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Изучено влияние гравитационной разгрузки (антиортостатического вывешивания) 
и последующего восстановления на минеральную плотность и механические свойст-
ва бедренной и большеберцовой костей крыс Wistar при пероральном приеме биотех-
нологического аналога лактоферрина человека (200 мг/кг), выделенного из молока 
коз-продуцентов. Минеральную плотность костей определяли методом двухэнерге-
тической рентгеновской абсорбциометрии, прочность и жесткость – исследованиями 
костей на трехточечный изгиб. Показано, что гравитационная разгрузка в течение 21 
суток приводила к снижению минеральной плотности большеберцовой и бедренной 
костей. Применение лактоферрина значимо не повлияло на минеральную плотность 
и проекционную площадь исследуемых костей. Статистически значимых различий 
между экспериментальными группами по значению механической жесткости обна-
ружено не было, но при этом у животных после реадаптации предел прочности был 
значимо выше в группах, получавших лактоферрин. Полученные результаты могут 
свидетельствовать о перспективности применения препаратов лактоферрина в каче-
стве средств профилактики для поддержания прочностных свойств. В то же вре-
мя сохранение минеральной плотности костной ткани в дефицит-стимулирующих 
условиях требует рассмотрения альтернативных дозировок и способов доставки 
препарата.
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ВВЕДЕНИЕ

На данный момент известно, что костная ткань адаптируется в ответ на измене-
ние механической нагрузки. Частичное или полное отсутствие опорной нагрузки при-
водит к негативным изменениям структурных и прочностных свойств костей – пре-
имущественно в отделах скелета, участвующих в поддержании позы (пояс нижних 
конечностей, поясничный отдел позвоночника), что наблюдается у пациентов, нахо-
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дящихся длительное время в условиях постельного режима [1, 2], участников косми-
ческих полетов разной продолжительности [3–6], а также в наземных экспериментах, 
моделирующих факторы космических полетов [7]. Аналогичные изменения отмечены 
у животных после космических полетов [8–10] и после экспериментов с опорной раз-
грузкой [11–13].

Механизм адаптации костной ткани к опорной разгрузке до конца не изучен, что за-
трудняет поиск средств профилактики. Но известно, что происходит дисбаланс между 
костеобразованием и резорбцией [3, 13, 14].

В настоящее время ведется активный поиск профилактических немедикаментоз-
ных методов и лекарственных средств, которые позволят приостановить изменения 
микроархитектоники кости и потерю минеральной плотности в отдельных участках 
скелета при действии факторов космических полетов. Также актуальным вопросом яв-
ляется разработка персонифицированных схем восстановления костной ткани после 
завершения космических полетов и возвращения космонавтов на Землю [15].

В качестве одного из потенциальных средств профилактики рассматривается по-
лифункциональный белок лактоферрин (ЛФ). ЛФ представляет собой железосвязыва-
ющий гликопротеин семейства трансферринов, обладающий выраженными антиокси-
дантными и противовоспалительными свойствами [16–18]. Вероятно, ЛФ воздействует 
на кость через систему рецептора активатора ядерного транскрипционного фактора 
каппа B (RANK), его лиганда (RANKL) и остеопротегерина (OPG), повышая выработ-
ку OPG, препятствуя тем самым созреванию остеокластов и замедляя скорость резорб-
ции костной ткани [19–21], одновременно с этим повышая скорость костеобразования 
посредством увеличения популяции преостеобластов и способствуя их выживанию 
и пролиферации [22–24]. Система RANK/RANKL/OPG – ключевое звено костного го-
меостаза. В экспериментах с опорной разгрузкой отмечается локальное повышение 
секреции RANKL и снижается продукция OPG, что, вероятно, приводит к дисбалансу 
ремоделирования [13, 25, 26]. Аналогичные результаты показаны для условий косми-
ческих полетов [27, 28].

Ранее было продемонстрировано, что ЛФ эффективен при эстроген-зависимой 
потере костной ткани у мышей и крыс после овариоэктомии [29, 30]. Также местное 
применение ЛФ способствует повышению скорости регенерации костной ткани после 
травм [31]. Однако в условиях опорной разгрузки действие ЛФ ранее не изучалось.

