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ПРОТЕОГЛИКАНЫ ПЛЕЧЕВОЙ КОСТИ 
КРЫС WISTAR РАЗНОГО ВОЗРАСТА 

” Íр˚Ò ÎËÌËË Wistar ‚ Ï‡ÚрËÍÒÂ ÔÎÂ˜Â‚ÓÈ ÍÓÒÚË ÔрÓËÒıÓ‰ËÚ ËÁÏÂÌÂÌËÂ Í‡˜ÂÒÚ‚ÂÌÌÓ„Ó Ë ÍÓÎË˜ÂÒÚ-
‚ÂÌÌÓ„Ó ÒÓÒÚ‡‚‡ ÔрÓÚÂÓ„ÎËÍ‡ÌÓ‚: Í 6 ÏÂÒˇˆ‡Ï ‰ÂрÏ‡Ú‡ÌÒÛÎ¸Ù‡Ú Á‡ÏÂ˘‡ÂÚÒˇ ÍÂр‡Ú‡ÌÒÛÎ¸Ù‡ÚÓÏ, Û‚ÂÎË˜Ë-
‚‡ÂÚÒˇ ÒÓ‰ÂрÊ‡ÌËÂ ·ÂÎÍ‡. »ÁÏÂÌÂÌËÂ ˝ÚËı Óр„‡ÌË˜ÂÒÍËı ÍÓÏÔÓÌÂÌÚÓ‚ ÍÓÒÚÌÓ„Ó Ï‡ÚрËÍÒ‡ ËÏÂÂÚ ÔÓÎÓÊË-
ÚÂÎ¸ÌÛ˛ ÍÓррÂÎˇˆËÓÌÌÛ˛ Ò‚ˇÁ¸ Ò Û‚ÂÎË˜ÂÌËÂÏ ÏËÌÂр‡Î¸ÌÓÈ ÔÎÓÚÌÓÒÚË ÍÓÒÚÌÓÈ ÚÍ‡ÌË Ò ‚ÓÁр‡ÒÚÓÏ. 

 Î˛˜Â‚˚Â ÒÎÓ‚‡: ÔрÓÚÂÓ„ÎËÍ‡Ì˚, „ÎËÍÓÁ‡ÏËÌÓ„ÎËÍ‡Ì˚, ÏËÌÂр‡Î¸Ì‡ˇ ÔÎÓÚÌÓÒÚ¸ ÍÓÒÚÌÓÈ ÚÍ‡ÌË. 

Одним из современных направлений 
в исследовании развития костной ткани яв-
ляется изучение метаболических процессов, 
происходящих в ее органическом матриксе. 
Большой интерес представляет изучение 
структуры одного из компонентов матрикса 
кости – углеводобелковых соединений или 
протеогликанов (ПГ), поскольку эти веще-
ства являются не только структурными 
компонентами межклеточного матрикса, но 
и обладают биологической активностью 
(кейлоноподобным действием). В зависи-
мости от своей химической структуры они 
могут тормозить пролиферацию клеток, 
влияя на репликацию ДНК, и митозы [1]. 
Такое влияние может осуществляться за 
счет взаимодействия ПГ со специфически-
ми рецепторами на клеточной поверхности 
и генерации сигнала внутри клетки через 
трансмембранную передачу информации  
к ядерному аппарату синтеза ДНК [2]. Кро-
ме того, ПГ обладают микрогетерогенно-
стью – структурной нерегулярностью 
строения, что характерно для соединений, 
выполняющих регуляторные и информаци-
онные функции. Такая нерегулярность 
строения характерна для сульфатированных 
гликозаминогликанов (хондроитинсульфа-
тов, гепарансульфата, кератансульфата) – 
углеводной части этих сложных молекул. 

Известно, что ПГ принимают участие  
в формировании кости: концентрируются  

в фокусе кальцификации, инициируют ми-
неральный рост, участвуют в формировании 
межклеточного матрикса, коллагеновых 
фибрилл [3–5], способствуют развитию ос-
теобластов из стромальных клеток костного 
мозга [6], а также в дегенерации костной 
ткани, поддерживая ферментативную ак-
тивность катепсина К [7; 8]. 

Целью исследования являлось изучение 
качественных и количественных особенно-
стей протеогликанов плечевой кости крыс 
Wistar разного возраста. 

Материал и методы 

В работе использовали 59 крыс – самцов 
линии Wistar в возрасте 2, 4, 6 и 8 мес. Все 
животные содержались при естественном 
освещении на стандартном рационе при 
свободном доступе к корму и воде. 

