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Аннотация. Цель исследования – провести анализ результатов цитоморфометрического и имму-

ногистохимического исследований костного регенерата после внутрикостного введения препарата «Пер-
фторан» при остеосинтезе экспериментальных переломов шейки бедренной кости.  

Материалы и методы. В качестве экспериментальных животных использовали кроликов-самцов 
породы Шиншилла в возрасте 6 месяцев. У всех животных трансцервикально остеотомом формировали 
перелом шейки бедренной кости и пересекали собственную связку головки бедра. Данные цитоморфо-
метрического и иммуногистохимического исследований костного регенерата области перелома проана-
лизированы в динамике в 3 сериях животных: В первой (контрольной) серии (n=20) остеосинтез перело-
ма не проводили, а в головку бедра вводили оксигенированный препарат Перфторан. Во второй серии 
(n=24) перелом синтезировали 3 биоактивными спицами, Перфторан не вводили. В третьей серии (n=24) 
перелом фиксировали 3 биоактивными спицами и в головку бедра интраоперационно вводили оксигени-
рованный Перфторан. 

Результаты и их обсуждение. Рентгенологически и макроскопически в первой серии эксперимента 
в зоне перелома признаков сращения не наблюдалось, формировался ложный сустав, а в сериях с остео-
синтезом переломов шейки бедренной кости биоактивными спицами наступало сращение. Во 2 серии к 
60 суткам наблюдалось увеличение численной плотности остеокластов и постепенное снижение площади 
поверхности трабекул, что свидетельствовало о продолжающемся процессе репаративной регенерации с 
активной перестройкой костной ткани, а в третьей серии с внутрикостным введением препарата Перфто-
ран клеточный состав костного регенерата статистически значимо соответствовал более зрелой костной 
ткани. 

Выводы. Внутрикостное введение оксигенированного препарата Перфторан в аваскулярную го-
ловку бедренной кости при остеосинтезе эксперементального перелома шейки бедра биоактивными ти-
тановыми имплантатами с кальцийфосфатным покрытием уменьшает воспалительную инфильтрацию и 
вторичную остеорезорбцию, что способствует улучшению условий ремоделирования костной ткани и 
позволяет достичь завершения процесса формирования зрелой костной ткани в зоне перелома в более 
ранние сроки в сравнении с группой без применения препарата Перфторан. 

Ключевые слова: эксперимент, шейка бедра, переломы, остеосинтез, кальцийфосфатное покры-
тие, перфторан. 
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Abstract. The purpose of this study is to analyze the immune-histochemical results  of  cytomorphome-
tric bone regenerate after intraosseous injection the "Perftoran" with experimental osteosynthesis of femoral neck 
fractures. 

Materials and methods. As experimental animals were male rabbits Chinchilla aged 6 months. In all the 
animals the femoral neck fracture was formed transcervically osteotomy site and the femoral head ligament was 
crossed. These cytomorphometric and immune-histochemical studies of regenerate bone fracture area injected 
were analyzed in the dynamics in 3 series of animals. The first (control) series (n=20) did not carry out a fracture 
fixation, and the head of the thigh was injected oxygenated drug the Perftoran. In the second series (n=24) a frac-
ture was synthesized by bioactive 3-spokes, the drug Perftoran did not injected. In the third series (n=24) a frac-
ture was fixed by means of 3 bioactive broken spokes and the oxygenated drug Perftoran was injected in head 
hip intraoperatively.  

Results and discussion. In the first series of experiments, the radiographic and macroscopic results did not 
revealed signs of fracture healing, it was observed a formation of a false joint. In the series with internal fixation 
of femoral neck fractures by bioactive spokes it was identified fracture healing. In the 2 serie to 60 days, it was 
noted an increase in the number density of osteoclasts and a gradual reduction in the surface area of trabeculae, 
indicating that the ongoing process of reparative regeneration with active restructuring of bone tissue. In the 3 
serie with the Perftoran intraosseous injection, a cellular composition of bone regeneration was significantly cor-
responded more mature bone tissue. 

