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Цель – изучить морфологическую характеристику остеогенных свойств гранул скелета натураль-
ного белого коралла Acropora при имплантировании под кожу. 

Материал и методы. Работа выполнена на 60 половозрелых крысах-самцах линии Wistar. Объек-
том морфологического исследования были подкожные имплантаты, выделенные на разные сроки экспе-
римента. Подопытных животных разделяли на три группы по 20 особей в каждой. В 1-й и 2-й группах гра-
нулы помещали в желатиновую капсулу, в 3-й группе – непосредственно под кожу животного. При подго-
товке имплантата для 1-й группы гранулы обрабатывали кровью животного, взятой из хвостовой вены во 
время проведения оперативного вмешательства. Имплантаты для 2-й группы животных кровью не обра-
батывали. В работе были использованы гистологические методы исследования (окраски гематоксилином 
и эозином, по Маллори; по Вейгерт–Ван Гизону, по Масон–Голднеру, окраска для выявления возраста 
фибрина (BioVitrum), проводилась статистическая обработка результатов. 

Результаты. Гетеротопическое формирование костной ткани на основе гранул из скелета нату-
рального коралла возможно только при условии их широкого контакта с кровью в первые сутки экспери-
мента. Источником для формирования новообразованной костной ткани в данной работе являлись эле-
менты кровяного сгустка, фиброциты и остеобласты. Желатиновая капсула позволила на время ограни-
чить гранулы коралла от окружающих тканей с клетками периферической венозной крови внутри, что 
способствовало образованию и накоплению клеточных элементов и в последующем привело к формиро-
ванию молодой костной ткани. 

Выводы. Показано, что подкожная имплантация гранул коралла в желатиновой капсуле без крови 
не вызывает остеогенеза. Гранулы скелета натурального коралла по предложенной методике представля-
ют собой альтернативу другим остеопластическим материалам для стимуляции образования кости de novo 
ввиду доказанной остеоиндуктивности. 
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оссификация, коралл Акропора. 

 
Histological Examination of the Osteogenic Properties of White Acropora Coral Grainules Sized 
50–150 μm Under Subcutaneous Administration in the Experiment 
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The aim of research was to study morphological characteristics of the osteogenic properties of the natural 
white Acropora coral skeleton granules when implanted under the skin. 

Material and methods. The study included 60 sexually mature male Wistar rats. The object of the mor-
phological study was subcutaneous implants isolated for different periods of the experiment. The experimental 
animals were divided into three groups, 20 animals each. In the 1st and 2nd groups the granules were placed in a 
gelatin capsule, in the 3rd group – the granules were implanted directly under the skin of the animals. When pre-
paring implants for the 1st group, the granules were treated with the blood of an animal taken from the tail vein 
during surgery. Implants for the 2nd group of animals were not treated with blood. Histological research methods 
(hematoxylin and eosin staining according to Mallory, Weigert–Van Gieson, and Masson–Goldner; staining to 
determine the age of fibrin (BioVitrum)) were used in the study; the results were statistically processed. 

Results. The results obtained demonstrated that heterotopic bone formation based on granules from the 
skeleton of natural coral was only possible when they were in wide contact with blood on the first day of the ex-
periment. The results of the study also evidenced that blood clot elements, fibrocytes, and osteoblasts were the 
source for the development of newly formed bone tissues. The gelatin capsule allowed temporarily restricting 
coral granules from the surrounding tissues with peripheral venous blood cells inside; the fact contributing to the 
formation and accumulation of cellular elements and subsequently leading to the formation of young bone tissues. 

Conclusions. As demonstrated, subcutaneous implantation of coral granules in a gelatin capsule without 
blood did not result in osteogenesis. Due to the apparent osteoinductive potential, natural coral skeleton granules 
applied according to the proposed method are considered to be an alternative to other osteoplastic materials for 
the stimulation of de novo bone formation. 
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Введение 

