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Цель. Выяснение некоторых условий реализации феномена влияния на репаративный остеогенез инъекции фракции плазмы крови в зависимости 
от ее дозы и регенераторного статуса животного-реципиента. Материалы и методы. В экспериментальном исследовании изучено влияние 
инъекций фракционированной плазмы крови на репаративный остеогенез в зависимости от дозировки и исходного регенераторного статуса 
реципиента. Забор крови проводили у экспериментальных животных (собак) в период дистракции при проведении остеосинтеза костей голени 
по Илизарову. Плазму фракционировали по оригинальной методике. Реципиентами являлись лабораторные мыши, которым проводили операцию 
по остеотомии ребра. Однократное введение фракции в диапазоне доз от 10 до 60 мг/кг осуществляли до и после операции. Морфологические и 
биохимические исследования крови и тканей проводили спустя 10 суток после операции. Результаты. Было обнаружено, что фракционированная 
плазма крови обладает как остеоиндуцирующими, так и ингибирующими свойствами. На выраженность и направленность действия влияет доза 
фракции и метаболическое состояние организма реципиента на момент инъекции. Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о 
перспективности применения препаратов крови в целях оптимизации репаративного остеогенеза. 
Ключевые слова: репаративная регуляция, факторы роста, плазма крови, репаративный остеогенез, эксперимент, остеосинтез по Илизарову.

Purpose. To clear some conditions for realization of the phenomenon of the influence of blood plasma fraction injection on reparative osteogenesis 
depending on the dose and recipient animal’s regenerative status. Materials and Methods. The influence of blood fractionated plasma injections on 
reparative osteogenesis depending the dosage and initial recipient’s regenerative status investigated in an experimental study. Blood taking performed in 
experimental animals (dogs) in the distraction period during leg bone osteosynthesis according to Ilizarov. Plasma fractionation made by original technique. 
Laboratory mice subjected to rib osteotomy served as recipients. A single injection of fraction within the doses from 10 to 60 mg/kg made before and after 
surgery. Morphologic and biochemical investigations of blood and tissues performed 10 days after surgery. Results. Blood fractionated plasma found to 
have both osteoinductive and inhibiting properties. The fraction dose and recipient organism’s metabolic status at the time of injection influence the impact 
intensity and direction. Conclusion. The results evidence promising use of blood preparations in order to optimize reparative osteogenesis. 
Keywords: reparative regulation, growth factors, blood plasma, reparative osteogenesis, experiment, osteosynthesis by Ilizarov.

ВВЕДЕНИЕ

Сокращение сроков регенерации костной ткани по-
сле ее повреждения остается среди актуальных про-
блем современной медицины. Известен обширный 
перечень фармакологических агентов, используемых 
для решения этой проблемы; исследователями также 
ведется активный поиск новых средств. Ранее было 
обнаружено, что сыворотка или плазма крови живот-
ных с активным остеогенезом, фракционированная по 

разработанной в РНЦ «ВТО» им. академика Г.А. Или-
зарова технологии, ускоряет репаративный остеогенез 
у реципиентов [12]. Целью настоящего исследования 
стало выяснение некоторых условий реализации дан-
ного феномена, а именно, влияния на репаративный 
остеогенез инъекции фракции плазмы крови в зависи-
мости от ее дозы и регенераторного статуса  животно-
го-реципиента. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проведены в соответствии с этиче-
скими нормами работы с лабораторными животными, 
отраженными в «Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей» (Страсбург, 
1986). Изучали воздействие на репаративный остеоге-
нез однократной инъекции водного раствора фракции 
плазмы крови в диапазоне доз от 10 до 60 мг/кг, выпол-
ненной на фоне физиологической или репаративной 
регенерации животных-реципиентов. Донорами фрак-
ций были собаки, которым проводили дистракционный 
остеосинтез костей голени по Илизарову. У животных 
через семь суток после поперечной остеотомии берцо-
вых костей в средней трети голени проводили дистрак-
цию в течение четырех недель с темпом 1 мм в сутки за 
4 приема. Из плазмы крови, взятой у собак на 14-21-е 
сутки дистракционного периода, проводили выделе-

