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Актуальность. В настоящее время по ряду причин не всегда возможно полное замещение дефекта костной 
ткани аутогенной костью. В качестве альтернативы используют костнозамещающие материалы как биологиче-
ского, так и небиологического происхождения. Одним из путей развития реконструктивных технологий является 
использование тканеиженерных конструкций, полноценно имитирующих аутогенную костную ткань в необходи-
мом объеме.

Цель исследования — определить in vivo возможности использования депротеинизированной губчатой костной 
ткани человека в качестве матрицы для создания тканеинженерных конструкций.

Материал и методы. Исследование in vivo осуществляли на кроликах линии NZW. Для создания матрицы ис-
пользовали фрагменты депротеинизированной губчатой костной ткани головки бедренной кости человека, стро-
мально-васкулярную фракцию жировой ткани кролика. Для оценки эффективности репаративного остеогенеза при 
реконструкции костных дефектов выполнялось моделирование костного дефекта с его последующим замещени-
ем. Выделены группы исследования: 1-я группа (контрольная) — хирургическое моделирование костного дефекта 
бед ренной кости без его реконструкции; 2-я группа — хирургическое моделирование костного дефекта бедренной 
кости с его реконструкцией фрагментами депротеинизированной губчатой костной матрицы; 3-я группа — хи-
рургическое моделирование костного дефекта бедренной кости с его реконструкцией фрагментами депротеини-
зированной губчатой костной матрицы совместно со стромально-васкулярной фракцией жировой ткани (согласно  
технологии ACP SVF).

Результаты. Cравнительный анализ репаративных процессов при использовании тканеинженерной конструк-
ции на основе костной матрицы из депротеинизированой губчатой костной ткани человека в сочетании со стро-
мально-васкулярной фракцией жировой ткани на экспериментальной модели in vivo выявил, что использование 
костнозамещающих материалов способствует не только ранней активации репаративной регенерации основных 
структурных элементов костной ткани в месте замещения костного дефекта, но и их своевременной дифферен-
цировке. Это обусловливает восстановление структурно-функциональной состоятельной костной ткани в месте 
повреждения, не вызывая развития выраженного реактивного воспаления. При этом действие выбранной ткане-
инженерной конструкции с сочетанным влиянием нескольких факторов (ACP SVF) в ее составе оказалось более эф-
фективным для ускорения регенерации и дифференцировки костной ткани. 

Заключение. Использование сочетания SVF с депротеинизированной костной матрицей для создания тканеин-
женерной конструкции позволяет задействовать несколько механизмов регенерации и ускорить процесс замеще-
ния костного дефекта по сравнению с изолированным использованием депротеинизированной костной матрицы  
и без реконструкции костного дефекта.

Ключевые слова: тканеинженерная конструкция, костный дефект, костная матрица, депротеинизированная  
губчатая кость, замещение костного дефекта, стромально-васкулярная фракция жировой ткани.
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Background. At present, for a number of reasons the complete bone defect replacement with autogenous bone is not 
always possible. Bone substitute materials are used as an alternative to autogenous bone tissue and can be of either biological 
or non-biological origin. One of the ways of development of reconstructive technologies is the use of tissue-engineered 
constructs that fully imitate autogenous bone tissue in the required volume.

Aim of study — to define in vivo the possibility of using deproteinized human cancellous bone tissue as a matrix for 
creating tissue-engineered constructs. 

Methods. An in vivo study was carried out on NZW rabbits. To create a construct, we used the fragments of deproteinized 
cancellous bone tissue of the human femoral head and stromal vascular fraction of rabbit adipose tissue as a matrix. Bone 
defect modeling with its subsequent replacement was performed to evaluate the efficacy of reparative osteogenesis during 
bone defects’ reconstruction. Study groups were defined: group 1 (control) — surgical modeling of a bone defect of the 
femur without its reconstruction; group 2 — surgical modeling of a bone defect of the femur with its reconstruction using 
fragments of deproteinized cancellous bone matrix; group 3 — surgical modeling of a bone defect of the femur with its 
reconstruction using fragments of deproteinized cancellous bone matrix in combination with stromal vascular fraction of 
adipose tissue (according to ACP SVF technology).

Results. Comparative analysis of reparative processes in case of applying tissue-engineered constructs based on 
deproteinized human cancellous bone matrix in combination with adipose tissue-derived stromal vascular fraction on in 
vivo experimental model revealed that the use of these bone substitute materials contributes not only to an early activation 
of reparative regeneration of main structural elements of the bone tissue in the area of the bone defect replacement, but 
also to its well-timed differentiation. This determines the restoration of structural and functional viability of the bone 
tissue at the damage site without developing discernible reactive inflammation. Moreover, the effect of the selected tissue-
engineered construct with the combined influence of several factors (ACP SVF) in its composition turned out to be more 
effective in stimulating bone tissue repair and differentiation. 

Conclusion. Combination of SVF and deproteinized bone matrix for creating tissue-engineered constructs enables to 
engage several regeneration mechanisms and accelerate the process of bone defect replacement in comparison with isolated 
deproteinized bone matrix without bone defect reconstruction.

Keywords: tissue-engineered construct, bone defect, bone matrix, deproteinized cancellous bone, bone defect 
replacement, adipose tissue-derived stromal vascular fraction.
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ВВедение

В настоящее время актуальными для оказания 
высокотехнологичной и специализированной ме-
дицинской помощи пациентам в травматологии и 
ортопедии остаются вопросы замещения утрачен-
ного объема костной ткани при патологических 
состояниях разного этиопатогенеза. Причинами 
формирования костных дефектов могут являть-
ся как сегментарные резекции костей по поводу 
опухолевых и опухолеподобных процессов костей, 
так и реэндопротезирование суставов, травмы и 
последствия их лечения [1]. Под утраченным объ-
емом костной ткани следует понимать не только 
фактическое отсутствие участка кости, но и из-
менение ее плотности — уплотнение, например 
вследствие импрессионного перелома, требующе-
го реконструктивной коррекции, а также несоот-
ветствие структурно-функциональных характери-
стик костной ткани, например в области ложного 
сустава [1, 2].

