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Резюме

Остеопороз развивается в связи с нарушением баланса между процессами формирования и разрушения костной 
ткани. Цель исследования – изучить влияние фитокомплекса с комбинированным составом из смеси рисовой 
шелухи, зеленого чая и облепихового жмыха на костную ткань в модели остеопороза у крыс. Материал и ме-
тоды. С помощью жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии определяли в фитокомплексе из рисовой 
шелухи, зеленого чая и облепихи содержание активных веществ: катехинов и флавоноидов. У самок крыс линии 
Вистар (n = 32) в возрасте 3 месяцев путем овариэктомии моделировали остеопороз, животным в течение че-
тырех недель вводили фитокомплекс, референтный препарат или физиологический раствор. Плотность костной 
ткани исследовали с помощью компьютерной томографии бедренной кости. Гистологическую оценку костной 
ткани проводили путем окрашивания срезов по Ван Гизону. Результаты и их обсуждение. Установлено, что 
фитокомплекс содержит L-эпикатехин, кемпферол и изорамнетин. У животных после овариэктомии развивается 
остеопороз по признакам компьютерной томографии. После введения фитокомплекса и референтного препарата 
у животных с остеопорозом плотность кости значимо увеличилась по сравнению с группой введения физиоло-
гического раствора (989 и 1018 HU соответственно). У животных, получавших фитокомплекс, наблюдалась ме-
нее интенсивная окраска коллагеновых волокон, чем в контроле, однако возникали зоны с вновь синтезирован-
ными волокнами коллагена вокруг гаверсовых каналов и в наружных областях костных трабекул. Заключение. 
При пероральном применении в течение четырех недель фитокомплекс с комбинированным составом из смеси 
рисовой шелухи, зеленого чая и облепихового жмыха приводит к увеличению плотности и образованию колла-
геновых волокон костной ткани при остеопорозе у крыс. Данный фитокомплекс можно считать перспективным 
для поддержания костной ткани при остеопорозе.
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Abstract

Osteoporosis develops due to an imbalance between the processes of bone tissue formation and destruction. The aim 
of the study was to investigate the effect of a phytocomplex with a combined composition of a mixture of rice husk, 
green tea and sea buckthorn cake on bone tissue in a model of osteoporosis in rats. Material and methods. Liquid 
chromatography and mass-spectrometry were used to determine the content of active compounds (katechins and 
flavonoids) of phytocomplex with rice husk, green tea and sea buckthorn. The study was conducted on female Wistar 
rats (n = 32) at the age of 3 months. Osteoporosis was induced by ovariectomy. Phytocomplex, reference drug or a saline 
solution was administered to the animals for 4 weeks. Bone density was studied using computed tomography of the 
femur. Histological evaluation of bone tissue was performed by Van Gieson staining. Results and discussion. It was 
discovered that the phytocomplex contains L-epicatechin, kempferol and isoramnetin. Animals undergoing ovariectomy 
develop osteoporosis as demonstrated by computed tomography. After administration of the phytocomplex and the 
reference drug to animals with simulated osteoporosis, bone density was significantly higher compared to the saline 
injection group (989 and 1018 HU, respectively). In animals receiving the phytocomplex, less intense coloration of 
collagen fibers than in the control, but areas with newly synthesized collagen fibers appeared around the Haversian 
canals and in the outer areas of bone trabeculae. Conclusions. When administered orally for 4 weeks, the phytocomplex 
with a combined composition of a mixture of rice husk, green tea and sea buckthorn cake leads to an increase in bone 
density and promotes the formation of collagen fibers in bone tissue in osteoporosis in rats. This phytocomplex can be 
considered promising for maintaining bone tissue in osteoporosis.
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Введение
Костный метаболизм подвержен значитель-

ным нарушениям из-за современного малопод-
вижного образа жизни, однообразного питания и 
повышенной массы тела. Такие хронические за-
болевания, как остеопороз, остеоартроз и артрит, 
развиваются в результате нарушения баланса 
между процессами формирования и разрушения 
костной ткани. 

