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Изучение молекулярных механизмов влияния
вредных производственных факторов на ор�
ганизм является одной из важных медико�

биологических проблем. Одним из таких факторов
являются соединения фтора, при длительном дейс�
твии которых у работников алюминиевого производс�
тва развивается профессиональная патология – флю�

ороз [1, 2]. Кроме того, актуальность данного иссле�
дования также связана с необходимостью обоснован�
ного прогноза рисков для здоровья людей, прожива�
ющих в регионах с высоким содержанием фторидов
в питьевой воде.

Многочисленными исследованиями показано, что
фтор в физиологических концентрациях необходим
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Цель исследования. Клинико�экспериментальное изучение влияния длительного действия фторида натрия на моле�
кулярно�генетические механизмы ремоделирования костной ткани.
Материалы и методы. Выполнено исследование минеральной плотности костной ткани, определен полиморфизм ге�
нов IL1B (интерлейкин�1B) (rs1143634), IL6 (интерлейкин�6) (rs1800795) и CYP1A2 (rs762551) у работников Новокузнец�
кого алюминиевого завода. В эксперименте изучено изменение уровня маркеров ремоделирования костной ткани в
динамике фтористого воздействия – остеокальцина, кальцитонина, паратиреоидного гормона (ПТГ), С�терминально�
го телопептида (β�Cross Laps), щелочной и кислой фосфатаз.
Результаты. Исходя из значений χ2, а также значений OR и Р, развитие остеосклероза у работников алюминиевого про�
изводства статистически достоверно связано с генотипами ТТ (χ2 = 4,11; OR = 2,60; Р ≤ 0,05) для гена IL1B и имеет по�
ложительную ассоциативную связь с генотипом GC (χ2 = 4,31; OR = 1,91; Р ≤ 0,05) для гена IL6. В группе больных осте�
опорозом статистически достоверная связь с болезнью выявлена для генотипа СС гена, отвечающего за синтез
фермента первой фазы биотрансформации ксенобиотиков – CYP1A2. В эксперименте в динамике фтористого воздейс�
твия выявлена патологическая потеря костной ткани и увеличение уровня маркеров её резорбции: β�Cross�Laps – в
2,6 раза, на 22 % – ПТГ и активности кислой фосфатазы тартратстабильной (КФтс) в сыворотке крови.
Заключение. Показано, что длительное действие фторидов вызывает изменение уровня маркеров ремоделирования
костной ткани. В динамике действия фторида натрия происходит патологическая потеря костной ткани за счёт чрез�
мерной активации остеокластов.
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CLINICAL AND EXPERIMENTAL STUDY OF THE EFFECTS OF THE LONGpTERM ACTION OF SODIUM FLUORIDE
ON THE MOLECULARpGENETIC MECHANISMS OF BONE TISSUE REMODELING

Objective. Clinical and experimental study of the effects of the long�term action of sodium fluoride on the molecular�gene�
tic mechanisms of bone tissue remodeling.
Materials and methods. The mineral density of bone tissue has been studied, polymorphism of IL1B (rs1143634), IL6
(rs1800795) and CYP1A2 (rs762551) genes was determined in the workers of Novokuznetsk aluminum smelter. In the experi�
ment, the change in the level of markers of bone tissue remodeling in the dynamics of fluoride exposure (osteocalcin, calci�
tonin, parathyroid hormone (PTH), C�terminal telopeptide (β�Cross Laps), alkaline and acid phosphatases) was studied.
Results. Based on χ2 values, as well as the values of OR and P, the development of osteosclerosis in aluminum workers is sta�
tistically�valid associated with TT genotypes (χ2 = 4.11; OR = 2.60; P ≤ 0.05) for IL1B gene and has a positive associative rela�
tion with the genotype of GC (χ2 = 4.31; OR = 1.91; P ≤ 0.05) for IL6 gene. In the group of the patients with osteoporosis, sta�
tistically�valid association with the disease was detected for the genotype of CC gene responsible for the synthesis of the enzyme
of the first phase of biotransformation of xenobiotics – CYP1A2. In an experiment, in the dynamics of fluoride exposure pat�
hological bone tissue loss and the increase in the level of markers of its resorption were revealed: β�Cross�Laps – in 2.6 times,
by 22 % – PTH and acid tartrate�stable acid phosphatase (APhts) activity in blood serum.
Conclusions. It is shown that prolonged action of fluorides causes a change in the marker level of bone tissue remodeling. In
the dynamics of sodium fluoride action, a pathological loss of bone tissue occurs due to excessive activation of osteoclasts.
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для нормального роста и развития организма, где он
выполняет свою специфическую метаболическую фун�
кцию в различных тканях, в том числе костной [3, 4].
В костной ткани постоянно происходят два сбалан�
сированных процесса, объединённых в цикл ремоде�
лирования – активация остеокластов, участвующих
в резорбции этой ткани, и остеобластов, формирую�
щих новую минерализованную кость [5]. Показано,
что в микромолярных концентрациях фтор модули�
рует дифференцировку остеобластов, индуцирует ос�
теогенез, синтез костного матрикса и минерализацию
кости [6]. Высокие концентрации фторидов облада�
ют токсическим действием на костную ткань [2], мо�
лекулярно�генетические механизмы которого мало изу�
чены.

