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Резюме. У крыс с моделированным сахарным диабетом 2 типа методами морфологии исследована регенерация кости на 
3, 7 и 28 сутки. Выявлено нарушение хемотаксиса клеток в костном дефекте, нарушение пролиферации и дифферен-
цировки клеток фибробластического и остеобластического дифферонов. На 28 сутки в регенерате зрелость тканей 
регенерата в опытной серии была ниже, чем у контрольных животных. Зафиксировано нарушение организации ми-
нерального матрикса регенерата – коллагена и гликозаминогликанов.
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Актуальность
Сахарный диабет (CД) занимает в структуре 

заболеваемости в экономически развитых стра-
нах одно из ведущих мест. В мире 382 млн. лю-
дей имеют это заболевание. Предполагают, что 
к 2035 году распространенность СД возрастет 
до 592 млн. больных. Из общего количества па-
циентов СД 2 типа болеют 316 млн. человек, а к 
2035 году предполагается увеличение количе-
ства пациентов с нарушенной толерантностью к 
глюкозе до 471 млн. [1]. В Украине по состоянию 
на 1 января 2015 г. (без учета Луганской и Донец-
кой областей, а также АР Крым) зарегистриро-
вано 1 млн. 198,5 тыс. больных СД, что состав-
ляет 2,9% от всего населения [2]. Среди больных 
90% имеют диагноз СД 2 типа. Высокая распро-
страненность позволяет охарактеризовать это 
заболевание как неинфекционную пандемию [3]. 
В последние годы получены убедительные дока-
зательства о том, что пациенты с СД как 1, так и 
2 типов, находятся в группе повышенного риска 
переломов, связанных с развитием у них остео-
пении и остеопороза [4, 5], при этом имеет ме-
сто нарушение репаративного остеогенеза [6, 7].

Регенерация кости после перелома – это уни-
кальный физиологический процесс, который за-
канчивается полным восстановлением костной 
ткани в травмированной области. Однако, не-
смотря на заложенные генетические возможно-
сти регенерации, процент нарушения репаратив-
ного остеогенеза (замедленная консолидация, 
формирование псевдоартроза и несращений) до-
статочно высокий, а при СД 2 типа достигает от 
8 до 32% [6]. Кроме того, гипергликемия при СД 

проявляется снижением пролиферации и диффе-
ренцировки клеток фибробластического, хряще-
вого и остеобластического дифферонов, прини-
мающих участие в регенерации. 

Исследования на экспериментальных моде-
лях животных в условиях моделирования СД 
дают возможность охарактеризовать различные 
звенья репаративного остеогенеза. Установлено, 
что у животных на фоне смоделированного СД 
на 16 сутки после воспроизведения перелома бе-
дренной кости в 1,9 раза повышается плотность 
остеокластов, уровень и-РНК, кодирующей фак-
тор некроза опухоли-альфа, колониестимулиру-
ющий фактор и экспрессия остеобластами ре-
цепторов RANKL, стимулирующих пролифера-
цию и активность остеокластов [7]. Зафиксиро-
вано повышение площадей, занимаемых хондро-
идом, однако замещение хондроида костной тка-
нью нарушено. 

В другом исследовании по данным изучения 
активности тартарат-резистентной кислой фос-
фатазы получены данные о снижении активно-
сти остеокластов у животных с СД 2 типа [8].

На фоне стрептозоцито-индуцированного СД 
у животных выявлено снижение пролиферации 
и дифференцировки остеобластов, формирова-
ния в регенерате костной ткани, что приводит 
к снижению механической прочности кости [9, 
10, 11]. Через две недели после воспроизведения 
травматического повреждения кости у животных 
с СД показатели, полученные при растяжении 
регенерата, были на 29% ниже по сравнению с 
контрольными животными. Кроме того, выявле-
но снижение прочности регенерата на 50% [12].
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Замедление репаративного остеогенеза мо-
жет быть связано со снижением факторов роста, 
продуцируемых остеобластами. На основе ме-
тодов иммуногистохимического анализа доказа-
но, что снижение в области травматического по-
вреждения уровня трансформирующего фактора 
роста бета-1, тромбоцитарного фактора роста-Б, 
инсулиноподобного фактора роста-1 у животных 
с моделированным СД по сравнению с контро-
лем, что является одной из причин замедленного 
костеобразования [13].