Целью данного исследования было определение способности ЛФ предотвращать 
снижение минеральной плотности костной ткани и ее механической прочности, выз-
ванные 21-суточным антиортостатическим вывешиванием, а также оценка влияния его 
применения на восстановление кости после опорной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и условия содержания
Исследования были выполнены на 48 самцах крыс линии Wistar. Масса животных 

до начала эксперимента составляла 226.0 ± 20.5 г. Экспериментальные группы жи-
вотных содержались при температуре 18–22 оС и относительной влажности воздуха 
30–70%. Освещение соответствовало сезонной продолжительности светового дня. Ог-
раничений доступа к еде и воде не было. Эвтаназия животных проходила посредством 
цервикальной дислокации под ингаляционным наркозом (Изофлуран «Laboratories 
Karizoo, S.A.», Испания).

Экспериментальные группы и действующее вещество
Моделирование опорной разгрузки задних конечностей проводили с помощью ме-

тода антиортостатического вывешивания (АОВ) по Новикову–Ильину в модификации 
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Морри–Холтон [32, 33]. Длительность АОВ составила 21 день. Реадаптация двух групп 
животных после АОВ составила также 21 день. Помимо групп с АОВ были группы ви-
варийного контроля, содержавшиеся в тех же лабораторных условиях.

Животные были разделены на 6 экспериментальных групп путем простой рандоми-
зации (по 8 крыс в каждой группе):

Группа 1. CP (n = 8, виварийный контроль, получавший плацебо),

Группа 2. CL (n = 8, виварийный контроль, получавший ЛФ),

Группа 3. HSP (n = 8, животные в условиях АОВ, получавшие плацебо),

Группа 4. HSL (n = 8, животные в условиях АОВ, получавшие ЛФ),

Группа 5. HSPR (n = 8, группа с реадаптацией после АОВ, которая получала плаце-
бо во время и после АОВ),

Группа 6. HSLR (n = 8, группа с реадаптацией после АОВ, получавшая ЛФ во вре-
мя и после АОВ).

Биотехнологический аналог лактоферрина человека (чистота 96%, насыщение же-
лезом 14%, далее ЛФ) был предоставлен Институтом биологии гена РАН [16]. Пре-
парат применяли в дозе 200 мг/кг. Непосредственно перед введением сухой порошок 
ЛФ разводили в воде комнатной температуры (250 мг ЛФ на 5.0 мл раствора). Раствор 
стабилен в течение часа при температуре 15–45 °С. Для упрощения перорального вве-
дения препарата до его разведения в воду добавляли пюре (1.4 г на 5.0 мл раствора) из 
мяса индейки (производитель «ФрутоНяня»). Смесь вводили ежедневно в одно и то же 
время перорально с помощью одноразового трехкомпонентного шприца (объем шпри-
ца 1.0 мл) без иглы. Плацебо – пюре из мяса индейки, разведенное в объеме воды в том 
же соотношении.

Введение препарата/плацебо и АОВ продолжались в течение трех недель. Далее 
животные из групп CP, CL, HUP и HUL подвергались эвтаназии, а животных из групп 
HUPR и HULR переводили в стандартные клетки, где содержали еще три недели с ис-
пользованием препарата/плацебо.

Вывешенные животные содержались индивидуально, другие группы – в одной 
клетке на группу.

Остеоденситометрия
Забор костного материала для дальнейшего исследования проводили сразу после 

эвтаназии. С помощью ножниц выделяли большеберцовые и бедренные кости. Нож-
ницами и медицинской марлей кости очищали от фрагментов мышечной ткани, после 
чего помещали в 10%-ный раствор нейтрального формалина. Остеоденситометрию 
левых бедренных костей (L. femur) и правых большеберцовых (R. tibia) проводили 
на двухэнергетическом рентгеновском денситометре (Hologic, США) в режиме Small 
Animal (High Resolution).

Кость размещали поперек хода рентгеновской трубки: большеберцовую – задней 
поверхностью к столу денситометра, бедренную – шероховатой линией. С целью 
уменьшения случайной погрешности проведена серия повторных измерений без изме-
нения положения кости. Определение границ кости происходило автоматически.

