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Изучено влияние особенностей рельефа и количественных параметров модельного костного минерального матрикса на 

морфофункциональное состояние пренатальных стромальных клеток легкого человека (ПСКЛЧ) in vitro и ремоделирование сис-

темы кость — костный мозг мышей in vivo. Исследования показали, что магнетронные кальцийфосфатные CaP покрытия пред-

ставляют собой тонкий (толщина не более 1—2 мкм) беспористый гладкий (Ra меньше 1 мкм) слой карбоксилированных апати-

тов с соотношением кальция и фосфора выше стехиометрического (более 1,67). Такие 2D-поверхности несут дискретные струк-

турно-функциональные микротерритории (ниши) для ПСКЛЧ. Тем не менее созревание ПСКЛЧ в остеобласты при 4-суточном 

культивировании на подобных поверхностях является маловероятным. Слабое остеогенное коммитирование ПСКЛЧ на гладком 

(Ra меньше 1 мкм) CaP покрытии ассоциировано in vitro со средним индексом искусственной остеогенной ниши менее 34%, не-

значительным растворением искусственной поверхности, повышенной секрецией TNF-α в культуре клеток. Поведение подоб-

ных имплантатов, несущих столбик сингенного костного мозга, проявляется in vivo затуханием эктопического костеобразования 

и гемопоэза у мышей. Предложенная методология позволяет, по-видимому, имитировать участки поверхности кости, несущие 

«молчащие» эндостальные ниши для стромальных и кроветворных стволовых клеток. 

Ключевые слова: имплантаты, кальций-фосфатные покрытия, ниша, краткосрочная культура клеток человека, ще-

лочная и кислая фосфатазы, гетеротопический тест, мыши. 

An influence relief features and quantitative parameters of model bone mineral matrix on in vitro morphofunctional status of 

human prenatal stromal lung cells (HPSLC) and in vivo mice bone/marrow system remodeling has been studied. Investigations have 

showed that magnetron calcium phosphate (CaP) coatings are thin (thickness less than 1—2 μm), nonporous, smooth (Ra < 1 μm) 

layer of carboxylated apatites with the calcium/phosphorus ratio higher than stoichiometric one (more than 1.67). Such 2D surfaces 

have discreet structure-functional microterritories (niches) for HPSLC. Nevertheless, HPSLC maturation in osteoblasts under 4-days 

cultivation on such surfaces is unlikely. Poor HPSLC osteogenic committing on «smooth» (Ra < 1 μm) CaP coating is in vitro asso-

ciated with an average index of artificial osteogenic niche less than 34%, weak artificial surface dissolution and elevated TNFα se-

cretion by cell culture. A behavior of such implants with singenic bone marrow column is displayed in vivo by a degeneration of 

mice heterotopic osteogenesis and hemopoiesis. Methodology suggested allows apparently to imitate bone surface microterritories 

having “quiescent“ endosteal niches for stromal and hemopoietic stem cells. 

Key words: implants, calcium phosphate coatings, niche, short-term human cell culture, alkaline and acid phosphatases, hete-

rotopic test, mice. 
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Введение 

Изучение ниш для стволовых клеток, начиная с ра-

боты R. Schofield, опубликованной в 1978 г. [34], явля-

ется одним из интригующих вопросов клеточной и мо-

лекулярной биологии. В 1964 г. A.S. Curtis и M. Varde 

[13] предположили важнейшую роль топографии и 
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геометрии поверхности в детерминации клеточного 

поведения. По мнению N.J. Sniadecki и соавт. [35], в 

настоящее время наука находится только в начале по-

нимания их эффекта. При этом отмечается существен-

ное значение структурно-функциональной организа-

ции микроокружения для воспроизведения физиоло-

гических условий для стволовых клеток ex vivo [16, 

39].  

Встречаются упоминания о возможной иерархии 

ниш как специализированных участков микроокру-

жения стволовых клеток для самоподдержания и 

дифференцировки кроветворных клеток [16], для 

«молчащих» и активно пролиферирующих стволо-

вых кроветворных клеток (СКК) [9]. Анализируется 

клеточный состав ниш, прежде всего мультипотент-

ные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК) и 

остеобласты [15, 39]. 

