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Creation of tissue-engineered 
living bone equivalent and prospects 
for its application 
in traumatology and orthopaedics
P.M. Larionov, M.A. Sadovoy, A.G. Samokhin, 
O.M. Rozhnova, A.F. Gusev, V.Ya. Prinz,V.A. Seleznev, 
S.V. Golod, A.V. Prinz, I.A. Korneev, A.I. Komonov, 
E.V. Mamonova,Yu.N. Malyutina, V.A. Bataev

Objective. To present experimental prototypes of tissue-
engineered bone equivalent (TEBE) based on nanostruc-
tured bioresorbable synthetic polymer cellular matrices 
(BSPCMs) and osteogenic differentiated cells created to 
repair bone defects.
Material and Methods. Nanostructured BSPCMs were de-
veloped and produced, which further served as the basis 
for creating TEBE. Cultured cells were transferred on the 
surface of nanostructured matrix, where patterns of their 
growth, expansion, and behavior were studied. Topography 
and surface properties of TEBE prototypes were investi-
gated using methods of light-optical, scanning electron, and 
atomic force microscopy.
Results. A possibility of creating experimental TEBE proto-
type based on BSPCM, which copies to the maximum extent 
the bone structure at the micro- and nanoscales is shown.  
Surface of the BSPCM was additionally nanostructured by 
formation of longitudinally oriented nano-trenches, to in-
crease adhesion and osteoconductive properties.
Conclusion. A strategy for creating nanostructured BSP-
CM and TEBE was developed, and experimental prototypes 
suitable for further investigations to form biodegradable im-
plants for needs of traumatology, orthopaedics, and spine 
medicine were produced.
Key Words: matrix, scaffold, bone, tissue engineering, 
photolithography.
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Цель исследования. Анализ экспериментальных об-
разцов тканеинженерного эквивалента костной ткани 
(ТЭКТ) на основе наноструктурированных биорезор-
бируемых синтетических полимерных клеточных матриц 
(БСПКМ) и остеогенных дифференцированных клеток 
для возмещения дефектов кости.
Материал и методы. Разработаны и получены нано-
структурированные БСПКМ, которые послужили ос-
новой для создания ТЭКТ. Осуществлен перенос куль-
тивируемых клеток на поверхность БСПКМ, изучены 
закономерности клеточного роста, экспансии, клеточ-
ного поведения на поверхности БСПКМ. Выполнено 
изучение рельефа поверхности и заданных свойств об-
разцов ТЭКТ с использованием методов светоопти-
ческой, сканирующей электронной и атомно-силовой 
микроскопии.
Результаты. Показана возможность создания экспери-
ментального образца ТЭКТ на основе БСПКМ, который 
максимально копирует структуру костной ткани на ми-
кро- и наноуровне. Поверхность БСПКМ имела допол-
нительную наноструктурированность из-за нанесения 
продольных наноканавок, направленную на увеличение 
адгезивных и остеокондуктивных свойств. 
Заключение. Разработана стратегия создания БСПКМ 
и ТЭКТ, получены экспериментальные образцы, пригод-
ные для дальнейших исследований с целью формирова-
ния биодеградируемых имплантатов для нужд травмато-
логии и ортопедии, вертебрологии.
Ключевые слова: матрица, скаффолд, кость, тканевая 
инженерия, фотолитография.

Для цитирования: Ларионов П.М., Садовой М.А., Самохин А.Г., 
Рожнова О.М., Гусев А.Ф., Принц В.Я., Селезнев В.А., Голод С.В., 
Принц А.В., Корнеев И.А., Комонов А.И., Мамонова Е.В., Малю-
тина Ю.Н., Батаев В.А. Создание тканеинженерного эквивален-
та костной ткани и перспективы его использования в травма-
тологии и ортопедии // Хирургия позвоночника. 2014. № 3. С. 77–85.

