
Том 17, № 1, 2014 3

Матеріали Науково-практичної конференції з міжнародною участю  
“ВІКОВІ АСПЕКТИ ЗАХВОРЮВАНЬ КІСТКОВО-М’ЯЗОВОЇ СИСТЕМИ”, 

10-11 квітня 2014 р., Харків

Введение 
В настоящее время на фоне стремительного 

развития научно-технического прогресса и свя-
занной с ним урбанизации человечество оказы-
вает пагубное влияние на экологическую ситуа-
цию планеты в целом. Одним из проявлений та-
кого влияния являются нехарактерные сезонные 
температурные режимы. 

Известно, что костная ткань является мобиль-
ной структурой, которая реагирует на действие 
разнообразных факторов как внутреннего, так и 
внешнего происхождения, в том числе, на темпе-
ратурное воздействие. Реакция костной ткани за-
ключается в изменении характера ее перестрой-
ки или ремоделирования. В научной литерату-
ре имеются единичные работы (выполненные в 
условиях in vitro на культуре остеобластов сво-
да черепа крысы, остеокластах костного мозга 
мыши и остеобластах человека), в которых сооб-
щается о повреждающем действии гипотермии 
на костный метаболизм [1, 2]. На сегодня прак-
тически отсутствуют данные об эффекте тоталь-
ной гипотермии на ультраструктурную органи-
зацию костной ткани в условиях in vivo. В связи 
с этим в данной работе была поставлена цель – 
изучить особенности ультраструктурной органи-
зации губчатой кости дистального метафиза бе-
дра белых крыс разного возраста после воздей-
ствия общей легкой гипотермии.

Материал и методы исследования

Состояние гипотермии у белых крыс 6 и 
24-месячного возраста (молодые и старые жи-
вотные, соответственно) моделировали путем 5–
ти часовой экспозиции животных в холодильной 
камере при температуре –20 ºС на протяжении 5 
суток. Ректальная температура у крыс была сни-
жена на 3–4 ºС. Животных выводили из экспери-
мента на 3, 7 и 14 сутки после холодового воз-
действия с соблюдением международных норма-
тивов по биоэтике [3, 4].

Для электронно-микроскопического иссле-
дования фрагменты костной ткани (размером 
1 мм3) дистального метафиза бедренной кости 
крыс префиксировали в 5% фиксаторе Карнов-
ского с постфиксацией в 1% растворе четырехо-
киси осмия. Материал дегидратировали в серии 
спиртов восходящей концентрации и ацетоне, за-
ключали в смесь эпоксидних смол “эпон–арал-
дит” [5]. Ультратонкие срезы, толщиной 50–60 
нм, контрастировали по Reynolds [6], после чего 
исследовали с помощью трансмиссионного элек-
тронного микроскопа ЭМВ-100 БР. Цифровые 
негативы электронограмм изготавливали с помо-
щью фотокамеры Canon EOS–300D. 
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Результаты исследования и обсуждение
Молодые животные
3 суток после гипотермии. Ультраструктур-

ный анализ губчатой кости молодых животных 
показал, что на поверхности костных трабекул 
обнаружены остеобласты в состоянии функци-
ональной активности с множеством канальцев 
гранулярной эндоплазматической сети (гЭПС) в 
цитоплазме. Над остеобластами нередко распо-
лагались преостеобласты. Несмотря на призна-
ки биосинтетической активности, в цитоплаз-
ме как остеобластов, так и преостеобластов при-
сутствовало значительное количество лизосом, 
что, по-видимому, было связано с активизацией 
в клетках ферментативного гидролиза продук-
тов деструкции, образованных под влиянием ги-
потермии. В цитоплазме остеобластов выявлена 
деструкция митохондрий, которая сопровожда-
лась их набуханием. Отмечены признаки очаго-
вого лизиса двухконтурной мембраны и крист 
митохондрий. Нередко встречались митохон-
дрии нетипичных крупных размеров, имеющие 
удлиненную форму (рис. 1). 

В минерализованном матриксе костных тра-
бекул присутствовали остеоциты, имеющие де-
струкцию цитолеммы и органоиды, содержа-
щие набухшие просветленные митохондрии. В 
расширенных костных лакунах резорбционного 
типа с неровными зазубренными краями неред-
ко присутствовали остеоциты с электронноплот-
ным фрагментированным ядром, что указывало 
на их гибель путем апоптоза. Вблизи деструк-
тивно измененных остеобластов на костной по-

верхности были выявлены вскрытые канальцы 
остеоцитов. 