 
Травмы и хронические заболевания 

костей увеличивают потребность современной 
клинической медицины в материалах для за-
мещения костной ткани. В связи с этим мно-
гие современные исследования сосредоточе-
ны на разработке новых костнозамещающих 
масс и стимулировании репаративного остео-
генеза [3–7]. До настоящего времени нет од-
нозначного выбора материала для замещения 
костных дефектов [2, 5, 7, 18]. Не теряет акту-
альности изучение возможности использова-
ния природных материалов, таких как скелет 
натурального коралла [11, 13, 16, 19, 22]. Его 
физические свойства и химический состав по-
ложительно влияют на репаративный остео-
генез. Изучается возможность как примене-
ния гранул скелета натурального коралла в 
неизмененном виде, так и в разработке ко-
ралл-основанных остеозамещающих мате-
риалов. Для исследования биосовместимости 
коралла и коралл-основанных материалов, а 
также их остеогенного потенциала использу-
ется как внутрикостное, так и эктопическое 
помещение [8, 10, 15, 17]. Имеются описания 
успешного применения кораллов различных 
семейств в клинике при патологии опорно-
двигательного аппарата и лицевой части че-
репа [17, 19]. Вместе с тем, поиск оптимальной 
формы костнозамещающего материала на 
основе коралла продолжается. В настоящее 
время отмечается возрастающий интерес к 
мультипотентным мезенхимальным стро-
мальным клеткам, которые способны при оп-
ределенных условиях дифференцироваться в 
костные клетки [1]. В настоящее время ведут-
ся разработки остеопластических материалов 
с остеоиндуктивными свойствами и использо-
вание их в качестве подложек для мультипо-
тентных мезенхимальных стромальных кле-
ток для создания тканеинженерных конст-
рукций, обеспечивающих более быстрое обра-
зование костной ткани. Изучается возмож-
ность как применения гранул скелета нату-
рального коралла в неизмененном виде, так и 
в разработке коралл-основанных остеозаме-
щающих материалов. Для изучения биосо-
вместимости материалов, в частности, корал-
ла и коралл-основанных материалов и их ос-
теогенного потенциала используется как 
внутрикостное, так и эктопическое помеще-
ние [10, 20]. 

Цель – изучить морфологическую ха-
рактеристику остеогенных свойств гранул 
скелета натурального белого коралла 
Acropora при имплантировании под кожу. 
 

Материал и методы исследования 
 

Исследование выполнено на 60 лабора-
торных крысах – половозрелых самцах линии 
Wistar, вес которых в среднем составил – 270 г 
(260–280 г). При выполнении оперативных 
вмешательств на животных, а также их со-
держании в виварии ФГБОУ ВО РязГМУ Мин-
здрава России руководствовались Европей-
ской конвенцией о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или 
в иных научных целях (ETS № 123, Страсбург, 
18.03.1986 г.), «Принципами надлежащей ла-
бораторной практики» (национальный стан-
дарт Российской Федерации ГОСТ № 33044-
2014, введен с 1.08.2015г.), приказом Мин-
здрава России от 01.04.2016 г. № 199н «Об 
утверждении правил надлежащей лаборатор-
ной практики», «Санитарно-
эпидемиологическими требованиями к уст-
ройству, оборудованию и содержанию экспе-
риментально-биологических клиник (вивари-
ев)» (СП 2.2.1.3218-14). Критериям выбора 
животных для эксперимента были: одинако-
вый возраст крыс (5–6 месяцев), отсутствие 
заболеваний. Исследование было одобрено 
локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО 
РязГМУ Минздрава России (протокол №3 от 
11.12.2017 г.). 

