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Аннотация 
Исследована жизнеспособность мультипо-
тентных мезенхимных стромальных клеток 
(ММСК) при культивировании на биокера-
мическом материале «Биосит-Ср Элкор». 
Для оценки морфологии и жизнеспособно-
сти клеток использовались методы прижиз-
ненной световой микроскопии и МТТ-тест. В 
результате исследования выявлено, что 
материал содержит микрочастицы, которые 
негативно влияют на жизнеспособность 
клеток. Была разработана методика 
очистки материала от микрочастиц. 
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Abstract 
The viability of mesenchymal multipotent stro-
mal cells cultivated on bioceramic material "Bi-
osit-Sr Elcor" was studied. Methods of intravital 
light microscopy and MTT-test were used. It 
was found that the material contains micropar-
ticles, which adversely affected on the viability 
of cells. A method of cleaning the material from 
microparticles was developed. 
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Биокерамика является одним из наибо-
лее перспективных искусственных остеоза-
мещающих материалов. Однако, большин-
ство биокерамических материалов имеют 
модуль упругости больше, чем у натураль-
ной кости. Это может приводить к резорб-
ции подлежащей костной ткани, и, как след-
ствие, дистрофическим и деструктивным 
процессам [1]. Решением этой проблемы 
может стать создание биокерамических ма-
териалов, способных к активной остеоинте-

грации в костную ткань. Большинство ис-
следований в этом направлении связано с 
изучением материалов, включающих суль-
фат кальция, трикальцийфосфат или гид-
роксиапатит (ГАП) [2, 3]. Специалистам 
Санкт-Петербургского государственного 
технологического института удалось со-
здать синтетический аналог природной 
формы ГАП - даллит и разработать новый 
перспективный материал – биоситалл на 
основе биокерамики с входящим в состав 
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даллитом (коммерческое название «Био-
сит-Ср Элкор») [4]. Даллит входит в состав 
костной ткани и отличается от ГАП более 
реакционноспособной формулой, вслед-
ствие чего является более биорезорбируе-
мым и остеоиндуктивным [4, 5]. Клиниче-
ские испытания «Биосит-Ср Элкор» прохо-
дили на кафедре челюстно-лицевой хирур-
гии СПбМАПО с 1995 г. [6]. В ходе этих ис-
пытаний исследовалась эффективность 
остеозамещения у пациентов с различными 
группами заболеваний пародонта. Были по-
лучены доказательства положительного 
влияния остеопластического материала на 
отдалённых сроках наблюдений (до 7 лет), 
что позволило рекомендовать его к широ-
кому применению для замещения дефектов 
ткани костного гребня альвеолярного от-
ростка челюстей. Однако, несмотря на 
успешное применение материала в клини-
ческой практике, в некоторых случаях воз-
никали осложнения, проявляющиеся в виде 
местных воспалительных реакций [7, 8]. В 
модельном эксперименте по восстановле-
нию перелома в верхней трети бедренной 
кости на 108 половозрелых крысах «Биосит-
Ср Элкор» был имплантирован непосред-
ственно в костно-мозговой канал. Было вы-
явлено, что биоситалл в тканях эксперимен-
тальных животных на сроках до 3 недель 
вызывал гранулематозное воспаление с 
макрофагальной реакцией. В дальнейшем 
мелкие частицы фагоцитировались, а круп-
ные оставались замурованными в рубцовой 
ткани без признаков воспаления. В канале 
бедренной кости на ранних сроках макро-
гранулы биоситалла окружались грануляци-
онной тканью с примесью единичных много-
ядерных клеток. Вокруг микрогранул биоси-
талла формировались новообразованные 
остеоидные и костные балочки, непосред-
ственно вокруг частиц биоситалла отмеча-
лась пролиферация остеобластов с продук-
цией остеоида [8]. В наших экспериментах 
по изучению биосовместимости и цитоток-
сичности биоситалла «Биосит-Ср Элкор» на 
клеточных культурах было отмечено его из-
мельчение в процессе обычных (рутинных) 
манипуляций. Образовывались частицы 
различных форм и размеров в диапазоне 
<1-20 мкм. Мы предположили, что именно 
эти частицы вызывают негативные воздей-
ствия на клетки и их органеллы. Также нами 
было отмечено, что в разных размерных 
фракциях «Биосит-Ср Элкор» количество 
выкрашивающихся частиц разное, что мо-
жет по-разному влиять на жизнеспособ-
ность окружающих тканей.  

