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Проблема регенерации костей и хряща является одной из приоритетных программ научных исследований. 
Цель работы – изучение показателей неспецифической резистентности организма при нарушенных условиях 
репаративной регенерации костей голени в эксперименте. Установлено, что нарушенная репаративная 
регенерация костей голени кролика к 50-м суткам исследования сопровождается лейкоцитозом, повышением 
сегментоядерных нейтрофилов, снижением лимфоцитов, угнетением показателей фагоцитоза, нарушением 
элиминации ЦИК.
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The problem of regeneration of bone structure and joint cartilage is one of the priority programs of scientific research. 
Regulation of bone formation at the damage is carried out by complex set of factors. A reflection of the regeneration 
processes is the dynamics of blood parameters, among which are the indicators of inflammatory reaction of the or-
ganism, and condition of phagocytosis system. One way to control the severity of impaired reparative regeneration is 
the analysis of immunological tests of the first order. The aim of our study was to investigate nonspecific resistance of 
the organism for any breach of reparative regeneration of bone in the lower leg. The study was performed on rabbits 
“Chinchilla” which simulated the breach of the terms of reparative regeneration. We assessed leukocyte profile and 
indicators of phagocytosis in experimental animals. Status of the phagocytic activity of blood neutrophils was evalu-
ated on the following parameters: phagocytic index, phagocytic number, nitroblue tetrazolium test, the concentration 
of circulating immune complexes.
We found broken shin bone reparative regeneration of rabbit at fiftieth day of observations is accompanied by leuko-
cytosis with increased segmented neutrophils and a decrease in lymphocytes, inhibition of phagocytosis, and violation 
of the elimination of circulating immune complexes.
Key words: impaired reparative regeneration of the bones, nonspecific resistance, inflammation

Проблема регенерации костей и хряща является 
одной из приоритетных программ научных исследо-
ваний [9]. В настоящее время в России в структуре об-
щей заболеваемости травмы занимают третье место 
(12,7 %). В России на 100 тыс. населения приходится 
220 случаев травм и отравлений, когда в большин-
стве европейских стран этот показатель составляет 
40–70 случаев на 100 тыс. населения [2, 3, 5].

Регуляция остеогенеза при повреждении осу-
ществляется сложным комплексом факторов, вклю-
чающим механические условия для формирования 
полноценного регенерата, сосудистые реакции, 
влияние нейроэндокринной системы, действие ме-
таболитов и ростовых факторов, состояние иммун-

ной системы. Отражением происходящих процессов 
становится динамика показателей крови, среди 
которых выделяют показатели воспалительной 
реакции организма, состояние системы фагоцитоза 
[4, 7]. Факторы неспецифической защиты первыми 
включаются в «борьбу» при поступлении в орга-
низм чужеродных антигенов. Они подготавливают 
почву для дальнейшего развертывания иммунных 
реакций [12].

Не вызывает сомнения тот факт, что изучение 
иммунологических показателей у больных с повреж-
дением костной ткани позволит оценить взаимосвязь 
их с течением остеогенеза и найти полученным ре-
зультатам практическое применение [1].
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Сменяющиеся стадии регенерации костной ткани 
(воспаление, пролиферация остеобластов, коллагено-
генез и оссификация) сопровождаются изменениями 
иммунологического статуса [1].

Одним из способов контроля тяжести течения 
нарушенной репаративной регенерации является 
анализ иммунологических тестов первого порядка, 
что побудило нас к оценке выбранных маркеров в 
динамике исследования.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Изучение показателей неспецифической рези-
стентности организма при нарушенных условиях 
репаративной регенерации костей голени в экспе-
рименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальное исследование проведено с 
использованием лабораторных животных кроликов-
самцов породы Шиншилла массой 3 кг, возраст 6 мес. 
Работа выполнена на базе научного отдела экспери-
ментальной хирургии с виварием ФГБНУ «Иркутский 
научный центр хирургии и травматологии». Живот-
ных содержали в условиях вивария при свободном 
доступе к воде и пище соответственно нормативам 
«Методических рекомендаций по содержанию ла-
бораторных животных в вивариях научно-исследо-
вательских институтов и учебных заведений» (вет. 
удостоверение 238 № 000360 от 30.04.2013 г., Служба 
ветеринарии Иркутской области), по утверждённым 
стандартным операционным процедурам [6]. Опыты 
на животных выполнялись в соответствии с: Правила-
ми лабораторной практики (GLP), Приказом № 708н 
от 23.08.2010 г. «Об утверждении правил лаборатор-
ной практики»; Правилами гуманного обращения с 
животными, регламентированными «Правилами про-
ведения работ с использованием экспериментальных 
животных» (утв. Приказом Минздрава СССР № 742 от 
13.11.1984  г. «Об утверждении правил проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных» и № 48 от 23.01.1985 г. «О контроле за проведе-
нием работ с использованием экспериментальных 
животных»). Исследование одобрено локальным 
этическим комитетом. Все оперативные вмешатель-
ства проводили в стерильных условиях под общим 
обезболиванием.

