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лечение и восстановление поврежденного слоя гиалинового хряща на сегодняш-
ний день является важной и актуальной задачей, которая, несмотря на большое 
количество применяемых в клинической практике методик, до сих пор не реше-
на в полном объеме. Перспективным направлением в решении данной проблемы 
может быть трансплантация клеточно-инженерной конструкции (КИК), состоящей 
из культуры клеток и биодеградируемого каркаса (мембраны). в эксперимен-
тальной работе на крысах была использована мембрана на основе полилактида 
и культуры мезенхимальных мультипотентных стволовых клеток (ММсК), а мо-
дель повреждения гиалинового слоя коленного сустава создавалась с помощью 
стоматологического бора. Клеточную культуру предварительно модифицирова-
ли с помощью белкового фактора роста TGF-β-3 для увеличения синтеза белков 
внеклеточного матрикса (вКМ), в результате чего экспрессия генов Acan и col2a1, 
ответственных за синтез вКМ, увеличилась в 4 раза по сравнению с контрольным 
образцом. При анализе области повреждения на длительных сроках наблюдения 
(до 90 суток) с помощью методики сканирующей электронной микроскопии (сЭМ) 
удалось выявить уменьшение диаметра повреждения при трансплантации КИК, 
в то время как в контрольной группе, без применения КИК, диаметр повреждения 
увеличивался более чем в 2,5 раза. таким образом, использование клеточно-ин-
женерных конструкций является перспективным методом для восстановления 
поврежденного слоя гиалинового хряща, однако требуется проведение дополни-
тельных исследований, направленных на увеличение эффективности модифика-
ции клеточной культуры, разработку методов совмещения ее с биодеградируемым 
каркасом, а также выбор способа фиксации КИК в области повреждения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: гиалиновый хрящ; дефект; клеточно-инженерная конструк-
ция; восстановление; ММсК.
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Nowadays, hyaline cartilage damage therapy and repair is one of the most topical re-
search fields in regenerative medicine. however, in spite of a large number of methods 
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Введение

лечение повреждений гиалинового хряща 
на сегодняшний день является актуальной за-
дачей [божокин и др., 2016]. несмотря на от-
носительную простоту биохимической и кле-
точной организации гиалинового хряща, его 
регенерационные способности крайне ограни-
чены [божокин и др., 2017]. в настоящее вре-
мя в клинической практике хирурги применяют 
широкий набор методов по восстановлению 
поврежденной поверхности гиалинового хряща 
(артроскопическая туннелизация, микрофрак-
турирование, мозаичная аутохондропластика, 
пересадка собственной культуры хондроцитов) 
[григорян и др., 2010; волова и др., 2012; но-
вочадов, 2013; Bekkers et al., 2013], разрабаты-
вают гидрогелевые имплантаты для замещения 
дефектов хряща [божкова и др., 2016], однако 
эффективного метода лечения данной пато-
логии в настоящее время не существует. Пер-
спективным направлением является исполь-
зование клеточно-инженерных конструкций 
(КИК) на основе биодеградируемого матрикса 
и культуры клеток, предварительно обработан-
ной белковым фактором роста TGF-β-3 [Dah-
lin et al., 2014; Gonzalez-Fernandez et al., 2016]. 
анализ процессов, происходящих на поверх-
ности гиалинового хряща при его повреждении 
и последующей трансплантации КИК, может 
помочь исследователям в дальнейшей разра-
ботке перспективных клеточных конструкций 
для его восстановления.

Цель данной работы заключалась в оценке 
перифокальных реакций при замещении по-
верхностного дефекта гиалинового хряща кры-
сы клеточно-инженерной конструкцией.