Если в экспериментальных исследованиях 
можно детально изучить особенности репара-
тивного остеогенеза, то в клинических условиях 
это намного сложнее [6, 14]. Наряду с представ-
ленными в литературе данными необходимо де-
тально исследовать стадийно-временные харак-
теристики регенерации кости у животных с мо-
делированным СД 2. 

Цель исследования – изучить морфологичес-
кие особенности посттравматической регенера-
ции кости у крыс на фоне моделирования СД 2 
типа. 

Материал и методы 
Экспериментальные исследования проведе-

ны на 30 белых лабораторных крысах популяции 
ГУ «Институт патологии позвоночника и суста-
вов им. проф. М.И. Ситенко НАМН Украины». 
Негенетическую форму СД 2 типа воспроизво-
дили согласно модели, разработанной Islam S., 
Choi H. [15]. C этой целью 15 белым лаборатор-
ным крысам-самкам 2-х мес. возраста интрапе-
ритонеально вводили никотинамид 230 мг/кг с 
последующим внутрибрюшинным введением 65 
мг/кг стрептозотоцина («Sigma», США). В ранее 
проведенных нами исследованиях глюкозы, ами-
нотрансфераз и показателей липидного обмена 
доказано развитие у животных СД 2 типа [16]. 

Через 28 суток в метаэпифизарной области 
дистального отдела бедренной кости крыс вос-
производили транскортикальный дефект. При 
выполнении оперативного вмешательства ис-
пользовали общее обезболивание. Препараты 
вводили внутримышечно, аминазин – 10 мг/кг 
живой массы, кетамин – 50 мг/кг живой массы. 
После погружения животных в наркоз и обра-
ботки области оперативного вмешательства по 
латеральной поверхности в метадиафизе дис-
тального отдела бедренной кости осуществля-
ли продольный разрез кожи и подкожной жиро-
вой клетчатки. Разъединяли слои мышц. Затем 
с помощью зубоврачебного бора воспроизводи-

ли дефект (2х2 мм). Рану ушивали. После опера-
ции животные находились под постоянным на-
блюдением. Аналогичный транскортикальный 
дефект был воспроизведен 15 животным без ди-
абета, которые в последующем использованы в 
качестве контрольной группы. Крыс выводили 
из эксперимента на 3, 7 и 28 сутки.

Эксперименты проведены в соответствии с 
требованиями «Европейской конвенции защи-
ты позвоночных животных, которые используют 
в экспериментальных и других научных целях» 
(Страсбург, 1986) и Закона Украины о гуманном 
отношении к подопытным животным [17, 18].

Для гистологических исследований выделя-
ли бедренную кость с областью дефекта у жи-
вотных контрольной и опытной групп. Матери-
ал фиксировали в 10% растворе нейтрального 
формалина, обезвоживали в спиртах возрастаю-
щей крепости, декальцинировали в 5% растворе 
азотной кислоты и заключали в целлоидин. Для 
световой микроскопии срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином, а также пикрофуксином 
по Ван-Гизон [19]. Анализировали окрашенные 
срезы под микроскопом AxioStar Plus (Австрия).

Подсчет клеток в области регенерата прово-
дили на 3 сутки после воспроизведения дефекта, 
площади тканей регенерата оценивали на 28 сут-
ки, используя метод Автандилова Г.Г. [20].

Гистохимические исследования включали 
оценку основного компонента костной ткани – 
коллагена I и III типов. Коллаген I типа, это ос-
новной компонент органического матрикса кос-
ти, коллаген III типа – составляющий строму фи-
броретикулярной ткани при регенерации кости. 
Для оценки распределения коллагена в регенера-
те поставлена реакция с сириусом красным [21]. 
Для оценки гликозаминогликанов срезы окраши-
вали толуидиновым синим при рН 2,5 для вы-
явления сульфатированных гликозаминоглика-
нов – хондроитин-4-сульфата и хондроитин-6-
сульфата [22]. Анализ срезов с поставленными 
гистохимическими реакциями проводили в по-
ляризованном свете (поляризационный микро-
скоп Оlympus BX 53, Япония).

