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резюме 
Тяжёлые травмы опорно-двигательного аппарата с повреждением костной и хрящевой тканей сопря-
жены с необходимостью поиска способов замещения дефектов. Современные способы лечения, в том 
числе включающие применение аутотрансплантатов, современных синтетических материалов, часто 
недостаточно эффективны. Статья посвящена перспективам разработки новых направлений в лечении 
травматологической патологии, основанных на применении клеточных технологий. Подробно обсуж-
дены как медицинские, так и этические аспекты применения клеточных технологий и использования 
различных источников клеточного материала для трансплантации. Особое место уделено применению 
мезенхимальных стволовых клеток как наиболее подходящего материала для репарации костной и хря-
щевой тканей. Данные клетки обладают свойствами мультипотентных стволовых клеток, способных 
адгезироваться на пластиковых поверхностях, дифференцироваться в различные клетки, включая 
хондробласты, остеобласты, и мигрировать в повреждённый участок. Показано, что количество и био-
логические характеристики выделяемых клеток зависят от ткани, метода выделения клеток и пита-
тельной среды. Во время культивирования мезенхимальных стволовых клеток, истинным маркером 
которых является Stro-1, необходимо следить за длительностью и количеством пассажей, так как 
это обратно коррелирует с дифференцирующим потенциалом клеток и может произойти спонтанная 
трансформация по онкогенному пути.
Таким образом, мезенхимальные стволовые клетки представляют собой современный материал 
для реконструкции твёрдых тканей. Несмотря на этические и технологические проблемы, клеточные 
технологии являются перспективным методом регенеративной медицины.
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abstract
Severe injuries of the musculoskeletal system with damage of bone and cartilaginous tissue are associated with the 
necessity to find ways for replacement of defects. Current methods of treatment including the usage of autografts 
and modern synthetic materials are often not effective enough. The article deals with the prospects for developing 
the new areas in the traumatological pathology treatment based on the cell technologies application. Both medical 
and ethical aspects of the cell technology usage and the utilizing various sources of cell material for transplanta-
tion are discussed in detail. Special attention is devoted to application of the mesenchymal stem cells as the most 
suitable material for bone and cartilage repair. These cells possess the properties of multipotent stem cells that can 
adhere to plastic surfaces, differentiate into various cells, including chondroblasts, osteoblasts, and migrate to the 
damaged area. It is shown that the number and biological characteristics of the isolated cells depend on the tis-
sue, the cell isolation method, and the culture medium. During the cultivation of mesenchymal stem cells, the true 
marker of which is Stro-1, it is necessary to monitor the duration and number of passages, because these values 
are inversely correlated with the differentiating potential of cells, and spontaneous transformation according 
to oncogenic pathway may occur. 

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/440685539?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


East Siberian Biomedical Journal      ActA BiomEdicA SciEntificA, 2020, Том 5, № 6

Дискуссионные статьи, лекции, новые тренды медицинской науки 67

Thus, mesenchymal stem cells represent a current material for the reconstruction of hard tissues. Despite ethical 
and technological problems, cell technologies are a promising approach in regenerative medicine. 
Key words: сell technologies, mesenchymal stem cells, reparation, traumatology, bone, cartilage
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ПрИНяТые СоКрАщеНИя

ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

МСК – мезенхимальные стволовые клетки

ТСК – тканеспецифические стволовыми клетками

ЩФ – щелочная фосфатаза

ЭСК – эмбриональные стволовые клетки 

CD10 – мембранная металлоэндопептидаза, кластер дифференцировки 10

CD11b – интегрин альфа М, кластер дифференцировки 11b

CD13 – аланинаминопептидаза, миелоидный гликопротеин плазматической мембраны CD13, кластер дифференцировки 13

CD14 – кластер дифференцировки 14

CD19 – В-лимфоцитарный антиген, кластер дифференцировки 19

CD29 – интегрин бета-1, кластер дифференцировки 29

CD31 – молекула адгезии эндотелиальных клеток, кластер дифференцировки 31

CD34 – трансмембранный фосфогликопротеин, кластер дифференцировки 34

CD44 – гликопротеин клеточной поверхности, кластер дифференцировки 44

CD45 – тирозиновая протеинфосфатаза C рецепторного типа, кластер дифференцировки 45

CD73 – экто-5’-нуклеотидаза, кластер дифференцировки 73

CD79a – кластер дифференцировки 79а

CD90/Thy-1 – кластер дифференцировки 90

CD105 – эндоглин, кластер дифференцировки 105

CD106 (VCAM-1) – васкулярная молекула клеточной адгезии 1, кластер дифференцировки 106

CD117 – рецептор фактора роста тучных и стволовых клеток, кластер дифференцировки 117

