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Резюме. Актуальным является поиск методов улуч-
шения качества репарации костной ткани при осте-
осинтезе переломов на фоне иммобилизационного 
остеопороза (ИОП). Целью исследования явилось из-
учение особенностей остеогенеза при использовании 
имплантатов с наноструктурированными покрытия-
ми в условиях ИОП. В эксперименте на самцах крыс 
линии Вистар моделировали ИОП резекцией костей 
голени правой задней конечности на уровне её прок-
симального отдела, создавая неопороспособное бе-
дро. После чего в остеопоротически перестроенную 
костную ткань имплантировали спицы с нанострук-
турированным композитным CN0,25-покрытием и на-
ноструктурированным алмазоподобным а-С покры-
тием. В сыворотке крови до имплантации, на 30, 60 
и 90 сутки после нее определяли динамику маркеров 
метаболизма костной ткани RatTRAP, RatLaps, PINP, 
pro-ММP-1, TIMP-1 с расчетом интегральных индек-
сов. Сравнительный анализ исследуемых показателей 
свидетельствовал о более выраженных изменениях 
со стороны маркеров костной резорбции (RatTRAP и 
pro-ММP-1, RatLaps/PINP, TIМP1/pro-ММP1) при им-
плантации спиц с CN0,25-покрытием. В данной груп-
пе выявлены более высокие значения RatTRAP, pro-
ММP-1 и индексов RatLaps/PINP, TIМP1/pro-ММP1. 
Полученные результаты, вероятно, иллюстрируют 
различия в механизмах деградации костного матрик-
са, которые могут быть обусловлены различной топо-
графией поверхности нанопленок. 

Ключевые слова: иммобилизационный остеопо-
роз, наноструктурированные покрытия спиц, резорб-
ция костной ткани

Abstract. The quality improvement of the 
osteoreparation on the background of immobilization 
osteoporosis is actual task. The aim of the study 
was to examine the of osteogenesis features in using 
implants with nanostructured coatings and in terms of 
immobilization osteoporosis in experiment. On male 
Wistar rats modulated immobilization osteoporosis 
by resection of the right hind tibia in its proximal part. 
After the appearance of immobilization osteoporosis 
nanostructured composite (CN0,25)-coated and 
nanostructured diamond-like (a-C)-coated needles were 
implanted in osteoporotic rebuilt bone. The dynamics 
of bone resorption markers RatTRAP, RatLaps, PINP, 
pro-MMP-1, TIMP-1 with the calculation of the integral 
indexes were determined in serum before implantation, 
on terms of 30, 60 and 90 days after it. Comparative 
analysis of the studied parameters revealed a more 
pronounced changes in the bone resorption markers 
during implantation needles with CN0,25-coated needles. 
This group showed higher levels of osteoclast activity 
metabolic markers RatTRAP and pro-MMP-1, integral 
index RatLaps / PINP, whereas lower levels of TIMP1 / 
pro-MMP1 index. Obtained results probably illustrates 
differences in bone matrix degradation mechanisms 
that may be caused by a different surface topography of 
nanofilms.

Keywords: RatTRAP, RatLaps/PINP, pro-ММP-1, 
TIMP-1, immobilization osteoporosis, nanostructured 
coatings
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Актуальность 
Актуальной задачей травматологии является разра-

ботка способов повышения качества остеорепарации, 
в том числе, на фоне остеопоротических изменений 
костной ткани. Одна из причин снижения минераль-
ной плотности костной ткани (МПК), способствую-
щая формированию иммобилизационного остеопоро-
за (ИОП) — гипокинезия [1, 2]. Эффективным мето-
дом лечения пациентов с ИОП является чрескостный 
остеосинтез. Однако в эксперименте в ответ на введе-
ние стандартных спиц Киршнера наблюдали увели-
чение диаметра спицевого канала, обусловленное ак-
тивизацией резорбтивных процессов, что негативно 
влияет на остеогенез [3]. 

