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ОСТЕОПРОТЕКТИВНОЕ ДЕЙСТВИЕ L-АРГИНИНА 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОСТЕОПОРОЗЕ

В результате исследования было продемонстрировано, что 
через восемь недель после проведения овариэктомии у  самок 
белых крыс линии Вистар развивается нарушение функции 
эндотелия сосудов микроциркуляторного русла костной ткани и 
ухудшение регионарного кровотока в кости, приводящее к 
возникновению генерализованного остеопороза.

L-аргинин, обладая эндотелиопротективным действием, 
эффективно предотвращал снижение уровня регионарной 
микроциркуляции в костной ткани, сохраняя его на уровне 
интактных крыс. Это позволило поддержать на адекватном 
уровне процессы костного ремоделирования, что проявилось в 
замедлении истончения костных трабекул и предотвращении 
возникновения в них микропереломов.
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Введение. L-аргинин -  условно незаменимая аминокислота, является субстратом для 
синтеза оксида азота. Поступивший с пищей L-аргинин всасывается в тонком кишечнике и 
транспортируется в печень, где основное его количество утилизируется в орнитиновом цикле, а 
часть L-аргинина, не метаболизировавшаяся в печени, используется как субстрат для 
продукции NO [9, 15, 19, 21]. Оксид азота играет важную физиологическую роль, обладая 
широким спектром биорегуляторных эффектов [11, 12, 22]. Молекула NO является одной из 
наиболее мелких известных молекул -  биологических мессенджеров, и благодаря химической 
простоте эффекты NO могут регулироваться исключительно его концентрацией и 
стабильностью. NO легко проникает сквозь мембраны клеток, не нуждаясь в каналах или 
рецепторах. Инициированный NO сигнальный период достаточно короткий, так как NO быстро 
окисляется в нитриты и нитраты, поэтому биологические эффекты NO ограничены местом его 
образования. Мишени воздействия NO зависят от окружающих условий и количества 
производимого NO. Местный уровень NO детерминирован балансом между интенсивностью его 
синтеза или экзогенного образования и интенсивностью инактивации. Физиологическое 
действие NO варьирует в широком пределе от модуляции сосудистой системы до регуляции 
иммунных процессов (клеточно-опосредованный иммунитет, воздействие нейтрофилов на 
патогенные микроорганизмы, неспецифическая иммунная защита) и контроля нейрональных 
функций (передача сигнала в неадренергических нехолинергических нейронах, синаптическая 
пластичность в центральной нервной системе, осцилляторная активность нейрональной сети, 
нейропротекция).

Роль NO в поддержании сосудистого гомеостаза сводится к регуляции сосудистого 
тонуса, пролиферации и апоптоза, а также регуляции оксидантных процессов. Кроме того, NO 
присущи ангиопротективные и неоангиогенные свойства, также оксид азота -  мощный 
периферический вазодилататор. Хотя внутриклеточная концентрация L-аргинина 
значительно выше по сравнению с плазмой или внеклеточной жидкостью, доказано, что 
внеклеточный L-аргинин может быстро захватываться эндотелиальными клетками для синтеза 
NO. При низких концентрациях в плазме L-аргинин избирательно улучшает эндотелиальную 
функцию, при среднем уровне концентрации может оказывать прямую вазодилатацию 
вследствие стимуляции секреции инсулина и гормона роста, высокие уровни L-аргинина 
вызывают неспецифическую вазодилатацию [3, 10, 13, 14].

Ранее нами было показано, что билатеральная овариэктомия у самок крыс линии 
Вистар приводит к состоянию, сопровождающемуся признаками развития эндотелиальной 
дисфункции (ЭД), что ведет к ухудшению кровоснабжения костной ткани [7]. А  как известно, 
снижение кровоснабжения костной ткани, приводящее к нарушению баланса активности 
остеобластов и остеокластов с превалированием эффектов последних, является одним из 
важнейших звеньев в патогенезе остеопороза (ОП) [1, 18].

Таким образом, субстрат оксида азота L-аргинин, обладающий в том числе 
выраженными эндотелиопротективными свойствами [16, 17, 20], может являться одним из 
препаратов для патогенетической эндотелий-ассоциированной коррекции остеопоротических
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изменений. Это указывает на актуальность изучения остеопротективного действия L-аргинина, 
в чем и заключалась цель данного исследования.

Материалы и методы. Опыты проводили на 92 самках белых крыс линии Вистар 
массой 200-250 г. Для моделирования системного ОП крыс наркотизировали 
внутрибрюшинным введением раствора хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг и проводили операцию 
билатеральной овариэктомии [5]. Развитие генерализованного ОП оценивали через восемь 
недель (на 57-й день) после проведения операции.

Уровень микроциркуляции оценивали в ткани проксимального метафиза бедренной 
кости. Для получения данных микроциркуляции в кости использовали оборудование 
компании Biopac systems: полиграф MP150 с модулем лазерной допплеровской флоуметрии 
(ЛДФ) LDF100C и датчиком TSD144. Регистрация результатов ЛДФ производилась 
программой AcqKnowledge версии 4.1, значения микроциркуляции выражались в 
перфузионных единицах (ПЕ).

