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Поиск новых эффективных методов лечения переломов и дефектов костной ткани – насущная задача медицины. Цель. Изучение эффективности 
препарата, содержащего этидронаты ионов лантаноидов и кальция, в регенерации дефектов костной ткани. Материалы и методы. На первом 
этапе  исследований  были  проведены  эксперименты  in  vitro  с  использованием  остеобластной  (MC3T3-E1)  и  остеокластной  (RAW  264.7) 
клеточных линий. Для изучения способности препарата влиять на скорость регенерации малых (2,5 мм в диаметре) костных дефектов у кроликов 
(n = 36) животным вводили исследуемый препарат в область дефекта на 3 и 5 сутки после оперативного вмешательства. Рентгенометрические и 
реактивные морфологические преобразования костной ткани в зоне перелома определяли в начале, середине и конце эксперимента. Результаты. 
Было обнаружено, что вышеуказанный препарат усиливает остеогенную дифференцировку и стимулирует накопление внутриклеточного кальция 
в клетках линии MC3T3-E1. В то же время, способность препарата ингибировать RANKL-индуцированную дифференцировку остеокластов 
in  vitro  не  была  обнаружена.  Анализ  гистологических  изменений  и  результаты  компьютерной  томографии  показали  достоверно  значимые 
различия между контрольной и экспериментальной группой животных (p < 0,01), подтвердив, тем самым, способность препарата усиливать 
регенерацию в области костных дефектов малого размера. Заключение. В результате проведенных исследований нами впервые была показана 
способность препарата, содержащего этидронаты ионов лантаноидов и кальция, стимулировать активность остеобластов in vitro и на ранних 
сроках способствовать заживлению небольших костных дефектов.
Ключевые слова: лантаноиды, этидронат, остеобласты, остеокласты, остеолиз, регенерация дефектов костной ткани

The  search  for new more effective  techniques  to  repair bone  fractures  and defects  is  an urgent  task of healthcare. Objective To explore  the efficacy 
of a preparation containing etidronates of lanthanide and calcium ions in regenerative repair of bone defects. Material and methods The osteoblastic 
MC3T3-E1 and the osteoclastic RAW 264.7 cell lines were used in in vitro experiments at the first stage of the research. The agent was postoperatively 
injected in a bone defect of 36 rabbits on days 3 and 5 to assess the preparation’s effect on regenerative repair of small defects with diameter of 2.5 mm. 
Radiometric and reactive morphological characteristics of bone tissue were evaluated at the fracture site at the beginning, middle and end of experiment. 
Results The above preparation was found to enhance osteogenic differentiation and stimulate accumulation of intracellular calcium in MC3T3 E1 cells. 
However, the preparation was not shown to inhibit RANKL-induced osteoclast differentiation in vitro. Histological and computed tomography findings 
demonstrated statistically significant differences between control and experimental animals (p < 0.01) and indicated to the preparation’s effect of promoting 
regenerative repair of small bone defects. Conclusion The series was the first to show the effect of the preparation containing etidronates of lanthanide and 
calcium ions as stimulating osteoblast activity in vitro and promoting early regenerative repair of small bone defects.
Keywords: lanthanide, etidronate, osteoblast, osteoclast, osteolysis, regeneration of bone defect

 BВЕДЕНИЕ

Поиск новых эффективных методов лечения пере-
ломов и дефектов костной ткани является, безусловно, 
актуальной  задачей медицинской  науки  [1].  Конкрет-
ную значимость приобретает внедрение эффективных 
средств  для  активации  процессов  регенерации,  что 
улучшает исход повреждения или заболевания. Лекар-
ственные и иные препараты этого типа должны отве-
чать следующим требованиям: высокая биологическая 
активность и биосовместимость,  способность к осте-
огенности,  остеокондукции,  остеоиндукции;  способ-

ность  к  биодеградации,  которая  должна  соответство-
вать скорости регенерации костной ткани [2–6]. 

