
целесообразным включить в исследование группы, получающие диету с высоким 
содержанием фосфора. Но на данном этапе такие группы были намеренно исклю-
чены, чтобы избежать формирования гиперфосфатемии и вторичного гиперпара-
тиреоза, которые оказывают известное влияние на костную ткань [2, 9].
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