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РЕФЕРАТ
ВВЕДЕНИЕ. Дефицит витамина D (син.: кальцитриол, D-гормон) широко распространен среди пациентов с хрониче-
ской болезнью почек (ХБП), что обусловлено не только снижением биосинтеза 1,25(OH)

2
D

3
 в поврежденных канальцах 

нефрона, но и усилением катаболизма 1,25(OH)
2
D

3
 и 25OHD

3
. Уровни витамина D в сыворотке крови имеют обратную 

корреляцию с расчётной скоростью клубочковой фильтрации. В интервенционных исследованиях показано, что вита-
мин D и его аналоги препятствуют прогрессированию ренального фиброза у экспериментальных животных, а также 
уменьшают протеинурию у пациентов с ХБП. Ренопротективные эффекты витамина D выходят далеко за рамки его 
классической роли в поддержании костного и минерального обмена, что является отражением его плейотропного 
действия. ЦЕЛЬ: исследование ассоциации между уровнем 25OH-гидроксивитамина D (25OHD) и ренальным фибро-
зом у спонтанно гипертензивных крыс (SHR) с начальными стадиями экспериментальной ХБП. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. 
У нефрэктомированных (NE) и ложнооперированных (SO) крыс линии SHR (сроки наблюдения 2, 4 и 6 месяцев) и SO 
крыс Wistar Kyoto (срок наблюдения 2 месяца) измеряли систолическое артериальное давление (АД), протеинурию, 
альбуминурию, концентрации креатинина (Cr), мочевины (Ur), неорганического фосфата (Pi), 25OHD в сыворотке кро-
ви, выполняли морфологическое светооптическое исследование почки. РЕЗУЛЬТАТЫ. Экспериментальная модель 
соответствовала начальным стадиям ХБП (Ur: 6,64 – 13,36 ммоль/л). Значительное увеличение площади ренального 
фиброза у животных с NE прямо коррелировало с уровнем АД (r = 0,51, p <0,001), сывороточного Сr (r = 0,76, p <0,001), 
альбуминурии (r = 0,64, p <0,001) и протеинурии (r = 0,78, p <0,001) и негативно – с концентрацей 25OHD в сыворотке 
(r=-0,67, p<0,001), при множественном регрессионном анализе достоверная корреляция между площадью фиброза и 
уровнем 25OHD сохранялась (β= –0,28, p=0,012). Кроме того, для 25OHD были получены наиболее высокие значения 
площади под кривой (AUC = 0,95) при выявлении интерстициального фиброза более 10  %. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Снижение 
концентрации 25ОНD в сыворотке крови на начальных стадиях экспериментальной ХБП и артериальной гипертензии 
независимо ассоциировано с развитием почечного фиброза.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Vitamin D deficiency is commonly observed in patients with chronic kidney disease (CKD) due to decreased 
biosynthesis of 1,25(OH)

2
D

3
 in damaged renal tubules and increased catabolism of 1,25(OH)

2
D

3
 and 25OHD

3
. There is a grow-

ing evidence that vitamin D deficiency may contribute to impaired kidney function. Interventional studies have shown that vi-
tamin D and its analogs attenuate the progression of renal fibrosis in experiment, and reduce proteinuria in patients with CKD. 
The renoprotective effects of vitamin D go far beyond its classical role in maintaining bone and mineral metabolism, which is 
a result of its pleiotropic action. THE AIM: to investigate the association between 25OH-hydroxyvitamin D (25OHD) level and 
renal fibrosis in spontaneously hypertensive rats (SHR) with early stages of experimental CKD. MATERIAL AND METHODS. 
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Systolic blood pressure (BP), proteinuria, albuminuria, creatinine (Cr), urea (Ur), inorganic phosphate (Pi), 25OHD in serum 
were measured in nephrectomized (NE) and sham operated (SO) spontaneously hypertensive rats SHR (follow-up period 2, 
4 and 6 months) and SO Wistar Kyoto rats (follow-up period 2 months), morphological light-optical study of kidney tissue was 
performed. RESULTS. The experimental model corresponded to the initial stages of CKD (Ur: 6.64 – 13.36 mmol/L). A signifi-
cant increase in the area of   renal fibrosis in animals with NE correlated with an increase in blood pressure (r = 0.51, p <0.001), 
serum Cr (r = 0.76, p <0.001), and albuminuria (r = 0.64, p <0.001) and proteinuria (r = 0.78, p <0.001) and a decrease in the 
concentration of 25OHD in serum (r = -0.67, p <0.001). In multiple regression analyzes, a reliable association of fibrosis with 
25OHD was maintained (β = -0.28, p = 0.012). In addition, in ROC-analysis the largest value   of the area under the curve was 
obtained for 25OHD (AUC = 0.95) to detect interstitial fibrosis more than 10 %. CONCLUSION. 25OHD depression at the initial 
stages of experimental CKD and hypertension is independently associated with the development of renal fibrosis.
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ВВЕДЕНИЕ