Оценивали площадь ортогонально-косоугольной проекции кости (ПП, см2) и ее 
проекционную минеральную плотность (МПК, г/см2).

Дополнительно изображения бедренной кости были разделены в продольном на-
правлении на три равные области. Средняя треть, представленная исключительно кор-
тикальной костной тканью, использовалась для определения тех же показателей. Этот 
же участок кости подвергался механическим испытаниям.
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Проведение испытаний на трехточечный изгиб
Для оценки механических свойств кортикальной кости правая бедренная кость была 

испытана на трехточечный изгиб, согласно описанной методике [34, 35]. Кость распо-
лагалась горизонтально передней стороной вниз, эпифизы фиксировали сплавом Вуда 
в стаканах экспериментальной установки УТС 110М-100 (Россия, г. Иваново). Стака-
ны крепились к неподвижной траверсе пресса через переходник. Нагрузка приклады-
валась перпендикулярно бедренной кости по середине диафиза. Экспериментальная 
установка работала в режиме управления ходом с постоянной скоростью 1 мм/мин, 
нагружение проводилось до перелома. На основе полученных данных были рассчита-
ны предел прочности (МПа) и модуль Юнга (МПа).

Статистическая обработка результатов
Данные представлены как среднее значение (M) со стандартным отклонением (SD). 

Для расчета статистических различий между группами использовался двухфакторный 
дисперсионный анализ (первый фактор – прием ЛФ, второй фактор – АОВ/реадапта-
ция). Для множественных сравнений был проведен апостериорный тест Тьюки. Для 
выявления взаимосвязи между показателями остеоденситометрии и исследований на 
трехточечный изгиб оценивали коэффициент корреляции Пирсона. Значение p < 0.05 
считалось значимым. Все статистические тесты проводились с использованием про-
граммного обеспечения GraphPAD Prism 9 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Коэффициент вариации значений ПП и МПК, полученных в 10 измерениях ка-
ждой кости, составил 3.13 ± 1.00% и 1.03 ± 0.26% для большеберцовой, 2.43 ± 0.74% 
и 0.89 ± 0.26% для бедренной кости соответственно. Это указывает на относительно 
высокую изменчивость измерений для каждой отдельной кости, но допустимую для 
объединения измерений одним средним/медианой. Таким образом, влияние факторов 
(АОВ, прием препарата, восстановление) на показатели денситометрии определялось 
по средним значениям десяти измерений.

Значения МПК и ПП обеих костей в группах с вывешиванием без реадаптации до-
стоверно ниже значений этих показателей для соответствующих групп контроля и ре-
адаптации (табл. 1). Значимых отличий по факту приема ЛФ между группами обнару-
жено не было.

Таблица 1. Результаты остеоденситометрии бедренной и большеберцовой кости

Группы
Большеберцовая кость Бедренная кость

МПК, г/см2 ПП, см2 МПК, г/см2 ПП, см2

CP 0.20 ± 0.01 1.08 ± 0.10 0.22 ± 0.01 1.32 ± 0.10

CL 0.20 ± 0.01ns 1.09 ± 0.07ns 0.22 ± 0.01ns 1.36 ± 0.08ns

CP 0.20 ± 0.01 1.08 ± 0.10 0.22 ± 0.01 1.32 ± 0.10

HSP 0.17 ± 0.01*** 0.94 ± 0.04** 0.19 ± 0.01*** 1.15 ± 0.07***

CL 0.20 ± 0.01 1.09 ± 0.07 0.22 ± 0.01 1.36 ± 0.08

HSL 0.17 ± 0.01*** 0.98 ± 0.04* 0.19 ± 0.01*** 1.21 ± 0.03**

HSP 0.17 ± 0.01 0.94 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.15 ± 0.07
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Группы
Большеберцовая кость Бедренная кость

МПК, г/см2 ПП, см2 МПК, г/см2 ПП, см2

HSL 0.17 ± 0.01ns 0.98 ± 0.04ns 0.19 ± 0.01ns 1.21 ± 0.03ns

HSP 0.17 ± 0.01 0.94 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.15 ± 0.07