Создание тканеинженерного 
эквивалента костной ткани 

и перспективы его использования 
в травматологии и ортопедии

П.М. Ларионов1, М.А. Садовой1, А.Г. Самохин1, О.М. Рожнова1, А.Ф. Гусев1, В.Я. Принц2, В.А. Селезнев2, 
С.В. Голод2, А.В. Принц2, И.А. Корнеев2, А.И. Комонов2, Е.В. Мамонова3, Ю.Н. Малютина4, В.А. Батаев4

1Новосибирский НИИ травматологии и ортопедии им. Я.Л. Цивьяна 
2Институт физики полупроводников им. А.В. Ржанова 

3Инновационный медико-технологический центр, Новосибирск 
4Новосибирский государственный технический университет



78

3/2014 (С. 77–85)

Экспериментальные исследования

ХИРУРГИЯ ПОЗВОНОЧНИКА

П.М. Ларионов и др. Тканеинженерный эквивалент костной ткани и перспективы его использования

Одним из актуальных на сегодняш-
ний день направлений в биологии 
и медицине является поиск специали-
зированных биосовместимых и био-
деградируемых композитных струк-
тур в качестве основы для тканевой 
инженерии и создания биоискусствен-
ных органов. Тканевой инжиниринг, 
использующий клетки, ростовые фак-
торы и клеточные матрицы, является 
адекватным клиническим подходом 
для регенерации распространенных 
повреждений костной ткани в травма-
тологии и ортопедии, вертебрологии, 
челюстно-лицевой хирургии. К основ-
ным требованиям, которыми должны 
обладать конструкции для клеточ-
ной инженерии, относят способность 
имитировать структуру и биологи-
ческие функции утраченного органа 
или его части, способность обеспече-
ния механической поддержки, диффе-
ренцировки и пролиферации клеток 
для управления структурой и функци-
ей формирующейся ткани.

Сфера применения специализи-
рованных биосовместимых и биоде-
градируемых композиционных мате-
риалов может быть очень широкой 
[4]. Востребованными данные мате-
риалы будут в травматолого-ортопе-
дической сфере, в челюстно-лицевой 
хирургии, нейрохирургии, нейроон-
кологии, важное применение, с нашей 
точки зрения, разрабатываемые мате-
риалы будут играть в вертебрологии 
при проведении органосохраняющих 
операций при травматических, онко-
логических и иных повреждениях 
позвоночника.

Несмотря на большое количество 
работ в области регенеративной меди-
цины, до сих пор нет единого методи-
ческого подхода к созданию матриц 
для выращивания искусственной кост-
ной ткани [1–4]. Однако в последнее 
время общей стратегией создания 
имплантатов и выращивания тканей 
становится копирование или имита-
ция природных свойств биологических 
тканей и процессов, их формирующих. 
На сегодняшний день отсутствует воз-
можность полноценного воспроизве-
дения структуры создаваемого орга-
на или ткани, что вызывает неадек-

ватную регенерацию в зоне дефекта 
[5]. При этом возникает ряд проблем, 
связанных с недостаточным регенера-
тивным потенциалом и низкой био-
совместимостью создаваемых имплан-
татов. Макропористость (больше 100 
мкм) в структуре костей копируется 
в искусственно создаваемых матери-
алах уже давно и является необходи-
мой составляющей для роста клеток 
костей (поры могут занимать до 80 % 
объема костей) [1, 17, 18]. Наблюдаю-
щийся в последние годы значительный 
прогресс в решении проблем имплан-
тации и выращивания тканей связан 
с переходом на микро- и наноуровень 
в копировании биологических тканей 
(например, переход к нанопорам с раз-
мерами от 500 до 30 нм). Напомним, 
что сама кость – это нанокомпозит, 
который содержит мягкий гидрогель 
на основе протеина, формирующий 
архитектуру и твердые неорганические 
компоненты. До 70 % матрицы костей – 
это композит с нанокристаллами с раз-
мерами от 20 до 80 нм и толщиной 2–5 
нм [1]. Другие протеиновые компонен-
ты кости также нанометровых разме-
ров (коллагеновые волокна диаметром 
80 нм).

Успехи мировой науки в иссле-
довании структуры и свойств кост-
ной ткани позволили сформировать 
общую картину архитектуры костей, 
роста клеток и снабжения их пита-
тельными веществами. Результаты дан-
ных работ свидетельствуют о том, что, 
наряду с микровключениями и микро-
порами, важную роль при создании 
искусственной костной ткани игра-
ют нановключения, нанопоры [6, 17, 
19]. Подобный подход, с нашей точки 
зрения, позволит увеличить биосов-
местимость создаваемых импланта-
тов и оказать влияние на клеточные 
реакции, связанные с дифференци-
ровкой и ростом. До недавнего време-
ни на эту часть проблемы не обраща-
ли должного внимания в связи с тем, 
что отсутствовали массовые методы 
формирования наноструктур. Однако 
быстрое развитие методов штамповой 
и импринт-микро- и импринт-нано-
фотолитографии привело к форми-
рованию целого направления в иссле-

довании и практическом применении 
наноструктур в области регенератив-
ной медицины [14, 16, 20].

