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Морфологические и ультраструктурные исследования
показали, что культивированные клетки, полученные
из позвоночника эмбрионов на стадии хондрогенной
дифференцировки, в процессе культивирования сохра-
няют свой фенотип. Хондробласты на разной стадии
дифференцировки (юные, молодые и зрелые) способны
обеспечить как репаративную регенерацию, так и гоме-
остаз поврежденного матрикса хряща за счет синтеза
протеогликанов и коллагена. Полученные данные явля-
ются основанием для использования первичной культу-
ры хондробластов в клеточной инженерии при повреж-
дении и заболевании позвоночника.
ККллююччееввыыее  ссллоовваа:: культура клеток, хондробласт, диффе-
ренцировка, ультраструктура.

ВВввееддееннииее

В настоящее время наблюдается зна-

чительный рост числа работ, осно-

ванных на современных клеточных

технологиях, которые посвящены ре-

генерации хряща: первичных клеточ-

ных культурах, клеточной и тканевой

инженерии [7, 12]. Однако несмотря

на стремительное развитие исследо-

ваний в области тканевой инженерии

хряща, проблема выбора оптималь-

ного клеточного материала для реге-

нерации поврежденного хрящевого

дефекта пока не решена. В этом

аспекте фетальные клетки являются

универсальным модулем для любых

клеточных реконструкций [10].

Донорские клетки встраиваются в ор-

ганизм человека и позволяют созда-

вать устойчивые ростки новой, здоро-

вой ткани в поврежденных зонах [13,

15]. Клеточная и тканевая инженерия

могут быть использованы при трав-

матическом повреждении зон роста,

коррекции деформаций позвоночни-

ка на ранних стадиях сколиотической

деформации у детей и повреждениях

замыкательной пластинки диска,

сопровождаемых переломами тел

позвонков [5, 8]. По данным литерату-

ры, имеются серьезные аргументы

против использования в лечебной

практике эмбриональных стволовых

клеток [6]. Это связано не только

с вопросами этики, но, прежде всего,

с высоким пролиферативным потен-

циалом этих клеток. Одним из вари-

антов решения этой проблемы явля-

ется получение и использование

при тканевой инженерии как специа-

лизированных зрелых клеток, так

и клеток на стадии тканеспецифичес-

кой дифференцировки. Целью рабо-

ты является исследование первичной

культуры хондробластов, полученных

из эмбриональной хрящевой ткани

в качестве потенциального источни-

ка клеточного материала для ткане-

вой инженерии при лечении повреж-

дений позвоночника.

Chondroblast Culture as a Potential
Source for Tissue Engineering in Spine
Injury and Disease
A.M. Zaidman, A.V. Sakharov, T.D. Kolokoltsova

Morphological and ultrastructural investigations have shown
that cultivated cells from the embryonic spine at the stage of
chondrogenic differentiation preserve their phenotype during
cultivation. The chondroblasts at various differentiation stages
(junior, young, and mature) ensure both reparative regenera-
tion and homeostasis of an injured cartilage matrix at the
expense of the synthesis of proteoglycans and collagen.
The data obtained are the basis for use of primary chondrob-
last culture in cell engineering for treatment of spine injuries
and diseases.
KKeeyy  wwoorrddss::  cell culture, chondroblast, differentiation, ultra-
structure. 

Hir. Pozvonoc. 2004;(4):115–121.
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ММааттееррииааллыы  ии ммееттооддыы

Материалом исследований послужи-

ли клетки гиалинового хряща, извле-

ченные в стерильных условиях

из позвоночника эмбрионов челове-

ка 12-недельного возраста. После

механического измельчения, а затем

обработки в 1,5 % растворе коллаге-

назы суспензию клеток пропускали

через нейлоновый фильтр, центрифу-

гировали в течение 10 мин

при 1500 оборотов в минуту и поме-

щали для ресуспензирования в росто-

вую среду ДМЕМ. Культивирование

клеток проводили в питательной

среде ДМЕМ с добавлением 20 % FBS.

На втором пассаже стекла с первич-

ной клеточной культурой помещали

для фиксации в этанол и забирали

для проведения морфогистохимичес-

кого исследования. Для проведения

ультраструктурного анализа часть

клеток монослоя снимали с поверх-

ности смесью трипсина 0,02 % и вер-

сена 0,025 %. Осадок центрифугиро-

вали, а затем фиксировали в 4 % рас-

творе параформа, дофиксировали 1 %

раствором OsO4, обезвоживали

в спиртах возрастающей концентра-

ции, заключали в эпон-аралдит.