HSPR 0.20 ± 0.01*** 1.28 ± 0.14*** 0.23 ± 0.01*** 1.44 ± 0.16***

HSL 0.17 ± 0.01 0.98 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.21 ± 0.03

HSLR 0.21 ± 0.01*** 1.23 ± 0.13*** 0.23 ± 0.01*** 1.49 ± 0.15***

HSPR 0.20 ± 0.01 1.28 ± 0.14 0.23 ± 0.01 1.44 ± 0.16

HSLR 0.21 ± 0.01ns 1.23 ± 0.13ns 0.23 ± 0.01ns 1.49 ± 0.15ns

* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, ns – статистически не значимо.

Направление изменений МПК средней трети кости (кортикальная кость) соответ-
ствовало изменениям МПК всего органа: отношение первых ко вторым было постоян-
ным для всех групп (0.97 ± 0.03).

Значения модуля Юнга, полученные при трехточечном изгибе бедренной кости, не 
отличались между сравниваемыми группами (p > 0.05, рис. 1).

Intake Intake

Y
ou

ng
’s

 m
od

ul
us

, 
M

P
a

Y
ou

ng
’s

 m
od

ul
us

, 
M

P
a

HS
HS

HSR

Рис. 1. Модуль Юнга. CON – контрольные группы, HS – вывешенные группы, HSR – вывешенные группы 
с последующей реадаптацией, PL – группы, принимающие плацебо, LF – группы, принимающие лактофер-
рин.

В то же время предел прочности был достоверно выше для групп CL и HSLR по 
отношению к группе HSL, а также для группы HSLR по отношению к HSPR (рис. 2). 
Различия между другими парами были незначимы.

Окончание таблицы 1.
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Рис. 2. Предел прочности. CON – контрольные группы, HS – вывешенные группы, HSR – вывешенные 
группы с последующей реадаптацией, PL – группы, принимающие плацебо, LF – группы, принимающие 
лактоферрин.

Статистическую связь между пределом прочности и параметрами остеоденсито-
метрии центральной части кости можно охарактеризовать как умеренную: r = 0.49, 
0.55 для ПП и МПК соответственно (p < 0.001) [36]. Связь с модулем Юнга не была 
обнаружена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы провели оценку ЛФ в качестве средства профилактики костных изменений 
в условиях опорной разгрузки. Будучи чувствительной к механическим нагрузкам, 
костная ткань реагирует выраженным зоноспецифичным изменением минеральной 
составляющей. Предыдущие исследования влияния опорной разгрузки без примене-
ния профилактических средств показали, что снижение МПК происходит преимуще-
ственно в губчатом веществе кости. Это было продемонстрировано в исследованиях 
на грызунах в условиях АОВ разной продолжительности. Снижение трабекулярного 
объема костной ткани наблюдается уже на 14-е сутки воздействия [37]. За 3–4 недели 
АОВ потери МПК могут составлять 20–25% [11, 13]. Полученные нами результаты 
подтверждают, что 21-суточное АОВ приводит к значимому снижению МПК (p < 0,05) 
всей кости и кортикального вещества, в частности, что также было показано в других 
работах [38, 39].

Размер костей (выраженный ПП) вывешенных групп был меньше, чем у соответ-
ствующих контрольных групп (p < 0.05). Поскольку резорбция кортикальной кости 
наблюдается только со стороны эндоста, ПП с ростом организма способна только 
увеличиваться [40]. Таким образом, полученные нами результаты подтверждают, что 
опорная разгрузка также способствует замедлению роста костей, что описывалось 
и в других исследованиях [11, 12]. В систематическом обзоре Globus, Morey–Holton, 
суммирующем результаты экспериментов с АОВ за 40 лет, предполагается, что у рас-
тущих животных изменение костной ткани связано в первую очередь с замедлением 
роста костей и костеобразования, а не с усилением резорбции [41].
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В то же время ЛФ не оказал значимого профилактирующего эффекта на МПК 
и ПП, что, вероятно, обусловлено дозировкой и способом введения препарата.

