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Роль визначення клоногенної активності стромальних 
стовбурових клітин кісткового мозку у хворих  
на асептичний некроз головки стегнової кістки

Л. М. Панченко, О. Є. Ніршберг
ДУ «Інститут травматології та ортопедії НАМН України», Київ

Сегодня чрезвычайно актуальной является проблема выбора 
лечебной тактики для больных с асептическим некрозом голов-
ки бедренной кости (АНГБК). На чем следует сосредоточить 
основные усилия: на органосохраняющих хирургических вмеша-
тельствах либо на усовершенствовании техники тотального 
эндопротезирования тазобедренного сустава? В значительной 
степени в решении этой проблемы может помочь определение 
регенераторного потенциала костной ткани путем культи-
вирования колониеобразующих единиц фибробластов (КОЕф). 
Цель: получение данных для разработки дифференцированного 
подхода к лечебной тактике путем исследования клоногенной 
активности стволовых стромальных клеток костного мозга 
больных с АНГБК. Методы: материалом для исследования 
стали образцы спонгиозной костной ткани из головки бедренной 
кости 26 больных с АНГБК на разных стадиях заболевания. 
Выращено 36 культур стромальных фибробластов. Оценивали 
такие показатели, как общее количество ядросодержащих 
клеток, количество стволовых стромальных клеток — КОЕФ 
костного мозга в 1 см3 и эффективность их клонирования среди 
105 ядросодержащих клеток. Результаты: было установле-
но, что по мере прогрессирования заболевания достаточно 
быстро утрачивается способность стволовых стромальных 
клеток костного мозга к обеспечению восстановительных 
реакций в костной ткани. Согласно результатам проведенных 
исследований, наиболее существенное негативное влияние на 
пролиферацию и дифференциацию стволовых стромальных 
клеток костного мозга проксимального отдела бедренной 
кости у больных с АНГБК имеют такие факторы, как злоупо-
требление алкогольными напитками и контакт с токсическими 
соединениями. Выводы: АНГБК является одним из наиболее 
критических заболеваний среди патологии тазобедренного 
сустава по показателю угнетения потенциальной способ-
ности костной ткани к ремоделированию и восстановлению. 
Регенераторный потенциал костной ткани у больных с АНГБК 
значительно выше на ранних стадиях заболевания. Ключевые 
слова: асептический некроз, стволовые стромальные клетки, 
клоногенная активность.
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A problem of choice of medical tactic for patients with avascular 
necrosis of the femoral head (ANFH) is extremely topical. It is 
very important to focus ones main efforts on either organ salvage 
surgical interventions or on improvement of a technique for total 
hip replacement. Largely as a solution to this problem designation  
of regenerative potential of bone tissue by culturing fibroblast 
colony-forming units (CFU-F) can help. Objective: To obtain data 
for the development of a differentiated approach to the treatment 
strategy by examining the clonogenic activity of stem bone marrow 
stromal cells in patients with ANFH. Methods: As a material for 
this study were samples of cancellous bone of the femoral head 
in 26 patients with ANFH at different stages of the disease. There 
were grown 36 cultures of stromal fibroblasts. We have estimated 
such parameters as total number of nucleated cells, the number of 
stem stromal cells - colony-forming units of fibroblast in the bone 
marrow of 1 cm3 and the effectiveness of their cloning among 105 
nucleated cells. Results: It was found that as the disease progresses 
the ability to stem bone marrow stromal cells to ensure the reduc-
tion reactions in bone tissue loose quite rapidly. According to the 
results of the research the most significant negative effect on the 
proliferation and differentiation of stem bone marrow stromal cells 
of the proximal femur in patients with ANFH are such factors as 
alcohol abuse and exposure to toxic compounds. Conclusions: 
ANFH is one of the most critical diseases of the hip joint pathology 
in terms of oppression of the potential ability of bone remodeling 
and restoration. The regenerative potential of bone in patients with 
ANFH is significantly higher in the early stages of the disease. Key 
words: avascular necrosis, stem cells, clonogenic activity.
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Вступ
Асептичний некроз головки стегнової кістки 

(АНГСК) — це важке дегенеративне захворювання 
кульшового суглоба з несприятливим прогнозом, 
яке характеризується некротизацією субхондраль-
ної ділянки кісткової тканини головки стегнової 
кістки (ГСК), обумовленою судинною патологією, 
та поступовою патологічною перебудовою всього 
суглоба [10].