Трудность замещения костных дефектов мо-
жет возникать в случае как ограниченных, так  
и неограниченных дефектов, что имеет особое 
значение при сочетании патологического про-
цесса с нарушением нормальной биомеханики. 
При этом немаловажную роль в успешности ка-
чественной реконструкции костных дефектов 
играют индивидуальные особенности организма 
пациента. Безусловно, и в настоящее время для за-
мещения костных дефектов оптимальным являет-
ся аутогенная костная ткань пациента [3]. Однако 
по ряду причин не всегда возможно полное за-
мещение дефекта костной ткани с ее помощью  
[4, 5]. В качестве альтернативы используют костно-
замещающие материалы как биологического, так 
и небиологического происхождения. На данном 
этапе можно выделить два основных пути разви-
тия реконструктивных технологий [1, 4, 6]. Первый 
из них — создание и установка индивидуальных 
3D-конструкций. Метод отличается высокой эф-
фективностью, однако затраты для производства 
3D-имплантата высокие. Возможно, при удешев-
лении материальной базы метод будет более до-
ступен, хотя при расчете на отдаленный период за-
траты можно сравнить со стандартными методами 
лечения [7]. Второй путь развития реконструктив-
ных технологий костной ткани — использование 
тканеиженерных конструкций, полноценно ими-
тирующих аутогенную костную ткань в необходи-
мом объеме [8].

Цель исследования — определить in vivo возмож-
ности использования депротеинизированной губ-
чатой костной ткани человека в качестве матрицы 
для создания тканеинженерных конструкций.

МАТеРиАЛ и МеТОдЫ

Выбор модели. Исследование выполнено на 24 
кроликах линии NZW. Было сформировано три 
группы исследования: 1-я группа (контрольная) — 
хирургическое моделирование в участках диафиза 
контралатеральной бедренной кости костных де-
фектов без реконструкции, аналогичных группам 
исследования; 2-я группа — хирургическое моде-
лирование костного дефекта диафиза бедренной 
кости с его реконструкцией фрагментами депро-
теинизированной губчатой костной матрицы че-
ловека; 3-я группа — хирургическое моделирова-
ние костного дефекта диафиза бедренной кости 
с его реконструкцией фрагментами депротеини-
зированной губчатой костной матрицы человека 
совместно со стромально-васкулярной фракцией 
жировой ткани (согласно технологии «Autologous 
conditioned plasma-SVF» (ACP-SVF) (патент 
US10512659B2). 

Животных выводили из эксперимента под 
эфирным наркозом на 2-й, 4-й и 6-й нед. после-
операционного периода. В стандартных условиях 
осуществляли забор операционного материала 
для последующей гистологической оценки мест-
ного влияния костнозамещающих материалов на 
живые ткани и реализацию репаративного осте-
огенеза в области реконструкции костных дефек-
тов. Эвтаназию животных осуществляли способом 
передозировки эфирного наркоза. Дизайн иссле-
дования соответствует действующим междуна-
родным стандартам проведения лабораторных ис-
следований ISO 10993-2-2009.

Подготовка костной матрицы для восполне-
ния дефекта. Для создания матрицы использова-
ли фрагменты депротеинизированной губчатой 
костной ткани головки бедренной кости (челове-
ка), резецированной по медицинским показани-
ям и после комплексного обследования на гемо-
трансмиссивные инфекции (ВИЧ, гепатит В и С, 
сифилис). Каждый имплантируемый образец был 
заранее смоделирован по форме и размерам, со-
ответствующим моделируемым костным дефек-
там, подвергнут многоэтапной последовательной 
обработке — механической и физико-химической 
децеллюляризации и депротеинизации с последую-
щей радиационной стерилизацией (RU 2232585 C2,  
RU 2223104 C2, RU 2640932 C2).

Размеры фрагментов костной матрицы со-
ответствовали размерам каждого смоделиро-
ванного костного дефекта и составляли 2×5 мм*. 
Цилиндрическая форма костной матрицы обеспе-
чивает его стабильное неподвижное расположение 
в участке имплантации. Проводили исследование 
местного влияния раздражающего, сенсибилизи-

* ГОСТ ISO 10993-6-2011, действующий до 01.03.2022, и ГОСТ 10993-6-2021 Приложение С, актуальное на момент проведения 
экспериментальной работы взамен утратившего силу ГОСТ Р ИСО 10993-6-2009 Приложение D.
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рующего и цитотоксического действия выбранных 
костных матриц на живые ткани в области им-
плантационного ложа*. 

Методика получения жировой ткани и стро-
мально-васкулярной фракции жировой ткани. 
До начала анестезии у животных забирали 2 мл  
венозной крови из v. marginalis с последующим дву-
кратным центрифугированием в течение 10 мин.  
при частоте 2800 об./мин. [9]. Кожные покровы  
в области экспериментального хирургического 
вмешательства освобождали от шерсти и марки-
ровали по стандартной методике [10]. Общую ане-
стезию осуществляли 1% раствором тиопентала 
натрия с предшествующей местной инфильтраци-
онной анестезией тканей 2 мл 2% раствора лидо-
каина с 6 мл 0,9% раствора NaCl для каждого этапа 
операции.