Для  регулирования  кальциевого  метаболизма  при 
остеопорозе,  а  также  патологической  оссификации 
через  образование  нерастворимых  оксалатов  и  фос-
фатов  кальция  активно  применяется  1-гидроксиэтан-
1,1-дифосфоновая  (этидроновая)  кислота,  которая 
является представителем дифосфонатов и использует-
ся  в  медицине  в форме  калиевых  и  натриевых  солей 
(ксидифон,  этидронат).  Преимущественно  ионный 
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тип  связи,  характерный  для  ионов  кальция  и  ланта-
ноидов,  а  также  близость  для  них  параметра Аренса 
(P·α =  2.6-2.8 эВ·Å5/2) [7–9] обосновывают то, что ионы 
лантаноидов, введенные в виде комплексов, встраива-
ются в структуру гидроксиапатита, являющегося базо-
вой минеральной составляющей костной ткани. 

Ранние исследования показали, что лантаноиды по-
давляют  развитие  клеток  (остеокластов),  отвечающих 
за  резорбцию  костной  ткани  [10–13].  Перспективным 
направлением  является  совместное  использование  ди-
фосфонатов и лантаноидов, что увеличивает синергети-
ческий эффект в интенсификации регенерации костной 
ткани.  В  пользу  этой  гипотезы  свидетельствуют  экс-
периментальные  работы,  установившие,  что  подобное 

средство способствует ускорению регенерации костной 
ткани локально в области перелома или дефекта, а так-
же  сокращению  времени  восстановления  нормальной 
физиологической функции поврежденной кости [14, 15]. 

Эти  исследования  явились  основанием  для  синтеза 
нового  лекарственного  препарата  на  основе  указанной 
композиции  (с условным названием «ИНРОК»),  а  также 
этапного изучения его влияния на процессы дифференци-
ровки остеобластов и остеокластов in vitro и его способно-
сти улучшать процессы регенерации костной ткани in vivo. 

Целью нашего исследования явилось изучение осте-
оиндукционных свойств препарата, содержащего этидро-
наты ионов лантаноидов и кальция, in vitro и оценка его 
действия на процесс репаративной регенерации in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты.  Препарат  ИНРОК  формируется  в  соот-
ветствующих  патентам  (RU  2248210,  RU  2521344,  EP 
2848250) пропорциях [16–18] и содержит этидроновую 
кислоту,  хлорид  кальция,  нитрат  гадолиния  (III),  хло-
рид  диспрозия  (III)  в  мольном  соотношении  50:75:4:1 
при  рН  7,4  ±  0,1.  Исследования  показывали,  что  кон-
центрация  свободных  (не  связанных  в  растворимые 
и нерастворимые комплексы) форм этидроната, Ca2+ и 
Ln3+(Gd3+ + Dy3+) в препарате ИНРОК составляет соот-
ветственно 4·10-4 (ксидифон при пероральном примене-
нии дает максимальную концентрацию в крови 3·10-4), 
2·10-4 (в крови ~10-2) и ~10-15 моль/л. Вместе с тем, пода-
вляющая часть компонентов связана в осадковые, мало-
растворимые формы, т.е. препарат является суспензией 
с  размером  частиц  около  6 микрон  (прибор  "Malvern" 
Zetasizer Nano ZS). Таким образом, нерастворимые суб-
станции являются своего рода "резервуаром", обеспечи-
вающим, согласно принципу Ле Шателье, постоянную 
низкую (не превышающую порог выраженной токсич-
ности),  концентрацию  активных  форм  (этидроната  и 
Ln3+) в растворе по мере потребления их в ходе тех или 
иных процессов. Кроме того, в растворе содержатся сво-
бодные ионы натрия, хлорид- и нитрат-ионы в количе-
стве 5·10-2, 3·10-2 и 2,5·10-3 моль/л соответственно. 