Conclusion. Intraosseous injection of the oxygenated drug Perftoran in avascular femoral head at the os-
teosynthesis of experimental hip fracture by bioactive titanium implants with calcium phosphate coating reduces 
inflammatory infiltration and secondary osteoresorption. This contributes to improving the remodeling of bone 
tissue and to the completion of the formation of mature bone fracture zone in the early stages compared to the 
group without the use of the drug Perftoran. 

Key words: experiment, femoral neck fractures, osteosynthesis, calcium phosphate coating, the Perftoran. 
 
Согласно литературным данным переломы шейки бедра (ШБ) занимают третье место у больных 

пожилого и старческого возраста, а прогнозируемое ВОЗ увеличение средней продолжительности жизни 
населения как во всем мире, так и в нашей стране, определяет дальнейший рост частоты переломов этой 
локализации [4, 11, 15, 16]. 

Общеизвестно, что своевременное оперативное лечение переломов ШБ является ведущим мето-
дом лечения данного вида травмы и позволяет значительно снизить количество летальных исходов (12-
15%) в отличии от консервативного метода лечения (22-55%) [3]. Несмотря на стремительное развитие 
операций эндопротезирования, остеосинтез по-прежнему остается основным хирургическим методом 
лечения переломов ШБ [10]. 

Вместе с тем, использование различных технологий и методик остеосинтеза сопровождается вы-
сокой частотой неблагоприятных исходов (до 30%). В определенной степени это обусловлено недоста-
точным вниманием хирургов к нарушению кровообращения в области перелома. С возрастом уменьша-
ется кровоток через сосуды круглой связки головки бедренной кости, в связи с их облитерацией, так же 
при переломах ШБ повреждаются внутрикостные артерии, что приводит к локальной гипоксии в головке 
бедра и костное сращение нередко происходит медленно (6,1-43%) с возможным формированием ложно-
го сустава (11,1-51,1%) и аваскулярного некроза головки бедра (6,1-43%) несмотря на надежную фикса-
цию репонированных отломков [7, 10]. 

Актуальным является использование кровезаменителей с газотранспортной функцией, в частности 
препарата Перфторана. Имеются данные, посвященные оценке эффективности внутрикостного введения 
препарата Перфторан при переломах нижней челюсти и переломах диафиза бедренной кости у экспери-
ментальных животных. В этих работах показано, что Перфторан способствует оптимизации формирова-
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ния костной мозоли и ускорению разрешения экссудативной фазы воспаления [6, 13]. Наиболее распро-
страненными методами изучения процессов репаративного остеогенеза в динамике как на тканевом, так 
и на клеточном уровнях являются цитоморфологические и иммуногистохимические (ИГХ) исследования 
костного регенерата [5, 8]. Однако, данные исследования недоступны для клинического применения. 
Учитывая вышеизложенное, необходима цитоморфологическая и ИГХ оценка процессов репаративного 
остеогенеза в динамике после внутрикостного введения препарата Перфторан при остеосинтезе перело-
мов шейки бедренной кости в эксперименте. 

Цель исследования – провести анализ результатов цитоморфометрического и иммуногистохими-
ческого исследований костного регенерата после внутрикостного введения препарата Перфторан при 
остеосинтезе экспериментальных переломов шейки бедренной кости.  

Материалы и методы исследования. В качестве экспериментальных животных использовали 
кроликов-самцов породы Шиншилла в возрасте 6 месяцев, так как у них выражены и хорошо визуализи-
руются отделы проксимального бедра и тазобедренного сустава (вертельная и шеечная области, головка 
бедра и собственная связка головки бедра, вертлужная впадина). Экспериментальные исследования про-
водили в соответствии с требованиями нормативных документов: Директива № 63 от 22.09.2010 г. Пре-
зидиума и Парламента Европы «О защите животных, используемых для научных исследований» и приказ 
№ 708н Минздрава и соцразвития РФ от 23.08.2010 г. «Об утверждении правил лабораторной практики». 

