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В статье изложен краткий обзор методологических подходов к созданию тканеинженерных 

конструкций для восстановления дефектов костной и хрящевой тканей, разрабатываемых 
сотрудниками Института цитологии РАН. Определены условия, необходимые для адгезии и 
роста мультипотентных мезенхимных стромальных клеток костного мозга кролика на 
матриксах различной природы (коллаген I типа, деминерализованный костный матрикс, 
поли(L,L)-лактид, биоситалл), отработаны способы совмещения клеток и трехмерных 
носителей, проведены испытания полученных тканеинженерных конструкций на 
лабораторных животных, показавшие возможность их применения в клинике. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимные стромальные клетки костного мозга, 
остеогенная и хондрогенная дифференцировка, коллаген I типа, деминерализованный 
костный матрикс, биоситалл, поли(L,L)-лактид, тканеинженерные конструкции.  
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Актуальной проблемой современной травматологии и ортопедии является создание 
имплантатов из биоматериалов, которые бы в наибольшей степени отвечали 
физиологическим и биомеханическим требованиям для замещения отдельных сегментов 
опорно-двигательного аппарата и обеспечивали их надежную фиксацию в дефектах костной и 
хрящевой тканей. В хирургии костно-суставной системы применяются биодеградируемые и 
небиодеградируемые имплантаты. Биодеградируемые имплантаты, вошедшие в практику, 
изготавливаются на основе соединений гидроксиапатита, коллагена, деминерализованного 
костного матрикса, полимеров и др. При изготовлении небиодеградируемых имплантатов 
используются титан и его сплавы, стеклокерамика, композиционный углерод и др. Согласно 
определению международной организации по стандартизации ISO (ISO/TR 9966) и принятым 
в РФ ГОСТом «Р51148-98» под биоматериалами подразумевают «нежизнеспособный 
материал, предназначенный для контакта с живой тканью для выполнения функций 
медицинского назначения». Желательно, чтобы материал имплантата был биосовместимым, 
что подразумевает такие его свойства, как биоинертность, износоустойчивость, 
антикоррозийность, нетоксичность и неонкогенность (1). Наряду с биомеханическими 
характеристиками имплантаты не должны способствовать развитию инфекций, 
неконтролируемому росту клеток и не вызывать иммунологические реакции отторжения (2, 3). 
С целью оптимизации химического состава поверхности материалов в настоящее время 
разрабатываются различные органические и неорганические покрытия, способствующие 
интеграции имплантатов (4). Для улучшения интеграции в костную ткань имплантат может 
быть покрыт материалами, обладающими остеоиндуктивными и остеокондуктивными 
свойствами (5, 6). Также поверхности имплантатов модифицируются различными 
веществами, улучшающими клеточную пролиферацию, хемотаксис и ангиогенез (костный 
морфогенетический белок, фактор роста тромбоцитов, трансформирующий фактор роста β, 
инсулиноподобный фактор роста-1, фактор роста эндотелия сосудов, фактор роста 
фибробластов и др.) (7).  

Перспективным направлением в развитии восстановительной хирургии костной и хрящевой 
тканей следует считать получение экспериментального обоснования возможности 
использования различных замещающих материалов для последующего клинического 
внедрения. Для этого необходимо проведение исследований в условиях in vitro по изучению 
взаимодействия между клетками и материалом, чтобы выявить: токсичность материалов, 
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влияние на морфологию и основные характеристики жизнеспособности клеток (способность к 
адгезии, пролиферации, сохранению свойств, присущих клеткам ткани, куда будет помещен 
имплантат и пр.). Важным моментом является исследование процессов дифференцировки 
стволовых клеток в присутствии данного материала. В литературе имеются сообщения об 
эффективном использовании клеточных технологий при восстановлении некоторых патологий 
костной и других тканей организма человека (8,9). Известно, что опухолевые, воспалительные 
и посттравматические изменения тканей приводят к повреждениям разного рода, что 
вызывает необходимость в подборе и использовании в определенном сочетании клеточного 
компонента и компонента материала. В настоящее время алгоритмов подбора материалов 
для использования в качестве имплантатов для разных патологий не существует. 

