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РЕФЕРАТ
ВВЕДЕНИЕ. Молекулярные механизмы начальных стадий нарушений обмена неорганического фосфата (Pi) при хро-
нической болезни почек (ХБП) остаются недостаточно изученными. ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ: проверка гипотезы об 
изменении образования ингибиторов канонического сигнального пути Wnt и снижении костного обмена как одном из 
ранних механизмов нарушения баланса Pi при ХБП. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. У крыс линии SHR (N=52) – животные с не-
фрэктомией (NE) или ложной операцией (SO) и сроками наблюдения 2, 4 и 6 мес, измеряли концентрации креатинина 
(Cr), неорганического фосфата (Pi) и паратиреоидного гормона (PTH), фактора роста фибробластов 23 (FGF23), осте-
опротегерина (OPG), склеростина (SOST) и Dickkopf-1 (DKK) в сыворотке крови, экспрессию мРНК генов SOST и DKK 
в почке, альбуминурию (Alb), протеинурию (uTP), фракционную (FEPi) и абсолютную (uPi24) экскрецию Pi. РЕЗУЛЬТА-
ТЫ. Экспериментальная модель была сопоставима с 1–2 стадиями ХБП. В группах NE4 и NE6 концентрация sPi и его 
экскреция почками (FEPi и uPi24) были значительно выше, чем у соответствующего контроля SO4 (p=0,006, p<0,010) 
и SO6 (p=0,002, p=0,028). Концентрации FGF23 и PTH в сыворотке NE и SO животных достоверно не различались. В 
группах NE4 и NE6 концентрации SOST и DKK в сыворотке были значительно выше, чем у контроля (p<0,049, p<0,043), 
при этом экспрессия генов SOST и DKK в NE почке снижалась или не изменялась значительно. Концентрация OPG 
была выше в группе NE6 при сравнении с SO6 (p=0,028). ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Начальные стадии экспериментальной ХБП 
характеризует повышение концентраций Dikkopf-1, склеростина, а также остеопротегерина в сыворотке крови. Полу-
ченные данные позволяют предполагать возможную роль ингибирования канонического Wnt-сигналинга и редукции 
обмена кости на ранних стадиях патогенеза нарушений обмена Pi при ХБП. 
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ABSTRACT

BACKGROUND. The molecular mechanisms of the initial stages of inorganic phosphate (Pi) metabolic disorders in chronic kid-
ney disease (CKD) remain poorly understood. THE AIM. To test the hypothesis about changes in canonical Wnt signaling path-
way inhibitors biosynthesis and a concomitant decrease in bone turnover as one of early mechanisms of Pi imbalance in CKD. 
MATERIAL AND METHODS. Creatinine (Cr), inorganic phosphate (Pi), serum parathyroid hormone (PTH), fibroblast growth 
factor 23 (FGF23), osteoprotegerin (OPG), sclerostin (SOST) and Dickkopf-1 (DKK), renal SOST and DKK mRNA expression, 
albuminuria (Alb), proteinuria (uTP) levels, fractional (FEPi) and daily (uPi24) Pi excretion were analyzed in SHR rats (N = 52) 
with 3/4 nephrectomy (NE) or sham operation (SO) and observation periods of 2, 4, and 6 months. RESULTS. Experimental 
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model was comparable with 1-2 stages of CKD. In groups NE4 and NE6, the concentration of sPi and renal Pi excretion (FEPi 
and uPi24) were significantly higher vs corresponding controls SO4 (p = 0.006, p <0.010) and SO6 (p = 0.002, p = 0.028). Se-
rum concentrations of FGF23 and PTH in NE and SO animals did not change significantly. In NE4 and NE6 groups, serum SOST 
and DKK concentrations were significantly higher vs controls (p <0.049, p <0.043), while the kidney expression SOST and DKK 
mRNA in NE rats did not change significantly or decreased (p = 0.002, p <0.011). The serum concentration of OPG was higher 
in the NE6 vs SO6 control (p = 0.028). CONCLUSION. The initial stages of experimental CKD are characterized by an increase in 
serum concentrations of Dikkopf-1, sclerostin and osteoprotegerin. The obtained data suggest the possible role of canonical 
Wnt signaling inhibition and reduction of bone turnover in the pathogenesis of Pi metabolic disorders in early stages of CKD.

