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В статье представлены результаты исследования способности матриц chronOS, БАК-1000 и коралла Acropora к адгезии стромальных клеток 
жировой ткани из микросфер после культивирования их в 3D-культуре. Намечены тенденции дальнейшего их использования как биоматериа-
лов в травматологии и ортопедии.
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Введение
Для ускорения процессов остеоинтеграции в последние 

годы стали использовать остеопластический материал, засе-
ленный мезенхимальными стволовыми клетками (МСК).  Экс-
перименты in vitro по использованию мезенхимальных стволо-
вых клеток показали, что они обладают большим потенциалом 
для лечения дефектов тканей. Последние данные убедительно 
доказывают, что МСК могут с успехом применяться в опера-
тивной ортопедии и травматологии, особенно для лечения 
костных дефектов. К сожалению, по-прежнему существует 
огромный разрыв между множеством данных исследований на 
животных и клиническими испытаниями. Это отчасти объяс-
няется наличием сложных правовых условий для проведения 
таких исследований. 

Для того чтобы обобщить опыт исследований по использо-
ванию стволовых клеток, накопленный различными научными 
группами Германии, и разработать единую концепцию даль-
нейшего развития этой перспективной отрасли медицины под 

руководством профессора К. Гюнтера и профессора Г. Цвиппа 
в 2010 году был организован и проведен в Мюнхене семинар, 
в работе которого приняли участие Немецкое общество трав-
матологии и ортопедии (DGOU), центр восстановительной те-
рапии (Дрезден), центр восстановительного лечения (Берлин). 
Во время семинара рассматривались не только клинические 
аспекты использования МСК, но также правовые рамки подоб-
ных исследований. 

Подобные открытое моноцентровое контролируемое 
исследование проводилось и в ФГУ «Российский научно-
исследовательский институт травматологии и ортопедии им. 
Р.Р. Вредена Росздрава» совместно с Санкт-Петербургским Го-
сударственным Медицинским Университетом им. академика 
И.П. Павлова и ООО «Транс-Технологии», Санкт-Петербург, 
Россия. В данном исследовании для замещения ограниченных 
костных дефектов применялась костная пластика деминерали-
зованными костными трансплантатами, заселенными аутоло-
гичными мезенхимными стволовыми клетками (МСК). Иссле-
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дование утверждено Ученым советом и разрешено Этическим 
комитетом РНИИТО им. Р.Р. Вредена. Таким образом, данный 
метод перспективен для дальнейшего изучения и клинического 
использования. 

Наше исследование основывается на применении биоком-
позиционного материала, изготавливаемого по системе CAD-
CAM и заселенного аутологичными МСК в виде сфероидов; 
создании из него биокомпозиций с протеканием в них процес-
сов остеогенеза и ангиогенеза, что в конечном итоге приведет к 
формированию аутокости идентичной по гено- и фенотипу. 

Создание объекта для устранения дефекта и деформации 
кости в виде 3D-композиции по системе CAD-CAM и заселени-
ем её аутологичными МСК в виде сфероидов дает возможность 
называть этот биологический материал по гено- и фенотипи-
ческому признаку «собственной костью» соответствующего 
больного.

Для реализации поставленной цели необходимо изучить 
формирование остеопластического процесса регенерации ко-
сти, поэтому одной из задач является выбор материала для соз-
дания 3D-композиций и заселения аутологичными МСК. 

Насыщенный материал стволовыми клетками или группа-
ми клеток (сфероидами), как показали эксперименты in vitro, 
формируют собственную систему микроциркуляторного русла. 
А наличие аутоиммунных МСК самого пациента в искусствен-
ном материале говорит о том, что данная кость по генетиче-
скому и фенотипическому типу принадлежит этому пациенту. 
Такие структурные пластические процессы начинаются с 5–7 
суток, а процессы остеоинтеграции начинаются практически с 
момента с фиксации сфероидов на поверхности остеопласти-
ческого материала [2].

В НИИ общей патологии и патофизиологии РАМН проведе-
но доклиническое исследование эффективности и безопасно-
сти остеопластического материала chronOSTM, в ходе которого 
выявлены существенные преимущества этого материала перед 
другими остеопластическими материалами, используемыми в 
настоящее время в стоматологии.  

