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ЦЦеелльь  ииссссллееддоовваанниияя.. Изучение специфических струк-
турно-функциональных изменений костной ткани крыс
Oxys разного возраста.
ММааттееррииаалл  ии ммееттооддыы..  У крыс-самцов линий Oxys
и Wistar 2–18-месячного возраста проведено исследова-
ние минеральной плотности костной ткани на остеоден-
ситометре «LUNAR-Exert-XL» (США). Костные фраг-
менты тел позвонков и передних и задних конечностей
исследованы методом гистоморфометрии с помощью
программ «Motic Images Plus 2.0 ML» фирмы «Микро-
мед»(Россия).
РРееззууллььттааттыы.. Методом рентгеновской костной денсито-
метрии выявлено, что у крыс Oxys прирост минеральной
плотности костной ткани не достигает значений живот-
ных контрольной группы соответствующего возраста,
а начиная с шестимесячного возраста прогрессивно сни-
жается. Гистоморфометрическое исследование тел по-
звонков и конечностей крыс Oxys показало достоверные
изменения качественных и количественных параметров
костной ткани, характерных для остеопороза.
ЗЗааккллююччееннииее..  Изменения костной ткани крыс Oxys соот-
ветствуют наблюдающимся при остеопорозе у человека,
что позволяет рассматривать этих животных в качестве
модели для изучения патогенеза этого заболевания, для
разработки способов его профилактики и лечения.
ККллююччееввыыее  ссллоовваа:: морфология костной ткани, крысы
Oxys, остеопороз.

Экспериментальное моделирование

патологических процессов является

важным этапом при оценке терапев-

тических возможностей лекарствен-

ных препаратов и хирургических ме-

тодов лечения. Использование биоло-

гических моделей заболеваний чело-

века позволяет изучать молекулярные

и генетические основы патогенеза,

изменения на клеточном и систем-

ном уровнях, зачастую недоступные

при обследовании пациентов. Одним

из заболеваний социальной и меди-

цинской значимости в настоя-

щее время является остеопороз [16].

Среди известных способов моделиро-

вания остеопороза наиболее исполь-

зуемым является воспроизведение

вторичных форм путем иммобилиза-

ции животных [15], введения корти-

костероидов [11, 15], с помощью бес-

кальциевой диеты [15]. Также широко

применяется модель овариэктомии

разных видов животных [8, 10, 15]

и линии мышей с нокаутированными

генами [8, 10]. Существует только одна

модель раннего сенильного остеопо-

роза – сублиния SAM6 линии мышей

SAM (senescence accelerated mouse),

выведенная японскими учеными [7].

Structural and Functional Changes
in Bone Tissue of the Spine
and Extremities in Oxys Rats
O.V. Falomeeva, M.A. Sadovoy,
Yu.V. Khrapova, N.G. Kolosova

OObbjjeeccttiivvee.. To study specific structural and functional
changes in bone tissue in Oxys rats of different age.
MMaatteerriiaall  aanndd  MMeetthhooddss.. Mineral density of bone tissue in
Oxys and Wistar male rats at the age of 2–18 months was
examined with x-ray bone densitometer LUNAR-Exert-XL
(USA). Bone fragments of vertebral bodies and of forelegs
and hind legs were studied by histomorphometric assay with
software Motic Images Plus 2.0 ML (Micromed, Russia).
RReessuullttss..  X-ray bone densitometry findings have shown that
bone mineral density increase in Oxys rats does not attain
the values shown by age-matched control rats, and progres-
sively decreases after the age of 6 months. Data obtained by
histomorphometric analysis of vertebral bodies and limbs
have reliably demonstrated that there is a change in quanti-
tative and qualitative bone tissue parameters of Oxys rats
which is a characteristic of osteoporosis.
CCoonncclluussiioonn.. Bone tissue changes in Oxys rats correspond to
that observed in human osteoporosis, what allows to use rat
as a model for the study of osteoporosis pathogenesis and for
development of prophylaxis and treatment methods.
KKeeyy  WWoorrddss::  bone tissue morphology, Oxys rats, osteoporosis.