Keywords: inorganic phosphate, chronic kidney disease, bone turnover, renal excretion, canonical signaling pathway Wnt, 
Dikkopf-1, sclerostin, osteoprotegerin, fibroblast growth factor 23, parathyroid hormone
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ВВЕДЕНИЕ

Рост содержания неорганического фосфата 
(Pi) в клетках и внеклеточном матриксе обладает 
широким спектром неблагоприятных биологиче-
ских эффектов. Почечная экскреция Pi является 
главным механизмом поддержания его гомеоста-
за в организме. Кроме того, почки занимают важ-
ное место в паракринной/ эндокринной регуля-
ции обмена Pi, являясь основным местом синтеза 
кальцитриола и белка α-Klotho (Klotho). При этом 
открытым остается вопрос о роли непочечных 
механизмов поддержания нейтрального баланса 
Pi при хронической болезни почек (ХБП). В част-
ности, представления, ставшие общепринятыми, 
не учитывают в достаточной мере роль скелета: 
1) как органа, способного служить «депо» для 
существенной доли обмениваемого Pi; 2) страте-
гически регулировать баланс Pi и оказывать си-
стемное влияние в результате синтеза секретируе-
мых белков костного происхождения. При ХБП 
существенным фактором увеличения общего пула 
Pi в организме является интестинальная абсорб-
ция, которая при развитии ХБП значительно не 
меняется, как и экспрессия NaPi- транспортеров 
в кишечнике [1]. Весьма вероятно, что в условиях 
стабильного всасывания Pi в кишке на фоне сни-
жения возможностей экскреции Pi почками при 
ХБП постпрандиальное увеличение Pi в цирку-
ляции приводит к кратковременному «вбросу» и 
избыточной аккумуляции аниона в кости и мяг-
ких тканях [2, 3]. Мы предполагаем, что чем ниже 
функция почек, тем более выражены этот процесс 
и его клинико-морфологические проявления со 
стороны костей и сосудов.

При ХБП ряд событий приводят к снижению 
костного обмена в связи с необходимостью инги-
бирования возросшей активности канонического 

сигнального пути Wnt (cWnt, canonical wingless/
Wg integrated/int-1). Проведенный анализ данных 
показал, что избыточные активация или депрес-
сия сWnt играют существенную роль в развитии 
патологических процессов в скелете, сердечно-
сосудистой системе и почках [4–9] – органах, 
имеющих непосредственное отношение к регу-
ляции обмена Pi. сWnt тесно связан с системой 
костных морфогенетических белков (BMP, bone 
morphogenic proteins), которая, в частности, имеет 
значение для дифференцировки мезенхимальных 
остеопрогениторных клеток и процессов интегра-
ции скелета [10]. Активация сWnt приводит к фор-
мированию костной ткани за счет анаболического 
и анти-катаболического действия, в то время как 
снижение активности cWnt при дисфункции по-
чек ассоциировано со снижением анаболических 
процессов в кости [11]. Контррегуляция сWnt осу-
ществляется взаимодействием со специфически-
ми ингибиторами (iWnt) – склеростином (SOST), 
Dickkopf-1 (DKK), sFRP-4 (секреторный frizzled 
related protein) [12]. Снижение анаболических про-
цессов скелета при ХБП может являться причиной 
iWnt-опосредованного снижения активности сWnt. 
Склеростин преимущественно синтезируется осте-
оцитами и в меньшей степени хондроцитами, как и 
Dickkopf-1, снижает формирование костной ткани 
за счет ингибирования терминальной дифференци-
ровки остеобластов и их апоптоза [13]. Склеростин 
способен образовывать комплекс с рецептором 
LPR5/6 (low density lipoprotein related protein), пре-
пятствовать взаимодействию с лигандами сWnt и 
трансмембранным рецептором Frizzled, белками 
Dishevelled и Axin [14]. Нокаут гена SOST приводит 
к патологическому повышению костной массы. 
Другой ингибитор сWnt – DKK1, как и SOST, спо-
собен связываться с LPR6 и блокировать сWnt, по-
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мимо этого DKK1 снижает уровень бета-катенина, 
повышая экспрессию OCT4 (octamer-binding 
transcription factor 4). Остеопротегерин (OPG) – 
циркулирующий представитель суперсемейства 
рецепторов фактора некроза опухоли, синтезиру-
ется преимущественно остеобластами. OPG изве-
стен как негативный регулятор резорбции костной 
ткани, действуя как ловушка для RANKL (лиганд 
рецептора активатора NFkB), препятствует актива-
ции RANK (рецептор активатор NFkB), пролифе-
рации и дифференцировке остеокластов. Увеличе-
ние его концентрации свидетельствует о снижении 
костного обмена (при высокой скорости обмена 
активны и синтез, и резорбция костной ткани). По-
вышение перечисленных остеогенных факторов в 
циркуляции, вероятно, имеет системные эффекты 
в отношении других органов, что может являться 
основой для патологического взаимодействия поч-
ки и костной ткани при формировании дисбаланса 
неорганического фосфата и развития сосудистой 
кальцификации [15, 16].