Все хирургические вмешательства выполняли стерильным инструментарием в условиях асептиче-
ской операционной. Для премедикации и анестезии использовали внутримышечное введение рометара в 
дозе 2 мг/кг и внутривенное введение золетила в дозе 7,5 мг/кг соответственно. Оперативный доступ к 
шейке бедренной кости осуществлялся по наружной поверхности правой бедренной кости в проекции 
большого вертела, что исключало вероятность повреждения крупных сосудов и обеспечивало минималь-
ное нарушение нормальных физиологических функций животного. Для повышения уровня достоверно-
сти проводимого исследования в получении одинаковой модели перелома шейки бедренной кости с ава-
скулярной головкой бедра у всех животных скальпелем пересекали собственную связку головки бедра и 
применяли устройство для экспериментального моделирования перелома у лабораторных животных [9]. 
Применение данного устройства в каждом опыте основной и контрольной групп эксперимента позволи-
ло трансцервикально остеотомом формировать перелом ШБ с одинаковой локализацией плоскости пере-
лома, проводить остеосинтез перелома ШБ 3 титановыми биоактивными спицами d 0,8 с одинаковым 
направлением и точками введения спиц, вводить препарат Перфторан в головку бедра [1, 2, 9, 14]. Перед 
введением препарат Перфторан оксигенировали согласно способу дозированного смешивания жидкого 
лекарственного средства с газообразным веществом [12]. 

В первой (контрольной) серии (n=20) остеосинтез перелома ШБ не проводили, а интраоперацион-
но однократно в головку бедренной кости вводили оксигенированный Перфторан. Во второй серии 
(n=24) перелом ШБ синтезировали 3 биоактивными спицами, Перфторан не вводили. В третьей серии 
(n=24) у животных перелом ШБ фиксировали 3 биоактивными спицами, и в головку бедренной кости 
интраоперационно однократно вводили оксигенированный Перфторан (рис.). 

 
 
 
 
 
 
 



ВЕСТНИК НОВЫХ МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ – 2016 – N 1 
Электронный журнал 

 

 
 

Рис. Артротомия правого тазобедренного сустава с обнажением шейки и головки бедренной кости, фик-
сация перелома шейки бедра 3 спицами, введение Перфторана. 1 – вертельная зона бедренной кости;  

2 – шейка бедренной кости; 3 – головка бедренной кости; 4  – сформированный перелом шейки бедрен-
ной кости; 5 – фиксация перелома параллельными биоактивными спицами; 6 – введение Перфторана 

 
В послеоперационном периоде животных переводили в виварий, проводили обезболивание и 

антибиотикопрофилактику в течение 7 дней, следили за общим состоянием, поведением животного, 
осматривали и перевязывали послеоперационные швы, оценивали гиперемия вокруг послеоперационных 
швов, измеряли температура тела животных. 

Выведение животных из эксперимента осуществляли по графику, заранее составленному в 
соответствии с «Правилами по обращению, содержанию, обезболиванию и умертвлению 
экспериментальных животных», утвержденных МЗ СССР (1977) и МЗ РСФСР (1977), принципами 
Европейской конвенции (Страсбург, 1986) и Хельсинской декларации всемирной медицинской 
ассоциации о гуманном обращении с животными (1996). Для животных использовали внутривенное 
болюсное введение 5 мл магния сульфата под общей анестезией. 

Для оценки рентгенологических изменений в динамике выполняли рентгенографию правого 
тазобедренного сустава на аппарате КРТ  «Электрон». в сроки 1, 7, 14, 30, 60 сутки наблюдения. 
Фокусное расстояние равнялось 100 см, доза 0,1 млЗв. 