Вероятным механизмом контроля константы плю-

рипотентных и коммитированных СКК рассматривается 

размер кроветворных ниш [40], эластичность и жест-

кость внеклеточного матрикса [18]. При этом остеобла-

сты контактируют, с одной стороны, с кроветворными 

элементами, с другой стороны, с поверхностью кости, 

одним из основных неорганических компонентов кото-

рой является гидроксилапатит (ГАП) и другие фосфаты 

кальция. Однако свойства кости как специализирован-

ного представителя экстрацеллюлярного вещества прак-

тически выпали из поля зрения исследователей. 

Так, например, выделяют три структурных компо-

нента эндостальной ниши для СКК: мезенхимальные 

клетки, внеклеточный матрикс и минеральную часть 

кости. Однако вклад минерального вещества кости в 

функционирование кроветворной ниши оценивают 

только по концентрации внеклеточного кальция [33].  

Недавно авторами получены первоначальные экс-

периментальные данные о существовании остеоген-

ных ниш для стромальных стволовых клеток, их тес-

ной связи с количественными параметрами рельефа 

минерального вещества кости [5].  

В связи с этим изучение морфофункционального 

состояния стромальных стволовых клеток in vitro и сис-

темы кость — костный мозг in vivo в условиях модели-

рования особенностей рельефа и параметров минераль-

ного матрикса кости представляло несомненный инте-

рес.  

Материал и методы 

В качестве источника модельного минерального 

матрикса кости применяли диски из титана ВТ1.0 

(диаметр 12 мм, толщина 1 мм), несущие двусторон-

ние гладкие кальцийфосфатные CaP покрытия.  

Гладкие поверхности (Ra меньше 1 мкм) форми-

ровали посредством высокочастотного магнетронного 

распыления CaP электрода-мишени [31], спрессован-

ного из нанопорошка (диаметр частиц 10—40 нм) сте-

хиометрического ГАП и кремнийзамещенного ГАП 

(Si-ГАП) с содержанием кремния 4,9 масс% (формула 

Ca10(PO4)4,28(SiO4)1,72(OH)0,28). Нанопорошки получали 

механохимическим способом [6]. В отличие от исход-

ного порошка материал мишени представлял собой 

двухфазную CaP керамику на основе стабилизирован-

ного кремнием кристаллического ГАП и трикальций-

фосфата. 

Морфологию и элементный состав полученных 

покрытий исследовали на сканирующем электронном 

микроскопе (СЭМ) Quanta 200 ESEM FEG фирмы FEI 

со встроенной приставкой энергодисперсионного 

рентгеновского анализа (EDX). Фазовый состав Si-СаР 

и не содержащего кремния СаР покрытий определяли 

рентгенофазовым анализом (дифрактометр Shimadzu 

XRD-7000).  

Шероховатость поверхности искусственных CaP-

покрытий оценивали по значениям параметров верти-

кальных неровностей профиля с помощью измери-

тельной системы Talysurf 5-120 (разрешающая спо-

собность 10 нм). Определяли Ra (мкм) как средний 

результат шероховатости в пределах нескольких длин 

участков измерений согласно ГОСТ 2789-73.  

Стерильные экстракты изделий с покрытиями по-

лучали согласно требованиям ISO 10993-5 в условиях 

их 7-суточного растворения при температуре 37 С в 

4 мл изотонического раствора хлорида натрия. Для 

воспроизведения условий остеосинтеза в клинической 

ситуации (ацидоз, назначение антибиотиков) в рас-

твор добавляли 30 мг/л антибиотика гентамицина.  

In vitro сокультивирование с тестируемыми дисками 

культуры пренатальных стромальных клеток легкого 

человека (ПСКЛЧ) в течение 4 или 8 сут проводили в 

24-луночных планшетах (Costar) при конечной концен-

трации клеток 3  10
4
 жизнеспособных кариоцитов в 1 мл 

остеогенной среды. Состав среды, методы оценки цито-

химии и морфологии культивируемых клеток, активно-

сти щелочной (ЩФ) и кислой фосфатаз (КФ), концен-

трации остеокальцина (ОК) в супернатантах, оптиче-
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скую и растровую электронную микроскопию (РЭМ) 

образцов применяли согласно ранее описанным прото-

колам [5]. РЭМ проводили в Томском материаловедче-

ском центре коллективного пользования при НИ ТГУ.  

