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Цель. Доказательство возможности формирования в условиях in vitro тканеинженерной конструкции хря-
щевой ткани на основе клеточно-инженерной конструкции, состоящей из биополимерного гидрогелево-
го матрикса и мезенхимальных стромальных клеток жировой ткани человека. Материалы и методы. 
В качестве биодеградируемого матрикса был выбран биополимерный материал – композиция гетероген-
ного имплантируемого геля Сферо®ГЕЛЬ (производитель ЗАО «БИОМИР сервис», г. Краснознаменск, 
Московская обл.). Для получения тканеинженерной конструкции мезенхимальные стромальные клетки 
из подкожно-жировой клетчатки человека смешивали с биополимерным матриксом и культивировали в 
индукционной хондрогенной среде. Результаты. Показано, что под воздействием индукционной хондро-
генной среды культуры мезенхимальных стромальных клеток жировой ткани человека в сочетании с био-
полимерным матриксом образуют трехмерные структуры и синтезируют компоненты внеклеточного мат-
рикса, характерные для хрящевой ткани: коллаген II типа и гликозаминогликаны. Заключение. В процессе 
культивирования клеточно-инженерных конструкций хрящевой ткани образуются трехмерные структуры, 
которые начинают продуцировать компоненты собственного внеклеточного матрикса. Это свидетельству-
ет о начальных стадиях формирования тканеинженерных конструкций хрящевой ткани в условиях in vitro.
Ключевые слова: биополимерный матрикс, гидрогель, мезенхимальные стромальные клетки, 
жировая ткань, хондрогенная дифференцировка, тканеинженерная конструкция.
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Aim. The goal of this study was to demonstrate the possibility of in vitro formation of tissue-engineered const-
ruct of cartilage on the basis of cell-engineered construct composed of biopolymer hydrogel matrix and human 
adipose-derived mesenchymal stromal cells. Materials and methods. As a biodegradable matrix, the hetero-
geneous composition of the implantable gel Sphero®GEL (Biomir Service, Krasnoznamensk, Moscow Region) 
was selected. To generate cell-engineered construct of cartilaginous tissue human adipose-derived mesenchy-
mal stromal cells were mixed with biopolymer matrix Sphero®GEL and cultured in chondrogenesis medium. 
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Results. It was revealed that human adipose-derived mesenchymal stromal cells with biopolymer matrix 
under chondrogenic conditions generate three-dimensional structures and produce cartilaginous extracellu-
lar matrix components: collagen type II and glycosaminoglycans. Conclusion. It was discovered that 3-D 
structures formed in the process of culture of cell-engineered constructs, began to synthesize the components 
of the cartilage extracellular matrix. This indicates the initial stage of in vitro formation of tissue-engineered 
cartilage construct.
Key words: biopolymer matrix, hydrogel, mesenchymal stromal cells, adipose tissue, chondrogenic 
differentiation, tissue-engineered construct.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время дегенеративные заболевания 

суставов приобретают все большую социально-ме-
дицинскую значимость. Заболеваемость остеоарт-
розом занимает в мире лидирующее место среди 
болезней суставов и наблюдается практически во 
всех возрастных группах.

Отсутствие в суставном хряще кровоснабжения, 
а также низкий уровень метаболизма из-за малого 
количества клеток в единице объема ткани приво-
дят к тому, что полноценная репаративная регене-
рация хряща возможна лишь при небольших по 
площади повреждениях [1]. При обширных пов-
реждениях хрящевой ткани, сопровождающихся 
разрушением надхрящницы, регенерацию хряще-
вой ткани опережает развитие грануляционной 
ткани в месте дефекта [2]. Консервативное лечение 
патологий сустава, а также применение таких опе-
ративных техник, как стимуляция костного мозга, 
субхондральное просверливание кости, микропе-
реломы и закрытие дефекта надкостничными или 
пере хондриальными трансплантатами, а также час-
тичное или полное эндопротезирование не всегда 
приводит к приемлемым результатам [3–6]. Метод 
лечения хряща, основанный на аутохондротранс-
плантации, получил большое коммерческое разви-
тие [7, 8]. Однако этот метод также не лишен не-

