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Влияние мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга на скорость биодеградации матриц  

из полиоксиалканоатоВ и поликапролактона

НИИ комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний СО РАМН (Кемерово) 

Изучено влияние мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток костного мозга (ММСК 
КМ) на скорость биодеградации пленочных матриксов из полиоксиалканоатов и поликапролактона. 
Выявлено, что присутствие клеток на поверхности пленочных матриксов способствовало ускорению 
их резорбции. Через 2 месяца после подкожной имплантации крысам пленочные матриксы с ММСК 
КМ на своей поверхности деградировали полностью, тогда как матриксы без клеток частично 
резорбировались к указанному сроку. Полученные результаты делают необходимым дальнейшее 
изучение механизмов влияния ММСК КМ на скорость резорбции биополимеров.
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Impact of bone marrow-derIved multIpotent mesenchymal stromal 
cells on speed of polycaprolactone and polyhydroxyalkanoate 

scaffolds bIodegradatIon
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Y.G. Toropova, E.A. Velikanova, A.S. Golovkin 
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The impact of bone marrow-derived multipotent mesenchymal stromal cells of a bone brain (MSCs BB) on the 
speed of polycaprolactone and polyhydroxyalkanoate scaffolds biodegradation was studied. The presence of 
cells on the scaffolds surface was found to catalyze their resorption. 2 months after MSCs-covered scaffolds had 
been subcutaneously implanted in rats they degraded completely while scaffolds, which had no MSCs cover, 
had partially resorbed by that time. The obtained results make necessary further studying of MSCs impact 
mechanisms on biopolymers resorption speed. 
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В клеточной трансплантологии и тканевой 
инженерии широко используется возможность 
культивации клеточных культур на синтетических 
носителях. Вместе с тем различные клеточные ли-
нии обладают специфическими функциональными 
свойствами и в процессе своей жизнедеятельности 
синтезируют различные биоактивные вещества, 
способные оказывать влияние на некоторые ха-
рактеристики синтетических материалов. Так, 
мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки костного мозга (ММСК КМ) способны 
секретировать как компоненты внеклеточного 
матрикса (фибронектин, коллаген, протеоглика-
ны, ламинин) [6, 7], так и комплекс цитокинов с 
противовоспалительным и антиапоптотическим 
действием и хемокинов, участвующих в поддер-
жании гемопоэза (ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-7, ИЛ-8, ИЛ-11, 
факторы роста стволовых клеток и гепатоцитов, ма-
крофагальный, гранулоцитарно-макрофагальный) 
[4, 6, 11]. Известен также хоминг-эффект ММСК 

КМ, реализующийся через выработку цитокина 
SDF-1 [8]. 

Биодеградируемые полимеры широко приме-
няются в клеточной трансплантологии и тканевой 
инженерии. На их основе создаются шовные мате-
риалы, трансплантаты для восстановления хряще-
вой, костной ткани и кожи. Ведутся разработки по 
созданию сосудистых протезов. Однако в каждом 
случае выбор полимера обусловлен сроком его био-
дергадации, который должен быть достаточным для 
завершения регенерации или воссоздания органа. 
Так, для создания сосудистого графта пригодны 
гемосовместимые биополимеры, скорость биоде-
градации которых не должна быть меньше 2–3 лет. 
Именно за это время на месте биорезорбируемого 
сосудистого графта формируется новый собствен-
ный сосуд. При этом в случае заселения внутренней 
поверхности графта функционально активными 
клетками (эндотелиальными или ММСК КМ) не-
обходимо иметь четкую уверенность, что культи-

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Directory of Open Access Journals

https://core.ac.uk/display/200879678?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 3 (85), Часть 2

250           Экспериментальные исследования в биологии и медицине

вация подобных клеточных линий не повлияет на 
скорость биодеградации сополимерного каркаса. 
Таким образом, в связи с широким интересом к 
биополимерам, обладающим определенным вре-
менем биодеградации, остается до конца неизучен-
ным влияние функционально активных клеточных 
линий на скорость биодеградации полимеров. 