CD271/NGFR – рецептор фактора роста нервов, кластер дифференцировки 271

CD309 – рецептор фактора роста сосудистого эндотелия, тип 2, кластер дифференцировки 309

DMEM – модифицированная среда Игла

FBS – фетальная бычья сыворотка

FGFb – основной фибробластический фактор роста

PDGF-BB – тромбоцитарный фактор роста ВВ 

Sca-1 – антиген стволовых клеток 1

Stro-1 – маркер мезенхимальных стволовых клеток 

TGF β – трансформирующий фактор роста β

ВВеДеНИе
Клеточные технологии – одна из самых динамично 

развивающихся научных областей XXI века. Практиче-
ски не осталось ни одной отрасли медицины, где бы 
сегодня не применялись технологии с использованием 
клеток, направленные на создание биологической ткани 
для восстановления, поддержания, улучшения формы 
и функции ткани или органа [1]. Прежде всего, это им-
плантация ткани, выращенной in  vitro для замещения 
повреждённых участков кожи при ожогах, скальпиро-
ванных и долго незаживающих ранах [2, 3]. Это онкологи-
ческие и гематологические [4, 5, 6], сердечно-сосудистые 
заболевания [7, 8, 9], различные нейродегенеративные 
расстройства, а также травмы головного и  спинного 
мозга, ранее считавшиеся неизлечимыми [10]. Сюда же 
входит стоматология [11], офтальмология [12] и эндокри-
нология, где для лечения сахарного диабета используют 
трансплантаты островковых клеток поджелудочной 
железы [13]. При различных формах печёночной не-
достаточности применяют донорские изолированные 
гепатоциты. Нейротрансплантация также нашла приме-
нение при лечении болезней Альцгеймера, Паркинсона, 
Хантингтона [14].

БИоэТИчеСКИе ПроБлемы  
ПрИ ИСПользоВАНИИ КлеТочНых ТехНологИй

Благодаря успешному внедрению в медицину кле-
точных технологий сформировалось понятие биоэти-
ка – наука, решающая правовые и морально-этические 
проблемы, приоритетом которой считаются интересы 
пациента и общества, а не интересы науки. До сих пор 
остаётся открытым вопрос – является ли этичным ис-
пользование эмбриональных и фетальных стволовых 
клеток, имеем ли мы на это право? Во многих странах 
зародыш, даже на ранних стадиях развития, считается 
потенциальным человеком, а разрушение эмбриона 
приравнивается к убийству [15, 16, 17]. Такого же мнения 
придерживается ряд международных документов, к ко-
торым относятся «Всеобщая декларация прав человека», 
«Международный пакт о гражданских и политических 
правах», а «Европейская конвенция по защите прав 
и  достоинств человека» прямо запрещает создавать 
эмбрионы в научных целях. 

Наряду с этим существуют и другие проблемы, каса-
ющиеся малоизвестных клиник, которые гарантируют 
благоприятный исход лечения практически при любой 
патологии. Рекламируют стволовые клетки как панацею, 



ActA BiomedicA ScientificA, 2020, Vol. 5, N 6     east Siberian Biomedical Journal

68      Discussion papers, lectures, new trends in medical science

приписывая им несуществующие свойства, умалчивают 
о побочных эффектах, подвергая пациента опасности. 
Люди некоторых религиозных конфессий также крайне 
негативно относятся к терапии с использованием стволо-
вых клеток, порой отказываясь от медицинской помощи 
вовсе. Не остаётся в стороне и вопрос анонимности 
доноров и разрешения на использование материала, 
затраты и другие регуляторные аспекты [18, 19]. Не стоит 
забывать и о техническом оснащении самой лаборатории 
по выделению и культивированию клеток, требующем 
определённого оборудования для получения достойных 
результатов.

В последнее десятилетие мнение по некоторым 
этическим вопросам меняется [20]. Так, считается, что 
терапия, направленная на лечение патологий, имеющая 
некоторые негативные последствия, является морально 
приемлемой при соблюдении четырёх условий:

•  Главная цель действия и само действие – это благо;
•  Вредные последствия происходят не намеренно;
•  Вредное воздействие не является целью действия, 

а хорошее воздействие не является прямым причинно-
следственным результатом вредного воздействия;

•  Предполагаемый положительный эффект  так же 
велик, как и побочные эффекты, или больше, или про-
порционален им.

Несмотря на вышеизложенные проблемы, клеточные 
технологии признаны перспективным направлением 
медицины сегодня. И с большой долей вероятности 
большинство этических проблем будут решены благо-
даря масштабной помощи с использованием клеточных 
технологий людям, потерявшим надежду на излечение 
традиционными методами.