Цель работы - изучить жизнеспособ-
ность ММСК костного мозга кролика при 
культивировании с биоситаллом «Биосит-
Ср Элкор».  

Для этого были поставлены следующие 
задачи:  

1) дать качественную оценку морфоло-
гических характеристик и жизнеспособности 
клеток при инкубации на гранулах биоси-
талла;  

2)  дать качественную оценку морфоло-
гических характеристик и жизнеспособности 
клеток после их инкубации в экстрактах био-
ситалла;  

3) предложить схему культивирования 
клеток на гранулах биоситалла, при которой 
клетки проявляют максимально возможную 
жизнеспособность. 

Материалы. В качестве тест-системы 
использовали ММСК костного мозга кро-
лика. Культуру выделяли из костей конечно-
стей новорожденного кролика породы Шин-
шилла по стандартной методике [9].  

Остеозамещающий биоситалл силико-
алюмофосфатной группы «Биосит-Ср Эл-
кор», в состав которого входят даллит, ок-
сиды кальция, кремния, фосфора, алюми-
ния, магния и цинка (SiO2 – P2O5 – Al2O3 – 
RO – CaO2). Материал производится НПФ 
«Элкор» (г. Санкт-Петербург). Общая пори-
стость материала составляет 60%. В ра-
боте были исследованы фракции с разме-
рами гранул в диаметре 0,1-0,3 мм; 0,3-0,5 
мм; 0,5-1,5 мм, 2-3 мм.  

Экстракт (смывы) получали, помещая 
0,5 г «Биосит-Ср Элкор» фракции 0,1-0,3 мм 
в 6 мл питательной среды αМЕМ (Lonza, 
Бельгия) с 10%-ным содержанием СЭК (сы-
воротки эмбрионов коров) (HyClone, США) 
на 5 мин. После чего отбирали 2 мл экс-
тракта без осадка, встряхивали и отбирали 
получившуюся взвесь. При этом гранулы 
биоситалла оставались на дне пробирки, а 
в экстракт выходили более легкие микроча-
стицы. 

Методы.  
Морфологическое состояние клеток ре-

гистрировали фотофиксацией в процессе 
прижизненного наблюдения с помощью ин-
вертированного микроскопа Nikon Eclipse 
TS100, оснащенного фотокамерой. 

Жизнеспособность клеток определяли 
методом МТТ-теста. Метод основан на вос-
становлении тетразолиевых солей оксидо-
редуктазными ферментами митохондрий в 
пурпурные кристаллы формазана. О вос-
становительной способности митоходрий, 
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характеризующей жизнеспособность кле-
ток, можно судить, измеряя интенсивность 
окраски на спектрофотометре.  

После инкубации клеток в разных усло-
виях в среду культивирования добавляли 
стоковый раствор МТТ (5 мг/мл) в количе-
стве 10% от объема содержащейся в лунке 
среды, инкубировали в течение 4 ч в СО2-
инкубаторе. Затем отбирали среду, а обра-
зовавшиеся кристаллы вместе с клетками 
растворяли в 200 мкл диметилсульфоксида 
(Биолот, РФ). Оптическую плотность рас-
твора измеряли на иммунохимическом ана-
лизаторе Fluorofot “Charity” при длине 
волны 570 нм (референсная длина 630 нм). 
Результаты опыта выражали в процентах, 
которые вычислялись как отношение опти-
ческой плотности, отражающей жизнеспо-
собность клеток на исследуемом материале 
или экстракте, к оптической плотности кон-
троля. Контролем являлись ММСК, инкуби-
ровавшиеся на стандартном культуральном 
пластике.  