ние материала способом [12], включающим выделение 
фракции, осаждающейся при 30-50 %-ном насыщении 
сульфатом аммония, ее разделение гель-проникающей 
хроматографией низкого давления с использовани-
ем хроматографического оборудования фирмы LKB 
(Швеция) на колонке с носителем Toyopearl-HW 50F 
(TOYOHAAS, Япония) с получением фракции с моле-
кулярной массой 20-30 кДа и последующим выделе-
нием фракции, сорбирующейся на анионообменнике 
ДЭАЭ-целлюлоза (НПО «Биохимреактив»), диализа, 
лиофильного высушивания и стерилизации бета-излу-
чением в дозе 20 кГр на линейном резонансном уско-
рителе электронов ЛУЭ-8-5В. Выделенные компонен-
ты плазмы перед инъекцией растворяли в стерильном 
изотоническом растворе хлорида натрия. Для тестиро-
вания были выбраны четыре концентрации фракций: 
60, 30, 15 и 10 мг/кг массы тела животного-реципиента.
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Реципиентами фракционированной плазмы крови 
были 100 белых лабораторных мышей-самцов массой 
25-30 г, распределенных на 2 серии опытов. В обеих 
сериях репаративный остеогенез моделировали с помо-
щью операции остеотомии ребра [11]. В группу интакт-
ных животных входили 20 мышей. Животным первой 
серии опытов однократно инъецировали одну из доз 
фракционированной плазмы за 3 суток до проведения 
операции (серия 1, 4 группы, n = 10 в каждой группе) 
подкожно в области проекции будущей остеотомии. Жи-
вотным второй серии инъекцию фракции в тех же до-
зах проводили через 24 часа после операции (серия 2, 4 
группы, n = 10 в каждой группе). Контрольные группы 
(n = 10) для каждой серии опытов составили мыши, ко-
торым вводили изотонический раствор хлорида натрия 
в том же объеме в соответствующий срок. Через 10 су-
ток после операции животных обеих серий выводили 
из опыта и проводили морфологические исследования 
области перелома и биохимические исследования сыво-
ротки крови, тканей печени и скелетных мышц бедра. 

Материал для морфологических исследований со-
ставили фрагменты грудной клетки, взятые со стороны 
повреждения. Образцы фиксировали в 10 % растворе 
формалина. Костные фрагменты обезжиривали в аце-
тоне, декальцинировали в трилоне Б, нейтрализовали 
в 5 % растворе алюмокалиевых квасцов. Промытый 
материал обезвоживали и заливали в парафин. Гисто-
логические срезы толщиной 5-7 мкм окрашивали ге-
матоксилином и эозином. Светооптическое исследова-
ние проводили на микроскопе «Микмед 5» («ЛОМО», 
Россия). На гистологических препаратах исследовали 

фрагменты тел реберных костей, включающие зону 
сращения перелома и прилежащие участки костных 
отломков. Для выполнения гистоморфометрического 
исследования на проекционном экране микроскопа 
Visopan ("Reichert-Jung", Австрия) размещали тесто-
вую систему в виде решетки с ячеями известной пло-
щади. В произвольно выбранных, не перекрываю-
щихся полях зрения производили подсчет количества 
профилей дифференцированных форм клеток костной 
и хрящевой ткани, а также открытых функционирую-
щих капилляров в составе параоссальной соединитель-
ной ткани. Остеоиндуцирующий эффект тестируемых 
препаратов оценивали по соотношению численной 
плотности костных и хрящевых клеток в составе пери-
остального костного регенерата. 

В сыворотке крови определяли содержание мо-
лочной кислоты, кальция, магния, фосфора и хлори-
дов, активности щелочной (КФ 3.1.3.1.) и кислой (КФ 
3.1.3.2.) фосфатаз – с помощью наборов фирмы Vital 
Diagnostics (СПб), концентрацию пировиноградной 
кислоты – модифицированным методом Умбрайта [5]. 
Содержание гликогена в тканях определяли с помощью 
антронового метода [8], содержание креатина – по ре-
акции с диацетилом, креатинфосфата – по содержанию 
фосфора в безбелковом экстракте [7], общих липидов – 
по Фолчу [8]. Статистическую обработку данных про-
водили с использованием критерия Краскела-Уоллиса, 
критерия Вилкоксона с поправкой Бонферрони, корре-
ляционного анализа по Спирмену. Критический уро-
вень значимости при проверке статистических гипотез 
принимался равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех группах животных 1-й серии опытов отме-
чали значимое увеличение численной плотности кост-
ных клеток и открытых капилляров, а также уменьше-
ние количества хрящевых клеток в области регенерата 
по сравнению с контролем (рис. 1). Данный эффект 
обладал линейной зависимостью от дозы: положи-
тельной по отношению к численности клеток костной 
ткани и микрососудов, отрицательной – в отношении 
количества хрящевых клеток (табл. 1). 