достатков, основные из которых – травматичность 
биопсии здорового участка хряща, возможность де-
дифференцировки хондроцитов в условиях in vitro, 
включая фибро бластоподобную перестройку [9] и 
неполное восстановление хрящевой ткани. В свя-
зи с этим в качестве альтернативы данному методу 
были рассмотрены варианты замены хондроцитов 
на мезенхимальные стромальные клетки (МСК), ко-
торые присутствуют во всех органах и тканях чело-
веческого организма и обладают мультилинейным 
потенциалом дифференцировки в адипогенном, ос-
теогенном и хондрогенном направлениях [10, 11]. 
Одним из перспективных источников МСК, благо-
даря простоте технологии выделения, достаточно-
му выходу клеток и минимальной травматичности 
для пациента, является жировая ткань (ЖТ). Было 
показано, что МСК ЖТ адгезивны к поверхности 
культурального пластика, фибробластоподобны, 
по совокупности поверхностных антигенов соот-
ветствуют фенотипу мезенхимальных стромальных 
клеток, обладают способностью к мультилинейной 
дифференцировке в мезенхимальные линии [12, 13]. 
Применение подходов клеточной и тканевой инже-
нерии, заключающихся в трансплантации МСК на 
матриксах-носителях, представляет собой перспек-
тивный способ лечения дефектов хряща с исполь-
зованием функциональных тканевых заменителей. 
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Основная цель применения матриксов – это достав-
ка и удержание клеток в месте повреждения, а так-
же обеспечение клеткам необходимого трехмерного 
окружения для формирования хрящевой ткани [14]. 
Матриксы для хрящевой ткани изготавливают из 
полимерных материалов синтетического или при-
родного происхождения в виде гидрогелей, губок 
или волокнистых сеток [15].

Целью работы являлось доказательство возмож-
ности формирования в условиях in vitro тканеинже-
нерной конструкции хрящевой ткани (ТИК ХТ) на 
основе клеточно-инженерной конструкции (КИК), 
состоящей из биополимерного гидрогелевого мат-
рикса и мезенхимальных стромальных клеток жи-
ровой ткани человека (МСК ЖТч).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение и культивирование МСК ЖТч

Мезенхимальные стромальные клетки получали 
из образцов подкожно-жировой клетчатки челове-
ка по стандартной методике, описанной ранее [13]. 
Кратко, жировую ткань отмывали от крови в фосфат-
но-солевом растворе с добавлением антибиотиков, 
механически измельчали до получения гомогенной 
массы, которую затем обрабатывали раствором кол-
лагеназы Type IA (Sigma, # C98891, США) из рас-
чета 600 ед./г ткани. Фермент инактивировали рос-
товой средой (РС) для мезенхимальных стволовых 
клеток человека MesenPRO RS™ без глютамина, с 
ростовыми добавками MesenPRO RS™ Growth Sup-
plement (Gibco® by Life Technologies™, USA). Клетки 
осаждали центрифугированием при 400 g, в течение 
15 мин. Осадок фильтровали через набор фильтров с 
диаметром пор 100 мкм и 70 мкм, ресуспендировали 
в РС и рассеивали в культуральные флаконы (Corn-
ing-Costar, США). Культивирование осуществляли 
в стандартных условиях: при температуре 37 °С 
во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1)% СО2. 
Замену РС проводили каждые 3 суток. Визуально 
культуру оценивали с помощью инвертированного 
микроскопа (Micros MC700, Австрия). В экспери-
ментах использовали МСК ЖТч 2–3 пассажей.
Биополимерный гидрогелевый матрикс

В качестве биодеградируемого матрикса был 
выбран зарегистрированный в России биополи-
мерный гидрогель – композиция гетерогенного 
имплантируемого геля Сферо®ГЕЛЬ (производи-
тель ЗАО «БИОМИР сервис», г. Краснознаменск, 
Московская область). Сферо®ГЕЛЬ изготовлен на 
основе компонентов внеклеточного матрикса тка-
ней сельскохозяйственных животных, обладает 
высокими биосовместимыми и биостимулирую-
щими свойствами и предназначен для замещения 
дефектов мягких тканей, включая применение в 

клеточных технологиях. Инъекционная форма мат-
рикса Сферо®ГЕЛЬ выпускается в шприцах. Время 
биорезорбции составляет от нескольких недель до 
нескольких месяцев в зависимости от условий и 
места имплантации [14].