Концентрацию свободного кальция и неорганиче-

ского фосфора в межклеточной среде измеряли коло-

риметрическим стандартным методом [3] на автома-

тическом биохимическом анализаторе Hitachi-911. 

Коллаген выявляли с помощью окраски пикрофукси-

ном по ван Гизону.  

TNFα, IL-2, IL-4 в супернатантах клеточных куль-

тур оценивали с помощью наборов для иммунофер-

ментного анализа производства «Протеиновый кон-

тур» (г. Санкт-Петербург) согласно инструкциям про-

изводителя. Интенсивность окраски оценивали на 

фотометре Multiscan EX (США) при длине волны 

450 нм. Абсолютную концентрацию цитокинов рас-

считывали по калибровочной кривой. 

В экспериментах in vivo по гетеротопическому 

(эктопическому) костеобразованию использовались 40 

мышей-самцов линии BALB/c из коллекционного 

фонда НИИ фармакологии СО РАМН (г. Томск).  

Под эфирным наркозом 20 мышам подкожно вво-

дили по два имплантата (по одному с каждой стороны 

от средней линии живота) с нанесенным в асептических 

условиях in vitro столбиком сингенного костного мозга 

(средняя площадь мозга 7,5 мм
2
), взятого из бедренной 

кости. Для адгезии клеток органную культуру костного 

мозга на подложке культивировали при 37 С в течение 

45 мин в культуральной среде, содержащей 95% среды 

DMEM/F12 (GIBKO, Великобритания) и 5% сыворотки 

крови эмбрионов коров (Sigma-Aldrich, США).  

Через 45 сут животных умерщвляли эфирным нарко-

зом, имплантаты извлекали, снимали тканевые пластин-

ки с поверхности дисков, декальцинировали, заливали 

парафином и выполняли тонкие (10 мкм) срезы перпен-

дикулярно поверхности имплантатов, окрашивали гема-

токсилином и эозином для гистологических исследова-

ний. Определяли площадь кости и костного мозга со-

гласно компьютерной морфометрии, как описано ранее 

[25].  

При оценке полученных данных были использо-

ваны методы статистического описания, а также мето-

ды проверки статистических гипотез, использующие-

ся в стандартных пакетах программ Statistica 6.0. По-

лученные результаты выражали как среднее 

арифметическое Х, 25%-й (Q1) и 75%-й (Q3) квартили, 

статистическую девиацию SD и ошибку среднего m. Для 

анализа имеющихся выборок данных использовали ги-

потезу нормальности распределения (критерий Колмо-

горова—Смирнова). В основном в выборках наблюда-

лось распределение показателей, отличное от нор-

мального.  

В связи с этим для оценки статистической значимости 

различий выборок применяли непараметрический кри-

терий Манна—Уитни (U-тест). С целью выявления свя-

зи между исследуемыми показателями проводили кор-

реляционный анализ по Спирмену. Различия считались 

статистически значимыми при уровне значимости 

р < 0,05.  

Результаты и обсуждение 

Особенности внеклеточного матрикса способны 

регулировать направление дифференцировки ММСК, 

отмечена тесная регуляторная взаимосвязь ММСК и 

остеобластов [26]. 

В свою очередь, ММСК представляют собой раз-

нородный многоклеточный пул [8]. Остеобласты раз-

личаются по функциональной способности [30] и то-

пографическому расположению (трабекулярные и 

кортикальные). Кортикальная костная ткань более 

тонкая, плотная, кальцифицированная [32], скорость 

ее ремоделирования существенно ниже таковой для 

трабекулярной зоны [30]. При этом в любом своем 

состоянии поверхность кости является природной 

подложкой для стромальных и кроветворных клеток. 

Проведенные исследования показали, что гладкие 

(Ra менее 1 мкм) магнетронные CaP покрытия в опре-

деленной степени имитируют состояние минерального 

матрикса кости в спокойном состоянии, вне зоны ре-

моделирования. 

Согласно результатам ранних экспериментов, 

ПСКЛЧ, взаимодействующие с CaP искусственными 

поверхностями, быстрее меняют морфофункциональ-

ные характеристики (форму клетки, секреторную ак-

тивность) в сравнении с культурой клеток на пластике 

[5]. В текущих исследованиях in vitro в случае кратко-

временного контакта ПСКЛЧ с гладкими CaP покры-

тиями они также характеризовались разнообразной 

формой. В 85—95% случаев клетки оставались округ-

лыми или овальными и располагались на субмикро-

скопических неровностях рельефа (рис. 1,а; табл. 1, 2). 