В качестве остеопластической массы 
использовали измельченный скелет коралла 
рода Acropora с диаметром гранул от 50 до 
150 мкм. Стерилизацию материалов осущест-
вляли ультрофиолетовым излучением в каме-
ре бактерицидной Микроцид – II (Россия). 
Образцы остеопластических материалов про-
веряли на стерильность в соответствии с ме-
тодиками, регламентированными действую-
щим ГОСТ 28085-89 «Препараты биологиче-
ские. Метод бактериологического контроля 
стерильности». Для изучения остеогенных 
свойств гранул коралла использовали эктопи-
ческое, подкожное размещение: «чистый экс-
перимент по Solheim» (Solheim, 1998). Для 
анестезии использовали внутримышечный 
наркоз смеси анестетиков «Золетил 100» 
(Virbac C.A., Франция) в дозировке 15 мг/кг 
веса и «Рометар» (Bioveta, Чехия) в дозировке 
6 мг/кг веса. Все манипуляции производили с 
соблюдением правил асептики и антисептики. 
Непосредственно после оперативных вмеша-
тельств для предупреждения развития бакте-
риальной инфекции швы обрабатывали анти-
биотиком широкого спектра действия «Тер-
рамицин» (Pfizer Animal Health, США). По 
окончанию работы животных помещали в ка-
меру для реабилитации до полного выхода из 
наркоза.
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Подопытных животных разделяли на 
три группы по 20 особей в каждой. В 1-й и 2-й 
группах гранулы помещали в желатиновую 
капсулу, в 3-й группе – непосредственно под 
кожу животного. При подготовке имплантата 
для 1-й группы гранулы обрабатывали кровью 
животного, взятой из хвостовой вены во вре-
мя проведения оперативного вмешательства. 
Имплантаты для 2-й группы животных кро-
вью не обрабатывали. Все материалы имплан-
тировали подкожно в предварительно сфор-
мированный карман в области грудного отде-
ла позвоночника. Рану зашивали наглухо. 
Швы всем животным снимали на 14-е сутки. 
Животных выводили из эксперимента путем 
передозировки средств для наркоза на 7-, 14-, 
21- и 28-е сут, с последующим извлечением 
имплантированных материалов. 

Образцы имплантатов фиксировали в 
10% формалине 7–10 дней с дальнейшим от-
мыванием в проточной воде в течение 1 часа, 
помещали в декальцинирующий раствор 
СофтиДек (Биовитрум) на 70–72 часа при 
температуре 4°С, затем снова отмывали про-
точной водой в течение 30 минут и 70° спир-
том в течение 4–5 дней. После заливки в па-
рафин изготавливали серийные срезы тол-
щиной 10 мкм. 

Подготовленные препараты окрашива-
ли гематоксилином и эозином, по Маллори; 
по Вейгерт–Ван Гизону, по Масон–Голднеру, 
окраска для выявления возраста фибрина 
(BioVitrum, гематоксилин Майера, раствор 
марциуса желтого, раствор кислотного крас-
ного, раствор фосфорновольфрамовой кисло-
ты, раствор анилинового синего). Гистологи-
ческое исследование осуществляли на аппа-
ратно-программном комплексе Leica DM-
2500. Измерения морфометрических пара-
метров проводили в программе ImadgeJ 
(National Institutes of Health, США). В каждом 
исследуемом срезе в полях зрения подкожно-
го имплантата оценивали: состав и толщину 
периферической соединительно-тканной кап-
сулы имплантата; количество и диаметр сосу-
дов в имплантате и в соединительнотканной 
капсуле имплантата; площадь рыхлой волок-
нистой соединительной ткани; площадь де-
кальцинированных гранул коралла, представ-
ленных пустотами; показатель заполнения 
гранул коралла клеточными элементами; 
площадь хондрогенеза; площадь миелоидного 
костного мозга; площадь костных структур. 

Статистическая обработка полученных 
результатов выполнялась с использованием 
персонального компьютера под управлением 
операционной системы Microsoft Windows 8.1 
и программного обеспечения Microsoft Excel 
2016, StatSoft Statistica 6.0. Описательная ста-
тистика количественных признаков представ-
лена в виде центральной тенденции — медиа-
ны (Me) и дисперсии — интерквартильного 
размаха (верхний и нижний квартили: 25 и 75 

процентили). В тексте это представлено как 
Ме [LQ; UQ]. Для определения статистиче-
ской значимости различия средних величин 
использовался непараметрический статисти-
ческий Т-критерий Вилкоксона. Сравнение 
трех и более несвязанных между собой групп 
по количественному признаку выполнено с 
использованием критерия Краскела–Уоллиса. 
Для определения статистической значимости 
различия средних величин был использован 
критерий Манна–Уитни. Различия между 
группами считали значимыми при 95% поро-
ге вероятности (нулевая гипотеза отклоня-
лась, если уровень статистической значимости 
(р) был менее 0.01). 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Основной интерес исследования был 
сконцентрирован на получение достоверных 
данных о влиянии желатиновой капсулы и 
венозной крови на остеогенный потенциал 
скелета натурального коралла Acropora. По-
лученные в ходе эксперимента имплантаты 
сравнивали между собой по небольшому 
спектру критериев, по нашему мнению, отра-
жающих особенности остеогенеза в модели-
руемых условиях. При сравнении исследуе-
мых групп по Краскелу–Уоллесу критерий 
составил 0.00001. 

