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Основные положения
• Определен дозозависимый эффект воздействия экстракта деминерализованного костного ма-

трикса (ДКМ) на клетки в лаг- и лог- фазе. 
• Подобраны условия очистки ДКМ от агрессивных агентов, токсичных для клеток.
• Определены способы повышения эффективности заселение ДКМ клетками.

Цель Поиск эффективных способов обработки деминерализованной костной тка-
ни после консервации для эффективного заселения хондроцитами. 

Материалы и
методы

В качестве материала исследования использовали деминерализованный 
костный матрикс размером 1 х 1 х 1 см³. Для удаления цитотоксических ве-
ществ из матриц разработан способ очистки, заключающийся в поэтапном 
замачивании образца в Н2О, растворе 0,1 Н NaOH, растворе 1 н NaOH, Н2О 
и DPBS до нейтрального pH. Для улучшения клеточной адгезии на матри-
цах, на последние перед заселением воздействовали ультразвуком. На обра-
зец, прошедший химическую очистку 3 раза, воздействовали ультразвуком 
в течение 1 минуты и W = 5. После каждого воздействия, воду в емкости 
меняли. После этого воду в емкости сменили на DPBS и обрабатывали уль-
тразвуком в течение 1 минуты и W = 5. После окончания процедур образец 
находился в нейтральной среде (pH 7,0). Обработанные таким способом ма-
трицы заселяли клетками. В качестве источника клеток для заселения, была 
выбрана ткань гиалинового хряща мини-поросенка. Хондроциты выделяли 
стандартным способом с применением коллагеназы II типа и культивирова-
ли в течение 20 суток в культуральных флаконах. Матрицы заселяли хон-
дроцитами 1 пассажа. Для повышения эффективности заселения костного 
матрикса клетками был апробирован способ предварительной обработки де-
минерализованной костной ткани 1% раствором желатина. Для определения 
пригодности матрикса к заселению его хондроцитами использовали микро-
титрационный тест влияния экстракта, получаемого в ходе ультразвуковой 
обработки матрицы, на жизнеспособность клеток. Тест проводили на лаг- и 
лог-фазах роста клеток. Воздействие экстракта на клетки длилось 3 суток.

Результаты

Показано, что обработка хондроцитов экстрактом на этапе лаг-фазы роста 
культуры оказывает прямой дозозависимый цитотоксический эффект, в от-
личие от эффекта обработки хондроцитов в фазе логарифмического роста 
культуры. Показано, что низкая эффективность заселения деминерализован-
ного костного матрикса связана не только с жесткими условиями изготовле-
ния ДКМ, но и от условий последующей подготовки матрицы, фазы роста 
заселяемой клеточной культуры. С увеличением глубины миграции клеток 
вглубь матрицы нарушается микроциркуляция, что ведет к недостаточному 
обеспечению клеток в тканеинженерной конструкции питанием и замедле-
нию  метаболических процессов.

Заключение Эффективность равномерного заселения деминерализованного костного
матрикса клетками связана не только с условиями обработки матрикса, выра-
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Highlights
• The dose-dependent effects of the extract-treated demineralized bone matrix (DBM) on the cells 

growth during the lag- and log-phase have been found.
• Purification methods of DBM from aggressive agents that are toxic to cells have been developed.
• Methods improving cell seeding efficiency of DBM have been proposed.

женным цитотоксическим эффектом, но и с его архитектоникой. Проблема 
замедления метаболизма клеток в тканеинженерной конструкции решается 
путем комбинированного метода очистки ДКМ химическим и ультразву-
ковым способом. Полученные результаты свидетельствуют о необходимо-
сти применении механических и электрических стимулов для нормального 
функционирования клеток костной и хрящевой ткани внутри матрицы. 

Ключевые слова Деминерализованный костный матрикс • Клетки • Хондроциты • Заселение

Aim To determine optimal approaches of demineralized bone tissue processing after 
preservation to ensure efficient seeding of chondrocytes.

