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Традиционным методом восстановления
объемных костных дефектов, в частности
в челюстно�лицевой хирургии и стоматоло�
гии, является трансплантация аутологич�
ной либо аллогенной костной ткани.
Несмотря на достоинства и распространен�
ность, этот подход не является универсаль�
ным и имеет определенные ограничения.
Новые возможности в восстановлении кост�
ных дефектов могут предоставить биоинже�
нерные конструкции на основе использова�
ния носителей (скаффолдов, матриц)
природного или синтетического происхож�
дения, заселенных живыми клетками паци�
ента, среди  которых наиболее перспектив�
ными могут считаться мультипотентные
мезенхимные стромальные клетки (МСК).
МСК обладают высоким пролиферативным
потенциалом и способностью вступать
в дифференцировку в остеогенном, хондро�
генном и адипогенном направлениях [1, 2].

Наиболее распространенным источни�
ком получения МСК для аутологичного при�
менения в настоящее время является кост�
ный мозг, хотя они могут быть выделены
и из других тканей взрослого человека —
жировой [1, 3, 4] и мышечной [5], синови�
альной мембраны [6], дермы [7], перифери�
ческой [8] и кордовой [9, 10] крови и др.
Жировая ткань (ЖТ) обладает рядом преи�
муществ перед другими источниками МСК,
включая костный мозг. Среди них в первую
очередь можно выделить минимальную ин�
вазивность процедуры получения, высокое
содержание клеток�предшественников
и возможность получать материал в количе�
ствах, достаточных для трансплантации.
Установлено, что мезенхимные стромаль�
ные клетки жировой ткани (МСК ЖТ) взрос�
лого человека по пролиферативным и диф�
ференцировочным свойствам мало отличаются
от МСК костного мозга [1, 3, 11]. 
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Разработка гибридных биоэквивалентов костной ткани с использованием подходов тканевой ин�
женерии является одним из актуальных направлений современной биотехнологии. В работе иссле�
довали биосовместимость ряда остеопластических композиционных материалов, разрешенных для
клинического применения, с мезенхимными стромальными клетками жировой ткани in vitro. Пока�
зано, что присутствие губок «Колапол», гранул OssaBase®�НА и Bio�Oss® в среде культивирования не
влияет на жизнеспособность и метаболическую активность клеток, а губки «Стимул�Осс» оказывают
токсическое действие. При заселении губок «Колапол», гранул OssaBase®�НА и Bio�Oss® мезенхим�
ные стромальные клетки жировой ткани прикрепляются к поверхностям носителя, распластывают�
ся и пролиферируют в ходе культивирования, что свидетельствует о перспективности применения
этих материалов для разработки биоинженерных конструкций с использованием мезенхимных стро�
мальных клеток жировой ткани для восстановления костных дефектов в челюстно�лицевой хирур�
гии и стоматологии.
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Эффективность формирования костной
ткани с использованием подходов тканевой
инженерии зависит не только от особенностей
заселяемых клеток, но и от свойств поддер�
живающей матрицы [12]: биосовместимос�
ти, механических параметров, адгезивности,
способности поддерживать пролиферацию
эксплантированных клеток in vitro и in vivo,
а также их вступление в дифференцировку
[13]. В настоящее время в челюстно�лицевой
хирургии в качестве остеопластического ма�
териала применяют ряд природных и синте�
тических соединений, таких как коллагены,
гидроксиапатиты, полимеры молочной
и гликолевой кислот, неорганические поли�
меры на основе трикальцийфосфата, а так�
же комбинации перечисленных компонен�
тов. Каждый из этих материалов имеет свои
положительные и отрицательные свойства,
поэтому использование конкретного биома�
териала в качестве клеточного носителя
всегда является ситуацией выбора. Особое
внимание при этом следует уделять способ�
ности матриц�носителей к поддержанию ад�
гезии и пролиферации клеток, а также обес�
печению их трехмерной ориентации. Наше
внимание привлекли комбинированные сое�
динения, которые используются для остео�
пластики в стоматологии и травматологии,
в частности губки на основе гидроксиапати�
та и коллагена «Колапол» (Полистом, Рос�
сия) и «Стимул�Осс» (Белкозин, Россия),
а также гранулы на основе естественного не�
органического костного матрикса, получен�
ного из бычьей кости Bio�Oss® (Geistlich,
Германия) и синтетические гранулы на осно�
ве гидроксиапатита OssaBase®�НА (LASAK
Ltd, Чехия). Все перечисленные остеоплас�
тические препараты зарегистрированы в Ук�
раине и разрешены для клинического
применения. Среди приведенных остеоплас�
тических материалов наиболее изученными
с точки зрения их использования в качестве
носителей для МСК являются гранулы Bio�
Oss® [14, 15]. Вместе с тем большинство ра�
бот проведено на МСК, выделенных из тка�
ней животных, и вопросы, касающиеся
изучения поведения МСК человека, остают�
ся недостаточно изученными. 