материалы и методы

Экспериментальная работа прошла этичес-
кую экспертизу и соответствовала междуна-
родным рекомендациям по проведению ме-
дико-биологических исследований с исполь-
зованием животных. Клетки костного мозга 
выделяли из бедренных костей половозрелых 
крыс и культивировали в среде DMEM (биолот, 
Россия) с добавлением 15% эмбриональной 
телячьей сыворотки (биолот, Россия) и смеси 
антибиотиков пенициллина и стрептомицина 
в концентрации 50 мкг/мл (Gibco, великобри-
тания) до третьего пассажа (37 °с, 5 % сO2). 
Подтверждение фенотипа ММсК в полученной 
культуре проводили на проточном цитофлуо-
риметре BD FaCS aria III (BD Biosciences, сШа) 
с использованием моноклональных антител 
CD45 и сD90. Флуоресцентную окраску для 
подтверждения заселения КИК проводили кра-
сителями родамин-фаллоидином (Invitrogen, 
сШа) и DaPI (Sigma-aldrich, сШа) согласно 
протоколу производителя. для направленной 
дифференцировки клеток применяли бел-
ковый фактор роста TGF-β-3 (Sigma-aldrich, 
сШа) в концентрации 0,01 нг/мл, который до-
бавлялся при каждой замене среды. уровень 
экспрессии генов коллагена II типа и аггрека-
на определяли методом полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени на ампли-
фикаторе сFX96 (Biorad, сШа) с праймерами: 
Col2a1F-aTCaCCTaCCaCTGTaaGaa; Col2a1R-
CCCTCaTCTCCaCaTCaT; acanF-GaGaa CCGT-
CTa CCTCTaCC; acanR-TaCCTCGGaa GCa GaaGG. 
биодеградируемые матрицы для культивиро-
вания готовили методом выщелачивания из по-
лилактида. для получения КИК культуру ММсК 

used in clinical practice, this problem has not been fully solved yet. a promising approach 
in dealing with this problem may be a transplantation of a cell engineering structure (CES), 
made up of cell culture and biodegradable scaffold (membrane). In our experiments with 
animal models we used a membrane made of polylactide and multipotent mesenchymal 
stem cells (MSC) culture, and the damage of the knee joint hyaline layer was simulated 
by dental boron. The cell culture was pre-modified by TGF-β-3 growth factor to promote 
the synthesis of extracellular matrix proteins (ECM). as a result, we observed a four-
fold increase in Acan and col2a1 expression compared to the control. Damaged areas 
were analyzed by scanning electron microscopy (SEM) over long observation periods 
(up to 90 days), and the diameter of the damaged area was found to decrease after CES 
transplantation, while the damage area in the control group, without CES, increased more 
than 2.5-fold in diameter. Thus, application of cell engineering structures is a promising 
method of repairing the damaged layer of hyaline cartilage. however, further studies are 
needed to enhance the effectiveness of the cell culture modification, develop methods 
for combining it with biodegradable scaffold, and select the method of fixing the CES 
in the damaged area.

K e y w o r d s: hyaline cartilage; defect; сell engineering structure; recovery; MSс.
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совмещали с полилактидной матрицей стати-
ческим методом. Заселение матрицы на всю 
глубину было подтверждено методом флюо-
росцентной микроскопии.

Исследование выполнено на 18 половозре-
лых самках крыс линии Wistar весом 200–250 г 
в возрасте 6 месяцев. всем опытным живот-
ным формировали дефект гиалинового хря-
ща коленного сустава глубиной 0,5 мм бо-
ром диаметром 1,0 мм с частотой вращения 
40 об/с. наружным парапателлярным доступом 
вскрывали суставную сумку, отодвигали надко-
ленник, обнажали мыщелки бедра и в положе-
нии сгибания коленного сустава формировали 
дефект хрящевой поверхности в нагружаемой 
зоне. средний диаметр сформированных де-
фектов составил 1,21 ± 0,01 мм. все животные 
были разделены на три группы: в контрольной 

группе (n=6) создавали дефект без последу-
ющей трансплантации КИК, животным опыт-
ной группы 1 (n=6) в область дефекта транс-
плантировали КИК со стандартной культурой 
ММсК, животным опытной группы 2 (n=6) 
трансплантировали КИК с дифференцирован-
ной культурой ММсК. далее коленный сустав 
разгибали, надколенник фиксировали на мес-
те рассасывающейся нитью 3/0, суставную 
сумку и окружающие ткани послойно ушивали, 
на кожу накладывали швы по хостеду. Живот-
ных помещали в стандартные условия содер-
жания. Крыс содержали в клетках по 5 особей 
в условиях искусственного освещения (по 12 
часов темного и светлого времени), принуди-
тельной 12-кратной в час вентиляции, при тем-
пературе 18–26 °C и относительной влажности 
30–70 %.