Methods

Demineralized bone matrix specimens sized 1 x 1 x 1 cm3 were used in the 
experiment. A purification method ensuring the removal of cytotoxic substances 
from the matrices has been developed. It consists of a multi-stage soaking of the 
specimens in H2O, 0.1H NaOH, 1N NaOH, H2O and DPBS until a neutral pH is 
reached. After chemical purification (a 3-stage process), all the specimens were 
subjected to sonication for 1 minute at 5W to improve cell adhesion. The water 
was changed after each exposure. Then, the water was replaced to DPBS and the 
specimens were sonicated for 1 minute at 5W. After it, the sample was placed in 
a neutral medium (pH 7.0). The matrices undergoing sonicated procession were 
seeded with cells. Hyaline cartilage of minipigs was used as a source of the cells. 
Chondrocytes were isolated using collagenase II digestion and cultured for 20 
days in the culture flasks. Passage 1 chondrocytes were seeded on the matrices. 
DBM were pretreated with a 1% gelatin solution to improve the efficiency of 
cell seeding. The microtitration viability test estimating the impact of the extract 
obtained during sonation cycles on cell viability was performed to determine 
whether these matrices may be seeded with chondrocytes. The test was performed 
on the lag- and log-phase cells. The effect of the extract on the cells lasted around 
3 days.

Results

Extract-treated chondrocytes during the lag-phase showed a direct dose-dependent 
cytotoxic effect, compared to extract-treated chondrocytes during the log-phase. 
Low efficiency of DBM was associated with both, the stringent requirements 
for the manufacturing process of DBM and the subsequent matrices processing, 
including the cell growth phases. The increased cell migration depth into the 
matrices resulted in the disturbances of the microcirculation, leading to the 
insufficient cell feeding and slowed down metabolic processes.

Conclusion
The efficiency of DBM cell seeding depends on the matrix processing, its cytotoxic 
effect and architectonics. The problem of slowing down the metabolism of cells 
in DMB may be solved by the application of the combined purification technique,
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Введение
Тканевая инженерия в настоящее время явля-

ется одной из самых многообещающих стратегий 
восстановления поврежденных органов и тканей 
[1] и входит в число главных междисциплинарных 
областей [2, 3]. Для ее реализации необходимы, по 
крайней мере, два основных компонента: клетки 
и специализированный носитель клеток (матрикс, 
scaffold), обеспечивающий условия для нормаль-
ного протекания процессов гисто- и морфогенеза 
[1, 4, 5]. Иммобилизация клеток на поверхности 
матрикса обеспечивает механическую прочность 
конструкции, имитирует межклеточное вещество 
костной ткани, взаимодействующее с клетками in 
vivo и обеспечивающее реализацию их функций [2, 
6]. Биоматериал матрикса, с одной стороны, выпол-
няет функцию носителя клеток, а с другой - влияет 
на необходимую дифференцировку хондроцитов. 
Кроме того, использование матрикса, заселённого 
клетками, существенным образом упрощает опера-
тивное вмешательство, когда клеточно-матриксный 
комплекс прямо вносится в дефект хряща без до-
полнительной фиксации [7]. Оптимальная адгезия 
культивированных клеток к поверхности носите-
ля – важнейшее условие реализации биологиче-
ского действия тканеинженерной конструкции [4]. 
Для успешного исхода данной процедуры матрица 
должна быть биосовместима с тканью реципиента, 
структурно и механически стабильна, обеспечить 
условия для пролиферации и экспансии клеток в 
объёме матрицы. Кроме того, конструкция должна 
содержать соответствующие биоактивные веще-
ства, влияющие на дифференцировку клеток [7].

В настоящее время в качестве матриц-носителей 
для хондроцитов применяются мембраны из гиалу-
роновой кисоты, коллагена и полимеров (PLA, PGA, 
PLLA, PLDLA) [7 - 9], матрицы биологического и 
синтетического происхождения (агароза, альгинат, 
метилцеллюлоза, коллаген, гиалуронан, фибрин, 
углеродистое волокно, гидроксиапатит, пористая 
полимолочная кисота, дексон, викрил, PDS, полит 
политетрафлуороэтилен, полиэстер и другие син-
тетические полимеры) [1, 7]. Матрицы обеспечи-
вают начальную структуру, могут временно стаби-
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лизировать хондроциты в дефекте и направлять их 
пространственное распределение в пределах ткани, 
а также обеспечивать синтез коллагена и протеог-
ликанов [7]. Известны примеры культивирования 
хондроцитов на трехмерных матрицах. Среди че-
тырех распространенных матриц наибольшая диф-
ференцировка хондроцитов была на CaReS®, далее 
следовали Novocard®3D, Hyalograft®Cи MACI®. 
Данные матрицы были апробированы в клиниче-
ских испытаниях по лечению дефектов суставного 
хряща [10]. 