С другой стороны, ПСКЛЧ приобретали фибробласто-

подобную морфологию (рис. 1,б), если находили под-
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ходящие особенности поверхностной микроархитек-

тоники. В немногочисленных углублениях искусст-

венной поверхности клетки распластывались (рис. 1,в) 

и становилось возможным определить площадь зани-

маемых ими микротерриторий (ниш) (табл. 3).  

  
Т а б л и ц а  1  

Результаты компьютерной морфометрии пренатальных стромальных клеток легкого человека, окрашенных на кислую фосфатазу, 

после 4 сут культивирования на кальций-фосфатных покрытиях (Х (Q1—Q3)) 

Группа покрытий 

Средний Ra, 

мкм, 

n = 10 

Доля окрашенных клеток 

от числа засеянных клеток 

на 1 мм2 поверхности, % 

D,  

усл. ед. о. п. 

S окраски  

клетки, мкм2 

Форма клеток, % 

Правильная форма Неправильная форма 

Гладкие покрытия, 

n1 = 12 

0,75 9,86 

(6,75—10,13) 

24,08 

(3,56—13,25) 

n2=35 

209,89 

(78—216,5) 

n2 = 35 

85,71 14,29 

Гладкие структури-

рованные покрытия, 

n1 = 10 

1,05 39,04* 

(23,64—40,52) 

<0,011 

13,63 

(10,23—17,30) 

n2 = 104 

148,78  

(73,37—160,5) 

n2 = 104 

95,19 4,81 

 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2—3: n — число определений шероховатости искусственных поверхностей; n1 — число подсчитанных 

оптических снимков (полей зрения); n2 — число подсчитанных клеток в полях зрения; усл. ед. о. п. — условные единицы оптической плотно-

сти; здесь и в табл. 2 * — статистически значимые различия с группой гладких покрытий согласно U-критерию Манна—Уитни. 

Т а б л и ц а  2  

Результаты компьютерной морфометрии пренатальных стромальных клеток легкого человека, окрашенных на коллаген, после 4 сут 

культивирования на кальций-фосфатных покрытиях (Х (Q1—Q3)) 

Группа покрытий 
Средний Ra, мкм, 

n = 10 

Доля коллагенпозитивных клеток от числа 

засеянных клеток на 1 мм2 поверхности, % 

Форма клеток, % 

Правильная  Неправильная  

Гладкие покрытия, 0,46 24,85 (16,88—30,39) 91,36 8,64 

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия стромаль-

ных клеток на магнетронном кальций-фосфатном  

покрытии: а — клетки овальной формы (ув. 5 000);  

б — клетки фибробластоподобной формы (ув. 2 500);  

 в — клетки уплощенной формы (ув. 2 500) 
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n1 = 10 n2 = 83 

Гладкие структурирован-

ные покрытия, 

n1 = 10 

0,75 9,22* (6,75—10,13) 

n2 = 30 

<0,00002 

96,67 3,33 

 

Т а б л и ц а  3  

Результаты компьютерной морфометрии пренатальных стромальных клеток легкого человека, окрашенных на щелочную фосфатазу, 

после 4 сут культивирования на кальций-фосфатных покрытиях (Х  SD (m)) 

Группа покрытий 

Доля окрашенных клеток  

от числа засеянных клеток  

на 1 мм2 поверхности, % 

D,  

усл. ед. о. п. 
S окраски клетки,  

мкм2 

S территории, зани-

маемой клеткой, мкм2 

S окраски клетки/  

S территории, % 

Контроль роста клеток на пла-

стике (n2 = 12) 

— 5,19  1,57  

(0,45) 

145,11  5,18  

(1,49) 

— — 

Гладкие покрытия, средний 

Ra = 0,94 мкм (n = 10, n2 = 12) 

12  

n1 = 20 

–4,36  18,17 

(4,06) 

111,47  218,65  

(48,89) 

461,58  744,60  

(166,50) 

23,61  30,08  

(6,73) 

Гладкие структурированные 

покрытия, средний 

Ra = 0,87 мкм (n = 10, n2 = 13) 