Hir. Pozvonoc. 2006;(1):88–94.
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Мы полагаем, что подобной моделью

остеопороза может стать и линия

преждевременно стареющих крыс

Oxys, которая создана в 70-е гг. про-

шлого века в Институте цитологии

и генетики СО РАН селекцией и ин-

бридингом крыс Wistar, чувствитель-

ных к катарактогенному эффекту га-

лактозы [4], а свое название получила

при регистрации в международной

базе данных Rat genome (1996). Ис-

следования, выполненные в послед-

ние годы, показали, что крыс Oxys

от исходной линии Wistar отличают

сниженная продолжительность жиз-

ни, ранняя инволюция тимуса [3], по-

вышенное давление на фоне недоста-

точности оксида азота, отклонения

в когнитивной и эмоциональной сфе-

рах, характерные для стареющих лю-

дей и животных [6]. Ключевой при-

знак, по которому контролируется со-

стояние линии, – спонтанная ката-

ракта, заболеваемость которой к шес-

тимесячному возрасту животного

достигает 100 % (у крыс Wistar – 5 %).

Катаракта у крыс Oxys по своим ха-

рактеристикам соответствует этому

заболеванию у людей и развивается

на фоне прогрессирующих дистро-

фических изменений сетчатки [2].

Предполагается, что преждевремен-

ное старение крыс Oxys связано с по-

вышенной чувствительностью к окис-

лительному стрессу, в основе которо-

го могут лежать нарастающие с воз-

растом дисфункции митохондрий [5].

Предполагается, что ключевую роль

в патогенезе преждевременного ста-

рения крыс Oxys играют нарастаю-

щие с возрастом нарушения структу-

ры и функций митохондрий: измене-

ние соотношения цитохромов внут-

ренней мембраны, рост содержания

цитохрома b5 внешней мембраны,

снижение активности F1F0–ATФ-син-

тетазы, дыхательного контроля и ско-

рости фосфорилирования, накопле-

ние окислительных повреждений

белков и липидов, снижение объем-

ной и поверхностной плотности ми-

тохондрий, появление митохондрий

с лизисом матрикса и деструкцией

крист. Однако все эти параметры

исследованы только на митохондри-

ях клеток печени [5].

Известно, что именно эти меха-

низмы вовлечены в патогенез естест-

венного старения и связанных с этим

заболеваний, что позволяет рассмат-

ривать крыс Oxys как адекватную

модель для изучения фундаменталь-

ных механизмов старения и коррект-

ных испытаний замедляющих его

препаратов.

Ранее нами были выявлены изме-

нения минерального состава костной

ткани у крыс линии Оxys [1]. В насто-

ящее время «золотым стандартом» ди-

агностики остеопороза является ден-

ситометрическое определение мине-

ральной плотности костной ткани.

Морфометрия костной ткани до сих

пор является единственным способом

оценки механизмов ремоделирова-

ния, позволяющих достоверно выяс-

нить патофизиологию развития ос-

теопороза. Эти подходы были ис-

пользованы нами в настоящей рабо-

те, целью которой явилось сравнение

возрастных структурно-функцио-

нальных изменений костной ткани

крыс Oxys и Wistar.

ММааттееррииаалл  ии ммееттооддыы

Исследования проведены на крысах-

самцах линии Oxys 2-, 6-, 12- и 18-ме-

сячного возраста, полученных в лабо-

ратории разведения животных Ин-

ститута цитологии и генетики. Крысы

линии Wistar соответствующего воз-

раста и массы составили контроль-

ную группу. Все животные содержа-

лись при естественном освещении

на стандартном рационе при свобод-

ном доступе к корму и воде. В каждой

группе было по 8–12 крыс.

Под эфирным наркозом всем жи-

вотным измеряли минеральную плот-

ность костной ткани методом дихро-

матической рентгеновской абсорб-

циометрии (DEХА) на рентгеновском

костном денситометре «LUNAR-Exert-

XL» (США). Определяли минеральную

плотность всего скелета, позвоночни-

ка, костей передних и задних

конечностей. Результаты выражали

в г/см2 и представляли как M ± m.

