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ВВЕДЕНИЕ

В последнее годы в медицинской практике 
все более широкое распространение получают 
биосовместимые материалы, содержащие не-
органические  компоненты, например, искус-
ственно синтезированный гидроксиапатит (ГАП), 
который может быть получен вместе с белком 
коллагеном и микроэлементами или в чистом 
виде. Относительно недавно было выявлено, 
что материалы на основе гидроксиапатита и его 
аналогов не вызывают реакции отторжения и 
обладают способностью активно связываться со 
здоровой костной тканью без каких-либо неже-
лательных последствий [1, 2].

Препараты, основу которых составляет 
ГАП, усиливают образование костной ткани, 
не вызывают реакции отторжения и являют-
ся биологически совместимыми с тканями 
организма. После введения препарата в кост-
ные полости, он не затвердевает и не расса-
сывается, а с течением времени замещается 
на полноценную и здоровую костную ткань. 
Установлено, что гидроксиапатит, выделенный из 
костной ткани человека и животных, содержит в 
своем составе наночастицы и микроэлементы [3, 
4], в связи с чем применение натурального ГАП 
естественного происхождения имеет преимуще-
ства перед применением синтетического аналога. 
Развитие нанотехнологий способствует созданию 
принципиально новых веществ и наноструктур, 
обладающих уникальными свойствами. Биосов-
местимые минеральные кальций-фосфатные со-
единения дают новый импульс к изучению путей 

и возможностей применения частиц наноразме-
ров в качестве новых материалов в различных 
областях биологии и медицины [5-7].

Для успешного применения материала, пред-
назначенного для имплантации, необходимо 
изучение реакции костной системы в ответ на 
его введение. Особое значение имеет изучение 
показателей кальциевого обмена и метаболитов 
коллагена, в связи с чем было проведено насто-
ящее исследование.

Цель исследования. Оценить влияние эк-
топического введения аллогенного гидроксиа-
патита на метаболические показатели костной 
ткани кроликов.

Материалы и методика исследований. 
Эксперимент проводили на 36 половозрелых 
кроликах (самцах) массой 3-4 кг. Их содержание 
и вывод из эксперимента происходили согласно 
биоэтическим нормам. Животные были разделе-
ны на две группы. Длительность эксперимента 
в первой группе составляла 14 суток, во второй 
– 28 суток.

В каждой группе выделяли интактных живот-
ных (контроль) и животных, которым однократно 
внутримышечно вводили  ГАП в дозе 10 мг/кг и 
100 мг/кг массы тела, а также группу плацебо 
– животных, которым делали инъекции физио-
логического раствора. Суспензии стерильного 
ГАП в изотоническом растворе хлорида  натрия 
однократно вводили в бедренные мышцы кроли-
ков с помощью одноразового шприца. ГАП полу-
чали по методике, разработанной нами ранее 
при значениях рН12 из солянокислых растворов 
деминерализатов костной ткани [8].

В моче и сыворотке крови определяли общий 
оксипролин (ООП), свободный оксипролин (СОП), 
пептидно-связанный оксипролин (ПСОП) и бел-
ково-связанный оксипролин (БСОП).

Определение оксипролина проводили коло-
риметрически [9]. Для проведения биохимиче-
ских исследований метаболизма костной ткани 
у животных собирали кровь. В сыворотке крови 
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определяли содержание общего и ионизирован-
ного кальция, уровень кальцитонина, остеокаль-
цина и активность щелочной фосфатазы.

Определение общего и ионизированного 
кальция в сыворотке крови проводили на ионо-
селективном анализаторе COBAS INTEGRA-400.  
Исследование уровня кальцитонина и остеокаль-
цина было проведено на автоматическом имму-
нохимическом анализаторе LIAISON. Определе-
ние щелочной фосфатазы проводилось на био-
химическом анализаторе COBAS INTEGRA-200.

Полученные в работе данные были стати-
стически обработаны при помощи программы 
Microsoft Excel. Обработка результатов  включала 
в себя: вычисление средней арифметической, 
среднего квадратического отклонения, ошибки 
средней арифметической и критерия достовер-
ности.  Для оценки достоверных различий сред-
них значений применяли t-критерий Стьюдента. 
Различие между средними величинами считали 
достоверным при p≤0,05 [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оксипролин является чувствительным те-
стом поврежденной костной ткани. Повышение 
оксипролина с мочой обуславливается главным 
образом деструкцией и усилением костного ме-
таболизма. Поскольку половина всего количества 
коллагена находится в костях, где его метаболизм 
происходит быстрее, чем в других тканях, пред-
полагается, что экскреция оксипролина с мочой 
отражает процесс резорбции кости. Исследование 
содержания его фракций в биологических жид-
костях является доступным маркёром оценки 
состояния коллагена [11].

Продукты деградации коллагена можно опре-
делять как в моче, так и в сыворотке крови. Распад 
коллагена – единственный источник свободного 
оксипролина в организме. Преобладающая часть 
оксипролина подвергается катаболизму, а часть 
выделяется с мочой. Поэтому содержание окси-
пролина в крови и моче отражает баланс скорости 
катаболизма коллагена [12].