Среди всех сфер медицины одним из ключевых 
направлений является травматология, так как болезни 
опорно-двигательного аппарата поражают ~50 % людей 
старше 18 лет и ~75 % людей в возрасте ≥ 65 лет. В трав-
матологии клеточную инженерию формально можно 
разделить на инженерию костей, суставов и сухожилий.

КлеТочНые ТехНологИИ  
В ИНжеНерИИ КоСТНой ТКАНИ

Потребность в инженерии кости чаще всего воз-
никает в случае многооскольчатых переломов костей, 
замедленной консолидации костных отломков, образо-
вания ложных суставов, остеоонкологических проблемах 
и при всех состояниях, когда резерв скелетной ткани не 
способен обеспечить собственный процесс репарации [1, 
21, 22]. Сложнее дело обстоит с восстановлением костей 
свода черепа из-за биологических особенностей, риска 
резорбирования регенерата в зоне повреждения ввиду 
отсутствия постоянной механической нагрузки, а также 
образования спаек в субдуральном пространстве с вы-
раженной неврологической симптоматикой.

Несмотря на внедрение современных технологий 
в  области травматологии, замедленная консолидация 
при переломах варьирует от 1 до 18 % [23].

Традиционное, стандартное лечение костных де-
фектов, основанное на костном аутотрансплантате или 
аллотрансплантате, долгое время считалось самой без-
опасной и эффективной процедурой трансплантации, 
поскольку аутотрансплантат содержит собственные 
костные растущие клетки пациента (для усиления 
остеогенеза) и белки (для усиления остеоиндукции), 

обеспечивая при этом основу для роста новой кости 
(остеокондукции). Однако костный аутотрансплантат 
ограничен в размере и его забор (чаще из гребня под-
вздошной кости) представляет собой дополнительное 
хирургическое вмешательство с последующими болями 
в зоне забора, снижением остеогенного потенциала 
донорского участка, отторжением трансплантата или 
разрастанием фиброзной ткани [24]. Аллотрансплантат, 
поступающий из тканевых банков, не содержит живых 
клеток, а некоторые матричные белки разрушаются обра-
боткой при инактивации вирусов, замораживании, поэто-
му он гарантирует только остеокондуктивные свойства.

Физиологическое сходство костной ткани между 
человеком и млекопитающими позволяет рассматривать 
минеральную ткань млекопитающих в качестве источ-
ника костных ксенотрансплантатов для использования 
человеком. В качестве доноров чаще используют круп-
ный рогатый скот, лошадь, свинью. Считается, что такие 
трансплантаты обладают остеогенными и остеоиндук-
тивными свойствами. После забора ксенотрансплантаты 
стерилизуют и очищают при низкой температуре, сочетая 
механические и химические процессы удаления клеток, 
липидов и других источников антигенного материала 
[25]. После очистки ксенотрансплантаты могут быть ис-
пользованы как самостоятельно, так и в сочетании с ау-
тотрансплантатами, чтобы уменьшить объем аутогенной 
кости и улучшить регенерацию по сравнению с одними 
ксенотрансплантатами.

Улучшению пролиферации стволовых клеток и по-
вышению остеогенного потенциала способствует покры-
тие трансплантата поли(l-лактид-co-ɛ-капролактоном) 
и  полисахаридами [26]. Остеогенной дифференциров-
ке способствует добавление к ксенотрансплантатам 
фторид-ионов [27]. Для повышения гидрофильности 
и улучшения механических свойств к биокерамическим 
ксенотрансплантатам добавляют полимеры и белки, 
а  использование высокомолекулярной гиалуроновой 
кислоты способствует процессу костной регенерации 
[28]. Однако в ряде экспериментальных работ отмечалось 
отторжение, медленная или частичная интеграция.

Учитывая негативные последствия ауто-, алло- и ксе-
нотрансплантатов, учёные продолжают искать различные 
биосовместимые материалы с использованием клеток 
вместо пересаженной кости [29].

Наиболее широко используемыми биоматериалами 
являются кальций-фосфатная керамика, которая обычно 
объединяет гидроксиапатит и трикальцийфосфат с пора-
ми. Эти материалы способствуют адгезии, пролиферации 
и остеобластической дифференцировке мезенхимальных 
стволовых клеток – МСК, а также выработке коллагено-
вого матрикса, который впоследствии подвергается ми-
нерализации. Широко используются также коллагеновые 
губки и биоразлагаемые полимеры.

Идеального биоразлагаемого носителя в качестве 
каркаса на сегодняшний день не существует из-за ряда 
проблем, включающих недостаточную биологическую 
активность, иммуногенность и воспалительные реакции, 
нестабильную скорость деградации и неконтролируемые 
взаимодействия клетки и биоматериала, а также низкую 
эффективность прикрепления клеток и гетерогенное 
клеточное распределение [30].