Рис. 2. Микрофотография препарата области дефекта на 14-е (а), 30-е (б) и 90-е (в) сутки (контрольная 
группа). сЭМ. Контрольный штрих указан на рисунке
Fig. 2. area of the defect after 14 days (a), 30 days (б) and 90 days (B) (control group). SEM microscopy. The control 
stroke is shown on the figure

Рис. 1. Микрофотография культуры ММсК. срок 12 суток. световая микроскопия. ув. 40 х. 
а – культура клеток без добавления фактора TGF-β-3, в – опытная культура, культивируемая 
в присутствии фактора TGF-β-3. стрелками отмечены области формирования хондросфер
Fig. 1. MSC cell culture, 12 days growth. Light microscopy. Scale x40. а – cell culture without 
TGF-β-3 treatment, в – MSC cell culture treated with TGF-β-3. areas of chondrosphere formation 
are shown by arrows
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на 14-е, 30-е и 90-е сутки проводили эвта-
назию экспериментальных животных передо-
зировкой раствора тиопентала натрия. область 
поврежденной суставной поверхности выделя-
ли единым блоком 6×6×3 мм и обезвоживали 
в спиртах восходящей концентрации для де-
гидратации. Исследования проводили мето-
дом сканирующей электронной микроскопии 
(сЭМ), контролем служила хрящевая поверх-
ность интактного коленного сустава контрлате-
ральной конечности. сЭМ-исследования про-
водили на комплексе Jeol JSM 6390La (япония) 
совместно с Фгбун «ботанический институт 
им. в. л. Комарова». Полученные образцы ко-
ленного сустава крысы предварительно обез-
воживали в этиловых спиртах восходящей кре-
пости, после чего подготовленные препараты 
помещали в вакуумную среду, где на поверх-
ность напыляли частицы золота и палладия. 
Под действием электрического поля до 30 кв 
пучок электронов, направленный на образцы, 
отклонялся, детектировался, и происходила 
пространственная (объемная) визуализация 
(до 0,4 нанометра) деструктивных изменений 
поверхности сустава. Методика позволила 
провести сравнительную визуальную оценку 
приповерхностных слоев хряща коленного сус-
тава крысы.

анализ статистической значимости разли-
чий показателей (диаметр дефекта и увеличе-
ние экспрессии генов) между группами не вы-
полняли из-за малого количества наблюдений.

результаты

установлено, что культивирование in vitro 
ММсК в присутствии фактора TGF-β-3 приво-
дило к хондрогенной дифференцировке, что 
выражалось в клеточной агрегации начиная 

с 3-х суток, которая приводила к образованию 
хондросфер на 9-е сутки (рис. 1). Методом по-
лимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени было показано увеличение экспрессии 
генов col2a1 и Acan в среднем в 4,0 ± 0,2 раза 
по сравнению с контрольным образцом на 21-е 
сутки наблюдения.

За время проведения эксперимента in vivo 
летальных исходов и воспалительных реакций 
у опытных животных не зафиксировано, нару-
шений функции оперированного сустава отме-
чено не было. в контрольной группе на 14-е сут-
ки после вмешательства был отмечен явный 
симметричный дефект суставной поверхности 
со средним размером 1,2 мм, что соответству-
ет диаметру исходного повреждения (рис. 2, а). 
Краевая зона визуализировалась явно, по всей 
окружности. По границам повреждения отмеча-
лось незначительное образование деградаци-
онных поверхностных трещин. дефект был пок-
рыт новообразованным регенератом с незначи-
тельным присутствием нерегулярных структур, 
состав которых установить методикой сЭМ 
не представляется возможным.

К 30-м суткам в контрольной группе повре-
ждение принимало несимметричную форму, 
со средним размером 2,26 мм, что превышало 
диаметр исходного дефекта на 84 % (рис. 2, б). 
Краевая зона визуализировалась явно по всей 
окружности, за исключением тех мест, где де-
градация гиалинового хряща распространи-
лась до границы мыщелка. По границам по-
вреждения отмечались явные деструктивные 
изменения, связанные со значительным уве-
личением размера дефекта, как в глубину, так 
и в диаметре. наличие вновь синтезированного 
внеклеточного матрикса не выявлено. Поверх-
ность дефекта была несимметричной формы 
с визуально рыхлым содержимым, отмечалось 

Рис 3. Микрофотография препарата области дефекта на 14-е (а), 30-е (б) и 90-е (в) сутки (дефект + мембра-
на + ММсК, опытная группа 1). сЭМ. Контрольный штрих указан на рисунке
Fig. 3. area of the defect after 14 days (a), 30 days (б) and 90 days (B) (the defect + membrane + MSC, experimental 
group 1). SEM microscopy, MSC without TGF-β-3. The control stroke is shown on the figure
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незначительное присутствие нерегулярных 
структур, а также зафиксирована деградация 
верхнего клеточного слоя.