Эффект перорального приема ЛФ может быть потенциально уменьшен желудоч-
но-кишечным распадом его молекулы. Было показано, что более длительное время 
опорожнения желудка, а также низкий pH (1.5–2) приводят к более интенсивному 
перевариванию ЛФ в желудке [42]. Известно, что на опорожнение желудка оказы-
вают влияние множество факторов: объем и плотность пищи, физическая нагрузка, 
температура, осмоляльность, висцеральный кровоток, положение тела и электролит-
ный баланс. Эти факторы могут оказывать влияние на эффективность перорального 
приема препаратов в условиях измененного вектора гравитации и сниженной дви-
гательной активности, характерных для опорной разгрузки [43]. Исследования на 
людях в условиях антиортостатической гипокинезии показывают, что длительная 
частичная опорная разгрузка приводит к повышенной секреции желудочного сока, 
утолщению стенок желудка и к замедлению его эвакуаторной функции [44]. Исходя 
из этого, можно предположить, что положение тела животного во время АОВ могло 
ограничивать моторно-эвакуаторную функцию желудка и приводить к повышенной 
кислотности.

Изменение минеральной составляющей кости сказывается и на ее прочности. 
Прочность кости поддерживается за счет изменений толщины ее кортикального слоя, 
площади поперечного сечения, качества минерализации и микроструктуры [45]. Ис-
следования в космических полетах и АОВ показывают, что опорная разгрузка приво-
дит к снижению прочности кости [10, 25, 45, 46].

Во время исследования на трехточечный изгиб был отмечен эффект взаимодейст-
вия между АОВ и приемом ЛФ: предел прочности для контрольной группы (CL) выше 
(p < 0.05), чем у вывешенной (HSL), но только на фоне приема препарата. Полученные 
нами при оценке прочностных свойств результаты не показали достоверных различий 
между группой контроля (CP) и группой АОВ, получавших плацебо (HSP), несмотря 
на различия при оценке МПК и ПП.

Помимо исследования эффективности ЛФ как средства профилактики для потери 
костной ткани, вызванной частичной разгрузкой, нами была предпринята попытка оце-
нить, влияет ли он на скорость ее восстановления.

Реадаптация вызвала анаболический эффект для МПК и ПП. Также при отсутствии 
значимого эффекта препарата на указанные параметры была установлена связь между 
показателями прочности кости (предел прочности) и приемом ЛФ: бедренная кость 
животных, получавших препарат, выдержала большую нагрузку, чем у животных, по-
лучавших плацебо (p < 0.05). Изменения жесткости костной ткани (модуль Юнга) не 
значимы (p > 0.05).

Таким образом, настоящее исследование подтверждает, что 21-суточная опорная 
разгрузка и реадаптация после иммобилизации приводят к значительным изменениям 
показателей оценки состояния костной ткани. При этом отмечается перспективность 
применения ЛФ в качестве средства профилактики для поддержания прочностных 
свойств костей и, вероятно, скорости восстановления костной ткани. Однако получен-
ные результаты свидетельствуют о том, что терапевтической дозировки ЛФ недоста-
точно для предотвращения снижения плотности и угнетения роста костей при данном 
экспериментальном воздействии, а способ доставки препарата неоптимален для усло-
вий антиортостатического вывешивания.
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The influence of gravitational unloading (antiorthostatic suspension) and subsequent 
recovery on the mineral density and mechanical properties of the femoral and tibial bones 
of Wistar rats was studied with oral administration of a biotechnological analog of human 
lactoferrin (200 mg/kg) derived from the milk of producer goats. Bone mineral density was 
determined by dual-energy X-ray absorptiometry, and strength and stiffness were assessed 
through three-point bending tests.
It was shown that gravitational unloading for 21 days led to a decrease in the mineral density 
of the tibial and femoral bones. The administration of lactoferrin did not significantly 
affect the mineral density or projected area of the studied bones. No statistically significant 
differences in mechanical stiffness were found between the experimental groups, but after 
readaptation, the ultimate strength was significantly higher in the groups that received 
lactoferrin. Thus, the obtained results may indicate the potential of lactoferrin preparations 
as prophylactic agents for maintaining bone strength. At the same time, maintaining bone 
mineral density under deficit-stimulating conditions requires consideration of alternative 
dosages and delivery methods of the drug.
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