Регуляция ремоделирования костной ткани – это
сложный процесс, в котором принимают участие как
системные (ПТГ, кальцитонин и др.), так и местные
факторы (цитокины, остеокальцин, ионы Са2+, фос�
фора и Mg2+). Кроме того, выявлены транскрипци�
онные факторы, вовлечённые в метаболизм костной
ткани, в частности NF�kB (ядерный фактор каппа�В),
RANKL (рецептор�активатор NF�kB) и HIF (Hypo�
xia Inducible Factor) [5, 7, 8]. Важно, что эти факто�
ры транскрипции регулируют ещё и провоспалитель�
ный ответ. Данных об изменении уровня факторов,
участвующих в ремоделировании костной ткани в
динамике фтористого воздействия, мало или полу�
чены только на стадии уже развёрнутого професси�
онального заболевания – флюороза.

Поэтому, целью исследования явилось клинико�
экспериментальное изучение влияния длительного
действия фторида натрия на молекулярно�генетичес�
кие механизмы ремоделирования костной ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обследовано 130 работников разных специальнос�
тей (электрозники, анодчики) Новокузнецкого алю�
миниевого завода, в возрасте 40�59 лет и средним
стажем работы 21,6 года. У всех работников Ново�
кузнецкого алюминиевого завода, работающих в ус�
ловиях воздействия повышенных доз фторидов, изу�
чили минеральную плотность костной ткани (МПКТ)
методом фотонной денситометрии.

Для оценки влияния различных молекулярно�ге�
нетических полиморфизмов на механизмы ремодели�
рования костной ткани при длительном фтористом
воздействии были исследованы полиморфные вариан�
ты генов IL1B (rs1143634), IL6 (rs1800795) и CYP1A2
(rs762551). Тест�системы для молекулярно�генетичес�
кого анализа полиморфизма этих генов были разра�
ботаны в Институте химической биологии и фундамен�
тальной медицины Сибирского отделения Российской

академии наук и синтезированы ООО «СибДНК».
Материалом для исследования служили образцы ве�
нозной крови работающих на Новокузнецком алю�
миниевом заводе. Геномную ДНК выделяли из лей�
коцитов периферической крови с помощью метода
фенол�хлороформной экстракции [9], образцы ДНК
растворяли в 100 мкл дистиллированной Н2О и хра�
нили до исследования при температуре �20°C. Гено�
типирование для генов IL1B, IL6 и CYP1A2 осущест�
вляли с помощью полимеразной цепной реакции (Real
Time) на приборе ДТпрайм 4 ООО «НПО ДНК�Тех�
нология». Достоверность различий в распределении
полиморфных вариантов между больными лицами и
контролем оценивали по критерию χ2 [10]. Об ассо�
циации разных генотипов с заболеванием судили по
величине OR [11] при уровне значимости Р ≤ 0,05.