К концу первой недели эксперимента во 
всех трех группах протекали схожие процес-
сы: вокруг имплантатов формировалась со-
единительнотканная капсула, в ней регистри-
ровались кровеносные сосуды, внутри им-
плантатов разрасталась соединительная 
ткань, окружающая гранулы коралла. Сами 
гранулы после декальцинации на препаратах 
были представлены пустотами. Внутри пустот 
были расположены многоядерные клетки. 
В соединительнотканной строме имплантатов 
в полях зрения регистрировали единичные 
кровеносные сосуды. Признаков воспали-
тельной реакции выявлено не было, лимфо-
циты встречались единично в полях зрения. 

Несмотря на то, что процессы, проте-
кающие на данный срок эксперимента, во всех 
группах имели однонаправленный характер, 
интенсивность их в каждой группе была раз-
лична. 1-я и 2-я группы отличались достовер-
но большей толщиной поверхностной капсу-
лы, представленной волокнами и клеточными 
структурами, ее толщина в среднем на 62% 
была больше, чем в группе 3: 65[55;72] мкм; 
62[48;68] мкм и 20[12;30] мкм соответствен-
но. При этом в 3-й группе сосудов было досто-
верно меньше, чем в 1-й и 2-й группах, а их 
калибр в группе 3 был больше на 50%. В пре-
паратах группы 1 количество сосудов было 
больше в толще имплантата, а их диаметр не 
превышал 15[10;26] мкм как в центре, так и по 
периферии. При этом, для группы 3 было ха-
рактерно наличие единичных, но крупных 
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Рис. 1. Замещение гранул коралла клеточными элементами и формирование костной ткани в экспери-
ментальной группе животных №1. Пояснения в тексте. Обозначения: а – 7-е сут эксперимента, окра-
ска гематоксилином и эозином; б – 14-е сут эксперимента, окраска для выявления возраста фибрина; в 
– 21-е сут эксперимента, окраска по Маллори; г – 28-е сут эксперимента, окраска для выявления воз-
раста фибрина. 
 
сосудов в капсуле диаметром 30[20;49] мкм. 
В 1-й группе на ряду с резорбцией гранул ко-
ралла была отмечена значительная концен-
трация многоядерных клеток внутри раство-
ренных гранул, они располагались как по пе-
риферии гранул, так и внутри них, вероятно 
заполняя поры коралла. В некоторых полях 
зрения многоядерные клетки были располо-
жены в 2–3 слоя (рис. 1 а). При этом четко оп-
ределялась граница между ними и окружаю-
щей соединительнотканной стромой. Несмот-
ря на то, что в 1-й группе замещение пустот 
было выражено на 52% больше, чем во 2-й 
группе и на 60% по сравнению с 3-й группой, 
соотношение соединительной ткани к пусто-
там на данный срок наблюдения было сдви-
нуто в сторону пустот. 

К концу второй недели эксперимента 
интенсивность процессов, протекающих в им-
плантатах, нарастала во всех группах за ис-
ключением толщины поверхностной капсулы. 
Ее средние значения достоверно не изменя-
лись. В 1-й группе гранулы коралла средним 
размером до 50 мкм полностью подверглись 
резорбции и замещению клеточными элемен-
тами (рис. 1 б). 

На 21-е сут эксперимента отмечено дос-
товерное изменение толщины капсулы в 1-й и 
2-й группах. При этом в 1-й группе ее значе-
ние уменьшается по сравнению с показателем 