Относительно применения хондроцитов в тка-
неинженерных конструкциях (ТИК) костной тка-
ни, примеров значительно меньше. В литературе 
описано множество примеров заселения матриц из 
материалов природного и синтетического проис-
хождения мезенхимальными стволовыми клетками 
(МСК). 

Исторически, первым подходом к функциона-
лизации матриц из декальцинированной и депро-
теинезированной костной ткани было заселение их 
клетками (ММСК, хондроцитами, фибробластами) 
с формированием тканеинженерных конструкций 
[11]. На сегодняшний день данный подход является 
одним из наиболее разработанных направлений в 
тканевой инженерии костной ткани. Однако, одной 
из главных проблем культивирования клеток на ма-
триксах и подложках различной природы является 
низкая эффективность заселения носителей клетка-
ми и их неравномерное распределение по структу-
ре [12]. Оптимальная адгезия клеток к поверхности 
носителя – важнейшее условие реализации биоло-
гического действия ТИК [4, 13]. Адекватное совме-
щение клеток и матрикса должно рассматриваться 
как ключевой момент в создании тканеинженерной 
конструкции [4]. Именно поэтому адгезия клеток, 
заселяющих матрикс, является важным критерием, 
определяющим успешность этапа исследований in 
vitro. 

Перспективным направлением в развитии вос-
становительной хирургии костной и хрящевой тка-
ней следует считать получение экспериментального 
обоснования возможности использования различ-
ных замещающих материалов для последующего

Список сокращений
ДКМ

МТТ-
тест

–

–

деминерализованный костный
матрикс
микротитрационный тест

FBS

PBS

–

–

Fetal bovin serum (эбриональная
бычья сыворотка)
Phosphate buffered saline
(натрий-фосфатный буфер)

i.e. chemical and ultrasonic purification methods. The obtained results prove the 
necessity of using mechanical and electrical stimuli for the normal functioning of 
bone and cartilage tissue cells within the matrix.

Keywords Demineralized bone matrix • Cells • Chondrocytes • Seeding



клинического применения. Для этого необходимо 
проведение исследований в условиях in vitro по 
изучению взаимодействия между клетками и мате-
риалом, чтобы выявить: токсичность материалов, 
воздействие на морфологию и основные характе-
ристики жизнеспособности клеток (способность 
к адгезии, пролиферации, сохранению свойств, 
присущих клеткам ткани, куда будет помещен им-
плантат) [4]. Высокие требования, предъявляемые 
к материалам, проходящим доклиническую апро-
бацию, определяют необходимость использования 
агрессивных методов их обработки. Зачастую, ма-
териал, теоретически оптимальный для размеще-
ния клеток и поддержания их в функционально 
активном состоянии (ДКМ), в процессе обработки 
теряет ряд своих положительных свойств, и в том 
числе адгезионные [13].  

Целью настоящего исследования являлся поиск 
эффективных способов обработки деминерализо-
ванной костной ткани после консервации для эф-
фективного заселения хондроцитами.

Материалы и методы
В качестве материала исследования были выбра-

ны матрицы деминерализованной костной ткани 
или деминерализованный костный матрикс (ДКМ), 
размером 1 х 1 х 1 см³, предоставленные лаборато-
рией заготовки и консервации тканей ФГБУ «ННИ-
ИТО им. Я.Л. Цивьяна» Минздрава России. 

Так как в процессе деминерализации костная 
ткань подвергается химической обработке и может 
содержать следовое количество кислот, негативно 
влияющих на культивируемые клетки, то такие ма-
трицы требуют предварительной подготовки перед 
заселением их клетками.

Для достижения высокой биосовместимости и 
эффективного заселения матриксов был поставлен 
ряд экспериментов по обработке ДКМ. Предложе-
но 2 способа обработки ДКМ для удаления цито-
токсических веществ из матриц – химический и 
химический с применением ультразвука. С целью 
сохранения стерильности образцов все манипуля-
ции по очистке выполнены стерильными раствора-
ми в условиях ламинарного шкафа. При подготовке 
ДКМ к заселению клетками применяли химические 
методы обработки. Образец замачивали в воде (pH 
7,03) на 24 часа. Затем образец отжали (pH воды 
изменился до 6,68). Образец ДКМ обрабатывали 
водой с добавлением 0,1 Н NaOH – на магнитной 
мешалке в течение 24 часов. Образец повторно от-
жимали и промывали 10 объемами воды с помощью 
шприца. Затем образец отжимали и обрабатывали 
водой с добавлением 1 н NaOH – на магнитной ме-
шалке в течение 16 часов. После обработки образец 
становится хрупким и мягким, pH раствора 9,3. Да-
лее производили серию последовательных манипу-
ляций по промывке образца с целью снижения pH 