Всеми участниками было подписано информиро�
ванное согласие на участие в исследовании.

Эксперименты проведены на 69 белых крысах�
самцах линии Вистар массой 200�250 г, выращенных
в условиях вивария при свободном доступе к пище
и воде, а также естественном чередовании суточной
освещённости. Рандомизацию животных осуществля�
ли методом случайных чисел. Крысы были разде�
лены на 2 группы: контрольную и группу животных
с длительным действием фторида натрия (NaF) (до
12 недель). Ежедневно крысы получали в свободном
доступе раствор NaF в концентрации 10 мг/л, что
соответствует суточной дозе 1,2 мг/кг массы тела.
Выбранная экспериментальная модель адекватна не�
которым звеньям патогенеза производственного флю�
ороза, ключевым критерием которого являлось кли�
ническое состояние экспериментальных животных –
утрата блеска шерсти, отставание в весе и «тигроид�
ность» окраски зубной эмали.

Для определения влияния длительного действия
NaF на механизмы ремоделирования костной ткани
забирали кровь после декапитации под эфирным нар�
козом через 1, 3, 6, 9 и 12 недель эксперимента. В
эти же сроки забирали образцы костной ткани для
гистологического исследования.

Иммуноферментным методом определяли уровень
маркеров ремоделирования костной ткани в плазме
крови – паратиреоидного гормона (ПТГ), кальцито�
нина, остеокальцина и С�терминального телопептида
(β�Cross Laps) с помощью диагностических наборов
Diagnostic System Laboratories и Nordicbioscience на
мультискане EX Labsystems (Финляндия). Актив�
ность ферментов щелочной фосфатазы (ЩФ) и кис�
лой фосфатазы тартратстабильной (КФтс) определя�
ли унифицированными методами с помощью наборов
реактивов ЗАО «Вектор�Бест» (Новосибирск) на фо�
тометре PM�750 (Robert Riele, Германия).

Костную ткань фиксировали 12�процентным ней�
тральным формалином и подвергали парафиновой
проводке через спирты возрастающей концентрации –
70°, 80°, 96°, абсолютный. Перед проводкой костную
ткань подвергали декальцинации. Далее материал про�
питывали в смеси спирта и ксилола в равных соот�
ношениях, ксилоле, смеси ксилола и парафина при
температуре 77°С и 58°С. Готовили срезы толщиной
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5�7 микрометров. Депарафинированные срезы окра�
шивали гематоксилином и эозином по методу Ван�Ги�
зона. Микроскопирование гистологических препара�
тов проводилось на «Nicon Eclipse E 200» с передачей
цифрового изображения на монитор и обработкой в
программе «Bio Vision 4.0».

Содержание животных и проведение эксперимен�
тов проводилось в соответствии с международными
правилами «Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals» (Страсбург, 1986), «Правилами проведения
работ с использованием экспериментальных живот�
ных» (приложение к приказу МЗ № 755 от 12.08.1977;
приказ № 1179 от 10.10.83). На проведение исследо�
вания было получено разрешение биоэтического ко�
митета ФГБНУ «НИИ КПГПЗ» (протокол № 3 от
26 ноября 2015 г.).

Статистическую обработку полученных результа�
тов проводили с помощью пакета программ STATIS�
TICA 13.2. Количественные показатели описывались
с помощью выборочного среднего значения (М) и
выборочного стандартного отклонения (STD). Для
сравнения независимых выборок использовали не�
параметрический Mann�Whitney U Test.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По данным минеральной плотности костной тка�
ни (МПКТ), среди работников алюминиевого про�
изводства можно выделить 3 группы: 1) группа здо�
ровых лиц с нормальной плотностью костной ткани
(58 человек); 2) больные остеосклерозом – выявлял�
ся в 50 (69,4 %) случаях и 3) больные остеопоро�
зом – выявлялся в 22 (30,6 %) случаях. При этом у
больных остеопорозом в 22 % случаев выявлены ди�
намически нарастающая убыль костной ткани (на 27 %
от возрастной нормы) и присоединение функциональ�
ных изменений в тазобедренных, коленных и локте�
вых суставах. Выявленные изменения обусловленны
дегенеративными поражениями суставов и околосус�
тавных тканей. Уменьшение костной плотности мож�
но связать с фактором работы в условиях повышен�
ного воздействия фторидов, что является проявлением
хронической фтористой интоксикации – костного
профессионального флюороза [2]. Остеосклероз со�
четался с увеличением МПКТ в среднем на 23 % от
возрастной нормы.