С целью минимизации объема оперативного 
вмешательства использовали единичный неболь-
шой хирургический доступ по дорсальной поверх-
ности шеи животного, паравертебрально между 
лопатками и параллельно линии остистых отрост-
ков позвонков и осуществляли забор жировой тка-
ни кремово-белого цвета в объеме 2 мл. Именно 
для этой локализации у взрослых особей кроликов 
характерно наибольшее количество светло-ко-
ричневых жировых клеток (Beige AT), схожих по 
свойствам с хорошо васкуляризированной бурой 
жировой тканью [11]. Согласно принципам совре-
менной физиологии, у человека при выполнении 
операций с использованием стромально-васку-
лярной фракции жировой ткани забор жировой 
ткани осуществляется из аналогичных анатоми-
ческих областей тела и параумбиликальной зоны 
[12]. Полученную жировую ткань укладывали  
в стерильную чашку Петри с добавлением 4 мл 
раствора Кляйна (оригинального состава) с по-
следующим измельчением (рис. 1).

Обрабатывали посредством быстрого перего-
на в системе из двух стерильных инъекционных 
шприцев до получения однородной массы с по-
следующим распределением по 4 пробиркам типа 
эппендорф объемом 2 мл и двукратно центрифу-

гировали в течение 10 мин. при частоте оборотов 
2800 об./мин. с этапным очищением (дополни-
тельным центрифугированием) и соответственно 
сокращением объема субстрата. Следующий этап 
выделения и обработки стромально-васкулярной 
фракции жировой ткани был проведен по стан-
дартной методике с добавлением центрифугиро-
ванной крови — выделенной из нее обогащенной 
тромбоцитами плазмой. 

По данным литературы, количество клеток 
SVF, которые могут быть выделены из подкож-
ной жировой ткани, составляет приблизительно  
0,5–2,0×106 на грамм жировой ткани, при этом 
процентное содержание стволовых клеток коле-
блется от 1 до 10% [13, 14].

Методика подкожной имплантации костных ма-
триц. После получения жировой ткани хирургиче-
ским способом для определения влияния костной 
матрицы на живые ткани животным подкожно,  
с двух сторон паравертебрально и параллельно ли-
нии остистых отростков позвонков устанавливали 
фрагменты губчатой депротеинизированной кост-
ной ткани головки бедренной кости человека раз-
мером 5×5 мм с последующим ушиванием кожи 
стерильным шовным материалом простым непре-
рывным обвивным швом.

Методика моделирования костных дефектов  
и их реконструкции костнозамещающими мате-
риалами на основе костных матриц. Для оценки 
эффективности репаративного остеогенеза при 
реконструкции костных дефектов разными вари-
антами костнозамещающих материалов на осно-
ве костных матриц осуществляли имплантацию 
фрагментов депротеинизизованной губчатой 
костной ткани в моделированные костные дефек-
ты согласно выбранным группам исследования.  
С этой целью в стерильных условиях под общей 
комбинированной анестезией выполняли хирур-
гический доступ по латеральной стороне дисталь-
ной части бедра. Мягкие ткани разводили тупо по 
ходу мышечных волокон, надкостницу отслаивали 
при помощи распатора.

В диафизарной части бедренной кости обе-
их задних лап каждого животного формировали 
по три костных дефекта специализированным 
стерильным хирургическим инструментарием. 
Два из трех костных дефектов, расположенных  

* ГОСТ ISO 10993-6-2011 (действующий до 01.03.2022) и 10993-6-2021 Приложение A, актуальное на момент проведения  
экспериментальной работы взамен утратившего силу ГОСТ Р ИСО 10993-6-2009 Приложение B.

Рис. 1. Жировая ткань межлопаточной области кролика линии NZW  
в процессе обработки по стандартной методике

Fig. 1. Fragmented interscapular adipose tissue of a NZW rabbit during its processing 
according to the standard method
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в диафизе правой бедренной кости, заполня-
ли образцами костного материала в соответ-
ствии с группой исследования — 2-я и 3-я группы  
(рис. 2). Симметричные костные дефекты контра-
латеральной бедренной кости не заполняли кост-
ным материалом, использовали в качестве контро-
ля. Для подтверждения отсутствия вариативности 
морфологических проявлений репаративной реге-
нерации костной ткани в условиях каждой отдель-
ной особи были сформированы дополнительные 
дефекты — по одному в диафизарной части бед-
ренной кости на каждой конечности. После это-
го осуществляли гемостаз и послойное ушивание 
операционной раны. Осуществляли обработку по-
слеоперационного шва раствором антисептика и 
порошком антибактериального комбинированно-
го препарата с активными веществами бацитра-
цин, неомицин.

с фотокамерой OLYMPUS UC 90 (Olympus Medical 
Systems Corp., Япония). Морфометрическое иссле-
дование гистологических образцов участков ге-
теротопической и ортотопической имплантации 
материалов исследования проводили с помощью 
программного обеспечения (ImageJ, v. 1.53o, 2022, 
Wayne Rasband and contributors National Institutes 
of Health, США) при увеличении 200. В гистоло-
гических срезах оценивали численную плотность 
сосудов (Nai), из них процент полнокровных сосу-
дов в зоне имплантации (%), объемную плотность 
зрелых коллагеновых волокон (Vv%), объемную 
плотность аргирофильных соединительнотканных  
волокон (Vv%), объемную плотность костной тка-
ни зрелой и новообразованной (Vv%).

Статистический анализ

Статистическую обработку полученных морфо-
метрических данных осуществляли в программе 
RStudio (v. 2022.02.1 RStudio, Inc., США) на языке R 
(v. 4.1.3, Австрия). 

