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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Задачи восстановления целостности тканей, в том числе костной, на текущий момент являются крайне 
актуальными — как из-за возрастания высокоэнергетических травм, сопровождающихся тяжёлыми повреждениями 
скелета, так и из-за растущего числа ревизионных эндопротезирований, требующих применения костно-пластических 
материалов.
Цель. Определение эффективности разработанного протокола децеллюляризации ксеногенного костного матрикса 
в доклинических исследованиях in vitro, направленных на определение степени очистки матрикса, на основе гисто-
логической, микротомографической оценок, методом клеточных культур, и в исследованиях in vivo, направленных 
на определение биосовместимости и остеогенных свойств материалов.
Методы. Ксеногенную спонгиозную ткань бедренных костей крупного рогатого скота фрагментировали до размеров 
10×10×10 мм и обрабатывали водой, гипотоническим раствором и 3% раствором перекиси водорода, применяли глу-
бокую очистку методом сверхкритической флюидной экстракции. Эффективность оптимального протокола проверя-
лась in vitro методом клеточных культур и in vivo.
Результаты. Выявлено идеальное взаимодействие клеточной культуры с костно-пластическим материалом, что может 
быть связано с отсутствием цитотоксических веществ в матриксе, оптимальной шероховатостью и хорошими адге-
зивными свойствами поверхности, пригодной для формирования стромальными клетками костного мозга фокальных 
контактов, их адгезии, распластывания и пролиферации. Определяется выраженная костная мозоль со сформиро-
ванными костными мостиками, проходящими по поверхности имплантированного материала, через 30 суток после 
имплантации. К данному сроку исследования дефект практически закрыт за счёт интермедиарной костной мозоли, 
имплантированный материал встречается в виде отдельных небольших безостеоцитных фрагментов.
Заключение. Очищенный по разработанному протоколу ксеногенный костный матрикс является био- и цитосовмести-
мым, обладает выраженными остеокондуктивными свойствами, эффективно стимулирует регенеративный остеогенез 
в живом организме.

Ключевые слова: костная ткань; децеллюляризация; флюидная экстракция; микро-КТ; стромальные клетки; 
ксеногенная; имплантация.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Restoration of tissue integrity, including bone tissue, is currently an extremely urgent task, both because of 
the increasing number of high-energy traumas accompanied by severe skeletal injuries and the growing number of revision 
endoprosthetics requiring the use of bone-plastic materials.
AIM: To determine the efficacy of the developed protocol for decellularization of xenogenic bone matrix in preclinical in vitro 
studies aimed at defining the purification matrix degree, on the basis of histological, microtomographic evaluation, cell culture 
method, and in vivo studies aimed at identifying the biocompatibility and osteogenic properties of the materials.
MATERIALS AND METHODS: Xenogenic spongiosis tissue of bovine femoral bones was fragmented to the size of 10×10×10 mm 
and treated with water, hypotonic solution and 3% hydrogen peroxide solution, deep purification by supercritical fluid extraction 
was applied. The efficiency of the optimal protocol was tested in vitro by cell culture method and in vivo.
RESULTS: The ideal interaction of cell culture with bone-plastic material was revealed, which may be associated with the 
absence of cytotoxic substances in the matrix, optimal roughness and good adhesive properties of the surface suitable for 
the formation of focal contacts by bone marrow stromal cells, their adhesion, spreading and proliferation. A pronounced 
bone callus with formed bone bridges running along the surface of the implanted material was determined 30 days after 
implantation. By this study period, the defect was practically closed due to the intermedial bone callus, the implanted material 
is found in the form of individual small osteocyte-free fragments.
CONCLUSIONS: The xenogenic bone matrix purified according to the developed protocol is bio- and cytocompatible, has 
pronounced osteoconductive properties, effectively stimulates regenerative osteogenesis in living organism.
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ОБОСНОВАНИЕ
Технологиям регенерации тканей, включая процеду-

ры регенерации костей, в медицинской науке с начала 
ХХ века уделяется особое внимание. Соотношение успеш-
но выполненных имплантаций и количества осложнений 
подтверждает правильность выбранного направления 
развития [1–4].

