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Резюме

Цель исследования: изучить цитотоксичность in vitro и подострую токсичность in vivo кондиционной среды 
(КС), полученной при направленной остеогенной индукции мезенхимальных стволовых клеток (МСК) костного 
мозга крыс. Материал и методы. Кондиционную среду получали при культивировании МСК костного мозга 
крыс, индуцированных в остеогенном направлении. Результаты и их обсуждение. КС МСК костного мозга 
крыс, индуцированных в остеогенном направлении, не обладает существенным цитотоксическим действием 
на культуру клеток аденокарциномы Эрлиха и мононуклеары периферической крови здоровых доноров in vitro. 
Введение КС МСК не оказывало негативного влияния на состояние экспериментальных крыс SD, общую массу 
животных и ее прирост. Патоморфологическое исследование не выявило отклонений от общепринятой нормы, 
связанных с действием вводимого препарата. Заключение. Применение КС МСК костного мозга крыс, стиму-
лированных в остеогенном направлении, как in vitro в отношении линии опухолевых клеток (аденокарцинома 
Эрлиха) и мононуклеаров периферической крови здоровых доноров, так и in vivo при введении эксперименталь-
ным животным является безопасным. 

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки костного мозга крыс, кондиционная среда, цитоток-
сичность, подострая токсичность, крысы SD.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Благодарности. Исследование выполнено при финансовой поддержке Министерства науки и высшего об-

разования РФ, соглашение № 14.575.21.0164, идентификатор RFMEFI57517X0164.
Автор для переписки: Шерстобоев Е.Ю., e-mail: sherstoboev_eu@pharmso.ru
Для цитирования: Покровская Л.А., Шерстобоев Е.Ю., Надеждин С.В., Данилец М.Г., Трофимова Е.С., 

Лигачева А.А., Чурин А.А., Дубская Т.Ю. Безопасность применения кондиционной среды, полученной при на-
правленной остеогенной индукции мезенхимальных стволовых клеток костного мозга крыс. Сибирский науч-
ный медицинский журнал. 2020; 40 (2): 47–55. doi: 10.15372/SSMJ20200206

СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 2020; 40 (2): 47–55



48	

Введение

В травматологии и ортопедии существует по-
стоянная необходимость в использовании кост-
ных имплантатов при повреждениях и заболева-
ниях костно-суставной системы. Считается, что 
для замещения костного дефекта эффективно 
использование аутогенного костного трансплан-
тата, которое до сих пор является «золотым стан-
дартом» для процедур костной трансплантации. 
Однако известно, что при заборе аутокости уве-
личивается время оперативного вмешательства, 
потеря крови, продолжительность госпитализа-

ции. Кроме того, аутотрансплантат быстро ре-
зорбируется и, как правило, часто деградирует 
еще до полного заживления костного дефекта. В 
наши дни алло- и ксенотрансплантаты коммерче-
ски доступны [1, 5]. Тем не менее, помимо того, 
что этим материалам трудно придать желаемую 
форму, костные аллоимплантаты отличаются 
медленной остеоинтеграцией, риском передачи 
от донора к реципиенту различных заболеваний 
бактериальной или вирусной этиологии, возмож-
ностью развития реакции гистонесовместимости 
и хронического гранулематозного воспаления, 
высокой стоимостью аллокости [5].
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Abstract