Мы предположили, что: а) увеличение цир-
кулирующих ингибиторов канонического Wnt-
сигналинга является ранним событием в патоге-
незе ретенции Pi на фоне ХБП и б) может быть 
результатом увеличения их экспрессии в повреж-
денном органе. Для проверки этой гипотезы пока-
затели обмена Pi были сопоставлены с уровнями 
классических фосфат-регулирующих гормонов и 
iWnt в системной циркуляции, а также экспресси-
ей мРНК iWnt в почке в экспериментальных моде-
лях начальных стадий ХБП.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на взрослых самцах 
крыс линии SHR массой 190–230 г (питомник 
«Колтуши»). Животных содержали в стандарт-
ных условиях вивария Института физиологии им. 
И.П. Павлова РАН в клетках площадью 0,2 м2 по 
5 крыс в каждой со свободным доступом к воде. 
Световой режим контролировался автоматически: 
12 ч свет/12 ч темнота; температура в помещении 
составляла 20–22 oC. Животные ежедневно по-
лучали сбалансированный лабораторный корм с 
содержанием полноценного белка – 20,16 %, жи-
ров – 1,18 %, углеводов – 85,3 %, кальция – 1,03%, 
фосфата – 0,8 % и хлорида натрия – 0,34 % по 28–
30 г корма на крысу. Суточное потребление белка 
одним животным, в среднем, составляло 6 г, жи-
ров – 0,35 г, углеводов 25,6 г. В работе применена 
хирургическая модель ХБП – нефрэктомия (NE) 
3/4 [17]. Контролем служили ложнооперирован-
ные (SO) крысы SHR с соответствующими сро-

ками наблюдения, которые составили 2, 4, 6 мес 
после NE (таблица).

Биохимические исследования 
За сутки до выведения из эксперимента крыс 

помещали в индивидуальные метаболические ка-
меры для сбора мочи на 24 ч в условиях водной 
депривации. Взятие образцов крови происходи-
ло при выведении животных из эксперимента. 
Кровь и мочу центрифугировали при 1000 g в те-
чение 30 мин. Аликвоты хранили при температу-
ре –80 ºС до момента выполнения исследований 
(не более 6 мес). Концентрацию неорганического 
фосфата (Pi), креатинина (Cr) в сыворотке крови и 
моче, уровни альбуминурии и протеинурии (uTP) 
определяли с использованием реагентов фир-
мы «Витал Девелопмент Корпорэйшн» (Россия) 
на биохимическом автоматическом анализаторе 
«CА-90» («Furuno», Япония). Для измерения кон-
центрации PTH, FGF23, OPG, SOST и DKK в сы-
воротке крови использовали тест-систему муль-
типараметрического флюоресцентного анализа 
MILLIPLEX MAP «Rat Bone Magnetic Bead Panel 
1» (Merck, Германия).