7 суток после гипотермии. На трабекуляр-
ных поверхностях присутствовали остеобласты 
с выраженной деструкцией цитоплазматической 
мембраны. В цитоплазме остеобластов, распо-
ложенных на поверхности неминерализованно-
го остеоида, нередко имело место нарастание от-
ечных явлений, проявляющихся в виде набуха-
ния канальцев гЭПС (рис. 2а). Полости таких ка-
нальцев характеризовались низкой электронной 
плотностью, что указывало на их заполнение от-
ечной жидкостью. 

В минерализованном костном матриксе при-
сутствовали остеоциты, значительная часть ко-
торых находилась на разных стадиях апоптоти-

Рис. 1. Фрагмент остеобласта. Удлиненная крупная 
набухшая митохондрия (стрелка). Деструкция крист. 
Лизис цитолеммы остеобласта. Коллагеновые волок-
на неминерализованного остеоида. 3 суток после ги-
потермии. 6 мес. крыса. Контрастирование по Рей-

нольдсу, х16800.

Рис. 2а. Остеобласт на поверхности остеоида. Набу-
хание канальцев гЭПС в цитоплазме остеобласта 
(стрелки). 7 суток после гипотермии. 6 мес. крыса. 

Контрастирование по Рейнольдсу, х4000.

Рис. 2б. Деструкция остеоцита. Интенсивная гете-
рохроматизация клеточного ядра. Дезорганизация 
цитоплазмы. 7 суток после гипотермии. 6 мес. крыса. 

Контрастирование по Рейнольдсу, х4000.
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ческой гибели клетки. Такие остеоциты содер-
жали ядро с высокой долей гетерохроматина или 
же оно было полностью гетерохроматизировано 
(рис. 2б), отмечались обширные очаги лизиса ка-
риолеммы и формирование первичных мелких 
апоптотических телец. 

В красном костном мозге вблизи трабекуляр-
ных поверхностей выявлялись расширенные по 
типу синусоидов гемокапилляры с низкой плот-
ностью форменных элементов. Между отростка-
ми эндотелиоцитов имелись щели, что указывает 
на нарушение контакта между ними.

14 суток после гипотермии. Изменения уль-
траструктурной организации клеток и матрик-
са губчатой кости были обнаружены и на этот 
срок наблюдения. На поверхности костных тра-
бекул на значительном протяжении были лока-
лизованы покоящиеся остеобласты, имеющие 
сплющенную форму, небольшое гетерохромати-
зированное ядро и узкий ободок слабоорганизо-
ванной цитоплазмы. Встречались участки кост-
ной поверхности, не содержащие остеобластов, 
– “оголенная” поверхность, что, по-видимому, 
связано с гибелью остеобластов. В некоторых 
остеобластах в цитоплазме выявлены миелино-
вые фигуры, являющиеся результатом деструк-
ции фосфолипидов мембран, а также небольшие 
очаги деструкции цитоплазмы. 

На трабекулярных поверхностях также были 
обнаружены остеокласты, находящиеся в состо-
янии высокой функциональной активности, о 
чем свидетельствует наличие в клетках несколь-
ких ядер (3–5) с преобладанием эухроматина и 
периферическим гетерохроматином, а также ци-

топлазмы с большим количеством вакуолей, фа-
госом и вторичных лизосом. Некоторые остео-
класты имели сформированную гофрированную 
каемку, псевдоподии которой непосредственно 
контактировали с резорбируемой минерализо-
ванной костью. 

В расширенных гемокапиллярах костного 
мозга выявлены признаки деструкции эндоте-
лия. Вблизи таких синусоидов отмечены диапе-
дезные кровоизлияния. Встречались также запу-
стевшие капилляры. Нередко возле гемокапил-
ляров обнаруживались формирующиеся осте-
окласты, содержащие 1–2 ядра и цитоплазму с 
большим количеством округлых и овальных ми-
тохондрий. Вблизи костных трабекул также вы-
явлены остеокласты, которые находились на ста-
дии инактивации. В цитоплазме таких клеток 
выявлено множество вакуолей и фагосом, одна-
ко клетки не имели непосредственного контакта 
с костной поверхностью. 

Наиболее выраженные изменения ультра-
структурной организации были зафиксированы в 
остеоцитах. В них отмечено формирование рас-
ширенных перинуклеарных пространств, запол-
ненных тканевой жидкостью (рис. 3а). 

В отдельных остеоцитах наблюдалась гете-
рохроматизация ядра с нарушением целостности 
ядерной мембраны. В цитоплазме остеоцитов 
была отмечена низкая плотность мембранных 

Рис. 3а. Остеоцит в лакуне. Расширенное перинукле-
арное пространство (стрелки). 14 суток после гипо-
термии. 6 мес. крыса. Контрастирование по Рейноль-

дсу, х6000.

