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Методами световой микроскопии и рентгеновской денситометрии изучали процессы регенерации 
участка повреждения кости нижней челюсти крыс после введения в дефект суспензии аутологичных мезен-
химальных стволовых клеток костномозгового происхождения (АМСККМП) в культуральной среде. Мор-
фологическими методами исследования было обнаружено, что после применения АМСККМП в костной 
мозоли значительно раньше формируются структуры красного костного мозга, чем при естественном ходе 
репарации. Образование полостей с костным мозгом приводит к тому, что на 4 и 5 неделях наблюдения 
плотность тканей в участке повреждения после применения АМСККМП меньше, относительно состояния 
при спонтанном заживлении. Указанные изменения прогрессируют в течение всего времени наблюдения 
и являются свидетельством ускоренного развития процессов восстановления целостности костной ткани.
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Несмотря на развитие травматологии и 
ортопедии, полное восстановление костной 
и хрящевой ткани является проблемным, 
поскольку большие дефекты не могут спон-
танно заживать. Использование стволовых 
клеток – это регенеративная биология и реге-
неративная медицина, являющиеся все более 
расширяющимися областями исследования с 
надеждой на успех терапевтических методов 
лечения ран и травм, на которые невозможно 
эффективно воздействовать современными 
хирургическими методами [2, 4, 5].

Красный костный мозг содержит проге-
ниторные клетки (мезенхимальные стволо-
вые клетки), способные к дифференцировке 
в кость, хрящ, сухожилия и другие виды со-
единительной ткани, что позволяет широко 
применять такие клетки для ускорения ре-
генерации костной ткани [2, 6, 7, 9].

Использование мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК) приводит к ускоре-
нию регенерации поврежденных костей, 
увеличению их плотности, по сравнению с 

результатами при естественном течении ре-
паративных процессов [3, 10, 11, 15].

В связи с вышеизложенным, в экспери-
менте на крысах изучали процессы регене-
рации участка повреждения кости нижней 
челюсти крыс в различное время после 
введения суспензии аутологичных мезенхи-
мальных стволовых клеток костномозгово-
го происхождения (АМСККМП) в культу-
ральной среде.

Материал и методы исследования
В качестве модели были использованы самцы 

крыс линии Wag весом 180–200 г возрастом 6 меся-
цев. Все манипуляции с животными осуществляли 
под общим ингаляционным эфирным наркозом в ус-
ловиях чистой операционной с соблюдением «Пра-
вил проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных». На каждую точку исследования 
было использовано не менее 10 животных.

Модель дефекта костной ткани [1, 12] и примене-
ния АМСККМП в эксперименте: 

Под общим ингаляционным эфирным наркозом, 
в условиях чистой операционной, при соблюдении 
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правил асептики и антисептики, после обработки 
кожи спиртом скальпелем производили разрез кожи 
длиной 1,5–2 см по нижнему краю нижней челюсти. 
Тупым способом при помощи распатора отслаивали 
жевательную мышцу и обнажали поверхность кости 
нижней челюсти в области ее угла. Стоматологиче-
ским бором делали круглое отверстие диаметром 
2 мм в кости угла нижней челюсти, с полостью рта 
дефект кости не сообщался. Затем послойно ушивали 
рану викрилом. 

Животные были разделены на 2 группы в зави-
симости от хода регенерации участка поврежденной 
кости нижней челюсти:

1-я группа – естественное течение репаративного 
процесса – 70 крыс;

2-я группа – репарация на фоне введения в искус-
ственный дефект нижней челюсти 100 мкл суспензии 
АМСККМП в культуральной среде (1�106 клеток в 
1 мл) – 70 животных. 

АМСККМП выделяли, вымывая костный мозг 
из эпифизов бедренных костей у крыс-самцов линии 
Wag. Полученную суспензию клеток помещали в пла-
стиковые флаконы («Nunk», Дания), через 48 ч после 
эксплантации костного мозга неприкрепившиеся 
клетки сливали. Прикрепившиеся клетки культивиро-
вали в среде α-МЕМ с добавлением 10 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки («Biolot», Россия) при 37 °С 
в СО2 – инкубаторе с 5 % СО2 в условиях насыщенной 
влажности. Смену среды производили каждые три 
дня. При субкультивировании монослойную культуру 
рассевали в плотности 1000–5000 клеток/см2 (в зави-
симости от ростовых свойств используемой эмбрио-
нальной сыворотки), используя стандартные раство-
ры Версена и трипсина. 