Перспективным направлением в этой сфере является 
исследование биокерамики морского происхождения, 
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которое обеспечивает взаимосвязанную пористость 
в иерархической структуре, аналогичной трабекулярной 
кости человека, что делает материал подходящим в ка-
честве костных трансплантатов с остеокондуктивными 
свойствами [31]. 

Одним из примеров является экзоскелет некоторых 
видов кораллов, в основном состоящий из кристалли-
ческой керамической структуры арагонита (карбоната 
кальция). Учитывая доступность больших количеств, 
чаще используют такие кораллы, как пориты и гониопо-
ры. Однако они не обладают достаточной прочностью 
при сжатии, а поглощение карбоната кальция происходит 
слишком быстро, что ограничивает применение этих 
трансплантатов. Для повышения прочности коралловых 
скелетов возможно провести химическую трансформацию 
из нативного состава карбоната кальция в гидроксиапатит 
путём гидротермальной конверсии [32]. Эта процедура 
увеличивает долговечность трансплантата, поскольку 
полученный гидроксиапатит медленно разлагается, 
а полная резорбция достигается через год и дольше. При 
тестировании данного материала выяснилось, что у всех 
пациентов наблюдалась экструзия, т. е. трансплантат пере-
мещался, а скорость резорбции была слишком медленной.

Помимо кораллов другими традиционно изучаемы-
ми морскими биокерамическими источниками являются 
морские раковины, скелеты губок, шипы морских ежей, 
кости рыб и зубы акул [31]. При получении в виде порош-
ков эта керамика демонстрировала частицы стержневой 
формы и хорошую биосовместимость in vitro независимо 
от источника.

Из всех источников карбоната кальция наиболее 
изученным в качестве костного трансплантата являет-
ся перламутр. Он состоит из высококристаллического 
ацеллюлярного карбоната кальция в виде псевдогекса-
гональных нанозёрен арагонита, инкапсулированных 
во внутрикристаллическую органическую матрицу. 
Органический материал содержит около 1,7 % или менее 
и может быть удалён термической обработкой при вы-
сокой температуре, при которой арагонит превращается 
в кальцит. По данным исследований, перламутр имеет 
остеоиндуктивный потенциал, а также обладает остео-
кондуктивностью, биосовместимостью и своевременной 
биодеградируемостью [33]. Стимуляция формирования 
новой кости наблюдалась при имплантации в верхне-
челюстную альвеолярную кость человека, при напол-
нении несущих участков, дефектов черепа, а также при 
межпозвоночном сращении. Таким образом, перламутр 
является перспективным источником с соблюдением не-
обходимых требований к костным наполнителям.

Хотя большинство доступных костных заменителей 
обладают остеокондуктивными свойствами, ещё ни один 
из них не сочетает в себе все преимущества собственной 
кости. Для развития в направлении новых остеоиндук-
тивных и остеогенных решений, которые смогут без-
опасно и эффективно конкурировать с существующими 
стандартами, предложена клеточная терапия. Именно 
применение стволовых клеток играет одну из основных 
ролей в восстановлении костной ткани и может служить 
альтернативой костной пластике [23].

Осознав большую перспективу использования 
клеточных технологий в травматологии, исследователи 
старались получить культуры клеток непосредственно 
из тканей, которые необходимо восстановить.

Для получения первичной культуры остеобластов на 
начальном этапе использовали периост (надкостницу) 
или эмбриональные закладки костей, однако получен-
ная популяция дифференцировалась по хондрогенному 
пути [21]. Культивирование непосредственно костных 
фрагментов позволило получить небольшое количество 
остеогенных клеток. И только спустя годы в качестве ис-
точника были использованы стромальные клетки костно-
го мозга, преимуществом которых явилась способность 
адгезироваться к поверхности культуральной посуды. 
А усовершенствование питательной среды и создание 
оптимальных условий микроокружения позволило полу-
чать достаточный объём дифференцированных клеток 
из малого количества исходного материала [34].

СТВолоВые КлеТКИ КАК ИСТочНИК 
регеНерАцИИ КоСТНой И хрящеВой ТКАНИ

Для индуцирования репарации костей, хряща и су-
хожилий наиболее подходящими клетками в настоящее 
время считаются МСК костного мозга, поскольку они 
обладают высоким остеогенным, хондрогенным и тено-
генным потенциалом [35].

По происхождению стволовые клетки можно раз-
делить на три основные группы: эмбриональные стволо-
вые клетки (ЭСК), отличающиеся отсутствием антигенов 
тканевой совместимости; взрослые стволовые клетки 
(также называемые тканеспецифическими стволовыми 
клетками, ТСК) и индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (ИПСК).