Для морфологического исследова-

ния проводили эвтаназию животных,

брали костные фрагменты тела пер-

вого поясничного позвонка, перед-

них и задних конечностей на границе

верхней и средней трети. Костные

фрагменты фиксировали в растворе

12 % формалина, декальцинировали

в 0,5 % растворе соляной кислоты, па-

рафиновые срезы окрашивали гема-

токсилином и эозином.

Гистоморфометрическое исследо-

вание выполнено с помощью пакета

программ «Motic Images Plus 2.0 ML»

(«Микромед», Россия). По требовани-

ям Американского остеологического

общества [12] для оценки состояния

костной ткани измеряли статические

количественные параметры – объем

губчатой кости (%), ширину корти-

кального слоя (мкм); статические по-

казатели, отражающие микроархи-

тектонику губчатой кости – толщину

трабекул (мкм); параметры костеоб-

разования – толщину остеоида (мкм)

и резорбции – эрозированную повер-

хность (%), число остеокластов

на квадратный миллиметр, а также диа-

метр гаверсовых каналов. Гистологи-

ческое исследование выполнено с ис-

пользованием микроскопа «Axioskop

40» («Сarl Zeiss», Германия). Статисти-

ческую обработку результатов прово-

дили с вычислением средних арифме-

тических значений (М), ошибки сред-

ней арифметической (m) и t-критерия

Стьюдента. Различия считали досто-

верными при p < 0,05.

РРееззууллььттааттыы

Как показала рентгеновская абсорб-

циометрия, у животных контрольной

группы с двухмесячного возраста

происходит постепенное увеличение

минеральной плотности костной тка-

ни всего скелета, позвоночника и ко-

нечностей (рис. 1). Данные измене-

ния отмечаются в тканях дистальных

отделов скелета. Пик формирования

костной массы у них приходится

на возраст 12 мес. У крыс Oxys при-

рост минеральной плотности кост-

ной ткани происходит медлен-

нее и не достигает уровня значений
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этого показателя у крыс Wistar соот-

ветствующего возраста. С шести меся-

цев у крыс Oxys минеральная плот-

ность костной ткани постепенно сни-

жается по всем отделам скелета.

Обзорный просмотр гистологи-

ческих препаратов костной ткани по-

звонков, передних и задних конеч-

ностей показал, что у двух- и шести-

месячных крыс Wistar кортикальный

отдел и костные трабекулы представ-

лены ровными краями медуллярной

поверхности. В толще костных струк-

тур отчетливо контурируются темно-

синие, слегка волнистые линии скле-

ивания. Кортикальный слой доста-

точной ширины представлен компак-

тной костью. Гаверсова система кор-

тикального отдела состоит из упоря-

доченно расположенных остеонов.

Губчатая кость позвонков и трубча-

тых костей представлена широкими

анастомозирующими костными бал-

ками, между которыми расположены

сосудистые каналы. В костных балках

отчетливо видны зрелые костные

клетки – остеоциты, располагающие-

ся в лакунах, в межбалочном прос-

транстве – миелоидный костный

мозг. Остеоид трабекул представлен

тонкой полоской гомогенно розово-

го цвета. На поверхности периоста

кортикального отдела костной ткани

наблюдаются единичные лакуны

резорбции с содержащимися в них

остатками остеокластов. Механизмы

резорбции и костеобразования вза-

имно сопряжены.

Костная ткань тел позвонков и ко-

нечностей крыс Wistar в возрасте

18 мес. характеризуется едва замет-

ными изменениями основных струк-

тур. Костные трабекулы несколько су-

жены, количество линий склеивания

в них снижено, отмечается очаговое

истончение кортикальных слоев кос-

ти с увеличением количества полос-

тей резорбции. Однако костный ба-

РРиисс..  11

Минеральная плотность костной ткани (МПКТ) крыс разного возраста (* р < 0,001 по сравнению с крысами Wistar соответ-

ствующего возраста):

аа – всего скелета; бб – позвоночника; вв – передних конечностей; гг – задних конечностей
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ланс остается положительным и из-

менения связаны с медленной физио-

логической потерей костной массы

с возрастом.