Препараты для цитоморфометрического и ИГХ исследований выделяли из бедренной кости на 7, 
14, 30, 60 сутки. После проведения декальцинации биоактивные спицы удаляли. Тканевые образцы 
проводили через спирты возрастающих концентраций, заливали в парафиновые блоки из которых на 
ротационном микротоме Leica RM 2555 готовили поперечные и продольные срезы костного регенерата 
толщиной 6-7 микрон. Окрашивание проводили гематоксилином-эозином и пикрофуксином (по Ван-
Гизону). Исследование гистопрепаратов и микрофотосъёмку проводили в оптической цифровой системе 
Axioplan 2 imaging (Carl Zeiss, Германия). Морфометрическую полуколичественную оценку состояния 
тканевых структур использовали для оценки данных гистоморфологического исследования активности 
остеогенеза в зоне перелома.  

ИГХ исследование костных регенератов проводили согласно методическим рекомендациям фир-
мы-производителя («Dako Cytomation» Дания). Перед реакцией иммунного окрашивания проводили де-
маскировку антигенов тканей посредством нагревания на водяной бане в 10мМ цитратном буфере (pH 
6,0), блокировали эндогенную пероксидазу 3% раствором H2O2. Затем, инкубировали срезы регенеротав 
кости с первичными антителами в разведении 1:500 по стандартной методике. Для определения процента 
экспрессирующих клеток были использованы следующие моноклональные антитела («Dako Cytomation» 
Дания) по стандартной методике в разведении 1:100: первичные антитела к Ki67 (клон MIB1 маркер про-
лиферации), первичные антитела к CD34 (клон QBEnd10 для идентификации кровеносных сосудов), пер-
вичные антитела к CD68 (клон 514H12 для идентификации маркеров макрофагов).  

Для исследования репаративной регенерации костной ткани изучали площадь поверхности трабе-
кул, численную плотность остеобластов, остеоцитов, остеокластов, сосудов, пролиферирующих остео-
бластов, клеток эндотелия.  
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Статистический анализ данных проводился с использованием пакета прикладных программ Microsoft 
Office home and business 2013 32/64box для работы с электронными таблицами и StatSoft Statistica 
6.1(лицензионное соглашение BXXR006D092218FAN11). В зависимости от вида распределения данных 
применялись различные алгоритмы статистического анализа. Сравнение двух независимых групп по од-
ному или нескольким признакам, проводилось путем проверки статистической гипотезы с помощью t-
критерия Стьюдента для независимых выборок. Сопоставление двух связанных групп по количествен-
ным признакам помощью t-критерия Стьюдента для зависимых выборок. Изучение взаимосвязи двух 
количественных признаков  проводилось с помощью параметрического метода Пирсона. Различия между 
исследуемыми группами считались статистически значимыми при величине достигнутого уровня стати-
стической значимости (р) менее 0,05 (р<0,05). 

Результаты и их обсуждение. Во всех сериях эксперимента заживление послеоперационной ра-
ны, поведение оперированных животных (животные щадили оперированную конечность и передвига-
лись без опоры на нее), формирование гиперемии и отека в области послеоперационных швов, результа-
ты термометрии достоверно не различалось (р>0,05). 

В первой серии эксперимента, без остеосинтеза, в зоне перелома ШБ в динамике рентгенологиче-
ски развивался процесс дистрофических изменений с расширением линии перелома, резорбцией костной 
ткани и смещением костных отломков. К концу эксперимента признаков сращения не наблюдалось, 
шейка и головка бедренной кости лизированы, сформировался ложный сустав, что так же подтвердилось 
при макроскопическом исследовании. Ввиду этого цитоморфометрическое и ИГХ исследования в кон-
трольной серии не проводили [14]. 