на 90-е сутки наблюдалось повреждение 
суставной поверхности значительной части 
мыщелка (рис. 2, в). Краевая зона визуализи-
ровалась неявно, часть мыщелка полностью 
деградировала, глубина дефекта увеличилась 
до субхондрального слоя, поперечный размер 
повреждения в 2 раза превышал диаметр ис-
ходного дефекта.

В опытной группе 1 на 14-е сутки после 
трансплантации КИК определялось симмет-
ричное повреждение суставной поверхности, 
со средним размером 0,93 мм, что на 24 % 
меньше исходно сформированного дефекта 
(рис. 3, а). Краевая зона определялась явно, 
по всей окружности, как и в контрольной группе. 
По границам повреждения отмечались краевые 
трещины, в глубине которых частично визуали-
зировалась КИК. Радиальных трещин и явных 
деструктивных изменений определено не было, 
в отличие от контрольной группы.

на 30-е сутки повреждение суставной по-
верхности сохраняло округлую форму со сред-
ним размером 1,04 мм, что меньше исходного 
на 15 % (рис. 3, б). Краевая зона и краевые 
трещины на границе повреждения визуализи-
ровались явно, местами просматривалась по-
ристая структура КИК, деструктивных измене-
ний обнаружено не было. Поверхность дефекта 
вдавлена, несимметричной формы с рыхлым 
содержимым, с присутствием нерегулярных 
структур.

на 90-е сутки повреждение суставной по-
верхности сохраняло округлую форму, попе-
речный размер соответствовал исходному 
(1,23 мм) (рис. 3, в). Краевая зона визуали-
зировалась практически по всей окружности. 
По границе повреждения отмечались единич-

ные неглубокие краевые трещины, а также зна-
чительные радиальные трещины. биодегради-
руемая мембрана, по-видимому, была покрыта 
вновь образовавшимся регенератом, вслед-
ствие чего не визуализировалась. Поверхность 
дефекта неровная с плотным содержимым, 
с присутствием нерегулярных структур.

В опытной группе 2 на 14-е сутки сформи-
рованный дефект также сохранял симметрич-
ную форму, средний размер составил 1,00 мм, 
что меньше исходного размера сформирован-
ного дефекта на 18 % (рис. 4, а). Краевая зона 
визуализировалась явно, но не по всей окруж-
ности. По границе КИК-хрящ определялась 
единичная краевая трещина, в которой визу-
ализировалась биодеградируемая мембрана, 
радиальных трещин и явных деструктивных из-
менений обнаружено не было. в центральной 
части дефекта отмечалась предположительно 
активная клеточная пролиферация. Размер 
клеточных элементов составлял 10 мкм, форма 
клеток была сферическая с тенденцией к рас-
пластыванию. отмечалась миграция клеток 
из зоны дефекта на интактный неповрежден-
ный хрящ. Поверхность дефекта симметричной 
формы с рыхлым содержанием без нерегуляр-
ных структур.

на 30-е сутки в опытной группе 2 дефект 
сохранял округлую форму, его средний раз-
мер составил 1,00 мм, что меньше исходного 
размера дефекта (1,21 мм) на 18 % (рис. 4, б). 
Краевая зона визуализировалась явно за счет 
краевых трещин, количество которых увели-
чилось по сравнению со сроком наблюдения 
14 суток в этой группе. Радиальных трещин 
и выраженных деструктивных изменений визу-
ализировано не было. в центральной части де-
фекта отмечались предположительно клеточ-
ные элементы, с размером примерно 15 мкм 
и миграцией из зоны дефекта на незаполнен-

Рис 4. Микрофотография препарата области дефекта на 14-е (а), 30-е (б) и 90-е (в) сутки. опытная группа 2 
(дефект + мембрана + дифференцированная культура ММсК). сЭМ. Контрольный штрих указан на рисунке
Fig. 4. area of the defect after 14 days (a), 30 days (б) and 90 days (B). Experimental group 2 (the defect + mem-
brane + MSC). SEM microscopy, MSC with TGF-β-3. The control stroke is shown on the figure
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ные участки поврежденной суставной поверх-
ности. Поверхность дефекта была вдавленная 
с клеточным содержимым на поверхности КИК.