Золотым стандартом лечения костных дефектов про-
должает оставаться аутогенная кость, полученная прежде 
всего из подвздошного гребня пациента или иных лока-
лизаций, таких как вертельная зона бедра, бугристость 
большеберцовой кости. Являясь биосовместимым, дан-
ный материал при этом обладает необходимыми остеоин-
дуктивными, остеокондуктивными и остеогенными свой-
ствами [5–7]. Основными недостатками аутотрансплантата 
являются его ограниченность и возможные осложнения, 
развивающиеся в донорском участке [6–8]. Продолжа-
ющийся поиск альтернатив аутотрансплантатам привёл 
к появлению синтетических, аллогенных и ксеногенных 
остеопластических материалов [5].

Ксеногенный костный матрикс представляет интерес 
как возможный заменитель аутокости по причине доступ-
ности исходного сырья и наличия положительного эмпи-
рического опыта при практическом применении. Однако 
в связи с использованием различных протоколов очистки 
необходимо более глубокое изучение свойств каждого 
конкретного материала [9–10].

Основной задачей очистки материала является уда-
ление антигенов, но агрессивная обработка снижает 
и потенциальные положительные свойства имплантатов. 
Для сохранения одного из важнейших свойств костных 
имплантатов, остеокондукции, необходимо сохранение 
микроархитектоники кости, шероховатости и полного уда-
ления клеток костного мозга и жира. Нативная структура 
создаёт подходящую среду для клеточного функциониро-
вания и дифференцировки [11].

Децеллюляризация — это техника удаления клеток 
и иммуногенных веществ из тканей, при которой сохраня-
ется естественный внеклеточный матрикс [5, 6], в процес-
се чего используется химическое, ферментативное или ме-
ханическое разрушение. Протоколы децеллюляризации 
разрабатываются с учётом таких факторов, как плотность 
ткани, клеточность и наличие липидов, что особенно важ-
но для костной ткани, содержащей жиры, для которой де-
целлюляризация сочетается со стадией делипидизации [7, 
8]. Но данный процесс может привести и к повреждению 
структуры имплантата. Для повышения эффективности 
и безопасности работы имплантатов необходимо выдер-
жать баланс между поддержанием структуры матрикса 
и удалением клеточного компонента [12]. 

Существующие протоколы обработки различаются меж-
ду собой и, как правило, включают комбинацию физиче-
ских, ферментативных и химических процессов. Физическая 
децеллюляризация является наименее разрушительным 

методом децеллюляризации, при этом большинство ком-
понентов и структуры внеклеточного матрикса остаются 
нетронутыми после воздействий [13]. Но для удаления 
фрагментов клеток из нативной ткани только физического 
воздействия недостаточно, и его комбинируют с химически-
ми или ферментативными методами [14].

Одним из основных условий при разработке протокола 
децеллюляризации является отсутствие воспалительного 
и иммунного ответа, что связано со степенью очистки тка-
ни и возможными повреждениями структуры матрикса.

Цель исследования — определение эффективности 
разработанного протокола децеллюляризации ксеноген-
ного костного матрикса в доклинических исследованиях 
in vitro, направленных на определение степени очистки 
матрикса, на основе гистологической, микротомографи-
ческой оценок, методом клеточных культур, и в исследо-
ваниях in vivo, направленных на определение биосовме-
стимости и остеогенных свойств материалов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Данное исследование было экспериментальным, од-
ноцентровым, проспективным, сплошным, неконтролиру-
емым.

Продолжительность исследования
Исследование осуществлялось как последователь-

но (выполнение протоколов очистки), так и параллельно 
(эксперименты in vitro и in vivo), и его продолжительность 
составила четыре месяца (с марта по июль 2023 г.).

Условия проведения
Исследование проводилось на базе ФГБУ «НМИЦ ТО 

им. Н.Н. Приорова» Минздрава России.

Основной исход исследования
Конечной точкой проведения исследования является 

подтверждение ранее разработанного протокола очистки 
ксеноматрикса в качестве возможной технологии полу-
чения безопасного и эффективного имплантируемого ма-
териала.

Основным показателем, свидетельствующим о безо-
пасности материала, является степень достижимой децел-
люляризации и очистки ксеногенного костного матрикса, 
оцениваемая различными методами.

Методы регистрации исходов
Исходы регистрировались с помощью нескольких ме-

тодов.

Микротомографическое исследование матрикса
Сканирование образцов выполнено на рентгеновском 

микротомографе Bruker SkyScan 1172 (BRUKER BELGIUM, 
Бельгия) в режиме, указанном с помощью программного 
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обеспечения SkyScan. На основе полученных теневых 
проекций произведена реконструкция в программе 
NRecon по алгоритму Фельдкампа. При предваритель-
ном просмотре сечений были выбраны параметры ре-
конструкции и динамический диапазон для достижения 
оптимальной контрастности изображения.