The purpose of the study was to evaluate in vitro cytotoxicity and in vivo sub-acute toxicity of conditioned medium 
obtained from rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells directed to osteogenic differentiation. Material and 
methods. Conditioned medium was obtained by culturing rat bone marrow-derived MSCs induced under osteogenic 
condition. Results and discussion. Conditioned medium from rat bone marrow-derived MSCs was shown to have no 
significant cytotoxic effect on Ehrlich adenocarcinoma cell culture and in vitro expanded peripheral blood mononuclear 
cells from healthy donors. The use of MSC-CM did not have a significant effect on the state of experimental SD rats, 
the total body weight and growth rate of animals. A pathomorphologic study revealed no any abnormalities associated 
with MSC-CM injection. Conclusion. The use of conditioned medium from rat bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells stimulated under osteogenic condition was found to be safe for both in vitro studies (with respect to Ehrlich 
adenocarcinoma cell line and peripheral blood mononuclear cells from healthy donors) and in vivo studies (injection of 
MSC-CM to animals). 
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Использование синтетического биоинерт-
ного материала (полимеры, фосфаты кальция, 
пластмассы, металлы и т.д.) ксеногенного и алло-
пластического происхождения частично решает 
проблемы размера и формы, обеспечения механи-
ческой прочности и иных специфических требо-
ваний к имплантатам, но по остеоиндуктивным и 
остеокондуктивным свойствам они все же значи-
тельно уступают аутологичным или аллогенным 
материалам [4, 13]. В настоящее время данная 
проблема решается производством индивидуаль-
ных имплантатов с добавлением биоактивных 
веществ на основе носителей (скаффолдов) из 
синтетических биорезорбируемых материалов, 
которые заселяются аутологичными стволовыми 
клетками пациента, вследствие чего с большой 
точностью по структурным и биомеханическим 
особенностям соответствуют поврежденному 
участку, а также не имеют иммунологического 
отторжения [6]. В качестве биоактивных веществ, 
стимулирующих остеогенную дифференцировку, 
рассматривались такие ростовые факторы, как 
костные морфогенетические белки (BMP), ин-
сулиноподобный фактор роста 1 и 2 (IGF-1, -2), 
трансформирующий фактор роста β1 (TGF-β1), 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF) и фактор 
роста фибробластов 2 (FGF-2), которые могут 
усилить остеогенную дифференцировку клеток 
[22, 24]. Однако эти остеогенные факторы ро-
ста имеют высокую стоимость, могут усиливать 
воспалительные реакции и для эффективности 
должны применяться в дозах, значительно пре-
вышающих их физиологический уровень [17, 23].

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
являются привлекательным кандидатом для ре-
генерации тканей благодаря их способности 
дифференцироваться во многие типы клеток, 
включая кости, хрящи, жировую ткань и мышцы 
[7, 14]. Хотя и были показаны успехи в регене-
рации костей с использованием МСК, однако 
проведение этой процедуры сопряжено с рядом 
проблем, таких как большие капитальные вло-
жения, дорогостоящее культивирование клеток, 
сложности в управлении безопасностью и каче-
ством при обращении с клетками и инвазивность 
процедуры при сборе МСК из костного мозга у 
пациентов. Более того, недавние исследования 
трансплантации МСК при повреждении спинно-
го мозга показали, что имплантированные клет-
ки выживали лишь в течение 1–2-х недель после 
пересадки [9, 11]. Из-за ограниченной выживае-
мости и дифференцировки трансплантированных 
МСК предполагается, что паракринный эффект 
секреции МСК является основным механизмом 
регенерации ткани [8].

В некоторых исследованиях изучалось влия-
ние кондиционной среды (КС) МСК на различ-
ные заболевания и состояния, такие как заживле-
ние ран, сердечные и ишемические заболевания 
[15], сращивание кости у крыс [20], поврежде-
ние спинного мозга [2], артрит [10]. Применение 
КС МСК имеет ряд преимуществ по сравнению 
с использованием стволовых клеток, таких как 
легкий сбор КС и транспортировка [15]. Однако 
кроме изучения эффективности применения КС 
МСК необходимо уделить большое внимание 
безопасности ее использования. 

Целью данного исследования является изуче-
ние цитотоксических эффектов КС МСК в отно-
шении ряда клеточных популяций in vitro и подо-
строй токсичности на животных in vivo.