Минеральную плотность костной ткани 
(МПКТ) крыс измеряли (под легким эфир-
ным наркозом) методом дихроматической 
рентгеновской абсорбциометрии (DEХА) на 
рентгеновском костном денситометре 
«HOLOGIC Discovery-A» (США) с исполь-
зованием программы «Small animals». Ис-
следование проводилось в отделении луче-
вых методов диагностики Новосибирского 
НИИ травматологии и ортопедии. 

Выведение животных из опыта проводи-
ли в соответствии с «Правилами проведе-
ния работ с использованием эксперимен-
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тальных животных» (Приложение к приказу 
№ 755 МЗ СССР от 12.08.1977). 

Для биохимических исследований кост-
ные фрагменты декальцинировали в 0,5 Н 
растворе соляной кислоты. Оставшийся 
матрикс обрабатывали раствором папаина 
(0,2 мг на 1 г сырого веса ткани) при 60 °С. 
Белки осаждали 5 % трихлоруксусной ки-
слотой при 4 °C. Полученный раствор диа-
лизовали против 50 мМ буфера ацетата на-
трия (pH 5,8) в присутствии ингибиторов 
протеаз. ПГ дифференцировали по способ-
ности образовывать комплексы с цетилпи-
ридиний хлоридом. Полученный осадок 
промывали раствором 96 % этанола, содер-

жащим 4 % ацетата калия. После удаления 
этанола осадок тщательно промывали аце-
тоном и центрифугировали. Полученный 
осадок подсушивали при 60 °С и растворя-
ли в бидистиллированной воде. 

Количество гликозаминогликанов (ГАГ) 
в ПГ определяли по содержанию уроновых 
кислот (УК) карбозоловым методом, что 
указывало на наличие хондроитина, а также 
методом сульфатированных ГАГ (С-ГАГ), 
который является суммарным тестом для 
хондроитин-, дерматан- и кератансульфата. 
Количество белка в ПГ определяли методом 
Брэдфорда. 
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Рис. 1. Минеральная плотность плечевой кости крыс Wistar 

(* – p < 0,01 – достоверность отличия показателей МПКТ по сравнению с предыдущим возрастом крыс) 
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Рис. 2. Качественное определение вида ГАГ (обработка ферментами)  
с последующим электрофорезом в геле агарозы: 

I – исходные образцы растворов ПГ; II – после обработки хондроитиназой АС; III – после обработки 
хондроитиназой АВС. 1, 6 – стандарт (гепарин); 2 – 2-мес. крысы; 3 – 4-мес. крысы; 4 – 6-мес. крысы;  

5 – 8-мес. крысы 
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Методом электрофореза в 1 % геле ага-
розы в 10 мМ трис-буфере (pH 7,3) иссле-
довали виды ГАГ в ПГ. Образцы ПГ после-
довательно обрабатывали хондроитиназами 
AC и ABC в 50 мМ трис-буфере с рН 7,5  
и 8,0 (соответственно) в течение 18 часов 
при температуре 37 °С. Электрофорез про-
водили в течение 1 часа в горизонтальной 
камере при силе тока 17 мА и температуре 
4 °С. После окончания процедуры гель ок-
рашивали 0,1 % азуром в 50 мМ натрий-
формиатном буфере с 10 мМ хлоридом 

магния с рН 3,5. Избыток краски удаляли 
буфером 10 мМ ацетата натрия (рН 5,8). 

Результаты исследования 
и обсуждение 

Методом рентгеновской абсорбциомет-
рии показано, что у крыс Wistar с двухме-
сячного возраста происходил постепенный 
прирост МПКТ (рис. 1). К 8 мес. жизни 
плотность ткани увеличилась в 2,5 раза 
(0,262 ± 0,007 г/см2, p < 0,01) по сравнению 
со значениями у двухмесячных животных. 

Корреляционная матрица структурно-функциональных показателей 
плечевой кости крыс линии Wistar 

 1 2 Показатель МПКТ С-ГАГ УК Белок ДС КС 
 МПКТ 1,00      

С-ГАГ –0,92* 1,00     
УК –0,86* 0,85* 1,00    

1 

Белок 0,76* –0,68* –0,80* 1,00   
ДС –0,80* 0,78* 0,95* –0,87* 1,00  2 
КС 0,70* –0,61* –0,54* 0,86* –0,58* 1,00 

Примечание: 1 – аналитические показатели ПГ; 2 – гликозаминогликаны; * – p < 0,05. 
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Рис. 3. Содержание протеогликанов в костном 
матриксе плечевой кости крыс Wistar 

разного возраста 

(ось абсцисс – концентрация ПГ в мкг/мл, ось 
ординат – возраст крыс в месяцах; а – уроновые 
кислоты; б – сульфатированные ГАГ; в – белок;  