10 

n1 = 13 

–0,78  14,34 

(4,14) 

283,26  336,91  

(97,26) 

822  1180  

(340,82) 

34,46  30,82  

(8,90) 

 

Оказалось, что именно эти клетки, располагаю-

щиеся в ямках (в нашей трактовке нишах [5]), зани-

мают значительную площадь поверхности и окраши-

ваются на ЩФ. Однако оптическая плотность окра-

шенных клеток была минимальной (табл. 3). Слабая 

цитохимическая активность ЩФ, маркера созревания 

и остеогенной дифференцировки стромальных ство-

ловых клеток [19, 22, 30], проявлялась в дискретных 

областях контакта клеток с гладким CaP матриксом, 

имитирующим поверхность интактной (вне фазы ре-

моделирования) кости.  

Известно, что cпецифической функцией остеобла-

стов является синтез компонентов костного вещества. 

Тем не менее, согласно собственным данным, актив-

ность ЩФ и концентрация ОК (маркеры метаболиче-

ски активных остеобластов [8, 30]) в супернатантах 

культуры клеток, контактирующей с прототипом 

гладкой кости, не отличались от таковых для клеток 

на пластике (табл. 4).  

Более того, в динамике наблюдения остеогенная 

активность ПСКЛЧ в присутствие гладкой СаР по-

верхности даже снижалась по сравнению с контролем 

(рост клеток на пластике, табл. 5). Таким образом, 

полученные данные свидетельствуют о том, что со-

зревание ПСКЛЧ в остеобласты, формирующие мине-

рализованный костный матрикс, при краткосрочном 

культивировании на гладких поверхностях является 

маловероятным событием.  

С другой стороны, на гладких CaP поверхностях 

количество клеток, окрашенных на КФ, не отличалось 

от доли ЩФ-позитивных элементов (в пределах 10—

12%). Однако КФ-положительные ПСКЛЧ имели вы-

сокую оптическую плотность, существенную площадь 

окраски (в среднем 15  15 мкм) и правильную форму 

(табл. 1). Концентрация фосфатных ионов в межкле-

точной жидкости 4-суточной культуры клеток, кон-

тактирующей с прототипом пластинчатой кости, 

уменьшалась по сравнению с культурой на пластико-

вой поверхности на фоне 83%-го роста активности КФ 

(табл. 4). По-видимому, магнетронные покрытия мо-

гут служить инициаторами секреции в межклеточную 

среду активного фермента, участвующего в фосфор-

ном обмене между CaP покрытием и межклеточной 

средой.  

Т а б л и ц а  4  

Минеральный и биохимический состав супернатантов 4-суточной культуры пренатальных стромальных клеток легкого человека 

(контроль роста)  

в присутствии модельных имплантатов с кальций-фосфатной поверхностью (Х  SD (m)) 

Исследуемая группа 
Средний Ra, 

мкм, n = 10 

Кальций, ммоль Фосфат-ионы, 

ммоль 

Активность ЩФ, 

ЕД/л 

Активность КФ, 

ЕД/л 

Остеокальцин, 

нг/мл 

Культуральная среда — 1,51 9,19 44,15 0,02 0,43 

Контроль роста клеток  

на пластике, n1 = 5 

— 1,53  0,06 

(0,03) 

8,71  0,17 

(0,08) 

46,64  1,16 

(0,52) 

0,04  0,02 

(0,009) 

0,74  0,14 

(0,08) 

Гладкие покрытия,  0,94 1,44  0,17 8,06  0,46# (0,27) 47,03  5,10 (2,94) 0,073  0,012# (0,007) 0,80  0,22 
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n1 = 6 (0,10) p = 0,046 р < 0,041 (0,13) 

Гладкие структурирован-

ные покрытия, n1 = 5 

1,14 1,61  0,08 

(0,05) 

8,35  0,08 

(0,05) 

51,30  2,09# (1,21) 

р <0,006 

0,097  0,031# (0,018) 

р < 0,018 

0,77  0,10 

(0,06) 
 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 5—6: # — статистически значимые различия с контролем роста клеток на пластике согласно U-критерию 

Манна—Уитни при p < 0,05; n — число определений шероховатости искусственных поверхностей; n1 — количество исследованных лунок в планше-

те.  