На ультратоме «Raichert» готовили

ультратонкие срезы, контрастирова-

ли уранилацетатом и просматривали

под электронным микроскопом

«Hitachi-100». Для изучения морфо-

метрических характеристик осадок

из клеток монослоя окрашивали

гематоксилином и эозином. Обработ-

ку статистических данных проводили

с использованием комплекса оптико-

структурного анализа «Carl Czeiss»,

а также программ «AxionVision 3»

и «Motic Images». В клетках монослоя

на стекле и в осадке, полученном

при снятии клеток с монослоя, выяв-

ляли гликоген и гликопротеины

при постановке ШИК-реакции

с ферментативным контролем амила-

зой. Сульфатированные и несульфа-

тированные гликозаминогликаны

(ГАГ) выявляли Хейл-реакцией, альци-

ановым и толуидиновым синим

при различных значениях рН рас-

твора красителя. Реакцию на НАД-Н

диафоразу и СДГ ставили по Нади

и Нахласу.

РРееззууллььттааттыы

Из первичной культуры эмбриональ-

ного хряща позвоночника на II пасса-

же выделено три типа клеток (рис. 1).

Первый тип представлен мелкими

клетками овальной формы площадью

60,90 мкм. Крупное ядро преимущест-

венно овальной, реже бобовидной

формы располагается в клетке цент-

рально. Контуры клетки ровные, ци-

топлазма окрашивается базофильно,

что свидетельствует об активном син-

тезе РНК. При постановке ШИК-реак-

ции (контроль с амилазой) в цито-

плазме клеток выявляются диффузно

расположенные гранулы гликогена

(рис. 2). Реакция с толуидиновым си-

ним при значениях рН раствора кра-

сителя 5,0; 2,5 и 1,5 свидетельствует

о синтезе хондробластами несульфа-

тированных и сульфатированных ГАГ:

гиалуроновой кислоты и хондрои-

тинсульфата. Бледная Хейл-реакция

в цитоплазме клеток I типа свидетель-

ствует о низкополимерном состоя-

нии синтезируемых ГАГ. Выявленные

биохимические соединения являются

основными биополимерами клеток,

детерминированных в направлении

хондрогенеза, и отражают начальные

этапы дифференцировки хондро-

бластов. Гранулы ферментов окисли-

тельно-восстановительного ряда (СДГ

и НАД-Н диафораза) локализованы

преимущественно в околоядерной

области (рис. 3, 4).

На электронограммах первый тип

представлен клетками с крупным

РРиисс..  33

Гранулы СДГ в цитоплазме кле-

ток трех типов. Монослой

на стекле; 10 х 40

РРиисс..  11

Клетки трех типов в монослое

на стекле. Гематоксилин-эозин;

10 х 60

РРиисс..  22

Гликоген в клетках I типа

(ШИК-реакция); 10 х 40
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ядром, занимающим более половины

объема цитоплазмы. Ядерная мембра-

на отграничивает немногочисленные

инвагинаты. На наружной ядерной

мембране в области ядерных пор рас-

полагаются многочисленные рибосо-

мы (рис. 5). Ядрышко, как правило,

одно и располагается в нуклеоплазме

эксцентрично. Плазмалемма образует

многочисленные короткие отростки.

Цитоплазматический матрикс этих

клеток отличается повышенной элек-

тронной плотностью. Рибосомальный

аппарат является доминирующим ор-

ганоидом клеток первого типа. Он

представлен рибосомами и полисома-

ми, свободно расположенными в ци-

топлазме, а также фиксированными

на мембране гранулярного эндоплаз-

матического ретикулума (ГЭР). ГЭР

развит незначительно и выявляется

в виде коротких, узких цистерн,

а на поперечных срезах имеет вид

овальных профилей (рис. 6), иногда

расширенных и заполненных гомо-

генным веществом, имеющим более

высокую электронную плотность, чем

цитоплазматический матрикс. Комп-

лекс Гольджи (КГ) развит слабо и рас-

полагается в околоядерной зоне.