ПЦР в реальном времени
Фрагменты почки банкировали в фиксаторе 

«IntactRNA» для стабилизации РНК в биологи-
ческих образцах (Евроген, Россия) и хранили при 
температуре –80 ºС до проведения исследований. 
Из всех образцов была выделена и очищена то-
тальная РНК («РИБО-золь» и «РИБО-сорб-С», 
ИнтерЛабСервис, Россия), выполнена обработка 
очищенной тотальной РНК дезоксирибонуклеа-
зой I (Thermo Scientifi c, США). Выполнена об-
ратная транскрипция с использованием набора 
MMLV RT kit (Евроген, Россия). Амплификацию 
проводили на приборе ICycler (BioRad, США) 
с использованием готовой смеси qPCRmix-HS 
SYBR (Евроген, Россия). Каждый образец ампли-
фицировали в трех пробирках, содержащих прай-
меры для склеростина 5’-gcaccatgcagctctcacta-3’, 
5’-gctgtactcggacacgtctt-3’ или Dickkopf-1 5’-ctgcat-
gaggcacgctatgt-3’, 5’-ctgtggcgcagtctgatgat-3’ и генов 
домашнего хозяйства GAPDH 5’-agatggtgaaggtcg-
gtgtg-3’, 5’-gatctcgctcctggaagatg-3’, HPRT1 5’-gtt-

Таблица / Table 

Экспериментальные группы

Study groups

Модель
Продолжительность наблюдения, мес

2 4 6

SO SHR, n SO2, 8 SO4, 9 SO6, 8

NE SHR, n NE2, 9 NE4, 10 NE6, 8

Примечание. SO – ложная операция; NE – нефрэктомия; SO – 
sham operated, NE – nephrectomy.
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ggatacaggccagactt-3’, 5’-gccacatcaacaggactctt-3’. 
Для каждой пары праймеров выполняли оценку 
эффективности ПЦР. Программа амплификации 
состояла из начальной денатурации (95 °C, 3 мин) 
и 40 циклов, включавших денатурацию (94 °C, 
20 с), отжиг праймеров и элонгацию (60 °C, 40 с). 
Экспрессию таргетного гена рассчитывали мето-
дом ΔΔCt с учетом эффективности ПЦР.

Статистический анализ 
Данные представлены как медиана и интер-

квартильный размах (m, 25%–75%). Для сравне-
ния двух выборок использовали критерий Манна–
Уитни, при сравнении большего числа выборок – 
критерий Краскела–Уоллиса. Межгрупповые 

различия и регрессионные коэффициенты счи-
тали статистически достоверными при значении 
p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика полученных моделей 
Полученные экспериментальные модели хро-

нической дисфункции почек были сопоставимы с 
ранними стадиями ХБП, поскольку концентрация 
креатинина в сыворотке крови увеличивалась не 
более чем на 30 % по сравнению с контролем (рис. 
1А). Рост уровня альбуминурии соответствовал 
увеличению сроков экспериментального воздей-
ствия (см. рис. 1 Б).