Одна из причин остеопороза у женщин ‒ сни-
жение уровня эстрогенов в постменопаузальном 
периоде, что приводит к увеличению скорости 
резорбции костной ткани, потере плотности ко-
стей, повышению их хрупкости [1, 2]. Лечение 
остеопороза является консервативным и зависит 
от степени потери костной массы, гормонального 
статуса, пола и возраста пациента; используют-
ся препараты, блокирующие резорбцию костной 
ткани (бисфосфонаты, антитела к RANKL, селек-
тивные модуляторы эстрогеновых рецепторов) 

или стимулирующие образование межклеточного 
вещества кости (паратиреоидный гормон, ромо-
созумаб – антитело к склеростину). Большинство 
представленных препаратов являются гормональ-
ными и действуют не только на клетки костной 
ткани, что приводит к побочным эффектам при 
длительной терапии. В связи с этим ряд исследо-
ваний посвящен разработке растительных препа-
ратов, биологически активных добавок, которые 
могут оказывать остеопротективное действие, 
способствуя укреплению костной ткани. Так, по-
казано стимулирующее действие метаболитов 
группы флавоноидов, катехинов зеленого чая на 
клетки костной ткани и их выраженная антиокси-
дантная активность [3]. Также установлено, что 
катехины зеленого чая способны усиливать апоп-
тоз остеокластов, препятствуя остеокластогенезу, 
и стимулировать остеогенную дифференцировку 
мезенхимальных стволовых клеток, а также про-
лиферацию, дифференцировку и минерализацию 
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остеобластов [4]. Листья и ягоды облепихи со-
держат большое количество фенольных соеди-
нений, минералов, витаминов, каротиноидов [5], 
фитоэстрогенов (кемпферол, изорамнетин, квер-
цетин), которые проявляют антиоксидантную 
активность и способствуют остеогенезу [6, 7]. 
Как правило, большинство исследований изучает 
биологическую активность отдельных растений, 
но не рассматривает их взаимодействие с други-
ми компонентами в составе фитокомплексов для 
костной ткани. 

Цель исследования заключается в изучении 
влияния фитокомплекса с комбинированным со-
ставом из смеси рисовой шелухи, зеленого чая и 
облепихового жмыха на костную ткань в модели 
остеопороза у крыс. 

Материал и методы
Для проведения эксперимента использовали 

фитокомплекс на основе смеси рисовой шелу-
хи и листьев зеленого чая (1 часть), облепихо-
вого жмыха (0,5 части) в виде сухого порошка 
производства ООО «ЦВТ», г. Новосибирск. Для 
определения наличия веществ в фитокомплек-
се готовили из него водный экстракт и растворы 
стандартов L-эпикатехина (L-EC), эпигаллокате-
хина галлата (EGCG), эпигаллокатехина (EGC), 
изорамнетина, кверцетина и кемпферола, кото-
рые анализировали на жидкостном хроматографе 
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, США) с 
использованием колонки Zorbax C18, 2,1×150 мм, 
3,5 мкм (Agilent Technologies), а также при по-
мощи масс-спектрометрии на приборе Thermo 
Scientific LCQ Fleet (США) в режиме анализа 
детекции положительно заряженных ионов со 
скоростью подачи раствора в камеру ионизации 
10–20 мкл/мин. Величина напряжения на транс-
портном капилляре составляла +5 кВ, температу-
ра ‒ 300 °С. 

Эксперименты in vivo проводили на самках 
крыс линии Вистар (n = 32) в возрасте 3 месяцев, 
предоставленных виварием конвенциональных 
животных (Институт цитологии и генетики СО 
РАН). Все манипуляции с животными выполне-
ны в соответствии с протоколом, утвержденным 
локальным этическим комитетом НИИ клиниче-
ской и экспериментальной лимфологии – филиа-
ла ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН 
(протокол № 184 от 20.10.2023), и Европейской 
конвенцией о защите животных, используемых 
в научных целях (Страсбург, 1986). Животные 
были разделены на четыре группы: 1 – контроль 
операции (операция без овариэктомии); 2 – ова-
риэктомия и введение фитокомплекса в виде во-
дного нефильтрованного раствора в концентра-