Материал и методы

МСК костного мозга крыс. Первичную 
культуру МСК получали из бедренной и больше-
берцовой костей аутбредных крыс Wistar. Живот-
ное усыпляли передозировкой углекислого газа, 
обрабатывали шерсть 70%-м спиртовым раство-
ром, разрезали кожу по средней линии живота, 
оголяли задние конечности. Кожу обрабатыва-
ли 70%-м спиртовым раствором. Стерильными 
остроконечными ножницами вскрывали кожу и 
мягкие ткани, выделяли трубчатые кости конеч-
ностей. Кости переносили в пробирку с куль-
туральной средой DMEM/F12 («Росмедбио», 
РФ) с антибиотиками (100 ЕД/мл пенициллина, 
100 ЕД/мл стрептомицина, «Sigma», США). За-
тем кости очищали от мягких тканей с помощью 
фосфатно-солевого буфера (ФСБ, «Sigma») и 
переносили в чашку Петри. Ножницами срезали 
эпифизы, при помощи шприца вымывали кост-
ный мозг средой DMEM/F12 в чистую пробирку, 
разбивали костный мозг на отдельные клетки с 
помощью пропускания через шприц. Получен-
ную взвесь клеток центрифугировали при 250 g 
в течение 5 мин, надосадочную жидкость слива-
ли, к клеткам добавляли 0,83%-й раствор хлорида 
аммония для разрушения кроветворных клеток, 
перемешивали 5 раз. Дважды отмывали клетки от 
хлорида аммония ФСБ центрифугированием при 
250 g в течение 5 мин, ресуспендировали в 10 мл 
полной культуральной среды (ПКС) DMEM/
F12 с 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(«HyClone», США), 1 % антибиотика (Penicillin-
Streptomycin, «Gibco», США) и 1 % глутамина 
(«Lonza», Швейцария). Полученную суспензию 
клеток в ПКС переносили в отдельный флакон с 
площадью 25 см2 и помещали в СО2-инкубатор, 
культивировали 2 суток при 37 °С, 5 % СО2, 100 
% влажности. ПКС с не прилипшими к пластику 
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клетками сливали. В данном флаконе остались 
только прилипающие клетки, содержащие фрак-
цию МСК. Было проведено фенотипирование 
культуры МСК крыс (определение положитель-
ной экспрессии CD90, CD29 и отрицательной 
экспрессии CD45, CD31) методом проточной ци-
тофлуориметрии.

КС МСК костного мозга крыс. МСК куль
тивировали в пластиковых культуральных флако-
нах в ПКС в условиях 5 % СО2 во влажной ат-
мосфере при 37 °С для получения достаточного 
количества клеток (около 700 млн клеток). Далее 
питательную среду удаляли, монослой клеток 
промывали ФСБ. Для стимуляции дифференци-
ровки МСК в остеогенном направлении исполь-
зовали полную питательную среду, содержащую 
дексаметазон (0,1 мкМ), аскорбиновую кислоту 
(50 мкМ) и β-глицерофосфат натрия (10 мМ) со-
гласно протоколу M.F. Pittenger et al. [19]. Через 
несколько суток остеоиндуктивную среду уда-
ляли, монослой клеток промывали ФСБ и до-
бавляли такое же количество бессывороточной 
питательной среды DMEM без добавок. После 
завершения культивирования всю КС собирали 
и центрифугировали при 3000 об/мин в течение 
10 мин. Полученный супернатант пропускали 
через фильтр 0,22 мкм. КС концентрировали пу-
тем ультрафильтрации в тангенциальном потоке 
при помощи системы Vivaflow® 200 (Sartorius, 
Германия). Полученный концентрат подверга-
ли диализу при помощи системы Vivaflow® 200 
(Sartorius), добавляя деионизованную воду в ем-
кость для пробы/диафильтрации. Очищенный 
от солей концентрат КС высушивали в вакуум-
ном ротационном испарителе Rotavapor® R-210 
(Buchi, Швейцария). Полученную фракцию хра-
нили в морозильной камере при температуре –20 
°С, для более длительного хранения – при –80 °С. 
Для изучения безопасности сухой образец белко-
вых факторов КС разбавляли в бессывороточной 
среде DMEM/F12, пропускали через фильтр с 
размером пор 0,22 мкм в асептических условиях 
и использовали в конечной концентрации 0,33 мг/
мл.

Цитотоксичность КС МСК in vitro. Для 
исследования цитотоксичности использовали 
линию клеток аденокарциномы Эрлиха и моно-
нуклеарные лейкоциты крови здоровых доноров. 
Опухолевая клеточная линия до исследования 
хранилась при температуре –195 °С в жидком 
азоте в культуральной среде, содержащей крио-
протектор (диметилсульфоксид), затем была раз-
морожена и культивировалась на мышах линии 
С57Bl/6 в асцитном варианте. Мононуклеарные 
лейкоциты выделяли из крови здоровых доноров 
(10 мужчин в возрасте 18–25 лет), взятой утром 

