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Аннотация
Цель – оценить биосовместимость и остеокондуктивность in vitro ги-
бридного клеточно-тканевого трансплантата для регенеративной ме-
дицины костной ткани на основе биоорганического матрикса, мезен-
химальных стромальных клеток костного мозга (КМ-МСК) человека и 
остеогенных факторов роста.
Материал и методы. Исследованы на биосовместимость с культурой 
КМ-МСК человека биоорганические матриксы, используемые в травма-
тологии и ортопедии. Для направленной остеогенной дифференцировки 
КМ-МСК использовали аллогенную плазму, обогащенную растворимы-
ми факторами тромбоцитов. Остеогенный потенциал КМ-МСК анализи-
ровали по синтезу последними мРНК ранних (фактора транскрипции 2 / 
Run X2, щелочная фосфатаза / ALP) и поздних генов (остеопонтин / OSP) 
остеогенеза. Свойства клеточной адгезии и пролиферации КМ-МСК в 
условиях трехмерного гибридного трансплантата оценивали с помощью 
МТТ-теста и флуоресцентной микроскопии.
Результаты. Установлена биосовместимость исследуемых биоорганиче-
ских матриксов с КМ-МСК человека. Отмечена быстрая адгезия и проли-
ферация клеток между волокнами используемых матриксов. Также уста-

новлено, что аллогенная плазма, обогащенная растворимыми факторами 
тромбоцитов, достоверно влияет на остеогенную дифференцировку КМ-
МСК человека in vitro, усиливая экспрессию маркерных генов RunX2, 
ALP, OSP. При имитации трехмерного гибридного клеточно-тканевого 
трансплантата in vitro показано формирование плотного контакта между 
аллогенной спонгиозой (костной тканью) и биоорганическим матриксом 
с помощью остеогенно предифференцированных КМ-МСК.
Выводы. Биологические свойства разработанного гибридного клеточ-
но-тканевого трансплантата характеризуются биосовместимостью и 
остеокондуктивностью, что делает его перспективным для применения 
в регенеративной медицине, особенно в реконструктивной хирургии 
костных дефектов.
Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, костный мозг, 
биополимеры, биоорганический матрикс, биосовместимость, обогащен-
ная тромбоцитами аллогенная плазма, гибридный клеточно-тканевый 
трансплантат.
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Abstract
Aim – to evaluate in vitro the biocompatibility and osteoconductivity of a 
hybrid graft based on a bioorganic matrix, human bone marrow mesenchymal 
stromal cells (BM-MSC) and osteogenic growth factors.
Material and methods. Bioorganic matrices were studied for biocompatibility 
with human BM-MSC culture used in traumatology and orthopedics. For 
promoted osteogenic differentiation of BM-MSCs, allogeneic plasma enriched 
with soluble platelet factors was used. The osteogenic potential of BM-MSCs 
by the synthesis of mRNAs of early (transcription factor 2 (Run X2), alkaline 
phosphatase (ALP)) and late genes (osteopontin (OSP)) of osteogenesis 
was analyzed. The properties of cell adhesion and proliferation of MSCs 
in the conditions of a three-dimensional hybrid graft by the MTT test and 
fluorescence microscopy were assessed.
Results. The biocompatibility of the studied bioorganic matrices with human 
BM-MSCs was established. The collagen matrix promoted rapid cell adhesion 

and proliferation between the scaffold fibrils. It has also been established that 
allogeneic platelet-rich plasma affects the osteogenic differentiation of human 
BM-MSCs in vitro, increasing the expression of marker genes RunX2, ALP, 
OSP. When modeling a hybrid graft in vitro, the formation of a tight contact 
between the alloimplant and collagen biopolymer using MSCs was shown.
Conclusion. The biological properties of the developed hybrid cell-tissue 
graft characterize its biocompatibility and osteoconductivity of its constituent 
components, which makes it promising for use in regenerative medicine, 
especially in reconstructive surgery of bone defects.
Keywords: human bone marrow mesenchymal stromal cells, scaffolds, 
biopolymers, bioorganic matrix, biocompatibility, platelet-rich plasma, hybrid 
cell-tissue graft.
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 ВВЕДЕНИЕ

«Золотым стандартом» в восстановлении костных 
дефектов критического размера, не способных к 

самостоятельному заживлению и поддерживающих хро-
ническое воспаление, является проведение костно-рекон-
структивных операций в варианте ауто- и аллопластики. 
Последний вариант является более распространенным и 
приемлемым для пациентов, поскольку использование 
аллогенных имплантов не подразумевает дополнительно-
го травмирования донорского участка, а также исключает 
развитие связанных с этим потенциальных осложнений 
(кровотечение, нагноение). Дальнейшим развитием ме-
тода аллопластики для восстановления незаживающих 
дефектов является регенеративная медицина с использо-
ванием бесклеточных биоматериалов, клеточных транс-
плантатов, остеогенных факторов роста, имплантация 
девитализированных аллогенных костных эквивалентов 
и биомедицинских клеточных продуктов из комбинаций 
живых клеток, биоматериалов и факторов роста. С кост-
ной тканью и ее формированием связано несколько по-
пуляций клеток, но наиболее важными являются остео-
бласты, остеоциты и остеокласты, которые отвечают за 

образование кости (остеогенез), поддержание и резорб-
цию соответственно. Данные популяции клеток проис-
ходят из мезенхимальных стромальных клеток костного 
мозга (КМ-МСК). В сравнении с МСК из жировой ткани 
и пупочной вены КМ-МСК демонстрируют достоверно 
более высокую эффективность остеогенной дифференци-
ровки, что определяет их терапевтическую перспективу в 
клеточной трансплантологии и регенеративной медицине 
опорных тканей [1–6].

Остеогенная дифференцировка КМ-МСК in vitro легко 
стимулируется в однослойной культуре клеток добавлени-
ем ß-глицерофосфата, гидрокортизона или дексаметазона 
и аскорбиновой кислоты, что подтверждается увеличением 
экспрессии ранних (Runx2 – Runt-ассоциированные фак-
торы транскрипции 2; ALP – щелочной фосфатаза; BMP2 
– костный морфогенетический белок 2 и остеонектин) и 
поздних генов (OSP – остеопонтин, остеокальцин) остео-
генной дифференцировки [7]. Другие факторы роста также 
способны действовать как индукторы остеогенной диффе-
ренцировки в отношении КМ-МСК, а именно представи-
тели суперсемейства TGF-ß (трансформирующего фактора 
роста бета); IGF-1 (инсулиноподобный фактор роста 1); 
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FGF (фактор роста фибробластов); PDGF (факторы роста 
тромбоцитов) и VEGF (сосудистые эндотелиальные фак-
торы роста) [1, 8].