Представлен двумя – тремя узкими

цистернами, содержащими на пери-

ферии незначительное количество

мелких везикул. Морфологически

можно выделить три типа везикул:

гладкоконтурные и два типа окайм-

ленных. Гладкоконтурные везикулы

образованы тонкой мембраной и за-

полнены веществом с низкой элект-

ронной плотностью. Окаймленные

везикулы первого типа локализованы

вблизи плазматической мембраны

и представляют собой образования

с электронно-прозрачным центром.

На их внутренней мембране отмеча-

ется конденсация мелкодисперсного

содержимого высокой электронной

плотности. Второй тип – мелкие

окаймленные везикулы, заполненные

крупно- и мелкогранулярным содер-

жимым высокой электронной плот-

ности, располагаются в области ГЭР.

Митохондрии немногочисленны

и находятся в околоядерной области.

Обычно имеют вытянутую, а на попе-

речных срезах овальную или округ-

лую форму. Кристы длинные, листо-

видной формы, не всегда различимы

на фоне матрикса повышенной элек-

тронной плотности. В ряде случаев

наружная мембрана митохондрий

контактирует с мембраной ГЭР. Лизо-

сомы представлены в основном гете-

рофагосомами и аутофагосомами.

Среди включений идентифицируют-

ся мелкие гранулы гликогена.

Клетки II типа в суспензии культу-

ры клеток имеют овальную форму

или вытянутую – в монослое на стек-

ле (рис. 7). Площадь клеток составля-

ет 98,50 мкм. Ядро в большинстве слу-

чаев бобовидной формы и, как прави-

ло, смещено к одному из полюсов

клетки, содержит 1–2 ядрышка. Клет-

ки формируют длинные цитоплазма-

тические отростки, которые контак-

тируют с цитоплазмой соседних кле-

ток. Результаты морфометрического

анализа показывают, что по сравне-

нию с клетками I типа отмечается ста-

тистически достоверное снижение

ядерно-цитоплазматического отно-

шения, которое свидетельствует о по-

вышении степени дифференцировки

этих клеток. Типичным признаком яв-

ляется присутствие митотически де-

лящихся клеток (рис. 8). Для клеток II

типа характерным признаком являет-

ся значительное накопление гликоге-

РРиисс..  66

Транспортные везикулы в клет-

ке I типа; х12000

РРиисс..  44

Реакция на НАД-Д диафоразу

в клетках 3 типов; 10 х 40

РРиисс..  55

Ультраструктура хондробласта

I типа; х5000

РРиисс..  77

Клетки II типа. Гематоксилин

и эозин; 10 х 40
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на (ШИК-реакция с контролем амила-

зой) и усиление синтеза сульфатиро-

ванных и несульфатированных ГАГ

(хондроитинсульфат А, С и кератан-

сульфат, рис. 9) в высоко полимерной

форме (Хейл-реакция). Ферменты

НАД-Н и СДГ локализуются как в око-

лоядерной зоне, так и на периферии

клетки (рис. 3, 4).

На электронограммах ядро клеток

II типа имеет бобовидную форму.

Контуры ядерной мембраны не-

ровные и отграничивают многочис-

ленные инвагинаты (рис. 10). В нукле-

оплазме выявляются 1–2 ядрышка,

которые отличаются четко выра-

женным фибриллярным и грануляр-

ным компонентами. Ультраструктур-

но можно отметить некоторое про-

светление цитоплазматического мат-

рикса. ГЭР и КГ более развиты, чем

у клеток I типа. Значительно увеличи-

ваются по количеству и объему мел-

кие и крупные везикулы (рис. 11). По-

лярность распределения ГЭР и КГ

в клетке четко выражена (рис. 12).

В области выпуклой поверхности яд-

ра ГЭР и КГ представлены узкими

цистернами. Обилие мелких везикул,

связывающих мембраны ГЭР с КГ,

а также локализованных в области

плазматической мембраны, с нашей

точки зрения, может свидетельство-

вать о том, что это полюс клетки, где

идет активный эндоцитоз и синтез

преимущественно мембранных ком-

понентов для нужд самой клетки.

На противоположном полюсе

клетки, со стороны вогнутой поверх-

ности ядра, цистерны ГЭР значитель-

но расширены и заполнены мелко-

зернистым содержимым повышен-

ной электронной плотности по отно-

шению к цитоплазматическому мат-

риксу. Зона КГ, расположенная в об-

ласти инвагинации ядра, характери-

зуется везикулярно-ламеллярным ти-

пом строения и имеет четко выра-

женную незрелую и зрелую поверх-

ности. Со стороны трансповерхности

КГ, обращенной в сторону плазмати-

ческой мембраны, выявляются все

три описанных ранее типа везикул,

количество и объем которых значи-

тельно больше, чем на противопо-

ложном полюсе клетки. Надо пола-

гать, что на этом полюсе происходит

активный синтез и накопление спе-

цифических продуктов синтеза.