натощак из локтевой вены и стабилизированной 
раствором гепарина (10 ЕД/мл). У доноров бра-
ли информированное согласие на участие в ис-
следовании. 10 мл цельной крови инкубировали 
в термостате 37 °С 1 ч, затем осторожно снима-
ли верхние 4 мл и наслаивали на 2 мл жидкости 
для сепарации клеток Histopaque-1077 (Sigma) с 
плотностью 1,077 г/мл. После 15-минутного цен-
трифугирования на градиенте плотности при 400 
g собирали клетки, сформировавшие кольцо на 
границе растворов, трижды отмывали холодной 
средой 199 с 5 % эмбриональной телячьей сы-
воротки, переносили и ресуспендировали в ПКС 
следующего состава: 90 % культуральной среды 
RPMI-1640 (Sigma), 10 % эмбриональной теля-
чьей сыворотки, 10 мМ буфера Hepes (Sigma), 2 
мМ L-глютамина (Sigma), 40 мкг/мл гентамицина 
(Sigma). 

Пипетировали 10 раз клеточную линию с це-
лью равномерного распределения клеток в ПКС 
перед смешиванием с объектом исследования. 
Добавляли взвесь выбранных для тестирования 
здоровых или опухолевых клеток в культураль-
ную посуду, смешивали с КС МСК, взятой в ко-
нечном разведении 50, 25 и 12,5 %. Отдельно 
смешивали клетки с отрицательным или поло-
жительным контролем в конечном разведении 
50, 25 и 12,5 %. Конечная концентрация при-
меняемых клеток составила 1 × 106 кариоцитов 
(ядросодержащих клеток)/мл. Все пробы вы-
полняли не менее чем в пяти дублях. В качестве 
отрицательного контроля цитотоксичности ис-
пользовали культуральную среду, которая под-
вергалась воздействию тех же условий и проце-
дур, что и культуральная среда, используемая для 
получения КС МСК. В качестве положительного 
контроля цитотоксичности, согласно ГОСТ ISO 
10993-5-2011, применяли разведение фенола. В 
концентрации 0,01 % фенол вызывает 90 % ги-
бель клеток. 

Помещали культуры в СО2-инкубатор на 24 
часа при 37 °С, 5 % СО2 и 100 % влажности, да-
лее определяли in vitro цитотоксичность объекта 
исследования методом качественной и количе-
ственной оценки. Качественная оценка цитоток-
сичности: осматривали клетки через световой 
микроскоп Ergaval Carl Zeiss Jena (Германия), 
оценивали общую морфологию, вакуолизацию, 
расщепление, лизис клеток и целостность мем-
бран. Результаты выражали в процентах при 
подсчете 100 клеток. Количественная оценка 
цитотоксичности: подсчитывали число живых 
и погибших клеток с использованием суправи-
тальной окраски 0,4%-м раствором трипанового 
синего, долю выживших (неокрашенных) клеток 
определяли по формуле В (%) = 100 % – П, где 
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В – процент выживших клеток; П – процент по-
гибших (окрашенных) клеток. 

Животные. Для получения МСК костного 
мозга использовали крысу-самца Wistar массой 
330 граммов в возрасте 2,5 месяца. Для изучения 
безопасности КС МСК использовали аутбред-
ных конвенциональных крыс стока SD, всего 24 
животных обоего пола (по 6 самцов и 6 самок в 
опытной и контрольной группах) массой 200–350 
г в возрасте 2,5 месяца. Эксперименты с живот-
ными выполнялись с соблюдением принципов 
гуманности, изложенных в директивах Европей-
ского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской 
декларации, в соответствии с «Правилами прове-
дения работ с использованием эксперименталь-
ных животных».

Подострая токсичность КС МСК in vivo. КС 
МСК вводили 12 крысам обоего пола в объеме 1 
мл/кг с концентрацией белковых компонентов 
0,33 мг/мл внутримышечно в область бедра, бли-
же к надкостнице, так как предполагается исполь-
зовать остеогенные свойства КС для эндогенной 
стимуляции костеобразования (опытная группа). 
Контрольной группе животных аналогичным об-
разом вводили растворитель (культуральная сре-
да DMEM/F12). Наблюдение за животными осу-
ществляли в течение 28 дней после введения КС 
или растворителя. 