Дескриптивные статистики непрерывных по-
казателей рассчитывались в виде медиан [первый 
квартиль; третий квартиль], среднее ± стандартное 
отклонение и минимальное — максимальное зна-
чение; у категориальных показателей определя-
лось количество пациентов (частота) для каждой 
категории.

Сравнение непрерывных показателей между 
группами проводилось непараметрическим непар-
ным U-критерием Манна – Уитни. Производился 
расчет смещения распределений с построени-
ем 95% доверительного интервала (ДИ) для сме-
щения. Категориальные показатели сравнива-
ли точным двусторонним критерием Фишера. 
Коррекция ошибки множественного тес тирования 
при сравнении категорий проводилась методом 
Бенджамини – Хохберга.

Проверка статистических гипотез проводилась 
при критическом уровне значимости р = 0,001, т.е. 
различие считалось статистически значимым при 
p<0,001.

РеЗУЛЬТАТЫ 

При макроскопической оценке покровных тка-
ней области гетеротопической имплантации кост-
ных матриц, начиная со 2-й нед. исследования, 
морфологических признаков развития местной 
воспалительной реакции у животных выявлено не 
было. У всех животных в участках имплантации 
отмечали формирование состоятельного послео-
перационного рубца толщиной до 0,2 см плотной 
консистенции на всем протяжении. Кожные по-
кровы в области послеоперационного рубца были 
целостные, бледно-розового цвета, без патологи-
ческих изменений. Подкожная клетчатка области 
послеоперационного рубца представлена равно-

Гистологическое исследование операционного 
материала. Материалом исследования служили 
фрагменты костной ткани из области хирургиче-
ского моделирования реконструкции костных де-
фектов. Образцы фиксировали в 10% нейтральном 
забуференном растворе формалина в течение 72 ч.  
с последующей декальцинацией в растворе 
Рихмана – Гельфанда – Хилла в течение 10 сут. при 
температуре 20°С. После стандартной гистологи-
ческой проводки в серии спиртов возрастающей 
концентрации и ксилоле образцы костной ткани 
заливали в парафиновые блоки с последующим из-
готовлением серийных срезов толщиной 4–5 мкм 
и их окрашиванием гематоксилином и эозином. 
С целью диференцированной количественной 
оценки зрелой и формирующейся соединительной 
ткани в образцах исследования гистологические 
срезы окрашивали по Ван Гизону и подвергали 
импрегнации серебром. После окраски препараты 
заключали в монтирующую среду под покровное 
стекло и высушивали в течение 7 дней при ком-
натной температуре.

Обзорную световую микроскопию с получе-
нием обзорных микрофотографий осуществля-
ли на лабораторном микроскопе OLYMPUS CX 43 

Рис. 2. Хирургическое 
моделирование дефектов 
костной ткани в диафизе 
бедренной кости кролика 

Fig. 2. Surgical modeling  
of bone defects in the femoral 
diaphysis of a rabbit
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мерной прослойкой жировой ткани светло-кремо-
вого цвета толщиной до 0,5 см однородной конси-
стенции без патологических изменений.

На 2-й нед. исследования при световой микро-
скопии гистологических образцов кожи области 
гетеротопической фиксации имплантата у жи-
вотных между дермой и мышцей спины отмечали 
формирование толстостенной соединительнот-
канной капсулы со слабой инфильтрацией стенок 
макрофагами и мононуклеарными лейкоцитами. 
Между волокнами соединительной ткани выявили 
большое количество мелких тонкостенных крове-
носных сосудов без признаков гемоциркуляторных 
нарушений. В просвете соединительнотканной 
капсулы сохранялись фрагменты имплантирован-
ных депротеинизированных губчатых костных 
матриц, представленные зрелой костной тканью. 
В тканях, перифокально области имплантации 
костных матриц, у животных формирования кле-
точно-воспалительного инфильтрата выявлено не 
было (рис. 3).

На 4-й нед. исследования у животных дерма не 
изменена. В месте фиксации имплантированных 
костных матриц, между дермой и мышечными во-
локнами, у животных выявили очаги компактно 
расположенных грубоволокнистых соединитель-
нотканных волокон, которые, вероятно, являются 
фрагментами фиброзной капсулы. В мышечной 
оболочке дермы и подкожной клетчатке отмеча-
ли большое количество тонкостенных сосудов. 
Между мышечной оболочкой дермы и подкож-
ной клетчаткой наблюдались участки компактно 

расположенных соединительных волокон со сла-
бой очаговой инфильтрацией мононуклеарными 
лейкоцитами. Во всех слоях дермы у животных 
определяли очаговую клеточную слабую преиму-
щественно лимфоцитарно-макрофагальную ин-
фильтрацию (рис. 4).

Данные микроскопической картины при гис-
тологическом исследовании образцов кожи  
с подлежащими мягкими тканями на 6-й нед. 
экспериментального исследования носили ха-
рактер, аналогичный выявленным изменениям  
у животных на предшествующем сроке исследо-
вания. При визуальном осмотре покровных тка-
ней участков экспериментального моделирования 
костных дефектов и их ортотопической рекон-
струкции костно-замещающими материалами  
у всех животных признаков местно развивающей-
ся воспалительной реакции выявлено не было. 
Послеоперационные рубцы у всех животных были 
состоятельны, толщиной до 0,2–0,3 см, плотной 
консистенции на всем протяжении. Целостность 
кожных покровов в области послеоперационного 
рубца была без нарушений и патологических из-
менений, бледно-розового цвета. Подкожная клет-
чатка в области послеоперационного рубца в виде 
равномерно распределенной жировой ткани свет-
ло-кремового цвета толщиной до 0,5 см без пато-
логических изменений.