Т а б л и ц а  5  

Уровни (% от фона культуральной среды) секретируемых факторов в 8-суточной культуре фибробластоподобных клеток (Х  SD (m)) 

Группа исследования (наименование 

подложки) 
Щелочная фосфатаза Остеокальцин Кислая фосфатаза 

Клетки на пластике (контроль), 

n1 = 3 

119,32  6,89 

(3,95) 

119,49  7,11 

(4,17) 

104  4,55 

(2,60) 

Клетки в присутствии дисков с гладким 

покрытием, Ra = 1,04 мкм (n = 10), 

n1 = 4 

90,53  4,37# 

(2,16) 

р < 0,001 

96,94  12,25# 

(6,13) 

р < 0,04 

113,64  8,56 

(4,28) 

 

Окраска на коллаген по ван Гизону показала по-

зитивную реакцию 25% клеток (см. табл. 2), прили-

пающих к гладким CaP покрытиям. Согласно лите-

ратурным данным [2], речь может идти о начальных 

этапах отложения коллагена на поверхности клеток, 

выступающих в качестве исходной матрицы для по-

строения межклеточного вещества соединительной 

ткани и ее производных.  

Представленные факты позволяют заключить, что 

при колонизации гладких CaP покрытий, имитирую-

щих состояние минерального матрикса кости в спо-

койном состоянии (вне зоны ремоделирования), 

ПСКЛЧ медленно дифференцируются и созревают, 

по-видимому, в сторону коллагенсинтезирующих 

фибробластоподобных клеток. Считается, что эндо-

стальные ниши, формируемые «выстилающими» (не-

активными) стромальными клетками, предназначены 

для поддержания длительно репопулирующих СКК 

преимущественно в покоящемся состоянии [20, 37]. 

При этом A. Wilson и A. Trumpp считают, что именно 

взаимодействие костномозговых ММСК и СКК спо-

собствует поддержанию последних вне клеточного 

цикла как in vitro, так и in vivo [39].  

Знания, полученные по клеточной биологии in 

vitro, требуют их обязательной валидации in vivo [29], 

в том числе при помощи теста эктопического (гетеро-

топического) остеогенеза. Гетеротопическая метапла-

зия костного мозга протекает через активацию пула до-

норских ММСК, дифференцирующихся в предшествен-

ники и потомки хондроостеобластогенеза [4]. В свою 

очередь, эндохондральная оссификация является важ-

нейшим условием для развития кроветворного микро-

окружения, костномозговых лакун и ниш для СКК 

реципиента [12].  

Ранее была выявлена прямая корреляционная за-

висимость (r = 0,77; p < 0,05) образования кости в тес-

те эктопического остеогенеза от величины отношения 

Са и Р в кальцийфосфатном покрытии на имплантате 

[25]. В то же время результаты данного исследова-

ния показали, что при отношении Са и Р выше сте-

хиометрического, но малой шероховатости магне-

тронные покрытия в принципе не обладают способ-

ностью индуцировать эктопическое развитие 

системы кость — костный мозг мышей. Вероятность 

формирования тканевой пластинки, роста кости и 

образования очагов гемопоэза на гладких CaP покры-

тиях равна нулю (10 из 10 имплантаций не дали поло-

жительного результата теста), несмотря на их высо-

кую биосовместимоcть. Таким образом, 2D-кальций-

фосфатные покрытия, имитирующие состояние по-

верхности гладкого, слабо обновляющегося мине-

рального матрикса, не способствуют развитию 

функционально активных остеогенных и кроветвор-

ных клеток.  

По данным зарубежных авторов, в зависимости от 

физико-химических свойств (степень кристаллично-

сти и пористости, растворимость, шероховатость по-

верхности, элементный и фазовый состав и т.д.) раз-

личные образцы CaP материалов обладают разной 

способностью поддерживать костеобразование. Рас-

творение искусственного CaP матрикса является важ-

ным компонентом усиления его остеогенных свойств 

[14]. Это связано, в первую очередь, с увеличением 

концентрации внеклеточного кальция, играющего 
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важную роль в регуляции пула стромальных и крове-

творных стволовых клеток [40]. 