В эксперименте на кроликах и баранах при запол-
нении костного дефекта пористыми титановыми им-
плантатами с наноструктурированными композитны-
ми покрытиями показан выраженный остеоиндуктив-
ный эффект наноструктурированных углеродных по-
крытий. Эти исследования свидетельствовали о том, 
что данные композитные покрытия способствуют 
пролиферации, дифференцировке миелокариоцитов 
в остеогенном направлении, а также их адгезии [4]. 
Причём, влияние различных по химическому соста-
ву и топографии поверхности алмазоподобных а-С и 
композитных CN0,25 (алмазоподобный углерод, доти-
рованный атомами азота) покрытий при замещении 
костных дефектов на фоне нормальной минеральной 
плотности костной ткани отличалось. При использо-
вании CN0,25-покрытий отметили более высокую ад-
гезию клеток на фоне их сниженной жизнеспособно-
сти, колониеобразования в культуре и активации сво-
боднорадикального окисления по сравнению с а-С по-
крытиями [5]. Исследования наноструктурированных 
углеродных покрытий показали также их перспектив-
ность в снижении риска инфицирования при исполь-
зовании удаляемых металлофиксаторов [7].

Одной из причин снижения МПК при иммобилиза-
ции является разобщение процессов резорбции кост-
ной ткани и костеобразования [6]. В доступной лите-
ратуре нами не обнаружены сведения об особенностях 
остеогенеза при использовании имплантатов с нано-
структурированными композитными покрытиями (а-С 
и CN0,25) в условиях сниженной МПК, в том числе при 
ИОП, что явилось целью настоящей работы. 

Материал и методы исследования 
Эксперимент проведен на 64 крысах-самцах ли-

нии Вистар в возрасте 3–4 месяцев массой 100–200 
г. Животных содержали в условиях вивария на стан-
дартном рационе с учетом положений Директивы Со-
вета ЕС «О сближении законов, постановлений и ад-
министративных положений государств ЕС по во-
просам защиты животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей» (European 
Communities Council Directives of 24 November 1986, 
86/609ЕЕС). 

У всех животных моделировали ИОП резекцией ко-
стей голени правой задней конечности на уровне её 
проксимального отдела, создавая неопороспособное 

бедро [Идея модели ИОП — проф. С.В. Гюльназа-
рова. Операции на животных выполнены м.н.с. Ган-
жой А.А.]. По данным гистоморфометрии к 90-м сут-
кам после операции ампутации костей голени у жи-
вотных сформированы остеопоротические изменения 
в костной ткани [8]. В этот период в область дисталь-
ного метафиза бедренной и проксимального метафиза 
большеберцовой костей животным 1 группы (32 кры-
сы) имплантировали спицы диаметром 0,8 мм с нано-
структурированным композитным CN0,25-покрытием, 
животным 2 группы (32 крысы) — спицы диаметром 
0,8 мм с наноструктурированным алмазоподобным 
а-Спокрытием. Оперативное вмешательство осущест-
вляли под внутримышечным наркозом. Выведение из 
эксперимента проводили согласно Международным 
правилам гуманного отношения к животным. 

Разработка и изготовление имплантатов с ориги-
нальными наноструктурированными алмазоподоб-
ным и композитным покрытиями (а-С и CN0,25 соот-
ветственно) выполнено сотрудниками лаборатории 
углеродных наноматериалов ИФМ УрО РАН. Нане-
сение плёнок осуществлялось вакуумно-плазменным 
методом в установке УВНИИПА-001 (Патент РФ 
№80743).

В крови всех животных в динамике до операции, 
на 30, 60 и 90 сутки после неё иммуноферментным 
анализом определяли активность тартратрезистент-
ной кислой фосфатазы — метаболического маркера 
остеокластов (RatTRAP), концентрацию специфич-
ных маркеров метаболизма коллагена 1 типа у крыс 
— RatLaps (С-концевые телопептиды коллагена 1 ти-
па) и PINP (N-терминальные пропептиды коллагена 
1 типа), активность профермента матриксной метал-
лопротеиназы 1, участвующей в деградации костного 
матрикса (pro-ММP-1), её ингибитора (TIMP-1), так-
же рассчитывали индексы RatLaps/PINP, TIMP/pro-
MMP-1 [9, 10, 11]. Исследования выполнены на имму-
ноферментном анализаторе Stat Fax 3200 в комплексе 
с вошером Stat fax 2600 и шейкером ELMI с исполь-
зованием оригинальных тест-систем для ИФА у крыс. 