 Остеопластический материал с торговой маркой chronOSTM 
появился в 1999 году. Разработчиками материала является 
фирма «Mathys Medical Ltd» совместно с AO/ASIF и Институ-
том М.Е. Мюллера. Основой материала является β-Трикальций 
фосфат, который имеет пористую структуру и представляет со-
бой систему сообщающихся ячеек. В ячейки активно мигриру-
ют сосуды, клетки окружающих тканей. В ячейках формирует-
ся de novo образованная костная ткань, а кальциевый матрикс 
резорбируется за счет деятельности гигантских многоядерных 
клеток. 

Однако использование этого материала в травматологии и 
ортопедии, по нашему мнению, не всегда возможно в связи с 
его резорбируемостью. Основной задачей при реконструкции 
любой кости является то, что она должна быть восстановлена 
по анатомическому и физиологическому соответствию, осо-
бенно в местах диастаза. В связи с чем предполагается даль-
нейшее изучение процесса остеоинтеграции с использованием 

нерезорбируемого остеопластического материала с заселением 
его аутологичными МСК. 

В МОНИКИ в течение 10 лет проводились клинические 
испытания имплантатов из нерезорбируемого остеопластиче-
ского материала «БАК-1000» для передней стабилизации шей-
ного отдела позвоночника при травматических повреждениях. 
Имплантаты были изготовлены из силикатной матрицы и ГА 
с высокой степенью пористости и возможностью легкого мо-
делирования. Материал разрабатывался на основе матрицы 
из стеклоапатита с объемной массой от 600 до 1200 кг/см3 с 
введением в ячеистую структуру ГА в количестве 60% массы. 
Изделия можно многократно стерилизовать сухожаровым спо-
собом, они не теряют от этого своих свойств и могут хранить-
ся в обычных условиях. В работе материал удобен, обладает 
достаточной прочностью и легко обрабатывается. Имплантат 
рентгеноконтрастен. В процессе проведения клинических ис-
пытаний выявлено, что он пропитывается транссудатом и в 
последующем прорастает сосудами, соединительной и костной 
тканью [1].

Предложенные материалы относятся к синтетическим. Для 
сравнения результата мы использовали природный биоматери-
ал. К таким материалам относится коралл Acropora, адгезивные 
свойства которого хорошо исследованы.

Цель нашего исследования: изучить способность матриц 
chronOS, БАК-1000 и коралла Acropora к адгезии стромальных 
клеток жировой ткани из микросфер после культивирования 
их в 3D-культуре.

Материалы и методы
Исследование было проведено на трех типах остеопласти-

ческих материалов: резорбируемом искусственном материале 
chronOS granules (SYNTHES GmbH, Германия) и нерезорби-
руемых материалах искусственного – БАК-1000 (РХТУ им. 
Д.И. Менделеева) и природного происхождения – коралле 
Acropora.

Выделение стромальных клеток жировой ткани крыс 
(СКЖТ).

Клетки стромально-сосудистой фракции выделяли у 36 
крыс по стандартному протоколу из ткани подкожного жира 
[5, 6]. Для этого, под общей анестезией (кетамин, 8 мг/100 г) 
рассекали кожу, отделяли гиподерму от мышц брюшной стен-
ки, отрезали фрагмент подкожного жира, кожу зашивали. 
Извлеченный фрагмент жира помещали в стерильный транс-
портный контейнер в среду DMEM/F12 (Биолот) с добавлением 
глютамина (2 мМ L-глютамин, Биолот) и гентамицина (50 мкг/
мл, ПанЭко). Полученные образцы ткани отмывали от сгустков 
крови и волосяного покрова в растворе Хенкса, содержащем 
антибиотики (1% пенициллин-стрептомицин, 400 ед/мл ген-
тамицин, ПанЭко). Далее образцы ткани механически измель-
чали и ферментативно обрабатывали в растворе коллагеназы 
I типа (0,07%, ПанЭко) и диспазы (0,025%, ПанЭко) в течение 
25 минут. После окончания инкубации в раствор c фермента-
ми и тканью добавляли полную среду культивирования и цен-
трифугировали в течение 5 мин. при 1000 об/мин. Полученный 
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осадок ресуспендировали в полной среде и пропускали через 
нейлоновый фильтр для того, чтобы избавиться от крупных 
фрагментов ткани. Далее выделенные клетки вместе с фермен-
тированными кусочками тканей помещали на новые чашки 
Петри в полную ростовую среду.