При изучении содержания оксипролина в 
сыворотке крови исследуемых животных были 
получены следующие данные.

Уровень СОП на 14 и 28 сутки в контрольных 
группах составил 13,1±1,8 и 15,7±2,3 мкг/мл со-
ответственно. Внутримышечное введение ГАП 
при этом не вызывало достоверных изменений 
содержания СОП во всех группах животных. Мак-
симальная концентрация свободной аминокислоты 
составила 16,9±3,2 мкг/мл через 28 дней в сыворот-
ке кроликов, которым вводили ГАП в дозе 100 мг/кг.

Концентрация ПОП в контрольных группах 
составила 19,6±2,4 и 33,3±2,7  мкг/мл. Введение 
ГАП в дозе 100 мг/кг приводило к повышению 
ПОП до 42,8±3,4 и 40,2±2,9 мкг/мл, однако эти 
изменения не являлись статистически достовер-
ными. У кроликов, которым делали внутримы-
шечные инъекции ГАП в дозе 10 мг/кг, уровень 
ПОП изменялся еще незначительнее.

Через 14 суток отмечено достоверное уве-
личение концентрации ООП по сравнению с 
показателями контрольной группы на 18% при 
введении гироксиапатита в дозе 100 мг/кг, которое 
происходит за счет фракции БСОП (табл. 1, 2). Эти 
результаты согласуются с полученными нами ра-
нее данными и свидетельствуют о преобладании 
процесса синтеза коллагена в костной ткани над 
процессами его биодеградации [13].

Таблица 2. Содержание белково-связанного оксипролина в сыворотке крови кроликов 
после внутримышечного введения гидроксиапатита, (мкг/мл)

Таблица 1. Содержание общего оксипролина в сыворотке крови кроликов 
после внутримышечного введения гидроксиапатита, (мкг/мл)

*- отличия от контроля достоверны при р≤0,05

   10 /  100 /  

14  539,3±19,7 547,4±27,7 637,3±21,7* 

28  604,6±22,7 531,1±11,5* 571,9±23,1 

   10 /  100 /  

14  506,5±10,7 506,5±36,2 580,1±15,2* 

28  555,6±19,7 490,2±17,7 514,7±11,7 

*- отличия от контроля достоверны при р≤0,05



910

Известия Самарского научного центра Российской академии наук, т.17, №5(3), 2015

Количество ООП в моче кроликов при введе-
нии гидроксиапатита в дозе 10 и 100 мг/кг массы 
тела не отличалось от показателей контрольной 
группы через 14 суток после введения препара-
та. Через 28 суток нами отмечено достоверное 
увеличение содержания ООП  до 147,1±8,5 мкг/
мл при контрольном значении 122,1±6,8 мкг/мл 
в группе кроликов, которым делали инъекции 
ГАП в дозе 100 мг/кг. Уровень БСОП у кроликов, 
которым делали инъекции ГАП в дозе 10 мг/кг, 
также возрос по сравнению с контролем через 28 
суток. Показатели составили 106,2±5,1 и 86,6±6,3 
мкг/мл (рис. 1).

После нагрузки кальцием количество ок-
сипролина в моче снижается и коррелирует со 
степенью деструкции кости и интенсивностью 
ее метаболизма. 

Известно, что только 1 % оксипролина нахо-
дится в моче в свободном виде, а остальные 99 % 
являются компонентами пептидов [14]. Поэтому 
при нарушении метаболизма соединительной 
ткани увеличивается экскреция оксипролина 
с мочой и содержание его свободной фракции, 
уменьшается содержание связанной фракции. По-
скольку в нашем эксперименте  количество ПОП 

значительно выше, чем СОП, мы можем говорить 
о отсутствии патологического процесса (рис. 2).

Коллаген – основной компонент соединитель-
ной ткани, биохимическим маркёром которого 
является оксипролин. Уровень БСОП отражает 
активность пролиферативных процессов в соеди-
нительнотканной строме органов, а увеличение 
концентрации СОП и ПОП свидетельствует о вы-
раженных процессах разрушения коллагеновых 
структур внеклеточного матрикса в печени. Так 
как содержание СОП и ПОП достоверно не от-
личаются от контроля, можно сделать вывод об 
отсутствии разрушения коллагеновых структур.

Показатели ООП при введении ГАП не отлича-
лись от контроля через 14 суток, лишь наблюдается 
его небольшой рост, который не является достовер-
ным. Увеличение общего оксипролина происходит 
за счет фракции связанного, что свидетельствует о 
преобладании процессов синтеза над процессами 
резорбции при ремоделировании кости.

Показатели группы плацебо не отличались 
от показателей животных, находящихся в кон-
трольной группе.

Содержание общего кальция в контрольных 
и экспериментальных группах статистически 

Рис. 2. Содержание свободного и пептидно-связанного оксипролина 
в моче кроликов после внутримышечного введения гидроксилата, мкг/мл

Рис. 1. Содержание белково-связанного и общего оксипролина 
в моче кроликов после введения гидроксиапатита, мкг/мл
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значимо не отличалось на всем протяжении 
эксперимента и находилось в пределах нормы. 
У контрольных животных данный показатель 
составил 3,44±0,32 и 3,90±0,33 ммоль/л.