Пролиферация КМ-МСК и их дифференцировка в осте-
областы регулируются также клеточным микроокруже-
нием и сигнальными молекулами в процессах ремодели-
рования костной ткани и восстановлении незаживающих 
дефектов. Совместное использование КМ-МСК с остео-
кондуктивными носителями (матриксами, скаффолдами) 
может быть эффективной альтернативой замещению кост-
ных дефектов аутологичными графтами и аллогенными 
имплантами [9, 10]. Независимо от метода лечения необ-
ходимым условием регенерации кости является использо-
вание биоматериалов, имеющих адгезивную поверхность 
для прикрепления остеогенных клеток и способных про-
водить сигналы для дифференцировки последних в остео-
бласты в ответ на остеоиндукцию [11]. Введение клеток в 
зону дефекта кости инъекционным способом малоэффек-
тивно в силу невозможности длительного их локального 
присутствия с получением стимулирующего воздействия 
для старта процесса регенерации ткани, поэтому целесо-
образно пересаживать их на носителях (матриксах, скаф-
фолдах), изготовленных из биополимеров [12].

Клеточные носители в зависимости от происхождения 
можно разделить на следующие группы: неорганические 
материалы, такие как титан или керамика из трикальций-
фосфата [13]; синтетические биополимеры, например, по-
лигидроксикислоты (полигликолевая кислота, полимолоч-
ная кислота, полидиоксанон); природные биополимеры, 
например, коллаген, желатин, хитозан или агароза [14]; 
комбинированные (композитные) материалы [15].

По отношению к стимуляции регенерации такие но-
сители должны быть биорезорбируемыми и иметь остео-
индуктивный, остеокондуктивный или комбинированный 
эффект.

Матриксы и скаффолды должны иметь пористую струк-
туру, которая обеспечивает прикрепление клеток, их про-
лиферацию и дифференцировку и является проницаемой 
для биологически активных веществ [16–19]. Ответ клеток 
может зависеть от физических и биологических особен-
ностей биоматериала, используемого в качестве носителя. 
Эти особенности, такие как топография, шероховатость, 
химический состав, поверхностная энергия и заряд, ими-
тирующие внеклеточный матрикс нативной ткани, регу-
лируют клеточную морфологию и, таким образом, диффе-
ренцировку, а также присутствие биоактивных лигандов, 
которые могут обеспечить сайты заякоривания для при-
крепления клеток [20, 21].

Композитные носители, сочетающие пористость 
(микроструктура), биоактивность (остеоиндуктивность, 
остеокондуктивность), биорезорбируемость и близкие по 
свойствам к нативному внеклеточному матриксу костной 
ткани, потенциально можно рассматривать как наибо-
лее перспективные матриксы или скаффолды для ство-
ловых клеток в тканевой инженерии кости. Стимуляция 
остеогенной дифференцировки КМ-МСК клеток такими 
остеоиндуктивными и остеокондуктивными носителями 

может быть усилена применением остеогенных факторов 
роста, имеющихся в клетках крови, а именно в тромбо-
цитах [22–25].

В гранулах тромбоцитов идентифицировано более 30 
факторов роста, в том числе факторы регенерации кост-
ной ткани: TGF-ß (траснформирующий фактор роста ß) и 
BMP (костные морфогенетические белки), которые моду-
лируют пролиферацию клеток, стимулируют образование 
остеобластов и внеклеточного костного матрикса, тормо-
зят его деградацию и проявляют иммуносупрессивный 
эффект. Помимо тромбоцитарных факторов, активными 
участниками остеогенеза являются также белки плазмы 
крови, такие как фибрин, фибронектин и витронектин 
[26]. R.E. Marx и соавт. (1998) [27] использовали у па-
циентов аутологичные трансплантаты из подвздошной 
кости, пропитанные аутологичной же плазмой, обогащен-
ной растворимыми факторами тромбоцитов (ПОРФТ, или 
PRP – Platelet Rich Plasma) для реконструкции челюстно-
лицевых дефектов и обнаружили, что это ускоряет ско-
рость формирования костной ткани и способствует более 
высокой плотности последней. Другие исследователи не 
сообщили о таких заметных преимуществах ПОРФТ при 
ее комбинации с деминерализованным аллогенным кост-
ным матриксом в гибридных клеточно-тканевых транс-
плантатах на модели иммунодефицитных мышей (nude 
mouse) для регенерации кости [28].

 ЦЕЛЬ
Оценить биосовместимость и остеокондуктивность in 

vitro гибридного клеточно-тканевого трансплантата для 
регенеративной медицины костной ткани на основе био-
полимерного матрикса, КМ-МСК человека и остеогенных 
факторов роста.

 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Образцы биоорганических матриксов
В исследование вошли четыре варианта коммерческих 

биоорганических матрикса:
• «Коллапан», в состав которого входят биополимер, 

являющийся основой органического компонента костной 
ткани, а именно коллаген I типа, а также гидроксиапатит 
с добавлением антибиотика линкомицина гидрохлорида 
(«Интермедапатит», Россия)1;

• «Остеоматрикс» – высокоочищенный костный ма-
трикс с природной гистоархитектоникой, сохраненными 
органическими коллагеновыми (25%) и минеральными 
(75%) компонентами, содержащий не менее 1,5 мг/см3 

аффинно-связанных костных сульфатированных биопо-
лимеров глюкозаминогликанов (сГАГ) («Конектбиофарм», 
Россия)2;

• «Лиостипт» – резорбируемая биополимерная колла-
геновая губка, изготовленная из натуральных бычьих су-
хожилий (B. Braun, Испания)3;

• «Лиофилизированный костный матрикс» (ЛКМ) – им-
мунологически безопасный и стерильный костный алло-
генный биоимплантат, приготовленный из поствитального 
донорского материала («Минский научно-практический 

1 Доступно по: https://collapan.ru
2 Доступно по: https://bioimplantat.ru/
3 Доступно по: https://catalogs.bbraun.com/en-01/p/PRID00000356/lyostypt-local-haemostatic-agent
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центр хирургии, трансплантологии и гематологии», 
Минск, Беларусь) [29, 30].