Методами световой и флуоресцентной микроско-
пии и цитологическими методами окрашивания было 
показано, что культивируемые клетки костного мозга 
крысы: 

– были CD90+, CD105+, CD34-, CD45-,
– in vitro прикреплялись к поверхности пластика 

культивирования, 
– имели фибробластоподобную морфологию, ко-

торую сохраняли все время культивирования, 
– поддерживались в культуре в течение несколь-

ких пересевов, 
– формировали колонии фибробластоподобных 

клеток при посеве в низкой плотности, 
– в присутствии линейно-специфичных факто-

ров дифференцировались в клетки костной ткани. 
Для исследования использовали клетки 2–3 пас-

сажей. 
Однако физические, морфологические и фено-

типические признаки также не являются специфиче-
скими критериями, которые могут быть использова-
ны для специфической идентификации АМСККМП. 
Способность АМСККМП к индуцированной диф-
ференцировке in vitro в кости, жир и хрящ является 
единственным критическим требованием для опреде-
ления предполагаемых популяций стволовых клеток.

Индукция остеогенной дифференцировки 
мезенхимальных стволовых клеток in vitro: По-
скольку АМСККМП свойственна дифференцировка в 
клетки костной ткани и условия ее проведения наи-
более воспроизводимы, этот вид дифференцирования 
обычно используется для характеристики культур 
стволовых клеток in vitro и он является типичным 
заданным по умолчанию путем развития для боль-
шинства АМСККМП в культуре. Для индукции осте-

огенной дифференцировки использовали 0,1 μM де-
зоксиметазон, 50 μM аскорбиновую кислоту и 10 mM 
β-глицерофосфат («Sigma», США), вызывающие 
остеогенную дифференцировку.

Остеогенную дифференцировку определяли по 
2 маркерам: по активности щелочной фосфатазы 
и минерализации межклеточного матрикса иона-
ми кальция. Цитохимическое выявление щелочной 
фосфатазы проводили с использованием нитротетра-
золиевого синего в присутствии субстрата щелочной 
фосфатазы 5-бромо-4-хлоро-3-индолила. Накопление 
кальция в межклеточном матриксе регистрировали по 
окрашиванию Ализарином красным. 

Животных выводили из эксперимента через 1, 
2, 3, 4 и 5 недель после операции. Участок нижней 
челюсти с искусственно созданным дефектом фикси-
ровали в 4 %-м растворе параформальдегида на фос-
фатном буфере (рН 7,4) не менее 24 часов. 

При оценке результатов методом рентгеновской 
денситометрии использовали фиксированные и пре-
парированные фрагменты нижней челюсти крыс с 
удаленной кожей и подкожной клетчаткой. В ком-
пьютере радиовизиографа (Россия, 2004) установле-
на программа по исследованию плотности костной 
ткани, которая представлена в условных единицах: 
(отношение полученных данных плотности кости 
в участке повреждения к результатам исследования 
аналогичных неповрежденных участков на контрла-
теральной стороне). Статистическую обработку ре-
зультатов проводили на прикладной статистической 
программе MS Excel (Microsoft, USA), определяли 
среднее арифметическое и стандартное отклонение. 
Различия между средними считали достоверными 
при p < 0,05.

Далее фрагменты нижней челюсти декальци-
нировали в растворе «Биодек R» (Bio Optica Milano, 
Италия) в течение суток, обезвоживали в градиенте 
этанола возрастающей концентрации, просветляли 
в ксилоле и заключали в парафин. Срезы толщиной 
5–7 мкм окрашивали гематоксилином и эозином и по 
Романовскому, изучали при увеличении светового ми-
кроскопа Axioimager M1 (Zeiss, Германия) до 1200 раз. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Через 1 неделю после повреждения ко-
сти нижней челюсти при спонтанной ре-
генерации было найдено, что отверстие 
частично заполнено кровью, на некоторых 
участках в дефекте кости уже присутствова-
ли фрагменты рыхлой волокнистой соеди-
нительной ткани и грануляции. Следует от-
метить начало образования кости в дефекте 
(формирование отдельных островков моло-
дой кости и хряща среди грануляций). Кро-
ме того, было найдено присутствие нежиз-
неспособных фрагментов костной ткани, 
скорее всего, образованных при создании 
дефекта (опилки). Вокруг этих фрагментов 
были расположены макрофаги и много-
ядерные клетки, видимо, остеокласты или 
гигантские клетки инородных тел, сформи-
рованные для лизиса крупных фрагментов 
нежизнеспособных тканей.