** – р < 0,03; * – p < 0,01 – достоверность отличия 
показателей по сравнению с предыдущим 

возрастом у крыс) 
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Определение видов ГАГ в ПГ позволило 
выявить наличие хондроитинсульфата АС 
(ХС-АС) во всех исследуемых костных об-
разцах у крыс в возрасте 2–8 мес. (рис. 2). 
После обработки ПГ хондроитиназой ABC 
на электрофореграмме обнаружено присут-
ствие кератансульфата (КС) у крыс только  
в восьмимесячном возрасте. В результате 
последовательной обработки ПГ хондрои-
тиназами АС и АВС у животных в 2 и 4 мес. 
жизни обнаружено присутствие дерматан-
сульфата (ДС). Таким образом, при качест-
венном определении видов ГАГ в ПГ было 
выявлено присутствие ХС-АС и ДС у крыс 
в возрасте 2 и 4 мес. К 6 мес. жизни из ГАГ 
оставался лишь ХС-АС (исчезал ДС), к 
8 мес. начинал активно накапливаться КС. 

По результатам эксперимента установ-
лено, что на формирование высокого уров-
ня МПКТ в плечевой кости способны вли-
ять накопления в матриксе костной ткани 
ПГ, содержащих в своей структуре КС 
(r = 0,7; p < 0,05) (табл.). Возможно, данные 
процессы связаны с тем, что КС является 
самым сульфатированным из ГАГ костной 
ткани [9]. Вероятно, что обнаруженный КС 
входит в состав остеоглицина, который яв-
ляется остеоиндуктивным фактором и спо-
собствует формированию кости [10]. 

При исследовании матрикса костной 
ткани плечевой кости крыс методами ана-
литической биохимии выявлено возрастное 
снижение концентрации УК и С-ГАГ в ПГ 
до значений 1,048 ± 0,024 и 1,813 ± 0,105 мкг/мг 
соответственно (p < 0,01) (рис. 3, а, б). Дан-
ные изменения являются следствием появ-
ления КС к восьмимесячному возрасту 
крыс, так как входящие в структуру КС 
сульфатные группы создают дополнитель-
ные отрицательные заряды, способные ад-
сорбировать на своей поверхности большее 
количество катионов кальция по сравнению 
с хондроитинсульфатами. Уменьшение ко-
личества УК в ПГ к 6 мес. связано с пере-
стройкой молекул ПГ и сокращением в них 
доли ХС-АС. 

Количество белка в ПГ к 4 мес. жизни 
снижалось до 0,048 ± 0,009 мкг/мг (р < 0,01) 
(рис. 3, в). К 8 мес. содержание белка воз-
росло в 12 раз (р < 0,01), достигнув значе-
ний 0,583 ± 0,019 мкг/мг. Выявлена прямая 
корреляционная связь между содержанием 
белка в ПГ и уровнем МПКТ (r = 0,76; 

p < 0,05) (см. табл.). Как следует из резуль-
татов, в минерализованном матриксе всех 
исследованных образцов костной ткани у 
крыс в возрасте 6–8 мес. происходит увели-
чение содержания белка в ПГ. Мы предпо-
лагаем, что данный процесс связан с синте-
зом ПГ с более длинным белковым кором  
и относительно малым количеством УК, 
прикрепленных к нему. Возможно, именно 
эти изменения в строении молекул ПГ спо-
собствуют дальнейшему росту костей и 
увеличению их минеральной плотности, 
поскольку известно, что белок ПГ, связы-
ваясь с фибриллами коллагена I и II ти-
пов, способствует увеличению прочностных 
свойств межклеточного матрикса [11; 12]. 

Выводы 

1. С возрастом меняется структура орга-
нического матрикса плечевой кости крыс 
линии Wistar: происходят изменения каче-
ственного и количественного состава ПГ. 

2. К 6 мес. жизни крыс в ПГ плечевой 
кости исчезает дерматансульфат, к 8 мес. 
обнаруживается присутствие кератансуль-
фата. В ПГ костного матрикса с возрастом 
увеличивается содержание белка. 

3. Изменения структуры ПГ имеют по-
ложительную корреляционную связь с уве-
личением минеральной плотности костной 
ткани. 
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Proteoglycans in the Humerus of Different Aged Wistar Rats 

Qualitative and quantitative changes in proteoglycan composition of Wistar rat humerus matrix occur 
at 6 months of age: dermatan sulfate is replaced by keratin sulfate, and protein content increases. The 
alteration of these organic components of bone matrix has a positive correlation with age-related increase 
in bone mineral density. 
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