Статистический анализ цифровых показате-
лей проводили на основе общепринятых мето-
дов вариационной статистики с помощью пакета 
прикладных статистических программ Microsoft 
Exel и IBM, SPSS, Statistics 20. Для выявления 
статистических отличий между группами сравне-
ния применяли t-критерий Стьюдента. Статисти-
чески значимыми считали отличия при р<0,05.
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Результаты исследования и их обсуждение
На 3 сутки в области дефекта бедренной ко-

сти выявлены остатки кровяного сгустка, нити 
фибрина, скопления эритроцитов и клетки раз-
личных дифферонов, различающиеся по составу 
и количеству у животных опытной и контроль-
ной групп.

В контрольной группе у животных в регене-
рате выявлены фибробласты, малодиференци-
рованные соединительнотканные клетки с окру-
глыми ядрами, окруженные узким ободком цито-
плазмы, а также единичные макрофаги с обиль-
ной базофильной цитоплазмой. Отдельные ма-
крофаги в цитоплазме содержали плотные грану-
лы, что свидетельствует об активизации очисти-
тельной функции костного дефекта от деструк-
тивных масс. Обнаружены новообразованные 
сосудистые щели без четко оформленных стенок 
и расширенные кровеносные сосуды.

У животных с СД 2 типа в области регенера-
та среди клеточных элементов преобладали ней-
трофилы, лимфоциты и малодифференцирован-
ные соединительнотканные клетки. Плотность 
макрофагов и фибробластов была низкой. Остео-
бласты отсутствовали. Сосуды синусоидного 
типа имели широкие просветы, плотность сосу-
дов по сравнению с контрольными животными 
была низкой, что свидетельствует о замедлении 
ангиогенеза. 

Был проведен количественный анализ кле-
точного состава регенерата у животных с моде-
лированным СД 2 типа и животных контрольной 
группы. 

Установлено, что у животных с СД 2 типа ко-
личество нейтрофилов в области травматическо-
го повреждения было повышено на 175,7%, ко-
личество лимфоцитов и макрофагов было сни-
жено на 41,3 и 73,7%, фибробластов – на 40,2% 
по сравнению с контролем. Остеобласты у жи-
вотных с СД 2 типа в области регенерата не вы-
явлены.

У животных с моделированным СД 2 типа на 
7-е сутки в области дефекта, располагающего-
ся между фрагментами кортекса, выявлены поля 
фиброретикулярной ткани, которая находилась 
также в краевых отделах дефекта, формируя пе-
риост. Фиброретикулярная ткань состояла из 
клеток фибробластического и остеобластичес-
кого дифферонов с преобладанием фиброблас-
тов различной зрелости. Плотность остеоблас-
тов была низкой, клетки формировали остеоид в 
основном в глубоком отделе дефекта.

В области губчатой кости, прилежащей к об-
ласти травматического повреждения, у живот-
ных с СД 2 типа, располагались единичные вы-
тянутые новообразованные костные трабеку-
лы, прорастающие в область фиброретикуляр-
ной ткани. Плотность остеобластов на краевых 
поверхностях трабекул была низкой, на поверх-
ности трабекул выявляли редко расположенные 
остеоциты. Остеокласты были единичны и рас-
полагались в основном в краевых отделах кост-
ных трабекул с деструктивными нарушениями. 
Кровеносные сосуды в фиброретикулярной тка-
ни были единичные, они имели узкие просветы. 
В прилежащей к дефекту материнской губчатой 
костной ткани у животных с СД 2 типа выявле-
ны деструктивные нарушения, проявляющиеся 
отсутствием остеоцитов на костных трабекулах. 
Характерной особенностью было формирование 
очагов лизиса и трещин на костных трабекулах, 
единичные из которых были заполнены фибро-
ретикулярной тканью.