Через 2 недели после создания дефекта 
кости нижней челюсти отверстие было пол-
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ностью закрыто молодой костной тканью с 
большим числом полнокровных кровенос-
ных сосудов по краю дефекта. Среди вновь 
образованных структур часто присутство-
вала хрящевая ткань, особенно в центре ис-
кусственного отверстия.

На 3 неделе после повреждения кости 
нижней челюсти отверстие было полно-
стью закрыто вновь образованной костной 

тканью. О месте операции можно было 
судить по оставшимся крупным сосудам и 
хаотично расположенным костным балкам 
(костная мозоль). Иногда кость в дефекте 
практически не отличалась от окружающей 
ткани, однако расположенные в некоторых 
участках структуры костной мозоли позво-
ляли найти место хирургического вмеша-
тельства (рис. 1а, б).

Рис. 1. Естественное течение репаративной регенерации участка повреждения кости нижней 
челюсти спустя 3 недели после операции. Окраска гематоксилином и эозином: 

а – дефект заполнен молодой костной тканью, где присутствует красный костный мозг; 
б – фрагмент рис. 1а на большом увеличении, начало формирования полостей с красным костным 

мозгом в молодой костной ткани

Через 4 недели в большинстве случа-
ев самостоятельного заживления только по 
следам костной мозоли можно было найти 
место операции. К этому моменту появились 
полностью сформированные полости с кост-
ным мозгом. В одном наблюдении практиче-
ски все отверстие кости представляло собой 
полость, заполненную красным костным 
мозгом, где присутствует много крупных 
полнокровных кровеносных сосудов.

Спустя 5 недель в контроле отверстие 
было полностью закрыто костной тканью 
со следами образования костной мозоли. 

На фоне введения АМСККМП в куль-
туральной среде спустя 1 неделю дефект 
кости полностью заполнен кровью, между 
кровяным сгустком и краем дефекта были 
найдены типичные грануляции. Необходи-
мо отметить начало образования кости в де-
фекте (формирование отдельных островков 
молодой кости и хряща среди грануляций). 
То есть состояние тканей в дефекте кости на 
этот срок практически соответствует кон-
тролю, однако, следует обратить внимание 
на значительно большее число кровеносных 
сосудов в структурах, заполняющих отвер-
стие в кости, в том числе и в грануляциях.

На 2-й неделе после введения АМСККМП 
отверстие в кости нижней челюсти было 
полностью замещено молодой костной и 

хрящевой тканью (множество слившихся 
островков) с большим содержанием полно-
кровных тонкостенных кровеносных сосу-
дов. Необходимо отметить формирование 
структур красного костного мозга уже на 
этот срок. На некоторых участках можно 
было найти отдельные небольшие фраг-
менты различных типов соединительной 
ткани с крупными тонкостенными крове-
носными сосудами и большими многоядер-
ными клетками, скорее всего, мегакарио-
цитами, что является одним из признаков 
развития красного костного мозга. То есть 
к этому времени наблюдали резкое уско-
рение процессов, приведшее к быстрому 
развитию или регенерации в костной мозо-
ли гемопоэтической структуры – костного 
мозга (рис. 2а, б). 

Через 3 недели после введения 
АМСККМП в культуральной среде дефект 
кости был полностью замещен слившимися 
островками молодой костной ткани также 
со структурами красного костного мозга 
между ними. 