Таким образом, у работников алюминиевого про�
изводства длительное воздействие фторидов вызыва�
ет ремоделирование костной ткани, которое проявля�

ется как уменьшением её плотности, так и гиперплас�
тическими изменениями.

Поиск и изучение ассоциаций различных генети�
ческих маркеров с заболеваниями является перспек�
тивным, поскольку позволяет судить об участии нас�
ледственных факторов в развитии того или иного
заболевания [12]. Поэтому в работе оценили роль мо�
лекулярно�генетических полиморфизмов генов IL1B,
IL6 и CYP1A2 в ремоделировании костной ткани у
работников алюминиевого производства с остеопоро�
зом и остеосклерозом (табл. 1). Выбор этих генов
обусловлен данными об участии провоспалительных
цитокинов IL1в и IL6 в регуляции метаболизма, об�
разования и резорбции костной ткани. Из таблицы
1 видно, что в группе больных остеосклерозом пре�
обладают генотип ТТ для гена IL1B и генотип GC для
гена IL6. Исходя из значений χ2, а также значений
OR и Р, возможно, что развитие остеосклероза у ра�
ботников алюминиевого производства статистически
достоверно связано с генотипами ТТ (χ2 = 4,11; OR =
2,60; Р ≤ 0,05) для гена IL1B и имеет положитель�
ную ассоциативную связь с генотипом GC (χ2 = 4,31;
OR = 1,91; Р ≤ 0,05) для гена IL6. Преобладание
генотипов ТТ и GC связано с высокими концентра�
циями цитокинов IL1в и IL6 в крови соответственно.
Показано, что IL1в и IL6 участвуют в регуляции ре�
зорбции костной ткани через стимуляцию чрезмерной
активности остеокластов и являются одним из фак�
торов патогенеза остеосклероза и остеопороза [13].

В группе больных остеопорозом статистически
достоверная связь с болезнью выявлена для геноти�
па СС гена, отвечающего за синтез фермента первой
фазы биотрансформации ксенобиотиков – CYP1A2
(табл. 1). Преобладание генотипа СС гена CYP1A2
приводит к снижению ферментативной активности
цитохрома Р�450, в результате чего может происхо�
дить неполное окисление ксенобиотиков и накопле�
ние токсичных промежуточных метаболитов, акти�
вирующих свободнорадикальные процессы.

Экспериментальные модели необходимы для изу�
чения изменений в организме в динамике действия
повреждающих факторов и, в частности, фторида нат�
рия (NaF). При этом экстраполяция возраста крыс
на возраст человека позволила приблизительно соот�
нести длительность экспериментальной интоксикации
фтором со стажем работы во вредных условиях [14].
Так, действие фторида натрия в течение 1�3 недель
соответствует примерно 1�5�летнему стажу работы,
4�6 недель – 6�10�летнему, 7�12 недель и более –
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свыше 10 лет. Поэтому на следующем этапе работы
в эксперименте оценили изменение уровня маркеров
ремоделирования костной ткани в динамике длитель�
ного действия фторида натрия (табл. 2).

Из таблицы 2 видно, что до 12�й недели фторис�
того воздействия уровень маркеров костеобразования
в сыворотке крови (остеокальцина и кальцитонина)
сохраняется на контрольном уровне. Остеокальцин
является неколлагеновым белком, экспрессируется в
зрелых остеобластах, регулирует формирование кос�
ти за счёт увеличения появления активных остеоблас�
тов в костной ткани [6], в то время как пептидный
гормон кальцитонин участвует в торможении резор�
бции костной ткани за счёт первичного угнетения
остеокластов и уменьшения их количества. О тор�
можении костной резорбции свидетельствует низкий
уровень гормона ПТГ на ранних сроках фтористо�
го воздействия (1�3 недели).

