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Введение
Проблеме лечения посттравматической дис-

регенерации костей посвящено значительное 
количество работ, в которых рассматриваются как 
хирургические, так и нехирургические методы 
стимуляции репаративного остеогенеза. Однако, 
несмотря на достаточно высокий процент успеш-
ного лечения больных с нарушением процессов 
консолидации костных отломков, у 4,8–15,4% по-
страдавших достичь положительных результатов не 
удается [3, 9, 19, 22]. Наибольшие трудности при 
лечении нарушений остеорепарации возникают 
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Представлено дані вивчення стану клітинних дже-
рел остерепарації у випадку травм низької і високої 
інтенсивності. Показано, що за умов низькоенер-
гетичних травм клітинні джерела остеорепарації 
зберігають проліферативну активність, а клітини 
періосту та ендосту — остеогенну детерміно-
ваність. Збереження остеогенної детерміновано-
сті періостальних та ендостальних клітин у разі 
низькоенергетичних травм сприяє остеогенному 
диференціюванню проліферуючих у кісткову рану 
мезенхімальних стромальних клітин кістковомоз-
кової порожнини і формуванню в ділянці перелому 
специфічного кісткового регенерату. У випадках 
високоенергетичних травм відбувається зміна 
морфофункціонального стану клітинних джерел 
остеорепарації — знижується їх проліферативна 
активність, а клітини періосту й ендосту втра-
чають свою остеогенну детермінованість. Через 
ці зміни мезенхімальні стромальні клітини кіст-
кового мозку, які проліферують у кісткову рану, не 
отримують остеогенної детермінованості і в ді- 
лянці перелому формується неспецифічна рубцева 
тканина.
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после травм, полученных в результате воздействия 
высокоэнергетического травмирующего агента. По 
данным В.А. Соколова с соавт. [6], у 13,7% боль-
ных с высокоэнергетическими травмами нижних 
конечностей переломы не срастались в течение 
1,5–3 лет. Примерно такие же данные приводят  
и C.W. Oh et al. [18]. Проведенные ими исследова-
ния показали, что у 10,8% пострадавших, получив-
ших высокоэнергетическую травму, консолидации 
переломов не наступало в течение 2–2,5 лет.

Формирование костной мозоли в области пе- 
релома происходит благодаря клеткам-предшест- 

The article submits data of a study of the state of cellu-
lar sources of osteoreparation in injuries with low and 
high intensity. Low-energy injuries demonstrate that 
the above cellular sources of osteoreparation preserve 
their proliferative activity, cells of the periosteum and 
endosteum preserving their osteogenic determinacy. 
Preservation of osteogenic determinacy of periosteal 
and endosteal cells in low-energy injuries facilitate 
osteogenic differentiation of mesenchymal stromal cells 
of the medullary cavity, which proliferate into the bone 
wound, and formation of a specific bone regenerate in 
the fracture region. In high-energy injuries, there is 
some change in the morphofunctional state of cellular 
sources of osteoreparation: their proliferative activity 
decreases, periosteal and endosteal cells lose their 
osteogenic determinacy. As a result of these changes, 
the mesenchymal stromal cells of the bone marrow, 
which proliferate into the bone wound, do not receive 
any osteogenic determinacy and a nonspecific cicatri-
cal tissue forms in the fracture region.
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венникам периоста, эндоста и мезенхимальным 
стромальным (стволовым) клеткам костно-моз- 
говой полости (МСК КП) [1, 4, 5, 13]. Одним из 
определяющих механизмов формирования костной 
мозоли является остеогенная дифференцировка 
пролиферирующих в костную рану клеток-пред- 
шественников. Исследования последних лет по-
казали, что дифференциация МСК по остеобласти-
ческому типу представляет собой сложный, много-
гранный процесс и осуществляется под контролем 
факторов транскрипции, клеточных и матриксных 
взаимодействий, системных и местных факторов 
[8, 11, 14, 15]. На процессы остеогенной диффе-
ренциации значительное воздействие оказывает 
большое количество местных факторов, подавляю-
щее большинство которых продуцируется клетками 
остеобластической линии [12, 16, 17, 21, 23].

Однако, несмотря на то, что в процессе остео-
генной дифференцировки мигрирующих в костную 
рану клеток-предшественников ведущее значение 
играют паракринные факторы, продуцируемые уже 
имеющими остеогенную направленность клетками 
периоста и эндоста, работ, посвященных изучению 
изменений морфофункционального состояния кле-
точных источников остеорепарации в зависимости 
от механизма травмы и роли этих изменений в раз-
витии дисрегенерации, нам найти не удалось.

В связи с этим целью настоящей работы было 
изучение роли изменений морфофункционального 
состояния клеточных источников остеорепарации 
(периоста, эндоста и мезенхимальных стромальных 
клеток костномозговой полости (МСК КП) в на-
рушении репаративного остеогенеза.