Загальна захворюваність на АНГСК у світі стано-
вить приблизно 1 випадок на 10 000 населення [10].

Сьогодні надзвичайно актуальною є проблема 
принципового вибору діагностично-лікувальної 
тактики для хворих на АНГСК. Постає питання: на 
чому варто зосередити головні зусилля — на ранній 
діагностиці (навіть на скринінгу серед груп ризику) 
з подальшим органозберігаючим хірургічним втру-
чанням, поєднаним із комплексом консервативного 
лікування, чи на вдосконаленні техніки тотального 
ендопротезування кульшового суглоба, покращенні 
витривалості компонентів ендопротеза та системи 
реабілітації хворих після імплантації штучного 
суглоба [4, 10]?

Певним чином у розв’язанні цього питання 
може допомогти визначення колонієутворюючої 
активності (КУА) остеогенних клітин-попередників 
кісткового мозку, виділених із спонгіозної кісткової 
тканини ураженої ділянки ГСК. Цей показник відо-
бражає регенераторний потенціал кісткової тканини 
у відповідному сегменті, при чому як у самому 
патологічному вогнищі, так і у візуально інтактній 
(реактивній) зоні цього ж сегменту [5, 12].

Вивчення поліпотентних клітин розпочалося 
на початку XX ст., але гіпотеза про існування по-
ліпотентних клітин в організмі, зокрема в кістковій 
системі дорослої людини, була підтверджена лише  
у 70–80-і роки [8]. Методика культивування коло-
нієутворюючих одиниць фібробластів (КУОф) 
кісткового мозку існує понад 20 років. За цей час 
опубліковані результати досліджень КУА на матеріа-
лі собак та людей [1]. Цей метод має велике значення 
для обґрунтування кісткової авто- та алопластики, 
вибору ділянки-донора з отриманням найбільш 
життєздатного трансплантату. У процесі культураль-
них досліджень виділено два пула клітин: так звані 
комітовані, які швидко гинуть, і стовбурові стро-
мальні клітини (ССК). Тільки останні виживають  
у позбавленому кровопостачання трансплантаті  
і відповідають за всі фази остео-, фібро- і хондроге-
незу в дорослому організмі [1, 7, 8, 11].

Саме вивчення активності колонієутворюючої 
функції цих клітин дає змогу оцінити потенціал 
ремоделювання ураженої кісткової тканини за різ-

них захворювань опорно-рухової системи, зокрема 
АНГСК [2, 3, 6, 9].

Мета дослідження: покращити результати ліку-
вання хворих на АНГСК, отримати дані для розроб- 
лення диференційованого підходу до лікувальної 
тактики цієї групи хворих та прогнозування пере-
бігу захворювання шляхом дослідження показників 
клоногенної активності стовбурових стромальних 
клітин кісткового мозку хворих на АНГСК.

Матеріал та методи
Дослідження виконували в атестованій лабо-

раторії за сертифікованими і стандартизованими 
методиками (свідоцтво про атестацію № ПТ-374/11 
від 10.10.2011). Клонування ССК кісткового мозку 
проводили за методикою О. Я. Фріденштейна [8] 
в модифікації В. С. Астахової [1] за допомогою 
середовища з фідером (матриксом із летально 
опромінених, не здатних до росту клітин кісткового 
мозку кролика).