Цель исследования – анализ экс-
периментальных образцов ткане-
инженерного эквивалента костной 
ткани (ТЭКТ) на основе нанострук-
турированных биорезорбируемых 
синтетических полимерных клеточ-
ных матриц (БСПКМ) и остеогенных 
дифференцированных клеток для воз-
мещения дефектов кости.

Материал и методы

Основой для создания ТЭКТ послу-
жили БСПКМ. Производство экс-
периментальных образцов БСПКМ 
было осуществлено на базе инсти-
тута физики полупроводников им. 
А.В. Ржанова Сибирского отделения 
Российской академии наук (ИФП 
СО РАН). Сырьем для выпуска экс-
периментальных образцов БСПКМ 
послужили три вида нетоксичного 
поли-L-лактида с доказанной био-
деградируемостью марок «Purasorb 
PL 18», «Purasorb PL 36» и «Purasorb 
PL 65» («Purac Biochem bv», Нидер-
ланды), с различными инкремента-
ми плотности, что, в свою очередь, 
оказало влияние на скорость биоде-
градации образцов ТЭКТ. Для произ-
водства образцов БСПКМ был исполь-
зован метод импринт-литографии 
с помощью специально разработан-
ных и изготовленных ИФП СО РАН 
уникальных структурно-формирую-
щих кремниевых штампов, содержа-
щих микро- и нанорельеф с задан-
ной плотностью выступов, отверстий 
и каналов, предназначенных для про-
изводства БСПКМ с заданными гео-
метрическими параметрами релье-
фа, сформированного при помощи 
вышеуказанных штампов. Непо-
средственно производство БСПКМ 
осуществили на установке штампо-
вой нанолитографии «Eitre 6 Nano 
Imprint Lithography System». Все-
го было произведено 35 образцов 
БСПКМ, использованных в настоя-
щем исследовании.

Ведение культуры мезенхимальных 
стромальных клеток (МСК) с изучени-
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ем их пролиферации и остеогенной 
индукции in vitro проводили с исполь-
зованием роботизированного ком-
плекса «Nikon BioStation CT» в соответ-
ствии с принятым протоколом нара-
ботки МСК, дифференцированных 
остеогенных клеток и инструкциями 
к роботизированному комплексу.

ТЭКТ получали путем нанесения 
суспензии в необходимом объеме, 
содержащем 3,5 млн ресуспендиро-
ванных остеогенных клеток (жизне-
способность клеток не менее 86 %), 
на образцы БСПКМ.

Фоторегистрацию адгезии клеток 
на поверхности БСПКМ проводили 
техническими средствами комплекса 
«Nikon BioStation CT» методом фазово-
контрастной микроскопии в режиме 
реального времени с интервалом 6 ч.

Изучение рельефа поверхности 
и заданных свойств образцов БСПКМ 
и ТЭКТ было выполнено с исполь-
зованием методов световой оптиче-
ской микроскопии с помощью свето-
вого оптического инвертированного 
микроскопа «Zeiss Axio Observer», ска-

нирующей электронной микроскопии 
с помощью микроскопа «Zeiss Evo 50», 
атомно-силовой микроскопии с помо-
щью атомно-силового микроскопа 
фирмы «НТ-МДТ».

Оценку адгезии клеточных эле-
ментов на БСПКМ проводили в усло-
виях роботизированного комплекса 
при температуре 36,5 °С и концентра-
ции CO2 5 % с использованием куль-
туральных флаконов объемом 25 мл 
и подготовленных вариантов матриц 
при наслаивании 25 мл дифферен-
цировочной культуральной среды 
«MesenCult» («StemCells», США), содер-
жащей 30 тыс. ресуспендированных 
дифференцированных остеогенных 
клеток на см2 для каждой исследуе-
мой поверхности клеточной матри-
цы. Инкубацию образцов ТЭКТ, сфор-
мированных на основе БСПКМ, после 
заселения дифференцированными 
остеогенными клетками, полученны-
ми из МСК костно-мозгового про-
исхождения, осуществляли в усло-
виях роботизированного комплекса 
с 5 % содержанием СO2 и температу-

рой 37 °С, в дифференцировочной 
среде «MesenCult» с добавлением 
гентамицина (100 мкг/мл). Замену 
2/3 среды осуществляли через сутки. 
После инкубирования фиксирова-
ли участки ТЭКТ в 10 % нейтральном 
забуференном формалине.