на 90-е сутки в опытной группе 2 на месте 
сформированного дефекта отмечалось неявное 
округлой формы неглубокое вдавление сустав-
ной поверхности со сглаженными краями сред-
ним размером 1,06 мм, который на 13 % мень-
ше исходного (рис. 4, в). По границе поврежде-
ния отмечались неглубокие сглаженные тонкие 
борозды – возможно, следы бывших краевых 
трещин; радиальных трещин и каких-либо де-
структивных изменений не визуализирова-
но. трансплантированная КИК поверхностно 
не визуализировалась. Форму клеток в центре 
повреждения и по его краям установить не уда-
лось, так как клеточные структуры были покры-
ты большим слоем предположительно вновь 
образованного внеклеточного матрикса, что го-
ворит об увеличенном синтезе последнего. По-
верхность дефекта гладкая, визуально схожая 
с интактным неповрежденным хрящом.

По результатам исследования при сроке на-
блюдения 14 суток во всех группах отмечалось 
незначительное уменьшение размера повреж-
дения. данный факт связан с образованием 
временного регенерата в области поврежде-
ния, следствием которого было уменьшение 
диаметра дефекта. на 30-е сутки в контроль-
ной группе данный регенерат подвергался де-
градации с увеличением размера повреждения 
на 84 %, в опытных группах размер поврежде-
ния остался прежним. на 90-е сутки наблю-
дения данная тенденция сохранялась, в кон-
трольной группе размер дефекта увеличился 
на 126 % и достиг границ мыщелка, в опытных 
группах диаметр повреждения практически 

не изменился. на основании полученных дан-
ных можно составить диаграмму зависимости 
диаметра повреждения от срока наблюдения 
и типа группы (рис. 5).

обсуждение

Применение модифицированной культуры 
клеток в составе КИК для восстановления пов-
режденной поверхности гиалинового хряща 
является перспективным и динамично разви-
вающимся направлением экспериментальной 
медицины, которое, однако, недостаточно изу-
чено отечественными исследователями. в име-
ющихся публикациях исследователи в первую 
очередь изучают биосовместимость изучаемых 
экспериментальных КИК [севастьянов и др., 
2017]. в нашей работе изучалась безопасность 
исследуемых КИК на основе полилактидных 
матриц-носителей, и не было получено данных 
о тканевых реакциях воспалительного характе-
ра или признаков отторжения инородного ма-
териала, что свидетельствует о биосовмести-
мости исследуемой матрицы.

в ходе экспериментов удалось получить 
четырехкратное увеличение уровня экспрес-
сии основных генов вКМ гиалинового хряща, 
тем не менее полученные результаты в группе 
с применением КИК с культурой дифференци-
рованных хондробластов не позволили полно-
стью заместить сформированный дефект сус-
тавного хряща. вероятно, это свидетельствует 
о необходимости еще большего увеличения 
синтеза белков вКМ, что может потребовать 
разработки способа не просто стимуляции 
дифференцировки, а модификации культуры 
клеток. одним из таких, на наш взгляд, пер-

Рис. 5. диаметр повреждения в разных группах наблюдения
Fig. 5. Diameter of the defect according to observation date and experimental group
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спективных способов является генетическая 
модификация с помощью последовательнос-
тей TGF-β-3 и (или) BMP2, при которой процесс 
трансфекции проходил in vivo в области транс-
плантации альгинатного гидрогеля, содержа-
щего соответствующие плазмиды [Gonzalez-
Fernandez et al., 2016].