раствора. Образец промывали водой и DPBS (Био-
лот, Россия) по 16 часов в каждом растворе до pH 
7,4. Образец, готовый к заселению клетками,  хра-
нили в стерильных пробирках, содержащих RPMI 
1640 с добавлением 50% FBS («Gibco», США), 
42,19 ед/мл пенициллина, 0,042 мг/мл стрептоми-
цина («Биолот», Россия), 0,053 мг/л амфотерицина 
В («Biowest», Франция).

Второй способ включал комплекс методов, на-
правленных на улучшение клеточной адгезии на 
матрицах во время культивирования. Прошедший 
химическую очистку образец, pH окружающей 
жидкости которого 7,4, помещали в стерильную 
воду. На образец 3 раза воздействовали ультразву-
ком в течение 1 минуты и W = 5. После каждого 
воздействия воду в емкости меняли. После пер-
вого воздействия pH среды 8,15. После третьего 
воздействия - pH 7,9. После этого воду в емкости 
сменили на DPBS (Биолот, Россия) и обрабатывали 
ультразвуком в течение 1 минуты и W = 5. После 
окончания процедур образец находился в нейтраль-
ной среде (pH 7,0). Образцы хранили в среде RPMI 
1640 после обработки ультразвуком. Обработанные 
таким способом матрицы заселяли клетками.

В качестве источника клеток для заселения 
ДКМ была выбрана ткань гиалинового хряща ми-
ни-поросенка (экспериментальные животные вы-
веденны в хозяйстве ИЦиГ СО РАН). Хрящевую 
ткань забирали в условиях операционной. Гиали-
новый хрящ 15 минут отмывали в растворе Хэнкса 
с 0,1% канамицином, измельчали в чашке Петри с 
минимальным объемом среды RPMI 1640 («Био-
лот», Россия) до размеров 1 - 2 мм2, помещали в 
раствор 1,5% коллагеназы II типа («Gibco», США) 
и инкубировали при температуре 37°С в течение 5 - 
8 часов на шейкере. Суспензию клеток пропускали 
через нейлоновый фильтр и центрифугировали 10 
мин при 1500 об/мин. Хондроциты культивировали 
в среде RPMI 1640 с добавлением 15% фетальной 
сыворотки плодов коров (FBS) («Gibco», США), 
42,19 Ед/мл пенициллина, 0,042 мг/мл стрептоми-
цина («Биолот», Россия), 0,053 мг/л амфотерицина 
В («Biowest», Франция)  в культуральных флако-
нах («TPP», Швейцария) в стандартных условиях 
СО2-инкубатора: 37°С и 5% СО2. Пассирование 
клеток производили с помощью 0,25% раствора 
трипсина («Биолот», Россия). Первичная культура 
хондроцитов гиалинового хряща мини-поросенка 
является адгезионной и пролиферирующей культу-
рой.

В экспериментах определяли наиболее эффек-
тивный способ заселения матриц ДКМ клетками: 
1 – предварительно пропитанную питательной сре-
дой матрицу, размером 1 х 1 х 1 см³, помещали на 
клеточный монослой в лунку 6-луночного планше-
та («TPP», Швейцария); 2 – матрицы размером 1 х 
1 х 1 см³, помещенные на дно лунки 6-луночного
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планшета («TPP», Швейцария), заливали суспензи-
ей хондроцитов в концентрации 1,5 х 106 в объеме 
50 мкл и оставляли на 4 часа. Затем матрицу с клет-
ками заливали культуральной средой; Эксперимент 
проведен в 3-х повторениях. В контрольной серии 
суспензию хондроцитов в той же концентрации 
помещали на культуральый пластик 6- луночного 
планшета («TPP», Швейцария). 

Возможность повышения эффективности засе-
ления матриц размером 1 х 1 х 1 см³, изучали путем 
покрытия ДКМ 0,1% раствором желатина. Матри-
цы заселяли суспензий хондроцитов в объеме 50 
мкл и оставляли на 4 часа, после этого матрицу с 
клетками заливали культуральной средой. Экспе-
римент проведен в 3-х повторениях.  