Рис. 3б. Остеоцит с гетерохроматизированным ядром 
и слабоорганизованной цитоплазмой. Лизис цито-
плазматической мембраны. Расширенная резорб-
ционная лакуна и костный каналец остеоцита. 
Периостеоцитарный остеолиз. 14 суток после гипо-
термии. 6 мес. крыса. Контрастирование по Рейноль-

дсу, х8000.
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органоидов, имелись выраженные деструктив-
ные изменения: присутствие очагов деструкции 
вариабельных размеров. В большинстве остео-
цитов выявлялся локальный лизис цитоплазма-
тической мембраны, вплоть до ее полного отсут-
ствия. Выявлялись остеоциты, расположенные в 
расширенных резорбционных лакунах, которые 
имели неровные зазубренные края (рис. 3б). Это 
является отражением активизации периостеоци-
тарного остеолиза в ответ на гипотермию. 

В настоящее время функционированию осте-
оцитов уделяется большое внимание [7–10]. 
Остеоциты рассматривают не просто как клет-
ки, заключенные в минерализованный костный 
матрикс, которые отвечают за механическую 
прочность скелета, являются механосенсорными 
клетками, но и как клетки, регулирующие мине-
ральный обмен костной ткани посредством из-
менения остеоцитарного ремоделирования, ко-
торое имеет место в кости наряду с остеобласт-
остеокластным ремоделированием [7, 9, 10]. По 
данным H. Qing и L.F. Bonewald (2009) остеоци-
ты ремоделируют перилакунарный и перикана-
ликулярный матрикс кости [7]. Активизация пе-
риостеоцитарного (он же – остеоцитарный, пе-
рилакунарный) остеолиза или перилакунарной 
резорбции является свидетельством сдвига осте-
оцитарного ремоделирования в сторону активи-
зации костной резорбции за счет остеоцитов, что 
мы и выявили в нашем исследовании после вли-
яния гипотермии. 

Следует отметить, что на данный срок ис-
следования нами были обнаружены более выра-
женные нарушения ультраструктурной органи-
зации остеоцитов, по сравнению с остеобласта-
ми. Это можно объяснить тем, что на фоне ги-
потермии остеобласты, которые находятся на по-
верхности костных трабекул, имеют лучшие ус-
ловия для обеспечения их трофики – за счет бли-
зости кровеносных капилляров костного мозга. 
На фоне гипотермии, приводящей к общему за-
медлению кровотока и угнетению внутриканаль-
цевой костной микроциркуляции, остеоциты, бу-
дучи замурованными в минерализованный кост-
ный матрикс, оказываются в условиях более вы-
раженного нарушения трофики, что приводит к 
формированию в них значительных ультраструк-
турных изменений и нередко заканчивается ги-
белью остеоцитов. 

Признаки активизации костной резорбции 
были также отмечены в области периоста. Пе-
риостальная поверхность кости на значительном 

протяжении была бахромчатой, представленной 
множеством мелких костных фрагментов. В зоне 
резорбции периоста нередко выявлялись моно-
нуклеарные фагоциты – клетки, играющие вспо-
могательную роль в процессе костной резорбции 
и включающиеся в этот процесс после заверше-
ния основной остеокластической резорбции.

Минерализованный костный матрикс имел 
неоднородную структуру. Он характеризовал-
ся наличием участков различной электронной 
плотности, что отражает разную степень его ми-
нерализации, возможно, обусловленную продол-
жительным холодовым воздействием.

Старые животные
3 суток после гипотермии. В губчатой кости 

24–х месячных животных на данный срок иссле-
дования были выявлены нарушения ультраструк-
турной организации остеобластов в виде очагов 
деструкции канальцев гЭПС и митохондрий, по-
вышения плотности вторичных лизосом и оста-
точных телец в цитоплазме клеток, участков ли-
зиса цитоплазматической мембраны. В остеоци-
тах отмечены локальная деструкция цитолем-
мы, электронно-плотные включения и деструк-
тивные полости в цитоплазме с кальцификацией 
их поверхности, признаки активизации остеоци-
тарного остеолиза (расширенные лакуны с зазу-
бренными краями). В перилакунарных областях 
выявляются очаги пятнистой кальцификации ма-
трикса. Отмечено нарушение проницаемости ге-
мокапилляров, плазморрагия, деструкция эндо-
телия.

7 суток после гипотермии. Электронно-ми-
кроскопические изменения в губчатой кости жи-
вотных, обнаруженные через 7 суток после дей-
ствия гипотермии, в целом подобны таковым, 
выявленным через 3 суток. При этом в остеобла-
стах зафиксировано набухание и дезорганизация 
митохондрий, что указывает на нарушение энер-
гетического обмена клеток. В цитоплазме осте-
областов присутствуют полости деструкции. В 
остеоцитах отмечены участки деструкции ядер-
ной мембраны и незначительное расширение пе-
ринуклеарного пространства. 