Для определения остеогенных 
свойств ТЭКТ методом иммуноци-
тохимического анализа изучали 
экспрессию щелочной фосфатазы 
и окраску дифференцированных 
остеогенных клеток, полученных 
в культуре и экспрессированных 
на ТЭКТ на 14-е и 28-е сут культиви-
рования (для определения остеоген-
ных дифференцированных клеток, 
потенциальных предшественников 
остеобластов из МСК), выполняли 
анализ экспрессии KI 67 (определе-
ние пролиферативного потенциала 
клеточной популяции), экспрессии 
коллагена I типа (определение кле-
ток, потенциальных предшественни-
ков остеобластов, ориентированных 
на синтез коллагена I типа).

Рис. 1
Оптические фотографии: а – кремниевый мастер-штамп с вертикальным расположением областей для формирования лакун; 
б – поперечное сечение подложки штампа в области, предназначенной для формирования гаверсового канала; в – области, 
предназначенные для формирования капилляров, соединяющих гаверсовы каналы с лакунами; г – 2D-клеточная матрица, изго-
товленная в пленке полилактида с помощью промежуточного силиконового штампа

а

б
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Результаты

Принято решение формировать 
ТЭКТ как многомерную конфигура-
цию БСПКМ, одновременно несущих 
несколько вариантов поверхностей, 
с добавлением различных действую-
щих агентов и субстратов, что в конеч-
ном итоге позволяет не только под-
робно воспроизвести трехмерную 
структуру костной ткани, но и сразу 
же придать конечному изделию ряд 
необходимых свойств [8, 9, 11, 23]. 
С учетом имеющихся на сегодняшний 
день сведений о строении кости сфор-
мировали два типа топологии микро- 
и нанорельефа поверхностей БСПКМ.

Микро- и нанорельефы были спро-
ектированы таким образом, чтобы 
имитировать гаверсовы каналы кости 
для доступа питательных веществ 
ко всем участкам в трехмерных вари-
антах матриц. Было получено два типа 
поверхности БСПКМ: в первом типе 
была заложена имитация горизонталь-
ного расположения лакун, во втором 

– вертикального. На рис. 1 приведе-
на иллюстрация фрагмента поверх-
ности БСПКМ с открытыми гаверсо-
выми каналами, имеющими ширину 
не более 16 мкм и глубину не более 
16 мкм, при этом имитируемый гавер-
сов канал сообщается с гаверсовыми 
лакунами канальцевой системой (дли-
на канальцев не менее 8 мкм, глубина 
и ширина не более 2 мкм) или непо-
средственно. Рис. 2, 3 отражают эта-
пы производства, печати образцов 
БСПКМ на пластинах полилактида.

В соответствии с протоколом веде-
ния клеток, МСК после культивиро-
вания и выполнения всех необходи-
мых исследований (оценки жизне-
способности, митотического индекса, 
морфометрии) были ресуспендиро-
ваны в дифференцировочной среде 
«Mesencult», ведение клеток продол-
жилось в течение 4 недель, после чего 
дифференцированные остеогенные 
клетки были высажены на БСПКМ.

По результатам морфологическо-
го анализа культуры МСК, культиви-
рованных в соответствии с описан-
ной ранее методикой в течение 21 сут, 
получили популяцию клеток, облада-

ющих следующими характеристика-
ми: веретеновидные клетки диаметром 
15–20 мкм с гомогенной цитоплаз-
мой, низким ядерно-цитоплазмати-
ческим соотношением, центрально 
расположенным ядром, содержащим 
4–7 ядрышек (рис. 4).

Митотический индекс рассчиты-
вали в фазе логарифмического роста 
как соотношение количества митозов 
к общему количеству клеток, его вели-
чина составила 33,5 %. Время цитоге-
нерации 29 ч.

