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Аннотация. В экспериментальном исследовании изучены морфологические из-
менения в костной ткани при хроническом действии малых доз двух токсикантов с
различными механизмами действия на организм. Количественные определения вклю-
чали в себя расчет средней толщины кортикального слоя кости, костных трабекул,
объемной доли костной ткани, численной плотности клеток, иммунопозитивных к осте-
онектину, маркеру макрофагов и остеокластов, матриксной металлопротеиназе MMP-9
и ее тканевому ингибитору TIMP-1. Факторами, вызывающими нарушения регенера-
торной функции костной ткани, могут выступать не только внутренние факторы среды,
но и воздействия внешних условий, такие как токсическое действие химических ве-
ществ. Токсиканты, поступающие в окружающую среду, кумулируются в различных
тканях организма и способны вызывать системные патологические изменения в их
функционировании. Хроническая интоксикация сопровождалась нарушениями есте-
ственной регенерации костной ткани, в результате которых вначале увеличивался, а
затем значительно снижался регенераторный потенциал ткани, активизировались про-
цессы резорбции костного матрикса и развивались признаки остеопороза. Наблюда-
лось преобладание процессов разрушения костной ткани над процессами остеосинте-
за. Объемная доля и масса кости уменьшалась, ткань приобретала более рыхлую по-
ристую структуру, вследствие чего наблюдалось снижение прочности кости и повыше-
ние ее хрупкости. В резорбируемой костной ткани наблюдалось преобладание остеок-
ластов, разрушающих внеклеточный матрикс, тогда как количество остеобластов и их
активность снижались. Показано, что выявление при морфологическом исследовании
костной ткани этих признаков может считаться одним из индикаторов хронического
токсического воздействия на организм химических факторов внешней среды.

Ключевые слова: кость, скелет, хроническая интоксикация, тетрахлорметан, ген-
тамицин, остеокластическая резорбция, остеоцитарное ремоделирование, остеопороз.

Введение

Особенностью костной ткани является
относительно небольшое количество клеток
всего двух специализированных популяций и

небольшое число сосудов, в то время как ее
основные функциональные свойства в основ-
ном определяются наличием органического
и минерального внеклеточного матрикса [1;
9; 19; 23]. Нормальное функционирование ко-
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стной ткани обеспечивается равновесием
процессов восстановления и разрушения, под-
держиваемых специализированными клетка-
ми, их рецепторами и сигнальными молеку-
лами [16; 17; 25].

Постоянное обновление (ремоделирова-
ние) матрикса кости требует комплексной де-
ятельности остеобластов, остеоцитов и осте-
окластов, которая регулируется достаточно
сложным комплексом нервных, иммунных и
эндокринных механизмов [3; 24; 27]. В про-
цессе жизнедеятельности в организме акку-
мулируются токсические соединения, избы-
ток которых способен вызывать негативные
последствия для нормального течения восста-
новительных процессов в костной ткани, так-
же проявляющихся в органах-мишенях, таких
как почки, печень, легкие [6; 8]. Процесс ре-
моделирования кости напрямую связан с фун-
кцией печени и почек, которые относятся к ос-
новным органам, вовлеченным в детоксика-
цию и часто повреждаемых токсинами [8; 30].

Следовательно, неблагоприятное воз-
действие факторов химической природы, по-
мимо прямого воздействия на клетки кост-
ной ткани, может нарушать механизмы ре-
гуляции и метаболического обеспечения это-
го процесса, что в совокупности должно со-
провождаться нарушением строения и
свойств кости [8]. Длительно существующее
токсическое прямое или косвенное воздей-
ствие на костную ткань и ее физиологичес-
кие механизмы способно спровоцировать
системные патологические изменения. В то
же время исследование костной ткани до
настоящего времени не относится к типич-
ным процедурам для индикации неблагопри-
ятного воздействия на организм химических
факторов внешней среды [12].