На срок в 4 и 5 недель после введения 
АМСККМП в культуральной среде в боль-
шинстве случаев отверстие в кости было 
полностью закрыто костной мозолью с пол-
ностью сформировавшимися структурами 
красного костного мозга между ними. 
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Рис. 2. Результаты применения АМСККМП спустя 2 недели после операции. 
Окраска гематоксилином и эозином:

а – отверстие нижней челюсти полностью замещено молодой костной тканью со 
сформированными структурами красного костного мозга между ними; 

б – фрагмент рис. 2а на большом увеличении, в цитограмме костного мозга на некоторых 
участках присутствуют большие многоядерные клетки – мегакариоциты (указано стрелкой) 

Рис. 3. Участок повреждения кости нижней челюсти через 5 недель после операции по данным 
радиовизиографического исследования. Искусственно созданное отверстие указано стрелкой:
а – естественное течение репаративной регенерации спустя 5 недель после операции, дефект 
кости сохраняется, плотность тканей в участке повреждения приближается к плотности 
на соседних участках; б – регенерация поврежденной кости нижней челюсти в условиях 

использования суспензии АМСККМП, дефект кости сохраняется, плотность тканей меньше, 
по сравнением с состоянию при естественной репарации, полость в кости шире 

После статистической обработки данных 
денситометрии процессов регенерации де-
фекта кости нижней челюсти крыс при есте-
ственном заживлении и после применения 
АМСККМП было обнаружено отсутствие 
достоверных различий плотности тканей в 
очаге между сравниваемыми группами жи-
вотных на каждую точку исследования. Од-
нако плотность тканей и при естественном 

ходе репаративных процессов, и на фоне 
использования АМСККМП статистически 
значимо была меньше, чем в здоровой кости 
на 2-й неделе на 11 и 10,7 % соответствен-
но, а через 5 недель – на 9,5 и 16,8 % также 
соответственно. То есть плотность тканей в 
участке повреждения на эти сроки была на 
уровне или даже меньше, чем спустя 1 неде-
лю после операции (рис. 3) (таблица).

Кроме этого необходимо отметить, что 
на 4-й и 5-й неделях наблюдения плотность 
тканей в участке повреждения после при-
менения АМСККМП была несколько мень-
ше, относительно состояния при спонтан-
ном заживлении, причем спустя 5 недель 
эти различия были более выраженными 
(см. рис. 3) (таблица).

На фоне введения АМСККМП в куль-
туральной среде спустя 1 неделю состоя-
ние тканей в дефекте кости практически 
соответствует контролю, однако, было 
найдено значительно большее число кро-
веносных сосудов в структурах, заполняю-
щих отверстие в кости, в том числе и в гра-
нуляциях.
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На 2 неделе после введения АМСККМП 
необходимо отметить формирование крас-
ного костного мозга уже на этот срок. То 
есть к этому времени наблюдали резкое 
ускорение процессов, приведшее к быстро-
му развитию или регенерации в костной 
мозоли гемопоэтической структуры – кост-
ного мозга. 

На последующие сроки происходило 
дальнейшее слияние островков костной 
ткани с последующим формированием 
костной мозоли и прогрессирующее восста-
новление красного костного мозга. 

Согласно литературным данным, ме-
зенхимальные стромальные (стволовые) 
клетки формируют строму костного мозга, 
а гемопоэтические стволовые клетки уча-
ствуют в регенерации красного костного 
мозга. Поэтому не происходит образования 
костного мозга при введении только гемо-
поэтических клеток в различные участки те-
ла [13]. Однако в последнее время появи-
лись данные о возможности трансдиффе-
ренцировки гематопоэтических клеток 
костного мозга в тканеспецифичные ство-
ловые клетки и обратно [14].

Введение в моделях на грызунах су-
спензии МСК и деминерализованного кост-
ного матрикса в пустую костномозговую 
полость трубчатой кости привело к обра-
зованию трабекул и стромы, поддержива-
ющей гематопоэз [8]. После применения 
графта из композиции гидроксиапатита и 
коллагенового геля с МСК для замещения 
средней трети бедренной кости у кроликов, 
кроме формирования новой костной ткани 
с постепенной биодеградацией искусствен-
ного материала, были найдены структуры 
костного мозга [3].

Так как в данном эксперименте были ис-
пользованы МСК костномозгового проис-
хождения, не исключено присутствие среди 
них небольшого числа гемопоэтических 
клеток. Видимо, за счет действия этих кле-

точных элементов и объясняется быстрая 
и ранняя регенерация гемопоэтической 
структуры – красного костного мозга. Необ-
ходимо отметить возможность трансдиффе-
ренцировки АМСККП в гемопоэтические 
стволовые клетки [14].