К 12�й неделе действия NaF повышается актив�
ность костного изофермента ЩФ на 27 % по сравне�
нию с контрольным значением. Вероятно, это связа�
но с усилением синтетической функции остеобластов
в ответ на резорбцию. Действительно, из таблицы 2
видно, что в динамике фтористого воздействия увели�
чивается уровень маркеров резорбции костной тка�
ни: 1) на 1�й неделе – в 2,6 раза β�Cross�Laps; 2) на
6�й неделе – на 22 % ПТГ; 3) на 3�й и 6�й неделях
повышена активность КФтс на 25 % и 79 % соответс�
твенно.

Результаты гистологических исследований кос�
тной ткани, подтверждают данные, полученные на
молекулярном уровне. Так, на 38й неделе действия
NaF обнаружено пери� и эндостальное разрастание
кости, сужение костномозговой полости, утолщение
кортикального слоя кости; границы между ним и губ�
чатым веществом стерты. В компактной костной тка�
ни отмечается неравномерное расположение остеонов,
которые плохо дифференцируются, Гаверсовы кана�
лы либо сужены, либо расширены. В губчатой кос�
тной ткани костные балки несколько утолщены, со�
держат большое количество остеоцитов, в краевых
зонах встречаются единичные остеобласты. Появля�
ется большое количество остеоцитов в состоянии по�
вышенной функциональной активности, а также нем�
ногочисленные остеокласты, наблюдается лакунарная
резорбция костной ткани. К 98й неделе в компактной
костной ткани наблюдаются расширенные Гаверсовы
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Группа

Остеопороз

Остеосклероз

Контроль

Группа

Остеопороз

Остеосклероз

Контроль

Группа

Остеопороз

Остеосклероз

Контроль

CC

12 (0,57)

26 (0,53)

250 (0,58)

CC

8 (038)

8 (0,16)

105 (0,24)

CC

5 (0,28)
χ2 = 4,41;

OR = 4,08;
Р ≤ 0,05

3 (0,08)

5 (0,09)

CT

9 (0,43)

17 (0,35)

160 (0,37)

GG

6 (0,29)

9 (0,18)

111 (0,26)

АА

7 (0,39)

18 (0,47)

29 (0,47)

TT

0

6 (0,12)
χ2 = 4,11;

OR = 2,60;
Р ≤ 0,05

22 (0,05)

GC

7 (0,33)

32 (0,65)
χ2 = 4,31;
OR = 1,91;
Р ≤ 0,05

213 (0,5)

СА

6 (0,33)

17 (0,45)

24 (0,45)

IL1B (rs1143634)

Генотип

IL6 (rs1800795)

Генотип

CYP1A2 (rs762551)

Генотип

Примечания: в скобках указана доля генотипов от общего числа
обследованных в данной группе; χ2 � оценка достоверности 
различий распределений генотипов между больными лицами 
и контролем; Р � уровень значимости этих различий; 
OR � отношение шансов.
Notes: the proportion of genotypes from the total number 
of the subjects surveyed in this group is in parentheses; χ2 � assessment
of the reliability of differences in the distributions of genotypes 
between the patients and the control; P � level of significance 
of these differences; OR � odds ratio.

Таблица 1
Частоты генотипов и аллелей полиморфизмов генов
IL1B (rs1143634), IL6 (rs1800795) и CYP1A2 у больных
остеопорозом, остеосклерозом и в контроле
Table 1
The frequencies of genotypes and alleles 
of polymorphisms of IL1B (rs1143634), IL6 (rs1800795) 
and CYP1A2 genes in the patients with osteoporosis,
osteosclerosis and in the control
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каналы. Костные балки резко истончены, мелкие,
между ними располагаются участки миелоидной тка�
ни с резко выраженным полнокровием последней. От�
мечается увеличение количества остеоцитов с приз�
наками повышенной функциональной активности,
увеличением ядерно�цитоплазматического индекса и
просветлением цитоплазмы. Сохраняются признаки
резорбции костной ткани. На 128й неделе выявлено
значительное истончение костных балок и усиление
выраженности сформировавшихся ранее морфоло�
гических изменений.