Клеточные линии и их культивирование. Макрофа-
гальная клеточная линия RAW 264.7 (ATCC, TIB-71) и ли-
ния предшественников остеобластов MC3T3-E1 (ATCC, 
CRL-2593) были получены из Банка клеточных культур 
США (American Tissue Culture Collection – ATCC, США). 
Клетки линии RAW 264.7 культивировали в среде DMEM 
с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) и 1 % антибиотиков (пенициллин-стрептомицин) 
во влажной камере при 37 °C и 5 % CO2 (LamSystems, 
Россия).  Клетки  линии  MC3T3-E1  культивировали  во 
флаконах  T-75  (Corning,  США)  в  специальной  среде 
Alpha Minimum Essential Medium, с добавлением рибо- и 
дезоксирибонуклеотидов, 2 mM глутамина, 1 mM пиру-
вата натрия (Gibco, США), 10 % ЭТС и 1 % антибиотиков 
во влажной камере при 37 °C и 5 % CO2 (см. выше).

В  качестве  положительного  контроля  при  опреде-
лении  способности  препарата  ИНРОК  ингибировать 
дифференцировку  остеокластов  (TRAP-тест)  был  ис-
пользован препарат генестин (Sigma-Aldrich, США). 

Анализ цитотоксичности при помощи 
MTS‑теста. Названные клеточные линии культивиро-
вали в течение суток после засева в 96-луночные пло-
скодонные планшеты (Corning, США) и инкубировали 
с соединением ИНРОК (1–20 μM) в течение последую-
щих трёх дней. Для оценки жизнеспособности клеток в 

культуру вносили MTS-реагент (Promega, CША). Клет-
ки инкубировали в течение часа. Анализ жизнеспособ-
ности клеток проводили с помощью планшетного риде-
ра MultiScan (Thermo Fisher Scientific, USA) при длине 
волны 492 нм. Следующим этапом рассчитывали поло-
винную ингибирующую концентрацию  (IC50)  соедине-
ния, подавлявшего жизнеспособность клеток на 50 % в 
течение 48–72 часов культивирования. Полученные дан-
ные нормализовывали по сравнению с клетками, куль-
тивированными с растворителем (контроль). 

Окрашивание на тартрат‑резистентную кислую 
фосфатазу (качественная реакция на наличие зре-
лых остеокластов).  Использование  клеточной  линии 
RAW264.7  позволило  провести  качественную  оценку 
способности препарата индуцировать дифференциров-
ку остеокластов. Показателем являлась степень продук-
ции  тартрат-резистентной  кислой  фосфатазы  (TRAP) 
с  использованием  набора  Leukocyte  Acid  Phosphatase 
assay  kit  (Sigma-Aldrich,  США).  С  этой  целью  клетки 
линии  RAW264.7  рассевались  в  12-луночные  плоско-
донные планшеты (Corning, США) по 3 × 104 клеток в 
лунку и культивировались в полной культуральной сре-
де  DMEM  с  добавлением  L-глутамина,  антибиотиков 
(все реагенты ПАНЭКО, Россия) и 10 % ЭТС (HyClone, 
США). На следующий день культивирования проводили 
замену среды на иную, содержащую 50 ng/mL RANKL 
(R&D Systems, США), а также соединения ИНРОК или 
генестеин (Sigma-Aldrich, США), использованный в ка-
честве положительного контроля. 

Все эксперименты проводили в трехкратных повтор-
ностях с заменой культуральной среды каждый второй 
день культивирования. На пятый день культивирования 
среду удаляли, клеточный монослой отмывали ледяным 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ) и фиксировали 3,5 % 
формальдегидом  в  течение  10  минут  при  комнатной 
температуре. После этого клетки трёхкратно отмывали 
дистиллированной водой и инкубировали в течение часа 
при 37  °C с реакционной смесью вышеуказанного на-
бора согласно рекомендациям производителя. Наличие 
зрелых остеокластов визуализировали световой микро-
скопией по наличию многоядерных (содержащих три и 
более  ядер)  TRAP-положительных  клеток  в  7  случай-
ных полях зрения у каждой экспериментальной группы 
(контроль, культивирование с генестеином и ИНРОКом) 