Цель настоящего исследования — изуче�
ние биосовместимости ряда остеопласти�
ческих материалов с мезенхимными стро�
мальными клетками жировой ткани
человека in vitro для оценки возможности
использования этих материалов при разра�
ботке биоинженерных конструкций костной
ткани для челюстно�лицевой хирургии
и стоматологии. 

Материалы и методы

Выделение и культивирование клеток
Жировую ткань получали в результате

хирургического удаления жировых отложе�
ний у взрослых пациентов с соблюдением
норм врачебной этики после информирован�
ного письменного согласия. Ткань измель�
чали и подвергали ферментативной обработ�
ке коллагеназой 2�го типа (Sigma�Aldrich,
СШA). МСК ЖТ получали с применением
метода, описанного нами ранее [16]. 

Культивирование выделенных адгезив�
ных клеток проводили в питательной среде
α�МЕМ (PAA, Aвстрия), дополненной эмб�
риональной сывороткой крупного рогатого
скота (ЭС, PAA, Австрия), 2 мМ L�глутами�
на, 50 ед/мл пенициллина и 50 мг/мл стреп�
томицина при 37 °С и 5% СО2 в условиях
95%�й влажности в течение трех�четырех
пассажей со сменой среды 2 раза в неделю.
После достижения клетками 70% конфлюэ�
нтного монослоя их пассировали с примене�
нием смеси трипсин−версен (1:4) и рассеивали
в культуральные флаконы с коэффициентом
1:3. Для дальнейших исследований исполь�
зовали клетки 4�го пассажа.

Иммунофенотипические исследования
Для оценки иммунофенотипа клетки

трипсинизировали по стандартной методике
и окрашивали в течение 30 мин FITC� или
PE�конъюгированными моноклональными
антителами CD29�PE (Serotec), CD34�FITC
(Dako), CD44�FITC (BD Biosciences), CD45�
PE (Serotec), CD73 (BD Biosciences), CD105
(Serotec). После двукратной отмывки в фос�
фатном буфере иммунофенотип клеток опре�
деляли на проточном цитометре FACS
Calibur (BD Biosciences, Великобритания).
Полученные данные анализировали с ис�
пользованием программы WinMDI v. 2.8. 

Заселение носителей
Перед заселением носители тщательно

промывали физиологическим раствором,
после чего насыщали средой культивирова�
ния. Заселение МСК ЖТ проводили с ис�
пользованием двух методик в зависимости
от структуры матрицы. Для заселения гранул
Bio�Oss® и OssaBase®�НА суспензию МСК ЖТ
с концентрацией 105 клеток в 1 мл среды
вносили в пробирки, содержащие гранулы
носителя, и инкубировали при постоянном
перемешивании на вортекс�миксере со ско�
ростью 700−1 000 об/мин в течение 90 мин
при 37 °С, после чего пробирки переносили
в СО2�инкубатор на 24 ч. Для заселения по�
ристых губок «Колапол» и «Стимул�Осс» на
их поверхность с помощью автоматической
пипетки наносили 100 мкл концентрированной
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суспензии МСК ЖТ (105 клеток в 100 мкл
среды). Губки с клетками инкубировали 3 ч
в СО2�инкубаторе в стандартных условиях,
после чего переносили в лунки 24�луночного
планшета, содержащие по 1 мл среды куль�
тивирования. В качестве контроля такое же
количество МСК ЖТ помещали в условия
монослойного культивирования.

Оценка метаболической и пролифера)
тивной активности МСК ЖТ с использова)
нием Alamar Blue

Для оценки метаболической и пролифе�
ративной активности МСК ЖТ, заселенных
в трехмерные носители, использовали инди�
катор Alamar Blue (АВ, Serotec), интеграль�
но отражающий уровень окислительно�вос�
становительных процессов в клетках [17].
Для этого после 24 ч культивирования засе�
ленные клетками матрицы переносили
в лунки 24�луночного планшета со средой
культивирования, содержащей 10% АВ,
и инкубировали в этих условиях в течение
2 ч при 37 °С. Затем среду отбирали и опреде�
ляли в ней уровень восстановленности АВ
с использованием планшетного спектрофлуо�
риметра Tecan GENios (Tacan, Aвстрия) при
волне возбуждения 550 нм и эмиссии
590 нм. Данные представляли как разность
опытной и холостой (без клеток) проб и вы�
ражали в условных единицах флуоресцен�
ции (УЕФ). Аналогично определяли уровень
восстановленности АВ через 7 сут культиви�
рования. 