Стромальные клетки костного мозга впервые иден-
тифицированы Александром Яковлевичем Фриденштей-
ном, описавшем адгезивную фибробластоподобную 
популяцию, способную дифференцироваться в костную 
ткань, которую он назвал остеогенными клетками-пред-
шественниками [36]. Позднее, благодаря Арнольду 
Каплану (Arnold Caplan), стромальные стволовые клетки 
костного мозга стали называть мезенхимальными ство-
ловыми клетками – МСК [37], которые в настоящее время 
представляют наибольший интерес, так как обладают 
свойством мультипотентных стволовых клеток, способ-
ных дифференцироваться в различные клетки, включая 
фибробласты, хондробласты, остеобласты, адипоциты, 
гепатоциты, глиальные клетки и нейроны, а также мигри-
ровать в повреждённый участок [1, 38, 39]. Кроме того, 
МСК обладают иммуномодулирующим свойством, дей-
ствуя как иммуносупрессоры, подавляя пролиферацию 
Т-лимфоцитов и угнетая дифференцировку дендритных 
клеток, что позволяет достаточно широко использовать 
их в трансплантологии [40].

В клеточных технологиях существуют определённые 
этапы, включающие:

1) выделение и культивирование первичных культур 
клеток;

2) получение клеточных линий и создание клеточ-
ных банков;

3) модификацию структуры и функции клеток, цито-
киновая и генотерапия;

4) практическое применение в медицине, биологии, 
биоинженерии, био-, нанотехнологии.

Сегодня стволовые клетки получают практически 
из любой ткани: из кожи, плаценты, периферической 
и  пуповинной крови, жировой и хрящевой ткани, ам-
ниотической и синовиальной жидкости, трабекулярной 
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кости, стенки сосудов, предстательной железы, а также 
фетальных печени и лёгких [34, 38]. Сама процедура вы-
деления в настоящее время считается рутиной. Однако, 
несмотря на лёгкость выделения, культивирования и ста-
бильность фенотипа, количество выделяемых клеток 
и биологические характеристики первичной культуры 
МСК напрямую зависят от многих параметров, включая 
источник ткани, метод выделения клеток и питательной 
среды [41]. Несмотря на то, что источником МСК могут 
быть различные ткани, чаще всего клетки выделяют 
из жировой и пуповинной тканей. Именно из этих тканей 
получают наибольшее количество МСК, а процедура при 
этом является минимально инвазивной [42].

Начальный этап извлечения МСК из донорской ткани 
определяет дальнейшую популяцию клеток, которая бу-
дет размножаться in vitro. Как правило, клетки выделяют 
с помощью простых процедур, включающих измельчение 
тканей, ферментирования и рост клеток на пластиковой 
поверхности [41]. 

Результат получения МСК зависит от донора матери-
ала. Например, клетки, полученные от больных гепати-
том В, сначала были похожи на клетки здоровых доноров, 
но впоследствии наблюдались явные различия в соот-
ношении культур, кривой роста, количестве поколений 
и изменении внешнего вида после нескольких субкуль-
тивирований, свидетельствующее о том, что их труднее 
культивировать in  vitro. Растут такие клетки медленно 
с быстрым процессом старения [43]. В то же время 
МСК, полученные из костного мозга у женщин с множе-
ственной травмой, имели высокую пролиферативную 
способность, в сравнении с остальными донорами. Это 
свидетельствует о том, что тяжесть травмы и пол также 
влияют на резервный и пролиферативный потенциал [44]. 
А МСК от пожилых доноров демонстрировали снижение 
максимальной продолжительности жизни клеточной 
культуры по сравнению с клетками от молодых доноров, 
о чем свидетельствовало увеличение количества бета-
галактозидазных позитивных клеток [45].

Для идентификации МСК используют маркеры кле-
ток, которые подразделяют на негативные и позитивные 
[41]. Считается, что МСК не экспрессируют гликофорин А 
(маркер эритроидного происхождения), CD11b (маркер 
иммунных клеток), CD31 (маркер эндотелиальных и гема-
топоэтических клеток), CD34 (маркер гемопоэтических 
стволовых клеток), CD117 (маркер гемопоэтических 
стволовых/прогениторных клеток) и CD45 (маркер всех 
гемопоэтических стволовых клеток). CD11b, CD14, CD19, 
CD31, CD45, CD79a и CD117 определённо являются не-
гативными маркерами как человеческих, так и мышиных 
МСК, в то время как CD34, являясь негативным марке-
ром для человеческих МСК, всегда экспрессируется на 
мышиных.