Дифференцировка МСК ЖТч 
в хондрогенном направлении

Индукцию хондрогенной дифференцировки 
МСК ЖТч в условиях in vitro осуществляли с ис-
пользованием набора для хондрогенной дифферен-
цировки STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation 
Kit (Invitrogen, USA) в 3-D-культуре методом «мик-
росфер» в соответствии с инструкцией производите-
ля. Для этого проводили посев МСК ЖТч в концент-
рации 16 × 106 кл/мл в стандартной РС, добавляя по 
10 мкл полученной суспензии на дно лунок 96-лу-
ночного культурального планшета, через 2 ч инку-
бации в лунки вносили хондрогенную дифференци-
ровочную среду и культивировали при температуре 
37 °С во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1) % 
СО2. Замену среды осуществляли каждые 3 суток.

Получение клеточно-инженерной 
конструкции хрящевой ткани

Для получения клеточно-инженерной конс-
трукции хрящевой ткани (КИК ХТ) МСК ЖТч по-
слойно смешивали с биополимерным матриксом 
Сферо®ГЕЛЬ в концентрации 2 × 106 кл/мл матрик-
са и культивировали в индукционной хондрогенной 
среде при температуре 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей (5 ± 1) % СО2. Замену среды осуществ-
ляли каждые 3 суток. Время инкубации в диффе-
ренцировочной среде составило 14, 28 и 42 суток.

Гистология
Образцы микросфер и ТИК ХТ фиксировали в 

10% растворе формалина в течение 4 ч, промывали 
в проточной воде и обезвоживали в этаноле с вос-
ходящими концентрациями, обезжиривали в смеси 
абсолютного этанола с хлороформом или ксилолом 
и заливали в парафин с добавлением пчелиного 
воска. Срезы толщиной 4–5 мкм получали с помо-
щью микротома Leica (модель RM 3255, Германия). 
Гистологические препараты депарафинизировали и 
окрашивали гематоксилином и эозином, альциано-
вым синим, по методу Маллори согласно стандарт-
ным методикам.

Иммуногистохимическое окрашивание 
антителами к коллагену человека II типа

Визуализацию окрашивания препаратов на кол-
лаген человека II типа осуществляли с использо-
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ванием Novocastra™ Concentrated Peroxidase Detec-
tion System (RE7130-K, Leica Microsystems), следуя 
инструкции производителя. Перед окрашиванием 
депарафинизованные гистологические срезы под-
вергали ретривизации инкубацией в 0,1% растворе 
трипсина при 37 °С в течение 30 мин. После ин-
кубации с Novocastra™ Peroxidase Block, Novocas-
tra™ Protein Block, оптимально разведенными пер-
вичными антителами к коллагену человека II типа, 
вторичными антителами и Novocastra™ Concen-
trated Streptavidin-HRP, срезы каждый раз дважды 
промывали в течение 5 мин раствором 0,5 M трис-
буфера, pH = 7,6 (Sigma, США). Затем срезы про-
мывали дистиллированной водой, докрашивали 
Novocastra™ Hematoxylin (RE7107, Leica Microsys-
tems), проводили по восходящим концентрациям 
этанола, инкубировали с ксилолом и заключали в 
канадский бальзам. Реакция с пероксидазой вызы-
вает видимый коричневый осадок в области место-
положения антигена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хондрогенная дифференцировка МСК 
ЖТч в 3D-культуре

Через 5 суток в хондрогенной среде МСК ЖТч 
образовывали трехмерные структуры в виде не-
прозрачных микросфер диаметром ~ 1 мм. Гисто-
логическая оценка полученных структур показала, 
что микросферы на 5-е сутки дифференцировки 
имеют рыхлую неоформленную структуру и не 
дают специфического окрашивания по Маллори 
и альциановым синим на коллаген и ГАГ, соот-
ветственно. Уже через 7 суток дифференциров-
ки периферия каждой микросферы представлена 
1–2 слоями фибробластоподобных жизнеспособ-
ных клеток, появляются тонкие волокна коллаге-
на и сине-зеленое окрашивание, характеризующее 
появление ГАГ во внеклеточном матриксе. Через 
10 суток наблюдается прогрессивное врастание 
фибробластоподобных клеток внутрь микросфер 
и заполнение ими центральной части, заметное и 
явное увеличение коллагеновых волокон, а так-
же ГАГ. Через 14 суток хондрогенной дифферен-
цировки МСК ЖТч (рис. 1, а) наблюдается про-
грессивное образование ГАГ (рис. 1, б), коллагена 
(рис. 1, в), в сферах появляются отдельные локусы, 
заполненные внеклеточным матриксом, синтези-
рованном клетками, составляющими микросфе-
ру. Матрикс в поверхностной зоне представлен 
пучками коллагеновых волокон, расположенных 
параллельно поверхности микросферы, что харак-
терно для нормальной хрящевой ткани. Иммуно-
гистохимическое окрашивание антителами пока-
зало, что коллагеновые волокна в микросферах 

являются коллагеном II типа – основной тип кол-
лагена хрящевой ткани (рис. 1, г).