Производили прижизненное наблюдение в тече-
ние 5 суток. Матрицы, заселенные клетками, фик-
сировали 4% раствором формалина и окрашивали 
DAPI. Оценку интенсивности заселения и равно-
мерного распределения хондрогенных клеток на 
поверхности и в глубине матриц оценивали с по-
мощью микроскопа Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, 
Германия) и программного обеспечения ZEN 2012 
(blue edition).

Для определения количества жизнеспособ-
ных клеток использовали микротитрационный 
тест (МТТ-тест). Колориметрический метод с ис-
пользованием МТТ (бромид3-(4,5–диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия) основан на спо-
собности митохондриальных ферментов живых 
клеток восстанавливать желтый МТТ-субстрат до 
темно-синего формазана. Число жизнеспособных 
клеток прямо пропорционально количеству восста-
новленного формазана, которое можно определить 
спектрофотометрически после растворения в орга-
ническом растворителе [9]. 

Экстракт для микротитрационного теста был 
выделен следующим способом: ДКМ поместили в 
среду RPMI-1640 («Биолот», Россия) в соотноше-
нии объёмов 1 : 50 (матрица / раствор), обработали 
ультразвуком 5 раз по 1 минуте без охлаждения с 
перерывами между воздействиями 1 минута. В по-
лученный раствор (экстракт) добавляли 15% FBS 
(«Gibco», США), 42,19 ед/мл пенициллина, 0,042 
мг/мл стрептомицина («Биолот», Россия), 0,053 
мг/л амфотерицина В («Biowest», Франция). Для 
микротитрационного теста использовали культуру 
хондроцитов колена мини-поросенка на 3-и и 11-е 
сутки (лаг- и лог-фазы роста культуры соответ-
ственно). Фазы роста определяли самостоятельно 
путем ежедневного подсчета клеток в динамике 
культивирования. Клетки культивировали с экс-
трактом в течение 3-х суток в следующих дозах 
0,8%; 1,6%; 3,1%; 6,3%; 12,5%; 25%; 50% (v/v). 
Рост культуры в присутствии экстракта оценивали 
после обработки культуры трипсином с подсчетом 
клеток в гемоцитометре. 

Результаты
Матрицы, очищенные химическим способом, 

имели выраженное цитотоксическое влияние на 
заселяемые клетки. Поэтому в эксперименте были 
использованы матрицы ДКМ, очищенные комбини-
рованным способом -  с применением ультразвука. 

Через 4 часа после заселения матриц клетками 
1 способом, при визуальном наблюдении отмечено, 
что клетки монослоя сохраняют свою форму и це-
лостность, но адгезивной активности в отношении 
матрицы не выявлено. При заселении 2 способом 
отмечено, что через 4 часа клетки сохраняют окру-
глую форму, и скапливаются в «слепых» лакунах 
матриц. За пределами матриц так же наблюдали 
высокую плотность клеток.

Через 1 сутки после заселения 1 способом кле-
ток, населяющих матрицу, не обнаружили. При ви-
зуальной оценке заселения 2 способом наблюдали 
округлые клетки в «слепых» лакунах матрицы (Рис. 
1а). Большая часть клеток расположена за придела-
ми матрицы (Рис. 1б). В контрольной серии наблю-
дали монослой клеток на разной стадии адгезии 
(Рис. 1в).

Через сутки эксперимента отмечена высокая 
степень насыщения тела матрицы хондрогенными 
клетками, заселенной 2-м способом, но слабая их 
адгезия в лакунах в сравнении с контрольной се-
рией. Так как заселение ДКМ клетками 1 способом 
не дало эффективного результата, дальнейшие на-
блюдения и модификации выполняли по протоколу 
2-го способа заселения.

На 3 сутки эксперимента по заселению ДКМ 
после промывки PBS («Gibco», США) и смены 
питательной среды визуально отметили снижение 
количества клеток. Клетки из суспензии, заселен-
ные 2 способом, заполняют все тело матрицы, осе-
дают в слепых лакунах и проходят сквозь матрицу 
через сквозные лакуны (Рис. 2а). При этом адгезия 
клеток к поверхности ДКМ слабая. В контрольной 
серии на 3-и сутки эксперимента клетки в поле зре-
ния лежат одиночно (Рис. 2б). 

