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Äàííàÿ ñòàòüÿ ïîñâÿùåíà àíàëèçó ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè õîíäðîáëàñòîâ íà 
3D-íîñèòåëå – äåìèíåðàëèçîâàííîé ëèîôèëèçèðîâàííîé ñïîíãèîçå «Ëèîïëàñò®» ïðè ðàç-
íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ: â âåíòèëèðóåìîé ïðîáèðêå ïðè 5% CO2 è 37°C; â ãåðìåòè÷-
íî çàêðûòîé ïðîáèðêå ïðè 37°C. Ïî ðåçóëüòàòàì ÄÍÊ-ìåòðèè, ÷åðåç 7 ñóòîê êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ïðèðîñò êëåòîê îòíîñèòåëüíî íà÷àëüíîé òî÷êè (2 ÷àñà ïîñëå ïîñåâà) íàáëþäàëñÿ â 
îáåèõ îïûòíûõ ãðóïïàõ è ñîñòàâèë 29,5% – â ÑÎ2-èíêóáàòîðå è 34% – â òåðìîñòàòå. Ïðè èç-
ó÷åíèè ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ðàçëè÷èé â ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ êëå-
òîê, âûðàùåííûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ, îáíàðóæåíî íå áûëî. Â îáåèõ ãðóïïàõ íàáëþäàþò-
ñÿ ó÷àñòè ëîêàëüíîãî ðîñòà êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè íîñèòåëÿ â îäèí èëè íåñêîëüêî ñëî¸â.
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The article presents an analysis of the proliferative activity of chondroblast cells on a 3D 
bio-carrier – a demineralised lyophilised spongiosis. The analysis was carried out in various 
conditions of cultivation: in a ventilated test tube at 5% CO2, 37°C; in a sealed airproof test 
tube; in a test tube completely filled with culture medium at 37°C. According to the results of 
DNA mesuarement, on the 7th day of cultivation the growth of cell number in comparison with 
the 0 day was 29.5% in the CO2 incubator and 34% in a thermostate. The histology revealed 
a local growth of the cell numbers (from one to several layers) on the surface of the carrier. 
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Âûðàùèâàíèå õîíäðîáëàñòîâ íà 
3D-ìàòðèöàõ ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èí-
òåðåñ äëÿ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. 
Ñîçäàâàåìûå òàêèì îáðàçîì êëåòî÷íî-
èíæåíåðíûå êîíñòðóêöèè (ÊÈÊ) ìî-
ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ëå÷åíèÿ 
äåãåíåðàòèâíî-äèñòðîôè÷åñêèõ çàáîëå-
âàíèé è ïîñòòðàâìàòè÷åñêèõ ïîâðåæäå-
íèé ñóñòàâíîãî õðÿùà [4-6]. ×àùå âñåãî â 
ïðîöåññå ñîçäàíèÿ ÊÈÊ õðÿùåâîé òêàíè 
èñïîëüçóþò CO2-èíêóáàòîðû, ëèáî áèî-
ðåàêòîðíûå ñèñòåìû, ïîääåðæèâàþùèå 
çàäàííûå ïàðàìåòðû ñðåäû. Îáùåïðè-
íÿòûìè óñëîâèÿìè êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê õðÿùåâîé òêàíè ÿâëÿþòñÿ: òåìïåðàòó-
ðà 37°Ñ, ïîñòîÿííàÿ âëàæíîñòü, ñîäåðæà-
íèå â ãàçîâîé ñðåäå CO2 – 5% è O2 – 21% [1, 
2]. Ïðîâåä¸ííîå ðàíåå èññëåäîâàíèå õîí-
äðîáëàñòîâ íà 3D-íîñèòåëå «Ëèîïëàñò®» â 
ðàìêàõ êîñìè÷åñêîãî è ñèíõðîííîãî íà-
çåìíîãî ýêñïåðèìåíòîâ ïîêàçàëî æèçíå-