К позитивным маркерам относятся Stro-1 (маркер 
мезенхимальных стволовых клеток), CD10 (маркер пре-
В-лимфоцитов или маркер острого лимфобластного 
лейкоза), CD13 (панмиелоидный маркер), CD29, CD44 
и CD73 (маркеры мезенхимальных стволовых клеток), 
CD90/Thy-1 (маркер стволовых и опухолевых клеток), 
CD105 или эндоглин и CD106 (VCAM-1) (маркеры акти-
вированного эндотелия), CD271/NGFR (специфический 
маркер мезенхимальных стволовых клеток костного моз-
га человека), CD309 (маркер ангиогенеза), Sca-1 (маркер 
гемопоэтических стволовых клеток). Самым изученным 

и распространённым среди данных маркеров считается 
Stro-1 с молекулярной массой 75 кДа, экспрессию кото-
рого можно наблюдать и в эндотелии [1, 46, 47]. Несмотря 
на то, что в процессе культивирования клеток его экс-
прессия снижается, Stro-1 является истинным позитив-
ным маркером мезенхимальных стволовых клеток [48].

После получения первичной культуры клетки 
следует содержать в среде Игла, модифицированной 
Dulbecco (DMEM). При этом необходимо следить за дли-
тельностью культивирования и количеством пассажей, 
так как это обратно коррелирует с дифференцирующим 
потенциалом клеток. В условиях длительного культиви-
рования (~10 пассажей) средняя численность популяции 
удваивается, а средняя длина теломер уменьшается, 
дифференцировочный потенциал при этом снижается 
уже после 6-го пассажа, развивается апоптоз, а в некото-
рых случаях возникает спонтанная трансформация МСК 
по онкогенному типу [1, 49].

Непосредственное применение МСК имело боль-
шой успех при исследовании дегенерации межпоз-
воночных дисков. Сам процесс дегенерации связан 
с  уменьшением числа клеток и изменением фенотипа 
клеток диска. По мере прогрессирования дегенерации 
отмечается изменение объёма и формы диска, а также 
перегрузка соседних структур [50]. Для восстановления 
утраченных клеток, внеклеточного матрикса, а также для 
увеличения содержания протеогликанов МСК вводят 
непосредственно в  диск. Далее МСК реплицируются 
и дифференцируются в  сторону клеток центрального 
студенистого пульпозного ядра, стимулируют эндоген-
ные клетки к пролиферации, способствуя тем самым 
восстановлению межпозвонкового диска. Применение 
МСК демонстрирует более стойкое и последовательное 
качество регенеративного эффекта.

Для успешной дифференцировки особое значение 
имеет питательная среда и наличие в ней растворенных 
веществ. Например, для остеогенной дифференцировки 
в питательную среду, дополненную 20%-ной фетальной 
бычьей сывороткой (FBS), необходимо добавить декса-
метазон, В-глицерофосфат, фосфат витамина С и культи-
вировать МСК в монослойной среде 2–3 недели. Затем 
клетки приобретают костную морфологию, повышается 
активность щелочной фосфатазы (ЩФ) с накоплением 
кальция во внеклеточном матриксе. При добавлении 
в  питательную среду основного фактора роста фибро-
бластов (fibroblast growth factor basic, FGFb) повышаются 
остеогенный и адипогенный потенциалы, в то время как 
способность к нейрогенной трансформации снижается.

ТехНИКА КульТИВИроВАНИя  
В КлеТочНой ИНжеНерИИ

На клеточный потенциал также влияет техника куль-
тивирования. Так, при наиболее распространённом и эко-
номичном однослойном культивировании остеогенный 
потенциал снижается, о чем свидетельствует понижение 
как активности ЩФ, так и содержание остеокальцина. 
В то же время при однослойном культивировании невоз-
можно создать микроокружение для клетки, идентичное 
условиям in  vivo. При однослойном культивировании 
хондроциты быстро становятся фибробластоподобными 
клетками со сниженной способностью продуцировать 
протеогликаны, изменяется структура синтезируемо-
го коллагена (вместо коллагена II  типа синтезируется 
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коллаген I типа) [34]. При этом контролировать форму, 
размер и расположение привитых клеток практически 
невозможно [51, 52].

Наряду с однослойным существует также культиви-
рование в биореакторах: перфузионных, цилиндриче-
ских и ротационных. В биореакторах микроокружение 
имитирует условия in vivo, происходит микрогравитация, 
периодическое поступление (обновление) питательной 
среды в клеточной культуре и удаление продуктов ме-
таболизма [53]. В биореакторах клетки способны расти 
и пролиферировать на микро- и макроносителях, а также 
в суспензиях.