Матеріалом для дослідження стали зразки спон- 
гіозної кісткової тканини з ГСК 26 хворих (23 чоло-
віки та 3 жінки) на АНГСК з різним домінантним 
етіологічним чинником та на різних стадіях захво-
рювання. Середній вік хворих склав (49,42 ± 1,7) 
років. Відібрано зразки з візуально інтактної (реак-
тивної) зони та ураженої ділянки ГСК під час ви-
конання тотального ендопротезування кульшового 
суглоба (ТЕП) — 23 випадки, а також спонгіозну 
кісткову субстанцію під час проведення тунелізації 
ГСК — 3 випадки. З цих зразків після проведення 
замірів об’ємів шляхом механічного подрібнення 
та відмивання на магнітній мішалці отримували 
суспензії клітин кісткового мозку. За допомогою 
камери Горяєва визначали кількість ядровмісних 
клітин в 1 мл кожної суспензії, розраховували і про-
водили посадку клітин у чашки Петрі. Клонування 
виконували за стандартних умов протягом 14 діб без 
зміни культурального середовища в чашках Петрі 
при 37 ºС у газовій суміші з 5 % вмістом СО2 в ат-
мосферному повітрі з використанням летально опро-
мінених клітин кісткового мозку кроля як фідера.

Із 23 зразків інтактної та ураженої некрозом 
спонгіозної кісткової тканини вирощено 30 культур 
стромальних фібробластів. Із трьох зразків спонгі-
озної тканини, отриманих під час тунелізації ГСК, 
вирощено 6 культур стромальних фібробластів.

За такими показниками, як загальна кількість 
ядровмісних клітин, кількість ССК — КУОф кіст-
кового мозку в 1 см3 та ефективність їх клонування 
серед 105 ядровмісних клітин оцінювали остеогенну 
активність ССК кісткового мозку ГСК, ураженої 
асептичним некрозом.
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Ефективність клонування КУОф кісткового 
мозку визначали за формулою:

                                                               ,                          (1)

де К — кількість колоній, які виросли в чашці Петрі 
105; N — кількість клітин, посаджених в чашку Петрі.

Кількість КУОф в 1 см3 визначали за формулою:

                                                              ,                   (2)

де К — кількість колоній, які виросли у чашці; n —  
кількість клітин, які вимито зі зразка спонгіозної 
кістки; N — кількість посаджених клітин; V — 
об’єм зразка спонгіозної кістки.

Розрахунки проводили в кожному досліді та в се-
редньому у групі. Статистичну обробку отриманого 
матеріалу виконували за допомогою пакета програм 
Statistica 6.0. Середні величини представлені як 
M ± m, де M — середнє значення показника, m —  
стандартна похибка середнього значення. Усіх хво-
рих обстежували анамнестично, клінічно, рентге-
нологічно. Кожному пацієнту проведено МРТ обох 
кульшових суглобів.

Результати та їх обговорення
Результати дослідження показників остеогенної 

активності ССК кісткового мозку ГСК хворих на 
АНГСК представлені в табл. 1.

Як видно з проведених досліджень, з візуаль-
но ураженої некрозом ділянки відсутність росту 
колоній стромальних фібробластів кісткового 
мозку зареєстровано у 27 (90 %) випадках (табл. 1, 
рис. 1, а), а позитивний результат (ріст колоній) 
отримано лише в 3 (10 %) випадках. Навпаки ріст 
колоній ССК кісткового мозку з інтактної ділянки 
(реактивної зони) зафіксований у вдвічі більшій 
кількості чашок — 6 (20 %) випадків з 30 (табл. 1, 
рис. 1, б). Як бачимо з табл. 1, виявлена суттєва від-
мінність параметрів усіх досліджуваних показників 
з осередку некрозу порівняно з візуально інтактною 
ділянкою (реактивною зоною). За загальною кіль-
кістю ядровмісних клітин в 1 см³ різниця у 3,7 раза, 
за кількістю КУОф в одиниці об’єму спонгіозної 

VN
nK

=смвКУОф
⋅
⋅31  

тканини — у 29,7 разів, а за ефективністю їх кло-
нування серед 105 ядровмісних клітин кісткового 
мозку — більше ніж у 8 разів на користь неураженої 
ad oculus спонгіозної тканини з ГСК. Однак слід 
зауважити, що відмінність останнього показника 
не є статистично вірогідною.