Цель работы – оценить влияние мультипо-
тентных мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга на скорость биодеградации сопо-
лимерных композиций из полиоксиалканоатов и 
поликапролактона, потенциально пригодных для 
создания сосудистого графта. 

материалы и методы

Для получения матриц были использованы по-
лигидроксибутират (ПГБ) с молекулярной массой 
(ММ) 541 кДa и сополимер полигидроксибутирата 
с гидроксивалератом (ПГБВ) ММ 2307 кДa, предо-
ставленные в виде порошка Институтом биохимии 
и физиологии им. Г.К. Скрябина СО РАН (г. Пущи-
но, Московская область), поликапролактон (PCL) 
ММ 80000кДa (Sigma, США); в качестве раствори-
теля – хлороформ ЗАО «Вектон», Россия. Двух-
мерные матриксы в виде пленок получали методом 
полива растворов полимеров на обезжиренную 
поверхность стекла. Использовали пленочные 
матриксы (ПМ) следующего состава: ПМ № 1 – 
композиция ПГБВ ММ 2307 кДa и PCL, ПМ № 2 
– композиция ПГБ MM 541 кДa и PCL. Матриксы 
помещали в лунки 24-луночных планшет. 

Культуру ММСК КМ получали путем выделения 
костного мозга бедренных костей крыс линии Wis-
tar. Культивирование клеток проводили при 37 °С и 
5% СО

2
 в среде DMEM (Gibco, США), содержащей 

1% HEPES буфера, 10% эмбриональной бычьей сы-
воротки, 1% L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина, 
0,1 мкг/мл стрептомицина, 0,1 мкг/ мл амфотери-
цина В (Sigma Aldrich, США). С целью определения 
относительного числа клеток, обладавших муль-
типотентностью и стволовостью, проводили фе-
нотипический анализ каждого пассажа клеточной 
культуры методом проточной цитофлуориметрии на 
цитофлуориметре FACS Calibur (Becton Dickinson, 
США) с использованием моноклональных антител 
CD90 и CD11b, меченных FITC, и CD45 и CD106, 
меченных PE. Жизнеспособность ММСК КМ до и 
после культивации на сополимерных пленках опре-

деляли путем окрашивания клеток 0,1% раствором 
трипанового синего. Для культивирования на матри-
цах использовали ММСК КМ 7-го пассажа. Клетки 
высевали в концентрации 2,5 × 105 на лунку и куль-
тивировали в течение 7 дней. За сутки до окончания 
времени культивации ММСК КМ на матриксах в 
среду культивирования двух контрольных лунок 
с ПМ № 1 и ПМ № 2 добавляли флуорохром РКН2 
(Sigma, США). Детекцию флуоресцентно меченных 
ММСК КМ проводили посредством флуоресцент-
ной микроскопии на инвертированном микроскопе 
Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Эффектив-
ность адгезии клеток к поверхности ПМ оценивали 
по количеству прикрепившихся клеток, видимых в 
десяти полях зрения микроскопа, усредненных и 
пересчитанных на единицу площади в 1 мм2. 

В эксперименте было задействовано 16 живот-
ных массой 250–300 г. Опыты проводились с уче-
том требований и принципов гуманного обраще-
ния с экспериментальными животными согласно 
приказу № 742 13.11.84 «Об утверждении правил 
проведения работ с использованием экперимен-
тальных животных». Животных наркотизировали 
путем внутрибрюшинной инъекции тиопентала 
натрия из расчета 50 мг/кг. Каждому животному 
подкожно имплантировали образцы ПМ № 1 и 
ПМ № 2 с ММСК КМ (опыт) и без них (контроль). 
Вывод из эксперимента осуществлялся через 2 
месяца путем декапитации животных после предва-
рительной наркотизации. Оценку гистологической 
картины проводили на световом микроскопе AXIO 
Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) с предварительным 
окрашиванием образцов гематоксилин-эозином по 
общепринятой методике.

