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Аннотация 
Оценено влияние покрытия биокерамического 
материала «Биосит-Ср Элкор» коллагеном I типа 
на морфологию и жизнеспособность 
мультипотентных мезенхимных стромальных 
клеток (ММСК) костного мозга кролика. Для 
оценки основных клеточных характеристик 
использовали методы прижизненной световой 
микроскопии, сканирующей электронной 
микроскопии и МТТ-тест. Показано, что после 
модификации материала по предложенной нами 
методике морфология клеток и их 
жизнеспособность практически не отличались от 
характеристик клеток в контрольных лунках. 
Можно заключить, что модификация 
поверхности «Биосит-Ср Элкор» коллагеном I 
типа улучшает характеристики материала, 
необходимые для использования его в качестве 
скаффолда в составе тканеинженерных 
эквивалентов костной ткани. 
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Abstract 
The influence of the collagen I type coating of 
bioceramic material "Biosit-Sr Elcor" on the 
morphology and viability of the multipotent 
mesenchymal stromal cells (MMSC) of the rabbit 
bone marrow has been estimated. To evaluate cell 
parameters, methods of intravital light microscopy, 
scanning electron microscopy and MTT test were 
used. It was shown that after the modification of the 
material according to the developed scheme, the 
morphology of the cells and their viability did not 
differ from the control ones. It can be concluded that 
after such preparation, "Biosit-Sr Elcor" is suitable 
for use as a scaffold for bone tissue engineering. 
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Введение 
Актуальность данного исследования 

обоснована необходимостью поиска и раз-
работки новых материалов для остеопла-
стики. В связи с ограниченностью и биоло-
гической опасностью естественных костно-
замещающих материалов в настоящее 

время активно идет разработка искусствен-
ные материалов - на основе различных ме-
таллов, керамики, полимеров и т.п. Идеаль-
ный остеозамещающий материал должен, 
кроме механической прочности, обладать 
остеоиндуктивными свойствами и активной 
остеоинтеграцией [1, 2]. Большое внимание 
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исследователей привлекает идея использо-
вания в костной пластике искусственных 
материалов, идентичных минеральному 
компоненту кости, таких как биокерамика. 
Керамические имплантаты обладают устой-
чивостью к высоким температурам, износу, 
коррозионной и эрозионной стойкостью, 
прочностью [3, 4]. Класс биокерамических 
материалов «биоситаллы» изготавливают 
на основе стеклокристаллической системы 
СаО - MgO - SiO2 - Р2О5. Они обладают 
уникальным сочетанием различных харак-
теристик: механической прочностью, био-
совместимостью и остеоиндуктивностью. 
Благодаря таким свойствам при импланта-
ции биоситаллов не формируется фиброз-
ная капсула, костная ткань прорастает в ма-
териал, связываясь с ним [5]. Однако в не-
которых случаях имплантация стеклокера-
мических материалов может вызывать раз-
личные осложнения, обусловленные техно-
логическими процессами при производстве 
материала [6].   

Среди отечественных биоситаллов од-
ним из наиболее хорошо изученных остео-
замещающих материалов является «Био-
сит-Ср Элкор», разработанный на основе 
биоситалла М-31 в Санкт-Петербургском 
технологическом университете [7]. Уникаль-
ная особенность этого материала заключа-
ется в его составе: кристаллическая фаза (~ 
3 % объема) состоит из природного гидрок-
сиапатита - даллита (карбоксигидроксиапа-
титата). Этот материал удовлетворяет всем 
необходимым требованиям для остеозаме-
щающих материалов и на данный момент 
используется в клинической практике. В 
наших предыдущих исследованиях «Био-
сит-Ср Элкор» был выбран для изучения 
возможности использования его в качестве 
подложки для роста мультипотентных ме-
зенхимных стромальных клеток (ММСК) 
костного мозга (КМ) [8]. Была дана оценка 
морфологических характеристик и жизне-
способности ММСК КМ кролика при культи-
вировании in vitro: непосредственно на гра-
нулах биоситалла разных фракций и в экс-
трактах биоситалла. Также в данном иссле-
довании было выявлено выкрашивание 
микрочастиц из состава материала и дока-
зано их негативное влияние на жизнеспо-
собность ММСК кролика. Была предложена 
схема обработки материала, улучшающая 
жизнеспособность при росте на нем клеток.  