На данный срок исследования у старых жи-
вотных имеет место активизация процессов 
костной резорбции, о чем свидетельствует фор-
мирование кластеров остеокластов. На поверх-
ности трабекул располагаются функционально 
активные остеокласты с гофрированной каемкой 
(рис. 4а). 
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Сохраняются нарушения внутрикостной ми-
кроциркуляции – деструкция эндотелия синусо-
идных гемокапилляров костного мозга, большие 
липидные капли в очагах деструкции. В гемока-
пиллярах отмечено прилипание или сладж фор-
менных элементов крови друг к другу, что при-
водит к повышению вязкости крови и затруд-
няет ее перфузию через микрососуды. Извест-
но, что сладж-синдром возникает при заболева-
ниях, сопровождающихся увеличением в крови 
фибриногена и глобулинов и снижением содер-
жания альбуминов (сахарный диабет, миеломная 
болезнь, ишемическая болезнь сердца), а также 
при гипотермии, обморожениях [11, 12]. Про-
грессирование таких нарушений приводит к за-
пустению капилляров (рис. 4б), что и было об-
наружено в нашем исследовании на данный срок 
наблюдения.

14 суток после гипотермии. На поверхно-
сти костных трабекул преобладали покоящиеся 
остеобласты, имеющие вытянутую форму, гете-
рохроматизированное ядро и скудную цитоплаз-
му. В минерализованном матриксе костных тра-
бекул располагались остеоциты с гетерохрома-
тизированным ядром и деструкцией митохон-
дрий (частичный лизис 2–х контурной мембра-
ны). В остеоцитах, расположенных в расширен-
ных лакунах с неровными зазубренными края-
ми, была повышена плотность лизосом, что сви-
детельствует о переключении их метаболизма на 
активизацию перилакунарной резорбции. Выяв-
лены единичные вскрытые лакуны, содержащие 
остеоциты на стадиях деструкции. Причем воз-
ле таких остеоцитов располагались функцио-
нально активные остеокласты, псевдоподии ко-
торых проникали в лакуны остеоцитов. В связи 
с этим представляют интерес современные ис-
следования J. Xiong и C. A. O’Brien (2012), кото-
рые установили, что именно остеоциты являют-
ся главным источником остеокластогенных ци-
токинов – RANKL, которые способствуют фор-
мированию остеокластов и активизации их рези-
дентных форм [13].

Для костного матрикса характерными были 
неоднородная минерализация, наличие пятни-
стых очагов обызвествления. Костный мозг со-
держал запустевшие гемокапилляры. 

Заключение
Таким образом, после действия гипотермии 

в губчатой кости как у молодых, так и у старых 
крыс отмечено угнетение формирования кост-
ной ткани, преобладание покоящихся остеобла-
стов и оголенные поверхности костных трабе-
кул. Имеет место дисбаланс процессов костно-
го ремоделирования с угнетением процесса ко-
стеобразования и повышением активности кост-
ной резорбции за счет функциональной активно-
сти остеокластов и остеоцитов.
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THE ULTRASTRUCTURE OF TRABECULAR 
BONE OF YOUNG AND OLD RATS UNDER 

GENERAL MILD HYPOTHERMIA
Bengus L.M., Dedukh N.V., Poshelok D.M.

“Institute of Spine and Joint of prof. M.I. Sitenko 
NAMS of Ukraine”, Kharkiv

The aim. To research the features of ultrastructural 
organization of cancellous bone of femur distal metaphysis 
of white rats of a different age after influence of light total 
hypothermia. 

Methods. Electron microscopy methods were researched 
the ultrastructural organization of cancellous bone of femur 
distal metaphysis of young and old rats after light total 
hypothermia. 

Results. The cancellous bone of old animals is more 
sensitive to the light total hypothermia. In bone tissue of 
old rats the signs of activation of osteoclast resorption were 
found out earlier, than at young animals (on 7 days and 14 
days, appropriately). After hypothermia disturbance of 
intraosseous microcirculation and their progression with 
forming of empty hemocapillars developed earlier and were 
more expressed at 24 month animals, that it is possible 
depend on to the aged decrease of adaptive and compensatory 
possibilities. 

Conclusion. After influence of light total hypothermia 
into cancellous bone young and old rats were detected 
suppression of bone formation, predominance of rest 
osteoblasts and uncovered bone surfaces. There were the 
disbalance of bone remodeling with a displacement both 
osteoblast-osteoclast and osteocyte remodeling toward 
activation of bone resorption. 

Key words: hypothermia, bone remodeling, rats, age.