Лизосомный аппарат клеток пред-

ставлен первичными лизосомами

и аутофагосомами. Митохондрии

встречаются как молодые, палочко-

видной формы с электронно-плот-

ным матриксом, маскирующим крис-

РРиисс..  1122

Полярность расположения ор-

ганелл в клетках II типа; х5000

РРиисс..  1100

Ультраструктура клеток II типа;

х5000

РРиисс..  1111

Активный комплекс Гольджи

в клетках II типа; х10000

РРиисс..  99

Хондроитинсульфат С в цитоп-

лазме хондробластов II типа.

Реакция с альциановым синим

(контроль с гиалуронидазой);

10 х 40

РРиисс..  88

Митоз в клетках II типа. Гема-

токсилин и эозин; 10 х 40
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ты, так и зрелые, с хорошо выражен-

ными ламеллярными кристами и про-

светленным матриксом, которые на-

ходятся в тесном контакте с КГ и ГЭР.

Следует отметить, что количество ми-

тохондрий у клеток II типа возрастает

по сравнению клетками более низкой

стадии дифференцировки. Среди

включений выявляются многочислен-

ные гранулы гликогена.

III тип представлен крупными

клетками овальной формы площадью

196,20 мкм (рис. 13). Центрально рас-

положенное светлое ядро площадью

59,28 мкм в большинстве случаев со-

держит одно ядрышко. Плазматичес-

кая мембрана формирует два-три ко-

ротких отростка. Контакты с соседни-

ми клетками не наблюдаются. В ци-

топлазме обнаруживаются грануляр-

ные включения гликогена (рис. 14).

При постановке реакции с толудино-

вым синим (рН 2,5) в цитоплазме кле-

ток выявляется γ-метахромазия. Конт-

рольный ферментолиз с гиалурони-

дазой позволил идентифицировать

хондроитинсульфаты А и С, а также

кератансульфат. НАД-Н диафораза

и СДГ в виде мелких гранул заполня-

ют всю цитоплазму. Ультраструктурно

клетки III типа представлены крупны-

ми клетками преимущественно округ-

лой или овальной формы. Цитоплаз-

ма занимает значительный объем

клетки. Ядро содержит более диспер-

гированный эухроматин. Цитоплаз-

матический матрикс значительно

просветлен по сравнению с клетками

I и II типа. Плазматическая мембрана

местами теряет четкие контуры, осо-

бенно в зоне трансмембранного пе-

реноса, где формируются эндоцитоз-

ные везикулы. Рибосомы располага-

ются в гиалоплазме в виде полисом

или свободно, а также фиксированы

на мембране ЭР. ГЭР представлен ши-

рокой сетью цистерн, которые места-

ми чрезмерно расширены. Просвет

цистерн заполнен четко выраженным

гранулярным и волокнистым содер-

жимым невысокой электронной

плотности. КГ характеризуется высо-

кой степенью организации и занима-

ет значительный объем цитоплазмы,

имеет хорошо выраженный везику-

лярный, ламеллярный и вакуолярный

компоненты (рис. 15). Наличие боль-

шого количества мелких окаймленных

везикул в зоне КГ и ГЭР может также

свидетельствовать о высокой функци-

ональной активности клетки. Мито-

хондрии крупные, овальной формы,

с просветленным матриксом. Микро-

филаменты и микротрубочки пред-

ставлены в большом количестве и рас-

полагаются в цитозоле диффузно.

Лизосомы наиболее широко пред-

ставлены аутофагосомами и присут-

ствуют в несравненно больших коли-

чествах, чем в клетках более низкой

степени дифференцировки. По ха-

рактеру содержимого можно выде-

лить два типа аутофагосом: заполнен-

РРиисс..  1155

КГ с развитым везикулярным,

ламеллярным и вакуолярным

компонентами в клетках III ти-

па; х17000

РРиисс..  1133

Хондробласт III типа в моно-

слое на стекле. Гематоксилин и

эозин; 10 х 40

РРиисс..  1144

Обильные гранулы гликогена

в цитоплазме хондробластов III

типа. ШИК-реакция; 10 х 40

РРиисс..  1166

Аутофагосомы, заполненные

гранулярным и фибриллярным

содержимым в клетках III типа;

х20000
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ные гранулярными структурами вы-

сокой и средней электронной плот-

ности, а также фибриллярным содер-

жимым (рис. 16). В гиалоплазме выяв-

ляются многочисленные скопления

гранул гликогена и липиды.