ции 100 мг/мл на 100 г массы тела животного; 
3 – овариэктомия с введением физиологическо-
го раствора; 4 – овариэктомия и введение рефе-
рентного препарата остеорепар (АО Польфарма, 
Польша) в концентрации суточной дозы, пересчи-
танной на массу тела крысы. Овариэктомия про-
водилась под общим наркозом (внутрибрюшин-
но введение золетила 100 в дозе 30 мг/кг (Virbac 
Sante Animale, Франция) и рометара в дозе 0,25 
мг/кг (Bioveta, Чехия)). В течение четырех не-
дель животных взвешивали и перорально вводи-
ли препараты (водный раствор фитокомплекса и 
остеорепар) через желудочный зонд каждые 48 
ч с захватом нерастворимой взвеси, чтобы убе-
диться, что часть компонентов облепихи попадет 
в организм. Раствор фитокомплекса для введения 
животным готовили каждый день, чтобы предот-
вратить распад катехинов зеленого чая. 

Плотность костной ткани исследовали с по-
мощью компьютерной томографии (КТ) бедрен-
ной кости под общим наркозом (золетил 100 + ро-
метар) совместно с коллегами из Национального 
медицинского исследовательского центра имени 
академика Е.Н. Мешалкина (Новосибирск). КТ-
изображения животных получали с помощью 
системы SmART+ (облучатель с визуальным 
контролем, Precision, США). Параметры рент-
геновской трубки для визуализации (получения 
КТ-изображений) – 40 кВ и 5 мА, Al-фильтр – 
2 мм. Для создания 3D-изображений конечные 
реконструированные данные конвертировались в 
формат DICOM с помощью программы Pilot (Pre-
cision). Количественная оценка различий в плот-
ности костной ткани проводилась с помощью 
программного обеспечения AW Volume Share 7 
(GE HealthCare, Франция). Далее получали значе-
ния средней плотности кости в области головки 
бедренной кости и границы эпифиза (объем об-
ласти интереса 0,2 мм3) в единицах шкалы Ха-
унсфилда. Для гистологического окрашивания 
забирали участки бедренной кости крыс и про-
водили фиксацию в 4%-м формальдегиде, затем 
декальцификацию в ЭДТА с дальнейшей про-
водкой и заключением в парафин по стандарт-
ным методикам. Срезы окрашивали с помощью 
набора на окрашивание коллагеновых волокон и 
соединительной ткани по Ван Гизону (BioVitrum, 
Россия). Съемку и анализ фотографий проводили 
на микроскопе Axio Observer (Carl Zeiss, ФРГ).

Статистическую обработку результатов вы-
полняли при помощи программы Statistica 10,0. 
Данные представлены в виде среднего значения 
и стандартного отклонения (M ± SD). Оценка 
данных по критерию Колмогорова – Смирнова 
показала, что распределение отличалось от нор-
мального, поэтому для анализа различий исполь-
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зовали непараметрический критерий Краске-
ла – Уоллиса. Критический уровень значимости 
нулевой статистической гипотезы (р) принимали 
равным 0,05.

Результаты
Для изучения химического состава фитоком-

плекса выполнена масс-спектрометрия шести 
активных веществ, входящих в фитокомплекс: 
L-эпикатехин, EGC, EGCG (компоненты зеле-
ного чая), изорамнетин, кверцетин и кемпферол 
(компоненты облепихи). Спектрометрия водно-
го раствора фитокомплекса выявила пик 604,48, 
близкий к стандарту L-эпикатехина; незначитель-
ные различия были внесены, по-видимому, мето-
дом растворения стандартов в этаноле (рис. 1, а). 
Также обнаружен пик 608,68, соответствующий 
пикам стандартов изорамнетина и кемпферола 
(рис. 1, б, в). Таким образом, из шести ожидаемых 
активных веществ в водном растворе фитоком-
плекса выявлены три: кемпферол, изорамнетин 
и L-эпикатехин в формах, близких к стандартам, 
однако имеющих отличия от них. По хромато-
граммам образцов стандартов установлено, что 
кверцетин, EGCG и EGC в водном растворе фи-
токомплекса также не обнаружены. В то же вре-
мя в фитокомплексе присутствовали пики, соот-
ветствующие стандартам времени удерживания 
L-эпикатехина и кемпферола (рис.1, г).