Получение плазмы, обогащенной растворимыми 
факторами тромбоцитов

Все клинические процедуры и забор донорской кро-
ви проводили в соответствии с правилами безопасности, 
описанными в руководстве Всемирной организации здра-
воохранения [31]. С этой целью применяли аллогенную 
плазму, обогащенную растворимыми факторами тромбо-
цитов (алПОРФТ), полученную в Республиканском науч-
но-практическом центре трансфузиологии и медицинских 
биотехнологий Министерства здравоохранения Республики 
Беларусь. Для получения аллогенной ПОРФТ использовали 
тромбоцитарный концентрат (ТК) доноров крови, допущен-
ных к сдаче и не имеющих маркеров вирусных инфекций 
(гепатит В/ВГВ, гепатит С/ВГС, вирус иммунодефицита 
человека/ВИЧ) после проведения иммуноферментного 
анализа (ИФА) и молекулярно-генетического анализа (в 
полимеразной цепной реакции или аналогичном).

ТК (50 х 1012 клеток в дозе) получали из донорской 
крови, которую собирали из локтевой вены (450 мл крови) 
с помощью специального набора YCELLBIO-KIT («БИО-
НИР», Россия). После этого кровь центрифугировали в два 
этапа для удаления эритроцитов и лейкоцитов (1550 об/
мин, 400 g, 20 мин) с последующим концентрированием 
тромбоцитов на лабораторной центрифуге Liston C 2201 
(«Листон», Россия) в режиме 2450 об/мин, 1000 g, 20 мин. 
В полученном алПОРФТ подсчитывали количество тром-
боцитов на гематологическом анализаторе Sysmex XN-300 
(Sysmex Corporation, Германия) – их количество должно 
было быть не менее 1,25 109/мл. алПОРФТ от 6–10 доно-
ров хранили в аликвотах при температуре - 30°C в течение 
24 месяцев. Перед использованием алПОРФТ активацию 
тромбоцитов проводили посредством цикла заморажива-
ния-оттаивания с последующим осаждением клеточного 
детрита центрифугированием (2900 об/мин, 1400 g, 20 
мин). После активации алПОРФТ использовали в течение 
первого часа [32].

Получение культуры МСК из костного мозга чело-
века

Для получения культуры КМ-МСК у здоровых доноров 
осуществляли забор 10 мл костного мозга (КМ) из гребня 
подвздошной кости после получения информированного со-
гласия по решению этического комитета Республиканского 
научно-практического центра травматологии и ортопедии 
Министерства здравоохранения Республики Беларусь (про-
токол №3 от 14.04.2021 г.). Костномозговой пунктат содер-
жал 20 ЕД высокомолекулярного гепарина на 1 мл КМ для 
инактивации процесса свертывания крови. Далее пунктат 
КМ разводили в соотношении 1:1 фосфатно-солевым бу-
ферным раствором Дульбекко без кальция и магния (ФСБ) 
(Sigma-Aldrich, США). Затем наслаивали 20 мл костного 
мозга на 15 мл среды (для разделения лимфоцитов), пред-
ставляющей собой смесь фиколла и диатризоата натрия с 
плотностью 1,077 г/мл (Lonza, Швейцария) в центрифуж-
ных пробирках емкостью 50 мл (Corning, США). Пробирки 
центрифугировали при 450 g в течение 20 мин. Монону-
клеарные фракции собирали в центрифужные пробирки с 
последующей отмывкой в α-модифицированной среде Игла 
с рибонуклеозидами α-МЕМ (Gibco, США) с 2% фетальной 

телячьей сывороткой (ФТС) (Sigma-Aldrich, США) с помо-
щью центрифугирования при 450 g и экспозиции 10 мин. 
Выделение КМ-МСК человека из мононуклеарной фракции 
осуществляли методом пластиковой адгезии в концентра-
ции 0,3–0,6х106 клеток/см2 в культуральных флаконах Т75 
(Sarstedt, Германия).

Затем клетки культивировали в СО2-инкубаторе при 5% 
концентрации СО2 (ESCO Cell Culture, Singapore) и при 37°C 
в α-модифицированной среде Игла (α-MEM) с рибонукле-
озидами (Gibco, США), дополненной 10% эмбриональной 
телячьей сывороткой (ЭТС) (Sigma-Aldrich, США), 40 мМ/
мл глутамина (Gibco, США) и 100 ед/мл бензилпеницил-
лина («Фарм-Синтез», Россия) и 0,1 мг/мл стрептомицина 
(Gibco, США), то есть в полной питательной среде (ППС) 
[33]. КМ-МСК размножали в культуральных флаконах Т75 
(Sarstedt, Германия) при исходной концентрации 300,0 x103 
клеток (пассажи 1 и 2). Культуральную среду меняли два 
раза в неделю. Когда клетки достигали 80-90% конфлюент-
ности, их открепляли с использованием трипсина/ЭДТА 
(Sigma-Aldrich, США), а затем повторно высевали в кон-
центрации 1500 клеток/см2 (пассажи 2-3). Далее КМ-МСК 
были иммунофенотипированы как CD90+, CD105+, CD45-, 
CD34- методом проточной цитометрии. Результаты анали-
зировали на проточном цитометре FACS (Becton Dickinson, 
США). Жизнеспособность оценивали методом исключения 
трипанового синего (не менее 90%) [34].