Оценка жизнеспособности клеток 
Жизнеспособность и морфологические

особенности МСК ЖТ оценивали с использо�
ванием двойного окрашивания клеток флуо�
ресцеиндиацетатом (FDA) и этидиумбромидом
(EB). Для этого МСК, культивированные
в монослое или в составе носителей, инкуби�
ровали в течение 10 мин в растворе Хенкса,
содержащем FDA (2 мкг/мл) и EB (4 мкг/мл),
после чего клетки отмывали и исследовали
под флуоресцентным микроскопом CETI
EpiFluor (CETI, Бельгия) [18]. 

Оценка распределения жизнеспособных
клеток в носителях

Для интегральной оценки  локализации
и распределения клеток в носителях исполь�
зовали индикатор МТТ. Принцип его работы
основан на способности митохондриальных
дегидрогеназ восстанавливать желтую соль
3�[4,5�диметилтиазол�2�ил]�2,5�дифенил�
тетразолия бромид (МТТ) до нерастворимых
кристаллов формазана темно�фиолетового
цвета, которые накапливаются в цитоплаз�
ме живых клеток. Для проведения МТТ�тес�
та на 7�е сутки культивирования заселенные

носители инкубировали в среде, дополнен�
ной раствором МТТ (Sigma�Aldrich, 5 мг/мл),
в течение 3 ч при 37 °С, после чего среду уда�
ляли, а носители переносили в бесцветный
солевой раствор Хенкса и исследовали с по�
мощью стереомикроскопа при увеличении
в 40 раз.  

Статистическая обработка
Полученные результаты обрабатывали

статистически при помощи пакета программ
Origin 7.5. Данные оценивали, используя
параметрический критерий Стьюдента,
и выражали в виде M±m. Статистически до�
стоверными  считали различия при Р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Для оценки принадлежности стромаль�
ных клеток, выделенных из жировой ткани
человека, исследовали экспрессию поверх�
ностных маркеров методом проточной цито�
метрии. Установлено, что более 95% клеток
после монослойного культивирования в те�
чение четырех пассажей были позитивны по
мезенхимальным маркерам CD29, CD44,
CD73, CD105. При этом в клетках отсутство�
вала экспрессия гемопоэтических маркеров
CD34– и CD45–. Такой иммунофенотипичес�
кий профиль был описан рядом авторов для
МСК, выделенных из различных источни�
ков [1−9]. 

На первом этапе работы исследовали
влияние остеопластических материалов на
жизнеспособность МСК ЖТ при совместном
монослойном культивировании в течение
24 ч. В отсутствие материалов все клетки
после прикрепления и распластывания по�
зитивно окрашивались FDA. Клеток, окра�
шенных EB, выявлено не было. При поме�
щении в культуральную среду гранул
OssaBase®�НА и Bio�Oss®, а также широкопо�
ристой губки «Колапол» все клетки остава�
лись жизнеспособными. При этом было от�
мечено, что образованный при расщеплении
внутриклеточными эстеразами флуоресцеин
равномерно распределяется в цитоплазме
клеток, что позволяет определять их морфо�
логические особенности с использованием
флуоресцентного микроскопа. При помеще�
нии в среду культивирования губок «Сти�
мул�Осс» были обнаружены поврежденные
клетки, ядра которых окрашивались EB,
в норме не проникающим в клетки. 

Характер влияния исследуемых матери�
алов на жизнеспособность клеток при ви�
тальном окрашивании FDA/EB подтверж�
дался результатами, полученными
с использованием Alamar Blue�теста при оп�
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ределении метаболической активности МСК
ЖТ после их заселения в носители. Установ�
лено, что через 24 ч после заселения трех�
мерных матриц уровень восстановления АВ
различался в зависимости от применяемого
носителя (рис. 1).