первой недели на 4.5%. Во 2-й группе, напро-
тив, отмечено утолщение капсулы на 52.3%. 
Толщина поверхностной капсулы в 3-й группе 
к этому сроку наблюдения достоверно не из-
менилась и составила 22[18;36] мкм. В 1-й 
группе количество сосудов увеличилось на 
2.1%, при этом их средний диаметр достовер-
но не изменился. Во 2-й и 3-й группах регист-
рировалось увеличение калибра сосудов при 
прежних показателях их количества. В 1-й 
группе пустоты от гранул коралла были за-
полнены клеточными элементами на 
93[92;95]%, что достоверно отличалось от 
первоначального показателя на 73.7%. Дан-
ный показатель также достоверно увеличился 
на 33.3% в 3-й группе. Во 2-й группе его зна-
чения остались на прежнем уровне. В данный 
срок наблюдения в препаратах 1-й группы ре-
гистрировались участки хондрогенеза и остео-
генеза (рис. 1 в). Они были расположены бли-
же к капсуле и их площадь составила 15[12;20] 
мкм2. Также в препаратах этой группы реги-
стрировали единичные костные балки. По-
добных изменений во 2-й и 3-й группах к дан-
ному сроку не выявлено. 

На 28-е сут, к концу эксперимента гете-
ротопический остеогенез был отмечен только 
в препаратах 1-й группы. На фоне достоверно-
го уменьшения показателей толщины капсу-
лы (на 55.4%) и рыхлой соединительной ткани 
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Таблица 
Сравнение морфометрических данных на 7-е и 28-е сут эксперимента в разных группах, 

 Ме (LQ;UQ) 
 

7-е сут 28-е сут 
Показатель Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 1 Группа 2 Группа 3 

Толщина  
капсулы, мкм 

65[55;72] 62[48;68] 20[12;30] 29[36;35] 120[110;123] 23[20;45] 

Количество 
сосудов в им-
плантате, шт 

4[3;4] 1[1;2] 1[1;2] 6[4;8] 3[2;4] 4[3;4] 

Площадь рых-
лой волокни-
стой ткани, 
мкм2 

55[44;57] 30[25;34] 35[32;36] 32[29;35] 36[33;41] 37[36;38] 

Заполнение 
гранул коралла 
клеточными 
элементами, % 

25[23;36] 12[10;13] 10[5;10] 99[96;100] 15[14;18] 15[15;17] 

Площадь  
костной ткани, 
мкм2 

0 0 0 18[15;24] 0 0 

Примечание: жирным шрифтом выделены изменения при p<0.05. 
 
в глубине препарата (на 41.8%) в полях зрения 
отмечено заполнение пустот от гранул корал-
ла и формирование костных структур. В пре-
паратах регистрировались костные трабекулы, 
формирующие единые системы, наблюдалась 
их компактизация. Костные трабекулы были 
представлены большей частью остеобластами 
с редкими остеоцитами, окруженными остео-
идным матриксом (табл.). 

Полости между трабекулами были за-
полнены многочисленными гемопоэтически-
ми островками красного костного мозга, пло-
щадь которого составила 10[8;12] мкм2 
(рис. 1 г). Процесс остеогенеза был наиболее 
выражен подкапсульно в периферической зо-
не имплантата. На единичных участках пре-
парата отмечалось объединение сформиро-
ванной капсулы имплантата с новообразован-
ными костными структурами. Следует отме-
тить, что на некоторых участках отмечалась 
перестройка новообразованной костной ткани 
в более зрелую пластинчатую с формировани-
ем костных структур. Единично визуализиро-
вались остеоны. Вне зон остеогенеза визуали-
зировалась соединительная ткань с клеточ-
ными структурами, с пронизывающими их 
сосудами в количестве 6[4;8] шт, средним 
диаметром 12[11;12] мкм. 

В доступной литературе часто встреча-
ются работы, посвященные феномену гетеро-
топического образования кости при имплан-
тировании коралла, что подчеркивает акту-
альность данного направления исследований 
[7, 8, 9, 15]. J. Vuola al. [20] в своих экспери-
ментах получили эффект гетеротопического 
остеогенеза при помещении гранул коралла с 
аутогенным костным мозгом в широчайшую 
мышцу спины крыс. В работе было отмечено 
достоверное образование костной ткани в ко-
ралловых имплантатах на 3-й недели экспе-
римента, которая замещала площадь имплан-

тата на 10.8%. Группой авторов во главе с 
U. Ripamonti [15] были получены данные о 
гетеротопическом образовании костной ткани 
при имплантировании внутримышечно гра-
нул коралла бабуинам с использованием 
BMP-2. Также есть литературные данные о 
влиянии богатой тромбоцитами плазмы на 
костномозговое образование стромальных 
клеток в пористых кораллах на 4-ю неделю 
эксперимента [17]. Авторское исследование 
выгодно отличается от описанных в литерату-
ре тем, что в ходе его получены схожие ре-
зультаты гетеротопического остеогенеза при 
менее травматичном и более удобном способе 
имплантации материала. 