Начиная со 2-й нед. у всех животных в облас-
ти моделированных костных дефектов и при их 
заполнении костно-замещающими материалами  
наблюдали незначительное утолщение кости.  

Рис. 4. Фрагмент кожи кролика линии NZW, 4-я нед. исследования: 
соединительная ткань с очагами слабой инфильтрации 
мононуклеарными лейкоцитами, с большим количеством мелких 
полнокровных сосудов. Окраска гематоксилином и эозином.  
Ув. ×100

Fig. 4. Skin fragment of a NZW rabbit in the 4th week of study.  
Connective tissue with foci of poor infiltration by mononuclear leucocytes 
with numerous small full-blooded vessels. Hematoxylin and eosin staining. 
Mag. ×100 

Рис. 3. Фрагмент кожи кролика линии NZW, 2-я нед. исследования: 
в просвете соединительнотканной капсулы сохранены фрагменты 
зрелой костной ткани имплантированных костных матриц; слабая 
инфильтрация стенок соединительнотканной капсулы макрофагами 
и мононуклеарными лейкоцитами; большое количество мелких 
полнокровных тонкостенных кровеносных сосудов между волокнами 
соединительной ткани. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. ×100

Fig. 3. Skin fragment of a NZW rabbit in the 2nd week of study.  
Fragments of trabecular bone tissue of implanted bone matrix are preserved 
in the space of connective tissue capsule; poor infiltration of connective 
tissue capsule walls by macrophages and mononuclear leucocytes; 
numerous small full-blooded thin-wall vessels between connective tissue 
fibers. Hematoxylin and eosin staining. Mag. ×100
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К 4-й нед. периода репарации наблюдали фор-
мирование костной мозоли, образованной зна-
чительной степени пористости костной тканью 
с последующим ее уплотнением к 6-й нед. иссле-
дования. При обзорной световой микроскопии 
гистологических образцов в 1-й группе исследова-
ния на 2-й нед. визуализировали дефекты костной 
ткани неправильной округлой формы, заполнен-
ные плотноволокнистой соединительной тканью, 
формирование «цепочек» остеобластов, очаговое 
формирование ретикулофиброзной ткани. Это со-
провождалось умеренным полнокровием сосудов 
с формированием незначительно выраженного 
периваскулярного отека, слабой клеточно-вос-
палительной инфильтрацией, преимуществен-
но лимфоцитарно-макрофагального характера  
(рис. 5 а). 

К 4-й нед. исследования отмечали компакти-
зацию субхондрально расположенных трабекул 
костной ткани и сохранение более рыхлого их рас-
положения в толще «костной мозоли»; образова-
ние первичных остеонов с первичными крупными 
гаверсовыми каналами; скопления незрелой кост-
ной ткани с большим количеством остеобластов 
на поверхности трабекул. Среди петель сформи-
рованной ретикулярной соединительной ткани 
и между волокнами грубоволокнистой соедини-
тельной ткани сохранялось большое количество 
кровеносных сосудов без признаков нарушения 
гемоциркуляции. Степень выраженности клеточ-
ной реакции соответствовала предыдущему сроку 
наблюдения. К 6-й нед. исследования происходи-
ло значительное уплотнение костной ткани в зоне 
моделированного дефекта за счет заполнения 
губчатой костью, тесно связанной с окружающей 
хрящевой тканью. В области внутренней поверх-
ности дефектов происходило дальнейшее образо-
вание правильно ориентированных компактных 
костных балок со скоплением остеобластов на по-
верхности трабекул, формирование лакун элемен-

тами костного мозга (рис. 5 b). Сохранялись оча-
ги слабо выраженной клеточно-воспалительной 
инфильтрации лимфоцитарно-макрфагального 
характера.

При световой микроскопии образцов костной 
ткани 2-й группы на 2-й нед. отмечали полное за-
полнение костного дефекта фрагментами костно-
замещающего материала и плотное прилегание 
фрагментов к собственной зрелой костной ткани 
в области внутренней поверхности зоны дефекта. 
Во все периоды исследования хорошо выраженная 
кортикальная пластинка и губчатая кость имели 
развитую архитектонику трабекул с пластинчатым 
строением и хорошо выраженными гаверсовыми 
каналами, формированием остеонов со слабо вы-
раженной структурой. На 2-й нед. исследования 
выявили значительное количество истонченных 
костных трабекул, хаотично расположенных с рас-
ширением межтрабекулярного пространства, за-
полненного большим количеством ретикулярных 
и грубоволокнистых соединительнотканных воло-
кон. Губчатое вещество костных балок представле-
но пластинчатой костной тканью с поверхностным 
формированием цепочек остеобластов (рис. 6 a). 

Помимо этого, определялась очаговая клеточ-
ная инфильтрация лимфоцитарно-макрофагаль-
ного характера. На 4-й нед. исследования фор-
мирование трабекул костной ткани сохранялось. 
Межбалочные пространства были заполнены ре-
тикулярной соединительной тканью с участками 
грубоволокнистой неоформленной соединитель-
ной ткани с сохранением большого количества 
кровеносных сосудов без признаков гемоциркуля-
торных нарушений.