У двухмесячных крыс Oxys губча-

тая и кортикальная кости тел позвон-

ков и трубчатых костей не отличают-

ся от костной ткани крыс Wistar этого

возраста. Патоморфологические из-

менения костной ткани отчетливо

появляются у крыс Oxys в шесть меся-

цев. Анализ гистологических препа-

ратов тел позвонков выявил истон-

ченные костные балки, в которых

имеются уменьшение линий склеива-

ния, рарефикация кортикальной кос-

ти. Диаметр гаверсовых каналов уве-

личен. Матрикс костной ткани окра-

шивается оксифильно. Подобные,

но менее выраженные изменения,

происходят и в трубчатых костях.

Полученные результаты подтверж-

дены гистоморфометрией, которая

до сих пор остается единственным

методом объективной оценки состоя-

ния ремоделирования костной ткани

на клеточном и тканевом уровнях.

Гистоморфометрия отчетливо проде-

монстрировала, что у крыс Oxys c 6-

месячного возраста регистрируются

количественные и качественные

изменения параметров костной тка-

ни. Объем губчатой кости у крыс Oxys

меньше, чем у крыс Wistar, в телах по-

звонков в 1,6 раза (45,1 ± 1,9 % против

72,3 ± 7,9 %; р < 0,05), в трубчатых

костях – в 1,4 раза (55,1 ± 4,8 % про-

тив 78,9 ± 9,3 %; р < 0,05). Потеря кос-

тной плотности губчатой кости сопро-

вождается постепенным снижением

толщины трабекул и ширины корти-

кального слоя, а также увеличением

диаметра гаверсовых каналов. Так, в те-

лах позвонков крыс Oxys толщина тра-

бекул составляет 45,3 ± 2,7 мкм, крыс

Wistar – 61,2 ± 6,9 мкм; в бедренной

кости – 50,3 ± 6,0 и 68,7 ± 11,2 мкм

соответственно. Ширина кортикаль-

РРиисс..  22

Гистоморфометрические параметры костной ткани тел позвонков у крыс разного возраста (* р < 0,.01 по сравнению с кры-

сами Wistar соответствующего возраста):

аа – объем губчатой кости; бб – толщина трабекул; вв – ширина кортикального слоя; гг – диаметр гаверсова канала
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ного слоя тел позвонков и трубчатых

костей крыс Oxys (89,3 ± 12,5 мкм

и 112,5 ± 18,2 мкм соответственно)

также была меньше (р < 0,05), чем

у животных контрольной группы

(136,7 ± 14,0 мкм и 148,9 ± 6,5 мкм

соответственно; рис. 2–3).

Параллельно с этим у крыс Oxys

с возрастом в телах позвонков проис-

ходит уменьшение толщины остео-

ида (2,7 ± 0,6 мкм по сравнению

с 9,1 ± 1,3 мкм у крыс Wistar; р < 0,01)

и увеличивается площадь эрозиро-

ванной поверхности как в телах по-

звонков, так и бедренной кости. Так,

в шесть месяцев эрозийные измене-

ния выявлены на 10,6 ± 1,2 и 12,2 ±

0,9 % площади тел позвонков и труб-

чатой кости крыс Oxys, а у крыс

Wistar – на 5,8 ± 0,7 и 4,7 ± 1,1 % соот-

ветственно (р < 0,05; р < 0,001).

ООббссуужжддееннииее

Формирование пика костной массы

и возраст, при котором начинается

снижение минеральной плотности

костной ткани, являются важными

показателями для начала развития

хрупкости костной ткани как для жи-

вотных, так и для человека. Получен-

ная методом остеоденситометрии

картина формирования пика костной

массы у здоровых крыс-самцов Wistar

совпадает с данными других авторов,

которые также доказали наличие по-

ловых и возрастных различий губча-

той и кортикальной костной ткани

у крыс этой линии [9]. У крыс Oxys

не только задерживается формирова-

ние пика костной массы, но и не дос-

тигается уровень минеральной плот-

ности костной ткани, свойственный

животным контрольной группы.

В шесть месяцев у крыс линии Oxys

формируются достоверные денсито-

метрические признаки остеопороза.