Из рис. 1 следует, что клетки, заселившие
широкопористые губки «Колапол», а также
гранулы OssaBase®�НА и Bio�Oss®, были спо�
собны восстанавливать АВ, причем показа�
тели флуоресценции АВ клетками как в сос�
таве губок «Колапол», так и в/на гранулах
OssaBase®�НА и Bio�Oss® отличались друг от
друга незначительно и составляли
12126 ± 1727 УЕФ, 10268 ± 2118 УЕФ
и 9833 ± 2231 УЕФ соответственно. При
этом уровень восстановленности АВ в губках
«Колапол» не отличался от контрольной
группы, где МСК ЖТ находились в услови�
ях монослойного культивирования, в то вре�
мя как при культивировании клеток на гра�
нулах этот показатель был несколько ниже,
что, вероятно, связано с потерей части кле�
ток при заселении гранул. Клетки, заселен�
ные в трехмерную губку «Стимул�Осс», про�
являли незначительную метаболическую

активность, которая составляла менее 10%
от уровня контроля. Снижение метаболичес�
кой активности вплоть до гибели МСК ЖТ
при заселении в  губки «Стимул�Осс», оче�
видно, связаны с присутствием в этом ком�
мерческом продукте хлоргексидина и фор�
мальдегида, обладающих выраженным
токсическим действием и требующих специ�
альных условий удаления перед работой
с живыми клетками. 

Морфология и распределение МСК ЖТ
в носителях

В ходе прижизненного изучения жизне�
способности МСК ЖТ с помощью FDA было
установлено, что образовавшийся в резуль�
тате клеточного метаболизма флуоресцеин
равномерно распределен в цитоплазме кле�
ток. Это свойство было использовано для
оценки формы клеток и плотности заселе�
ния ими носителей. 

Форма и локализация МСК ЖТ через 7 сут
культивирования в губках «Колапол» и на
поверхности гранул приведены на рис. 2. 

Во всех случаях МСК ЖТ прикреплялись
и распластывались на поверхностях трех�
мерных матриц, имели фибробластоподоб�
ную морфологию, характерную для мезен�
химных стромальных клеток. Исследования
морфологических особенностей клеток в
составе губки «Колапол» (рис. 2, А) показа�
ли, что МСК ЖТ практически целиком
заполняли внешние поверхности пор матри�
цы, формируя трехмерную клеточно�поли�
мерную структуру.

Для более объективной оценки локализа�
ции клеток внутри и на поверхности носите�
лей использовали индикатор метаболичес�
кой активности клеток МТТ (рис. 3). 

На рис. 3 представлены микрофотогра�
фии заселенных носителей, полученные на
7�е сут культивирования. Видно, что в губке
«Стимул�Осс» (рис. 3, Б) не наблюдалось
позитивного окрашивания МТТ, что

Рис. 1. Уровень восстановления Alamar Blue
клетками через 24 ч после заселения в носители:
* — достоверные отличия с другими группами 

(Р < 0,05);
# — достоверные отличия с контрольной груп�

пой (монослойная культура, Р < 0,05).

Рис. 2. Флуоресцентная микроскопия мезенхимных стромальных клеток жировой ткани, окрашенных
ФДА, через 7 сут культивирования в составе губки «Колапол» (А), на гранулах OssaBase®<НА (Б) 

и Bio<Oss® (В). ×40

А ВБ
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свидетельствует, с одной стороны, об отсут�
ствии в составе носителя жизнеспособных
клеток, а с другой — о высокой специфич�
ности использованного метода. 

Результаты в остальных группах под�
твердили ранее полученные данные с ис�
пользованием окрашивания FDA и свиде�
тельствуют о сохранении жизнеспособности
и метаболической активности МСК ЖТ че�
рез 7 сут культивирования в составе остео�
пластических материалов. При оценке рас�
пределения и локализации клеток с помощью
МТТ�теста в составе носителей установлено,
что наиболее полноценно МСК ЖТ распреде�
лялись в объеме губок «Колапол» (рис. 3, А),
что проявлялось в практически полном их
заполнении гранулами формазана. На пове�
рхности гранул клетки распределялись ме�
нее однородно. Так, при анализе материала
Bio�Oss® было выявлено, что не все гранулы
включали окрашенные МТТ клетки. Вместе
с тем были и гранулы, практически пол�
ностью заселенные МСК ЖТ. Подобная кар�
тина наблюдалась и с гранулами OssaBase®�
НА, однако их заселение клетками было
более интенсивным. Эти данные свидетель�
ствуют о гетерогенности коммерческих остео�
пластических гранул по адгезивным свой�
ствам своих поверхностей. 

Исследования, проведенные с помощью
FDA� и МТТ�тестов, свидетельствуют о том,
что губки «Колапол» являются более эффек�

тивным носителем МСК ЖТ, по�видимому,
за счет присутствия в их составе большего
количества коллагена и широкопористой
структуры. Для более углубленного изуче�
ния поведения клеток в этом носителе оце�
нивали пролиферативную активность МСК
ЖТ с помощью АВ�теста (рис. 4). 