Оценка биосовместимости биоорганических ма-
триксов с КМ-МСК человека

Матриксы-носители применяли в эксперименте образ-
цами по 10 мг. Далее образцы матриксов выдерживали в 
среде α-MEM с добавлением 10% ФТС, глутамина и анти-
биотиков в течение 24 часов для получения супернатантов. 
КМ-МСК человека высевали в 24-луночный культураль-
ный планшет (Sarstedt, Германия) в исходной концентра-
ции 100,0х103/см2 и культивировали в течение 24 часов. 
После экспансии клеток ППС удаляли из лунок планшета 
и вносили подготовленные образцы матриксов-носителей 
(нативные образцы и их супернатанты) непосредственно 
в лунки с КМ-МСК человека. Культивирование произво-
дили при 37°С и 5% концентрации CO2 в CO2-инкубаторе 
(ESCO CelCulture, Сингапур) в 200 мкл ППС. Оценивали 
биосовместимость и способность к адгезии КМ-МСК на 
поверхности матриксов и их супернатантов при прямом 
контакте после 24-часовой инкубации через 1 и 7 суток 
совместного культивирования путем мечения H33342 
(Sigma-Aldrich, США) в концентрации 1 мкг/мл. Для этого 
заселенные на носителях КМ-МСК человека инкубирова-
ли с раствором H33342 соответствующей концентрации 
при 37°C в течение 20 мин. После окрашивания клетки 
дважды промывали ФСБ, а затем добавляли ППС [35]. Ме-
ченые клетки анализировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа Leica DM200 (Leica Microsystems, Германия) 
при увеличении х100.

Оценку цитотоксичности матриксов-носителей и их 
супернатантов при прямом контакте после 24-часовой 
инкубации через 1 и 7 суток совместного культивирова-
ния исследовали с помощью МТТ теста (Sigma-Aldrich, 
США) [36]. МТТ реагент 5 мг/мл в ФСБ вносили в каж-
дую лунку планшета и инкубировали при 37°С в течение 
4 ч. Затем в каждую лунку добавляли диметилсульфоксид 
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(Serva, Германия) для растворения кристаллов формазана, 
образовавшихся в результате жизнедеятельности живых 
клеток, и детектировали окрашенный супернатант при 
570 нм на ридере BioTek® ELx 800 (BioTek, США).

Эксперименты проводили в следующих тест-группах, 
где КМ-МСК человека культивировали совместно со следу-
ющими биоорганическими матриксами: (1) «Коллапан», (2) 
«Остеоматрикс», (3) «Лиостипт», (4) ЛКМ и (5) без образца 
в ППС с аналогичными концентрациями клеток в качестве 
контроля. Жизнеспособность КМ-МСК после совместного 
культивирования с матриксами-носителями и их суперна-
тантами рассчитывали по следующей формуле (1):

(ОПопыт / ОПконтроль) x 100%
Соответственно цитотоксичность носителей и их су-

пернатантов рассчитывали по следующей формуле (2):
100% - (ОПопыт / OПконтроль) x 100%
где ОПопыт – оптическая плотность элюатов из лунок с 

клетками и носителями или супернатантами; ОПконтроль – 
оптическая плотность элюатов из лунок с клетками, куль-
тивируемых только в ППС.

Количественные критерии оценки цитотоксичности ма-
триксов-носителей и их супернатантов были следующими: 
низкая токсичность – гибель до 30% клеток (жизнеспособ-
ность выше 70%); средняя токсичность – гибель 30–50% 
клеток (жизнеспособность 50–70%); высокая токсичность – 
гибель более 50% клеток (жизнеспособность ниже 50%).

В качестве основы для создания и оценки сложного 
остеокондуктивного трансплантата на последующих эта-
пах эксперимента выбирали тот биоорганический носи-
тель, который демонстрировал наименьшую цитотоксич-
ность в отношении КМ-МСК.

Оценка экспансии КМ-МСК человека на биоорга-
ническом носителе

В лунки 24-луночного планшета помещали биоорга-
нический носитель с наименьшей выявленной цитоток-
сичностью. На него высевали КМ-МСК человека первого 
пассажа при концентрациях инокулята 50,0х103, 100,0х103 
и 300,0х103 и культивировали в течение 7 суток в ППС с 
добавлением и без добавления 5% алПОРФТ. Затем клетки 
удаляли раствором трипсин-ЭДТА (Sigma-Aldrich, США). 
Количество жизнеспособных клеток подсчитывали мето-
дом исключения трипанового синего в камере Горяева [37].

Оценка остеогенной дифференцировки КМ-МСК 
человека

КМ-МСК человека после двух пассажей высевали во 
флаконы Т25 (Sarstedt, Германия) по 8000 /см2 для после-
дующей количественной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР-анализа) в режиме реального времени и чашках Петри 
диаметром 35 мм для световой микроскопии с окрашивани-
ем красителем. В экспериментах изучали четыре варианта 
культивирования клеток: КМ-МСК, культивируемые в ППС 
(контрольный образец); КМ-МСК, культивируемые в ППС 
с 5% алПОРФТ; КМ-МСК, культивируемые в остеогенной 
среде (ОС); КМ-МСК, культивируемые в ОС с 5% алПОРФТ.

ОС содержала среду α-MEM с добавлением 10% ФТС, 
10 мМ β-глицерофосфата (Sigma Aldrich, США), 50 мкг 
аскорбиновой кислоты (Sigma Aldrich, США) и 0,1 мкМ 
дексаметазона (Sigma Aldrich, США) [40]. Дифференци-
ровку КМ-МСК проводили в ОС в течение четырех и семи 
суток, при этом культуральную среду меняли дважды. 

Образцы как остеогенно-индуцированных, так и недиффе-
ренцированных КМ-МСК культивировали в присутствии 
алПОРФТ в конечной концентрации 5%.

Оценку остеогенной дифференцировки КМ-МСК чело-
века in vitro проводили с помощью ПЦР в режиме реаль-
ного времени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) для 
определения экспрессии мРНК генов RUNX2, ALP и OSP 
на 4 и 7 день культивирования клеток. Также проводили 
прижизненную визуализацию остеогенно-индуцирован-
ных КМ-МСК человека и оценку in vitro минерализации 
(образования отложений кальция) путем окрашивания по 
фон Косса на 21 день индукции клеток.

ОТ-ПЦР проводили в несколько этапов [33, 38]. Перво-
начально осуществляли первичное выделение тотальной 
РНК из КМ-МСК человека, культивированных во флако-
нах Т25 (Sarsedt, Германия). Экстракцию проводили с ис-
пользованием реагента TRI Reagent (Sigma Aldrich, США) 
согласно инструкции производителя. После этого образцы 
тотальной РНК использовали для получения комплемен-
тарной ДНК (кДНК) методом обратной транскрипции. Ре-
акцию проводили в смеси объемом 20 мкл, состоящей из 
2 мкг РНК, 5 мкМ Олиго (dT18)-праймер (Thermo Fisher 
Scientific, США), 1 мМ дезоксирибонуклеотидтрифосфата 
(dNTP) (Thermo Fisher Scientific, США), 40 ЕД ингибитора 
РНКазы Ribolok (Thermo Fisher Scientific, США), 1 мкл (200 
ед/мл) обратной транскриптазы RevertAid Premium и 5X бу-
фера (Thermo Fisher Scientific, США). Амплификацию про-
водили в течение 30 мин при 50°С. Обратную транскриптазу 
инактивировали нагреванием при 85°С в течение 5 мин.