Для активной регенерации костной тка-
ни необходимо сочетание ряда восстанавли-
вающих мероприятий [14; 15; 18; 26]. Здесь
не только важны подходы, основанные на ба-
зовой терапии исключительно костной ткани,
но и требуется разработка комплексного под-
хода, основанного на восстановлении систем
детоксикации в организме. Восстановление
системных отрицательных изменений, вызван-
ных токсическим действием, даст преимуще-
ство в успешности имплантации в области сто-
матологии и ортопедии [31].

Применение специальных регенератив-
ных методов костной инженерии, основанных
на использовании биомиметических наноком-
позитов и покрытий, оказало существенное
положительное воздействие на процесс осте-
оинтеграции внутрикостных имплантатов [4;
11; 14; 20; 29]. В современной клинической
практике уже используются имплантационные
конструкции с уникальными биологическими
и функциональными покрытиями и наномате-
риалами для обеспечения долговечности и на-
дежности остеоинтеграции [10; 13; 22; 28]. Для
усовершенствования регенерации костной тка-
ни при имплантации разрабатываются новые
биомиметические органические и неоргани-
ческие составы [2; 5; 7; 21].

Цель работы – изучить морфофункцио-
нальные изменения костной ткани в условиях
введения экзогенных токсинов.

Материалы и методы

Исследование проводилось на 15 кры-
сах-самцах линии Wistar массой 200–250 г.
Работа с животными проводилась в соответ-
ствии с этическими нормами, изложенными в
«Правилах проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных» и Дирек-
тиве 2010/63/EU Европейского Парламента и
Совета Европейского Союза по охране живот-
ных, используемых в научных целях. Выведе-
ние животных осуществляли с помощью вве-
дения 10-кратной дозы «Рометар» (Россия)
(0,4 мл/кг массы животного).

При моделировании дегенеративных изме-
нений костной ткани крысы оценивались через
30 суток, после чего проводили сравнение с груп-
пой интактных животных. В первой серии экс-
перимента хроническую интоксикацию вос-
производили пероральным введением тетрах-
лорметана из расчета 0,5 мл/кг массы в виде
30 %-ного масляного раствора через день (се-
рия ТХМ). Во второй серии эксперимента ис-
пользовали с той же частотой внутрибрюшин-
ные инъекции нефротоксичного антибиотика ген-
тамицина (серия ГМ) из расчета 20 мг/кг мас-
сы. Животных выводили из опыта по 5 особей
на 30-е сутки после начала эксперимента. 5 крыс
составили группу интактных животных.

Гистологические препараты костной тка-
ни приготавливали после фиксации в 10 %-ном
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растворе нейтрального забуференного форма-
лина и декальцинации в растворе «Cal-Ex®»
(Fisher Scientific, США), окрашивали по стан-
дартной методике гематоксилином и эозином.
Иммуногистохимическое исследование про-
водили с использованием моноклональных
антител к маркеру клеток остеогенного ряда
остеонектину (NCL O-nectin, 15G12, Novocastra,
Великобритания), маркеру макрофагов и ос-
теокластов CD-68 (Novocastra, Великобрита-
ния), металлопротеиназе MMP-9 (клон
MMP9-439, Leica Mycrosystems, Германия) и
ее ингибитору TIMP-1 (клон VT7, Dako
Cytomation, Дания). Фотосъемка сочеталась
с количественным морфологическим иссле-
дованием и была проведена с помощью аппа-
ратного комплекса «ToupView» (США). Он
включал в себя бинокулярный исследователь-
ский микроскоп «Микомед-5» (Россия), циф-
ровую камеру «ToupCam» (США), компьютер
с цветным принтером высокого разрешения и
программным обеспечением «ToupView»,
«ImageJ версия 1.48v» (США).

Морфометрическое исследование прово-
дилось по общепринятым принципам систем-
ного количественного анализа. В работе была
проанализирована средняя толщина кортикаль-
ного слоя кости (мкм), костных трабекул
(мкм), объемная доля костной ткани ( %). Под-
считывали численную плотность костных и
иммунопозитивных клеток (1/мм3) [23].