Аналогичные изменения были выявлены и на 
6-й нед. исследования. При этом трабекулы губ-
чатой кости были представлены зрелой костной 
тканью с очаговыми отложениями остеоида и 
формированием цепочек из остеобластов на по-
верхности. Сохранялись участки дезорганизации 

Рис. 5. Фрагмент костной ткани бедренной кости кролика линии NZW, область костного дефекта:  
a — 2-я нед. исследования; b — 6-я нед. исследования. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. ×100

Fig. 5. Bone tissue fragment of the femur of a NZW rabbit, bone defect area:  
a — in the 2nd week of study; b — in the 6th week of study. Hematoxylin and eosin staining. Mag. ×100

а b
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использованного костного матрикса в участках 
локализации многоядерных гигантских клеток и 
сохранения клеточного макрофагального инфиль-
трата. В большей степени это было выражено в об-
ласти кортикальной пластинки. В сохраняющихся 
участках формирования ретикулярной соедини-
тельной ткани отмечали очаговое полнокровие со-
судов (рис. 6 b).

При визуализации гистологических образцов 
костной ткани 3-й группы выявили прогрессирую-
щие признаки репаративного остеогенеза с 2-й по 
6-ю нед. исследования, которые были выражены  
в большей степени в сравнении с аналогичны-
ми гистологическими проявлениями в соответ-
ствующие сроки исследования в образцах 1-й  
и 2-й групп.

К 6-й нед. исследования выявили формирова-
ние костной ткани, представленной кортикальной 
пластинкой с первичными широкими гаверсовы-
ми каналами, в области прилегания к стенке де-
фекта костной ткани (рис. 7). 

В вышерасположенных участках определяли от-
дельные очаги костного регенерата с фрагмента-
ми костнозамещающего материала, окруженного 
новообразованными костными балками с форми-
рованием на поверхности «цепочек» остеобластов 

и отложением остеоида. Новообразованная кост-
ная ткань полотно прилегала к участкам костно-
замещающего материала, местами образуя еди-
ную структуру с очагами резорбции костной ткани  
в участках локализации гигантских многоядерных 
клеток. Межбалочное пространство было запол-
нено стромальным компонентом костного мозга, 
преимущественно ретикулярными соединитель-
нотканными волокнами, неоформленными во-
локнами грубоволокнистой соединительной ткани  
с достаточным количеством сосудов без призна-
ков гемоциркуляторных нарушений. Помимо это-
го, сохранялись участки лимфоцитарно-макрофа-
гальной инфильтрации.

При морфометрическом исследовании образ-
цов костной ткани области моделирования костно-
го дефекта и его реконструкции разными костно-
замещающими материалами во всех группах было 
выявлено прогрессивное увеличение показателя 
численной плотности сосудов к 6-й нед. исследо-
вания, в том числе полнокровных. При этом в 3-й 
группе величина показателя численной плотности 
сосудов была больше на 2-й, 4-й и 6-й нед. иссле-
дования в 1,8; 2,3 и 1,5 раза соответственно, чем 
в образцах 1-й (контрольной) группы, и несколько 
больше, чем во 2-й группе (табл. 1).

Рис. 7. Фрагмент костной ткани бедренной кости кролика,  
область замещения костного дефекта тканеинженерной конструкцией 
на основе депротеинизированной губчатой костной ткани  
и стромально-васкулярной фракции жировой ткани,  
6-я нед. исследования. Окраска гематоксилином и эозином.  
Ув. ×100

Fig. 7. Bone tissue fragment of rabbit femur, area of bone defect  
replacement with tissue-engineered construct based on deproteinized 
cancellous bone tissue and adipose tissue-derived stromal vascular fraction 
in the 6th week of study. Hematoxylin and eosin staining.  
Mag. ×100

Рис. 6. Фрагмент костной ткани бедренной кости кролика, область замещения костного дефекта 
депротеинизированной губчатой костной тканью: 
a — 2-я нед. исследования; b — 6-я нед. исследования. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. ×100

Fig. 6. Bone tissue fragment of rabbit femur, area of bone defect replacement with deproteinized cancellous bone tissue: 
a — in the 2nd week of study; b — in the 6th week of study. Hematoxylin and eosin staining. Mag. ×100

bа
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При оценке показателя объемной плотности 
коллагеновых соединительнотканных волокон  
в образцах исследования 3-й группы выявили 
его динамическое увеличение на 36% со 2-й по 
6-ю нед. При этом величина данного показате-
ля уже на 2-й нед. исследования была больше на 
25%, чем в образцах 1-й группы, однако на 6-й 
нед. отмечали ее незначительное уменьшение.  
При этом во все сроки исследования величина 
данного параметра была незначительно больше, 
чем в образцах 2-й группы. Это сопровождалось 
незначительным прогрессирующим увеличением 
показателя объемной плотности аргирофильных 
волокон в образцах 3-й группы и его некоторым 
преобладанием над величиной данного параме-
тра во 2-й группе на 2-й и 4-й нед. исследования. 
К 6-й нед. разница в величинах данного показа-
теля невелировалась. Прогрессирующее увеличе-
ние показателя объемной плотности аргирофиль-
ных волокон в образцах 1-й и 2-й групп выявили  
с 2-й по 6-ю нед. (в 2 раза). При этом объемная 
плотность аргирофильных волокон в 1-й группе 
исследования на 6-й нед. была больше на 28Vv%  
в сравнении с величиной аналогичного показате-
ля во 2-й и 3-й группах.

Величина объемной плотности новообразован-
ной костной ткани прогрессивно увеличивалась  
с 2-й по 6-ю нед.: в 1-й группе — в 1,6 раза, во 2-й 
группе — в 2,2 раза и в 3-й группе — в 1,7 раза. При 
этом во все периоды наблюдения объемная плот-
ность новообразованной костной ткани в 3-й груп-
пе была статистически значимо больше, чем в 1-й 
группе, примерно в 2 раза. Объемная плотность 
зрелой костной ткани в образцах исследования 
увеличивалась с 2-й по 6-ю нед. во всех группах. 
При этом величины данного показателя в 2-й и 3-й 
группах были больше, чем в 1-й группе, во все сро-
ки наблюдения.