В связи с этим следовало проверить, как влияет 

растворимость модельного минерального матрикса 

на его костеобразующую активность. Одним из био-

деградируемых материалов для биомедицинского 

приложения считается кремнийсодержащий гидро-

ксиапатит (Si-ГАП), ускоряющий деградацию и ос-

теоинтеграцию материалов [21]. 

Результаты исследований показали, что введение 

силикат-ионов в состав гладкого магнетронного СаР 

покрытия в 2,5 раза (Pu < 0,001) повышало in vitro 

выход кальция в электролит при одинаковом диапа-

зоне шероховатости Si-ГАП- и ГАП-покрытий Ra в пре-

делах 1 мкм. При этом с 0 до 50% (три из шести им-

плантатов способствовали эктопическому остеогенезу) 

на Si-ГАП-покрытиях увеличивалось формирование 

тканевых пластинок, гистологический состав которых 

соответствовал грубоволокнистой костной ткани с ла-

кунами, заполненными красным костным мозгом 

(рис. 2). 

 

Рис. 2. Поперечный срез тканевой пластинки, выросшей на тексту-

рированных имплантатах с магнетронным кальций-фосфатным  

покрытием в гетеротопическом тесте у мышей: 1 — грубоволокни-

стая костная ткань; 2 — костный мозг. Окраска гематоксилином  

 и эозином. Ув. 200 

Естественно, что контроль судьбы стволовых кле-

ток со стороны микроокружения помимо топографии 

поверхности [35] и ионов кальция [40] включает в се-

бя разнообразные компоненты экстрацеллюлярного 

матрикса (продукты жизнедеятельности клеток, ионы, 

цитокины, интегрины, фибриллярные белки и т.д.) 

[29]. Тем не менее между 2D- и 3D-культурами кле-

ток, а также их поведением in vivo обнаружены суще-

ственные различия [11]. Для регуляции жизнедеятель-

ности и судьбы стволовых клеток важны структура 

межклеточного матрикса, его трехмерность [23].  

В связи с этим перед формированием гладкого 

CaP магнетронного покрытия было выполнено мак-

ротекстурирование поверхности посредством фор-

мирования параллельных борозд глубиной и шири-

ной до 1 мм при сохранении индекса шероховатости 

покрытия Ra меньше 1 мкм.  

Через 45 сут вероятность образования системы 

кость — костный мозг на 3D-поверхности импланта-

тов на текстурированных CaP покрытиях возрастала 

до 83% (пять из шести имплантатов способствовали 

эктопическому остеогенезу). Это соответствует значе-

ниям, ранее полученным для шероховатых (Ra больше 

2 мкм) CaP поверхностей [25]. В свою очередь, анало-

гичное структурирование Si-ГАП магнетронных по-

крытий позволило получить максимальные (100%) 

результаты гетеротопического теста (четыре из четы-

рех имплантатов индуцировали костеобразованию и 

гемопоэзу).  

В системе in vitro макроструктурированная CaP 

магнетронная поверхность усиливает цитохимиче-

скую и секреторную активность культуры ПСКЛЧ 

преимущественно в сторону ACP-позитивных клеток 

(см. табл. 1—4).  

Так, макротекстурирование способствовало зна-

чительному увеличению (с 9,86 до 39,04%, Pu < 0,08; 

n = 19) доли сравнительно небольших (средняя пло-

щадь окраски 150 мкм) клеток, позитивных на КФ. 

Одновременно в межклеточной жидкости повышалась 

активность КФ (на 143%; Pu < 0,018) и в меньшей сте-

пени ЩФ (на 10%; Pu < 0,006) по сравнению с соот-

ветствующими показателями в контроле роста клеток 

на пластике. Другими словами, культура ПСКЛЧ на 

макротекстурированных имплантатах в сравнении с 

аналогами, несущими гладкое CaP покрытие, более 

активно ремоделировала (через кислую фосфатазу) их 

поверхности, постепенно приобретая остеогенные 

потенции.  

Из литературы известно, что остеокласты и их 

предшественники (прежде всего моноциты-макрофаги) 

играют многогранную роль в ремоделировании ге-

мопоэтического микроокружения. Они как клеточ-

ные компоненты кроветворной ниши [20, 32] спо-
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собствуют мобилизации гемопоэтических прекурсо-

ров в циркулирующую кровь [27]. В условиях дефи-

цита остеокластов нарушается формирование лакун 

в очагах экстрамедуллярного гемопоэза, что препят-

ствует образованию активных кроветворных микро-

территорий резидентной костномозговой стромой и 

мигрирующими СКК [36].  