ñïîñîáíîñòü è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê â 
ãåðìåòè÷íûõ ôëàêîíàõ áåç âîçäóøíîé 
ïðîñëîéêè â òå÷åíèå 3-õ íåäåëü [3]. Â íà-
ñòîÿùåì èññëåäîâàíèè îöåíèâàåòñÿ âîç-
ìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ ÊÈÊ õðÿùåâîé òêà-
íè íà îñíîâå õîíäðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà è 
3D-íîñèòåëÿ «Ëèîïëàñò®» ñ ïîìîùüþ ìå-
íåå ðåñóðñîçàòðàòíîé òåõíîëîãèè, áåç èñ-
ïîëüçîâàíèÿ CO2-èíêóáàòîðà.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ: ñðàâíèòü ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü õîíäðîáëàñòîâ 
÷åëîâåêà íà 3D-áèîíîñèòåëå «Ëèîïëàñò®» 
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ðàçíûõ óñëîâèÿõ: 
â âåíòèëèðóåìîé ïðîáèðêå ïðè 5% CO2 
è 37°C; â ãåðìåòè÷íî çàêðûòîé ïðîáèð-
êå ïðè 37°C.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Ïîñåâ êóëüòóðû õîíäðîáëàñòîâ íà 

3D-áèîíîñèòåëü. Êóëüòóðó õîíäðîáëà-
ñòîâ èç ãèàëèíîâîãî õðÿùà ÷åëîâåêà (ïà-
òåíò ÐÔ ¹ 2627817 îò 11.08.2017 ã.) âû-
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ñåâàëè íà ïîðèñòûé 3D-íîñèòåëü – àëëî-
ãåííóþ äåìèíåðàëèçîâàííóþ ëèîôèëè-
çèðîâàííóþ ñïîíãèîçó «Ëèîïëàñò®» (ïà-
òåíò ÐÔ ¹ 2366173 îò 15.05.2008 ã.). Ñî-
ãëàñíî ÒÓ-9398-001-01963143-2004, äàí-
íûé íîñèòåëü çàðåãèñòðèðîâàí êàê èçäå-
ëèå ìåäèöèíñêîãî íàçíà÷åíèÿ. Ïîñåâíàÿ 
äîçà: 5×104 êëåòîê íà íîñèòåëü ðàçìåðîì 
3×3×3 ìì. Êëåòêè íà íîñèòåëå ïîìåùàëè 
â êóëüòóðàëüíóþ ¸ìêîñòü îáú¸ìîì 10 ìë 
(ïî 2 ÊÈÊ â êàæäóþ ¸ìêîñòü). Äëÿ ïåðâî-
ãî âàðèàíòà êóëüòèâàöèè ôëàêîí çàïîë-
íÿëè 7 ìë ðîñòîâîé ñðåäû 199 (ÎÎÎ «Áèî-
ëîò», Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10% ýìáðèî-
íàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Çàêðûâàëè 
¸ìêîñòü êðûøêîé ñ ôèëüòðîì è ñòàâèëè 
â CO2-èíêóáàòîð ïðè 37°C, 5% CO2 è ïî-
ñòîÿííîé âëàæíîñòè. Äëÿ âòîðîãî âàðè-
àíòà ïîëíîñòüþ çàïîëíÿëè ôëàêîí ïîë-
íîé ðîñòîâîé ñðåäîé, ãåðìåòèçèðîâà-
ëè è ñòàâèëè â òåðìîñòàò ïðè 37°C. Âñåãî 
áûëî ïîäãîòîâëåíî 30 ôëàêîíîâ ñ ÊÈÊ 
(ïî 15 äëÿ êàæäîãî âà-
ðèàíòà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ). Ôëàêîíû ñ íîñè-
òåëåì áåç êëåòîê ñëó-
æèëè êîíòðîëåì, äëÿ 
èñêëþ÷åíèÿ ôîíà îò 
ñàìîãî ìàòðèêñà. Êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê íà íî-
ñèòåëå ÷åðåç 2 ÷àñà ïî-
ñëå ïîñåâà áûëî ïðè-
íÿòî çà íà÷àëüíóþ òî÷-
êó, îòíîñèòåëüíî êîòî-
ðîé íàáëþäàëè èçìå-
íåíèÿ ÷åðåç 1 è 7 ñóòîê 
ýêñïåðèìåíòà.