ОбСУждение

Выбор кролика в качестве модели животного 
для настоящего исследования обоснован анало-
гичным типом репаративного остеогенеза по га-
версовому типу у данного вида млекопитающих и 
человека [15]. Это позволяет экстраполировать ре-
зультаты данного исследования на человека. 

Выбор в качестве костной матрицы депротеи-
низированной губчатой костной ткани резециро-
ванной головки бедренной кости человека обосно-
ван данными научной литературы и результатами 
собственных ранее проведенных исследований, 
которые выявили свойства данного материала, 
позволяющие использовать его в качестве само-
стоятельного костнозамещающего материала и 
рассматривать в качестве костной матрицы для 
создания эффективных тканеинженерных кон-
струкций [16, 17] (рис. 8). 

Рис. 8. Механизмы воздействия костнопластического 
материала на процессы регенерации кости
Fig. 8. Mechanisms of osteoplastic material impact  
on bone regeneration processes

В случае использования конструкции на базе 
депротеинизированной костной матрицы с со-
держанием аутологичного материала, способного 
воздействовать на регенерацию костной ткани, 
происходит включение всех четырех процессов 
регенерации костной ткани: остеобластического, 
остеоиндуктивного, остеокондуктивного и стиму-
лированного остеогенеза.

Несмотря на то, что в нашем исследовании ис-
пользованные костные матрицы в отношении вы-
бранной модели животных (кролик) являются ксе-
ногенными, начиная со 2-й нед. выявили отсутствие 
макро- и микроскопических морфологических при-
знаков формирования местной воспалительной ре-
акции мягких тканей и отторжения костных матриц 
в участках их гетеротопической имплантации в 2-й 
и 3-й группах. Это обусловлено соответствующими 
свойствами использованных костных матриц — фи-
зико-химическими и биологическими, удовлетво-
ряющими характеристикам окружающих тканей  
в участках имплантации, что, в свою очередь, опре-
деляется способом и степенью очистки губчатой 
костной ткани от антигенных структур [18, 19, 20]. 

Полученные результаты свидетельствуют об от-
сутствии токсического действия выбранного мате-
риала в отношении живых клеток и тканей in vivo 
и иммунной реакции макроорганизма. Это позво-
лило использовать его в качестве костных матриц 
для разработки тканеинженерных конструкций  
и дальнейшего изучения их эффективности. 

В качестве биологически активного компонен-
та для создания тканеинженерной конструкции на 
основе депротеинизированной губчатой костной 
матрицы была выбрана стромально-васкулярная 
фракция жировой ткани, выделенная и обрабо-
танная по стандартной методике, что позволяет 
исключить проведение дополнительной экспери-
ментальной количественной оценки клеточного 

остеобластический 
остеогенез

остеоиндуктивный 
остеогенез

остеокондуктивный 
остеогенез

стимулированный
остеогенез

аутокость
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синтетические 
кпм

композиционные 
кпм



ТеореТические и эксперименТальные исследования / TheoreTical and experimenTal sTudies

ТравмаТология и орТопедия россии / TraumaTology and orThopedics of russia2023;29(1)56

состава полученной фракции [13, 14, 21]. Это обо-
сновано клеточным составом фракции и свойства-
ми самих клеток — стволовые клетки жировой 
ткани, эндотелиальные и гладкомышечные клетки 
кровеносных сосудов и их предшественники, фи-
бробласты, макрофаги, Т-лимфоциты, перициты 
и другие клетки, обусловливающие выраженный 
регенераторный потенциал, выраженное противо-
воспалительное действие и иммунорегуляторную 
активность. Также факторы стромально-васкуляр-
ной фракции стимулируют образование сосуди-
стой сети, что способствует регенерации костной 
ткани [22, 23, 24, 25].

Разработка новых методов активации репара-
тивного остеогенеза с помощью разных костно-
замещающих материалов требует объективных 
данных о безопасности и эффективности исполь-
зуемых материалов [26]. Получить объективные и 
достоверные данные о состоянии репаративного 
остеогенеза можно с помощью микроскопического 
исследования гистологических образцов костной 
ткани. Гистологическое исследование позволяет 
оценить клеточные и тканевые реакции, форми-
рующиеся в ответ на разного рода патологические 
воздействия, и определить степень выраженности 
репаративной регенерации костной ткани — клю-
чевое звено в исследованиях по поиску эффектив-
ных и безопасных костнозамещающих материалов 
и разработке на их основе тканеинженерных кон-
струкций для травматологии и ортопедии.

Современные методы обработки фрагментов 
костной ткани позволяют получить гистологические 
препараты костных регенератов хорошего качества. 
Важную роль при оценке состояния костной ткани 
играет гистологическая окраска. Использование ру-
тинного окрашивания гематоксилином и эозином 
позволяет оценить качество гистологических сре-
зов, провести обзорную оценку гистологических 
критериев изучаемого процесса. Для уточнения 
полученной информации о характере выявленных 
процессов в костном регенерате в работе исполь-
зовали дополнительные гистохимические методы  
окраски — по Ван Гизону, импрегнация серебром.