При дальнейшем исследовании ДКМ, заселен-
ных хондроцитами, клетки распределены на по-
верхности культурального пластика, и их числен-
ность с течением времени снижается. 

Для повышения эффективности заселения кост-
ного матрикса клетками был апробирован способ 
предварительной обработки ДКМ 1% раствором 
желатина. Обработанную матрицу заселяли клетка-
ми способом 2. Культивировали в течение 5 суток. 
Образец отмывали от не прикрепившихся клеток и 
окрашивали DAPI. Наблюдали свечение клеточных 
ядер и адгезию по краю стенки лакуны матрицы 
(Рис. 3). При окрашивании DAPI матрицы, не по-
крытой желатином и заселенной клетками, не выя-
вили свечения ядер в области лакуны.

Через 5 суток отметили, высвобождение клеток
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из матрицы и переход их в состояние суспензии. 
Слабая адгезия клеток к поверхности ДКМ, сниже-
ние численности популяции клеток в эксперимен-

тальной серии и переход хондроцитов в суспензию 
свидетельствует о влиянии ДКМ на жизнеспособ-
ность клеток. Для выяснения причин этого явления

Рисунок 1. Эффективность заселения ДКМ клетками хондрогенного ряда на 1 сутки эксперимента.
Figure 1. Efficacy of DBM cell seeding with chondrogenic cells on day 1 of the experiment.
Примечания: а – слепая лакуна матрицы, заполненная округлыми клетками; б – адгезия клеток к поверхности 
культурального пластика вблизи матрицы; в – контрольная серия. Высокая степень адгезии хондроцитов к поверхности 
культуральной посуды.
Note: а – blinded lacunae of the matrix, filled with round cells; б – cell adhesion to the culture plastic surface near the matrix; 
в – control series. High chondrocyte adhesion to the culture plastic surface.

Рисунок 2. Эффективность заселения ДКМ клетками хондрогенного ряда на 2 сутки эксперимента.
Figure 2. Efficacy of DCM cell seeding with chondrogenic cells on day 2 of the experiment.
Примечания: а – сквозная лакуна матрицы, заполненная округлыми клетками; б –контрольная серия.
Note: а – matrix lacunae, filled with round cells; б - control series.

Рисунок 3. Эффективность заселения ДКМ, обработанного ультразвуком и покрытого 1% раствором желатина, клетками 
хондрогенного ряда на 5 сутки, окрашено DAPI.
Figure 3. Efficiency of DBM seeding with chondrogenic cells on day 5 after sonication and treatment with the 1% gelatin 
solution.

 

О
РИ

ГИ
Н

А
Л

ЬН
Ы

Е
 И

С
С

Л
Е

Д
О

ВА
Н

И
Я

O
R

IG
IN

A
L 

ST
U

D
IE

S



108 Заселение ДКМ хондроцитами

провели микротитрационный тест экстракта, полу-
чаемого в ходе ультразвуковой обработки матрицы 
в растворе среды RPMI объемом, равным 50 объ-
емам матрицы. Тест проводили на лаг- и лог-фа-
зах роста клеток. Воздействие экстракта на клетки 
длилось 3 суток (Рис. 4).

Показано, что обработка хондроцитов экстрак-
том в лаг-фазе роста культуры оказывает на клетки 
прямой дозозависимый цитотоксический эффект. 
Максимальное количество жизнеспособных кле-
ток после 3-х суток культивирования в присутствие 
экстракта наблюдали в контроле, а минимальное 
количество - при содержании 50% экстракта в куль-
туральной среде. Жизнеспособность клеток увели-
чивается по мере снижения концентрации экстрак-
та в культуральной среде.

Обсуждение
Результаты исследования показали, что более 

эффективным способом очистки матриц ДКМ яв-
ляется комбинированный способ с последующим 
применением химической и ультразвуковой обра-
ботки. Применение ультразвука при очистке матриц 
от следовых концентраций химических веществ 
повышает эффективность заселения клетками и 
время их жизнеспособности в теле матрицы. По-
этому из двух апробированных в данном исследо-
вании способов обработки матриц, химического и 
комбинированного, последний способ был исполь-
зован для подготовки матриц перед заселением.