Изображения объёмных моделей образцов получены 
с помощью программы CTvoх, входящей в пакет про-
граммного обеспечения для томографа. Для построения 
объёмных моделей использовался алгоритм Marching-
Cube, который является алгоритмом построения поверх-
ности на основе модели явного задания шестигранных 
вокселей, разработанной Лоренсеном и Клайном (1987). 

Денситометрическое исследование матрикса 
Денситометрическое исследование матрикса про-

ведено на тех же образцах при выборе зоны интереса 
5×5×5 мм, расположенной в центральной части образца, 
с помощью программы CTAn 1.20.3.0 (рис. 1). 

Результаты денситометрического исследования пред-
ставлены в виде соотношения веществ/биоткани в цен-
тральной части образцов объёмом 5×5×5 мм в процентах 
от общего объёма как средние значения по результатам 
трёх измерений.

Степень очистки ксеногенного костного матрикса 
представлена коэффициентом очистки, рассчитанным 
по формуле:

коэффициент очистки = .
V воздуха

V ткани межтрабекулярного 
пространства

Гистологическое исследование матрикса
Все образцы фиксировали в нейтральном формали-

не, декальцинировали, обезвоживали, заливали в пара-
фин, получали срезы толщиной 4 микрона, окрашивали 
гематоксилином-эозином и пикросириусом красным. 

Изучали при стандартной световой, фазово-контраст-
ной и поляризационной микроскопиях в микроскопе 
Leica DM 4000 B LED (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, 
Германия) с камерой Leica DFC 7000 T.

Культура клеток
Стромальные клетки костного мозга (СККМ) кролика 

получены из коллекции клеточных культур Национального 
медицинского исследовательского центра травматологии 
и ортопедии им. Н.Н. Приорова, Москва, Россия. После 
размораживания и отмывания от среды для криоконсер-
вации клеток их выращивали в культуральной среде DMEM 
(Gibco, США), содержащей 10% фетальной телячьей сыво-
ротки (Gibco, США), 1% антибиотика/антимикотика (Gibco, 
США) и 2 мM L-глутамина («ПанЭко», Россия) во флаконах 
T25 (TTP, Швейцария) при температуре 37 °С во влажной 
атмосфере с 5% содержанием СО2 в воздушной смеси. 
Формирование конфлюэнтного монослоя контролирова-
ли визуально с помощью инвертированного микроскопа 
NICON (Япония). При достижении 75% покрытия поверх-
ности флакона клетками последние снимали со дна 0,25% 
раствором трипсина с добавлением этилендиаминтетраук-
сусной кислоты («ПанЭко», Россия). 

Культивирование клеток на поверхности 
костного матрикса
После снятия адгезивной культуры стромальных 

клеток костного мозга кролика с поверхности флакона, 
диспергирования и извлечения взвеси жизнеспособных 
клеток из культурального флакона клетки отмывались 
в среде DMEM (Gibco, США). Образцы костного матрикса 
размещали на дне чашек Петри. Клетки в виде суспен-
зии высевались на верхнюю поверхность образцов ксе-
ногенного костного матрикса в количестве 5×105 клеток 
на 1 см2 поверхности, далее чашки Петри заполнялись 
свежей культуральной питательной средой того же со-
става, а сами чашки Петри переносились в СО2-инкубатор 
для дальнейшего культивирования в абактериальной ат-
мосфере с 5% количеством углекислого газа в течение 
4 суток. Причём верхняя поверхность образцов матрикса 
вместе с клетками находилась строго под слоем культу-
ральной питательной среды. 

За 4 суток клетки взаимодействовали с поверхностью 
костного матрикса, за счёт фокальных контактов проис-
ходило связывание клеток с матриксом, клетки распла-
стывались на поверхности матрикса. 

В исследовании использовали клеточные линии стро-
мальных клеток костного мозга кроликов четвёртого пас-
сажа. Отсутствие микоплазменного заражения культуры 
стромальных клеток подтверждали по протоколу окраши-
вания Hoechst 33258 (Sigma, США).