2D-культивирование СКЖТ.
Культивировали клетки в стандартных условиях (37⁰С; 5% 

СО2) в полной ростовой среде, состоящей из смеси базовых 
сред ДМЕМ/F-12 (1:1, Биолот), дополненной 2 мM L-глутамин, 
100 ед/мл антибиотика (гентамицин, ПанЭко) и 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (HyClone). Замену среды про-
изводили каждые 3 суток. Когда клетки достигали монослоя, 
осуществляли пассирование 2D-культуры с помощью раство-
ра версена (Биолот) и 0,25% раствора трипсина (Биолот). По-
сле третьего пассажа выращивания в монослойной культуре 
СКЖТ переводили в условия 3D культивирования.

3D-культивирование СКЖТ.
Для получения микросфер клетки каждого образца ткани 

из монослойной культуры помещали в 12 неадгезивных 256-
луночных агарозных планшетов (3D Petri Dishes, Microtissue, 
США) в количестве 2000 клеток в 1 микролунку (1 мкл). При 
этом использовали бессывороточную ростовую среду: DМЕМ/
F12 (1:1, Биолот) с добавлением 2 мМ L-глютамина, 100 ед/
мл гентамицина (ПанЭко), 1% 100X раствора ИТС (инсулин-
трансферрин-селенит, Биолот), bFGF (10 нг/мл, ПанЭко) и ге-
парина (7,5 ед/мл, Синтез). Замену среды осуществляли каждые  
2 суток. Через 7 суток культивирования микросферы вымы-
вали из агарозных планшетов и осаждали с помощью центри-
фугирования (5 мин., 600 об/мин, 60 g). Далее микросферы в 
количестве 3000 шт. помещали на остеопластический материал 
и культивировали в полной ростовой среде в течение 7 суток. 
Замену среды осуществляли каждые 24 часа. 

Визуализацию морфологии клеток и микросфер осущест-
вляли с помощью фазово-контрастного микроскопа CKX41 
(Olympus, Япония), фоторегистрацию производили цифровой 
камерой Invenio3S (Olympus, Япония) в программе DeltaPix 
(Olympus, Япония).

Растровая электронная микроскопия.
Фиксацию образцов осуществляли раствором глютарового 

альдегида (2,5%, 2 часа, Sigma), постфиксацию – 1% раствором 
OsO4 (2часа), далее образцы обезвоживали в спиртах восходя-
щей концентрации (2 смены по 5 мин. в каждой) и ацетоне (3 
смены по 10 мин. в каждой). Затем образцы высушивали в кри-
тической точке и перед сеансом напыляли в вакууме мелкоди-
сперсными частицами золота, получая реплику, повторяющую 
контуры образца, которую впоследствии сканировали с исполь-
зованием сканирующего электронного микроскопа CamScan 
(Япония). Часть работы с использованием методов сканирую-
щей электронной микроскопии была выполнена на оборудова-
нии лаборатории электронной микроскопии ЦКП Московского 
государственного университета имени М.В. Ломоносова.

Иммуноцитохимический анализ.
Клетки, мигрировавшие с остеопластических материалов 

на поверхность культурального планшета, трижды промыва-

ли фосфатно-солевым буфером (pH=7,4) и фиксировали в 4% 
растворе параформальдегида (Sigma, США) в течение 20 минут 
при +4⁰С. Далее клетки отмывали от фиксатора и инкубирова-
ли с первичными антителами к остеокальцину, а затем с видо-
специфичными вторичными антителами, конъюгированными 
с флуорохромом FITC (Thermo Scientific, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Ядра докрашивали флуорес-
центным красителем бис-бензимид – Hoechst 33258 (Invitrogen, 
США). Полученные препараты анализировали в видимом и 
ультрафиолетовом световых диапазонах под флуоресцентным 
микроскопом Olympus CKX41 (Olympus, Япония).