Полученную кДНК амплифицировали согласно следу-
ющей программе: 95°С 10 мин (активация полимеразы) 
с последующей амплификацией в 40 циклов при 60°С в 
течение 1 мин. Для детекции маркеров остеогенной диф-
ференцировки (RUNX2, ALP и OSP) использовали следую-
щие пары праймеров с соответствующими нуклеотидными 
последовательностями (таблица 1) [39].

Нормировку данных проводили относительно эта-
лонного гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(GapDH). ОТ-ПЦР в режиме реального времени проводили 
на амлификаторе CFX96 Touch REAL (Bio-Rad, США). 
Результаты были обработаны с помощью программного 
обеспечения Bio-Rad CFX Manager.

Относительную экспрессию генов рассчитывали мето-
дом Ливака по следующей формуле (3) [40]:

Экспрессия генов = 2- ∆Ct

∆Ct = [Ct (маркерный ген) – Ct (GapDH)]

Формирование остеобластов и их минерализацию оце-
нивали в чашках Петри (Sarstedt, Германия). КМ-МСК 
окрашивали 1-2% раствором нитрата серебра в течение 

Гены Прямой праймер 5’ – 3’ Обратный праймер 5’ – 3’
RUNX2 CACTGGCGGTGCAACAAGA TTTCATAACAGCGGAGGCATTTC

ALP GGTGGAAGGAGGCAGAATTG TCAGAGTGTCTTCCGAGGAG

OSP CACAGCATCTGGGTATTTGTTG CGACCAAGGAAAACTCACTACC

GapDH CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT CCATGGTGTCTGAGCGATGT

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров 
для ОТ-ПЦР
Table 1. Nucleotide sequences for the RT-qPCR primers
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45–60 мин под ультрафиолетом, затем промывали дистил-
лированной водой и фиксировали тиосульфатом натрия в 
течение 5 мин. Окрашенные клетки затем промывали деио-
низированной водой, сушили и оценивали с помощью све-
тового микроскопа Leica DM IL LED (Leica Microsystems, 
Германия) при увеличении х100. Морфологическая транс-
формация характеризовалась изменением формы клеток на 
кубовидную с внутриклеточными отложениями фосфата 
кальция, окрашенными в черный цвет [41].

Моделирование гибридного клеточно-тканевого 
трансплантата in vitro

При разработке гибридного клеточно-тканевого транс-
плантата для применения в регенеративной медицине 
для замещения костных дефектов нами определены его 
основные компоненты: КМ-МСК человека, предиффе-
ренцированные в остеогенный фенотип; алПОРФТ. Для 
моделирования окружающей среды (костной ткани) нами 
использована аллогенная спонгиоза (операционный ма-
териал). Описывали макроскопическую картину, опреде-
лили абсолютное количество предифференцированных 
КМ-МСК в составе трансплантата в конце 1, 2 и 3 недели 
культивирования, оценивали адгезию клеток и их рас-
пределение в трансплантате. Для этих целей применяли 
прижизненное окрашивание клеток флуоресцентным кра-
сителем Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, США).

Статистическая обработка данных
Данные исследований представлены в виде средне-

го значения ± стандартная ошибка среднего (M±SEM) в 
программном обеспечении GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, Inc., США). Достоверность различий в вариа-
ционных рядах оценивали с помощью парного t-критерия 
Стьюдента. Различия были достоверными при р < 0,05.

 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Фенотипическая характеристика КМ-МСК чело-

века
Иммунофенотип КМ-МСК человека 2-пассажа характе-

ризовался экспрессией специфических маркеров CD90+ и 
CD105+ и отсутствием маркеров CD34- и CD45-. Количество 
клеток в культуре, экспрессирующих маркер CD90+, соста-
вило 99,9±0,14%, маркер CD105+ – 99,14±1,23%. Выявлено 
незначительное количество клеток, экспрессирующих мар-
керы CD34- (0,45±0,20%) и CD45- (0,30±0,07%). Культура 
была стерильной (отсутствовали бактерии и грибы), жизне-
способность полученных клеток никогда не была ниже 90%.

Биосовместимость биоорганических матриксов с 
КМ-МСК человека

Основным свойством биополимеров и матриксов-носи-
телей на их основе при создании трансплантатов для вос-
становления больших дефектов костной ткани должно быть 
отсутствие токсического эффекта на остеопрогениторные 
клетки, а также содействие их прикреплению, пролифера-
ции и остеогенной дифференцировке. Это способствует 
синтезу клетками нового внеклеточного матрикса на по-
верхности носителя и его интеграции с нативной костной 
тканью. Следовательно, носители должны быть биосовме-
стимыми с КМ-МСК, поддерживая клеточную активность и 
механическую целостность с ними для успешного процесса 
заживления дефекта костной ткани [11]. Для оценки цито-
токсичности матриксов-носителей использовали МТТ-тест 
и прижизненное окрашивание клеток флуоресцентным кра-
сителем Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, США).

Окрашивание Hoechst 33342 выявило ядра меченых 
клеток, что подтвердило цитосовместимость и способ-
ность адгезии КМ-МСК человека на носителях и их су-
пернатантах при прямом контакте (рисунок 1).

На рисунке 1 показано наличие плоских цилиндриче-
ских неконденсированных ядер КМ-МСК и образование 
ими однородного монослоя живых клеток при культиви-
ровании с носителями: красные стрелки показывают ад-
гезионную способность последних для клеток.

Результаты экспериментов по цитотоксичности матрик-
сов-носителей и их супернатантов при непосредственном 
контакте с КМ-МСК представлены в таблице 2. 