Из рис. 4 следует, что через 7 сут культи�
вирования МСК ЖТ в составе губок «Колапол»
уровень восстановленной формы АВ досто�
верно увеличивался по сравнению с 1�ми сут
в 1,9 раза и составлял 23 498 ± 1 623 УЕФ,

Рис. 3. Распределение мезенхимных стромальных клеток жировой ткани в носителях через 7 сут 
культивирования, выявленное с использованием МТТ<теста:

А — губка «Колапол», Б — губка «Стимул�Осс», В — гранулы OssaBase®�НА, Г — гранулы Bio�Oss®. ×40

А

ГВ

Б

Рис. 4. Восстановление Alamar Blue (УЕФ) 
мезенхимными стромальными клетками 

жировой ткани человека на 1< и 7<е сут 
культивирования в составе губок «Колапол» 

или в условиях монослоя.
* — Показатели достоверно отличаются от дан�
ных, полученных на 1�е сут культивирования 
(Р < 0,05)
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что свидетельствует о пролиферации клеток
внутри носителя. При этом показатели 
достоверно не отличались от МСК ЖТ, куль�
тивированных в условиях монослоя
(26 578 ± 1 574 УЕФ).

Результаты настоящей работы показали,
что губки «Колапол», а также гранулы
OssaBase®�НА и Bio�Oss® нетоксичны для
мезенхимных стромальных клеток. Клетки
адгезируют к их поверхностям, распластыва�
ются, проявляют метаболическую и пролифе�
ративную активность при объемном культи�
вировании в течение, по крайней мере, 7 сут. 

Губки «Стимул�Осс» оказывают негатив�
ное влияние на жизнеспособность и метабо�
лическую активность МСК ЖТ, для выясне�
ния причин и способов предотвращения
которого требуются отдельные исследования. 

Полученные данные свидетельствуют
о перспективности использования губок
«Колапол», а также гранул OssaBase®�НА
и Bio�Oss® для разработки биоинженерных
конструкций костной ткани на основе ме�
зенхимных стромальных клеток жировой
ткани для замещения костных дефектов в че�
люстно�лицевой хирургии и стоматологии.
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Розроблення гібридних біоеквівалентів
кісткової тканини з використанням підходів
тканинної інженерії є одним з актуальних на�
прямів сучасної біотехнології. У роботі дослі�
джували біосумісність низки остеопластичних
композиційних матеріалів, що дозволені до
клінічного застосування, з мезенхімними
стромальними клітинами жирової тканини in
vitro. Показано, що присутність губок «Кола�
пол», гранул OssaBase®�НА і Bio�Oss® у середо�
вищі культивування не впливає на життєздат�
ність і метаболічну активність клітин, а губки
«Стимул�Осс» мають токсичну дію. Під час за�
селення губок «Колапол», гранул OssaBase®�НА
і Bio�Oss® мезенхімні стромальні клітини жи�
рової тканини прикріплюються до поверхні
носія, розпластуються і проліферують у про�
цесі культивування, що свідчить про перспек�
тивність застосування цих матеріалів для роз�
роблення біоінженерних конструкцій із
використанням мезенхімних стромальних клі�
тин жирової тканини для відновлення кістко�
вих дефектів у щелепно�лицьовій хірургії та
стоматології.

Ключові слова: мезенхімні стромальні кліти�
ни, остеопластичні матеріали, біосумісність
тканинна інженерія. 
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The development of hybrid bone tissue bio�
equivalents with the application of tissue engi�
neering approaches is one of the promising
trends of current biotechnology. Biocompatibili�
ty of osteoplastic composite materials, which
were approved for clinical application with adi�
pose tissue mesenchymal stromal cells (AT MSC)
in vitro was studied. It is shown that the presence
of «Colapol» sponges, as well as OssaBase®�НА
and Bio�Oss® granules did not affect the viability
and metabolic activity of cells, whereas «Stimul�
Oss» had toxic effect. After seeding into
«Colapol» sponges, as well as OssaBase®�НА and
Bio�Oss®, granules AT MSC adhered to the scaf�
fold surfaces, confirming the application poten�
tial of these materials for the development of AT
MSC based bioengineered constructs for the
reconstruction of bone defects in facial�cranial
surgery and dentistry. 

Key words: adipose tissue mesenchymal stromal
cells, osteoplastic materials, biocompatibility,
tissue engineering.