Статистическая обработка полученных данных вы-
полнена с использованием непараметрического кри-
терия Манна-Уитни, результаты представлены в виде 
M±m, где M — среднее значение, m — стандартное 
отклонение, уровень значимости — р≤0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
RatTRAP — костный изофермент кислой фосфо-

моноэстеразы — специфичный маркер остеокластов, 
участвующий во внеклеточной деградации органиче-
ского костного матрикса Активность RatTRAP (табл. 
1) увеличивалась к 30-м суткам по отношению к уров-
ню до операции в обеих группах (в 1,6 и 1,1 раза со-
ответственно), а затем значимо снижалась к 60-м сут-
кам (в 1,4 и 2,6 раз соответственно). В 1-й группе жи-
вотных активность фермента оказалась более высо-
кой (р<0,05) на 30-е и 60-е сутки (в 1,4 и 2,6 раза со-
ответственно срокам), в сравнении с животными вто-
рой группы, что свидетельствовало о более выражен-
ной метаболической активности остеокластов. 
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Таблица 1 
Динамика активности RatTRAP 

в сыворотке крови животных, Ед/л 
Table 1

RatTRAP activity dynamics in rat serum, U/L
Груп-

пы/сро-
ки Groups/

terms

До опера-
ции/ Before 

surgery

30 сутки 
после опе-
рации/ 30-
th day after 

surgery

60 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery

90 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery
Группа 1/
Group 1

1,05±0,46 
n=32

1,69±0,41 * 
**n=8

1,25±0,27 • 
º n=8

1,26±0,37 
n=8

Группа 2/
Group 2

1,15±0,55 
n=32

1,25±0,32 
n=8

0,48±0,19 º 
n=8

1,29±0,36 
ºº n=8

Примечание. * — р ≤ 0,05 по отношению ко 2 груп-
пе; • — р ≤ 0,01 по отношению ко 2 группе; ** — р 
≤ 0,05 по отношению к уровню до операции; º — р 
≤ 0,01 по отношению к уровню на 30 сутки; ºº — р ≤ 
0,01 по отношению к уровню на 60 сутки.

Note. * p — ≤ 0,05 relative to group 2; • — p ≤ 0,01 
relative to group 2; ** — p ≤ 0,05 relative to the level 
before the surgery; º — p ≤ 0.01 compared to 30-th day; 
ºº — p ≤ 0.01 compared to 60-th day.

Таблица 2 
Динамика pro-MMP-1, выраженная в амплитуде по 

отношению к значению до операции в сыворотке кро-
ви животных, % 

Table 2
Pro-MMP-1 dynamics (expressed in amplitude relative 

to the value before the operation) in the rats serum, %

Группы/сроки 
Groups/terms

30 сутки по-
сле операции/ 
30-th day after 

surgery

60 сутки по-
сле операции/ 
60-th day after 

surgery

90 сутки по-
сле операции/ 
60-th day after 

surgery
Группа 1/
Group 1

+17,32 *
n=8

+63,27 ** * º 
n=8

+10,52 ºº 
n=8

Группа 2/
Group 2

+4,87 
n=8

+51,86 
n=8

+21,39 
n=8

Примечание. * — р ≤ 0,05 по отношению ко 2 груп-
пе; ** — р ≤ 0,05 по отношению к уровню до опера-
ции; º — р ≤ 0,05 по отношению к уровню на 30 сут-
ки; ºº — р ≤ 0,05 по отношению к уровню на 60 сутки.

Note. * p — ≤ 0,05 relative to group 2; ** — p ≤ 0,05 
relative to the level before the surgery; º — p ≤ 0.05 
compared to 30-th day; ºº — p ≤ 0.05 compared to 60-th day.

ММP-1 является ключевым энзимом в процессинге 
коллагена, подготавливающем сайты ремоделирова-
ния костной ткани на начальной стадии её резорбции 
и предваряющем привлечение остеокластов в зону ре-
моделирования [12]. В доступной литературе не об-
наружены данные об активности фермента или уров-
ня профермента в крови в процессе костного ремоде-
лирования в условиях остеопороза. Нами получены 
следующие результаты. Динамика pro-ММP-1 в це-
лом в обеих группах животных аналогична: её макси-
мумы отмечены на 60-е сутки, когда уровень данного 
профермента выше на 63,27 и 51,86% (соответствен-
но группам), чем до операции имплантации спиц 

(табл. 2). Однако, в группе с CN0,25-покрытием ампли-
туда прироста концентрации показателя в процентном 
выражении была выше в 3,55 и 1,22 раза на 30-е и 60-
е сутки. 