Рис. 2
Электронно-микроскопическое 
изображение отпечатка нанока-
навок в пленке полилактида после 
штамповки: период 200 нм, исход-
ная 2D-матрица, площадь штампа 
до 160 см2

Рис. 3
Трехмерное изображение поли-
лактидной 2D-матрицы (давление 
при штамповке 80 атм.), выполнен-
ное на атомно-силовом микроско-
пе фирмы «НТ-МДТ»: период 200 нм, 
размер углублений 180 × 140 нм

Рис. 4
Дифференцированные остеогенные клетки 4 недель культивирования, 14-е сут 
ведения на дифференцировочной среде, флуоресцентная микроскопия, DAPI-
окрашивание, ув. 20, AF 488 filtr; крупные фибробластоподобные клетки, хорошо 
флуоресцирующие ядра, видны митотические клетки
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Для исследования закономерно-
стей формирования ТЭКТ и изуче-
ния его свойств были выбраны образ-
цы БСПКМ на основе poly-L-lactide 
с инкрементом вязкости 6,81 дл/г 
(«Purasorb PL 65»). Для оценки биоло-
гической активности ТЭКТ изучили 
экспериментальные образцы в сле-
дующие сроки: 1-е, 3-и, 14-е, 28-е сут 
после заселения, в ходе которых вели 
регистрацию динамики клеточных 
реакций дифференцированных осте-

огенных клеток, заселенных на ТЭКТ, 
с оценкой пролиферативной актив-
ности. В результате заселения поверх-
ности БСПКМ дифференцированной 
остеогенной фракцией была получе-
на устойчивая адгезия клеток на по-
верхности с последующей экспанси-
ей, выражавшейся в распластывании 
клеток на поверхности БСПКМ в тече-
ние первых суток с момента заселе-
ния (рис. 5), активными процессами 
клеточного деления, присутствием 

большого количества клеток, нахо-
дящихся в различных стадиях мито-
за (рис. 4) и высоким синтетическим 
потенциалом клеток ТЭКТ. Высокая 
биосовместимость обусловлена био-
миметическим подобием микроархи-
тектоники костной ткани БСПКМ 1-го 
типа и формирует высокий регене-
раторный потенциал ТЭКТ, опреде-
ляя высокую жизнеспособность кле-
ток в структуре ТЭКТ. Для уточнения 
особенностей клеточной экспансии 

Рис. 6
Клеточная популяция образца тканеин-
женерного эквивалента костной ткани 
на основе биорезорбируемых синтети-
ческих полимерных клеточных матриц 
на 3-и сут после заселения, ув. 20; свето-
оптическая микроскопия, инвертирован-
ная микроскопия

Таблица

Результаты проверки адгезии клеточных элементов на поверхности тканеинженерного эквивалента костной ткани (M ± m)

Тип поверхности матрицы Остеогенные 

дифференцированные клетки, 

количество адгезированных 

клеток на 1 см2 поверхности

Пленка из поли-L-лактида без сформированного рельефа поверхности (контрольный образец) 1930 ± 186

Биорезорбируемая синтетическая полимерная клеточная матрица второго типа и тканеинженерный экви-

валент костной ткани на ее основе: массив локальных углублений размером 6 на 6 на 16 мкм, расположен-

ных по обе стороны продольных углублений

9400 ± 270*

Биорезорбируемая синтетическая полимерная клеточная матрица первого типа и тканеинженерный эк-

вивалент костной ткани на ее основе: массив наноканалов, проходящих по всей поверхности. Глубина на-

ноканалов 140 нм, ширина 140 нм, период 200 нм

19 600 ± 373*/**

*P < 0,05 по сравнению с контролем;

**P < 0,05 по сравнению с исследуемыми экспериментальными образцами биорезорбируемой синтетической полимерной клеточной матрицы / 

тканеинженерного эквивалента костной ткани.