При оценке острой цитотоксичности через 24 часа 
культивирования жизнеспособность клеток колебалась от 
82,76% до 100%. Установлено отсутствие цитотоксичности 
супернатантов биоорганических носителей «Лиостипта» и 
«ЛКМ» на всех сроках наблюдения в сравнении с контро-
лем. Матриксы-носители показали аналогичный эффект 
на КМ-МСК клетки. Все четыре изученных носителя об-
ладали незначительной цитотоксичностью, вызывавшей 
гибель не более 30% клеток (малотоксичные). И только 
культивирование КМ-МСК с «Лиостиптом» показало наи-
большую жизнеспособность клеток при прямом контакте 

Образцы Супернатант 
(% живых клеток)

Матрикс-носитель 
(% живых клеток)

1 день 7 дней 1 день 7 дней

Коллапан 82,76 ± 22,35 89,03 ± 15,69 87,56 ± 32,56 93,35 ± 1,56

Остеоматрикс 84,25 ± 10,14 91,31 ± 13,08 88,83 ± 9,89 92,32 ± 10,58

Лиостипт 101,72 ± 4,86 124,52 ± 7,30 88,63 ± 8,47 96,55 ± 10,91

ЛКМ 101,44 ± 12,14 80,74 ± 3,35 87,90 ± 0,55 90,85 ± 9,14

Таблица 2. Жизнеспособность КМ-МСК человека при 
культивировании in vitro с носителями и их супернатантами 
при прямом контакте. Данные представлены как M ± SEM
Table 2. Viability of BM-MSCs during cultivation in vitro with the 
carriers and their supernatants in direct contact. Data are expressed 
as M ± SEM
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Рисунок 1. Прижизненное окрашивание ядер КМ-МСК человека 
Hoechst 33342 после 24 часов культивирования с различными 
носителями: (a) ППС (контроль); (б) Остеоматрикс; (в) ЛКМ; 
(г) Коллапан; (д) Лиостипт. Изображение увеличено в х100.
Figure 1. Nuclei labeling of Hoechst 33342 BM-MSCs after one 
day of cultivation with different carriers: (a) CCM (control sample); 
(б) Osteomatrix; (в) LBM; (г) Kollapan; (д) Lyostypt. Image taken at 
100x magnification.
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через 24 часа и 7 суток, и даже умеренную пролиферацию 
клеток с его супернатантом.

Пролиферативная активность КМ-МСК человека 
на биоорганическом носителе

КМ-МСК являются многообещающими кандидатами 
для регенеративной медицины при устранении костных 
дефектов. Однако введение КМ-МСК в очаг повреж-
дения не всегда демонстрирует эффективность из-за 
миграции клеток c кровью и тканевой жидкостью или 
введения недостаточного количества клеток. Поэтому 

использование в составе гибридного клеточно-тканевого 
трансплантата биоорганических матриксных носителей, 
способных заселяться клетками и выполнять функцию 
каркаса для облегчения пластического закрытия дефек-
та, является актуальной задачей тканевой инженерии 
[40]. Результаты оценки пролиферативной активности 
КМ-МСК человека с подбором их оптимальной концен-
трации для заселения биорганического матрикса «Лио-
стипт» как носителя с наименьшей цитотоксичностью 
представлены на рисунке 2.

При культивировании КМ-МСК человека в ППС (рису-
нок 2) без алПОРФТ к 7 суткам наблюдали незначитель-
ную пролиферацию клеток при дозах внесения 50,0х103 

и 100,0х103 (р ≥ 0,05) и снижение исходного количества 
клеток при более высокой дозе внесения – 300,0х103 кле-
ток (p ≤ 0,05). При добавлении 5% алПОРФТ к ППС вы-
явили значительное увеличение пролиферативной актив-
ности клеток. Так, количество КМ-МСК увеличивалось 
в 3,3 раза (р = 0,02), в 2,6 раза (р = 0,0004) и 1,3 раза (р 
= 0,026) к начальной посевной концентрации в 50,0х103, 
100,0х103 и 300,0х103 клеток на см2 соответственно. Жиз-
неспособность КМ-МСК была высокой во всех образцах 
и составила 99% в четырех сериях эксперимента. Таким 
образом, усиление пролиферативной активности КМ-МСК 
на носителе было обусловлено присутствием факторов ро-
ста, содержащихся в алПОРФТ.

Остеогенная дифференцировка КМ-МСК человека
КМ-МСК обладают значительным потенциалом в ре-

генеративной медицине, например, у пациентов с пост-
травматическими или послеоперационными повреждени-
ями кости. КМ-МСК способны заменять поврежденные 
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Рисунок 2. Пролиферативная активность различных 
концентраций КМ-МСК на биоорганическом носителе 
«Лиостипт» в течение 7 суток культивирования in vitro.
Figure 2. Proliferative activity of different concentrations of BM-
MSCs on the ‘‘Lyostypt” bioorganic carrier over a period of 7-d 
cultivation in vitro.

(a) (б ) (в)

(г ) (д) (е)

Рисунок 3. Экспрессия мРНК остеогенных генов: (а, г) RunX, (б, д) ALP, (в, е) OSP после 4 (верхний ряд) и 7 (нижний ряд) суток 
культивирования КМ-МСК. Данные представлены как M ± SEM.
Figure 3. mRNA expression of osteogenic genes: (а, г) RunX, (б, д) ALP, (в, е) OSP after 4 (top row) and 7 (bottom row) days of cultivation BM-
MSCs. Data are expressed as M ± SEM.



 www.innoscience.ru 263

S c i e n c e  &  I n n o v a t i o n s  i n  M e d i c i n e  Vo l . 9 ( 4 ) / 2 0 2 4 Biotechnology Биотехнология 

клетки, дифференцироваться и синтезировать внеклеточ-
ный костный матрикс в зоне дефекта. Кроме того, КМ-
МСК могут косвенно способствовать восстановлению 
тканей посредством секреции факторов роста [40]. Ис-
следования L. Meesuk и соавт. (2022) [42] показали, что 
остеогенно-дифференцированные КМ-МСК могут про-
дуцировать больше остеогенных факторов, чем недиффе-
ренцированные клетки. Такой подход будет более эффек-
тивным при замещении костных дефектов.

В экспериментах in vitro остеогенный потенциал кле-
ток определяли по экспрессии молекулярно-генетических 
маркеров (мРНК остеогенные гены RUNX2, ALP, OSP) 
методом ОТ-ПЦР в реальном времени и посредством окра-
шивания монослоя клеток по фон Косса c последующим 
выявлением в последних оссификатов кальция. Результа-
ты ОТ-ПЦР анализа экспрессии мРНК остеогенных генов 
(RunX, ALP, OSP) представлены на рисунке 3.