В отличие от животных с СД, у животных 
контрольной группы новообразованные костные 
трабекулы располагались как в глубине дефек-
та, так и в его краевых отделах, формируя мел-
копетлистую сеть. Фиброретикулярная ткань пе-
ремежалась с остеоидом с высокой плотностью 
остео бластов. Непосредственно над областью 
травматического повреждения сформирован пе-
риост, состоящий из рыхло расположенных пуч-
ков коллагеновых волокон, а над фрагментами 
материнской кости, прилежащими к области ре-
генерации, выявлено формирование костного пе-
риостального регенерата, состоящего из костных 
трабекул, образующих сеть. В межтрабекуляр-
ных пространствах зафиксировано формирова-
ние красного костного мозга.

Изучение сульфатированных гликозамино-
гликанов в области травматического поврежде-
ния выполнено на основе поляризационно-оп-
тического исследования. В новообразованной 
костной ткани, соединяющей фрагменты кортек-
са и в области дна дефекта, у животных с СД 2 
типа выявлено, что рефракция этих макромоле-
кул была слабее по сравнению с прилежащей ма-
теринской костью и регенератом контрольных 
животных. В области формирования фиброрети-
кулярной ткани присутствовали очаги метахро-
мазии гликозаминогликанов, однако не отмече-
но рефракции, что свидетельствует о нарушении 
ориентационно-упорядоченного расположения 
макромолекул. У животных контрольной груп-
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пы рефракция ГАГ отмечена в областях располо-
жения фиброретикулярной ткани и в новообра-
зованной костной ткани. 

При оценке состояния коллагена I типа в об-
ласти регенерата обращала на себя внимание 
слабая рефракция. В области расположения фи-
броретикулярной ткани отмечено формирова-
ние тонких коллагеновых волокон, дающих зе-
леную рефракцию, что характерно для коллаге-
на III типа.

В опытной и контрольной группах животных 
на 28 сутки исследования структура костной 
ткани регенерата отличалась от прилежащей ма-
теринской кости (рис. 1 А, Б), что связано с про-
должающейся перестройкой регенерата.

В зоне дефекта у контрольных животных 
сформирован костный регенерат между фраг-
ментами кортекса, костные трабекулы имеют 
различную ширину, сливаясь на участках, фор-
мируют пластинчатую кость.

У животных с СД 2 типа присутствовали об-
ширные поля фиброретикулярной ткани, кост-
ные трабекулы формировались из глубоких от-
делов дефекта, прорастая в фиброретикулярную 
ткань.

При оценке типов коллагена в поляризован-
ном свете в центральных отделах у животных 
контрольной группы в области кортекса мате-
ринской кости как у животных контрольной, так 
и опытной групп, выявлена, наряду с I типом 
коллагена, рефракция и коллагена III типа. При-
сутствие III типа коллагена отражает процесс пе-
рестройки кортекса вследствие посттравматиче-
ских нарушений и замещения очагов лизиса ко-

сти новообразованной грубоволокнистой кост-
ной тканью.

При исследовании регенерата у животных с СД 
2 типа, выявлено, что коллагеновая основа фибро-
ретикулярной ткани представлена в основном не-
зрелым коллагеном I типа, который дает в поляри-
зованном свете рефракцию желтого цвета. В реге-
нерате также обнаружены участки костной ткани, 
содержащие зрелый коллаген I типа, характери-
зующийся красным свечением. В области губча-
той костной ткани обнаружены лишь единичные 
костные трабекулы, которые не формировали сеть 
и были выполнены незрелым коллагеном I типа и 
содержали участки коллагена III типа.

У контрольных животных новообразованная 
костная ткань в регенерате была представлена 
коллагеном I типа, лишь на небольших участках 
располагался коллаген III типа.

После окраски препаратов толуидиновым си-
ним в поляризованном свете в регенерате вы-
явлена рефракция сульфатированных гликоза-
миногликанов, которая была неравномерная на 
участках. Как и при оценке коллагеновой сети, 
яркую рефракцию гликозаминогликанов наблю-
дали в регенерате контрольных животных, в об-
ластях, прилежащих к кортексу. В центральных 
отделах регенерата рефракция гликозаминогли-
канов у контрольных животных была слабая, а у 
животных с СД 2 типа отсутствовала. 

Для объективизации проведенного морфоло-
гического исследования был проведен морфоме-
трический анализ состояния тканеспецифиче-
ских структур регенерата у животных контроль-
ной группы и с моделированным СД 2 типа. 