Почечный фиброз – основополагающий пато-
физиологический процесс при ХБП, приводящий 
к прогрессирующему снижению функции почек и 
терминальной недостаточности органа [1]. Важ-
нейшими механизмами почечного фиброза явля-
ются активация фибробластов и эпителиально-
мезенхимальная трансформация (ЭМТ) клеток ка-
нальцев. Известно о взаимосвязях между витами-
ном D и интерстициальным фиброзом органов [2–
4]. Действие активной формы витамина D [син.: 
1,25(OH)2D3, кальцитриол, D-гормон] выходит 
далеко за рамки регуляции кальций-фосфатного 
гомеостаза и также связано с клеточной проли-
ферацией и дифференцировкой, воспалением и 
иммунитетом [5, 6]. Результаты эксперименталь-
ных исследований подтверждают потенциаль-
ное нефропротективное действие витамина D и 
его аналогов [7–20]. Защитное действие витами-
на D связано с модуляцией многочисленных сиг-
нальных путей, в том числе ренин-ангиотензин-
альдостероновой системы (РААС) [21], ядерного 
фактора-κB (NF-κB) [22], трансформирующего 
фактора роста-β (TGF-β)/Smad [23] и сигнального 
пути Wnt/β-катенин [22], приводит к подавлению 
накопления внеклеточного матрикса, воспаления 
и клеточной гибели.

Предшественник витамина D – 25ОНD яв-
ляется субстратом для превращения в биологи-
чески активную форму, и его дефицит является 
объективной причиной снижения 1,25(OH)2D. 
Cчиталось, что уровень 25ОНD не изменяется 
вплоть до поздних стадий ХБП, однако, полу-
чены экспериментальные данные о снижении 
уровня 1,25(OH)2D3, в том числе из-за деграда-
ции 25OHD под действием катаболического фер-
мента CYP24, активность которого существенно 

возрастает при дисфункции почек [24]. В кон-
тексте новых данных исследование ассоциации 
между уровнем 25OHD и фибропластическими 
процессами в почках представляет существен-
ный интерес, поскольку измерение 25OHD яв-
ляется несложным и доступным лабораторным 
тестом, а восполнение дефицита – относитель-
ной простой клинической задачей. Целью ис-
следования являлся анализ взаимосвязей между 
уровнем 25OHD и ренальным фиброзом в экспе-
риментальной модели дисфункции на фоне арте-
риальной гипертензии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Экспериментальная модель ХБП 
Исследование выполнено на взрослых самцах 

крыс линии SHR массой 190–230 г и Wistar Kyoto 
(питомник «Колтуши»). Животных (N=60) содер-
жали в стандартных условиях вивария Института 
физиологии им. И.П. Павлова РАН в клетках пло-
щадью 0,2 м2 по 5 крыс в каждой со свободным до-
ступом к воде. Световой режим контролировался 
автоматически: 12 ч свет/12 ч темнота; температу-
ра в помещении составляла 20–22 oC. Животные 
ежедневно получали стандартный лабораторный 
корм фирмы «Информ-корм» (Россия) по 28–30 г 
корма на крысу. Суточное потребление белка од-
ним животным, в среднем, составляло 6 г, жиров – 
0,35 г, углеводов 25,6 г. В работе применена хи-
рургическая модель ХБП – нефрэктомия (NE) 3/4 
[25]. Контролем хирургических моделей служили 
ложнооперированные (SO) крысы с соответству-
ющими сроками наблюдения, нормотензивные 
SO крысы Wistar Kyoto служили контролем экспе-
римента (табл. 1). Всем животным выполняли из-
мерение систолического артериального давления 
(АД) манжеточным методом [26].
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Биохимические исследования 
За сутки до выведения из эксперимента крыс 