Сканирующая электронная микроскопия
Образцы костного матрикса с прикреплёнными стро-

мальными клетками были извлечены из чашек Петри, 

Рис. 1. Зона интереса для расчёта денситометрических пока-
зателей.
Fig. 1. Area of interest for calculating densitometric indicators.
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промыты 0,1 М фосфатно-солевым буфером (PBS) с рН 7,4 
при температуре 37 °С, после чего клетки фиксировали 
в течение 2 часов 2% раствором глутарового альдегида 
в PBS при 37 °С. Далее проводилась дофиксация в 1% рас-
творе OsO4 в PBS на протяжении 2 ч, после которой их деги-
дратировали в серии спиртов возрастающей концентрации, 
ацетоне. Дегидратированные образцы высушивали в ап-
парате для замещения жидкости переходом критической 
точки (HCP-2, Hitachi, Япония) и подвергали напылению зо-
лотом с помощью установки ионного напыления IB-3 (EIKO, 
Япония). Поверхность образцов с клетками при напылении 
находилась строго сверху. Затем образцы монтировались 
на столики из сплава алюминия для электронного микро-
скопа и исследовались с помощью сканирующего электрон-
ного микроскопа Hitachi S-3400N (Япония).

Этическая экспертиза
Проведение исследования одобрено решением локаль-

ного этического комитета ФГБУ «НМИЦ ТО им. Н.Н. При-
орова» Минздрава России на заседании № 3 от 22 марта 
2023 года.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Объекты исследования

Объектом исследования выступала ксеногенная ткань 
бедренных костей крупного рогатого скота в возрасте 
24 месяцев. Исходный материал был приобретён на мя-
сокомбинате «Останкино» (Москва, Россия). После транс-
портировки в охлаждённом виде кости хранили при тем-
пературе –20 °C в морозильной камере MDF-794 (Sanyo, 
Япония) для поддержания остеоиндуктивного потенци-
ала. Перед очисткой кости были разморожены, спонги-
озная кость отобрана и фрагментирована до размеров 
10×10×10 мм с использованием ленточной пилы КТ-210 
(«КТ Сервис», Россия). 

Протокол очистки состоял из двух этапов:
1) первичная очистка:

 • воздействие проточной водой (H2O прот.) в течение 
4 часов в орбитальном шейкере PSU-20i (BioSan, 
Латвия) при 120 оборотах в минуту в вакууме; со-
отношение объёма жидкости и объёма материала 
(V жидкости/V материала) — 10:1;

 • воздействие гипотоническим раствором (0,5% 
раствор хлорида натрия (NaCl)) в течение 2 часов 
на встряхивающем столе при 120 оборотах в минуту 
в вакууме;

 • воздействие 3% раствором перекиси водорода ме-
дицинской (H2O2) (ОАО «Самарамедпром», Россия) 
в ультразвуковой ванне (УЗ) ПСБ-12035-05 («ПСБ-
Галс», Россия) при температуре 40 °С в течение 
8 часов;

2) вторичная очистка:
 • сверхкритическая флюидная экстракция на уста-

новке Water-5000 (Waters, США) при давлении 

450 бар, температуре +35 °C, скорости потока (ск-
CO2) 2±0,5 мл/мин в течение 8 часов.

После проведённого протокола очистки образцы ксе-
номатрикса исследовались с применением микротомо-
графического, денситометрического, гистологического 
методов, сканирующей электронной микроскопии; в экс-
периментах in vitro на клеточной культуре и in vivo на ла-
бораторных животных.

Описание медицинского вмешательства
В качестве медицинского вмешательства выступает 

эксперимент in vivo.
Доклиническую оценку биосовместимости и резорб-

ции ксеногенных костных матриксов проводили в ис-
следованиях in vivo на крысах линии Вистар (масса тела 
250–300 г) с использованием модели костной перфорации 
критического размера (2/3 диаметра) большеберцовой 
кости и модели подкожной имплантации. Все хирурги-
ческие процедуры и содержание животных осуществля-
лись в соответствии с этическими правилами проведения 
экспериментов на животных, включая европейскую ди-
рективу FELASA 2010/63/EU. Животных анестезировали 
последовательным внутримышечным введением 7 мг/кг 
тилетамина/золазепама (Zoletil®, лаборатории Virbac, Кар-
рос, Франция) и 13 мг/кг ксилазина гидрохлорида (Merck, 
Дармштадт, Германия), операционное поле было выбрито 
и продезинфицировано антисептиком. 

Биологический ответ на границе «ксеногенный кост-
ный матрикс/мягкие ткани» изучали при использовании 
модели подкожной имплантации. Вдоль позвоночника 
был сделан разрез. В подкожной клетчатке путём раз-
двигания тканей образовали пять карманов, в которые 
были имплантированы матриксы. Период имплантации 
составил 14 дней (3 животных) и 1 месяц (3 животных). 