З метою з’ясування здатності ССК кісткового 
мозку ГСК до забезпечення процесів ремоделю-
вання кісткової тканини на різних стадіях АНГСК 
вивчено та проведено порівняльний аналіз головних 
показників клоногенної активності ССК у групах 
хворих, котрим виконано ТЕП (пізні стадії захворю-
вання) та декомпресивну тунелізацію ГСК на ранніх 
стадіях захворювання (табл. 2). Середній термін від 
початку захворювання до хірургічного втручання  
в пацієнтів, яким виконували тунелізацію, стано-
вить 3 міс., а у тих, яким проведено ендопротезу-
вання кульшового суглоба — (51,4 ± 7,9) міс. (від 
6 міс. до 14 років), тобто понад 4 роки.

Як видно з табл. 2, статистично вірогідні показ-
ники регенераторного потенціалу кісткової ткани-
ни, які досліджували на етапі виконання тунелізації 
як органозберігаючого хірургічного лікування,  
в рази вищі за такі ж показники, оцінені на пізніших 
стадіях перебігу АНГСК після проведення ендо-
протезування. Кількість КУОф в 1 см³ спонгіозної 
кісткової тканини виявилася більшою в 26 разів,  
а ефективність їх клонування серед 105 ядровмісних 
клітин кісткового мозку — у 15 разів на початкових 
стадіях захворювання (табл. 2, рис. 2).

Отже, з прогресуванням хвороби досить швид-
ко і, що найважливіше, незворотньо втрачається 
здатність ССК кісткового мозку до забезпечення 
відновних реакцій у кістковій тканині, зокрема до 
ремоделювання.

Для підтвердження значного зниження репа-
ративних процесів у кістковій тканині за АНГСК, 
ми порівняли отримані результати з показниками 
клоногенної активності остеогенних клітин-попере-
дників кісткового мозку ГСК за інших дегенератив-
но-дистрофічних захворювань кульшового суглобу, 
взятих із попередніх власних досліджень (табл. 3).

510⋅
N
K

=ЕКУОф
 

Ділянка вилучення матеріалу Загальна кількість ядровмісних 
клітин в 1 см³ ×107

Кількість КУОф
в 1 см³ спонгіози ×104

Ефективність клонування КУОф 
серед 105 ядровмісних клітин 

кісткового мозку
Візуально уражена ділянка 
(осередок некрозу), n = 30 0,16 ± 0,04 0,00011 ± 0,000001 0,07 ± 0,04

Візуально інтактна ділянка
(реактивна зона), n =30 0,59 ± 0,22 0,00322 ± 0,00153 0,57 ± 0,49

Середні значення показника 0,37 ± 0,11
n = 60

0,00166 ± 0,00079
n = 60

0,32 ± 0,25
n = 60

 

Таблиця 1
Показники остеогенної активності ССК кісткового мозку головки стегнової кістки хворих на АНГСК
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Як бачимо з табл. 3, АНГСК характеризується 
найнижчою клоногенною активністю ССК кіст-
кового мозку порівняно з ідіопатичним і навіть 
диспластичним коксартрозом. За одним тільки по-
казником функціональної активності — ефективніс-
тю клонування остеогенних клітин-попередників 
кісткового мозку — у разі АНГСК показник нижчий 
у 14 разів порівняно з диспластичним, і більше ніж 
у 60 разів порівняно з ідіопатичним коксартрозом.

Однією з найважливіших частин цієї роботи 
було дослідження показників клоногенної актив-
ності ССК кісткового мозку в групах хворих з різ-
ними домінантним етіологічним чинником (табл. 4, 
рис. 3), тривалістю захворювання (табл. 5, рис. 4), 
віком (табл. 6, рис. 5).