Рис. 5
Результаты изучения адгезии и экспансии клеток на поверхности биорезорби-
руемых синтетических полимерных клеточных матриц; световая микроскопия 
инвертированная, ув. 10: а – спустя 2 ч; б – спустя 24 ч, визуализируется адге-
зия мезенхимальных стромальных клеток к поверхности исследуемого образца

ба
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на ТЭКТ провели специальные эксперименты с видеоре-
гистрацией в заранее определенных участках ТЭКТ с фик-
сированным увеличением и высокой плотностью заселе-
ния дифференцированных остеогенных клеток (250 тыс. 
клеток на 1 см2), с временными интервалами видеофик-
сации от 2 до 112 ч от начала заселения ТЭКТ (рис. 5, 6). 
Из полученных результатов следует, что наиболее пока-
зательными являются результаты, полученные через 88 
ч экспансии на ТЭКТ заселяемых дифференцированных 
остеогенных клеток, когда достигнута максимальная плот-
ность заселения, что, вероятно, является дифференциро-
ванным показателем для подобного типа искусственных 
тканей (табл.). Если рассуждать о возможности клеточной 
экспансии, то во временном интервале с 14 до 112 ч опре-
деленно можно говорить именно о клеточной экспансии 
на ТЭКТ. В то же время мы получили результат, который 
может стать элементом дальнейшей оценки перспектив 
применения технологии ТЭКТ, поскольку поставленный 
эксперимент показал, что 24-часовой период от начала 
заселения ТЭКТ является периодом адаптации клеток 
к новым условиям и, вероятно, является прогностическим 
для оценки регенераторного потенциала ТЭКТ в целом.

Подобный рост адгезивного потенциала имеет суще-
ственное значение с учетом того, что было подтверждено 
адгезирование остеогенных дифференцированных кле-
ток к поверхности экспериментальных образцов БСПКМ 
и ТЭКТ. Это позволило произвести селекцию матриц 
по признаку их пригодности для адаптации остеогенных 
клеток и сделать выбор в пользу БСПКМ первого типа 
как наиболее пригодного для производства ТЭКТ не толь-
ко по причине наиболее полного копирования микро- 
и нанорельефа костной ткани, но и как более предпочти-
тельного типа поли-L-лактидных матриц для размещения 
на их поверхности клеточных популяций из-за большего 
адгезивного потенциала. Таким образом, зарегистриро-
ванный адгезивный потенциал обеспечивает остеоин-
дуктивный и остеокондуктивный потенциал разработан-
ной матрицы за счет фиксации на поверхности изделий 
остеогенных клеток.

При изучении культуры мезенхимальных стромальных 
клеток видны крупные фибробластоподобные клетки 
с хорошо флуоресцирующими ядрами, среди популяции 
видны митотические клетки (рис. 7). Полученные резуль-
таты свидетельствуют о высокой жизнеспособности полу-
чаемой культуры МСК.

Распределение клеток и клеточных реакций через сут-
ки после проведения адгезии на ТЭКТ выглядело следую-
щим образом: клетки формировали слой крупных клеток, 
часто неправильной формы, за счет наличия псевдоподий, 
с четко очерченными контурами, хорошо просматрива-
емой цитоплазмой и ядром (рис. 5, 6), с высокой проли-
феративной активностью.

Значительные различия между первым и вторым днем 
абсорбции ТЭКТ заключались в формировании диффе-
ренцированных остеогенных клеток на поверхности 

Рис. 7
Заселение популяцией дифференцированных остеогенных 
клеток образца тканеинженерного эквивалента костной тка-
ни на основе биорезорбируемых синтетических полимер-
ных клеточных матриц с инкрементом вязкости в 6,81 дл/г, 
14-е сут, ув. 10, флуоресцентная микроскопия: отчетливо 
прослеживается пространственно-размерная ориентация 
клеточных элементов относительно гаверсовых траншей

Рис. 8
Дифференцированные остеогенные клетки 7-й недели куль-
тивирования на поверхности тканеинженерного эквивален-
та костной ткани; светооптическая микроскопия, ув. 10
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монослоя, в котором начинали преоб-
ладать крупные клетки с вытянутыми 
псевдоподиями (до 50 мкм), появля-
лась высокая пролиферативная актив-
ность в популяции адгезированных 
клеток (от 5 до 10 %).

На 7-е сут от начала абсорбции кле-
ток на поверхности ТЭКТ начинали 
отчетливо появляться зоны межкле-
точных контактов за счет псевдопо-
дий, визуализируется большое коли-
чество клеток, находящихся в разных 
стадиях митотической активности 
(рис. 8).