При использовании модели костной перфорации кри-
тического размера материал имплантировался точно в об-
ласть дефекта с подгонкой размеров матрикса под де-
фект. Период имплантации составил 14 дней (3 животных) 
и 1 месяц (3 животных). Оценка резорбции и биосовмести-
мости проводилась с помощью томографического и гисто-
логического исследований.

Микротомографическое исследование проводилось 
in vivo после операции и посмертно через 2 недели и 1 ме-
сяц после имплантации. Микрокомпьютерную томографию 
(микро-КТ) проводили на сканере Bruker SkySkan 1178 
(Контич, Бельгия) при напряжении 65 кВ и токе 615 мкА 
с фильтром A1 0,5 мм. Пространственное разрешение со-
ставляло 84 мкм/пиксель. Секции были реконструирова-
ны с использованием программного обеспечения NRecon, 
версия 1.6.10.4. 3D-реконструкции были выполнены с при-
менением программы CT Vol 2.2.0.0.

Для гистологического исследования образцы фиксиро-
вали в 10% формалине с нейтральным буфером, декаль-
цинировали в специальном кислом растворе (SoftyDek, 
Biovitrum, Стокгольм, Швеция), подвергали стандартной 
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спиртовой обработке и помещали в парафиновые блоки. 
Затем парафиновые срезы толщиной 4 мкм окрашивали 
гематоксилином и эозином в соответствии со стандарт-
ными протоколами. Полученные предметные стёкла ис-
следовали с помощью универсального светодиодного 
микроскопа Leica DM4000 B, оснащённого цифровой ви-
деокамерой Leica DFC7000 T (Leica Microsystems, Вецлар, 
Германия), стандартными методами световой и фазово-
контрастной микроскопии.

Основные результаты исследования
Согласно результатам микротомографического и гисто-

логического исследований, макроскопических изменений 
в трабекулярной костной структуре после воздействия в со-
ответствии с нашим протоколом очистки не наблюдалось, 

что подтверждается результатами томографического ис-
следования (рис. 2): костные трабекулы формируют ха-
рактерную для нормальной губчатой кости ячеистую сеть, 
по данным гистологического исследования (рис. 3), кост-
ный матрикс имеет нормальную тонковолокнистую струк-
туру. Коэффициент очистки ксеногенного костного матрикса 
в соответствии с результатами томографического исследо-
вания (рис. 2) составил ~0,91±0,05. Предложенный скринин-
говый метод на основе микро-КТ по диапазону плотности 
для вещества/ткани (табл. 1) даёт возможность быстро 
оценить степень очистки межтрабекулярного пространства. 
Этот метод грубый и не может быть использован в качестве 
единственного метода контроля, однако он наименее трудо-
ёмкий, наиболее быстрый и может быть применён для пер-
вичного скрининга в процессе очистки. 

Рис. 2. Результаты томографического исследования: a — 3D-реконструкция, b — микро-КТ срез.
Fig. 2. Results of tomographic examination: a — 3D reconstruction, b — micro-CT slice.

Рис. 3. Гистологическое исследование. Микроскопия: a — светлопольная, гематоксилин-эозин, увеличение ×50; b — поляризаци-
онная, пикросириус красный, увеличение ×50; c — фазово-контрастная, гематоксилин-эозин, увеличение ×100.
Fig. 3. Histological examination. Microscopy: a — bright field, hematoxylin-eosin, magnification ×50; b — polarized, picrosirius red, 
magnification ×50; c — phase contrast, hematoxylin-eosin, magnification ×100.

a b

a b c

Таблица 1. Диапазон плотности для вещества/ткани 
Table 1. Density range for substance/fabric