Результаты 
1) Культивирование ММСК на гранулах 

биоситалла. Для исследования жизнеспо-

собности ММСК при росте на остеозамеща-
ющем материале «Биосит-Ср Элкор» была 
проведена 3-суточная инкубация клеток на 
гранулах разных фракций: 0,1-0,3 мм; 0,3-
0,5 мм; 0,5-1,5 мм, 2-3 мм. Для этого ММСК 
были посажены в лунки 24-луночного план-
шета с плотностью 5 тыс. клеток/cм2, в ко-
торых было помещено 0,25 г материала 
(гранулы были равномерно распределены 
по поверхности лунки). На фото, получен-
ных с помощью световой микроскопии (Рис. 
1), можно видеть, что кроме гранул матери-
ала (отмечены стрелками), во всех случаях 
присутствуют более мелкие частицы мате-
риала, названные нами «микрочастицы» из-
за своего размера (до 20 мкм). Мы предпо-
лагаем, что эти микрочастицы были погло-
щены клетками и находятся в их цито-
плазме. При дальнейшем культивировании 
было обнаружено, что выживаемость кле-
ток, содержащих микрочастицы, значи-
тельно снижена. 

Жизнеспособность ММСК при инкуба-
ции непосредственно с гранулами матери-
ала всех изученных фракций была значи-
тельно ниже, чем в контроле (росте ММСК 
на культуральном пластике) (Рис. 2).  

 

Рис.1. ММСК костного мозга, инкубируемые в течение 3 сут в присутствии гранул «Биосит-Ср 
Элкор» различных фракций. Прижизненные наблюдения под инвертированным микроскопом 

(увеличение 200х). 
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При этом жизнеспособность клеток на 
различных фракциях материала отлича-
лась. Это может быть связано с разным ко-
личеством микрочастиц, образующихся во 
фракциях на этапах производства и эксплу-
атации материала. Для дальнейших иссле-
дований была выбрана фракция 0,1-0,3 мм.  

 2) Культивирование ММСК в экстрак-
тах биоситалла. 

Мы предположили, что низкая жизне-
способность ММСК при инкубации вместе с 
биоситаллом может быть связана с микро-
частицами, которые в большом количестве 
образуются при выкрашивании материала, 
поглощаются клетками и негативно влияют 
на внутриклеточные процессы, вызывая ги-
бель клеток. Для этого были сделаны две 

фракции экстрактов (смывы), содержащие 
разное количество микрочастиц: 1) «верх-
няя часть» - гранулы материала помещали 
в αMEM, выдерживали 5 мин (время, за ко-
торое основное количество гранул оказыва-
лось на дне пробирки), отбирали верхнюю 
часть экстракта; 2) «взвесь» - емкость с экс-
трактом встряхивали и отбирали взвесь, со-
держащую большее количество микроча-
стиц.  

Клетки культивировали в полученных 
экстрактах в течение 2 сут. Жизнеспособ-
ность ММСК оценивали методом МТТ, мор-
фологическую оценку состояния клеток ис-
следовали методом прижизненной свето-
вой микроскопии. Проанализировав полу-
ченные результаты можно заключить, что 

 

Рис.2. Жизнеспособность ММСК костного мозга, инкубируемых в течение 3 сут в присутствии гра-
нул «Биосит-Ср Элкор» различных фракций, вычисленная по результатам МТТ-теста 

 

Рис.3 ММСК костного мозга, инкубируемые в течение 2 сут в присутствии экстрактов «Биосит-Ср 
Элкор», содержащих разное количество микрочастиц. Прижизненные наблюдения под инверти-

рованным микроскопом (увеличение 200х) 
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чем большее количество микрочастиц кон-
тактирует с клетками, тем меньше их жизне-
способность. Так, оказалось, что морфоло-
гия клеток, инкубируемых во взвеси с не-
большим количеством микрочастиц («верх-
няя часть») отличалась от контроля нали-
чием включением и вакуолизацией, однако 
в гораздо меньшей степени, чем при куль-
тивировании ММСК во «взвеси» (Рис. 3).  

Жизнеспособность клеток, инкубируе-
мых в присутствии взвеси микрочастиц, ока-
залась практически такая же низкая 
(13,2%), как и при культивировании ММСК 
непосредственно на материале (7,5%) (Рис 
.4). Жизнеспособность ММСК, инкубируе-
мых в «верхней части» экстракта (отобран-
ной без осадка и содержащей незначитель-
ное количество микрочастиц) составляла 
52,2% относительно контроля.   

Следовательно, для того, чтобы изба-
виться от негативного воздействия микро-
частиц, необходимо проводить отмывку ма-
териала. 

3) Подбор оптимальной схемы обра-
ботки материала для культивирования кле-
ток. 