На 14-е сут экспансии клеток 
в структуре ТЭКТ определяли мар-
керы, характеризующие клеточный 
компонент ТЭКТ как остеогенные 
дифференцированные клетки и под-
тверждающие его остеоиндуктивный 
и остеокондуктивный потенциал: 
определялась экспрессия щелочной 
фосфатазы (рис. 9) и коллагена 1-го 
типа (рис. 10). Результаты исследова-
ния были положительными по срав-
нению с контрольными образцами – 
недифференцированными клетками 
мезенхимальной фракции (МСК).

Вместе с тем адгезивный потенциал 
БСПКМ всех типов и ТЭКТ на их осно-
ве существенно превышал таковой 
по сравнению с контрольным образ-
цом, в качестве которого выступала 
пленка из poly-L-lactide без сформи-
рованного рельефа поверхности. Было 
зарегистрировано более чем четы-
рехкратное превосходство по степе-
ни адгезии для БСПКМ второго типа 
и ТЭКТ на ее основе по сравнению 
с контролем (P < 0,05), независимо 
от используемых клеточных популя-
ций, и более чем пяти- и двенадца-
тикратное превосходство по степе-
ни адгезии для БСПКМ первого типа 
и ТЭКТ на ее основе по сравнению 
с контролем для популяции МСК.

Полученные в ходе выполнения 
НИР результаты свидетельствуют 
о необходимости проведения докли-
нических исследований ТЭКТ на экс-
периментальных моделях с целью 
определения регенераторного потен-
циала тканеинженерных конструкций 
in vivo и определения направлений 
создания на их основе биодеградиру-

емых имплантатов для нужд травма-
тологии и ортопедии, вертебрологии.

Обсуждение

С позиции идеологии тканевой инже-
нерии, матрицы-носители (скаффол-

ды) являются ключевыми элементами 
тканевой инженерии. Помимо обеспе-
чения целевой доставки необходимых 
агентов, матрицы должны быть био-
логически совместимыми и обладать 
требуемой механической прочностью. 
В современной тканевой инженерии 

Рис. 9
Мезенхимальные стромальные клетки 4 недель культивирования, отрицательная 
реакция на щелочную фосфотазу (а) и дифференцированные остеогенные клетки 
7 недель культивирования, положительная реакция на щелочную фосфотазу (б); 
14-е сут ведения на дифференцировочной среде, светооптическая микроскопия, 
ув. 10

Рис. 10
Экспрессия дифференцированными остеогенными клетками антигена коллагена 
первого типа на 28-е сут экспансии на поверхности тканеинженерного эквивален-
та костной ткани (цитоплазматическая и внецитоплазматическая локализация); 
флуоресцентная микроскопия; докрашивание ядер DAPI, ув. 20

а б



84

3/2014 (С. 77–85)

Экспериментальные исследования

ХИРУРГИЯ ПОЗВОНОЧНИКА

П.М. Ларионов и др. Тканеинженерный эквивалент костной ткани и перспективы его использования

основной упор делается на разра-
ботку матриц из биорезорбируемых 
материалов, обладающих биологи-
ческой активностью [7–9, 12, 13, 20]. 
С этой целью внутрь матрицы могут 
быть введены биологически активные 
вещества: протеины, способствующие 
адгезии и росту клеток, лекарствен-
ные препараты, а также клеточные 
культуры [12, 23]. Новым направлени-
ем модификации поверхности кле-
точных матриц является обработка 
физическими факторами или хими-
ческими реагентами с целью улуч-
шения механических и биомедицин-
ских свойств, что позволяет добиться 
повышения адгезионных свойств по-
верхности по отношению к культи-
вируемым клеточным популяциям, 
улучшения газодинамических свойств 
изделий и повышения их проницаемо-
сти для субстратов и продуктов обме-
на клеток [7, 8, 21]. Свойства поверх-
ности матриц также играют большую 
роль для прикрепления и пролифе-
рации клеток [9, 11, 21]. Для повыше-
ния адгезионных свойств поверхности 
по отношению к клеткам, улучше-
ния газодинамических свойств изде-
лий и повышения их проницаемости 
для субстратов и продуктов обмена 
клеток применяют различные подхо-
ды, включая обработку изделий физи-
ческими факторами или химическими 
реагентами [10, 11].