Развитие гипоэстрогениндуцированной ЭД оценивали после измерения 
внутрикостного уровня микроциркуляции, для чего проводили пробы на 
эндотелийзависимую вазодилатацию (ЭЗВД) в ответ на болюсное внутривенное введение 
раствора ацетилхолина в дозе 40 мкг/кг и эндотелийнезависимую вазодилатацию (ЭНВД) в 
ответ на болюсное введение раствора нитропруссида натрия в дозе 30 мкг/кг. Для 
объективной оценки развития нарушения функции эндотелия при генерализованном ОП 
рассчитывали коэффициент эндотелиальной дисфункции (КЭД) на основе данных ЛДФ в 
кости. Для этого определяли площади прямоугольных треугольников над кривыми 
восстановления микроциркуляции после проведения реакций ЭЗВД и ЭНВД. При этом за 
один из катетов треугольника принимали абсолютную величину падения уровня 
микроциркуляции, за другой -  время восстановления и стабилизации показателя 
микроциркуляции. КЭД рассчитывался как отношение площади треугольника над кривой 
восстановления микроциркуляции в ответ на введение нитропруссида к площади 
треугольника над кривой восстановления микроциркуляции в ответ на введение 
ацетилхолина [4].

Для подтверждения развития ОП и в комплексной оценке эффективности исследуемых 
препаратов проводили морфологическое исследование проксимальных метафизов бедренных 
костей. Предметные стекла с гистологическими препаратами подвергали световой 
микроскопии (увеличение х100: объектив х10, окуляр х10) и фотографировали костные балки 
путем сопоставления объектива фотокамеры и окуляра микроскопа.

Для проведения гистоморфометрии костной ткани использовали программу ImageJ 
версии 1.43, предварительно откаллиброванную следующим образом. Используя то же 
оборудование, что и для получения фотографий костных трабекул, сфотографировали 
«линейку» длиной 1 мм. Измерив в программе ImageJ «линейку» в пикселях, приняли 
расстояние в 1425 пикселей равным 1 мм. В дальнейшем программно измеряли ширину 
костных трабекул и выражали ее в микрометрах.

Для изучения остеопротективного действия нами была выбрана доза 200 мг/кг L-аргинина, 
который вводили внутрижелудочно ежедневно однократно в сутки в течение восьми недель, 
что соответствует данным доступной литературы и выявляет эффективное 
эндотелиопротективное действие в ранее проведенных экспериментах [2, 6, 8].

Группой контроля являлась группа животных с экспериментальным ОП, не получавших 
фармакологической коррекции. В группу интактных крыс входили ложнооперированные 
животные (ложная операция овариэктомии без удаления яичников).

Статистический анализ полученных данных осуществляли в программе Microsoft Excel. 
«Описательная статистика» применялась для нахождения среднего значения (M) и ошибки 
среднего (m). «Двухвыборочный t-тест с различными дисперсиями» использовался для 
сравнения показателей в различных группах животных и определения достоверности различий 
между ними. Статистически значимыми считали различия при значениях двустороннего 
p<0,05.

Результаты исследования. Результаты ЛДФ позволили констатировать достоверно 
более низкий уровень микроциркуляции в костной ткани у крыс через восемь недель после 
овариэктомии (61,5±3,7 ПЕ; n=42) по сравнению с интактными животными (100,5±4,4 ПЕ; 
n=30). В ответ на системное введение ацетилхолина и нитропруссида наблюдали снижение 
микроциркуляции с последующей нормализацией показателей. Уменьшение уровня 
микроциркуляции при проведении пробы ЭЗВД в группе интактных животных в среднем 
составило 46,7±3,8% от исходных показателей, в группе крыс с экспериментальным ОП -  
38,9±3,8%. При проведении реакции ЭНВД уровень микроциркуляции в группе интактных 
крыс снизился в среднем на 29,0±3,5% от исходного значения, в группе контрольных животных 
-  на 27,3±5,3%. В группе интактных животных получили КЭД=1,30±0,19, в группе крыс с 
экспериментальным ОП КЭД был статистически значимо больше и составлял 2,38±0,23.
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Остеопоротические изменения были гистологически подтверждены у всех крыс через 
восемь недель после овариэктомии: наблюдалось истончение костных трабекул и расширение 
межтрабекулярных пространств. Кроме того, в отдельных гистологических препаратах 
отмечались микропереломы костных трабекул. О прижизненном возникновении 
микроперелома свидетельствовало прорастание волокон соединительной ткани в месте 
перелома трабекулы.

Объективной мерой оценки развития ОП через восемь недель после билатеральной 
овариэктомии стало достоверное уменьшение средней ширины костных трабекул в 
проксимальном метафизе бедра. Так, средняя ширина костных трабекул в данной локализации 
у крыс с экспериментальным ОП (61,7±1,2 мкм) была достоверно меньше показателя интактных 
животных (97,7±1 мкм) на 36,8%.