Рис. 1. Мікроскопічне зображення ССК кісткового мозку у хворих на АНГСК, культивованих in vitro: а) поодинокий стромальний 
фібробласт із осередку некрозу, що не утворює колонії; б) скупчення стромальних фібробластів із реактивної зони; в) колонія 
ССК зі спонгіози пацієнта (тривалість захворювання до 1 року); г) одношарова колонія стромальних фібробластів зі спонгіози 
хворого на АНГСК (тривалість захворювання понад 3 роки). Забарвлення за Романовським-Гімзе. Зб. 400

Рис. 2. Діаграма показників клоногенної активності ССК 
кісткового мозку проксимального епіметафіза стегнової кістки 
у хворих на АНГСК на різних стадіях патологічного процесу
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0,37 ± 0,11
n = 60

0,00166 ± 0,00079
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Таблиця 2
Показники клоногенної активності ССК кісткового мозку проксимального епіметафізу стегнової кістки  

у хворих на АНГСК на різних стадіях патологічного процесу

В анамнезі життя хворих на АНГСК є інформа-
ція про зловживання алкоголем та наркотичними 
речовинами, контакт з токсичними хімічними  

а б

в г
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сполуками, лікування стероїдними гормонами 
ревматологічної патології, шкірних хвороб та 
бронхіальної астми, дегенеративно-дистрофічне 
ураження поперекового відділу хребта і фізичне 
перевантаження опорно-рухової системи.

За результатами проведених досліджень (табл. 4), 
найбільш суттєвий негативний вплив на проліфера-
цію і диференціювання ССК кісткового мозку про-
ксимального епіметафіза стегнової кістки у хворих 
на АНГСК чинять надмірне вживання алкоголю  
і контакт з токсичними сполуками. Лікування сте-
роїдними гормонами супутніх хвороб та патологія 
поперекового відділу хребта також призводять до ви-
раженого зниження параметрів якісних і кількісних 
показників клоногенної активності ССК кісткового 

мозку. Найменш пригнічена здатність до ремоде-
лювання кісткової тканини виявлена в пацієнтів  
із АНГСК, який розвинувся на тлі фізичного пере-
вантаження опорно-рухової системи.

У результаті проведених досліджень (табл. 5, 
рис. 4) виявлена обернено пропорційна залежність 
між параметрами показників остеогенної активності 
ССК кісткового мозку та тривалістю хвороби. А са- 
ме, зі збільшенням терміну захворювання до 3 років 
вірогідно знижується загальна кількість ядро-вміс-
них клітин в одиниці об’єму у 2,9 раза, ефективність 
клонування КУОф серед 105 ядровмісних клітин у 20 
разів, а кількість КУОф в 1 см³ спонгіозної кісткової 
тканини — у 140 разів порівняно з тривалістю пато-
логічного процесу до одного року (рис. 1, в).

Таблиця 3
Показники остеогенної активності ССК кісткового мозку головки стегнової кістки хворих на АНГСК,  

диспластичний та ідіопатичний коксартроз

Нозологічна одиниця Загальна кількість ядровмісних 
клітин в 1 см³ ×107

Кількість КУОф в 1 см³
спонгіози ×104

Ефективність клонування КУОф 
серед 105 ядровмісних клітин 

кісткового мозку

АНГСК 0,37 ± 0,11
n = 60

0,00166 ± 0,00079
n = 60

0,32 ± 0,25
n = 60

Диспластичний коксартроз 2,61 ± 0,56
n = 30

0,2548 ± 0,0909
n = 25

4,65 ± 1,29
n = 25

Ідіопатичний коксартроз 3,45 ± 0,58
n = 66

0,3753 ± 0,0922
n = 60

19,77 ± 11,97
n = 60

 Таблиця 4
Показники остеогенної активності ССК кісткового мозку головки стегнової кістки хворих на АНГСК  