РРиисс..  33

Гистоморфометрические параметры костной ткани бедренных костей у крыс разного возраста (* р < 0,05 по сравнению

с крысами Wistar соответствующего возраста):

аа – объем губчатой кости; бб – толщина трабекул; вв – ширина кортикального слоя; гг  – диаметр гаверсова канала
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Выявленные нами при морфомет-

рии изменения костной ткани крыс

Oxys свидетельствует о снижении

процессов костного ремоделирова-

ния с признаками преимущественно

гладкого рассасывания костного ве-

щества со слабовыраженной остео-

бластической реакцией и общим сни-

жением остеопластических процес-

сов. Уменьшение количества костной

ткани в единице ремоделирования яв-

ляется основным механизмом потери

костной ткани за счет снижения ко-

личества матрикса, синтезируемого

остеобластами. Популяция остеоблас-

тов теряет способность адекватно

восстанавливать резорбированную

кость в каждом цикле ремоделирова-

ния, о чем свидетельствует достовер-

ное увеличение эрозированной

поверхности в телах позвонков и бед-

ренной кости, несмотря на явное

отсутствие увеличения количества

остеокластов.

Истончение трабекул в костной

ткани крыс Oxys происходит посте-

пенно, незаметно, однако не является

единственной причиной потери объ-

ема губчатой кости. Костные трабеку-

лы становятся более разобщенными,

снижается их сцепленность. Разли-

чий в количестве рассасывающих

костную ткань клеток – остеокластов

– у крыс Wistar и Oxys нами не обна-

ружено. Патогенетическим механиз-

мом, который может лежать в основе

выявленных изменений, может быть,

как мы полагаем, изменение деятель-

ности костеобразующих клеток,

проявляющееся снижением способ-

ности синтезировать костный мат-

рикс, а вероятнее всего, и нарушением

процесса его минерализации [13, 14].

Достоверное снижение минераль-

ной плотности костной ткани и раз-

общение процессов костного ремоде-

лирования за счет снижения костеоб-

разующих процессов в телах позвон-

ков и костях конечностей у 6–18-

месячных крыс Oxys являются харак-

терными признаками остеопороза

у человека.

Разные возрастные изменения

структурно-функциональных харак-

теристик костной ткани крыс Oxys

и Wistar согласуются с полученными

ранее данными о нарушении минера-

лизации костной ткани у этих живот-

ных [1]. Показано, что в шесть меся-

цев в костной ткани крыс Oxys увели-

чена относительная доля неоргани-

ческих элементов, что может свиде-

тельствовать о нарушении минерали-

зации. Кроме того, у крыс этой линии

изменяется кальций-фосфорный по-

тенциал, в основном за счет увеличе-

ния содержания кальция. С возрастом

в костной ткани крыс Oxys увеличи-

вается содержание магния, железа,

лития и снижается содержание

марганца [1].

ЗЗааккллююччееннииее

К экспериментальным моделям предъ-

являются следующие требования: на-

дежность, возможность стандартиза-

ции генетических, морфологических

и других характеристик, наличие из-

вестных патофизиологические особен-

ностей, быстрая репродукция и низкая

себестоимость [11, 15]. Линия крыс

Oxys соответствует всем этим требова-

ниям. Снижение минеральной плот-

ности костной ткани, нарушение про-

цессов ремоделирования за счет сни-

жения костеобразующих процессов

и нарушение минерализации костной

ткани у крыс Oxys являются следствием

происходящих на клеточном и ткане-

вом уровнях изменений. Объективные

признаки формирования раннего ос-

теопороза позволяют рассматривать

этих животных как адекватную модель

для исследования патогенеза этого за-

болевания, разработки способов его

профилактики и лечения. На вопрос

о том, какие механизмы лежат в основе

этого, ответа на сегодня нет. До выясне-

ния основных патогенетических меха-

низмов и этиологических факторов,

определяющих развитие изменений

костной ткани у крыс Oxys, мы не мо-

жем дать окончательного ответа на

вопрос об их соответствии именно се-

нильному остеопорозу. В настоя-

щее время нами проводятся исследова-

ния органического матрикса костной

ткани крыс Oxys, изменения которого

существенно влияют на ее прочность.
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