Результаты
Для настоящего исследования была выбрана культура 

стромальных клеток жировой ткани (СКЖТ), так как данные 
клетки представляют собой аутологичную быстро пролифери-
рующую гомогенную фракцию и обладают свойствами мульти-
потентных мезенхимных стромальных клеток костного мозга: 
способны дифференцироваться в адипогенном, хондрогенном 
и остеогенном направлениях. В первичной культуре клеток 
в основном присутствовали крупные стромальные клетки и 
адипоциты, несущие жировые капли (рис. 1, А). Но уже после 
пересева (пассирования) количественно преобладали эпите-
лиоподобные быстроразмножающиеся прогениторные клетки 
(рис. 1, Б), которые к третьему пассажу приобретали морфо-
логию мезенхимных клеток – соотношение ядра к цитоплазме 
больше 1, тело клетки удлиненное (рис. 1, В).  

Рис. 1. Культура мультипотентных мезенхимных стромальных клеток жиро-
вой ткани. А. Пассаж 0: прикрепление стромальных клеток к субстрату, и ми-
грация стромальных клеток из ферментированной ткани. Б. Пассаж 1: моно-
слойная культура, клетки имеют эпителиоподобную морофологию. В. Пассаж 
3: монослойная культура, клетки имеют мезенхимную морфологию. Фазово-

контрастная световая микроскопия

После третьего пассажа клетки переносили в агарозные 
планшеты, где через 7 суток культивирования стромальные 
клетки формировали компактные микросферы (рис. 2). Все 
микросферы были одинакового размера, получены из одной 
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культуры клеток, что позволяет считать их идентичными друг 
другу. Форму микросферы имели сферическую с округлыми 
клетками на поверхности (рис. 2, Б). Для каждого животного и 
каждого образца остеопластического материала было получено 
3000 микросфер.

Рис. 2. Формирование микросфер из стромальных клеток жировой ткани 
(СКЖТ). А. 7 сутки 3D-культивирования, компактные микросферы в микро-
лунках агарозного планшета. Б. Общий вид отдельной микросферы, 7 сутки. 

Фазово-контрастная световая микроскопия

Обсуждение
Культура стромальных клеток жировой ткани является 

наиболее распространенной для исследования токсичности, 
биобезопасности и биосовместимости различных матриксов 
и медицинских биоматериалов [3]. В настоящем исследовании 
мы показали возможность использования аутологичной куль-
туры СКЖТ для заселения остеопластических матриц после 
предварительного 3D-культивирования клеток в микросфе-
рах, что может быть использовано в дальнейшем при клиниче-
ской практике. Микросферы представляют собой новый под-
ход к подготовке клеток к трансплантации, так как именно в 
3D-культуре клетки претерпевают мезенхимо-эпителиальный 
переход, приобретают устойчивость к гипоксии и формируют 
популяции клеток, способные к коллективному поведению [4], 
что значительно улучшает эффективность клеточной терапии 
[7]. Все исследуемые материалы – chronOS, БАК-1000 и коралл 
Acropora – оказались адгезивны для клеток, мигрировавших из 
микросфер, и обладали свойствами остеоиндукции – индуци-
ровали остеогенную дифференцировку в отдельных клетках. 
Вышеперечисленные результаты позволяют сделать вывод, что 
данные остепластические материалы, несмотря на различие в 
физических свойствах и способе получения, могут быть успеш-
но применены в клинической практике, в том числе в сочета-
нии с клеточной терапией, и использованы как костная основа 
для тканеинженерных конструкций, направленных на устране-
ние костных дефектов.
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Рис. 5. Экспрессия остеокальцина (зеленый) в СКЖТ на 7 сутки сокультиви-
рования с матрицами chronOS (А), БАК-1000 (Б) и кораллом Acropora (В). Ядра 

докрашены Hoechst 33258 (синий). Флуоресцентная микроскопия
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