По результатам денситометрии дефек-
та кости нижней челюсти крыс при есте-
ственном заживлении и после применения 
АМСККМП, было обнаружено, что плот-
ность тканей статистически значимо отлича-
лась от здоровой кости на 2-й и 5-й неделях. 
При этом спустя 4-й и 5-й недель после опера-
ции плотность кости в дефекте на фоне при-
менения АМСККМП была меньше, чем при 
естественном ходе репаративного процесса.

На основании данных литературы 
[3, 10, 11, 15], мы ожидали ускорения регене-
рации поврежденной кости и соответствен-
но большей ее плотности, по сравнению с 
результатами денситометрии челюсти при 
естественном течении репаративных про-
цессов.

Скорее всего, падение плотности в очаге, 
по данным денситометрии, на 2-й и 5-й не-
делях после операции в обеих группах свя-
зано с развитием красного костного мозга. 
На 1-й неделе идет активное развитие кости 
и было отмечено повышение плотности, 
далее формируется красный костный мозг, 
который расположен в полостях и соответ-
ственно плотность костной ткани падает. 
После введения АМСККМП костный мозг 
образуется быстрее и более выражен, по-
этому значительнее уменьшается плотность 
костной ткани в участке повреждения и ста-
новится даже ниже, чем при заживлении без 
использования клеток. Однако следует учи-
тывать возможность снижения прочност-
ных свойств восстановленной кости из-за 
присутствия больших полостей, заполнен-
ных костным мозгом.

Таким образом, основные особенности 
регенерации участка повреждения кости 

Плотность кости в дефекте нижней челюсти относительно окружающих неповрежденных 
тканей при регенерации дефекта нижней челюсти 

в условиях введения АМСККМП (M ± m)

Срок после 
операции

Репаративный процесс Разность плотности 
(АМСККМП-контроль) 

в дефектеЕстественное течение В условиях применения 
АМСККМП

1-я неделя 0,885 ± 0,081 0,928 ± 0,044 0,043 ± 0,102
2 недели 0,901 ± 0,035* 0,903 ± 0,046* 0,002 ± 0,042
3 недели 0,901 ± 0,061 0,96 ± 0,086 0,059 ± 0,067
4 недели 0,944 ± 0,057 0,932 ± 0,052 -0,012 ± 0,055
5 недель 0,913 ± 0,042* 0,856 ± 0,028* -0,058 ± 0,015

П р и м е ч а н и е :  * – величины, достоверно отличающиеся от интактной кости контрлате-
ральной стороны (р < 0,05); 2, 3 – величины, достоверно различающиеся между собой в данных 
колонках (р < 0,05). 
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нижней челюсти крыс в условиях введения 
АМСККМП заключаются в значительно 
более раннем появлении структур красного 
костного мозга в формирующейся костной 
мозоли. Эти изменения прогрессируют в 
течение всего времени наблюдения и явля-
ются свидетельством ускоренного развития 
репаративных процессов.

Работа выполнена при финансовой под-
держке программы Фундаментальных ис-
следований Президиума РАН «Фундамен-
тальные науки – медицине» (проект № 21.31 
«Разработка технологий управления про-
цессами регенерации костных тканей с при-
менением биодеградируемых полимеров»).

Заключение
Таким образом, на основании выше-

изложенного можно сделать заключение, 
что после применения АМСККМП в кост-
ной мозоли значительно раньше формиру-
ются структуры красного костного мозга, 
чем при естественном ходе регенерации. 
Образование полостей с костным мозгом 
приводит к тому, что на 4-й и 5-й неделях 
наблюдения плотность тканей в участке по-
вреждения после применения АМСККМП 
меньше, относительно состояния при спон-
танном заживлении. Указанные изменения 
прогрессируют в течение всего времени на-
блюдения и являются свидетельством уско-
ренного развития репаративных процессов. 
Однако возможно снижение прочностных 
свойств восстановленной кости из-за при-
сутствия больших полостей, заполненных 
костным мозгом.
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