Моделирование остеопороза у крыс привело 
к уменьшению размера и массы матки и фалло-
пиевых труб после овариэктомии. Во всех груп-
пах наблюдалось равномерное увеличение массы 
тела животных через 10 дней после операции 
(рис. 2). Однако в контрольной группе она была 
значительно меньше (p < 0,05), чем в группах с 
овариоэктомией. Применение референтного пре-
парата несколько снижало массу тела крыс, но 
статистически значимых различий с группами 
контроля и овариоэктомии не установлено. 

После овариэктомии наблюдались различия в 
плотности костной ткани в области эпифиза бе-
дренных костей (рис. 3, а, б). Пероральное введе-
ние фитокомплекса, как и препарата сравнения, 
значительно увеличивало плотность костной 
ткани по сравнению с введением физиологи-
ческого раствора (рис. 3, в). У животных после 
овариэктомии граница эпифиза более выражена и 
отмечается плотная шейка бедра, что свидетель-
ствует о развитии остеопороза. В группе контро-
ля плотность костной ткани нормальная (более 
1000 HU), после введения фитокомплекса и ре-
ферентного препарата плотность кости значимо 
больше по сравнению с группой овариэктомии 
(см. рис. 3, в). Значимых различий между группа-

ми введения фитокомплекса и референтного пре-
парата не было.

Гистологическая оценка костной ткани в кон-
трольной группе при окрашивании по Ван  Ги-
зону выявила наличие областей, интенсивно 
окрашенных в малиновый цвет, как в компакт-
ном веществе кости в области метафиза, так и в 
области костных трабекул, что свидетельствует 
о содержании большого количества неповреж-
денных коллагеновых волокон (рис. 4, а). Лаку-
ны вокруг остеоцитов имели небольшой размер, 
плотно окружали клетки. У животных, подверг-
шихся овариэктомии, интенсивность окраши-
вания костной ткани и особенно трабекул зна-
чительно снижалась, что указывает на наличие 
разрушенных коллагеновых волокон (рис. 4, б). 
Лакуны вокруг остеоцитов имели тенденцию к 
увеличению по сравнению с таковыми группы 
контроля. По интенсивности окрашивания кол-
лагеновых волокон группа животных, получав-
ших референтный препарат, была сопоставима с 
контрольной группой, однако в отдельных обла-
стях и костных трабекулах сохранялось наличие 
зон с менее интенсивной окраской (рис. 4, в). У 
крыс, получавших фитокомплекс, интенсивность 
окраски коллагеновых волокон была менее вы-
раженной, чем в контроле. При этом необходимо 
отметить наличие зон с вновь синтезированными 
волокнами коллагена вокруг гаверсовых каналов 
и в наружных областях костных трабекул. Размер 
лакун вокруг остеоцитов сопоставим с таковым в 
группе овариэктомии (рис. 4, г).

Обсуждение
Ранее мы показали, что фитокомплекс содер-

жит такие химические элементы, как кремний, 
калий, марганец, магний, железо, необходимые 
для поддержания и стимулирования функцио-
нальной активности остеобластов [8]. В данном 
исследовании в фитокомплексе выявлены L-EC, 
кемпферол и изорамнетин. Известно, что все ка-
техины (L-EC, EGCG, EGC) хорошо растворимы 
в воде, но быстро окисляются, что приводит к их 
разрушению и димеризации; особенно это харак-
терно для EGCG [9, 10]. Вероятно, в связи с этими 
свойствами катехинов мы не смогли определить 
наличие EGCG, EGC. Изорамнетин и кемпферол 
обнаружены при масс-спектрометрии и хромато-
графии одним пиком, что объясняется близостью 
их химической структуры. Хроматография про-
водилась для подтверждения результатов спек-
трометрии. Сложность в определении флавонои-
дов в растворах состоит в том, что в растениях 
они в основном находятся в виде гликозидов для 
повышения их растворимости и проницаемости 
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Рис 1. �Анализ состава фитоэкстракта: масс-спектрометрия стандарта L-эпикатехина (а), стандарта кемп-
ферола в спиртовом растворе этанола (б), образца водного экстракта фитокомплекса (в); хромато-
граммы фитоэкстракта с наложенными пиками стандартов L-эпикатехина и кемпферола (г)