Количественное определение TRAP‑активности. 
После  завершения  дифференцировки  клеток  линии 
RAW 264.7  в  зрелые  остеокласты  (5-ый день  культи-
вирования)  среду  для  культивирования,  содержащую 
RANKL,  удаляли  и  клеточный  монослой  дважды  от-
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мывали  ледяным  ФСБ.  Далее  клетки  фиксировали  в 
течение  10  мин.  с  помощью  3,5  %  формальдегида  и 
в  дальнейшем  проводили  фиксацию  этиловым  спир-
том  и  ацетоном  (соотношение  1:1)  в  течение  60  се-
кунд.  Образцы  высушивали  и  инкубировали  в  реак-
ционной смеси, содержащей 50-mM цитратный буфер 
(pH  4,5)  с  добавлением  тартата  натрия  (10  mM)  и 
р-нитрофенилфосфата (6 mM). После часовой инкуба-
ции образцы переносили в 96-луночные планшеты, со-
держащие равный объем NaOH (0,1 N). Количествен-
ную оценку  активности  тартрат-резистентной кислой 
фосфатазы проводили с помощью планшетного ридера 
MultiScan  (Thermo  Fisher  Scientific,  USA)  при  длине 
волны 405 нM. TRAP-активность измеряли по отноше-
нию к контрольным (растворитель) образцам.

Определение остеобластной активности in vitro 
(качественная и количественная реакция с исполь-
зованием ализаринового красного).  Способность  со-
единения ИНРОК индуцировать накопления  кальция  в 
остеобластах оценивали  с помощью окрашивания  али-
зариновым красным. С  этой целью мышиные предше-
ственники остеобластов  линии MC3T3-E1 помещали  в 
6-луночные планшеты для культивирования (1 × 105 кле-
ток/лунка) и культивировали при 5 % CO2 и 37 °C в те-
чение 72 часов. После этого среду для культивирования 
заменяли  на  среду  Osteogenesis  Induction  #1  и  культи-
вировали  в  течение  последующих  6  дней  (обновление 
среды  производили  каждые  2–3  дня). После  6-дневно-
го  периода  культивирования  клеток  линии MC 3T3-E1 
осуществляли  замену  культуральной  среды  в  лунках 
на среду № 1 для индукции остеогенеза (состав: Alpha 
Minimum Essential Medium, 10 % FBS, 0,2 mM ascorbic 
acid 2-phosphate solution, 10 mM glycerol Acid 2-Phosphate 
Solution),  замену которой осуществляли каждые 3 дня. 
Спустя 6 дней проводили замену среды на среду № 2 для 
индукции  остеогенеза,  содержащую  мелатонин  (поло-
жительный контроль). Клетки культивировали с препа-
ратом ИНРОК и его растворителем (контроль) в среде # 
1. По истечении 6-дневного срока культивирования оце-
нивали минерализацию по результату окрашивания али-
зариновым красным. Для этого клетки линии MC3T3-E1 
отмывали  дважды  ФСБ,  фиксировали  4  %  раствором 
формальдегида и  проводили  окрашивание  2 % раство-
ром ализаринового красного (pH 4,2). Далее клетки от-
мывали  раствором  ФСБ,  визуализацию  окрашивания 
проводили  методом  световой  микроскопии  (Olympus 
BX 63, Япония). Количественную оценку проводили на 
планшетном ридере MultiScan (Thermo Fisher Scientific, 
USA)  при  длине  волны  560  нM.  Для  этого  проводили 

экстракцию красителя из клеточных образцов 10 % ук-
сусной  кислотой  в  течение  30  минут  и  последующего 
переноса супернатантов в 96-луночные планшеты. 

Эксперименты in vivo. В рамках доклинического ис-
пытания, согласно ГОСТ ИСО 10993 (Р) и на основании 
одобрения Локальным этическим комитетом КГМУ (про-
токол заседания № 9 от 25 ноября 2014), на кафедре ве-
теринарной хирургии КГАВМ эксперименты проведены 
на 36 беспородных кроликах. Локальное повреждение в 
проксимальном отделе большеберцовой кости с медиаль-
ной поверхности осуществляли рассверливанием одной 
кортикальной пластины в виде несквозного цилиндриче-
ского дефекта диаметром три мм  [19]. Животные были 
разделены на  две  группы. Кроликам  группы  сравнения 
препарат ИНРОК в зону травмы не вводился; в опытной 
группе локально в область дефекта кортикальной пласти-
ны в дозе 0,2 мл вводился препарат ИНРОК на третьи и 
пятые сутки после операции. Продолжительность экспе-
риментальных исследований – 56 суток.