В тканевой инженерии альтернативным считается 
метод так называемого «клеточного листа», заключаю-
щийся в культивировании клеток до тех пор, пока они не 
сформируют обширные межклеточные взаимодействия 
и не выработают собственный внеклеточный матрикс, 
с помощью которого они приобретут форму клеточно-
го листа. При этом «клеточный лист» с культуральной 
посуды снимают при пониженной температуре (20  °С) 
и накладывают один лист на другой для реконструкции 
гомогенной и гетерогенной 3D-тканей. Однако при этом 
методе возможно появление некроза внутри листа из-за 
отсутствия васкуляризации, и этой проблеме в настоящее 
время уделяется большое внимание.

Несмотря на это, благодаря данному методу про-
ведены успешные работы на миокарде и кровеносных 
сосудах, сетчатке и роговице глаза, пищеводе, а также 
костях, сухожилиях и хряще [54, 55, 56]. Методом клеточ-
ного листа культивированы кератиноциты, пигментные 
эпителиальные клетки, уротелиальные клетки, клетки 
периодонтальной связки, эндотелиальные клетки аор-
ты [57], кардиомиоциты [58] и эпителиальные клетки 
почек [59].

Проводились исследования по остеогенной диф-
ференцировке МСК с дальнейшей трансплантацией 
экспериментальным животным. Полученные клеточные 
листы сворачивали, формируя трубчатую структуру, 
и помещали подкожно в область бедра. Через 6 недель 
после трансплантации листа исследователи выявили 
эктопическую кальцификацию бедренной кости, а даль-
нейшее гистологическое исследование подтвердило 
костеобразование [1]. Таким образом, пришли к выводу, 
что МСК можно культивировать как листовые структуры, 
и полученные листы представляют собой остеогенные 
имплантаты, которые могут быть использованы для ре-
конструкции твёрдых тканей.

КлеТочНые ТехНологИИ  
В регеНерАцИИ хрящеВой ТКАНИ

Наряду с инженерией костей активно развивается 
и инженерия хрящей, дефект которых, как правило, 
возникает при травме, дегенеративных расстройствах 
и повреждении субхондральной кости, что в свою оче-
редь приводит к серьёзным осложнениям. Во-первых, 
развивается остеоартроз, которым страдает до 25  % 
населения, а лечение терапевтическими и хирургиче-
скими способами только облегчает симптомы. А  во-
вторых, повреждение приводит к катаболическому 
разрушению суставного хряща, деструкция которого 
поражает преимущественно суставную поверхность, 
в результате чего пациент нуждается в протезировании 
сустава [60].

Дефект хряща по толщине может быть частичным или 
полным. Повреждение лишь поверхностного гиалиново-
го хряща, снижающего трение, способно восстановиться 
из-за синтеза собственных клеток. Проблема частичного 
повреждения заключается в сложности лечения, так как 
эта зона плохо васкуляризирована, не проникает в суб-
хондральную кость и не имеет доступа к клеткам-пред-
шественникам [61]. 

Современные методы лечения направлены на вос-
становление хрящевых дефектов путём первичной ре-
парации, включающей жёсткую фиксацию, стимуляцию 
прилегающих тканей и имплантацию трансплантата. 
Микротрещины и субхондральное сверление нарушают 
субхондральную кость, позволяя мигрировать стволо-
вым клеткам в место повреждения. При этом дефект 
заполняется репаративной тканью, а положительный 
результат может быть получен при соблюдении режима 
длительной реабилитации [62]. При этом существенным 
недостатком также является длительная болезненность 
донорского участка.

Аллогенная трансплантация позволяет восстановить 
более крупные дефекты, однако считается сложной из-за 
необходимости подбора размера донора-реципиента, 
тестирования на инфекционные заболевания и импланта-
ции в короткие сроки для обеспечения жизнеспособности 
хондроцитов. При этом хорошие клинические результаты 
обеспечивают свежие аллотрансплантаты, хранящиеся 
при температуре 4  °C. Использование замороженных 
аллотрансплантатов резко ухудшает результаты [63].

Существуют различные методы имплантации, эф-
фективно заполняющие дефекты суставов, улучшая 
их  функцию. Однако предлагаемые методы требуют, 
как  минимум, двух инвазивных хирургических вмеша-
тельств [64]. Восстановить хрящевые дефекты, избегая 
многократных инвазивных процедур и повреждения 
хряща донора, потенциально может клеточная стратегия 
с использованием стволовых клеток.