Количественные данные обрабатывали
с помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft
Inc., США) с расчетом показателей, приня-
тых для характеристики непараметрических
выборок в медико-биологических исследова-
ниях (медиана [1-й квартиль  3-й квартиль]).
Для доказательства достоверности различий
применен дисперсионный анализ с использо-
ванием непараметрического критерия Фрид-
мана для множественных групп (p < 0,01).

Результаты и их обсуждение

Результаты морфометрии костной ткани
у крыс в условиях введения экзогенных ток-
синов у первой и второй опытной серии, а так-
же группы интактных животных приведены в
таблице 1.

В результате введения токсинов наблю-
дается снижение толщины кортикального слоя

кости на 30-е сутки эксперимента на 60 % и
80 % по сравнению с интактными животны-
ми. Также наблюдается разница между ТМХ
и ГМЦ, что позволяет предположить, что вли-
яние токсинов на функциональное состояние
почек значительнее сказывается на усилении
процессов резорбции костной ткани. При этом
объемная доля костной ткани возрастала в
обеих опытных сериях по сравнению с конт-
ролем при введении ТМХ в 1,04 раза, а при
введении ГМЦ – в 1,32 раза (p < 0,05). Тол-
щина трабекул через 30 суток после введе-
ния экзотоксинов не изменялась в опытных
сериях в сравнении с интактными животны-
ми. Численная плотность клеток костной тка-
ни уменьшилась на 30-е сутки в 1,07 раза
(p < 0,05) при введении ТМХ, при введении
ГМЦ достоверных изменений не происходи-
ло. В результате эксперимента значительно
увеличилась численная плотность остеокла-
стов и макрофагов CD-68 по сравнению с ин-
тактной группой при интоксикации ГМЦ в 2,75
(p < 0,05) раза, что свидетельствует о том,
что поражение почек приводит к увеличению
остеокластов в костной ткани, запускающих
интенсивную резорбцию кости.

Результаты полуколичественного опре-
деления синтетической активности остеобла-
стов и остеокластов костной ткани после ин-
токсикации ТМХ и ГМЦ показали следующие
результаты, представленные в таблице 2.

Синтетическая активность остеобластов
и остеокластов изменяется на 30-е сутки экс-
перимента по сравнению с интактными жи-
вотными. Индекс синтетической активности
остеонектина снизился в 1,21 раза при введе-
нии ТМХ, а при введении ГМЦ – в 1,63 раза
(p < 0,05). Такое снижение остеонектина свя-
зано с увеличением синтеза MMP-9 остеок-
ластами, численная плотность которых уве-
личивалась к концу эксперимента в 1,68 (ТМХ)
и 1,42 (ГМЦ) раза (p < 0,05) по сравнению с
интактными животными. В результате усиле-
ния резорбции костной ткани снизилась синте-
тическая активность ТИМП-3 при введении
ТМХ в 2,03 раза, а ГМЦ – в 1,36 раза (p < 0,05).

Полученные данные свидетельствуют о
том, что при интоксикации развивается дис-
баланс процессов, обеспечивающих восста-
новление костной ткани: на фоне уменьшения
остеосинтетических процессов в ткани значи-
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Таблица 1
Морфометрические показатели костной ткани интактных крыс
и при введении экзотоксинов (Me [1-й квартиль  3-й квартиль])

Показатель Интактные 
животные 

Сроки эксперимента – 30 суток 
ТМХ ГМЦ 

Толщина кортикального 
слоя кости, мкм 

75,75 
[70,73 ÷ 83,29] 

47,75*# 
[22,70 ÷ 57,71] 

19,91*# 
[8,84 ÷ 28,14] 

Объемная доля костной 
ткани, % 

41,34 
[34,84 ÷ 55,47] 

43,05# 
[32,70 ÷ 50,60] 

54,51*# 
[44,70 ÷ 60,60] 

Толщина костных трабекул, 
мкм 

15,88 
[7,84 ÷ 16,47] 

15,65 
[8,70 ÷ 18,60] 

14,05 
[11,03 ÷ 20,24] 

Численная плотность, 1/мм3 4192 
[3500 ÷ 5200] 

3900* 
[2956 ÷ 4325] 

4133 
[3100 ÷ 5032] 

Объемная доля CD-68-пози-
тивных клеток, % 

456 
[355 ÷ 514] 

645*# 
[620 ÷ 671] 

1257*# 
[1162 ÷ 1317] 

 Примечание. * – достоверные различия с величиной показателя в контрольной группе; # – достоверные
различия между показателями в группах ГТ и НТ.