Более 10 лет назад в Отделе клеточных культур Института цитологии РАН под 
руководством проф. Г.П. Пинаева началась разработка методологических подходов создания 
тканеинженерных конструкций (ТИК) для восстановления дефектов костной и хрящевой 
тканей с использованием мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК) 
костного мозга кролика. Показана способность ММСК к дифференцировке в остеогенном, 
хондрогенном и адипогенном направлениях (10). На сегодняшний день принято, что 
основными функциями ММСК являются: формирование ниши, в которой располагаются 
гемопоэтические стволовые клетки; участие в процессе естественного тканевого обновления и 
регенерации при повреждении разных органов и тканей; создание микроокружения, 
способствующего репарации поврежденных тканей (11). Эксперименты проводились на 
недифференцированных и индуцированных в остеогенном и хондрогенном направлениях 
ММСК, заселенных на различные матриксы (коллаген I типа, деминерализованный костный 
матрикс, биоситалл, поли(L,L)-лактид).  

Оптимальная адгезия культивируемых клеток к поверхности носителя – важнейшее 
условие реализации биологического действия ТИК. Адекватное совмещение клеток и 
матрикса должно рассматриваться как ключевой, критический момент в создании ТИК.  
Однако высокие требования, предъявляемые к материалам, проходящим доклиническую 
апробацию, определяют необходимость использования агрессивных методов их обработки. 
Часто материал, теоретически оптимальный для заселения его клетками и поддержания их в 
функционально активном состоянии, в процессе обработки теряет ряд своих положительных 
свойств, в том числе адгезионные. Целью начатых в Отделе клеточных культур 
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экспериментов была разработка оптимальных способов заселения трехмерных матриц 
культивируемыми клетками, обладающими потенциалом к восстановлению костной и 
хрящевой тканей. Одним из фундаментальных направлений этих разработок является 
изучение взаимодействия стромальных клеток с белками внеклеточного матрикса (ВКМ) (12). 
В рамках исследований для целей регенеративной медицины особенно актуально изучение 
белков ВКМ в качестве модификаторов поверхности материалов, использующихся для 
имплантатов.  

В первых работах по репаративному остеогенезу была отработана методика получения 
ММСК из костного мозга подвздошных костей кролика и доказана их способность к 
дифференцировке в остеогенном, хондрогенном и адипогенном направлениях (13-17). 
Введенная в составе коллагенового геля суспензия аутогенных ММСК, направленных в 
остеогенную дифференцировку, в костную рану теменных костей кролика, вызывала 
увеличение доли костной ткани в составе регенерата до 30% по сравнению с контролем через 
120 сут (18, 19). Полученные результаты оказались чрезвычайно важны, поскольку известно, 
что кости черепа животных обладают крайне низким потенциалом к репаративному 
остеогенезу, а у человека регенерация костной ткани в зоне перелома или дефекта костей 
черепа вообще не происходит. Следовательно, пересаженная культура ММСК обладала 
отчетливым индуцирующим и оптимизирующим влиянием на течение остеорепаративных 
процессов даже там, где посттравматический остеогенез в обычных условиях отсутствует.  