Óðîâåíü ïðîëèôå-
ðàöèè õîíäðîáëàñòîâ 
îïðåäåëÿëè ïî êîëè÷å-
ñòâó ÄÍÊ, âûäåëåííîãî 
èç êëåòî÷íûõ ÿäåð.

Îïðåäåëåíèå ÄÍÊ. Ê 
îïûòíîìó îáðàçöó äî-
áàâëÿëè 0,05%-é ðàñ-
òâîð àçèäà íàòðèÿ è 
ïðîòåèíàçó Ê äëÿ ïîë-
íîãî ðàñòâîðåíèÿ ìà-
òåðèàëà. Öåíòðèôóãè-
ðîâàëè ñ õëîðèäîì íà-
òðèÿ, îòáèðàëè ñóïåðíàòàíò, äîáàâëÿëè 
96%-é ýòàíîë è ñòàâèëè â ìîðîçèëüíèê 
íà íî÷ü. Ïðîöåäóðó ïðîìûâêè ïîâòîðÿëè 
åù¸ 2 ðàçà ñ èñïîëüçîâàíèåì 70%-ãî ýòà-
íîëà. Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè 1õTNE è 
òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè. Âñå ðàñòâîðû 
îò èñõîäíîé ïðîáû îáúåäèíÿëè. Â ñòå-
êëÿííîé õèìè÷åñêîé ïðîáèðêå ñìåøèâà-
ëè 1õTNE è ýêñòðàêò ÄÍÊ. Äîáàâëÿëè ðàâ-
íûé îáú¸ì ïðèãîòîâëåííîãî ôëþîðîãå-
íà è ïðîèçâîäèëè ðåãèñòðàöèþ ôëþî-
ðåñöåíöèè íà ìèêðîïëàíøåòíîì ðèäå-
ðå (Paul J.H. et al., 1982) [7].

Ìîðôîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå. Îá-
ðàçöû ôèêñèðîâàëè â 10%-ì ôîðìàëè-
íå, îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîñõîäÿùåé 
êðåïîñòè, çàòåì çàëèâàëè â ïàðàôèí è 
èçãîòàâëèâàëè ñåðèéíûå ñðåçû òîëùè-
íîé 7-10 ìêì. Ïðåïàðàòû îêðàøèâàëè 
ïèêðîñèðèóñîì êðàñíûì (Puchtler H. et 
al., 1973) [8].

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
×åðåç 2 ÷àñà ïîñëå ïîñåâà (íåîáõîäè-

ìîå âðåìÿ äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê) íà 
3D-íîñèòåëå îáíàðóæèëè 37,5 òûñ. êëå-
òîê, ÷òî ñîñòàâëÿåò 37,5 % îò ïîñåâíîé 
äîçû. Äàëåå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â 2-õ 
îïûòíûõ ãðóïïàõ (âûðàùåííûå â ÑÎ2-
èíêóáàòîðå è òåðìîñòàòå) ÷åðåç 1 è 7 ñó-
òîê êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ áûë ïðèìåí¸í U-êðèòåðèé 
Ìàííà-Óèòíè. Èçìåíåíèå ñ÷èòàëè ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìûì ïðè p≤0.05 (ðèñ. 1).

×åðåç 1 ñóòêè íàáëþäàëàñü òåíäåíöèÿ 

óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà êëåòîê îòíîñèòåëü-
íî íà÷àëüíîãî ñðîêà. Ïðèðîñò êëåòîê â 
ÑÎ2-èíêóáàòîðå ñîñòàâèë 33%, à â òåðìî-
ñòàòå – 25,5%.

Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå èçìåíåíèå 
êîëè÷åñòâà êëåòîê îòíîñèòåëüíî êîíòðî-
ëÿ áûëî çàôèêñèðîâàíî íà 7-å ñóòêè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ïðèðîñò êëåòîê ñîñòàâèë 
29,5% – â ÑÎ2-èíêóáàòîðå è 34% – â òåðìî-
ñòàòå, ò.å. â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðèðîñò áûë 
ìåíüøå, ÷åì â òåðìîñòàòå, íà 4,5%.

Ïðè èññëåäîâàíèè ãèñòîëîãè÷åñêèõ 
ïðåïàðàòîâ ÊÈÊ âî âñåõ îïûòíûõ ãðóï-

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê íà áèîíîñèòåëå â òå÷åíèå
7 ñóòîê â ðàçíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Çâåçäî÷êîé îòìå÷åí 

ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûé ïðèðîñò êëåòîê (* p≤0.05). 
Ïëàíêè ïîãðåøíîñòåé íà ãðàôèêàõ ïîêàçûâàþò ñòàíäàðòíóþ 

îøèáêó ñðåäíåé 



Àñïèðàíòñêèé âåñòíèê Ïîâîëæüÿ ¹ 5-6, 2017 17

ïàõ âûÿâëåí ëîêàëüíûé ðîñò êëåòîê íà 
ïîâåðõíîñòè íîñèòåëÿ â âèäå ïëîòíîãî 
ìîíîñëîÿ (ðèñ. 2).

   
Á

Ðèñ. 2. Êëåòêè, ðàñòóùèå ìîíîñëîåì íà 
áàëêàõ 3D-íîñèòåëÿ: 

À – â CO2-èíêóáàòîðå, Á – â ãåðìåòè÷íîì 
ôëàêîíå. 7 ñóòîê. Ïèêðîñèðèóñ êðàñíûé. 

Óâ. 400

Êðîìå òîãî, êàê ÷åðåç 1, òàê è ÷åðåç 7 
ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ â îáåèõ îïûòíûõ 
ãðóïïàõ èìåþòñÿ ó÷àñòêè ðîñòà õîíäðî-
áëàñòîâ â íåñêîëüêî ñëî¸â (ðèñ. 3).

  Êëåòêè â ìîíîñëîéíûõ ó÷àñòêàõ, êàê 
ïðàâèëî, ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå, âñòðå-
÷àþòñÿ êëåòêè ïîëèãîííîé ôîðìû. Öè-
òîïëàçìà ãîìîãåííàÿ. Â íåé ìîæíî âûäå-
ëèòü äâå çîíû: öåíòðàëüíóþ, îïòè÷åñêè áî-
ëåå ïëîòíóþ (ýíäîïëàçìà), è ïåðèôåðè÷å-
ñêóþ, îïòè÷åñêè ìåíåå ïëîòíóþ (ýêòîïëàç-

ìà). ßäðî êðóïíîå, ðàñïîëîæåíî â öåíòðå 
êëåòêè è îáû÷íî èìååò 1-2 ÿäðûøêà.

Â ñòðàòèôèöèðîâàííûõ ó÷àñòêàõ êëå-
òîê ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû ñòàíîâèòñÿ 
áîëüøå. Òàêèå êëåòêè èìåþò 3-5 êîðîò-
êèõ îòðîñòêîâ.

Âûâîäû
×åðåç 7 ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè-

ðîñò â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ñîñòàâèë 29,5%, ÷òî 
íà 4,5% ìåíüøå, ÷åì â òåðìîñòàòå (34%).

Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè 
êëåòîê, âûðàùåííûõ â ðàçíûõ óñëîâèÿõ, 
íå îòëè÷àþòñÿ íè ÷åðåç ñóòêè, íè ÷åðåç 
íåäåëþ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, âûðàùèâàíèå õîíäðî-
áëàñòîâ íà ïîðèñòîì 3D-ìàòðèêñå «Ëèî-
ïëàñò®» â òå÷åíèå 7 ñóòîê âîçìîæíî â ìå-
íåå ðåñóðñîçàòðàòíûõ óñëîâèÿõ – â òåð-
ìîñòàòå ïðè 37°Ñ.
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