Через 4 дня культивирования КМ-МСК в ОС было вы-
явлено увеличение экспрессии маркерных генов остеоген-
но-индуцированными клетками. Синтез мРНК гена RunX 
(рисунок 3а), ALP (рисунок 3б) и OSP (рисунок 3в) увели-
чился в 7,1 раза (p = 0,001), 5,5 раза (p = 0,001) и 2,1 раза (p 
= 0,008) соответственно по отношению к недифференциро-
ванным КМ-МСК, культивируемым в ППС. Добавление 5% 
алПОРФТ в ОС при дифференцировке КМ-МСК увеличило 
экспрессию гена OSP в 12,0 раз (p = 0,0001) по отношению к 

недифференцированным клеткам, культивируемым в ППС, 
и в 5,9 раза (p < 0,0001) – к остеогенно-индуцированным 
КМ-МСК, культивируемым в ОС без алПОРФТ. Представ-
ленные различия статистически значимы.

По истечении 7 дней культивирования клетки в ОС про-
должали увеличивать экспрессию генов RunX (рисунок 
3г), ALP (рисунок 3д) и OSP (рисунок 3е). Cтатистически 
достоверные результаты получены по росту экспрессии 
следующих генов: ALP – рост в 8,67 раза (p < 0,0001) и OSP 
– в 22,9 раза (p < 0,0001) соответственно по отношению 
к недифференцированным КМ-МСК, культивируемым в 
ППС. Различия статистически значимы. В то же время 
добавление 5% алПОРФТ в ОС при дифференцировке 
КМ-МСК на данном сроке не приводило к достоверному 
увеличению экспрессии генов в сравнении с остеогенно-
индуцированными КМ-МСК, культивируемыми в ОС без 
алПОРФТ. Синтез мРНК генов оставался на сопоставимом 
уровне (р ≥ 0,05).

Таким образом, культивирование в ОС достоверно спо-
собствует увеличению экспрессии клетками генов RunX и, 
следовательно, остеогенной дифференцировке КМ-МСК. 
При этом добавление алПОРФТ в ОС достоверно усили-
вает экспрессию генов и остеогенную дифференцировку 
КМ-МСК человека на начальном этапе (до 7 суток куль-
тивирования).

В период с 4 до 7 сутки культивирования в ОС (в том 
числе с добавлением алПОРФТ) происходит предиф-
ференцировка КМ-МСК. В этот срок клетки начинают 
экспрессировать остеогенные маркеры, но при этом от-
ложения кальция в них еще не формируется. Через 21 
день остеогенной дифференцировки было показано, что 
морфология КМ-МСК изменилась с веретенообразной 
на кубовидную. После окрашивания образцов диффе-
ренцированных клеток нитратом серебра по фон Косса 
дополнительно обнаружены внутриклеточные отложения 
фосфата кальция (окрашены в черный цвет). Изменения 
были максимально выражены в клетках, культивируемых 
в ОС с добавлением 5% алПОРФТ (рисунок 4).

Моделирование гибридного клеточно-тканевого 
трансплантата in vitro

Результаты совместного культивирования компонентов 
гибридного клеточно-тканевого трансплантата в условиях 
требуемого микроокружения (костная ткань) in vitro пред-
ставлены на рисунке 5.

По итогам инкубации всех компонентов трансплантата 
in vitro к концу первой недели отмечены плотный контакт 
элементов аллогенной спонгиозы и матриксного носителя 

Рисунок 4. Окрашивание фон Косса КМ-МСК человека: 
(a) клетки, культивированные в ППС; (б) – клетки, 
культивированные в ОС; (в) – клетки, культивированные в 
ОС с добавлением 5% алПОРФТ. Изображения сделаны при 
100-кратном увеличении.
Figure 4. Von Kossa staining of BM-MSCs: (a) cells cultivated 
in CCM; (б) cells cultivated in OM; (в) cells cultivated in OM, 
supplemented with 5% alPRP. Images are taken at 100x 
magnification.
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Рисунок 5. Совместное культивирование компонентов 
трансплантата in vitro: (а) 1 неделя, (б) 3 неделя. Изображения 
сделаны при 50-кратном увеличении.
Figure 5. Co-cultivation of graft components in vitro: (a) one week, 
(б) three weeks. Image taken at 50x magnification.

a б
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«Лиостипт», а также формирование гелеподобного микро-
окружения (синяя стрелка), представленного элементами 
алПОРФТ. К концу третьей недели отмечено нахождение 
всех компонентов трансплантата в плотной гелеподобной 
среде и тесное взаимодействие фрагментов аллогенной 
спонгиозы с матриксным носителем посредством образо-
ванного монослоя клеток в виде тяжа КМ-МСК (красная 
стрелка).

Следующим этапом определили абсолютное количе-
ство остеогенно предифференцированных КМ-МСК в со-
ставе гибридного трансплантата в конце 1, 2 и 3 недели 
инкубирования in vitro (таблица 3).

Как видно из представленных в таблице результатов, в 
первые две недели инкубирования не было отмечено значи-
тельного уменьшения остеогенно предифференцированных 
КМ-МСК в составе трансплантата. С увеличением срока 
культивирования до трех недель количество клеток умень-
шилось по отношению к изначально высеянному количе-
ству в связи с плотным распределением последних между 
коллагеновых волокон матриксного носителя. Часть клеток 
мигрировала в аллогенную спонгиозу и формировала плот-
ный монослой между костью и носителем.

При окрашивании флуоресцентным красителем Hoechst 
33342 показаны равномерное заселение биополимерной 
коллагеной губки остеогенно предифференцированными 
КМ-МСК и высокая жизнеспособность клеток среди кол-
лагеновых волокон матриксного носителя на всех сроках 
культивирования (рисунок 6).

