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Реконструктивная хирургия в последнее десятилетие обогатилась новыми под-

ходами к лечению обширных повреждений органов опорно-двигательного аппарата 

[3]. Особое место среди них занимает тканевая инженерия — раздел биотехнологии 

(клеточных технологий), следующий принципу культивирования и пересадки кле-

ток на биосовместимом носителе с целью создания de novo поврежденного органа 

или его части [2, 18]. Тканевая инженерия в травматологии и ортопедии уже про-

демонстрировала успехи в лечении больных, ранее считавшихся практически ин-

курабельными [15, 19]. Вместе с тем фундаментальные общебиологические подхо-

ды к созданию подобных технологий еще далеки от совершенства, во многом из-за 

сформированного суждения о том, что новые исследования, по мнению некоторых 

авторов, опрокидывают исторически сложившуюся систему взглядов на гистоге-

нез, создают новую парадигму развития и организации тканей [6, 7].
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Гистогенез (in vivo — эмбриональный и репаративный) представляет собой ком-

плекс координированных во времени и пространстве процессов пролиферации, 

клеточного роста, миграции, межклеточных взаимодействий, дифференцировки, 

запрограммированной клеточной гибели и некоторых других [4]. В культуре in vitro, 

при создании тканеинженерных «аналогов» тканей эти процессы также реализуют-

ся. Разумеется, их проявление носит редуцированный характер, поскольку воспро-

извести в полном объеме все многообразие регуляторных факторов микроокруже-

ния в культуре невозможно, что было отмечено еще А. А. Максимовым в 1916 г. [5]. 

Однако даже в этих условиях при создании «аналогов» монодифферонных (хряще-

вые) и полидифферонных (костные) тканей проявляются общебиологические за-

кономерности гистогенеза, а именно пролиферацию, рост, морфофункциональные 

преобразования, включая выработку компонентов матрикса, свидетельствующие 

об определенной дифференцировке, поскольку они жестко детерминированы в ге-

номе.

Тканеинженерный продукт — это результат совмещения в одном изделии клеток, 

индуцированных по пути направленной дифференцировки и материала-носителя, 

выполняющего, кроме прочего, роль трехмерного организатора индуцированного 

гистогенеза уже в ране. Технология изготовления тканеинженерных эквивалентов 

скелетных тканей подразумевает осуществление ряда этапов: выделения из тканей 

донора клеток, способных к дифференцировке в остео- и хондрогенном направ-

лениях, их совмещение с материалом-носителем (иммобилизация) и последующая 

трансплантация всей конструкции (графтинг) [1, 14, 16].

Проблема выделения клеток в каждой лаборатории решается в соответствии 

с технологическими возможностями. В качестве клеточного материала используют-

ся мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК), получаемые 

из костного мозга, жировой клетчатки, стромы пупочного канатика или плаценты 

и других источников. В отечественной научной литературе за ними закрепилось 

наименование «стволовые стромальные клетки» [9]. Их выделение возможно двумя 

путями: «пассивным» — основанным на способности к адгезии этих клеток к вну-

тренней поверхности культурального сосуда; и «активным» — посредством имму-

номагнитной сепарации, базирующейся на получении из костного мозга или ино-

го источника клеток, экспрессирующих определенные молекулы — CD105, CD73, 

CD90, и не экспрессирующих маркеры клеток гемопоэтического ряда — CD45, 

CD34, CD14, HLA-DR и др. [11, 13].

В дальнейшем происходит накопление клеточной популяции, т. е. их проли-

ферация in vitro. Следующим этапом многие авторы предлагают осуществлять не-

посредственное совмещение клеток с материалом-носителем и трансплантацию, 

в расчете, что недифференцированные клетки, попав в микроокружение костной 

или хрящевой раны, дифференцируются по нужному направлению, активно вклю-

чатся в процессы репаративного гистогенеза и станут полноценными участниками 

реституции. Однако, по нашему мнению, представляется целесообразным осущест-

вление индукции направленной дифференцировки клеточной культуры еще in vitro 

с последующей пересадкой уже преддифференцированных клеток — «преостеобла-

стов» и «прехондробластов» совместно с носителем.

К настоящему времени разработаны международно признанные протоколы ин-

дукции направленной остеобластической и хондробластической дифференцировки 

[10, 14]. Осуществляя ее, исследователь, в ограниченной степени, воспроизводит 
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естественный процесс эмбрионального или репаративного гистогенеза. При этом 

в экспериментальном гистогенезе in vitro реализуется общебиологический прин-

цип дивергентной дифференцировки [8], когда под воздействием молекулярных 

факторов микроокружения ММСК развиваются либо по остеобластическому пути, 

либо по хондробластическому.

В условиях воспроизводства этого процесса in vitro пользуются стандартной 

тактикой (рис. 1). Для реализации остеогенных потенций ММСК in vitro в куль-

туральную среду добавляют β-глицерофосфат натрия, L-аскорбат, дексаметазон, 

а для индукции хондрогенеза — TGFβ, смесь «инсулин+трансферрин+селеновая 

кислота», L-аскорбат. Не следует забывать, что помимо химической индукции не-

маловажное значение имеет и физическая — сообщение культуре ММСК механи-

ческих стимулов способствует их остеогенной дифференцировке, что реализуется 

через «растормаживание» остеобласт-специфичных генов [12, 17].

Рис. 1. Схема дивергентной дифференцировки мультипотентных 

мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) in vitro

В своих исследованиях мы осуществляли индукцию остеогенной дифферен-

цировки в условиях in vitro после надежного совмещения культуры клеток с трех-

мерным материалом-носителем — деминерализованным костным матриксом. 

Последнее доказано при помощи трансмиссионной электронной микроскопии, 

а индукцию хондрогенной дифференцировки — после помещения клеточной взве-

си в гелеобразный носитель.
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Результаты индуцирования дифференцировки могут быть подтверждены раз-

личными методами при детекции фенотипических ответов полученной популяции 

клеток. Клетки приобретают типичную для механоцитов ультраструктуру — ядро, 

богатое эухроматином, развитую гранулярную эндоплазматическую сеть, призна-

ки выделения в межклеточный матрикс фибриллярных и нефибриллярных белков 

(рис. 2). Кроме того, проводят идентификацию специфичных продуктов синтеза: 

для остеобластов — щелочной фосфатазы, неколлагеновых белков — остеокальци-

на, остеопонтина, костного сиалопротеина и др., выявляют способность формиро-

вать межклеточные преципитаты фосфатов кальция. Для хондробластов — синтез 

коллагена II типа, гликозаминогликанов, характерных поверхностных адгезионных 

молекул (CD44) и др.

Рис. 2. Ультраструктура преддифференцированных in vitro механоцитов 

(ув.: 1, 3 — 3000, 2 — 12000): 

1 — остеогенные клетки на поверхности деминерализованного костного матрикса (ДКМ); 

2 — участок цитоплазмы хондрогенной клетки с хорошо развитой гранулярной 

эндоплазматической сетью; 3 — хондрогенная клетка среди компонентов синтезированного 

межклеточного вещества; а — участок цитоплазмы клетки с расширенными цистернами 

комплекса Гольджи и признаками экструзии синтезированного продукта; б — участок 

цитоплазмы клетки с развитой гранулярной эндоплазматической сетью

Таким образом, при создании тканеинженерных эквивалентов скелетных тка-

ней, in vitro в редуцированной форме реализуется гистогенетический принцип 

естественного развития костной и хрящевой тканей.
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