Гистологические  исследования  края  костного  де-
фекта и регенерата проводили на 7, 14, 28 и 56 сутки 
опыта.  Морфометрируемыми  параметрами  регенера-
та,  заполнявшего перфоративное отверстие, при  этом 
явились площади таких структурных компонентов как 
грануляционная, соединительная и хрящевая ткани; ре-
тикулофиброзная и пластинчатая кость; лейкоцитарно-
некротические массы. Забранный материал фиксирова-
ли в 10 % нейтральном формалине, декальцинировали, 
обезвоживали и заливали в парафин. Гистологические 
препараты  (микротомные  срезы  толщиной  5–7  мкм) 
окрашивали  гематоксилином  и  эозином,  а  также  пи-
крофуксином по ван Гизон. Для количественной оцен-
ки  площадей  изучаемых  структур  применялся  мор-
фометрический метод [20–21]. Расчет производился в 
процентах от общей площади гистологического среза. 

Компьютерную томографию проводили на 7, 28 и 
56  сутки  после  операции  на  мультиспиральном  ком-
пьютерном томографе Brilliance 64 (Philips) в режиме 
поперечного сканирования. Для количественной оцен-
ки плотности кортикальной пластинки в зоне дефекта 
осуществляли обработку сагиттальных срезов регене-
рата в режиме мультипланарной реконструкции (MPR) 
[22].  На  полученных  изображениях  в  интерактивном 
режиме  выделяли область  дефекта и  высчитывали  ее 
плотность в единицах Хаунсфилда (HU).

Полученные цифровые результаты были обработаны 
с  помощью пакетов  прикладных  программ SPSS  v.13.0 
c  применением  t-критерия  Стьюдента  с  поправкой 
Bonferroni. Различия считали достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

ИНРОК не ингибирует дифференцировку остео-
кластов клеточной линии RAW 264.7 

Известен факт, что RANKL/RANK-опосредованный 
сигнальный  путь  играет  важную  роль  в  регуляции 
функциональной  активности  остеокластов  in  vitro. 
Нами  использована  RANK-экспрессирующая  ма-
крофагальная  мышиная  клеточная  линия  RAW  264.7 
для  определения  влияния  исследуемого  препарата 
на  функциональную  активность  и  дифференцировку 
остеокластов. С этой целью клетки линии RAW 264.7 
культивировали в специальной среде для дифференци-
ровки остеокластов (см. подробнее раздел «Материалы 
и методы») с добавлением ЭТС и RANKL (50 ng/mL). 
В  последующем  использовали  общепринятый TRAP-

тест для визуализации зрелых многоядерных остеокла-
стов. Учитывая, что в ранее проведенных тестах была 
получена выраженная ингибирующая активность гене-
стеина в отношении способности остеокластов к диф-
ференцировке [23–24], он использован нами в качестве 
контроля на данном этапе исследований. 

Зафиксировано,  что  внесение  RANKL  в  культуру 
клеток линии RAW 264.7 приводило к дифференциров-
ке остеокластов (рис. 1, а, б). Генестеин в значительной 
степени снижал количество многоядерных клеток, что 
подтверждало  его  способность  ингибировать  остео-
кластную дифференцировку клеток линии RAW 264.7 
при проведении качественного и количественного те-
ста (рис. 1, в, г, ж). Эффект препарата был дозозависи-
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мым. В эксперименте удалось показать, что препарат 
ИНРОК  не  ингибирует  дифференцировку  остеокла-
стов линии RAW 264.7 (рис. 1, д, е, ж). 

Важно,  что  в  использованных  нами  концентрациях 
(100–1000 µM) этот препарат не вызывал гибели клеток 
линии RAW 264.7 и не ингибировал скорость их деления 
в течение всего периода их культивирования, о чем сви-
детельствовали результаты цитотоксического MTS-теста. 