Таким образом, длительное действие NaF чрезмер�
но активирует ремоделирование костной ткани за счёт
остеокластной резорбции.

В настоящее время показано, что важную роль
в чрезмерной активации остеокластов играют транс�
крипционные факторы, регулирующие провоспали�
тельный ответ – NF�kB, HIF�α (Hypoxia Inducible
Factor) и другие [5, 7, 8]. Ранее нашими исследова�
ниями было показано увеличение уровня фактора
транскрипции HIF�α в динамике фтористого воздейс�

твия в сердце, печени и лёгких [4, 14]. Увеличение
уровня этого фактора транскрипции было связано с
гипоксическим действием NaF на организм. Можно
предположить, что HIF�α при гипоксии индуцировал
резорбцию костной ткани через активацию остеоклас�
тов [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленном клинико�экспериментальном
исследовании показано, что длительное действие NaF
оказывает токсическое действие на костную ткань.
Основными маркерами ремоделирования костной тка�
ни при фтористом воздействии могут быть: 1) мо�
лекулярно�генетические полиморфизмы генов IL1B
(преобладание генотипа ТТ), IL6 (преобладание ге�
нотипа GC) и CYP1A2 (преобладание генотипа СС);
2) увеличение в сыворотке крови уровня показате�
лей резорбции костной ткани – β�Cross�Laps, ПТГ и
КФтс; 3) патологическая потеря костной ткани за счёт
чрезмерной активации остеокластов.
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Серия

Контроль
(n = 15)

1 неделя
(n = 7)

3 недели
(n = 10)

6 недель
(n = 10)

Контроль
(n = 10)

9 недель
(n = 10)

12 недель
(n = 7)

Остеокальцин,
нг/мл

4,3 ± 2,2

5,3 ± 2,5

4,6 ± 2,3

4,4 ± 2,3

4,5 ± 2,1

3,4 ± 1,7

2,7 ± 0,7

Кальцитонин,
пг/мл

5,2 ± 2,2

4,9 ± 1,0

4,4 ± 0,7

4,7 ± 1,3

5,1 ± 2,7

4,3 ± 0,6

4,7 ± 0,9

ЩФ,
Е/л

460,3 ± 67,6

461,5 ± 29,6

532,9 ± 101,8

503,2 ± 158,9

459,8 ± 56,7

499,2 ± 16,8

585,9 ± 58,4*
Р = 0,038

Маркер костеобразования

ПТГ,
пг/мл

5,3 ± 1,5

4,2 ± 0,4*
Р = 0,035

4,7 ± 0,5

6,5 ± 1,4**
Р = 0,006

4,4 ± 0,6

4,4 ± 0,5

5,2 ± 0,9

β�Cross�Laps, 
нг/мл

74,7 ± 24,8

195,4 ± 103,7***
Р = 0,0007

126,6 ± 91,2

68,2 ± 47,3

71,1 ± 15,5

108,0 ± 78,4

33,3 ± 19,3**
Р = 0,015

КФтс,
Е/л

32,1 ± 11,8

29,3 ± 9,1

40,0 ± 7,3*
Р = 0,033

57,6 ± 5,7***
Р = 0,0001

44,2 ± 9,4

33,7 ± 4,8
*Р = 0,027

44,3 ± 6,5

Маркер резорбции костной ткани

Примечание: *; **; *** � достоверность отличий по сравнению с контролем (Mann�Whitney U test); 
n � число крыс в каждой экспериментальной группе.
Note: *; **; *** � the reliability of differences compared to the control (Mann�Whitney U test); n � the number of rats in each experimental group.

Таблица 2
Влияние фторида натрия на уровень маркеров ремоделирования костной ткани в эксперименте

Table 2
Influence of sodium fluoride on the level of markers of bone tissue remodeling in the experiment
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