Данные сравнительного анализа цитоморфометрического и ИГХ исследований в различные сроки в 
сериях после остеосинтеза биоактивными титановыми имплантатами экспериментального перелома ШБ 
без введения препарата Перфторан и с интраоперационным однократным введением в головку бедренной 
кости препарата Перфторан представлены в табл. 1 и 2. 

 
Таблица 1 

 
Сравнительные данные цитоморфометрических показателей плотности костной ткани в зо-

не перелома ШБ после остеосинтеза биоактивными титановыми имплантатами без введения и с 
введением в головку бедренной кости препарата Перфторан 

 
Исследуемые 
параметры 

(M±m) 

7 суток 14 суток 30 суток 60 суток 
без введ. 
ПФ 

с введ.  
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ.  
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ.  
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ. 
ПФ 

Остеобласты 
(Nv) 

158,02±1,3221,07±0,92* 294,33±0,4 403,32±0,6* 161±2,72 204,4±2,51* 58,4±2,32 43,4±1,2*

Остеоциты 
(Nv) 

79,33±0,64104,31±0,72*244,34±1,85306,11±1,75*157,5±2,31272,3±4,41* 118±3,1 96,4±1,1*

Остеокласты 
(Nv) 

0,42±0,04 1,28±0,07* 2,63±0,15 6,51±0,3* 2,73±0,4 4,31±0,43* 2,5±0,62 1,1±0,53*

Площадь по-
верхности 
трабекул 

(мкм2) 

16,4±1,6 26,5±1,3* 20,1±1,5 32,3±1,3* 17,2±1,2 18,4±1,4 10,3±1,23 8,24±1,1*

 
Примечание: * – р<0,05 в сравнении с показателями в серии, без применения Перфторана 
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Таблица 2  
 

Сравнительные данные иммуногистохимических показателей плотности костной ткани в 
зоне перелома ШБ после остеосинтеза биоактивными титановыми имплантатами без введения и  

с введением в головку бедренной кости препарата Перфторан 
 

Исследуемые 
 параметры 

(M±m) 

7 суток 14 суток 30 суток 60 суток 

без введ. 
ПФ 

с введ. 
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ. 
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ. 
ПФ 

без введ. 
ПФ 

с введ. 
ПФ 

Кi67 (Nv) 9,72±2,1 12,4±1,3* 14,70±2,4 18,0±0,6* 8,2±1,4 6,4±2,1 4,3±0,3 3,3 ±1,2 

CD34 (Nv) 16,1±0,8 22,4±0,6* 38,54±1,6 52,4±1,25* 29,12±1,21 32,3±2,1* 11,7±2,2 8,4±1,1*

CD68 (Nv) 1,22±0,06 4,28±0,12* 2,63±0,15 5,12±0,22* 2,73±0,4 3,3±0,17* 2,5±0,62 1,3±0,53*

 
Примечание: * – р<0,05 в сравнении с показателями в серии, без применения Перфторана 

 
В группе, где применяли внутрикостное введение препарата Перфторан на 7 сутки исследования в 

1,4 раза (на 39,9%) статистически значимо больше численная плотность остеобластов, при этом их про-
лиферативная активность выше в 1,3 раза (на 27,6%) в сравнении с группой без введения Перфторана. В 
грануляционной ткани на данный срок эксперимента статистически значимо увеличилась площадь по-
верхности трабекул в 1,6 раза (на 61,6%), больше количество эндотелиоцитов в 1,4 раза (на 39,1%), 
больше количество остеокластов в 3 раза (на 204%) и количество макрофагов в 3,5 раза (на 250,8%), а так 
же выше численная плотность остеоцитов в 1,3 раза (на 31.5%). 