результаты и обсуждение

Перед культивацией на матриксах количество 
жизнеспособных ММСК КМ составило 99,6 %. При 
фенотипическом анализе ММСК КМ 7 пассажа 
выявлено, что 90,6 % клеток были 90+, 45–, 106–, 
11b–, что подтвердило мультипотентность и ство-
ловость полученных в ходе культивации клеток. 
Количество ММСК КМ на ПМ №1 и ПМ № 2 в 
конце культивирования составило соответственно 
339.4±74,8 кл/ мм2 и 189,5±6,0 кл/мм2. При этом 
количество жизнеспособных ММСК КМ, снятых 
с ПМ №1 и ПМ №2, составило 98,5 % и 97,8 % со-
ответственно. 

         а           б                В

рис. 1.  Двухмерные гистограммы распределения ММСК КМ 7 пассажа методом проточной цитофлуориметрии: а – по CD 
11b – CD 45; б – по CD 11b – CD 106; В – по CD 90 – CD 45.
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Известно, что биодеградация полиоксиалкано-
атов (ПОА) напрямую зависит от их молекулярной 
массы: чем меньше молекулярная масса — тем 
короче срок биорезорбции. При имплантации 
ПОА распад полимера in vivo происходит внутри 
капсулы, которая формируется соединительной 
тканью. Основными клеточными элементами, 
участвующими в деструкции инкапсулированно-
го полимера, являются макрофаги и гигантские 
клетки инородных тел. Полное рассасывание ПОА 
происходит через 6 месяцев [1, 3]. 

В ряде экспериментов доказана высокая 
биологическая совместимость PCL. Полимер об-
ладает хорошими адгезивными свойствами по от-
ношению к мезенхимальным стволовым клеткам 
и низкой цитотоксичностью [2, 9]. В условиях 
in vivo волокна поликапролактона деградируют, 
создавая при этом хорошую основу для роста 
клеток, которые могут сформировать ткань [5]. 
Однако по данным некоторых авторов, адгезия и 
рост различных популяций клеток на чистом PCL 
не удовлетворительна [10]. 

В ходе нашего эксперимента выявлено, что био-
деградация сополимерных матриксов № 1 и № 2, 
в состав которых входили полиоксиалканоаты и 
поликапролактон, также осуществлялась внутри 
сформированных тонких соединительнотканных 

капсул, состоящих из фибробластов и коллагена. 
На рисунке 2 видно, что ПМ № 1 и ПМ № 2 без 
ММСК КМ деградировали медленно и через 2 ме-
сяца визуализировались как фрагментированная 
желтоватая субстанция, окруженная тонкими со-
единительнотканными прослойками.

В то же время матриксы № 1 и № 2, на поверх-
ности которых в течение 7 дней культивировались 
ММСК КМ, полностью деградировали уже через 
2 месяца после подкожной имплантации. На месте 
имплантации сохранялись лишь тонкие соедини-
тельнотканные прослойки. При этом по контуру 
внутренней поверхности соединительнотканных 
тяжей определяли немногочисленные моноцитар-
но-макрофагальные клеточные элементы с остат-
ками гранул полимера в цитоплазме.

заключение

Таким образом, наличие ММСК КМ на по-
верхности пленочных матриксов способствует 
ускорению сроков биодеградации сополимерных 
композиций из полиоксиалканоатов и поликапро-
лактона in vivo. Полученные результаты делают 
необходимым дальнейшее изучение влияния 
функционально активных клеток на скорость 
резорбции биосовместимых и биодеградируемых 
полимеров. 

    а                      б

рис. 2.  Степень резорбции пленочных матриксов без предварительной культивации ММСК КМ на их поверхности и мор-
фология окружающих тканей через 2 месяца после подкожной имплантации (ув. × 100; окраска гематоксилин-
эозином): а – ПМ № 1; б – ПМ № 2.

    а                    б

рис. 3.  Степень резорбции пленочных матриксов с ММСК КМ и морфология окружающих тканей через 2 месяца после 
подкожной имплантации (ув. × 100; окраска гематоксилин-эозином): а – ПМ № 1; б – ПМ № 2.
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