Для осуществления морфметрического иссле-
дования важным является также качество окра-
шивания образцов, так как это напрямую влияет 
на получение достоверных, статистически обо-
снованных результатов исследований. Разработка 
новых костнозамещающих продуктов на основе,  
в частности, депротеинизированной губчатой 
костной матрицы, невозможна без проведения 
морфометрической оценки гистологических кри-
териев биологической безопасности используемо-
го материала и его способности эффективно акти-
вировать репаративный остеогенез. В настоящее 
время отсутствует четкая система морфометрии, 
адаптированная для костной ткани. Необходимым 

является исследование как фрагментов самого 
костного регенерата, так и структурных компонен-
тов костнозамещающего материала, помещенного  
в костный дефект, так как он обусловливает реали-
зацию, в большей или меньшей степени выражен-
ности, каскада специфических реакций на введе-
ние данного агента, исходя из его свойств [27]. 

В нашем исследовании была проведена морфо-
логическая и морфометрическая оценка костных 
регенератов после имплантации костнозамеща-
ющих материалов на основе костной матрицы из 
депротеинизированной губчатой костной ткани 
резецированной головки бедренной кости чело-
века и аналогичной костной матрицы с добавле-
нием стромально-васкулярной фракции жировой 
ткани. С целью комплексной оценки биологи-
ческих (остеокондуктивных, остеоиндуктивных, 
остеогенных) свойств костнозамещающих ма-
териалов осуществляли подсчет относительно-
го объема «зрелой» и новообразованной костной 
ткани. Динамика изменения показателя объемной 
плотности «зрелой» костной ткани была аналогич-
ной показателю объемной плотности «незрелой» 
костной ткани в гистологических образцах при 
имплантации костнозамещающих материалов. 
Минимальным показатель объемной плотности 
новообразованной и «зрелой» костной ткани был в 
гистологических образцах без замещения костных 
дефектов. Помимо этого, выявили склонность к 
формированию грубоволокнистой соединительной 
ткани на поверхности костного регенерата и внутри 
него в случаях заполнения костного дефекта депро-
теинизированной костной матрицей и при ее соче-
танном использовании с SVF. Выраженное форми-
рование грубоволокнистой соединительной ткани, 
локализованной преимущественно над поверхно-
стью регенерата, выявили при отсутствии заме-
щения костного дефекта. Это сопровождалось тем, 
что объемная плотность аргирофильных соедини-
тельнотканных волокон преобладала над показа-
телем объемной плотности коллагеновых волокон 
во все периоды исследования. Также преобладание 
аргирофильных волокон при самопроизвольном 
заживлении костного дефекта над показателями  
в образцах костной ткани при замещении костных 
дефектов выбранными костнозамещающими ма-
териалами могут быть косвенным признаком на-
рушения дифференцировки соединительной ткани 
в области самопроизвольного заживления костного 
дефекта и причиной формирования осложнений, 
таких как ложный сустав.

Вероятно, формирование выявленных структур-
ных изменений обусловлено, в том числе, влиянием 
про- и противовоспалительной активности клеток  
в составе лимфоцитарно-макрофагального клеточ-
ного инфильтрата в ответ на инородное тело при 
реконструкции костных дефектов, что может слу-
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жить активатором процесса ремоделирования кост-
ной ткани. Динамику репаративного остеогенеза  
и ремоделирование костной ткани в данной экспе-
риментальной работе оценивали в гистологических 
образцах костной ткани трех временных точек ис-
следования. Принимая во внимание непродолжи-
тельный период исследования, выявленные струк-
турные изменения свидетельствуют о преобладании 
процессов репарации костной ткани в области ее 
дефектов над процессами резорбции и ремоделиро-
вания, что в большей степени выражено при исполь-
зовании костнозамещающих материалов.

Cравнительный анализ репаративных про-
цессов при использовании костной матрицы из 
депротеинизированой губчатой костной ткани 
человека и при ее сочетании с SVF на эксперимен-
тальной модели in vivo выявил, что использование 
указанных костнозамещающих материалов спо-
собствует не только ранней активации репаратив-
ной регенерации основных структурных элемен-
тов костной ткани в месте замещения костного 
дефекта, но и их своевременной дифференциров-
ке. Это обусловливает восстановление структур-
но-функциональной состоятельной костной ткани  
в месте повреждения, не вызывая развития выра-
женного реактивного воспаления. Использование 
тканеинженерной конструкции в составе c SVF на 
депротеинизированной костной матрице позво-
ляет задействовать все механизмы регенерации 
и ускорить процесс замещения костного дефекта 
по сравнению с изолированным использованием 
костной матрицы или без заполнения дефекта. 
Действие выбранной тканеинженерной конструк-

ции с сочетанным влиянием нескольких факторов 
в ее составе оказалось более эффективным в от-
ношении активации регенерации костной ткани. 
Следовательно, это подтверждает возможность 
использования костной матрицы на основе депро-
теинизированной губчатой костной ткани для соз-
дания тканеинженерных конструкций.

Ограничения исследования

Ограничением настоящего исследования по-
служило использование стромально-васкулярной 
фракции аутологичной жировой ткани в каче-
стве компонента при создании тканеинженерной 
конструкции, несмотря на многообразие субстра-
тов, потенциально воздействующих на процессы 
остеогенеза.

ЗАКЛЮЧение

По результатам макро- и микроскопической 
оценки тканей области гетеротопической и орто-
топической имплантации депротеинизированных 
костных матриц отсутствовали признаки воспа-
ления и деструктивных изменений в тканях, что 
является признаком биологической безопасности  
в отношении живых тканей.

Использование сочетания SVF с депротеи-
низированной костной матрицей для создания 
тканеинженерной конструкции позволяет задей-
ствовать несколько механизмов регенерации и 
ускорить процесс замещения костного дефекта по 
сравнению с изолированным использованием де-
протеинизированной костной матрицы и без ре-
конструкции костного дефекта.
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