А       Б 
Рис. 1. Область травматического повреждения кости: А) фиброретикулярная и костная ткани регенерата (ув. 

х100); Б) новообразованная костная ткань (ув. х200). Гематоксилин и эозин. 
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Установлено, что по составу тканей, распола-
гающихся в дефекте, отличительных особенно-
стей не выявлено. Однако различия отмечены по 
результатам оценки площадей тканей в регенера-
те, сформировавшихся в области дефекта на этот 
срок. 

Так, площадь фиброретикулярной ткани у 
животных с СД 2 типа была на 342,1% больше по 
сравнению с дефектами контрольных животных. 
Присутствие фиброретикулярной ткани в обла-
сти дефекта свидетельствует о незавершенности 
репаративного остеогенеза. 

Грубоволокнистой костной ткани в дефектах 
животных опытной группы было на 59,1% боль-
ше, чем в контрольной. Наиболее выраженные 
отличия выявлены по показателю площади пла-
стинчатой костной ткани. В дефектах контроль-
ной группы животных площадь, занимаемая пла-
стинчатой костной тканью, была на 53,2% боль-
ше, чем в дефектах животных с СД 2 типа. 

Обсуждение результатов исследования
Проведено морфологическое изучение реге-

нерации костной ткани у крыс в условиях мо-
делирования СД 2 типа по сравнению со здоро-
выми животными. Сроки исследования включа-
ли 3, 7 и 28 сутки, охватывающие основные ста-
дии репаративного остеогенеза, характерные для 
крыс: стадию воспаления, пролиферации и диф-
ференцировки клеток (3 сутки), стадию форми-
рования тканеспецифических структур регене-
рата (7 сутки) и стадию формирования костного 
регенерата [23]. 

Ранние сроки регенерации являются важны-
ми для формирования «критического» пула кле-
ток в области регенерата, так как на основе кле-
ток с остеогенными потенциями формируются 
тканеспецифические структуры регенерата [24]. 
При оценке клеточного состава регенерата выяв-
лено, что плотность и состав клеток, заполняю-
щих область дефекта, различается у животных 
опытной и контрольной групп. У животных с СД 
2 типа повышена в регенерате плотность ней-
трофилов. Нейтрофилы на ранних этапах осте-
огенеза выполняют важную функцию, секрети-
руя различные цитокины, регулирующие про-
лиферацию и дифференцировку клеток, а так-
же осуществляющие фагоцитоз. Однако их по-
вышенная плотность в области травматического 
повреждения свидетельствует о задержке пере-
стройки кровяного сгустка. 

В области костного дефекта зафиксировано 
снижение на 41,3% лимфоцитов и на 73,7% ма-

крофагов. Функция макрофагов в регенерации 
плюрипотентна. Макрофаги выполняют как се-
кретирующую роль, выделяя около 60 моноки-
нов, регулирующих локальные процессы в обла-
сти травматического повреждения, так и фагоци-
тирующую, способствуя очищению раны [24]. 
Кроме того, важной функцией макрофагов явля-
ется экспрессия колониестимулирующего фак-
тора, обеспечивающего пролиферацию и акти-
вирование биосинтетической функции эндоте-
лиоцитов, и, соответственно, формирование со-
судов. В связи с этим, снижение количества ма-
крофагов в области дефекта нарушает формиро-
вание регенерата, что может привести к замедле-
нию репаративного остеогенеза.

Для формирования полноценного костного 
регенерата необходимо достаточное количество 
остеобластов в области травматического повреж-
дения. В результате проведенного морфометри-
ческого анализа выявлено, что если в дефектах 
контрольной группы животных на 3-е сутки фор-
мирования регенерата обнаруживаются клетки 
остеобластического дифферона, то в регенерате 
животных с СД 2 типа остеобласты отсутство-
вали, что свидетельствует о нарушении меха-
низмов, отвечающих за пролиферацию и диффе-
ренцировку этих клеток. Одним из механизмов, 
влияющих на остеобласты при СД 2 типа, может 
быть снижение инсулиноподобного фактора ро-
ста-1, функции которого многообразны, в том 
числе стимуляция метаболизма остеобластов, а 
также других факторов роста [11, 25]. Снижение 
факторов роста при СД приводит к нарушению 
экспрессии остеобластами белков костного ма-
трикса и его минерализации. На этот же срок ис-
следование нами зафиксировано снижение анги-
огенера в области травматического повреждения 
кости. Проведенное нами исследование по изу-
чению клеточного состава поддерживает имею-
щуюся гипотезу, что при СД нарушение зажив-
ления перелома происходит уже на ранней фазе 
регенерации кости [26].