В  мировой литературе есть 
несколько обзоров, которые анализи-
руют преимущества и недостатки из-
вестных и развиваемых методов фор-
мирования матриц [2, 4, 5, 17–19, 22]. 
К таким методам относят самоформи-
рование структуры матриц, например, 
с применением перехода сверхкрити-
ческого CO2, направленное форми-
рование матриц, например с помо-
щью полимерных волокон, формиру-
емых с помощью электроспиннинга 
или микро- и наносфер и т.д. Методы 
самоформирования не воспроизво-
димы, имеют целый ряд ограничений 
и далеки от оптимальных. Известно 
большое количество статей, в которых 
исследуются возможности формиро-
вания матриц с помощью методов 
литографии. Эти методы позволяют 

формировать строго воспроизводи-
мые запланированные массивы функ-
ционально связанных макро- и нано-
объектов [14, 23]. Мы приверженцы 
данного направления, которое приме-
нимо к любым конструкциям, любым 
полимерам и позволяет формиро-
вать разнообразные высокоточные 
матрицы. С учетом того что массо-
вое производство с помощью мето-
дов литографии уже зарекомендова-
ло себя в полупроводниковой отрас-
ли, вполне логично предположить, 
что это направление может оказаться 
в будущем главным, именно поэтому 
оно было положено в основу данного 
исследования. К настоящему времени 
в мире имеются установки непрерыв-
ной штамповой импринт-фотолито-
графии, позволяющие печатать сот-
ни квадратных метров микро- и нано-
структуированных пленок в час. Пока 
это еще дорогой процесс, однако 
на историческом примере использо-
вания фотолитографии в полупрово-
дниковой технологии можно гово-
рить о том, что за короткое время 
стоимость процессов может умень-
шиться в миллион раз, тогда на сме-
ну спонтанным процессам самофор-
мирования придут высокотехнологи-
ческие методы формирования самых 
разнообразных матриц из различ-
ных материалов. Нами сознательно 
выбран именно этот путь создания 
матриц с использованием имеюще-
гося у нас оборудования фотолито-
графии и штамповой импринт-нано-
фотолитграфии, поскольку это прин-
ципиальным образом отличает такой 
подход от других, ныне существую-
щих, так как позволяет сформировать 
максимально полное подобие струк-
туры кости в формируемых издели-
ях, что являет собой один из отличи-
тельных признаков научной новизны 
подобной работы.

Законы развития технических 
систем привели к возможности реги-
стрировать нанообъекты, создавать 
их и управлять ими. За последние три 
года опубликован ряд обзоров, посвя-
щенных результатам использования 
нанотехнологий для решения задач 
инженерии тканей, прежде всего, 

костной [16, 19, 20, 22]. Имеются также 
сообщения, что создаваемая нанопо-
ристость на поверхности имплантатов 
(поры диаметром 30 нм) гарантирует 
их многолетнее использование [7, 8, 
10, 12, 14, 21]. Надо признать, что про-
блема выращивания кости и формиро-
вания тканеинженерных имплантатов 
является комплексной, для ее решения 
необходимо привлекать специалистов 
из различных областей, включая кле-
точных биологов, специалистов в обла-
сти биоматериаловедения, специали-
стов по формированию гетерограниц 
и поверхностей, по изучению взаимо-
действия клеток и материалов и т.д.

Полученные результаты еще раз 
обосновывают целесообразность раз-
работки тканеинженерных конструк-
ций, обладающих биомиметическими 
свойствами и позволяющих форми-
ровать управляемый процесс регене-
рации костной ткани с последующей 
трансляцией в область практическо-
го здравоохранения. Регенератор-
ный потенциал созданной тканеин-
женерной конструкции обеспечива-
ет возможность подготовки пациента 
к имплантации, включающей забор 
аутологичных клеток мезенхималь-
ной фракции, получения на их основе 
пула остеогенных дифференцирован-
ных клеток, премедикации пациента, 
направленной на коррекцию возмож-
ных дисметаболических нарушений, 
а также выполнение оперативных вме-
шательств с управляемыми характе-
ристиками. Например, операция про-
ведения управляемого спондилодеза 
возможна за счет четкого понимания 
жизнеспособности клеток, их проли-
феративного потенциала, регулиру-
емой биодеградации ТЭКТ и исход-
ного состояния тканей позвоночника 
пациента. 
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