ИНРОК стимулирует образование остеобластов 
из клеток линии MC3T3‑E1 in vitro 

Следующим  этапом  было  изучение  способности 
препарата ИНРОК индуцировать процессы минерализа-
ции с помощью качественного и количественного мето-
дов, основанных на окрашивании Alizarin Red. В каче-
стве положительного контроля использовались клетки, 
инкубированные  с  мелатонином.  Мы  выявили  значи-
тельное  увеличение  количества  ализарин-положитель-
ных клеток в образцах, инкубированных с мелатонином 
и  препаратом ИНРОК,  по  сравнению  с  контрольными 
образцами,  культивированными  в  специальной  среде 
для стимуляции остеогенеза  (рис. 2). Важно отметить, 
что ИНРОК в концентрации 0,5 и 1 mM обладал более 
выраженным минерализирующим эффектом по сравне-
нию c мелатонином. Полученные данные были в даль-
нейшем  подтверждены  результатами  количественного 
анализа по  определению calcium deposition  (рис.  2,  е). 
Как  и  ожидалось,  препарат  ИНРОК  в  концентрациях 
100–1000 µM не вызывал гибели клеток линии МС3Т3 

и не ингибировал скорость их деления в течение всего 
периода культивирования, о чем свидетельствовали ре-
зультаты цитотоксического MTS-теста. 

ИНРОК стимулирует заживление костных де-
фектов in vivo 

Результаты наблюдений за подопытными животны-
ми  выявили,  что  общее  состояние,  пищевая  возбуди-
мость  их  практически  не  изменялись  на  протяжении 
всего  эксперимента.  Кролики  хорошо  переносили 
нейролептаналгезию  и  оперативное  вмешательство. 
Двигательная  активность  восстанавливалась  через 
30–35 минут, пищевая возбудимость через 3–5 часов.

Гистологические  исследования  костной  ткани  пока-
зали, что на 7 сутки наблюдений происходило снижение 
воспалительной реакции у животных опытной группы по 
сравнению с группой сравнения (5,5 ± 0,8 % и 14,6 ± 1,4 %), 
и  достоверно уменьшалась площадь перфоративного от-
верстия (27,6 ± 2,1 % и 15,9 ± 1,4 %) – почти в два раза. В 
большинстве наблюдений процесс регенерации начинал-
ся с пролиферации кровеносных сосудов и миграции фи-
бробластов. Расположенные между сосудистыми петлями 
мезенхимальные  элементы  свидетельствовали  о  форми-
ровании  грануляционной  ткани,  объем  которой  в  опыт-
ной группе возрастал на 16 % (70,6 ± 1,1 % и 53,6 ± 3,1 % 
(р <  0,05) соответственно). У животных группы сравнения 
отмечались  признаки  некроза  и  кальцификация  костной 
ткани по краю дефекта (рис. 3). Случаи репарации в груп-
пе сравнения на этом сроке отсутствовали. 

Рис. 1. ИНРОК не влияет на дифференцировку остеокластов и не ингибирует актив-
ность тартрат-резистентной кислой фосфатазы (TRAP). Для стимуляции остеокласт-
ной активности клетки линии RAW 264,7 инкубировали c RANK лигандом (50 нг/мл) 
в течение 5 дней в отсутствии (б) или в присутствии ИНРОКа (д, е). Клетки, культи-
вированные без ИНРОКа и RANK лиганда (а), использовали в качестве негативного 
контроля, а клетки, культивированные с генестеином в присутствии RANK лиганда 
(в, г), в качестве положительного контроля. Спустя 5 дней проводили окрашивание 
на предмет выявления многоядерных TRAP-позитивных остеокластов; ж – количе-
ственное  измерение  TRAP-активности).  К1  –  контроль  без  воздействия  исследуе-
мых соединений; К2 – после воздействия RANK лиганда (положительный контроль) 
(### p < 0,001)
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На 14 сутки после оперативного вмешательства в 
группе  сравнения  происходил  процесс  трансформа-
ции  грануляционной и  соединительной  ткани в  хря-
щевую.  Площадь  соединительной  ткани  в  опытной 
группе  составляла  68,0  ±  2,5 %,  что  в  1,5  раза  пре-
вышало  таковую  в  группе  сравнения  (48,2  ±  0,6 %, 
р < 0,05). В этой группе уже наблюдались случаи фор-
мирования ретикулофиброзной ткани, балки которой 
были  связаны  с  краями  перфоративного  отверстия. 
Площадь ретикулофиброзной кости в опытной группе 
была в три раза больше (18,2 ± 0,6 %, р < 0,05), чем в 
группе сравнения – 6,0 ± 1,0 %. В большинстве случа-
ев дефект был закрыт полностью. В единичных слу-
чаях наблюдали энхондральный остеогенез. Проявле-
ния  воспалительной  реакции  на фоне  репаративных 
процессов были незначительными или отсутствовали 
(рис. 3, в, г). 