Значимая динамика (снижение концентрации) 
TIMP-1 отмечена в 1-й группе к 60-м суткам по от-
ношению к 30-м. Амплитуда снижения концентрации 
TIMP-1 по сравнению с дооперационным уровнем в 
процентном выражении была значимо больше в 1-й 
группе по сравнению с животными 2-й группы на 30-е 
сутки – в 1,62 раза (табл. 3). 

Таблица 3 
Динамика TIМP-1, выраженная в амплитуде 

по отношению к значению до операции в сыворотке 
крови животных, % 

Table 3
TIMP-1 dynamics (expressed in amplitude relative 

to the value before the operation) in the rats serum, %

Группы/сроки 
Groups/terms

30 сутки по-
сле операции/ 
30-th day after 

surgery

60 сутки по-
сле операции/ 
60-th day after 

surgery

90 сутки по-
сле операции/ 
60-th day after 

surgery
Группа 1/
Group 1

-7,9 *
n=8

-39,11 º 
n=8

-41,19 
n=8

Группа 2/
Group 2

-4,88 
n=8

-23,82 
n=8

+10,79 
n=8

Примечание. * — р≤0,05 по отношению ко 2 группе; 
º — р≤0,05 по отношению к уровню на 30 сутки.

Note. * — p≤0,05 relative to group 2; º — p≤0.05 
compared to 30-th day.

Таблица 4 
Динамика TIМP1/ pro-ММP1 в сыворотке крови жи-

вотных
Table 4

TIMP1/pro-MMP1 dynamics in rat serum 
Группы/

сроки 
Groups/

terms

До опера-
ции/ 

Before 
surgery

30 сутки 
после опе-
рации/ 30-
th day after 

surgery

60 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery

90 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery
Группа 1/
Group 1

0,64± 0,32 
n=32

0,41±0,28 
n=8

0,1±0,044 * 
º n=8

0,2±0,03 * 
ºº n=8

Группа 2/
Group 2

0,62±0,25 
n=32

0,42±0,2 
n=8

0,22±0,156 
n=8

0,42±0,19 
ºº n=8

Примечание. * — р≤0,05 по отношению ко 2 группе; 
º — р≤0,05 по отношению к уровню на 30 сутки; ºº — 
р ≤ 0,05 по отношению к уровню на 60 сутки.

Note. * — p≤0,05 relative to group 2; º — p≤0.05 
compared to 30-th day; ºº — p≤0.05 compared to 60-th 
day.

Динамика коэффициента TIMP-1/ pro-MMP-1, пока-
зывающего соотношение концентраций ингибитора и 
профермента MMP-1, а также позволяющего косвен-
но оценить протеолитическую активность фермента 
MMP-1, в целом аналогична в группах животных: вы-
явили снижение его уровня к 90-м суткам. Минималь-
ные значения данного индекса отмечены нами на 60-е 
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сутки у всех крыс: он ниже исходного уровня в 6,4 раз 
и в 2,8 раза соответственно группам. Более высокие 
значения (р≤0,05) во 2-й группе, чем в 1-й отмечены 
на 60-е сутки и 90-е сутки (в 2,2 и 2,1 раза соответ-
ственно) (табл. 4). Полученные различия TIMP-1/ pro-
MMP-1 между группами позволяют предположить о 
более выраженную активность MMP-1 при использо-
вании спиц с CN0,25-покрытием. 

Коэффициент RatLaps/PINP (табл. 5), отражающий 
баланс метаболизма коллагена 1 типа у крыс значи-
мо снижался к 30-м суткам в обеих группах по отноше-
нию к уровню до операции (в 1,63 и 1,67 раз). К 60-м 
суткам его величина возрастала, превосходя доопе-
рационные значения (в 1,39 и 0,96 раз), что наблюда-
лось и на 90-е сутки — превышение дооперационно-
го уровня в 1,37 и в 1,55 раз. Особый интерес пред-
ставляют значимо более высокие уровни исследуемо-
го коэффицента в 1-й группе, чем во 2-й: на 30-е сут-
ки (в 2,1 раза); на 60-e сутки в 2,9 раза и на 90-е сут-
ки в 1,8 раза, что свидетельствовало о превалирова-
нии резорбтивных процессов коллагена 1 типа у крыс 
с CN0,25-покрытием спиц. Данные результаты корре-
лируют с динамикой активности RatTRAP на 30-e и 
60-е сутки и pro-MMP-1 на 60-е сутки после имплан-
тации в группе с CN0,25-покрытием спиц. Однако, от-
носительно дооперационных значений к 90-м суткам 
динамика в группе с а-С-покрытием спиц была более 
выраженная (в 1,54 раз), чем в с CN0,25-покрытием (в 
1,37 раз). 