Вещество (ткань) Диапазон плотности по шкале Хаунсфилда, HU

Воздух -1000–-816

Ткань межтрабекулярного пространства -816–+301

Минерализованная костная ткань +314–+2487



437
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

DOI: https://doi.org/10.17816/VTO622849

Вестник травматологии и ортопедии им. Н.Н. ПриороваТ. 30, № 4, 2023

Использование сочетания гипотонического раство-
ра, проточной воды и перекиси водорода в комбинации 
с ультразвуком в рамках разработанного протокола при-
водит к эффективной очистке без нарушения структуры, 
что являлось одной из важнейших целей при разработке 
протокола. Воздействие проточной водой хорошо сохраня-
ет костные трабекулы, оставляя наименьшее количество 
остеоцитов в межтрабекулярном пространстве. В соответ-
ствии с литературными данными гипотонические растворы 
могут легко вызывать лизис клеток с помощью простых 
осмотических эффектов с минимальными изменениями 
молекул матрикса и архитектуры [15]. Согласно нашим 
экспериментальным результатам, длительное воздействие 
гипотоническим раствором приводит к незначительным 
нарушениям структуры — тонкости костных трабекул, 
расположенных более рыхло и параллельно. Всё это 
в итоге может привести к снижению костной плотности, 
упругости и эластичности с последующим повышением 
ломкости кости. В соответствии с литературными данными 
гипотонические растворы эффективно лизируют клетки, 
но неэффективно удаляют клеточные остатки [16]. В связи 
с необходимостью удаления остаточных клеточных фраг-
ментов необходимо дополнительное воздействие. Физи-
ческие методы очистки ткани в определённой степени 
эффективны и обладают преимуществом перед другими 
методами в низких иммунных реакциях ткани после их 
применения за счёт отсутствия воздействия химических 
реагентов, которые могут оставаться в следовых количе-
ствах после использования в методике очистки. Они при-
меняются для изменения физических характеристик тка-
ни, разрушения клеточной мембраны, вызывания лизиса 
клеток и, наконец, удаления клеток и другого содержи-
мого [17].

Ультразвуковое воздействие может привести к лизису 
клеток, но чаще используется для облегчения химического 
воздействия и удаления клеточного материала. Известно, 
что перекись водорода, взаимодействуя с липидами кле-
точных мембран, повреждает их, инактивирует и устраня-
ет широкий спектр микроорганизмов. Совместное взаимо-
действие перекиси водорода и ультразвука увеличивает 
эффективность очистки, которая зависит от концентрации 
перекиси водорода. Обработка ультразвуком приводит 
к нарушению целостности клеточной мембраны, образо-
ванию пор и лизису клеток. Как следствие, увеличивается 
проницаемость мембраны, что способствует проникнове-
нию перекиси вглубь матрикса и облегчает его. В нашей 
работе очистка костного матрикса флюидной экстракцией 
является эффективной завершающей стадией протокола 
очистки. 

При полной очистке межтрабекулярного простран-
ства костной ткани от клеточных компонентов с полной 
сохранностью микро- и макроструктуры ксеногенный 
костный матрикс является безопасным и эффективным, 
что подтверждается в экспериментах in vitro в клеточных 
исследованиях и in vivo на экспериментальных животных.

Оценка цитотоксичности и прогностическая оцен-
ка биосовместимости ксеногенного костного матрикса 
и способности индуцировать клеточный ответ, полученный 
по разработанному протоколу, а также жизнеспособности, 
адгезивной и пролиферативной активности СККМ кролика 
при культивировании клеток на ксеногенном костном ма-
триксе были исследованы в экспериментах методом кле-
точных культур с последующей сканирующей электрон-
ной микроскопией образцов матрикса с пересаженными 
на их поверхности адгезивными стромальными клетками 
костного мозга. 

По результатам сканирующей электронной микроско-
пии на ксеногенном костном матриксе идентифицирован 
конфлюэнтный монослой адгезивных клеток СККМ кро-
лика, пересаженных в виде суспензии, осевших на ис-
следуемую поверхность костнопластического материала 
под действием гравитации удалённых друг от друга округ-
лых клеток (рис. 4). Клетки после 4-суточного периода 
культивирования на поверхности матрикса имеют вы-
тянутую в продольном направлении форму, распластаны 
на поверхности, плотно прилежат друг к другу. Между 
краями клеток и подлежащим матриксом видны единич-
ные вновь синтезированные коллагеновые волокна. Раз-
мер клеток — около 80 мкм в продольном направлении, 
в поперечнике — 10–12 мкм. Формирование конфлюэнт-
ного монослоя за 6 суток свидетельствует об идеальном 
взаимодействии клеточной культуры с костнопластиче-
ским материалом, что может быть связано с отсутстви-
ем цитотоксических веществ в матриксе, оптимальной 
шероховатостью и хорошими адгезивными свойствами 
поверхности матрикса, пригодной для формирования 
стромальными клетками костного мозга фокальных кон-
тактов, их адгезии, распластывания и пролиферации. 
Распластывание клеток на подложке является одним 

Рис. 4. Внешний вид стромальных клеток костного мозга кро-
лика при культивировании на поверхности ксеногенного костно-
го матрикса на 6-е сутки после посева (исследование методом 
сканирующей электронной микроскопии). 
Fig. 4. Appearance of rabbit BMSCs when cultivated on the sur-
face of a xenogeneic bone matrix on the 6th day after seeding (SEM 
study).
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из механобиологических факторов, стимулирующих деле-
ние клеток в адгезивных культурах. Можно предположить 
наличие положительного заряда на несущей поверхности 
матрикса.