ООббссуужжддееннииее

При обсуждении полученных данных

следует остановиться на главных во-

просах, связанных с возможностью

использования культивированных

клеток для замещения поврежденных

тканей позвоночника. Прежде всего,

это фенотипическая характеристика

исследуемого материала, репаратив-

ный потенциал клеток и обеспечение

структурной и функциональной пол-

ноценности матрикса хряща в зонах

повреждения.

Методами морфогистохимии

и ультраструктурного анализа

культивированные клетки по степени

дифференцировки разделены на три

типа:

– малодифференцированные (юные);

– среднедифференцированные (мо-

лодые);

– дифференцированные (зрелые).

Критериями степени дифферен-

цировки явились митотическая ак-

тивность, специфические синтезы

и ультраструктурная организация

клеток [1–4].

Юные клетки коммитированы

в сторону хондрогенной дифферен-

цировки, о чем свидетельствуют их ма-

лые размеры, ядерно-цитоплазмати-

ческие отношения больше единицы,

синтез гиалуроновой кислоты и хонд-

роитинсульфата С. Доминирующей

органеллой клетки является рибосо-

мальный аппарат. Единичный КГ рас-

положен приядерно. Продукция бел-

ков и протеогликанов обеспечивает

процесс роста и репродукции [14, 16].

Ко второй группе клеток относят-

ся крупные, активно синтезирующие

хондроитинсульфаты А и С, кератан-

сульфат, митотически делящиеся

клетки. Для этих клеток характерна

высокая ультраструктурная организа-

ция: широкая эндоплазматическая

сеть, рассредоточение КГ по всей ци-

топлазме, обилие митохондрий, визи-

кул, полярность. Все перечисленное

относится к характерным морфоло-

гическим признакам молодых хонд-

робластов [1, 3, 9, 11].

Третья группа – это крупные клет-

ки с центрально расположенным яд-

ром. Хроматин диспергирован, мито-

зы отсутствуют, но специфические

для хондробластов синтезы (синтез

хондроитинсульфатов А, С, кератан-

сульфата) интенсивны. Густо разветв-

ленная сеть гладкого эндоплазмати-

ческого ретикулума, обширные поля

КГ и большое количество окаймлен-

ных везикул, связанных как с цистер-

нами гладкого эндоплазматического

ретикулума, так и с КГ, позволяют ха-

рактеризовать эту популяцию клеток

как зрелые хондробласты [3, 14, 17].

Таким образом, морфологические

исследования культивированных кле-

ток позволили характеризовать по-

следние как хондробласты разной

степени дифференцировки. Степень

дифференцировки определялась в за-

висимости от размеров и формы кле-

ток, ядерно-цитоплазматических от-

ношений, митотической активности,

последовательности синтезов (гиалу-

роновая кислота, хондроитинсульфа-

ты С, А, кератансульфат) и от услож-

нения ультраструктурной организа-

ции – количества и распределения

органелл, эндоплазматической сети,

КГ, митохондрий.

ЗЗааккллююччееннииее

Таким образом, морфологические

и ультраструктурные исследования

показали, что культивированные

клетки, полученные из позвоночника

эмбрионов на стадии хондрогенной

дифференцировки, в процессе куль-

тивирования (II пассаж) сохраняют

свой фенотип. Три степени диффе-

ренцировки хондробластов способ-

ны обеспечить репаративную регене-

рацию поврежденного матрикса хря-

ща за счет синтеза протеогликанов

и коллагенов. Кроме того, учитывая

специфику хондробластов, отсутст-

вие разобщенности синтеза и репро-

дукции [1, 3], мало- и среднедиффе-

ренцированные хондробласты обес-

печивают как сохранение популяции

клеток, так и гомеостаз матрикса.

Полученные данные являются осно-

ванием для использования первичной

культуры хондроцитов в качестве

материала для тканевой инженерии

при повреждении и заболевании

позвоночника.
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