У всех животным (n = 24) воспроизводили модель 
нарушенных условий репаративной регенерации [10, 
13]. В асептических условиях и под общей анестезией 
животное фиксировали на столике А.И. Сеченова в по-
ложении лёжа на спине. После подготовки операцион-
ного поля (удаление шерстяного покрова, обработка 
кожи раствором антисептика трижды) монтировали 
аппарат внешней фиксации на голень левой задней 
конечности в оригинальной модификации по схеме: 
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Далее выполняли остеоперфорацию спицей диа-
метром 1,5  мм и остеоклазию обеих костей голени 
кролика. Клинически отмечали полную подвижность 
костных отломков во всех плоскостях. Сектора чре-

скостного аппарата соединяли, придавая аппарату 
исходное состояние с одномоментным разведением 
на 1 см между средними секторами. Вокруг выхода 
чрескостных элементов накладывали асептические 
повязки. Спустя 14 дней проводили одномоментную 
компрессию до полного сопротивления, после чего 
осуществляли стабилизацию аппарата внешней фик-
сации в этом положении.

У животных исследовали лейкоцитарный про-
филь и показатели фагоцитоза. Иммунологические 
исследования проводили в лабораторном отделе Цен-
тральной научно-исследовательской лаборатории 
Иркутской государственной медицинской академии 
последипломного образования – филиала ФГБОУ 
«Российская медицинская академия непрерывного 
профессионального образования» Минздрава России. 

Состояние фагоцитарной активности нейтрофи-
лов крови оценивали по следующим показателям: 
фагоцитарный индекс (ФИ) – процент нейтрофилов, 
способных к активному захвату частиц; фагоцитар-
ное число (ФЧ) – среднее число частиц, поглощённых 
одним активным нейтрофилом, характеризует по-
глотительную способность нейтрофилов и интен-
сивность фагоцитоза. В качестве фагоцитируемых 
частиц использовали суспензию дрожжевых клеток 
Saсcharomyces cerevisiae, инактивированных при тем-
пературе 80–90 °С [8].

Для оценки кислородзависимой биоцидности 
нейтрофилов применяли спонтанный НСТ-тест 
(НСТсп.). Методика основана на реакции восстанов-
ления нитросинего тетразолия до нерастворимой 
формы (диформозана) и отложения его гранул внутри 
и на поверхности фагоцитов. Результат выражали 
в количестве диформозан-положительных нейтро-
филов (в % от общего количества подсчитанных 
клеток). Для определения функционального резерва 
нейтрофилов использовали индуцированный НСТ-
тест (НСТинд.), который проводили с добавлением в 
среду инкубации активатора фагоцитарной реакции 
(раствор пирогенала). 

Уровень циркулирующих иммунных комплексов 
(ЦИК) оценивали спектрофотометрически с исполь-
зованием метода ПЭГ-преципитации (концентрация 
полиэтиленгликоля составляла 3,9  %), результат 
выражали в условных единицах.

Подсчёт количества эритроцитов, лейкоцитов и 
оценку лейкоцитарной формулы крови проводили по 
общепринятым методикам [8]. 

Забор крови для лабораторных исследований у 
всех кроликов проводили в утренние часы на голод-
ный желудок на 14-е, 35-е и 50-е сутки. 

За норму принимали показатели, полученные у 
6 здоровых животных, содержавшихся в одинаковых 
условиях с экспериментальными.

Все  экспериментальные данные иссле -
дований были статистически обработаны с ис-
пользованием программы Statistica (лицензия 
№  AXAR402G263414FA-V) и представлены в виде 
медианы с нижним и верхним квартилями (25-й и 
75-й процентили). Определение значимости различий 
полученных данных (р) в сравниваемых выборках про-
ведено с использованием непараметрических методов 
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(критерий Манна – Уитни (U), критерий Вилкоксона 
(W)) [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки воспалительной реакции организма 
на течение нарушенной репаративной регенерации 
костей голени при формировании ложного сустава 
проведено исследование общего числа лейкоцитов и 
лейкоцитарной формулы в венозной крови (табл. 1).