залежно від домінантного етіологічного фактора

Етіологічний чинник Загальна кількість ядровмісних 
клітин в 1 см³ ×107

Кількість КУОф в 1 см³ 
спонгіози × 104

Ефективність клонування КУОф 
серед 105 ядровмісних клітин 

кісткового мозку

Зловживання алкоголем 0,06 ± 0,02
n = 2

0
n = 2

0
n = 2

Контакт з токсичними
речовинами

0,06 ± 0,02
n = 6

0
n = 6

0
n = 6

Лікування гормонами 0,33 ± 0,14
n = 6

0,00017 ± 0,00017
n = 6

0,1 ± 0,1
n = 6

Патологія хребта 0,20 ± 0,05
n = 10

0,00023 ± 0,00017
n = 10

0,15 ± 0,13
n = 10

Фізичне перевантаження 0,33±0,18
n = 9

0,02303 ± 0,02058
n = 9

3,04 ± 1,92
n = 9

 

Рис. 3. Діаграма залежності показників остеогенної активності 
ССК кісткового мозку головки стегнової кістки хворих на 
АНГСК від домінантного етіологічного фактора

Рис. 4. Діаграма залежності показників остеогенної активності 
ССК кісткового мозку проксимального епіметафіза стегнової 
кістки хворих на АНГСК від тривалості захворювання
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Досліджувані показники в групі хворих на 
АНГСК з перебігом захворювання понад 3 роки 
доводять незворотну втрату ССК кісткового мозку 
здатності до перебудови і відновлення (рис. 1, г).

Як видно з табл. 6, в результаті порівняння вияв-
лена залежність показників остеогенної активності 
ССК кісткового мозку за АНГСК від віку хворих. 
Так, чим менший вік пацієнтів у групах спостере-
жень (молодших 45 років, від 46 до 54 і понад 55 
років), тим вищі кількісні та якісні характерис-
тики стромальних фібробластів кісткового мозку. 
Необхідно зауважити, що саме така спрямованість 
залежності стовбурових стромальних клітин кістко-
вого мозку до ремоделювання кістки від віку хворих 
притаманна майже для всіх дегенеративно-дис-
трофічних захворювань опорно-рухової системи.

Висновки
У реактивній (перехідній) зоні навколо осередку 

некрозу зберігається здатність кісткової тканини 

до ремоделювання, про що свідчать показники 
клоногенної активності ССК кісткового мозку, на 
відміну від самого осередку некрозу, де така ак-
тивність відсутня або мінімальна. Отже, перехідна 
зона ймовірно може як некротизуватись, так і збе-
рігати свою структуру і життєздатність залежно від 
ефективності та своєчасності органозберігаючого 
комплексного лікування.

Регенераторний потенціал кісткової тканини  
у хворих на АНГСК значно вищий на ранніх стадіях 
захворювання.

АНГСК є одним із найкритичніших захворювань 
серед дегенеративної патології кульшового суглоба 
щодо пригнічення здатності кісткової тканини до 
ремоделювання та відновлення.

АНГСК, який виник на фоні зловживання алкого-
лем та контакту з токсичними сполуками, перебігає  
з найбільш вираженим пригніченням регенератор-
них процесів у ГСК, а відтак може характеризува-
тися важкішим та агресивнішим перебігом. Відпо-
відно, асептичний некроз, який розвинувся на тлі 
суттєвого фізичного перевантаження кістково-су-
глобової системи, характеризується значно меншим 
пригніченням клоногенної активності стовбурових 
клітин кісткового мозку і, ймовірно, повільнішим та 
менш агресивним перебігом.

Зі збільшенням терміну захворювання значніше 
знижується регенераторний потенціал кісткової 
тканини в зоні ураження і, ймовірно, слід очікувати 
гірші результати лікування.

Для молодих пацієнтів притаманні вищі кло-
ногенна активність і здатність до ремоделювання 

Таблиця 5
Вплив тривалості захворювання на показники остеогенної активності ССК кісткового мозку  

проксимального епіметафіза стегнової кістки хворих на АНГСК

Таблиця 6
Залежність показників остеогенної активності ССК кісткового мозку за АНГСК від віку пацієнтів

Рис. 5. Діаграма залежності показників остеогенної активності 
ССК кісткового мозку за АНГСК від віку пацієнтів
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кісткової тканини в зоні ураження, ніж для пацієн-
тів старших вікових груп.
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