помещали в индивидуальные метаболические 
камеры и фиксировали для сбора мочи на 24 ч в 
условиях водной депривации. Взятие образцов 
крови осуществляли при выведении животных из 
эксперимента. Кровь и мочу центрифугировали 
при 1000 g в течение 30 мин. Аликвоты хранили 
при температуре –80 ºС до момента проведения 
исследований (не более 6 мес). Концентрацию 
неорганического фосфата (Pi), креатинина (Cr), 
мочевины (Ur), альбумина и общего белка опре-
деляли при помощи реагентов фирмы «Витал 
Девелопмент Корпорэйшн» (Россия) на биохи-
мическом автоматическом анализаторе «CА-90» 
(«Furuno», Япония). Концентрацию 25ОНD изме-
ряли с использованием тест-системы «25OH вита-
мин D» («Abbott Laboratories», США) для количе-
ственного определения 25(ОН)D2 и 25(ОН)D3 [27] 
на анализаторе «ARCHITECT i2000SR» («Abbott 
Laboratories», США). 

Гистологическое исследование 
Фрагменты почки каждого животного (попе-

речный срез, 2 мм) фиксировали в 5 % нейтраль-
ном формалине (рН 7,4) в течение 24 ч при ком-
натной температуре (22 ºС). После стандартной 
обработки (обезвоживание и пропитка) из пара-
финовых блоков изготавливали серийные срезы 
толщиной 2 мкм. Препараты окрашивали анили-
новым синим по Массону. Площадь интерсти-
циального фиброза измеряли в 10 полях зрения 
для каждого гистологического микропрепарата 
при об. 20, ок. 10 с использованием АПК «Видео 
ТесТ-Морфология 5.2» (ООО «Видеотест», Рос-
сия) и выражали в % относительно площади поля 
зрения.

Статистический анализ 
Данные представлены как медиана и ин-

терквартильный размах (Me, 25 %–75 %). Для 
сравнения двух выборок использовали критерий 
Манна–Уитни, при сравнении большего числа вы-

борок – критерий Краскела–Уоллиса. Для оценки 
связей между переменными использовали непара-
метрический ранговый коэффициент корреляции 
Спирмена и множественный линейный регресси-
онный анализ. До включения в анализ некоторые 
переменные со смещенным распределением мог-
ли быть подвергнуты логарифмической трансфор-
мации. Для оценки прогностической значимости 
показателей использовали анализ ROC-кривых. 
Межгрупповые различия и регрессионные коэф-
фициенты считали статистически значимыми при 
значении p<0,05.

Исследования проведены в соответствии с На-
циональным стандартом Российской Федерации, 
ГОСТ З-53434-2009 «Принципы надлежащей 
лабораторной практики», приказом Министер-
ства здравоохранения и социального развития 
РФ от 23 августа 2010 г. № 708н «Об утвержде-
нии Правил лабораторной практики» при одобре-
нии локальным этическим комитетом ПСПбГМУ 
им. И.П. Павлова. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выполненная модель соответствовала началь-
ным стадиям ХБП, поскольку уровень мочевины 
у животных на всех сроках после NE не превы-
шал 13,4 ммоль/л (рис. 1, А), что, согласно клас-
сификации D. Ormrod и T. Miller, соответствует 
умеренной уремии [21]. Уровень мочевины SO 
SHR не отличался от SO Wistar Kyoto (см. рис. 1, 
А). Суммарный фиброз почки был значительно 
выше у крыс с NE при сравнении с SO животны-
ми (см. рис. 1,  Б–Е) и увеличивался у животных 
с большей продолжительностью наблюдения, но 
не превышал 25 % от площади ткани, что также 
свидетельствует о начальных стадиях хрониче-
ской дисфункции почек. Концентрация 25ОНD в 
сыворотке крови была снижена в группах с NE и 
сроками наблюдения 4 и 6 мес при сравнении с 
соответствующим контролем (см. рис. 1, В). В об-
щей выборке животных уровень 25ОНD негатив-
но коррелировал с площадью суммарного фибро-
за почек (см. рис. 1, Г). Кроме того, площадь ре-
нального фиброза коррелировала с показателями 
функции почек – креатинином (r = 0,76, p <0,001) 
и мочевиной сыворотки (r = 0,68, p <0,001), альбу-
минурией (r = 0,64, p <0,001) и протеинурией (r = 
0,78, p <0,001), а также уровнем сывороточного 
неорганического фосфата (r = 0,59, p <0,001), си-
столическим артериальным давлением (r = 0,51, 
p <0,001) и диурезом (r = 0,68, p <0,001). У крыс 
SHR исходные значения АД до операции соста-
вили 178,3±12,3 мм рт. ст. и были значительно 

Таблица 1 / Table 1 
Экспериментальные группы 

Experimental groups

Модель
Продолжительность наблюдения, мес

2 4 6

SO WKY, n WKY, 8 – –

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

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

Примечание. WKY – крысы Wistar Kyoto; SHR – спонтанно 
гипертензивные крысы; SO – ложнооперированные; NE – не-
фрэктомия.
WKY – Wistar Kyoto rats; SHR – spontaneously hypertensive rats; 
SO – sham operated; NE – nephrectomy.
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выше, чем у WKY – 131,8±12,1 мм рт. ст. При сро-
ке наблюдения 2 мес и NE происходил рост АД 
по сравнению с контролем (p=0,020), при сроках 
4 и 6 мес АД было повышено во всех группах по 
сравнению с SO2 (p<0,034).