Согласно общим принципам построения гемопо-

этического микроокружения [38] эндостальная ниша 

регулирует СКК посредством клеточных контактов и 

гуморальных сигналов [23]. В свою очередь, 

A.W. Duncan и соавт. [17] считают, что следует разли-

чать два аспекта самоподдержания пула СКК: пролифе-

рацию клеток и ограничение их дифференцировки. 
Т а б л и ц а  6  

Цитокиновый профиль (пг/мл) супернатантов в 1-суточной культуре пренатальных стромальных клеток легкого человека (контроль 

роста)  

в присутствии модельных имплантатов с гладкой кальций-фосфатной поверхностью (Х  SD(m)) 

Исследуемая группа, n1 = 3 
Средний Ra, мкм,  

n = 10 
TNFα IL-2 IL-4 

Клетки на пластике (контроль) — 46,52  1,16 

(0,67) 

78,01  0,77 

(0,44) 

66,33  2,21 

(1,28) 

Клетки в присутствии дисков с гладким 

покрытием 

0,17 62,26  6,0 

(3,47)# 

р < 0,011 

77,32  2,75 

(1,59) 

65,86  5,76 

(3,33) 

 

В собственных исследованиях секреция TNFα при 

контакте ПСКЛЧ с гладкой моделью костного мат-

рикса возрастала на 34% в сравнении с культурой кле-

ток на пластике (табл. 6). В этом плане TNFα может 

быть одним из мультифункциональных молекулярных 

факторов, регулирующих самоподдержание (комми-

тирование) стромальных стволовых клеток, повы-

шающих по типу аутокринной и паракринной регуля-

ции выживаемость ММСК, но тормозящих их диффе-

ренцировку в остеобласты [28].  

С другой стороны, цитокин (и его рецепторы) яв-

ляются молекулярными компонентами остеобластной 

ниши для СКК [36], ингибируют пролиферацию ран-

них прекурсоров гемопоэза [1]. Далее TNFα стимули-

рует остеокласты к ремоделированию кости и имплан-

татов [10], что неизбежно сопровождается изменением 

морфофункциональных параметров как остеогенных, 

так и кроветворных ниш.  

Недавно для in vitro характеристики искусствен-

ной поверхности, несущей остеогенные ниши, нашли 

структурно-функциональный индекс, выражающий 

отношение площади окраски клеток (остеобластов) на 

ЩФ к площади углубления в искусственной поверх-

ности, занимаемой окрашенной клеткой (SЩФ/S мик-

ротерритории (ниши), %) [5]. В текущих исследовани-

ях данный индекс также увеличивался с 23 до 35% на 

структурированных покрытиях (табл. 3), что сопрово-

ждалось увеличением эффективности ремоделирова-

ния системы кость — костный мозг в гетеротопиче-

ском тесте in vivo.  

Собственные результаты позволяют полагать, что 

состояние эндостальной ниши (согласно L.E. Purton, 

D.T. Scadden [32], «молчащее» или активированное) за-

висит от структурно-функционального состояния кост-

ного матрикса. Клоновая концепция кроветворения [24] 

отражает, по-видимому, неслучайный, но прогнози-

руемый выход СКК из «молчащей» ниши вследствие 

постоянного изменения рельефа кости, который вполне 

может подвергаться компьютерному моделированию. В 

этом случае предполагаемая иерархия «молчащих» (ак-

тивных) стволовых микротерриторий костного мозга 

согласуется с гипотезой И.Л. Черткова и Н.И. Дризе о 

локально расположенных «смертных» клонах СКК, по-

очередно участвующих в поддержании гемопоэза [7].  

Заключение 

Характеристиками «молчащей» остеогенной (кро-

ветворной) ниши является гладкая поверхность, ин-

декс SЩФ клетки/S ниши менее 34%, слабое растворе-

ние минерального матрикса, локальная секреция 

TNFα. В то же время остеокласты как клетки, меняю-

щие топографию кости и имплантатов [10], способст-

вуют, по-видимому, переключению морфофункцио-

нальных параметров остеогенных и кроветворных 

ниш из молчащего в активное состояние.  
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