Таблица 2
Экспрессия остеонектина, MMP-9 и TIMP-1 у интактных крыс

и при введении экзотоксинов

Показатель Интактные 
животные 

Сроки эксперимента – 30 суток 
ТМХ ГМЦ 

Индекс синтетической ак-
тивности остеонектина, % 

30,99 
[25,53 ÷ 35,75] 

25,56*# 
[23,84 ÷ 26,49] 

18,92*# 
[15,62 ÷ 22,50] 

Индекс синтетической 
активностиMMP-9, % 

16,17 
[12,53 ÷ 18,09] 

27,17* 
[22,53 ÷ 30,09] 

23,12* 
[21,87 ÷ 25,00] 

Индекс синтетической 
активностиTIMP-1, % 

19,61 
[16,53 ÷ 23,09] 

9,66*# 
[8,60 ÷ 10,59] 

14,41*# 
[13,12 ÷ 16,25] 

 

Примечание. * – достоверные различия с величиной показателя в контрольной группе; # – достоверные
различия между показателями в группах ГТ и НТ.

тельно возрастает остеорезорбция. В итоге
постепенно убывает объем минерального и
органического матрикса и развивается осте-
опороз, что снижает эффективность остеоин-
теграции при имплантации.

Заключение

Проведенный морфофункциональный
анализ костной ткани в условиях интоксика-
ции позволил произвести оценку дегенератив-
ных и регенеративных процессов в кости. Изу-
чение механизмов ремоделирования костной
ткани позволит достичь благоприятного тече-
ния восстановительных процессов в костной
ткани. Для улучшения протекания остеосин-
тетических процессов необходимо не только
проведение комплексного воздействия на ко-
стную ткань, но и системное лечение деток-
сицирующих органов, так как они чувствитель-

ны к воздействию химическими факторами
внешней среды. Полученные результаты в
дальнейшем можно использовать для изуче-
ния остеоинтеграции в условиях имплантации
зубных и костных имплантатов.
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MORPHO-FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF THE BONE TISSUE
AT EXOGENOUS INTOXICATION  IN RAT EXPERIMENTS
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Abstract. The author of this pilot study investigates the morphological changes in the
bone tissue in chronic low doses of two toxicants with different mechanisms of action in the
body. Quantitative determination included the calculation of the average thickness of the cortical
bone, trabecular bone, the volume fraction of the bone tissue, the numerical density of cells
immunopositive to osteonectin, a marker of macrophages and osteoclasts, matrix
metalloproteinases MMP-9 and its tissue inhibitor TIMP-1. The factors causing disturbances
in regenerative function of bone tissue include not only internal factors of the environment, but
also the impact of external conditions, such as the toxic effects of chemicals. Toxicants from
the environment, cumulated in different tissues of the body can cause systemic pathological
changes in their functioning. Chronic intoxication is accompanied by violations of the natural
regeneration of bone tissue, resulting in firstly increased and then decreased regenerative
capacity of tissues to intensify the process of resorption of bone matrix and osteoporosis
symptoms development. There was a predominance of the processes of destruction of bone
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fixation processes. The volume fraction and decreased bone mass, the fabric becomes more
friable porous structure, whereby there was a decrease of bone strength and increase in its
brittleness. The resorbable bone osteoclast showed predominance destroying extracellular
matrix, while the number of osteoblasts is decreased. It is shown that the identification of the
morphological study of the bone tissue of these features can be considered as one of the
indicators of chronic toxic effects of chemical environmental factors on the body.

Key words: bone, skeleton, chronic intoxication, tetrachloromethane, gentamicin,
osteoclastic resorption, osteocyte remodeling, osteoporosis.