При множественном линейном регрессионном 
анализе с включением в модели лабораторных те-
стов, ассоциированных с фиброзом при корреля-

ционном анализе, обнаружена связь с уровнями 
25ОНD, креатинина сыворотки и систолическим 
артериальным давлением (табл. 2). Анализ ROC-
кривых показал, что при выявлении почечного 
фиброза (более 10 % от площади ткани почки) 
концентрация 25ОНD в сыворотке крови являет-
ся отличным классификатором, имеет большее 
значение AUC (площадь под кривой) (рис. 2, А) 

Рисунок 1. Функция почек и уровень 25OHD в моделях ХБП: А – концентрация мочевины в сыворотке крови (Ur); Б – площадь 
фиброза почки; В – концентрация 25OHD в сыворотке; Г – корреляция между уровнем 25OHD и ренальным фиброзом; Д – 
репрезентативные микрофотографии интерстициального фиброза (стрелки) почки ложнооперированного животного SO2 и 
Е – животного с нефрэктомией NE2 (трихромная окраска по Массону); * p<0,05.
Figure 1. The kidney function and 25OHD in experimental CKD: А – serum urea (Ur), B – total renal fibrosis, C – serum 25OHD concen-
tration, D – the correlation between 25OHD and renal fibrosis, E – representative micrographs of kidney interstitial fibrosis (arrows) in 
sham operated rat SO2 and E – nephrectomized rat NE2 (Masson's trichrome); * p<0,05.
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по сравнению с сывороточным креатинином (см. 
рис. 2, Б) и АД (AUC=0,73).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время имеются опубликованные 
данные о взаимосвязи между активной формой ви-
тамина D и интерстициальным фиброзом [28–33]. 
Важнейшими механизмами ренального фиброза 
являются активация фибробластов и ЭМТ – про-
цесс, при котором клетки почечных канальцев те-
ряют свой эпителиальный фенотип и приобрета-
ют признаки мезенхимы [28]. Активация и проли-
ферация фибробластов запускаются локально се-
кретируемыми фиброгенными цитокинами, таки-
ми как трансформирующий ростовой фактор-β1 
(TGF-β1), фактор роста соединительной ткани 

и хемотаксический белок-1 моноцитов [29, 30]. 
Среди этих фиброгенных цитокинов передача 
сигналов TGF-β инициирует проапоптотические 
эффекты и ЭМТ. Исследование на модели реналь-
ного фиброза показало, что активатор рецептора 
кальцитриола (VDR) парикальцитол эффективно 
предотвращает TGF-β1-индуцированное ЭМТ 
и накопление внеклеточного матрикса [31]. Со-
гласно данным Yujing Sun и соавт., повышенный 
уровень витамина D, но не Pi или FGF23, может 
быть причиной значительно менее выраженного 
ренального фиброза у мышей с нокаутом гена 
Klotho (kl/kl) по сравнению с гетерозиготами 
Kl/kl при односторонней перевязке мочеточника 
[32]. Данные авторов указывали на то, что повы-
шенный уровень витамина D у мышей kl/kl по-
давляет передачу сигналов TGF-β / Smad3, и это 
действие носит дозозависимый характер. Син-
тетический аналог витамина D, как сообщается 
X. Tan и соавт., ослабляет почечный интерстици-
альный фиброз при обструктивной нефропатии 
у мышей линии CD-1 посредством подавления 
экспрессии TGF-β1 и его рецептора 1 типа [33]. 
Кроме того, фармакологические VDR-активаторы 
способствуют снижению протеинурии и фиброза 
почек, блокируя передачу сигналов Wnt / β-catenin 
при адриамицин-индуцированном повреждении 
подоцитов и протеинурии у мышей BALB/c [24]. 
Кальцитриол препятствует формированию мио-
фибробластов и снижает экспрессию коллагена 1 
типа за счет усиления экспрессии эндотелиальной 
синтазы оксида азота (eNOS), что было показано 
на модели фиброза почек у мышей Swiss Webster 
[33]. У мышей c нокаутом гена VDR развивается 
более серьезное повреждение почек с выражен-
ной канальцевой атрофией и интерстициальным 
фиброзом при односторонней перевязке мочеточ-