Характеристики «Биосит-Ср Элкор» 
позволяют рассматривать его в качестве 
скаффолда для применения в тканевой ин-
женерии в составе тканеинженерного экви-
валента кости (ТИЭК). ТИЭК состоит из двух 

основных частей: остеозамещающего мате-
риала и стволовых клеток. Основными за-
дачами при разработке ТИЭК являются - 
выбор адекватного материала, его подго-
товка и оптимизация процесса прикрепле-
ния (адгезии) клеточной культуры на его по-
верхности. Во многих случаях именно адге-
зия клеток на материале является критиче-
ским этапом при создании ТИЭК [9]. Пер-
спективным способом улучшения поверхно-
сти материалов для заселения их клетками 
является иммобилизация на них белков 
внеклеточного матрикса. Большую часть (~ 
90%) костного матрикса составляют фиб-
риллы коллагена I типа. Структура и свой-
ства коллагена в настоящее время хорошо 
изучены. Было показано, что ММСК демон-
стрируют выраженную адгезивность к нему 
и высокую способность к пролиферации на 
коллагеновых носителях in vitro [10]. Кроме 
того, оказалось, что коллаген I типа способ-
ствует остеогенной дифференцировке 
ММСК [11]. Такие свойства позволяют ис-
пользовать коллаген костной ткани для со-
здания биоматериалов для остеопластики 
[12]. 

Цель данной работы заключалась в ис-
следовании жизнеспособности ММСК КМ 
кролика при росте на поверхности гранул 
биоситалла «Биосит-СР Элкор», модифи-
цированной коллагеном I типа. 

Материалы 
Культуру ММСК костного мозга кролика 

получали из костей конечностей новорож-
денного кролика породы Шиншилла по 
стандартной методике [13]. Клетки культи-
вировали в питательной среде aMEM 
(Sigma, США) с 0,5 %-ным содержанием глу-
тамина (Росмедбио, Россия) и 10% СЭК 
(Hyclone, США) в присутствии 1% раствора 
антибиотиков Pen Strep (Lonza, Бельгия). В 
качестве подложки для роста клеток ис-
пользовали биоситалл силикоалюмофос-
фатной группы «Биосит- Ср Элкор» ("ЭЛ-
КОР", Санкт-Петербург, РФ) в виде гранул 
неправильной формы диаметром 0,1-0,3 
мм. Раствор коллагена I типа, полученный 
путём кислой экстракции из сухожилий кры-
синых хвостов, был любезно предоставлен 
сотрудником Института цитологии РАН Ку-
харевой Л.В. [14]. 

Методы 
Подготовка гранул биоситалла для 

культивирования клеток. Обработку мате-
риала проводили с учетом результатов, по-
лученных в предыдущих экспериментах [8]. 
Гранулы «Биосит-Ср Элкор» (0,1-0,3 мм) 4 
раза промывали полной ростовой средой с 
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10%-ным содержанием СЭК. Концентриро-
ванный раствор коллагена I типа разводили 
в 0,001%-ном растворе уксусной кислоты до 
концентрации 100 мкг/мл и помещали в 
лунки с биоситаллом в таком количестве, 
чтобы он покрывал гранулы целиком, остав-
ляли на 30 мин при 370С, убирали несвязав-
шийся с поверхностью белок, промывали 
биоситалл фосфатно-солевым буфером и 
ростовой средой. В результате такого спо-
соба нанесения на поверхности гранул био-
ситалла формировался тонкий слой белка в 
молекулярной форме  [15].  

Микроскопические методы оценки кле-
точной морфологии. 

На обработанные гранулы биоситалла 
сажали ММСК с плотностью 50 тыс. 
кл/лунку. Осуществляли прижизненное 
наблюдение в процессе культивирования 
клеток под инвертированным микроскопом 
Nikon Eclipse TS100, оснащенным фотока-
мерой, в течение 3 сут. Кроме того, ММСК 
после культивирования в течение 3 сут 
были зафиксированы в растворах глутаро-
вого альдегида и этанола нарастающей 
концентрации для изучения с помощью ска-
нирующей электронной микроскопии (СЭМ). 
Напыление слоем золота образцов было 
проведено Мухиным И.С. на установке SPI- 

Module Sputer Coater (ИТМО). Исследова-
ние клеточной морфологии проводилось на 
микроскопе с энергодисперсионным детек-
тором EDAХ при ускоряющем напряжении 
20kV и временем экспозиции 3-30 мксек 
Гайдашем А.А. 