Рис. 1. Медианы морфометрических показателей у живот-
ных 1-й серии опытов, % от значений в контрольной группе; 
* – p<0,05 по сравнению с контрольной группой

Таблица 1
Коэффициенты корреляции концентрации фракций и 

значений показателей морфометрии

Количество 
животных

Коэффициент 
Спирмена, R Уровень р

Костные клетки 37 0,394 0,016
Хрящевые 
клетки 37 -0,394 0,016

Капилляры 34 0,715 2,0×10-6

В биохимических показателях крови (рис. 2) и 
тканей не отмечалось достоверных изменений, за ис-
ключением значений пировиноградной кислоты после 
инъекций фракционированной плазмы в дозе 60 мг/кг.

В группах животных 2-й серии опытов действие 
фракции плазмы крови обладало более сложной зави-
симостью. Если концентрация фракции 60 мг/кг отчет-
ливо стимулировала периостальное костеобразование, 
то концентрация 15 мг/кг оказывала ингибирующее 
влияние как на остео-, так и на хондрогенез (рис. 3). 

Линейной зависимости морфометрических показа-
телей от дозы фракции в этой серии опытов обнаружено 
не было. Биохимические исследования показали, что в 
каждой группе животных 2-й серии экспериментов 
формируется своя метаболическая картина (рис. 4), по-
видимому, соответствующая большему напряжению 
компенсаторно-адаптационных механизмов в сравне-
нии с таковой в группах 1-й серии опытов (рис. 2).
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Рис. 2. Медианы биохимических показателей крови у животных 1-й серии опытов, % от контроля. Са – кальций, Cl – хлориды, Р – 
фосфор, Mg – магний, ЩФ – щелочная фосфатаза, КФ – кислая фосфатаза, МК – лактат, ПВК – пировиноградная кислота; * – p<0,05 
по сравнению с контрольной группой

Рис. 3. Медианы морфометрических показателей у жи-
вотных 2-й серии опытов, % от значений в контрольной 
группе; * – p<0,05 по сравнению с контрольной группой

Рис. 4. Медианы биохимических показателей крови у животных 2-й 
серии опытов. Обозначения: см. рис. 2; * – p<0,05 по сравнению с 
контрольной группой

Интересно отметить, что в группе с инъекцией 
15 мг/кг, где были зафиксированы нулевые значения 
всех морфометрических показателей, активность кис-
лой фосфатазы оказалась ниже уровня чувствительно-
сти метода, а уровень лактата превысил 700 % от кон-
трольных значений. Возможно, что метаболический 
сигнал от компонентов этой дозы фракции вызвал 
общий эффект, отраженный как в изменении програм-
мы развития капилляров и хемотаксиса клеток, так и 
в своеобразии значений биохимических показателей. 
Снижение активности кислой фосфатазы может быть 
показателем торможения процессов перестройки в 
костной ткани, а повышение концентрации лактата, 
известного в качестве общего регулятора аэробных 
и анаэробных процессов метаболизма, – показателем 
сбоя в сопряжении этих механизмов в ходе регенера-
ции. В пользу этого предположения говорит то, что 
группе с дозой 30 мг/кг, показавшей снижение коли-
чества капилляров, также наблюдали высокие концен-
трации лактата в крови. 

Основные корреляционные отношения между био-
химическими показателями крови и тканей во 2-й серии 
опытов (рис. 5) демонстрируют взаимосвязи метаболиз-
ма энергоносителей различных тканевых депо, форми-
рующиеся в ходе эксперимента и не регистрируемые в 
нормально функционирующем организме. Так, тесная 
связь между магнием и фосфором крови может быть 

обусловлена поступлением в гуморальное русло раз-
рушенного комплекса «Mg-зависимая АТФ-аза – АТФ».