Используя гистохимический метод поляриза-
ционно-оптического исследования органическо-
го матрикса регенерата – типов коллагена и суль-
фатированных гликозаминогликанов, нами уста-
новлено, что фактором риска заживления пере-
лома может быть нарушение биосинтеза колла-
гена. В литературе представлены данные о сни-
жении биосинтеза коллагена X типа у животных 
с СД при регенерации, протекающей с формиро-
ванием хондроида [27]. Нами выявлено, что в об-
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ласти регенерата у животных с СД 2 типа при-
сутствует коллаген I типа различной зрелости, а 
также коллаген III типа

На конечный срок нашего исследования – 28 
сутки, регенерат в области травматического по-
вреждения кости по зрелости костных структур, 
присутствию полей фиброретикулярной ткани, 
организации органического матрикса отличает-
ся от такового у контрольных животных, то есть 
имеет место замедление регенерации кости.

Проведенное нами исследование показало, 
что нарушение качества регенерации костной 
ткани при СД 2 типа требует всестороннего под-
хода ортопеда-травматолога к прогнозированию 
риска нарушения репаративного остеогенеза и 
требует адекватной патогенетической терапии в 
условиях перелома. 

Вывод
Таким образом, замедление регенерации ко-

сти у животных с СД 2 типа связано с ранней ста-
дией – снижением пролиферации и дифференци-
ровки клеток, ангиогенеза, на поздних стадиях 
– нарушением органического матрикса кости – 
коллагена и гликозаминогликанов.
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BONE REPAIR UNDER TYPE 2 DIABETES MELLITUS (EXPERIMENTAL INVESTIGATION)
Dedukh N.V.1, Sykal A.A.2

1 SE «Sytenko Institute Spine and Joint Pathology NAMS Ukraine»,

2 Kharkiv Academy of Postgraduate Education, Kharkiv

In developed countries diabetes mellitus occupies one of the leading places in structure of diseases. It is known that during the 
development of diabetes bone quality decreases, increases risk of fracture and nonunion.

Aim to study post-traumatic bone regeneration in rats with type 2 diabetes mellitus.

Material and methods. No genetic forms of type 2 diabetes was reproduced according to the model developed by Islam S., Choi 
H. [2007]. For this purpose, 15 white laboratory rats (female, 2 months age) were intraperitoneally administered with nikotinamid 
(230 mg/kg), followed by intraperitoneal administration (65 mg/kg) of streptozotocin. Defect (2x2 mm) was reproduced using 
dental bor in the metaphysis of the distal femur. Bone regeneration at 3, 7 and 28 days in rats with type 2 diabetes and control group 
was studied by morphology methods. Histochemical topo-optical studies include an assessment of the main component of matrix 
bone – collagen types I and III, sulfated glycosaminoglycans. 

Results. On 3d day in animals with type 2 diabetes studies in the regenerate among cellular elements were prevailed by 
neutrophils, lymphocytes, and undifferentiated connective tissue cells. The density of macrophages and fibroblasts was low. 
Osteoblasts were absent. The density of blood vessels when compared to control animals was low, indicating a slowing of 
angiogenesis. On 28th day into regenerate of the animals with type 2 diabetes fibroreticular tissue area was at 342.1% more 
than in the control animals with defects. The area occupied by lamellar bone tissue was reduced by 46.8%. In the regenerates in 
animals with type 2 diabetes, type I collagen was present with different maturity and large areas of type III collagen, refraction of 
glycosaminoglycans was broken.

Conclusion. Slowing bone regeneration in animals with type 2 diabetes is associated with early stage – reduction of cell 
proliferation and differentiation, angiogenesis, in the later stages – in violation of the organic matrix of the bone – collagen and 
glycosaminoglycans.