Стратегии получения клеток хряща различны, 
но  в  целом содержат ряд общих черт. Хрящ отделяют 
от субхондральной кости, промывают, измельчают 
и ферментируют в коллагеназе (12–16 часов). Для полу-
чения МСК материал необходимо центрифугировать 
с трансформирующим фактором роста β (transforming 
growth factor, TGF) [65]. Затем осадок промывают и пере-
мещают в культуральную посуду с плотностью клеток 
20 000 клеток/см2 (высокая плотность снижает клеточную 
пролиферацию, сохраняя фенотип в кратковременных 
культурах). Культивировать полученную массу клеток 
необходимо в бессывороточной среде с добавлением 
дексаметазона, фосфата витамина  С, TGF-β и пролина 
[34, 60, 66]. Примерно через 10  дней культивирования 
клетки формируют монослой, прикрепляясь к культу-
ральному пластику, и активно пролиферируют. Несмотря 
на положительный результат, через несколько пассажей 
происходит изменение генотипа и хондрогенного фе-
нотипа, характеризующееся потерей округлой формы, 
снижением синтеза внеклеточного матрикса, повы-
шением экспрессии фибробластических генов. Данные 
изменения могут быть обратимыми. Лишь добавление 
ростовых факторов (PDGF-BB (тромбоцитарного фактора 
роста ВВ), TGFb1, FGFb) увеличивает скорость клеточной 
пролиферации, восстанавливая фенотип в хондрогенной 
культуре [67].
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Также хондрогенной дифференцировке способству-
ет циклоастрагенол – тритерпеноидное сапониновое 
соединение и продукт гидролиза основного ингре-
диента мембранного астрагала. При этом улучшаются 
конденсация и пролиферация клеток, наблюдается более 
высокое содержание гликозаминогликанов. Стабильный 
активный фенотип хондроцитов поддерживался in vitro 
в течение 28 дней [68].

Для стимуляции оптимальной хондрогенной диффе-
ренцировки МСК созданы двуслойные клеточные пластин-
ки, состоящие из сферической популяции МСК человека, 
заключённой в слой ювенильных хондроцитов. В ходе 
эксперимента выяснилось, что и ювенильные хондроциты 
продуцируют больше протеогликанов, чем МСК человека, 
обработанные TGFβ, а также демонстрировали более вы-
сокую экспрессию хондрогенных генов Sox9, протеоглика-
нового хондроитинсульфата 1 – аггрекана и коллагена 2A1, 
а также более низкую экспрессию гипертрофических генов 
матриксной металлопротеиназы-13, ключевого транс-
крипционного фактора, связанного с дифференцировкой 
остеобластов – Runx2, коллагена 1A1 и коллагена 10A1 [69]. 

Гистологические анализы показывали, что ювениль-
ные хондробласты способствуют хондрогенной диффе-
ренцировке клеток в двуслойные клеточные пластинки 
без гипертрофии. Кроме того, при культивировании 
в гипоксических и воспалительных условиях они вы-
рабатывали значительно больше протеогликанов, чем 
ювенильные хондробласты или МСК.

Однако применение МСК при восстановлении 
суставного хряща имеет и некоторые недостатки. 
Так,  МСК-производные хондроцитов экспрессируют 
гены, связанные с гипертрофией, что приводит к гибели 
клеток или кальцификации с последующей васкуляри-
зацией при имплантации данных клеток подкожно или 
внутримышечно [61].

Клинические исследования по применению МСК для 
восстановления хрящевой ткани продолжаются. До сих 
пор остаётся неизвестным, заполняют ли трансплантиро-
ванные МСК непосредственно очаг поражения и регене-
рируют дефектный суставной хрящ или же они косвенно 
стимулируют секрецию биоактивных факторов, таких 
как цитокины и факторы роста. Поэтому, хотя во многих 
исследованиях были получены многообещающие резуль-
таты о потенциале МСК в регенерации хрящевых тканей, 
необходимы дополнительные исследования.

зАКлючеНИе

Тканевая инженерия по своей сути является уни-
кальной наукой, она объединяет клетки костного мозга 
или мезенхимальные стволовые клетки, синтетические 
каркасы и молекулярные сигналы для формирования ги-
бридных конструкций. В классическом подходе тканевая 
инженерия состоит из сбора ткани у пациента, выделения 
МСК путём присоединения культуры ткани к пластику 
культуральной посуды, пролиферации и  дифференци-
ровки данных клеток в культуре до достаточного коли-
чества, а затем имплантации тому же пациенту [23]. Пре-
имуществом использования МСК является то, что клетки 
могут быть выделены из большого количества взрослых 
тканей, они активно пролиферируют без потери их мно-
голинейной дифференцировочной способности, включая 
остеогенный и хондрогенный дифференцировочный 
потенциал. Клинические исследования по примене-

нию МСК для регенерации костной и хрящевой тканей 
проводятся до сих пор. Несмотря на многообещающие 
результаты многочисленных работ в  регенеративной 
медицине, необходимы дополнительные исследования 
для установления соответствующих условий и методов 
применения МСК у человека.
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