При заселении матриц двумя способами пока-
зано, что деминерализованный костный матрикс 
(ДКМ) не обладает достаточными адгезионными 
свойствами для культивируемых клеток – обра-

ботка агрессивными веществами в ходе техноло-
гической подготовки образцов, необходимая для 
избавления от клеточного материала, приводит к 
потере ДКМ ряда своих положительных свойств, в 
том числе и адгезивных [4]. Можно предположить, 
что агрессивные агенты, используемые при обра-
ботке костной ткани и технологическом производ-
стве ДКМ, сохраняются в глубинных зонах ДКМ 
и удалить их химическим и механическим путем 
невозможно. При длительном культивировании 
хондроцитов в присутствие ДКМ, повышается кон-
центрация агрессивных веществ в культуральной 
среде, что отрицательно влияет на жизнеспособ-
ность клеток. 

Для подтверждения этого явления провели ми-
кротитрационный тест экстракта, получаемого в 
ходе ультразвуковой обработки матрицы.

Жизнеспособность клеток увеличивается по 
мере снижения концентрации экстракта в культу-
ральной среде. При обработке клеток экстрактом 
в фазе логарифмического роста культуры цито-
токсический эффект не наблюдали. Максимальное 
количество жизнеспособных клеток после 3 суток 
культивирования наблюдали при концентрации 
экстракта 12,5%, а минимальное - при концентра-
ции 25%. Таким образом, присутствие в среде куль-
тивирования экстракта с концентрацией от 12,5 
до 6,25% цитотоксический эффект не обнаружен. 
Возможно, это связано с модификацией белков или 
содержанием в экстракте факторов роста, которые 
положительно повлияют на пролиферативную ак-
тивность клеток в фазе логарифмического роста. 
Для подтверждения этого предположения требуют-
ся дальнейшие биохимические исследования.

Рисунок 4. Влияние экстракта ДКМ на хондроциты в течение 3-х суток. 
Figure 4. Impact of the extract-treated DBM on chondrocytes within 3 days. 
Примечания: а – воздействие на клетки в лаг – фазе роста культуры; б – воздействие на клетки в лог-фазе роста 
культуры (n=2).
Note: a - the impact on the cell growth during the lag-phase; b – the impact on the cell growth during the log-phase (n = 2).



Возможно, эффективность равномерного засе-
ления клеточными элементами деминерализован-
ного костного матрикса связана не только с усло-
виями обработки матрикса, но и с его архитектони-
кой. Клеткам сложно прикрепиться к поверхности, 
расположенной под углом, поэтому они концентри-
руются в «слепых» лакунах и на их стенках. С уве-
личением глубины миграции клеток внутри матри-
цы нарушается микроциркуляция, что ведет к недо-
статочному обеспечению клеток питанием, низкой 
скорости передачи гуморальных сигналов и ответа 
клеток на них, отвода метаболитов, производимых 
клетками, т.е. к замедлению метаболизма клеток в 
тканеинжинерной конструкции. Последние иссле-
дования в этой области свидетельствуют о необхо-
димости механических и электрических стимулов 
для нормального функционирования клеток кост-
ной и хрящевой ткани. Однако при конструирова-
нии матриц и имплантатов это пока учитывается 
недостаточно.

Выводы
1. Более эффективным способом очистки ма-

триц ДКМ является комбинированный способ с 
последующим применением химической и ультраз-
вуковой обработки.

2. Применение ультразвука повышает эффек-
тивность заселения матриц клетками и время их 
жизнеспособности в теле матрицы.

3. Апробировано 3 способа заселения ДКМ 
клетками хондрогенного ряда. Способ 1 (помеще-
ние матрицы на поверхность монослоя) оказался не 
эффективным. Матрица не контактирует плотно с 
монослоем и поверхностью культуральной посуды. 
Способ 2 (заселение ДКМ клеточной суспензией) 

оказался более эффективным. Суспензия клеток 
заполняет все тело матрицы, оседает в слепых ла-
кунах и проходит сквозь матрицу через сквозные 
лакуны. При этом, адгезия клеток к поверхности 
матрицы слабая. Способ 3 (заселения измельчен-
ной ДКМ клеточной суспензией), так же оказался 
малоэффективным.

4. Покрытие ДКМ 1% раствором желатина по-
вышает эффективность адгезии клеток к поверхно-
сти матрицы.

5. Заселение клетками матрицы следует произ-
водить в лог-фазе, поскольку в течение лог-фазы 
цитотоксической эффект состава матрикса может 
не влиять на их жизнеспособность и адгезивные 
свойства.
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