Таблица 5 
Динамика коэффициента RatLaps/PINP 

в сыворотке крови животных
Table 5

RatLaps/PINP dynamics in rat serum 
Груп-

пы/сро-
ки Groups/

terms

До опера-
ции/ Before 

surgery

30 сутки 
после опе-
рации/ 30-
th day after 

surgery

60 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery

90 сутки 
после опе-
рации/ 60-
th day after 

surgery
Группа 1/
Group 1

2,46± 1,39 
n=32

1,51±0,25 
ºº * n=8

3,42±2,28 
** n=8

3,39±0,45 
** n=8

Группа 2/
Group 2

1,22±0,67 
n=32

0,73±0,17 º 
n=8

1,18±0,22 
n=8

1,89±0,29 º 
n=8

Примечание. * — р≤0,01 по отношению ко 2 группе; 
** — р≤0,05 по отношению ко 2 группе; º — р≤0,01 
по отношению к уровню до операции; ºº — р≤0,05 по 
отношению к уровню до операции

Note. * — p≤0,05 relative to group 2; ** — p≤0,05 
relative to group 2; º — p≤0.01 relative to the level before 
the surgery; ºº — p≤0.01 relative to the level before the 
surgery.

Выводы
Полученные данные свидетельствовали о развитии 

реакции остеопоротически перестроенной костной 
ткани на имплантацию спиц с алмазоподобными (а-С) 
и композитными (CN0,25) наноструктурированными по-
крытиями к 30-м суткам после имплантации. Динамика 
исследуемых показателей отражала развитие реакции 
стресс-ремоделирования на имплант: к 30-м суткам на-
блюдалось повышение активности остеокластов на 
основании динамики RatTRAP, а согласно динамике 
коэффициента Ratlaps/PINP к 30-м суткам происходи-
ло смещение баланса метаболизма коллагена 1 типа 
в направлении его образования, к 60-м и 90-м баланс 
смещался в направлении деградации коллагена. Инте-
рес представляют данные, отражающие разную реак-
цию исследуемых маркеров на имплантацию спиц в 
условиях ИОП, по-видимому, обусловленную отличи-
ями в топографии поверхности и химического состава 
нанопленок — CN0,25-покрытия имеют глобулярную 
структуру поверхности с большей шероховатостью 
и электропроводностью, в отличие от a-C-покрытий 
[5]. Более выраженные изменения со стороны марке-
ров костной резорбции в условиях ИОП обнаруже-
ны при имплантации спиц с CN0,25-покрытиями: бо-
лее высокие значения в крови метаболических марке-
ров RatTRAP и pro-ММP-1, абсолютных значений ин-
тегрального показателя RatLaps/PINP, а также более 
низкие значения индекса TIМP1/pro-ММP-1, что соот-
ветствует результатам исследований, проведенных ра-
нее in vitro [5]. А также подтверждает результаты мор-
фологических исследований: при использовании спиц 
с CN0,25-покрытиями наблюдалось увеличение диаме-
тра спицевого канала, чего не было обнаружено при 
использовании а-С-покрытий [14]. Однако, в группе с 
а-С-покрытиями значение RatLaps/PINP к 90-м суткам 
оказалось выше относительно дооперационного уров-
ня, чем в группе с CN0,25-покрытием, что коррелиру-
ет с выраженной активизацией RatTRAP на 90-е сутки 
в группе с а-С-покрытиями и, по всей видимости, ил-
люстрирует различия в регуляции резорбции костно-
го матрикса при использовании различных покрытий. 
Возможно, деградация органического матрикса кост-
ной ткани при использовании CN0,25-покрытий проис-
ходит не по пути avb-интегрины — катепсин К, а при 
участии матриксной металлопротеиназы 1. 
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