Через  28  дней  наблюдений  перфоративное  отвер-
стие  было  замещено  ретикулофиброзной  тканью  с 
диффузной  кальцификацией  балок.  Хрящевая  ткань 
практически отсутствовала, что составило 4,0 ± 0,9 % 
в группе сравнения и 0,6 ± 0,1 % в опытной, а костный 
мозг  был  насыщен  гемопоэтическими  элементами, 

располагавшимися  среди  сформированных  костных 
трабекул (рис. 3, д, е). 

На 56 сутки эксперимента у всех животных насту-
пило  полное  неосложненное  заживление.  На  месте 
перфоративного отверстия в опытной группе на 99 % 
визуализировалась пластинчатая кость (98,8 ± 0,2 %) с 
развитой системой сосудистых каналов, восстановлен-
ным костным мозгом и окружающими мягкими тканя-
ми  (рис.  3, ж,  з). В  то же  время,  в  группе  сравнения 
отмечались  участки  некроза  и  деструкции  хрящевой 
ткани, а сформированная пластинчатая кость занимала 
88 % от площади среза (88,7 ± 0,6 %).

Данные компьютерной денситометрии
По результатам компьютерной томографии у живот-

ных опытной группы на 7 сутки эксперимента наблюда-
ли достоверное (р = 0,001) возрастание денситометриче-
ских показателей регенерата, что превышало в 2,5 раза 
таковые значения в группе сравнения (916,6 ± 26,5 HU и 
366,6 ± 33,6 HU соответственно) (рис. 4). 

На  завершающих  сроках  исследования  плотность 
регенерата  у  животных  опытной  группы  составляла 
1120,6 ± 27,1 HU, что на 4 % больше чем у животных 
группы сравнения (1078,2 ± 57,4 HU). 

Рис. 2. ИНРОК стимулирует процесс минерализации в клетках ли-
нии MC3T3-E1. Визуализация депозитов кальция после окрашива-
ния ализариновым красным: а – клетки без какого-либо воздействия 
(отрицательный контроль); б–д – клетки после воздействия ИНРОК 
(100–1000 мкМ); е – клетки после воздействия мелатонина (поло-
жительный контроль); ж – количественный анализ интенсивности 
окрашивания. Клетки, культивированные без добавления ИНРОКа 
и мелатонина, использовали в качестве контроля (К)
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Рис. 3. Гистологическая картина костной ткани у животных группы сравнения (слева) и получавших ИНРОК (справа). Окраска ги-
стологических препаратов гематоксилином и эозином: а, б – некроз и обызвествление костной ткани по краю перфоративного отвер-
стия (а), грануляционная ткань (б) – 7 сутки эксперимента; в, г – трансформация грануляционной и соединительной ткани в хрящевую 
(в), грубоволокнистая кость с балочным строением, заполняющая перфоративное отверстие (г) – 14 сутки эксперимента; д, е – транс-
формация хрящевой ткани в грубоволокнистую кость (д), перестройка грубоволокнистой кости в пластинчатую (е) – 28 сутки экс-
перимента; ж, з – пластинчатая кость с наличием фрагмента хрящевой ткани и очагами некроза (ж) со сформированной системой 
гаверсовых каналов (з) – 56 сутки эксперимента

Рис. 4. Томограмма тазовой конечности кролика. 7-е сутки эксперимента: определение плотности большеберцовой кости по данным 
MPR: а – группа сравнения; б – опытная группа

ОБСУЖДЕНИЕ

Функциональная активность остеобластов являет-
ся ключевой в формировании костной ткани как при 
физиологической,  так и при репаративной регенера-
ции. Развитие патологических процессов различного 
генеза  (остеопороз,  травма  и  др.)  оказывает  суще-
ственное  влияние  на  скорость  заживления  костных 
дефектов. 