Рис. 5. Корреляции дозы фракционированной плазмы крови 
и биохимических показателей во 2-й серии опытов (модуль 
коэффициента Спирмена от 0,51 до 0,96, р<0,05). Сплош-
ные стрелки – положительные, пунктирные стрелки – от-
рицательные значения коэффициента. Толстыми стрелками 
обозначены связи с модулем коэффициента выше 0,75. МС – 
микрососуды, ХК – хрящевые клетки, КК – костные клетки, 
МК – молочная кислота, ПВК – пировиноградная кислота
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Итак, с одной стороны, полученные результаты до-
казывают возможность стимуляции остеогенеза с по-
мощью фракционированной плазмы крови. Разработка 
фармакологических средств на основе крови включает 
дальнейшее детальное выяснение условий реализации 
остеогенного эффекта, зависящих как от донорского 
биологического материала, так и состояния метабо-
лизма реципиента. Выделенные компоненты плазмы 
крови содержат комплекс биологически активных ве-
ществ. Известно, что они действуют нелинейно и пер-
миссивно, то есть в зависимости от местных условий 
[9]. Именно этими свойствами можно объяснить обна-
руженное нами влияние дозы на эффект в рамках каж-
дой серии опытов. Вероятно, эффект пермиссивности 
участвует в приводимых в литературе неудачах исполь-
зования различных стимуляторов костной регенерации 
in vivo [13]. 

С другой стороны, результаты опытов иллюстриру-
ют участие костной ткани в реализации адаптационных 
реакций типа стресса. Паратиреоидный гормон, под воз-
действием которого происходит резорбция костной тка-
ни, является одним из первых сигналов стресс-реакции. 
При инъекции фракционированной плазмы на фоне 
физиологической регенерации в организме реципиен-
та, по-видимому, осуществляется не патологическая 
стресс-реакция, ведущая к негативным последстви-
ям, а адаптационная реакция, ведущая к укреплению 
физиологических структур и функций. Такого рода 
реакции известны под названиями реакций эустрес-
са по Селье [10], реакций тренировки и активации [1], 
стресс-реакций с формированием феномена адаптаци-
онной стабилизации структур [4]. Они подразумевают 
положительные эволюционные изменения структур и 

функций за счет дополнительно вскрывающихся в ор-
ганизме энергетических ресурсов. Изучение реакций на 
клеточном уровне показало, что оптимальным уровнем 
функционирования «энергетических станций» клет-
ки – митохондрий – является не их полный покой или 
самая напряженная работа, а постоянный промежуточ-
ный по интенсивности уровень активности (М.Н. Кон-
драшова, 1987 – цит. по [6]). Мы полагаем, что опера-
ционный стресс в 1-й серии экспериментов происходил 
у животных при адаптации, близкой к формированию 
феномена адаптационной стабилизации структур под 
воздействием инъекций. Это в дальнейшем приводило 
к более быстрым темпам морфогенеза в остеогенном 
направлении. У животных 2-й серии опытов инъекции 
фракционированной плазмы создавали дополнительное 
стрессогенное воздействие непосредственно через сут-
ки после операции, на фоне резко активизированного 
метаболизма. Это приводило как к стимуляции, так и к 
ингибированию морфогенеза в области регенерации в 
зависимости от дозы входящих в инъекцию компонен-
тов. В этой серии опытов мощное стрессогенное воздей-
ствие сопровождалось значительной активацией энерге-
тического обмена в масштабах целостного организма. 
По-видимому, именно различные неспецифические 
реакции лежат в основе различного реагирования на 
один и тот же эффектор, поскольку аналогичная картина 
описана при исследовании влияния антител к глутамату 
и γ-аминомасляной кислоте, вводимых эксперименталь-
ным животным интраназально до и после водноиммер-
сионной стрессорной нагрузки [2]. Мы полагаем, что 
дальнейшее развитие теорий регенерации и неспецифи-
ческих адаптационных реакций лежит в направлении 
изучения энергообеспечения подсистем организма.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, доказано, что местная инъекция 
фракционированной плазмы крови от доноров с ак-
тивным остеогенезом может как стимулировать, так 
и ингибировать репаративное костеобразование. На 
выраженность и направленность действия такой 
плазмы влияет ее доза, а также метаболическое со-

стояние организма реципиента. Показано участие 
процессов энергообеспечения при репаративной 
регенерации костной ткани. Полученные результа-
ты свидетельствуют о перспективности применения 
препаратов крови в целях оптимизации репаратив-
ного остеогенеза. 
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