Изучение перифокальных изменений в об-
ласти созданного повреждения на разных сро-
ках наблюдения и разных группах позволило 
выявить некоторые общие закономерности. во 
всех исследуемых группах на поздних сроках 
наблюдалось «проседание» эксперименталь-
ных КИК и признаки краевой деградации гиа-
линового хряща, наиболее выраженные в кон-
трольной группе и наименее – при использо-
вании КИК с дифференцированной культурой 
хондробластов (рис. 6), что проявлялось в пер-
вую очередь увеличением диаметра поврежде-
ния при увеличении срока наблюдения в конт-
рольной группе и опытной группе 1.

аналогичные результаты были получены 
в работе Dai с соавт. [2014], где при моделиро-
вании дефектов гиалинового хряща у кроликов 
при использовании ММсК и биодеградируемо-
го носителя авторы отмечали восстановление 
поверхностного слоя хрящевой поверхности 
на длительных сроках наблюдения. с учетом 
имеющихся данных об отсутствии восстановле-
ния поверхностного слоя хрящевой поверхно-
сти вне зависимости от размера первоначаль-
ного повреждения гиалинового хряща крысы 
[божокин и др., 2017] применение технологии 
восстановления хряща с трансплантацией КИК 
представляется перспективным.

следует отметить существенное различие 
поверхностного строения регенерата на боль-
ших сроках наблюдения в наших исследова-
ниях, где по краям повреждения наблюдались 
отдельные радиальные деградационные тре-

щины, и в работе, проведенной л. т. воловой 
с соавт., которые отмечали формирование 
органотипичной гиалиновой хрящевой ткани 
по всей поверхности повреждения в экспери-
ментах на кроликах с применением диминера-
лизованной спонгиозы и культуры аллогенных 
клеток [волова и др., 2012].

данное исследование выявило ряд недо-
статков, требующих устранения в последующих 
экспериментах. в обеих опытных группах отме-
чены краевые трещины по окружности повреж-
дения. По-видимому, это следствие недоста-
точной фиксации КИК к краям дефекта и малого 
объема КИК, проседание которой наблюдалось 
с увеличением сроков эксперимента. При дей-
ствии нагрузки на поверхность сустава часть ее 
распределяется на трансплантированную КИК, 
что приводит к ее уплощению и проседанию 
на дно дефекта, вызывая при этом разрыв реге-
нерата на границе неповрежденный хрящ – КИК. 
в опытной группе 2 на 90-е сутки была отмечена 
единичная краевая трещина, в отличие от опыт-
ной группы 1, где они присутствовали по всей ок-
ружности повреждения. данный факт свидетель-
ствует о том, что модифицированная КИК менее 
подвержена деформации с течением времени, 
чем КИК без клеточной модификации. для полу-
чения более точных результатов в дальнейшей 
работе мы планируем проведение морфологиче-
ских исследований. тем не менее для получения 
первичной информации, динамики протекания 
процессов и внешней визуализации поверхност-
ных изменений на первом этапе исследований 
сЭМ-методика является эффективной.

наше исследование имеет ряд ограничений: 
малое количество наблюдений на каждый срок 
исследования, отсутствие морфологического 
исследования, которое позволило бы дать до-
стоверный ответ о природе, строении и соста-
ве той или иной структуры.

Рис. 6. схематичное изображение созданного повреждения и КИК: сразу после создания повреждения 
и трансплантации КИК (а); в отдаленные сроки (в)
Fig. 6. Schema of created damage and CES: immediately after damage creation and CES transplantation (a); 
and in the long-term observations (B)



20

Заключение

Использованная в данном исследовании 
методика культивирования и разработанный 
протокол направленной дифференциров-
ки с применением белкового фактора роста 
TGF-β-3 позволил существенно увеличить уро-
вень экспрессии основных генов вКМ гиали-
нового хряща и достичь дифференцировки 
ММсК в хондробласты in vitro. При замещении 
дефектов суставной поверхности КИК наиболь-
шую эффективность продемонстрировало ис-
пользование клеточно-инженерной конструк-
ции с дифференцированной культурой ММсК, 
применение которой способствовало замед-
лению деградационных процессов и уменьше-
нию размера повреждения на отдаленных сро-
ках наблюдения. одновременно с этим данное 
исследование выявило некоторые недостатки 
использования экспериментальной КИК, что 
определило необходимость в будущих иссле-
дованиях увеличить объем используемой мат-
рицы и обеспечить тщательную адгезию КИК 
к неповрежденным участками суставной по-
верхности.
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