Схема обработки материала № 1. Гра-
нулы «Биосит-Ср Элкор» (фракция 0,1-0,3 
мм) замачивали в 96%-ном этаноле, выдер-
живали 2-3 ч, трижды заменяли спирт, про-
мывали раствором ФСБ (фосфатно-соле-
вого буфера) 3 раза, бессывороточной сре-
дой αMEM 2 раза, давали отстояться до 

оседания частиц материала и отбирали 
«экстракт 1». Такая схема отмывки матери-
ала от частиц (с использованием этанола) 
была основана на предположении, что мик-
рочастицы - это остаточные продукты выго-
рающих добавок. 

После инкубации ММСК в «экстракте 1» 
в течение 2 сут можно было наблюдать, что 
морфология клеток не отличалась от кон-
трольной (Рис. 5, В), а жизнеспособность, 
определяемая МТТ-тестом составляла 
90,1% (по отношению к контролю). (Рис. 6).  

Схемы обработки материала № 2. 
В ходе исследований было обнару-

жено, что СЭК, входящая в состав питатель-
ной среды, может активно связывать микро-
частицы, тем самым оказывать воздействие 
на отмывку материала. Основываясь на 
этих наблюдениях, была предложена сле-
дующая схема обработки материала: гра-
нулы материала «Биосит-Ср Элкор» (фрак-
ция 0,1-0,3 мм) поместили в среду без сыво-
ротки из расчета 0,5 г на 6 мл, встряхнули, 
оставили на 5 мин в среде αMEM, пере-
несли в лунку, не забирая осадок. Перед 
внесением клеток добавили 10 % СЭК (не-
обходимой для культивирования клеток) - 
«экстракт 2». 

Анализ морфологии клеток показал, что 
ММСК поглотили большое количество мик-
рочастиц, однако форма клеток изменилась 
незначительно по сравнению с контролем 

 

Рис.4. Жизнеспособность ММСК костного мозга, инкубируемых в течение 2 сут в экстрактах «Био-
сит-Ср Элкор», содержащих разное количество микрочастиц, вычисленная по результатам МТТ-

теста 
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(Рис.5, Г). Жизнеспособность ММСК относи-
тельно контроля составила 69,6% (Рис. 6).  

В то же время, когда проводили культи-
вирование клеток в «экстракте 3», приготов-
ленном аналогично «экстракту 2», но на ос-
нове среды, содержащей 10% СЭК (и по-
этому содержащем большое количество 
микрочастиц), на снимках дна культураль-
ных сосудов под инвертированным микро-
скопом практически не обнаружено клеток 
(Рис. 5, Д). Жизнеспособность клеток была 
очень низкой – 10,8% относительно кон-
троля (Рис. 6).  

Таким образом, можно заключить, что 
среда с сывороткой захватила большее ко-
личество микрочастиц, которые снизили 
жизнеспособность клеток.  

Схема обработки материала № 3. 

Опираясь на результаты вышеизложен-
ных опытов, можно заключить, что микроча-
стицы оказывают негативное влияние на 
жизнеспособность клеток. Исходя из того, 
что ММСК при инкубации в «экстракте 1» 
сохраняли нормальную морфологию (Рис. 
5, В) и высокую жизнеспособность (Рис. 6), 
можно предположить, что микрочастицы не 
являются токсичными, а механически раз-
рушают клетку, попадая внутрь и препят-
ствуя нормальной работе органелл. По-
этому были исключены этапы отмывки ма-
териала с использованием спирта и ФСБ. 
Для проверки этой гипотезы была предло-
жена следующая схема отмывки: гранулы 
материала 3 раза промывали бессыворо-
точной αMEM, третья отмывка- экстракт 
(«экстракт 4»). 

 

Рис.5 ММСК костного мозга, инкубируемые в течение 2 сут в присутствии экстрактов с раз-
ными вариантами отмывки «Биосит-Ср Элкор». Прижизненные наблюдения под инвертиро-

ванным микроскопом (увеличение 200х) 
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Через 2 суток культивирования в полу-
ченном экстракте наблюдали, что только 
небольшое количество микрочастиц было 
поглощенно ММСК (Рис.5, Е). Жизнеспособ-
ность клеток при этом  составила 65,4% 
(Рис.6, «экстракт 4»). 