Fig. 1. �Phytoextract composition analysis: mass spectrometry of the L-epicatechin standard (а), of the kaempferol standard 
in an alcoholic ethanol solution (б), of an aqueous extract sample of the phytocomplex (в); chromatograms of the 
phytoextract with superimposed peaks of the L-epicatechin and kaempferol standards (г)
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в клетки, поэтому существует множество произ-
водных флавонгликозидов [11]. Гликозилирова-
ние катехинов влияет на их массу и УФ-спектр, 
что усложняет обнаружение в чистом виде с по-
мощью стандартных растворов.

Моделирование остеопороза у крыс линии 
Вистар проводится путем двусторонней овари-
эктомии, что является стандартной моделью при 
исследовании препаратов для терапии остеопо-
роза [12]. Участок эпифиза бедренной кости рас-
сматривается как наиболее уязвимое место для 
переломов при остеопорозе. При гистологиче-
ской оценке срезов по Ван Гизону наблюдалась 
значительная разница в интенсивности окраши-
вания костной ткани, что говорит о степени ее 
разрушения при остеопорозе. Увеличение лакун 
и сжатие самих клеток указывает на частичную 
деструкцию остеоцитов. Полученные результаты 
в группе остеопороза свидетельствуют об усиле-
нии процессов разрушения остеоцитов на фоне 
дефицита эстрогенов, что приводит к образова-
нию на их месте лакун [14].

Применение референтного препарата сни-
жало количество областей резорбции, однако не 
останавливало резорбцию совсем – присутство-
вали участки с бледным окрашиванием, и не на-
блюдалось областей с вновь синтезированным 
коллагеном. Фитокомплекс же, напротив, способ-

ствовал синтезу новых коллагеновых волокон, 
о чем свидетельствует расположение более ин-
тенсивной окраски в трабекулах и вокруг гавер-
совых каналов, однако слабо влиял на процессы 
резорбции, судя по сопоставимой с наблюдаемой 
в группе овариэктомии интенсивности окрашива-
ния костной ткани и увеличенному размеру лакун 
вокруг остеоцитов. 

Референтный препарат остеорепар, относя-
щийся к бисфосфонатам, блокирует резорбцию 
костной ткани путем отложения на межклеточное 
вещество, но не влияет на образование кости [15]. 
Действие фитокомплекса на костную ткань опос-
редовано его компонентами. Известно, что кате-
хины зеленого чая вносят вклад в поддержание 
плотности кости, поскольку могут связываться с 
металлопротеиназами, разрушающими коллаген 
в межклеточном матриксе кости, приводя к инги-
бированию их активности в остеокластах [11]. В 
свою очередь кверцетин и кемпферол, содержа-
щиеся в облепихе, будучи активными противо-
воспалительными соединениями, уменьшают ко-
личество провоспалительных цитокинов (TNF-α, 
IL-1β, IL-17) и тем самым способствуют сниже-
нию апоптоза в остеобластах и их активации при 
остеопорозе у крыс, вызванном овариэктомией 
[11, 13].

Рис. 2. Изменение массы тела животных после овариэктомии
Fig. 2. Changes in animal body weight after ovariectomy
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Заключение
Фитокомплекс, состоящий из рисовой шелухи, 

зеленого чая и облепихи, содержит L-эпикатехин, 
кемпферол, способствует увеличению плотности 
костной ткани, образованию коллагеновых воло-
кон костной ткани в модели остеопороза, и его 
можно считать перспективным для поддержания 
костной ткани при остеопорозе. 
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