На сегодня определен достаточно широкий спектр 
факторов, являющихся регуляторами остеогенной диф-
ференцировки. К ним относятся статины, метформин, 
костные морфогенетические белки -2 и -7, паратирео-
идный гормон и др. [25–29]. Несмотря на значительные 
различия в молекулярном механизме действия вышеу-
казанных факторов, все они обладают общим “слабым 
звеном” – для достижения выраженного остеогенного 
эффекта необходима их относительно длительная пер-
систенция в местах дефектов костной ткани. 

Результаты  наших  исследований  по  изучению  ак-
тивности  фосфатазы  и  окрашивания  ализариновым 

красным впервые показали, что препарат в значитель-
ной степени стимулирует дифференцировку остеобла-
стов in vitro и процессы внутриклеточной минерализа-
ции в остеобластах линии MC3T3-E1. В то же время, 
препарат  ИНРОК  не  влияет  на  активность  остеокла-
стов  клеточной  линии  RAW264.7,  при  этом  в  значи-
тельной  степени  ускоряет  скорость  заживления  кост-
ных дефектов in vivo. 

Нами  установлено,  что  препарат  на  основе  эти-
дроната  ионов  лантаноидов  и  кальция  способен  су-
щественным  образом  ускорять  процессы  заживления 
небольших костных дефектов in vivo. Данный эффект 
может быть обусловлен способностью соединения сти-
мулировать остеогенную дифференцировку и минера-
лизацию остеобластов in vitro, что было нами показано 
с использованием соответствующей клеточной линии 
MC3T3-E1. В то же время, ИНРОК не оказывал влия-
ния на процессы дифференцировки остеокластов кле-
точной линии RAW 264.7. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1.  Результаты  настоящего  исследования  позволили 
представить  научное  обоснование  возможности  акти-
вации репаративного остеогенеза посредством исполь-
зования  препарата  на  основе  этидроната  ионов  ланта-
ноидов  и  кальция,  который  оказывает  подавляющий 
эффект на фазу резорбции в ремоделировании микроар-
хитектоники костной ткани в условиях индуцированной 
травмы. Препарат обладает способностью значительно 
стимулировать активность остеобластов и не оказывать 
при этом влияния на активность остеокластов in vitro. 

2. Методом компьютерной томографии установле-
но, что достоверно значимые денситометрические от-
личия  кортикальной  пластины  у  животных  опытной 
группы  проявились  уже  на  7-е  сутки  эксперимента. 
Животные с локальным введением препарата опережа-
ли в 2,5 раза животных группы сравнения по темпам 
перестройки костной ткани в зоне остеорепарации. 

3.  Результаты  морфологического  исследования 
зоны регенерации показали отличия между исследуе-
мыми группами животных. На 7-е сутки эксперимента 

площадь  незаращенного  перфоративного  отверстия  у 
животных опытной группы была достоверно меньше, 
чем у животных группы сравнения. К 14 суткам перфо-
ративное отверстие у животных опытной группы было 
заполнено  регенератом,  в  котором  костеобразование 
протекало по  энхондральному  типу,  в  то  время как  у 
животных группы сравнения за счет перихондрального 
остеогенеза.

4. Таким образом, результаты нашего исследования 
впервые  показали,  что  препарат,  содержащий  этидро-
наты ионов лантаноидов и кальция (ИНРОК), обладает 
выраженной способностью индуцировать остеогенную 
дифференцировку остеобластов и является перспектив-
ным при заживлении локальных дефектов кости. 

5. Предварительный анализ свидетельствует о выра-
женной остеобластной активности композиции лантано-
идов и этидроната, что позволяет рассматривать рецензи-
руемый препарат в качестве перспективного соединения 
в клинической практике для усиления процессов регене-
рации, как минимум, малых костных дефектов.

Исследование не имело спонсорской поддержки. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных 
конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей статьи.
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