Изучение взаимодействия остеогенных клеток различного происхождения и 
резорбируемого стеклокристаллического материала биоситалла силикоалюмофосфатной 
группы (ООО ПК "ЭЛКОР", Санкт-Петербург) позволило выявить увеличение удельной 
активности щелочной фосфатазы в клетках, инкубировавшихся в непосредственном контакте 
с материалом (20). В экспериментах на кроликах, которым в область дефекта теменных 
костей помещали гранулы биоситалла с мобилизованными на поверхности аутогенными 
ММСК, было наглядно продемонстрировано, что процесс полного восстановления 
целостности кости происходит быстрее, чем при использовании тех же клеток в коллагеновом 
геле (21). Кроме того, костный регенерат, сформированный в результате трансплантации 
клеток, нанесенных на гранулы биоситалла, отличался большей прочностью, поскольку в этом 
случае в структуру костной ткани были инкрустированы гранулы, достаточно плотно 
охваченные костными трабекулами. 
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Далее были проведены исследования по разработке ТИК на основе биодеградируемого 
деминерализованного костного матрикса (ДКМ) (полученного из Института травматологии и 
ортопедии им Р. Вредена) и ММСК костного мозга кролика. ДКМ является перспективным 
материалом для использования в тканевой инженерии дефектов кости, так как он нетоксичен 
для клеток, медленно резорбируется в организме (скорость резорбции приблизительно 
соответствует скорости остеогенеза) и обладает необходимыми физико-механическими 
характеристиками. Тем не менее, ДКМ не обладает достаточными адгезионными свойствами 
для культивируемых клеток - предобработка агрессивными веществами, необходимая для 
избавления от клеточного материала, приводит к тому, что ДКМ теряет ряд своих 
положительных свойств, в том числе, адгезионные. В экспериментах было показано, что 
оптимальный способ заселения трехмерного ДКМ культивированными клетками, 
обладающими остеогенным потенциалом, заключается в предварительном внесении клеток в 
коллагеновый гель, а затем, до полимеризации геля, в пропитывании им ДКМ (22). Была 
проведена экспериментальная проверка с целью выявления возможности использования 
полученного ТИК в практической травматологии и ортопедии. На кроликах, которым в область 
тотального дефекта большеберцовой кости помещали ТИК, было установлено, что процессы 
регенерации на 30 сут опережают таковые в контрольной группе животных (23, 24). 

В течение ряда лет в Институте цитологии активно проводятся исследования по разработке 
ТИК из биодеградируемого полимерного материала на основе молочной кислоты - поли(L,L-
лактида) (25). На сегодняшний день отработан ряд методов формирования трехмерных 
полилактидных скаффолдов различной архитектуры. В рамках гранта РФФИ «Исследование 
формирования тканеподобных структур in vitro для регенеративной терапии и 
реконструктивной хирургии» с помощью метода выщелачивания были получены скаффолды, 
размер пор которых варьировал от 150 до 300 мкм, а с помощью метода  лиофильной сушки - 
с размером пор до 100 мкм. Нетоксичность поли(L,L)-лактида для стромальных клеток, а 
также определенные физико-механические характеристики позволяют использовать этот 
материал для тканевой инженерии дефектов соединительных тканей (26). Однако 
гидрофобные свойства поверхности скаффолдов ограничивают прикрепление к ним клеток 
(27). Также в процессе исследований было выявлено, что немодифицированный полилактид 
обладает некоторой остеоиндуктивной способностью для ММСК костного мозга кролика (28). 
Модификации полилактидных поверхностей коллагеном I типа или фибрином привели к 
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увеличению гидрофильности материала и усилению его остеоиндуктивных свойств (28, 29). В 
последних экспериментах, в которых изучалось влияние модификации полилактида 
глицерофосфатом кальция на остеогенную дифференцировку ММСК костного мозга кролика, 
было обнаружено, что клетки, инкубировавшиеся на модифицированных полилактидных 
пленках, более высокими темпами нарабатывали кристаллы кальция по сравнению с 
клетками, инкубировавшимися на необработанной поверхности полилактида, и контролем – 
культуральным пластиком (неопубликованные данные). 