Рисунок 1. Лабораторные показатели функции почек и баланса неорганического фосфата (Pi) в полученных моделях 
хронической ренальной дисфункции: А – креатинин в сыворотке крови (sCr); Б – альбуминурия; В – Pi в сыворотке крови; 
Г – фракционная экскреция Pi (FEPi) и Д – абсолютная экскреция Pi (uPi24) почками; SO – ложнооперированные животные; 
NE – животные с нефрэктомией; на графиках указаны значения p при сравнении SO и NE групп с сопоставимыми сроками 
наблюдения.
Figure 1. Laboratory tests of kidney function and inorganic phosphate (Pi) balance in experimental renal injury: А – serum creatinine 
(sCr), B – albuminuria, C – serum Pi, D – fractional excretion of phosphate (FEPi), E – 24-hour urine phosphate excretion (uPi24); SO 
– sham operated animals, NE – nephrectomized animals; on graphs are p-values   for groups SO and NE with comparable observation 
periods.
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Рисунок 2. Уровни фосфат-регулирующих гормонов и остеогенных факторов: А – концентрация фактора роста фибробластов 
23 (FGF23); Б – паратиреоидного гормона (PTH); В – склеростина (SOST); Г – Dickkopf-1 (DKK); Д – нормализованная экспрес-
сия мРНК гена SOST (GAPDH, HPRT1); Е – нормализованная экспрессия мРНК гена DKK (GAPDH, HPRT1); Ж – концентрация 
остеопротегерина (OPG) в сыворотке крови; на графиках указаны значения p при сравнении SO и NE групп с сопоставимыми 
сроками наблюдения; NS – различия недостоверны.
Figure 2. Levels of phosphate-regulating hormones and skeletal cell-derived molecules: A – serum concentration of fibroblast growth 
factor 23 (FGF23), B – parathyroid hormone (PTH), C – sclerostin (SOST), D – Dickkopf-1 (DKK), D - normalized quantitative expression 
of mRNA SOST (GAPDH, HPRT1), E – normalized quantitative expression of mRNA DKK (GAPDH, HPRT1), F – serum osteoprotegerin 
(OPG); on graphs are p-values   for groups SO and NE with comparable observation periods, NS – not significant.
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При сроке наблюдения 2 мес концентрация Pi 
в сыворотке крови (sPi) несколько снижалась в 
группе NE2 по сравнению с контролем SO2 (см. 
рис. 1 В), фракционная экскреция Pi увеличива-
лась (см. рис. 1 Г), абсолютная экскреция Pi поч-
ками значительно не изменялась (см. рис. 1 Д). В 
группах с продолжительностью эксперимента 4 и 
6 мес (NE4 и NE6) достигнут позитивный баланс 
Pi, о чем свидетельствовало повышение концен-
трации Pi в сыворотке крови при достоверном по-
вышении индексов мочевой экскреции Pi (см. рис. 
1 В–Д).

У животных с NE и SO концентрации FGF23 
и PTH в сыворотке крови достоверно не разли-
чались (рис. 2 А, Б). Концентрации SOST и DKK 
в сыворотке были выше у животных с NE и сро-
ками наблюдения 4 и 6 мес по сравнению с со-
ответствующим контролем SO4 и SO6 (см. рис. 
2 В, Г). В группе NE6 экспрессия мРНК DKK и 
SOST была выше, чем в группах с менее выра-
женным хроническим повреждением почек NE2 
и NE4 (DKK: p<0,002, SOST: p<0,026). При сроке 
экспериментальной ХБП 4 мес почечная экспрес-
сия генов DKK и SOST была значительно ниже по 
сравнению с контролем, при сроке наблюдения 6 
мес не различалась (рис. 2 Е). Сывороточная кон-
центрация OPG была выше у животных в группе 
NE6 по сравнению с SO6 (см. рис. 2 Ж).

ОБСУЖДЕНИЕ 

В постнатальном онтогенезе экспрессия iWNT 
(SOST и DKK) преимущественно ограничивается 
скелетом, где SOST синтезируется зрелыми остео-
цитами [18], а DKK – зрелыми остеобластами, 
остеоцитами и мезенхимальными стромальными 
клетками костного мозга [19]. Ранее мы предпо-
ложили, что увеличение концентрации SOST и 
DKK в сыворотке крови при экспериментальной 
ХБП может отражать процессы изменения балан-
са клеточных популяций костной ткани в пользу 
остеоцитов и снижения ее обмена в ответ на за-
держку Pi вследствие ренальной дисфункции [16]. 
Последствиями снижения обмена скелета являют-
ся смещение распределения и избыточная аккуму-
ляция Pi в мягких тканях и кальцификации [20]. 

Полученные данные подтверждают гипотезу, 
положенную в основу исследования, и указывают 
на то, что повышение циркулирующих ингибито-
ров канонического сигнального пути Wnt является 
одним из молекулярных событий при формирова-
нии дисбаланса Pi в условиях экспериментальной 
ХБП. Известно, что при ренальной дисфункции 
может происходить увеличение образования iWnt 

в почках и сердечно-сосудистой системе [21, 22]. 
Есть отдельные наблюдения, предполагающие 
вклад локального синтеза в почках в системную 
циркуляцию и их действие на скелет [23–25]. Мы 
наблюдали увеличение циркулирующих ингиби-
торов Wnt в группе животных со сроками NE 4 
и 6 мес по сравнению с контролем. Вместе с тем, 
почечная экспрессия мРНК SOST и DKK на тех 
же сроках эксперимента была снижена или до-
стоверно не различалась. Таким образом, почки, 
очевидно, не являются существенным источни-
ком циркулирующих iWnt в условиях начального 
повреждения, обусловленного редукцией массы 
действующих нефронов и системной гипертензи-
ей. 