Выявление смертности, тяжелого состояния, 
общего состояния здоровья и признаков токсич-
ности проводили 1–2 раза в день (в первой и во 
второй половине дня) во всех группах в течение 
всего периода наблюдения. Животных осматри-
вали в клетке, на руках и, при необходимости, 
на открытой поверхности. Оценивали характер 
экскреции, состояние шерсти, кожных покровов, 
слизистых оболочек, аппетит, дыхание, подвиж-
ность, нервно-мышечную возбудимость, походку, 
агрессивность, миоз/мидриаз/экзофтальм и дру-
гие признаки отклонений от здоровья. Массу тела 
регистрировали в опытной и контрольной груп-
пах перед первым введением, затем еженедель-
но на протяжении всего периода наблюдения. 
Потребление корма и воды оценивали визуально 
(отклонение от нормы) еженедельно в течение 
всего периода наблюдения. Эвтаназию выполня-
ли через 28 суток наблюдения в СО2-камере.

Статистический анализ. Для всех данных 
применена описательная статистика: подсчита-
ны среднее значение (M) и стандартная ошибка 
среднего (m), результаты представлены в виде M 
± m. Проверку на нормальность распределения 
проводили с помощью критерия Шапиро – Уил-
ка. Сравнение выборочных средних осуществля-
ли с использованием t-критерия Стьюдента в слу-
чае нормального распределения или с помощью 

непараметрического критерия Манна – Уитни в 
случае распределения, отличающегося от нор-
мального. Критический уровень значимости ну-
левой статистической гипотезы (р) принимали 
равным 0,05.

Результаты

Качественная оценка цитотоксичности КС 
МСК in vitro. Исследование влияния КС МСК, 
стимулированных в остеогенном направлении, 
показало, что добавление ее в концентрациях 12,5 
и 50 % от конечного объема в культуру опухоле-
вых клеток достоверно повышало долю клеток, 
не имеющих отклонения в морфологии, по срав-
нению с отрицательным контролем, а при исполь-
зовании концентрации 25 % относительное число 
клеток, не имеющих морфологических отклоне-
ний, было на уровне отрицательного контроля 
(табл. 1). При добавлении КС МСК в культуру 
мононуклеаров периферической крови здоровых 
доноров в различных концентрациях относитель-
ное число клеток, не имеющих морфологических 
отклонений, достоверно снижалось по сравне-
нию со значениями отрицательного контроля, 
хотя при этом показатели опытных групп были 
в пределах целевых значений (80–100 %), пред-
ставленных в ГОСТ ISO 10993-5-2011 «Изделия 
медицинские. Оценка биологического действия 
медицинских изделий. Часть 5. Исследования на 
цитотоксичность: методы in vitro». Добавление 
в культуру опухолевых клеток и мононуклеаров 
крови доноров раствора фенола (положительный 
контроль) в различных концентрациях значитель-
но снижало процент клеток, не имеющих откло-
нения в морфологии, по сравнению с соответ-
ствующими показателями опытной группой.

Количественная оценка цитотоксичности 
КС МСК in vitro. Исследование влияния КС 
МСК, стимулированных в остеогенном направле-
нии, показало, что добавление ее в концентрациях 
25 и 50 % от конечного объема в культуру опухо-
левых клеток достоверно повышало количество 
живых клеток по сравнению с соответствующи-
ми значениями отрицательного контроля, а в кон-
центрации 12,5 % не влияло на изучаемый пока-
затель (см. табл. 1). При добавлении КС МСК в 
культуру мононуклеаров периферической крови 
здоровых доноров в различных концентрациях 
относительное число живых клеток достоверно 
не изменялось по сравнению со значениями от-
рицательного контроля. Добавление в культуру 
опухолевых клеток и мононуклеаров крови доно-
ров раствора фенола (положительный контроль) 
значительно увеличивало процент гибели клеток 
по сравнению с опытной группой.
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Исследование подострой токсичности КС 
МСК in vivo. Введение КС МСК, стимулиро-
ванных в остеогенном направлении, не вызвало 
гибели животных, изменений состояния шерсти, 
кожи, слизистых оболочек и других показателей, 
включая массу тела животных, как самцов, так и 
самок (табл. 2). Отклонений в потреблении кор-
ма и воды в сравнении с контрольными группами 
животных не наблюдалось. В ходе визуального 
исследования внешнего состояния тела живот-
ных, внутренних поверхностей и проходов, поло-

сти черепа, грудной, брюшной и тазовой полостей 
с находящимися в них органами и тканями, шеи 
с органами и тканями, каркаса и скелетно-мы-
шечной системы при плановой некропсии через 
28 сут после введения КС МСК морфологических 
признаков отклонения от общепринятой нормы, 
связанных с действием вводимого препарата, вы-
явлено не было. Различий в цитотоксичности in 
vivo в отношении миелокариоцитов костного моз-
га крыс между контрольными и эксперименталь-
ными группами не выявлено (рисунок).