По данным компьютерной томографии, при исполь-
зовании модели костной перфорации в экспериментах 
in vivo в обоих случаях после имплантации материал 
определяется в зоне костного дефекта, плотно прилегая 
к стенкам кости, погружённый в костномозговой канал, 
без миграции (рис. 5). Через 14 суток после имплантации 
материал наблюдается в проекции дефекта, видна частич-
ная резорбция материала, площадь дефекта сократилась, 
отмечается образование регенерата от краёв кости. Рент-
генологических признаков воспаления нет. Через 30 су-
ток после имплантации материал наблюдается в проекции 
дефекта, определяется большая резорбция материала, 
в основном он сохранён в костномозговом канале (рис. 6). 
Площадь дефекта значительно сокращена. Определяется 
выраженная костная мозоль со сформированными кост-
ными мостиками, проходящими по поверхности имплан-
тированного материала. Рентгенологических признаков 
воспаления не наблюдается.

При морфологическом исследовании выявле-
но, что к 14-м суткам после подкожной имплантации 

материала определяется незрелая соединительнотканная 
капсула, в которой можно выделить два слоя — внутрен-
ний, прилежащий к имплантату, и наружный, граничащий 
с волокнами поперечнополосатых мышц. Во внутреннем 
слое отсутствуют нейтрофильные лейкоциты, видны рых-
ло расположенные клетки в виде гистиоцитов и мало-
численных неориентированных фибробластов, тогда как 
в наружном слое число гистиоцитов уменьшается с одно-
временным увеличением количества фибробластов, часть 
из которых формирует пучки ориентированных фибробла-
стов (рис. 7а).

К 30-м суткам после имплантации вокруг материала 
формируется соединительнотканная капсула с немного-
численными клеточными элементами, среди которых пре-
обладают ориентированные фибробласты и немногочис-
ленные гистиоциты, тогда как нейтрофильные лейкоциты 
и гигантские многоядерные клетки инородных тел не вы-
являются (рис. 7b). По сравнению с предыдущим сроком 
исследования определяются пучки коллагеновых волокон, 
имеющие наиболее развитый характер в наружных слоях 
сформированной соединительнотканной капсулы.

При имплантации матрикса в костный дефект 
к 14-м суткам определяются элементы имплантированного 
материала, частично подверженные клеточной резорбции. 

Рис. 5. Ортогональные проекции и 3D-модель большеберцовой кости крысы: a — на момент имплантации, b — через 14 суток.
Fig. 5. Orthogonal projections and 3D model of the rat tibia: a — at the time of implantation, b — after 14 days.

a b
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В краевых, наиболее зрелых участках вблизи эндосталь-
ной поверхности кортикальной пластинки определяются 
элементы новообразованной незрелой остеоидной кости, 
последняя имеет трабекулярное строение; пластинчатой 

кости не выявлено. Также вблизи от реципиентного края 
выявляются клетки кроветворного костного мозга. Бли-
же к центральной части дефекта новообразованная кость 
имеет менее зрелый характер по сравнению с краевой 

Рис. 6. Ортогональные проекции и 3D-модель большеберцовой кости крысы: a — на момент имплантации, b — через 30 суток.
Fig. 6. Orthogonal projections and 3D model of the rat tibia: a — at the time of implantation, b — after 30 days.

Рис. 7. Гистологическое исследование. Подкожная имплантация. Стандартная световая микроскопия. Увеличение ×200. Окраска 
гематоксилином-эозином: a — на 14-е сутки (1 — фрагмент имплантата, 2 — формирующаяся соединительнотканная капсула, 
состоящая из двух слоёв); b — на 30-е сутки (1 — фрагмент имплантата, 2 — созревающая соединительнотканная капсула и фор-
мирующиеся пучки коллагеновых волокон).
Fig. 7. Histological examination. Subcutaneous implantation. Standard light microscopy. Magnification ×200. Hematoxylin-eosin staining: 
a — on the 14th day (1 — implant fragment, 2 — forming connective tissue capsule, consisting of two layers); b — on day 30 (1 — 
implant fragment, 2 — maturing connective tissue capsule and forming bundles of collagen fibers).

a b

a b1
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зоной, фрагменты имплантата покрыты рыхлой соеди-
нительной тканью, содержащей гистиоциты и фибробла-
сты, а также сосуды различного калибра. Нейтрофильные 
лейкоциты не обнаруживаются. Кортикальная пластинка 
не закрыта, наблюдается формирование интермедиарной 
костной мозоли (рис. 8а).