Оценка жизнеспособности клеток ме-
тодом МТТ-теста.  

Жизнеспособность клеток после куль-
тивирования на обработанных гранулах 
биоситалла оценивали через 3 сут. Положи-
тельным контролем являлись ММСК при ро-
сте на стандартном культуральном пла-
стике, в качестве отрицательного контроля 
использовали ММСК после инкубации на 
необработанных гранулах биоситалла. 
Опыт проводили в 24-луночном планшете в 
трех повторностях. МТТ-тест: в опытные и 
контрольные лунки с ММСК добавляли 10% 
от объема ростовой среды стокового рас-
твора МТТ (5 мг/мл) и помещали в СО2-ин-
кубатор на 3 ч. Среду отбирали, образовав-
шиеся в клетках кристаллы формазана рас-
творяли диметилсульфоксидом (Биолот, 
РФ). Оптическую плотность (ОП) получен-
ного раствора измеряли на иммунохимиче-
ском анализаторе Fluorofot “Charity” при 
длине волны 570 нм с референсной длиной 
волны 630 нм. Статистическую обработку 

 
Контроль, культуральный пластик (а) Необработанный биоситалл (б) 

  
Обработанный биоситалл (в) Обработанный и покрытый коллагеном (г) 

  
Рис.1. ММСК КМ после инкубации в течение 3 сут на гранулах «Биосит-Ср Элкор» с различной 

обработкой. Световая микроскопия. Ув. 200х. 

 
 

 



БИТ 2018 Том 2 № 3(7) 

 
 35 

 

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ 

Бюллетень инновационных технологий 

полученных данных осуществляли с ис-
пользованием программы Microsoft Office 
Exсel 2016. Вычисляли среднее значение и 
ошибку среднего ОП, на основании которых 
строили диаграмму.  

Результаты 
Исследование морфологии клеток при 

росте на гранулах биоситалла. 
При прижизненном наблюдении мето-

дом световой микроскопии были отмечены 
значительные изменения морфологии кле-
ток, инкубировавшихся в лунках с натив-
ными (без дополнительной обработки) гра-
нулами «Биосит-Ср Элкор»: сильная вакуо-
лизация, наличие большого количества 
включений в цитоплазме (Рис. 1б). В вари-
анте опыта, в котором использовался мате-
риал после его обработки полной питатель-
ной средой, количество включений в клет-
ках и признаки вакуолизации были значи-
тельно меньше (Рис. 1в). Тем не менее, ко-
личество адгезировавших к поверхности 
(наблюдаемых в поле микроскопа) клеток 
было ниже, чем в контроле. А при культиви-
ровании клеток в лунках с обработанными и 
покрытыми тонким слоем коллагена I типа 
гранулами биоситалла (Рис. 1г) - морфоло-
гия клеток практически не отличалась от 
контрольной  (Рис. 1а), клетки монослоем 
покрывали всю поверхность лунки.  

После 3-суточной инкубации ММСК на 
гранулах биоситалла, покрытых раствором 
коллагена, с помощью СЭМ было выяв-

лено, что на поверхности гра-
нул формируется пленка из 
коллагеновых волокон (Рис. 
2). Коллагеновые волокна об-
разовали сетчатую структуру, 
оплетающую микрочастицы, 
выкрашивающиеся из матери-
ала. Клетки хорошо адгезиро-
вали на поверхности пленки и 
приняли вытянутую, разветв-
ленную форму.  

Исследование жизнеспо-
собности клеток при росте 
на гранулах биоситалла. 

Исследование с помощью 
МТТ-теста выявило, что жиз-
неспособность клеток при 
культивировании на гранулах 
«Биосита-Ср Элкор» после 
различных способов обра-
ботки отличается (Рис. 3). Са-
мые низкие значения ОП ока-
зались у клеток, которые куль-
тивировались на нативных 
гранулах биоситалла - ОП ока-

залась в 3.09 раз ниже ОП в контроле. ОП 
клеток, которые инкубировались на обрабо-
танных средой гранулах, тоже была ниже, 
чем в контроле, но не так значительно - в 
1.31 раза. При этом она была в 2.36 раза 
выше, чем ОП клеток на нативном матери-
але. Наиболее высокая, сопоставимая с 
контролем, ОП была выявлена у клеток, ко-
торые культивировались на гранулах мате-
риала, обработанных средой и покрытых 
коллагеновым гелем.  