В 2015 г. совместно с сотрудниками Отделения фтизиоостеологии и ортопедии ФГБУ 
«Санкт-петербургский НИИ фтизиопульмонологии» (СПб НИИФ) начаты исследования по 
выбору оптимального остеозамещающего материала для пластики операционных дефектов в 
радикально- и реконструктивно-восстановительной хирургии туберкулеза костей и суставов. 
Работы проводятся в рамках государственного задания «Доклиническое исследование 
биомедицинских клеточных продуктов и наноструктурированных материалов для 
профилактики и лечения туберкулеза». Актуальность исследований обоснована 
необходимостью поиска и разработки новых методов пластической восстановительной 
хирургии костно-суставного туберкулеза. Опыт по использованию в СПб НИИФ ряда 
коммерческих остеозамещающих материалов для пластики дефектов кости выявил 
необходимость дополнительной стимуляции регенерации костной ткани при лечении 
туберкулезных оститов (30-32). На данный момент проведено сравнительное изучение 
токсичности и биосовместимости четырех остеозамещающих материалов: “Биосит Ср-
Элкор”(ООО ПК «Элкор», Россия), OSTEOSET-T («Wright Medical Technology», USA), Orthoss 
(«Geistlich», Germany), ЛитАр (ЗАО «ЛитАр», Самара, Россия) в условиях in vitro на  
постоянной линии  клеток остеосаркомы человека HOS (TE 85, CLONE F5), ММСК костного 
мозга новорожденного кролика и остеоцитах, полученных из ММСК методом индукции. 
Морфологию клеток и их распластывание на поверхности материалов исследовали с 
помощью сканирующей электронной микроскопии на разных сроках инкубации. Проводили 
также прижизненные наблюдения за морфологией клеток, культивируемых в присутствии 
материалов в течение 7 сут. Токсичность материалов для клеток анализировали с помощью 
МТТ-теста. Исследовали влияние остеозамещающих материалов на пролиферативную 
активность клеток. Было показано, что материалы различались по токсичности и 
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адгезивности. Наиболее адгезивными и наименее токсичными для клеток оказались 
материалы «Биосит СР-Элкор» и Orthoss (неопубликованные данные).  

Несмотря на то, что первые клеточные технологии для хондропластики стали применяться 
в лечебной практике с 1987 г., до сих пор не решены проблемы, связанные с высокой 
травматичностью используемых методов для пациента и неполным восстановлением 
хрящевой ткани (в частности, формированием волокнистого хряща вместо гиалинового). 
Работы, которые проводятся в настоящее время, касаются как подбора биодеградируемого 
материала со свойствами высоко организованного плотного межклекточного матрикса хряща, 
так и выявления подходящего типа клеток и способа введения клеток в матрикс (33). При 
участии сотрудников Научно-исследовательского детского ортопедического института имени 
Г.И.Турнера проводились испытания ТИК хрящевой ткани, состоящей из аллогенных ММСК 
костного мозга кролика в коллагеновом геле высокой плотности. После трансплантации ТИК в 
дефект зоны роста большеберцовой кости кролика через 8 недель на рентгенограммах было 
обнаружено развитие деформаций костей кроликов, а гистохимический анализ выявил 
наличие зон роста столбчатых клеток, вырабатывающих коллаген II типа и протеогликаны. На 
основании полученных данных были сделаны выводы о необходимости трансплантировать 
недифференцированные ММСК, подобрав другую матрицу-носитель, так как гель коллагена 
очень быстро подвергался деградации (34, 35).  

В настоящее время проводятся исследования по разработке условий заселения и 
культивирования хондроцитов кролика на полилактидных трехмерных скаффолдах. В рамках 
проекта были получены диплоидные культуры хондрогенных клеток из фрагментов суставного 
хряща новорожденного кролика. Проведен сравнительный анализ разных вариантов 
предобработки полилактидных скаффолдов для последующего заселения и культивирования 
на них культуры клеток хряща. Наличие жизнеспособных клеток оценивали с помощью 
методов прижизненной микроскопии и МТТ-тестирования. В результате экспериментов было 
обнаружено, что предобработка ростовой средой и нанесение клеток на скаффолд в составе 
коллагенового геля – это наиболее оптимальные условия культивирования хондроцитов 
кролика в составе ТИК, так как все помещенные на материал клетки остаются заключенными 
в гель и сохраняют жизнеспособность (36).  

Таким образом, наш опыт показывает, что методологические подходы, используемые в 
Отделе клеточных культур Института цитологии РАН при получении ТИК, являются 
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перспективными, а многообещающие результаты могут стать фундаментальной основой 
разработки ТИК для регенеративной медицины. 

Выражаем благодарность ведущим сотрудникам СПб НИИФ А.А. Вишневскому и М.С. 
Сердобинцеву за помощь в обсуждении результатов.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект № 14-
50-00068). 
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В обзоре представлены результаты исследований роли лизофосфатидиловой кислоты в 
регуляции нормальных и патологических процессов. Лизофосфатидиловая кислота (LPA) 
представляет собой фосфолипидный медиатор и играет важную роль в процессах воспаления 

 