При цитоморфометрическом исследовании на 14 сутки, в группе с введением Перфторана, отме-
чали статистически значимое преобладание в 1,4 раза (на 37%) численной плотности остеобластов и уве-
личение их пролиферативной активности в 1,2 раза (на 22,4%) в сравнении с группой, без  Перфторана. К 
14 суткам в группе с использованием Перфторана статистически значимо: выше численная плотность 
остеоцитов в 1,3 раза (на 25,3%) и остеокластов в 2,3 раз (на 147,5%), больше  количество ангиогенных 
клеток в 1,4 раза (на 35,9%) и макрофагов в 1,9 раз (на 94,6%), увеличилась площадь поверхности кост-
ных трабекул в 1,6 раза (на 60,6%). 

Данные цитоморфометрического и ИГХ исследований на 30 сутки показали, что в группе с при-
менением внутрикостного введения препарата Перфторан количество макрофагов больше в 1,2 раза (на 
20,9%), а клеточный состав в 1 мм2 среза костного регенерата зоны перелома соответствует более зрелой 
костной ткани: статистически значимо выше количество остеоцитов в 1,7 раз (на 72,9%), остеокластов в 
1,6 раз (на 57,9%), вновь образованных сосудов в 1,1 раз (на 10,9%) и отмечается снижение в 1,3 раза (на 
21,9%) пролиферативной активности остеобластов в сравнении с группой без введения Перфторана.  

К 60 суткам цитоморфометрического исследования в серии с внутрикостным введением Перфто-
рана статистически значимо: ниже численная плотность остеобластов в 1,3 раза (на 34,6%), меньше ко-
личество остеоцитов в 1,2 раза (на 22,4%), меньше и остеокластов 2,3 раз (на 92,3%), снизилась площадь 
поверхности трабекул в 1,3 раза (на 25%) в сравнении с группой, без введения Перфторана. Результаты 
ИГХ исследования при использовании Перфторана коррелируют с данными цитоморфометрического 
исследования: в 1,3 раза (на 30,3%) меньше пролиферирующих остеобластов, в 1,4 раза (на 39,3%) мень-
ше количество эндотелиоцитов. При использовании биоактивных имплантатов без применения препара-
та Перфторан к 60 суткам наблюдается увеличение численной плотности остеокластов и постепенное 
снижение площади поверхности трабекул, что свидетельствуют о продолжающемся процессе репаратив-
ной регенерации с активной перестройкой костной ткани, а в группе с внутрикостным введением препа-
рата Перфторан клеточный состав костного регенерата соответствует более зрелой костной ткани.  

Таким образом, анализ выше представленных данных показал статистически значимые цитомор-
фометрические и иммуногистохимические признаки ускорения перестройки костной мозоли в области 
перелома шейки бедренной кости после его остеосинтеза биоактивными титановыми имплантатами и 
введения в головку бедренной кости оксигенированного препарата Перфторан.  

Согласно данным литературы, причинами замедленной консолидации костных отломков являются 
условия гипоксии в области повреждения и больший выброс воспалительных цитокинов и, как следст-
вие, большая выраженность экссудативной фазы воспалительной реакции. Введение эмульсии перфто-
рированных углеводородов в зону перелома купирует локальное гипоксическое состояние тканей, сти-
мулирует привлечение фагоцитирующих клеток (стимулирует процесс рекрутизации моноцитов, их 
дифференцировку в макрофаги и последующую их активизацию) и дифференцировку остеогенных кле-
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ток в остеобласты в зоне перелома – что приводит к более раннему наступлению пролиферативной фазы 
воспаления, тем самым ускоряя консолидацию костных отломков и препятствуя формированию ложного 
сустава [6, 13]. 

Заключение. Внутрикостное введение оксигенированного препарата Перфторан в аваскулярную 
головку бедренной кости при остеосинтезе экспериментального перелома шейки бедра биоактивными 
титановыми имплантатами с кальцийфосфатным покрытием уменьшает воспалительную инфильтрацию 
и вторичную остеорезорбцию, что способствует улучшению условий ремоделирования костной ткани и 
позволяет достичь завершения процесса формирования зрелой костной ткани в зоне перелома в более 
ранние сроки в сравнении с группой без применения препарата Перфторан. 
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