Канонический путь Wnt является одним из 
основных регуляторов клеточных процессов, свя-
занных с определением судьбы клетки и морфо-
генезом [26]. Активность cWnt во взрослом ор-
ганизме связана с прогрессированием почечного 
фиброза, сосудистой кальцификацией и адинами-
ческой болезнью костей [7, 24, 25]. По некоторым 
данным ингибирование сWnt является одной из 
причин снижения пролиферативной активности 
стволовых клеток эпителия различных органов, а 
в костной ткани препятствует дифференцировке 
остеобластов [27]. Предполагают, что основным 
источником iWnt в кости являются остеоциты [28]. 
В рамках современных представлений остеоциты 
являются не только основным участником меха-
нотрансдукции [28], но и сенсором изменений 
системного баланса Pi, и одними из первых реаги-
руют на его ретенцию благодаря их естественной 
и весьма тесной анатомо-функциональной связи с 
сосудами и матриксом [29]. Геномные и протеом-
ные исследования последних лет демонстрируют, 
что Pi является стимулом экспрессии генов кле-
точной пролиферации, связан с дифференциров-
кой остеобластов и минерализацией внеклеточно-
го матрикса [30–32]. Для этих процессов важны 
Na-зависимые Pi транспортеры 3 типа (Pit-1 и 
Pit-2), которые у млекопитающих также способ-
ны выполнять функцию сенсоров Pi [28, 29]. В 
остеобластах и остеоцитах избыток Pi приводит к 
синтезу белков семейства SIBLING (small integrin-
binding ligand, N-linked glycoprotein) – остеопонти-
на, остеопротегерина, DMP (Dentin matrix acidic 
phosphoprotein 1), PHEX (Phosphate-regulating 
neutral endopeptidase, X-linked), связанных с ак-
тивацией синтеза FGF23 [34]. В остеокластах Pi 
приводит к снижению экспрессии гена RANKL, 
супрессии RANK, снижению остеокластогенеза и 
остеорезорбции [35].
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На уровне кости угнетение Wnt-сигналинга 
может быть одной из причин нарушения регене-
рации и дифференцировки остеобластов и остео-
кластов и снижения костного обмена [27]. Кос-
венным подтверждением изменений клеточных 
процессов в скелете в этом исследовании было 
увеличение концентрации OPG – ингибитора 
остеокластогенеза и остеорезорбции [36].

В примененной модели ранних стадий дис-
функции почек (приблизительно соответствую-
щих ХБП 1–3А стадий) увеличение iWnt и OPG 
происходило в отсутствии каких-либо изменений 
со стороны РТН и FGF-23. Рост FGF23, синтези-
руемого, главным образом, остеоцитами и зрелы-
ми остеобластами, также характерен для снижен-
ного обмена кости. Активация синтеза FGF23, в 
первую очередь, происходит при стабильном по-
вышении концентрации Pi в крови на фоне вы-
раженной дисфункции почек [37, 38]. Эти резуль-
таты позволяют предполагать, что увеличение 
образования iWnt с вероятными последствиями в 
отношении перестройки обмена и минерализации 
скелета является ранним событием в патогенезе 
нарушений обмена Pi при ХБП. Циркулирующие 
iWnt можно рассматривать как кандидатные био-
маркеры наиболее ранних эффектов реакции ске-
лета (увеличения популяции остеоцитов) на по-
чечную задержку Pi. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в исследовании продемонстри-
ровано повышение концентраций склеростина 
и Dickkopf-1 при начальной дисфункции почек, 
которое не связано с изменением ренальной экс-
прессии генов SOST и DKK1 и опережает ответ 
со стороны классических фосфат-регулирующих 
систем – FGF23 и PTH. Полученные данные по-
зволяют предполагать возможную роль ингибиро-
вания канонического Wnt-сигналинга и снижения 
обмена кости в патогенезе дисбаланса Pi на ран-
них стадиях ХБП.

Работа выполнена при поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (№18-015-00425).
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