Переходя к обсуждению полученных результатов стоит 
отметить, что аллогенные костные импланты являются 

распространенным и эффективным подходом в замеще-
нии костных дефектов. Новые методы тканевой инже-
нерии и клеточных технологий способны придать этому 
направлению второе дыхание и найти применение в за-
мещении долго незаживающих костных дефектов, когда 
бесклеточные остеоиндуктивные импланты или МСК 
без матриксных носителей не могут быть эффективными 
[19, 43]. В подобных ситуациях тканевая инженерия с ис-
пользованием биоорганических матриксных носителей, 
или скаффолдов, остеогенных клеток и факторов, способ-
ствующих регенерации и васкуляризации трансплантатов, 
представляет практический интерес для лечения повреж-
дений или замещения дефектов костей [19, 44]. При этом 
КМ-МСК чаще других клеток используются для создания 
гибридных клеточно-тканевых трансплантатов, поскольку 
данные клетки хорошо охарактеризованы, легко доступны 
и демонстрируют огромный остеогенный потенциал. Тем 
не менее клиническая эффективность подобного транс-
плантата существенно зависит от количества засеянных 
клеток на носитель, или скаффолд, биосовместимости по-
следнего и других факторов [43–45].

В регенеративной медицине костной ткани применя-
ются различные биоорганические носители, поэтому жиз-
неспособность, адгезия и пролиферация КМ-МСК на ма-
триксе будут зависеть от химической природы и структуры 
последнего [11, 46]. В нашем исследовании мы изучали 
цитотоксичность четырех коммерческих биоорганических 
носителей на основе коллагена («Лиостипт»), гидрокси-
апатита/коллагена («Коллапан»), костного матрикса с 
sGAGs («Остеоматрикс») и лиофилизированного костного 
матрикса («ЛКМ»), анализируя жизнеспособность КМ-
МСК при их совместном культивировании. Все четыре ис-
следованных матриксных носителя обладали низкой цито-
токсичностью, вызывающей гибель не более 30% клеток. 
Однако коллагеновая губка «Лиостипт» показала наимень-
шую цитотоксичность и наибольшую биосовместимость 
с КМ-МСК человека, что создавало оптимальные усло-
вия для пролиферации клеток на матриксе. Поэтому мы 
использовали «Лиостипт» в качестве основы (матрикса) 
для создания гибридного клеточно-тканевого остеокондук-
тивного трансплантата, состоящего из непосредственно 
носителя для клеток, остеогенно предифференцированных 
КМ-МСК и факторов алПОРФТ с последующей оценкой 
пролиферативной активности и остеогенной дифферен-
цировки клеток. В экспериментах J. Zheng и соавт. (2022) 
также показали, что культивирование МСК человека на 

Образец 1 неделя
 (х тыс. клеток)

2 неделя
 (х тыс. клеток)

3 неделя
 (х тыс. клеток)

Гибридный 
трансплантат 557,5 ± 24,75 530,0 ± 49,50 380,0 ± 7,07

Таблица 3. Пролиферативная активность остеогенно 
предифференцированных КМ-МСК в составе трансплантата 
in vitro
Table 3. Proliferative activity of osteogenically predifferentiated  
BM-MSCs in graft in vitro

Рисунок 6. Прижизненное окрашивание красителем Hoechst 
33342 остеогенно предифференцированных КМ-МСК при 
моделировании трансплантата in vitro. Изображения сделаны 
при 100-кратном увеличении: а) одна неделя, б) две недели,  
в) три недели.
Figure 6. Live labeling of Hoechst 33342 of osteogenically 
predifferentiated BM-MSCs in vitro graft modeling: (a) one week, (б) 
two weeks, (в) tree weeks. Images are taken at 100x magnification.

a б в
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коллагеновой губке с гидрогелем способствовало их про-
лиферации и усиливало хондрогенную дифференцировку 
вследствие образования аналога внеклеточного микро-
окружения [47].

Научные данные свидетельствуют о противоречивых 
результатах влияния растворимых отдельных факторов 
(лизатов, релизатов тромбоцитов) и плазмы, обогащенной 
тромбоцитами, на дифференцировку МСК человека. Так, 
использование плазмы, обогащенной факторами тромбо-
цитов, показало положительный эффект на насыщаемость 
матриксов (β-трикальцийфосфат, кальций-дефицитный 
гидроксиапатит) МСК и на пролиферацию МСК в этих 
матриксах, но оказывало незначительное воздействие на 
остеогенный потенциал МСК [48].

Таким образом, характерной чертой современной тка-
невой инженерии и регенеративной медицины является 
комбинирование матриксов с различными биологически 
активными компонентами и насыщение их клетками, 
преимущественно МСК, с последующей направленной 
дифференцировкой последних. Ранее [49, 50], а также 
в настоящем исследовании было показано, что произ-
водные тромбоцитов (лизат и релизат тромбоцитов, 
алПОРФТ) являются эффективными компонентами 
для стимулирования экспансии и остеогенной диффе-
ренцировки КМ-МСК in vitro. Такой подход позволяет 
получить достаточное количество клеток для создания 
гибридного клеточно-тканевого трансплантата с после-
дующим его использованием для замещения костных 
дефектов. При этом состав конструкции в варианте био-
органического матриксного носителя на коллагеновой 

основе, остеогенно предифференцированных КМ-МСК 
и факторов алПОРФТ является оптимальным для потен-
циального клинического применения.

 ВЫВОДЫ
1. Исследуемые на биосовместимость с культурой КМ-

МСК человека биоорганические матриксы показали низ-
кую токсичность in vitro в отношении клеток (не более 
30%). При увеличении срока культивирования КМ-МСК 
с биоматериалами до 7 суток клетки сохраняли высокую 
жизнеспособность и увеличивали свою пролиферативную 
активность. Наименьшую цитотоскичность и, соответ-
ственно, наилучшую биосовместимость показал носитель 
из резорбируемой биополимерной коллагеновой губки.

2. Биологические и структурные характеристики кол-
лагенового матрикса носителя достоверно способствова-
ли адгезии КМ-МСК, их равномерному распределению и 
пролиферации.

3. Применяемая в качестве источника растворимых 
факторов алПОРФТ оказывала влияние на остеогенную 
дифференцировку КМ-МСК человека – добавление 5% 
алПОРФТ в остеогенную среду достоверно ускоряло про-
цесс минерализации (отложение солей кальция в матриксе 
клеток) и экспрессию генов остеогенной дифференциров-
ки (RUNX2, ALP и OSP).

4. Гибридный клеточно-тканевый трансплантат харак-
теризуется безопасностью, эффективностью и биосовме-
стимостью с костной тканью, что делает его пригодным 
для клинического применения в регенеративной медицине 
при замещении дефектов кости. 
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