При анализе остеопротективной активности L-аргинина было обнаружено, что препарат 
эффективно предотвращает снижение уровня регионарного кровотока в костной ткани бедра, 
сохраняя значения микроциркуляции на уровне интактных крыс: результаты ЛДФ в группе 
крыс, получавших L-аргинин (98,1±4,5 ПЕ; n=20), не отличались от таковых у интактных 
животных (p=0,736), а также статистически значимо отличались от показателей в контрольной 
группе (p<0,001).

Было выявлено, что L-аргинин в дозе 200 мг/кг приводил пропорции между 
площадями треугольников над кривыми восстановления уровня микроциркуляции в кости в 
ответ на введение нитропруссида и ацетилхолина к таковым у интактных животных. Тем самым 
L-аргинин статистически значимо снижал КЭД до значения 1,34±0,21 (p=0,012).

При световой микроскопии срезов бедренных костей у крыс, получавших лечение 
L-аргинином, обнаружили сохранение структуры костной ткани и большую ширину костных 
трабекул, чем у крыс с ОП, не получавших лечения. Выявили, что L-аргинин препятствовал 
снижению средней ширины костных трабекул до уровня животных с экспериментальным ОП, 
однако средняя ширина трабекул (86,6±1,4 мкм) не достигала значения интактных крыс. 
L-аргинин оказывал статистически значимое влияние на среднюю ширину костных трабекул, 
увеличивая данный показатель в среднем на 40,4% по сравнению с крысами, страдающими ОП 
(p<0,001).

Таким образом, в результате проведенного исследования было продемонстрировано, 
что L-аргинин, вводимый лабораторным животным внутрижелудочно в дозе 200 мг/кг в 
течение восьми недель после билатеральной овариэктомии, нормализовал нарушенную 
функцию эндотелия сосудов, в том числе костной ткани, свидетельством чему явилось 
статистически значимое снижение величины коэффициента эндотелиальной дисфункции по 
сравнению с животными контрольной группы. L-аргинин достоверно предотвращал снижение 
уровня микроциркуляции в проксимальном метафизе бедра до значений, достоверно не 
отличающихся от таковых у интактных крыс, а также оказывал статистически значимое 
положительное влияние на среднюю ширину костных трабекул по сравнению с крысами, 
страдающими остеопорозом.

Следовательно, L-аргинин, оказывая эндотелиопротективное воздействие на эндотелий 
микроциркуляторного русла костной ткани, эффективно предотвращает снижение 
регионарного кровоснабжения в костной ткани при экспериментальном остеопорозе и обладает 
остеопротективным действием, заключающимся в положительном влиянии на процессы 
костного ремоделирования и остеорепарации.

Выводы:
1. Через восемь недель после билатеральной овариэктомии у самок крыс линии Вистар 

развивается нарушение функции эндотелия сосудов микроциркуляторного русла костной 
ткани, свидетельством чего является увеличение коэффициента эндотелиальной дисфункции, 
рассчитанного по результатам лазерной допплеровской флоуметрии в костной ткани, до 
2,38±0,23 по сравнению с 1,30±0,19 у интактных животных. Значительно ухудшается 
регионарный кровоток в костной ткани (61,5±3,7 ПЕ по сравнению с 100,5±4,4 ПЕ у интактных 
крыс), что приводит к развитию генерализованного остеопороза, сопровождающегося 
истончением костных трабекул в среднем на 36,8% и возникновением в них микропереломов.

2. L-аргинин в дозе 200 мг/кг на модели билатеральной овариэктомии имеет 
выраженное эндотелиопротективное действие, проявляющееся в снижении коэффициента 
эндотелиальной дисфункции до 1,34 ±0,21, предотвращает снижение уровня микроциркуляции 
в костной ткани бедра, удерживая его на значениях, не отличающихся от таковых у интактных 
крыс (98,1±4,5 ПЕ), а также, увеличивая ширину костных трабекул в среднем на 40,4% по 
сравнению с группой крыс с остеопорозом и предотвращая возникновение микропереломов, 
обладает остеопротективным действием.
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OSTEOPROTECTIVE ACTION OF L-ARGININE IN EXPERIMENTAL OSTEOPOROSIS

O.S. GUDYREV 1 
D.S.R. RAJKUMAR 2 
A.V. FAITELSON 2 
M.V. POKROVSKIY 1 
V.A. RUZHENKOV 1 
O.V. FILIPPOVA 1
1) Belgorod National Research 
University

During an investigation it has been shown, that in eight weeks 
after ovariectomy at females o f white W istar rats the disturbance of 
an osteal tissue endothelium function and deterioration o f regional 
blood flow  in a bone develops, resulting to occurrence o f a 
generalized osteoporosis.

L-arginine, possessing the endothelioprotective action, 
effectively prevented a regional microcirculation level depression in 
an osteal tissue, conserving it at level o f intact rats. It has allowed to 
sustain at adequate level processes o f an osteal remodeling, that has 
shown in retardation o f an osteal trabecules thinning and prevention 
o f microfractures occurrence in them.
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