К 30-м суткам в области костного дефекта отмечаются 
постепенная резорбция имплантата и формирование отно-
сительно зрелых костных структур, постепенно приобрета-
ющих пластинчатое строение с формированием остеонов. 
Также определяется клеточный массив кроветворного 
костного мозга. К данному сроку исследования дефект 
практически закрыт за счёт интермедиарной костной мо-
золи, имплантированный материал встречается в виде от-
дельных небольших безостеоцитных фрагментов (рис. 8b).

Во всех случаях исследования на данных сроках не об-
наруживаются признаки воспалительной реакции, не вы-
является выраженная лейкоцитарная или гистиоцитарная 
реакция, отсутствует формирование гигантских много-
ядерных клеток инородных тел.

Нежелательные явления
В процессе выполнения исследования нежелательных 

явлений не обнаружено.

ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме основного результата исследования

Разработанный протокол обработки ксеносырья под-
тверждает свою эффективность при различных методах 
оценки результатов, но использование монотехнологии 
оценки может не отразить истинное состояние материа-
ла. При проведении контроля необходимо применение не-
скольких методов проверки степени чистоты получаемого 
имплантата.

Обсуждение основного результата исследования
Предложенный протокол очистки костного матрик-

са позволяет проводить децеллюляризацию исходного 
сырья, тем самым снижая риски его отторжения и обе-
спечивая безопасность имплантации материала. Также 
установлено, что проведение щадящей очистки без под-
ключения физических методов воздействия не является 
эффективным методом подготовки имплантатов. Получен-
ные в экспериментах in vitro и in vivo данные позволяют 
надеяться на возможность получения изделий высокого 
качества при внедрении разработанной технологии.

Ограничения исследования
Основным ограничивающим исследование фактором 

мы считаем небольшое количество включённых в иссле-
дование животных, что не позволяет говорить о статисти-
чески значимых результатах, что, в свою очередь, негатив-
но сказывается на оценке эффективности имплантатов. 
Расширение исследований планируется при дальнейшей 
разработке данной тематики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения работы была исследована эффек-

тивность протокола очистки ксеногенной спонгиозной 
костной ткани с использованием сочетания физическо-
го и химического воздействий в экспериментах in vitro 
и in vivo. Полная очистка межтрабекулярного простран-
ства от кровеносных сосудов, клеточных элементов и со-
хранение микроархитектоники нативной костной ткани 
подтверждаются гистологическим и томографическим ис-
следованиями матриксов.

Полученные данные свидетельствуют о том, что очи-
щенный по разработанному протоколу ксеногенный кост-
ный матрикс пригоден для адгезии и распластывания 

Рис. 8. Гистологическое исследование. Костная имплантация. Стандартная световая микроскопия. Увеличение ×200. Окраска гема-
токсилином-эозином: a — на 14-е сутки (1 — фрагмент имплантата, 2 — новообразованная кость на поверхности имплантата); 
b — на 30-е сутки (1 — фрагмент имплантата, 2 — новообразованная кость).
Fig. 8. Histological examination. Bone implantation. Standard light microscopy. Magnification ×200. Hematoxylin-eosin staining: a — on 
the 14th day (1 — fragment of the implant, 2 — newly formed bone on the surface of the implant); b — on day 30 (1 — implant frag-
ment, 2 — newly formed bone).
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стромальных клеток костного мозга in vitrо, является био- 
и цитосовместимым, что наряду со способностью обеспе-
чить пролиферацию и механическую поддержку клеток, 
объединение их в клеточный пласт в условиях клеточной 
культуры является важным прогностическим признаком 
эффективной стимуляции регенеративного остеогенеза 
в живом организме. Это подтверждают данные гисто-
логического исследования после эксперимента in vivо, 
о чём свидетельствует отсутствие воспалительной реак-
ции в случае имплантации и в мягкие ткани, и в сформи-
рованный костный дефект. Образование регенерата про-
исходит от краёв кости, что подтверждает выраженные 
остеокондуктивные свойства материала; наличие зрелой 
кости в регенерате и практически полное закрытие де-
фекта к 30-м суткам говорит о хорошем регенераторном 
потенциале.
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