Содержание в крови ионизированного каль-
ция адекватнее отражает метаболизм кальция 
в организме по сравнению с общей фракцией 
и является основным регулятором клеточного 
метаболизма костной ткани. Следует отметить, 
что уровень ионизированного кальция в экс-
периментальных группах также не отличался 
от контрольных групп животных и находился в 
пределах нормы. 

Как говорилось ранее, выработка кальцито-
нина зависит от уровня ионизированного каль-
ция в крови. Так как уровень кальция находился в 
пределах нормы, следует  отметить, что и уровень 
кальцитонина в различных группах эксперимен-
тальных и контрольных животных находился в 
пределах нормы.

Отмечено незначительное увеличение каль-
цитонина в группе животных, которым одно-
кратно был введен препарат в дозе 100 мг/кг 
массы тела (табл. 3), что, вероятно, связано с при-
менением ГАП, так как в его состав входят ионы 
кальция. Уровень кальцитонина при введении 
кроликам гидроксиапатита в дозе 10 мг/кг и 100 
мг/кг массы тела через 14 суток составлял 1,34 пг/
мл и 1,44 пг/мл, а уровень остеокальцина – 6,33 
нг/мл и 6,25 нг/мл соответственно, что соответ-
ствует значениям нормы.

В связи с тем, что остеокальцин напрямую 
отражает интенсивность костного обмена, ре-
зультаты его количественного определения хо-
рошо коррелируют с текущим статусом костного 
метаболизма кроликов. По результатам прове-
денного анализа уровень остеокальцина в крови 
экспериментальных и контрольных животных 
также оказался в пределах нормы. Уменьшение 
уровня остеокальцина у животных с различной 
дозой введенного препарата по сравнению с кон-
трольной группой свидетельствует о том, что не 
нарушена работа остеобластов и не происходит 
резорбции костной ткани.

Преимуществом остеокальцина перед дру-
гими биохимическими маркёрами является его 

специфичность по отношению к заболеваниям 
костной ткани. Его концентрация может служить 
полезным показателем эффективности лечения 
заболеваний, связанных с разрушением структу-
ры костной ткани.

Определение активности щелочной фосфа-
тазы имеет дифференциально-диагностическое 
значение. В крови щелочная фосфатаза представ-
лена смесью различных изоферментов, самыми 
важными из которых являются печеночный и 
костный. Так как эксперимент проводился на 
здоровых животных, следует исключить забо-
левания печени, и в таком случае повышение 
активности ЩФ может указывать на изменение 
в костной ткани.

При определении щелочной фосфатазы было 
установлено, что активность фермента в контроль-
ных и экспериментальных группах значительно не 
изменяется, что в свою очередь может свидетель-
ствовать о том, что введенный препарат негативно 
не влияет на изменения метаболизма костной 
ткани животных на данных сроках эксперимента.

Из литературных данных известно, что изо-
фермент щелочной фосфатазы присутствует на 
клеточной поверхности остеобластов. При уве-
личенном синтезе фермента клетками костной 
ткани повышается его количество и в крови, 
поэтому определение активности щелочной фос-
фатазы, является информативным показателем 
костного ремоделирования [16]. При введении 
кроликам гидроксиапатита в дозе 10 мг/кг и 100 
мг/кг через 14 дней эксперимента активность 
щелочной фосфатазы оставались в пределах нор-
мы и составляла соответственно 81,5±6,6 МЕ/л и 
83,0±5,2 МЕ/л. Через 28 суток после начала экспе-
римента показатели также оставались в границах 
нормы. Показатели группы плацебо, которым в 
том же режиме, что и опытным животным, вво-
дили физиологический раствор, не отличались от 
результатов контрольной группы.

Проанализировав показатели метаболизма 
костной ткани, можно сказать о том, что экто-
пическое введение аллогенного ГАП не несет 
отрицательного воздействия на организм, и, в 
частности, на костную ткань животных на данных 
сроках эксперимента.

Таблица 3. Уровень кальцитонина и остеокальцина в сыворотке крови кроликов 
после внутримышечного введения гидроксиапатита

* - отличия от контроля достоверны при р≤0,05

  
, /  , /  

14  28  14  28 

 1,40±0,05 1,32±0,05 6,20±0,39 5,10±0,11

10 /  1,34±0,02 1,30±0,01 6,33±0,40 4,80±0,15

100 /  1,44±0,04 1,39±0,04 6,25±0,14 5,95±0,21*

 [15] 0 – 4,80 0 – 22,00 
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Заключение. В результате проведенного ис-
следования нами установлено, что внутримышеч-
ное введение гидроксиапатита кроликам в дозах 
10 мг/кг и 100 мг\кг не приводит к существенным 
нарушениям обмена костной ткани. Увеличение 
содержания белковосвязанного оксипролина и 
остеокальцина через 14 суток после инъекций 
гидроксиапатита в дозе 100 мг/кг свидетель-
ствует о преобладании процессов остеосинтеза 
в костной ткани.
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