Морфологические изменения КИК ХТ
Через 14 суток дифференцировки МСК ЖТч, 

послойно смешанных с матриксом Сферо®ГЕЛЬ, 
наблюдали образование трехмерных структур раз-
мером ~ 6 мм. Результаты гистологической оценки 
полученных структур показали, что через 14 дней 
в толще биополимерного матрикса присутствуют 
клетки с различными морфологическими характе-
ристиками: фибробластоподобные с вытянутым яд-
ром и овальные с округлым ядром (рис. 2, а); точно 
установить тип клеток затруднительно. Показано 
образование собственного внеклеточного матрикса, 
имеющего волокнистую структуру, коллагеновая 
природа которой подтверждается при специфичес-
ком окрашивании по методу Маллори (рис. 2, б). 
Через 28 суток количество клеток овальной формы 
с округлым ядром в срезах значительно увеличива-
ется, клеточная популяция становится более одно-
родной, встречаются хондробластоподобные клет-
ки. Обнаружено заметное увеличение количества 
внеклеточного матрикса, вырабатываемого клетка-
ми в процессе культивирования. Собственный вне-
клеточный матрикс имеет волокнистую структуру 
(рис. 3, а, б).

К сожалению, на сроках 14 и 28 суток нам не 
удалось выявить наличие коллагена II типа в по-
лученных конструкциях, возможно, вследствие 
недостаточного количества клеток или слишком 
малого времени дифференцировки. К 42-м сут-
кам хондрогенной дифференцировки наблюдали 
продолжение увеличения клеточной массы, про-
растание клеток в толщу матрикса Сферо®ГЕЛЬ 
и увеличение количества внеклеточного матрикса, 
вырабатываемого клетками. Наблюдали спонтан-
ное образование сфероподобных структур, сход-
ных с микросферами, полученными из МСК ЖТч 
в 3D-культуре (рис. 3, в, г). Также было обнару-
жено цитоплазматическое окрашивание клеток 
антителами к коллагену человека II типа, что мо-
жет говорить о начале синтеза клетками коллагена 
II типа (рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано, что образующиеся в 

процессе культивирования КИК ХТ трехмерные 
структуры, состоящие из дифференцированных в 
хондрогенном направлении МСК ЖТч, начинают 
продуцировать компоненты собственного внекле-
точного матрикса. Это свидетельствует о началь-
ных стадиях формирования ТИК ХТ в условиях in 
vitro. Можно предположить, что на более поздних 
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Рис. 1. Хондрогенная дифференцировка МСК ЖТч в 3-D-культуре (микросферы), 14 дней: а – окрашивание гематок-
силином и эозином; б – окрашивание альциановым синим на гликозаминогликаны (указано стрелками); в – окраши-
вание на коллаген по методу Маллори (указано стрелками); г – иммуногистохимическое окрашивание антителами к 
коллагену человека II типа (указано стрелками). ×200

а б

в г

а б

1 1

2

2

Рис. 2. ТИК ХТ, 14 дней: а – окрашивание гематоксилином и эозином; б – окрашивание по методу Маллори; 
1 – МСК ЖТч; 2 – биополимерный матрикс Сферо®ГЕЛЬ. ×400
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Рис. 3. ТИК ХТ: а – 28 дней хондрогенной дифференцировки. Окрашивание гематоксилином и эозином. B – 28 дней 
хондрогенной дифференцировки. Окрашивание по методу Маллори. C, D – 42 дня хондрогенной дифференциров-
ки. Окрашивание гематоксилином и эозином. Микросфероподобные структуры указаны стрелками; 1 – МСК ЖТч; 
2 – биополимерный матрикс Сферо®ГЕЛЬ. ×200
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сроках внеклеточный матрикс ТИК ХТ начнет пос-
тепенно замещать резорбирующийся биополимер-
ный матрикс Сферо®ГЕЛЬ с образованием хряще-
вой ткани.
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