Таблица 2 / Table 2 
Множественный линейный регрессионный 

анализ связей между интерстициальным 

фиброзом почки и лабораторными 

показателями

Multiple linear regression analysis 

of associations between renal interstitial 

fibrosis and laboratory tests

Показатель, 
единицы измерения

β SE(β) p

25OHD, нг/мл -0,37 0,09 <0,001

sCr, мкмоль/л 0,35 0,10 <0,001

sPi, ммоль/л 0,04 0,09 0,50

AД, мм рт. ст. 0,24 0,08 0,004

uАlb, мг/л -0,05 0,10 0,62

Примечание. 25ОНD – 25ОН-гидроксивитамин D; sCr – креа-
тинин в сыворотке крови; Ur – мочевина; sPi – неорганический 
фосфат в сыворотке крови; BP – систолическое артериальное 
давление; D – диурез; uАlb – альбумин в моче; uTP – протеи-
нурия. Скорректированный R2 общей модели = 0,78 (p<0,001).
25ОНD – 25ОН-hydroxyvitamin D, sCr – serum creatinine, Ur – 
urea, sPi – serum inorganic phosphate, BP – blood pressure, 
D – diuresis, uАlb – urine albumin, uTP – proteinuria. Adjusted 
R2= 0,78 (p<0,001)

Рисунок 2. Анализ ROC-кривых для 25ОНD (А), креатинина в сыворотке (Б) как показателей почечного фиброза (более 10 %).
Figure 2. Receiver Operating Characteristic (ROC) curves for 25OHD (A) and serum creatinine (B) as variables of renal fibrosis (more 
than 10 %).
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ника [24]. Таким образом, выявленная нами ассо-
циация между уровнем 25OHD и фиброзом почки, 
с одной стороны, может быть обусловлена дефи-
цитом субстрата (25ОНD) для синтеза D-гормона 
и снижением нефропротективного действия каль-
цитриола на начальных стадиях ХБП.

Принято считать, что снижение уровня цирку-
лирующего 1,25(OH)2D3 при ХБП связано с поте-
рей 1α-гидроксилазы почек (CYP27B1) в резуль-
тате повреждения канальцев нефронов [35, 36]. 
Однако низкий уровень 1,25(OH)2D3 в сыворотке 
не во всех случаях ассоциирован с уменьшением 
экспрессии CYP27B1 [37]. Помимо нарушений 
синтеза 1,25(OH)2D3, ускоренный катаболизм 
1,25(OH)2D3 и 25OHD3 также участвует в форми-
ровании дефицита кальцитриола при ХБП [24]. 
Предполагают, что митохондриальный цитохром 
CYP24 играет уникальную роль в катаболизме 
как 1,25(OH)2D3, так и 25OHD3 при ХБП [38, 39]. 
Нокаут гена CYP24 значительно увеличивает пе-
риод стабильности 1,25(OH)2D3 и 25OHD3, под-
тверждая, тем самым, значимость данного цитох-
рома в гомеостазе витамина D [40, 41]. В уреми-
ческой почке повышенный уровень экспрессии 
CYP24 сочетается с низким уровнем витамина 
D [24]. При экспериментальном моделировании 
хронического повреждения почек и у пациентов 
с ХБП наблюдается активация экспрессии мРНК 
и белка CYP24 [24]. Эти результаты показывают, 
что наблюдаемое нами снижение 25ОНD может 
объясняться катаболической активностью фер-
мента CYP24. В данном случае связь с фиброзом 
является причиной дефицита предшественника 
D-гормона в условиях прогрессирования ХБП и 
роста активности CYP24. В то же время, наши 
данные полностью не исключают прямых эффек-
тов 25ОНD в отношении почек, хотя возможные 
механизмы его действия требуют дальнейших ис-
следований. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В экспериментальной модели начальных ста-
дий хронической болезни почек и системной ар-
териальной гипертензии выявлена отчетливая 
связь между снижением концентрации 25ОНD в 
сыворотке крови и выраженностью ренального 
фиброза. Молекулярные механизмы, которые мо-
гут лежать в основе этой ассоциации, требуют от-
дельного изучения. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (№18-315-
00342, №18-015-00425).
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