Таблица 1
Результаты оценки количества лейкоцитов и 

изменений в лейкоцитарной формуле  
при нарушенной репаративной регенерации костей 

голени (медиана, квартили)

Показатель Сутки Значение 

Лейкоциты, ×109/л 

14-е 7,25 (7,10; 9,75)●; ▲ 

35-е 3,77 (3,30; 3,90)●; ○; ▲ 

50-е 7,00 (6,90; 8,10)○; ▲ 

Норма 5,15 (4,50; 5,30) 

Сегментоядерные, % 

14-е 50,50 (49,00; 57,00)●; ▲ 

35-е 31,00 (30,00; 33,00)●; ○; ▲ 

50-е 39,50 (38,00; 41,00)○; ▲ 

Норма 26,50 (26,00; 28,00) 

Эозинофилы, % 

14-е 5,50 (5,00; 7,00) 

35-е 4,40 (4,00; 5,00) 

50-е 4,50 (3,00; 6,00) 

Норма 3,50 (3,00; 5,00) 

Моноциты, % 

14-е 4,00 (3,00; 5,00)▲ 

35-е 3,50 (3,00; 4,00)●; ▲ 

50-е 14,00 (12,00; 15,00)○; ▲ 

Норма 8,50 (7,00; 10,00) 

Лимфоциты, % 

14-е 40,00 (33,00; 41,00)●; ▲ 

35-е 61,00 (59,00; 63,00)●; ○ 

50-е 41,00 (35,00; 45,00)○; ▲ 

Норма 61,50 (59,00; 64,00) 

Примечания. • – различия статистически значимы, по 
сравнению с последующим показателем, при p

W
 ≤ 0,05 (кри-

терий Вилкоксона); ○ – различия статистически значимы, по 
сравнению с последующим показателем, при p

W
 ≤ 0,05 (кри-

терий Вилкоксона); ▲ – различия статистически значимы, по 
сравнению с нормой, при p

U
 ≤ 0,05 (критерий Манна – Уитни).

Нарушенные условия репаративной регенерации 
костей голени сопровождались лейкоцитозом на 
14-е сутки исследования, уровень лейкоцитов был 
значимо выше нормального значения (pU  =  0,004). 
К 35-м суткам количество лейкоцитов существен-
но уменьшалось, по сравнению с 14-ми сутками 
(pW = 0,0002). Следует отметить, что показатель был 
ниже нормальных значений (pU = 0,004). Увеличение 
количества лейкоцитов, по сравнению с нормой и в 
динамике исследования, отмечали в следующий срок 
наблюдения (на 50-е сутки) (pU, W ≤ 0,05). 

Относительная концентрация сегментоядерных 
лейкоцитов значительно возрастала на 14-е сутки 
после операции, по сравнению с нормой (рU = 0,004). К 
35-м суткам данный показатель снижался (pW = 0,02), 

оставаясь, однако, повышенным, по сравнению с 
нормальным значением (рU  =  0,004), на 50-е сутки 
наблюдалось его увеличение (pU = 0,004; pW = 0,02).

При анализе динамики процентного содержания 
эозинофилов, по сравнению с нормальным значе-
нием, выявлено его повышение (pW  =  0,02) на 14-е 
сутки, при дальнейшем исследовании существенных 
отличий от нормальных значений выявлено не было 
(pN–K ≥ 0,3; pU, W ≥ 0,04).

Содержание моноцитов в периферической крови 
в первые два срока наблюдения (14-е и 35-е сутки) 
статистически значимо снизилось, по сравнению с 
нормальными значениями (pU ≥ 0,004), а на 50-е сут-
ки эксперимента возросло в 1,6 раза, по сравнению 
с нормой. 

Нарушенные условия репаративной регене-
рации костей голени приводили к существенному 
снижению процентного содержания лимфоцитов 
на 14-е сутки исследования, по сравнению с нормой 
(pU = 0,004). К 35-м суткам данный показатель повы-
сился до нормальных значений (pU = 0,7), а на 50-е 
сутки – снизился, по сравнению с нормой (pU = 0,004), 
и при этом не имел различий со значением на 14-е 
сутки (pW = 0.4).

Далее нами было проведено исследование дина-
мики фагоцитоза при формировании патологической 
репаративной регенерации. При этом фагоцитарный 
индекс (ФИ) указывал на количество нейтрофилов 
(%), поглотивших дрожжевые клетки за определён-
ный промежуток времени, фагоцитарное число (ФЧ) 
показывало среднее число дрожжевых клеток, на-
ходящихся в фагоците. Спонтанный НСТ-тест (НСТсп.) 
указывал на степень раздражения фагоцитирующих 
клеток крови. Индуцированный НСТ-тест (НСТинд.) 
являлся аналогом антигенного раздражения в орга-
низме. Разница между НСТинд. и НСТсп. указывает на 
метаболический потенциал фагоцитов. Концентра-
ция циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК) в 
плазме крови отражала элиминирующую способность 
фагоцитов.