Таблица 1. Влияние КС МСК на количество клеток аденокарциномы Эрлиха и мононуклеаров 
периферической крови здоровых доноров

Table 1. The effect of MSC conditioned medium on the number of cells (%) of Ehrlich adenocarcinoma 
and healthy donor peripheral blood mononuclear cells

Экспериментальная 
группа

Концентра-
ция, %

Клетки, не имеющие отклонений 
в морфологии Живые клетки

Опухоль 
Эрлиха Мононуклеары Опухоль 

Эрлиха Мононуклеары

Отрицательный контроль 
(культуральная среда)

12,5 92,20 ± 1,20 91,80 ± 1,07 94,60 ± 1,44 95,40 ± 1,08
25 88,80 ± 2,08 92,00 ± 0,89 87,80 ± 2,31 91,80 ± 1,24
50 87,00 ± 1,48 91,60 ± 0,81 85,20 ± 2,29 90,20 ± 1,16

Опыт 
(кондиционная среда)

12,5 95,40 ± 0,68*# 82,00 ± 2,02*# 97,20 ± 0,58# 95,80 ± 0,86#

25 92,80 ± 1,07# 83,20 ± 1,28*# 95,20 ± 0,73*# 92,20 ± 1,02#

50 91,00 ± 0,84*# 85,80 ± 0,86*# 91,80 ± 0,80*# 86,20 ± 1,71#

Положительный контроль 
(фенол)

12,5 35,20 ± 1,39 35,20 ± 4,14 34,00 ± 1,61 35,00 ± 4,55
25 31,40 ± 1,12 30,20 ± 2,35 29,20 ± 1,83 29,60 ± 2,29
50 14,20 ± 1,53 13,80 ± 0,97 12,80 ± 0,86 12,40 ± 1,63

Примечание. Обозначены статистически значимые (p  <  0,05) отличия от величин соответствующих показателей: 
* – отрицательного контроля, # – положительного контроля.

Таблица 2. Общая масса тела (г) и прирост массы тела (%) самцов и самок крыс 
в течение 28 дней после введения КС МСК

Table 2. Total body weight (g) and weight gain (%) of male and female rats during 28 days 
after the injection of MSC conditioned medium

День взвешивания
Самцы Самки

Контроль Опыт Контроль Опыт

1-й 299,67 ± 11,43 307,33 ± 9,58 241,00 ± 5,63 246,33 ± 5,16
7-й 319,83 ± 11,80 337,67 ± 7,76 265,17 ± 5,49 256,67 ± 4,00
14-й 334,67 ± 14,73 350,50 ± 6,08 273,33 ± 5,90 271,00 ± 4,91
21-й 351,50 ± 16,75 369,17 ± 6,35 282,33 ± 4,84 284,33 ± 6,04
28-й 370,17 ± 16,76 391,50 ± 5,54 300,00 ± 3,41 299,33 ± 4,39
Прирост на 7-е сутки 6,80 ± 1,53 10,05 ± 1,40 10,12 ± 1,52 4,27 ± 1,03
Прирост на 14-е сутки 11,64 ± 2,25 14,35 ± 2,14 13,57 ± 2,51 10,06 ± 0,94
Прирост на 21-е сутки 17,16 ± 2,28 20,46 ± 2,37 17,35 ± 2,47 15,45 ± 1,06
Прирост на 28-е сутки 23,45 ± 2,46 27,80 ± 2,79 24,72 ± 2,32 21,62 ± 1,35
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Обсуждение