То, что в результате исследования не 
было установлено явлений гетеротопического 
остеогенеза в группе при использовании гра-
нул коралла в желатиновой капсуле без сме-
шивания с аутокровью, по нашему мнению, 
явилось следствием отсутствия клеточных 
элементов крови и организации кровяного 
сгустка в первые сутки эксперимента. Это 
важное наблюдение, так как в группах, где 
была использована желатиновая капсула, ра-
но формировалась толстая соединительнот-
канная капсула. При этом во 2-й группе, где 
коралл помещали в капсулу без обработки 
кровью, процесс замещения коралла клеточ-
ными элементами протекал значительно мед-
леннее. Это наблюдение позволило сделать 
заключение о том, что использование жела-
тиновой капсулы замедляло процессы ре-
зорбции коралловых гранул. Однако, в 1-й и 
3-й группах, где происходил контакт с ауток-
ровью на первом сроке эксперимента, резорб-
ция шла активнее, несмотря на образовав-
шуюся соединительнотканную капсулу, окру-
жающую имплантат. Таким образом, при 
предварительной обработке коралла кровью 
желатиновая капсула с ее способностью уско-
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рять формирование соединительнотканной 
капсулы вокруг имплантата создавала необ-
ходимые условия для остеогенеза при условии 
предварительной обработки коралловой 
крошки кровью животного. 

Более мелкие гранулы коралла наибо-
лее активно замещаются соединительноткан-
ными элементами, их суммарная общая пло-
щадь приводит к активной клеточной экспан-
сии, что особенно ярко отражалось в 1-й груп-
пе. Наибольшая степень резорбции мелких 
гранул за счет клеточных элементов и гигант-
ских многоядерных клеток, формирование 
обширных полей рыхлой волокнистой ткани, 
образование большого количества сосудов 
положительно влияли на остеогенный потен-
циал гранул коралла. В связи с этим на 21-е 
сут отмечались признаки гетеротопического 
остеогенеза по энхондральному типу в виде 
образования хрящевой ткани. 

Эктопически имплантированный ко-
ралл без желатиновой капсулы (3-я группа) 
является биосовместимым, но не обладает ос-
теогенными свойствами. Но как показало 
данное исследование, при применении остео-
индуцирующих материалов, остеогенных кле-
ток, факторов роста, а в настоящей работе – 
инкубации в желатиновой капсуле с перифе-
рической венозной кровью вызывает гетеро-
топическое образование костной ткани. 

Можно предположить, что желатиновая 
капсула тоже способствует процессу остеоге-
неза за счет содержащегося в ней экзогенного 
коллагена. Его наличие способствовало более 
быстрой дифференцировке мезенхимальных 
клеток в остеобласты. 

Таким образом, активная резорбция ос-
теопластического материала, увеличение ко-
личества рыхлой волокнистой ткани, а также 
большое количество сосудов обеспечивали 
формирование костных структур. 

Источником костного регенерата в дан-
ной работе являлись элементы кровяного сгу-
стка, фиброциты и остеобласты. Желатиновая 
капсула позволила на время отграничить гра-
нулы коралла от окружающих тканей с пулом 
клеток периферической венозной крови, что 
способствовало наиболее выраженному обра-
зованию клеточных элементов и в последую-
щем привело к формированию молодой кост-
ной ткани. Подкожная имплантация гранул 
коралла в желатиновой капсуле без крови не 
вызывает остеогенеза, что подтверждено ста-
тистическими данными. 
 

Выводы 
 

В ходе работы была разработана и апро-
бирована экспериментальная модель гетеро-
топического остеогенеза на основе скелета 
натурального коралла. Установлены факторы, 
влияющие на скорость образования костной 
ткани вне костного ложа. Полученные резуль-

таты исследования расширяют имеющуюся 
информацию об остеогенных свойствах гра-
нул скелета натурального коралла, которые 
можно использовать для изготовления биосо-
вместимых костных трансплантатов. 
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