При трехкратной отмывке гранул за-
фиксирована достаточно высокая жизне-
способность клеток, но ниже, чем в кон-
троле. Следовательно, такой схемы от-
мывки недостаточно для полного удаления 
микрочастиц. Поэтому была разработана 
схема более эффективного избавления 
«Биосит-Ср Элкор» от микрочастиц: 4 раза 
промыть его полной ростовой средой. Вве-
дение еще одного этапа отмывки и наличие 
СЭК практически полностью удаляло остав-
шиеся микрочастицы и значительно увели-
чивало жизнеспособность ММСК костного 
мозга.  

Обсуждение 
Было обнаружено, что культивирова-

ние ММСК непосредственно на биоситалле 
приводит к значительному снижению их 
жизнеспособности (Рис. 2). Однако, было не 
ясно, с чем это связано - с токсическим воз-
действием компонентов материала, экстра-
гирующихся в среду культивирования, или 
механическим воздействием микрочастиц, 
выкрашивающихся из гранул материала. В 
результате ряда отмывок материала «Био-

сит-Ср Элкор» этанолом, ФСБ и бессыворо-
точной средой была обнаружена высокая 
жизнеспособность клеток при инкубации в 
«экстракте 1», что свидетельствовало об 
отсутствии токсических компонентов мате-
риала (90,1%, Рис.6). В других эксперимен-
тах было отмечено, что при проведении 
различных этапов отмывки микрочастицы 
удаляются, при этом и жизнеспособность 
ММСК костного мозга увеличивается и при-
ближается к контрольным значениям. Та-
ким образом, можно предположить, что на 
снижение жизнеспособности клеток влияли 
механические свойства микрочастиц. Для 
того, чтобы подтвердить эту гипотезу был 
проведен эксперимент с обогащением экс-
тракта микрочастицами. Возникло предпо-
ложение, что СЭК может каким-то образом 
связывать микрочастицы. Основываясь на 
этом, был приготовлен экстракт, содержа-
щий большое количество микрочастиц 
(«экстракт 3»), жизнеспособность ММСК в 
котором была очень низкая (10,8%). Можно 
заключить, что для отмывки материала 
лучше использовать среду с сывороткой, 
т.к. она будет забирать большее количество 
микрочастиц, лучше очищая материал. В 
результате проведенных исследований 
была разработана оптимальная схема из-
бавления «Биосит-Ср Элкор» от микроча-

 

Рис.6. Жизнеспособность ММСК костного мозга, инкубируемых в течение 2 сут в экстрактах с раз-
ными вариантами отмывки «Биосит-Ср Элкор», вычисленная по результатам МТТ-теста 
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стиц: 4 раза промыть 0,5 г материала фрак-
ции 0,1-0,3 мм полной ростовой средой по 2 
мл.   

В литературе описан положительный 
опыт по созданию тканеинженерных эквива-
лентов с использованием ММСК костного 
мозга кролика и биоситалла для пластики 
костей черепа [10]. Однако, перед заселе-
нием гранул биоситалла клетками мате-
риал подвергали обработке: многократно 
промывали средой без сыворотки и стери-
лизовали автоклавированием. На очищен-
ные гранулы «Биосит-Ср Элкор» высажи-
вали ММСК, направленные в остеогенную 
дифференцировку, затем имплантировали 
в рану. Через 60 сут в результате экспери-
мента в области краев дефекта наблюдали 
активный процесс остеогенеза. Через 120 
сут бывшая область дефекта была запол-

нена ретикулофиброзной тканью, формиру-
ющей костные трабекулы между гранулами 
материала.  

Таким образом, «Биосит-Ср Элкор» мо-
жет быть перспективным остеозамещаю-
щим материалом нового поколения. Однако 
при использовании его в качестве компо-
нента тканеинженерного эквивалента необ-
ходимо нивелировать воздействие микро-
частиц, влияющих на клеточную жизнеспо-
собность.  

Заключение 
В данном исследовании было доказано 

негативное влияние микрочастиц «Биосит-
Ср Элкор» на ММСК костного мозга кро-
лика. Была предложена схема обработки 
материала, позволяющая избавиться от 
микрочастиц, негативно влияющих на жиз-
неспособность клеток.
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