Тканевая инженерия является многообещаю-
щей стратегией для лечения заболеваний костей 
и восстановления их дефектов [3, 16]. Как пра-
вило, тканеинженерные конструкции включают в 
себя культуру МСК, которую часто выращивают 
на каркасах из биоматериалов в условиях in vitro 
в присутствии остеогенных факторов роста и пи-
тательных веществ. Стандартная процедура для 
индукции остеогенной дифференцировки МСК 
in vitro заключается в культивировании клеток 
в присутствии смеси дексаметазона, аскорбино-
вой кислоты и β-глицерофосфата [18, 21]. Одна-
ко in vivo ни одна из этих добавок не регулирует 
физиологическую дифференцировку остеопро-
гениторных клеток. Вместо этого паракринные 
факторы, продуцируемые различными типами 
клеток, такими как МСК, эндотелиальные клет-
ки-предшественники и хондроциты, вносят вклад 
в остеогенную дифференцировку. 

Показано, что КС МСК обладает высоким 
потенциалом заживления кости, опосредован-
ным цитокинами, такими как TGF-β1, IGF-1, 
VEGF и BMP-1. Эти факторы регулируют про-
цесс остеогенеза, ангиогенез, миграцию клеток, а 
также пролиферацию и дифференцировку остео
бластов [12]. Таким образом, положительные 
эффекты МСК при регенерации поврежденных 
тканей, включая костную, обусловлены не непо-
средственным участием МСК в процессах реге-

нерации, а опосредованы паракринными меха-
низмами путем продукции ростовых факторов и 
цитокинов. На основании этого для целей реге-
неративной медицины можно будет использовать 
не сами МСК, а полученную при их культивиро-
вании КС. Возможность усиления регенерации 
кости путем имплантации КС МСК, а не стволо-
вых клеток, является новой концепцией в ткане-
вой инженерии и регенеративной медицине. Этот 
биомедицинский продукт для регенерации костей 
может значительно снизить стоимость терапии и 
сократить ее продолжительность. Доставка КС 
МСК к месту перелома или дефекта кости воз-
можна в составе тканеинженерных конструкций 
при заключении КС, содержащей факторы роста, 
в полимерные биодеградируемые капсулы. Одна-
ко необходимо изучить безопасность применения 
КС МСК в начале животного, а затем и челове-
ческого происхождения в отношении различного 
типа клеток in vitro и общетоксические свойства 
in vivo.

В результате проведенных исследований по-
казано, что добавление КС МСК крыс, стимули-
рованных в остеогенном направлении, в различ-
ных объемах в культуру клеток аденокарциномы 
Эрлиха и мононуклеаров периферической крови 
здоровых доноров не оказывает существенного 
негативного влияния на их морфологию и жизне-
способность. Введение исследуемой КС крысам 
не оказывало существенного влияния на их со-
стояние: не вызвало гибели, изменения состояния 
шерсти, кожи, слизистых оболочек и др., общая 
масса и процент прироста животных опытных 
групп не отличались от данных показателей в 
контрольной группе животных в течение всего 
исследования. В ходе визуального исследования 
внешнего состояния тела животных, внутренних 
поверхностей и проходов, полости черепа, груд-
ной, брюшной и тазовой полостей с находящими-
ся в них органами и тканями, шеи с органами и 
тканями, каркаса и скелетно-мышечной системы 
при плановой некропсии на 28-е сутки морфоло-
гических признаков отклонения от общепринятой 
нормы, связанных с действием вводимого пре-
парата, не выявлено. Местнораздражающее дей-
ствие КС не оказывала. При изучении влияния на 
жизнеспособность клеток костного мозга крыс, 
которым была введена КС МСК, цитотоксичности 
в отношении миелокариоцитов не обнаружено.

Заключение

Таким образом, показана безопасность при-
менения КС МСК костного мозга крыс, стиму-
лированных в остеогенном направлении, как 
in vitro в отношении линии опухолевых клеток 

Рис. �Влияние КС МСК на количество живых кле-
ток (%) костного мозга у аутбредных крыс 
через 28 дней после внутримышечного введе-
ния в объеме 1 мл/кг

Fig. �The effect of MSC conditioned medium on the 
number of living cells (%) of bone marrow in 
outbred rats after intramuscular injection in a 
volume of 1 ml/kg after 28 days
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(аденокарцинома Эрлиха) и мононуклеаров пе-
риферической крови здоровых доноров, так и in 
vivo при введении КС МСК экспериментальным 
животным.
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