Обсуждение 
В результате проведенных исследова-

ний было выявлено, что обработка гранул 
биоситалла средой и покрытие коллагеном 
способствует тому, что ММСК КМ сохра-
няют свою морфологию и жизнеспособ-
ность при росте на гранулах и в их присут-
ствии в культуральном сосуде. Ранее нами 
было выявлено, что низкая жизнеспособ-
ность ММСК при инкубации в экстрактах 
«Биосит-Ср Элкор» была связана с нали-
чием микрочастиц, которые в большом ко-
личестве образуются при производстве, а 
также выкрашиваются при транспортировке 
и манипуляциях с материалом [8]. Было по-
казано, что микрочастицы поглощаются 
клетками и негативно влияют на внутрикле-
точные процессы, вызывают гибель клеток. 
Были предложены способы избавления от 
микрочастиц, позволившие повысить жиз-
неспособность клеток. Тем не менее, спон-
танное образование микрочастиц во время 

 
Рис.2. ММСК КМ после инкубации в течение 3 сут на грануле 

«Биосит-Ср Элкор», покрытой коллагеном. СЭМ. 
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культивирования in vitro и низкая адгезив-
ность биоситалла оказывали негативное 
влияние на функционирование клеток при 
длительном культивировании.  

В составе костной ткани белки внекле-
точного матрикса играют значительную 
роль в сохранении и функционировании 
клеток. Коллаген I типа является мажорным 
белком костной ткани. Поэтому было пред-
ложено использовать коллагеновый гель в 
качестве модификатора поверхности «Био-
сит-Ср Элкор» для улучшения условий 
культивирования клеток. Наши исследова-
ния морфологии и распределения клеток 
микроскопическими методами выявили, что 
при модификации поверхности «Биосит-Ср 
Элкор» тонким слоем молекулярного колла-
гена клетки хорошо адгезировали на по-
верхности материала, имели обычную мор-
фологию и активно распространялись по 
поверхности. Клетки принимали вытянутую, 
разветвленную (фибробластоподобную) 
форму. Коллагеновые волокна формиро-
вали сетчатую структуру, к которой клетки 
прикреплялись своими филоподиями. 
Кроме того, эта сеть оплетала микроча-
стицы, выкрашивающиеся из материала. 
Возможно, коллагеновый гель удерживал 
микрочастицы, что способствовало нор-
мальному функционированию клеток. МТТ-
тест показал, что модификация поверхно-
сти материала коллагеном приводила к уве-
личению жизнеспособности всей клеточной 

популяции. Влияние коллагена может про-
являться не только в механической пре-
граде и защите клеток от микрочастиц, но и 
в изменении их функции. Взаимодействие 
клеток с внеклеточным матриксом обычно 
сопровождается образованием фокальных 
контактов и перестройкой цитоскелета, что 
влияет на активность разных групп генов, 
отвечающих за процессы пролиферации, 
апоптоза, дифференцировки и др. В лите-
ратуре опубликованы исследования, де-
монстрирующие, что наличие коллагена I 
типа способствует остеогенной дифферен-
цировке ММСК КМ [11] и ускоряет процессы 
минерализации костной ткани. 

Можно заключить, что перед примене-
нием в клинике материал «Биосит-Ср Эл-
кор» необходимо модифицировать по сле-
дующей схеме: промыть не менее четырех 
раз полной ростовой средой с 10%-ным со-
держанием СЭК и покрыть тонким слоем 
коллагена I типа (100 мкг/мл). Кроме того, 
после такой обработки «Биосит-Ср Элкор» 
можно использовать в качестве скаффолда 
для ММСК КМ при создании тканеинженер-
ных эквивалентов костной ткани. 

 
Авторы выражают глубокую благо-

дарность за помощь в получении резуль-
татов сканирующей электронной микро-
скопии сотрудникам Гайдашу А.А. и Му-
хину И.С. 

 

 
Рис.3. Жизнеспособность ММСК КМ при инкубации на гранулах «Биосит-Ср Элкор» с различной 

обработкой.  МТТ-тест. 
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