Как видно из рисунка  1а, фагоцитарная актив-
ность нейтрофилов крови (ФИ) у животных на 14-е 
и 35-е сутки наблюдения значимо снижалась, по 
сравнению с нормой (рU = 0,004), однако к 50-м суткам 
возрастала, в сравнении с более ранними сроками на-
блюдения (рW = 0,02; рW = 0,02), приближаясь к норме 
(рU = 0,04).

Поглотительная способность нейтрофилов (ФЧ) 
(рис. 1б) у животных с моделированной нарушенной 
репаративной регенерацией костей голени на 14-е 
сутки была в 2 раза ниже нормальных показателей 
(рU = 0,004). Выявленная тенденция сохранялась на 
35-е сутки исследования (рU = 0,004), однако к 50-м 
суткам ФЧ существенно возросло (рW = 0,04; рW = 0,02) 
и не имело статистически значимых отличий от нор-
мальных значений (рU = 1).

При оценке спонтанного НСТ-теста (рис. 1в) было 
выявлено, что на 14-е сутки наблюдения данный по-
казатель оставался в пределах нормы, к 35-м суткам 
существенно снижался (рU  =  0,02), а на 50-е сутки 
повышался и был статистически значимо выше нор-
мального значения (рU = 0,01).



ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2017, Том 2, ¹ 2 (114)

92	 			          Экспериментальные исследования в биологии и медицине

При изучении индуцированного НСТ-теста 
(рис. 1г) установлено, что динамика этого показателя 
совпадает с закономерностью изменения НСТсп..

При оценке динамики концентрации ЦИК 
(рис. 1д) при нарушенной репаративной регенерации 
костей голени на 14-е сутки исследования наблю-
дали повышение содержания ЦИК в плазме крови в 
2,5  раза, по сравнению с нормальным показателем 

(рU = 0,004), выявленная закономерность сохранялась 
на 35-е и 50-е сутки (рU = 0,004).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, нами установлено, что нару-
шенные условия репаративной регенерации костей 
голени сопровождаются лейкоцитозом, который 
сохраняется до 50-х суток, повышением в лейкоци-

140

120

100

80

60

40

20

0
0 days             14 days               35 days              50 days

Фагоцитарный индекс, % (медиана, квартили)
30v*24c

Mean; Whisker; Mean±0.95 Conf. Interval

Time
модель
норма    

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0
0 days             14 days               35 days              50 days

Фагоцитарное число (медиана, квартили)
30v*24c

Mean; Whisker; Mean±0.95 Conf. Interval

Time
модель
норма

				   а 						                     б

14

12

10

8

6

4

2

0
0 days             14 days               35 days              50 days

НСТ спонтанный (медиана, квартили)
30v*24c

Mean; Box; Mean±SE

Time
модель
норма       

20

18

19

14

12

10

8

6

4

2

0
0 days             14 days               35 days              50 days

НСТ индуцированный (медиана, квартили)
30v*24c

Mean; Box; Mean±SE

Time
модель
норма

				   в 						                     г

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0
0 days             14 days               35 days              50 days

ЦИК (медиана, квартили)
30v*24c

Mean; Box; Mean±SE

Time
модель
норма

д

Рис. 1. Результаты сравнительного анализа изменений показателей фагоцитоза, НСТ-теста и циркулирующие иммунные 
комплексы через 14, 35 и 50 суток после моделирования нарушенной репаративной регенерации костей голени 
(медиана, квартили): а – фагоцитарный индекс; б – фагоцитарное число; в – НСТ-тест спонтанный; г – НСТ-тест 
индуцированный; д – циркулирующие иммунные комплексы.
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тарной формуле процентного содержания сегмен-
тоядерных нейтрофилов, моноцитов и снижением 
лимфоцитов. Кроме того, наблюдается угнетение 
активности и интенсивности фагоцитоза, которое 
сохраняется до 50-х суток наблюдения, снижение 
кислородзависимой биоцидности нейтрофилов и их 
функционального резерва (НСТсп. и НСТинд.) на 35-е 
сутки, нарушение элиминации иммунных комплек-
сов, что выражается повышением концентрации ЦИК 
в периферической крови.
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