Материал и методы
Для достижения поставленной цели были про-

ведены экспериментальные и клинические исследо-
вания. Изучали морфологическую картину области 
костной раны и морфофункциональное состояние 
клеточных источников остеорепарации (периоста, 
эндоста и МСК КП). Экспериментальные исследо-
вания в условиях in vivo и in vitro были проведены 
на 80 половозрелых белых беспородных крысах 
самцах. Животных разделили на три группы — кон-
трольную, первую и вторую. Контрольную группу 
составили десять животных. У них при помощи 
МТТ-анализа (methylthіazoletetrazolіum(MTT)-Cell 
Proliferation Assay) изучали пролиферативную ак-изучали пролиферативную ак-
тивность клеток периоста, эндоста и МСК КП. Для 
чего после выведения из эксперимента у интактных 
животных в асептических условиях осуществляли 
отчленение обеих голеней и выделение из мягких 
тканей берцовых костей, которые помещали в специ-

альный консервант и выдерживали в нем в течение 
суток. Затем в стерильных условиях ножницами 
отсекали метаэпифизарные области, оставляя для 
дальнейшего исследования только диафизарную 
часть кости. Для определения пролиферативной 
активности МСК КП в стерильных условиях из 
костно-мозгового канала при помощи инсулинового 
шприца и физиологического раствора вымывали 
костно-мозговое содержимое в чашки Петри с куль-
туральной средой. Для упрощения этой процедуры 
диафизарную часть кости рассекали поперечно попо-
лам. Половину костных фрагментов рассекали про-
дольно глазными ножницами, тщательно отмывали 
от остатков костно-мозгового содержимого физио-
логическим раствором и помещали в чашки Петри 
с коллагеновой подложкой и питательной средой 
таким образом, чтобы с коллагеновой подложкой 
контактировала только надкостница (рис. 1 а). Такое 
положение костных фрагментов в чашках Петри 
создавало условия для пролиферации только клеток 
надкостницы. Оставшуюся половину костных фраг-
ментов при помощи скальпеля тщательно очищали 
от надкостницы, промывали физиологическим рас-
твором и помещали в чашки Петри с коллагеновой 
подложкой и питательной средой таким образом, 
чтобы с коллагеновой подложкой контактировала 
костная ткань (рис. 1 б). Это создавало условия для 
пролиферации только клеток собственно костной 
ткани (клеток эндоста).

Чашки Петри с костномозговым содержимым  
и костными фрагментами помещали в СО2-инкуба-
тор и культивировали при стандартных условиях 
(температура 37°С и 5% содержание СО2) со сменой 
питательной среды каждые третьи сутки. После на-
чала клеточной пролиферации костные фрагменты 
аккуратно извлекали, а прикрепившиеся к колла-
геновой подложке клетки продолжали культиви-
ровать. МТТ-анализ пролиферативной активности 
клеток периоста, эндоста и МСК КП осуществляли 
на 14-е сутки культивирования. Полученные резуль-
таты были приняты как контрольные.

Рис. 1. Схемы положения костных фрагментов на коллагеновой 
подложке: а) для культивирования клеток периоста; б) для 
культивирования клеток эндоста

ба
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У животных первой (35 крыс) и второй (35 крыс) 
групп моделировали низко- и высокоэнергетические 
переломы берцовой кости. При моделировании низ-
коэнергетических травм (первая группа) в асепти-
ческих условиях, под эфирным наркозом в области 
средней трети голени скальпелем осуществляли 
разрез кожи и выделяли берцовую кость. Узким 
долотом выполняли поперечную остеотомию кости  
в средней трети, после чего рану зашивали наглухо. 
При моделировании высокоэнергетических пере-
ломов (2 группа) под эфирным наркозом в области 
средней трети голени при помощи пружинного 
устройства наносили дозированный удар, сила ко-
торого составляла в среднем (2,55±0,04) кг·м/с [7].

У 10 животных (по 5 животных каждой группы) 
травмированные сегменты фиксировали параос-
сально с использованием игл для внутримышеч-
ных инъекций и полихлорвиниловых трубок для 
внутривенных инфузий. Выведение этих животных 
из эксперимента осуществляли на 7-е сутки после 
нанесения травмы. После выведения из экспери-
мента у животных в асептических условиях отчле-
няли травмированный сегмент, освобождали его от 
шкуры, фиксировали в 10% растворе нейтрального 
формалина, декальцинировали и окрашивали гема-
токсилином и эозином. Полученные гистологиче-
ские препараты изучали в световом микроскопе.

Шестьдесят животных (по 30 животных каждой 
группы) были выведены из эксперимента через 
1 час после нанесения травмы. После выведения 
из эксперимента у животных в асептических усло-
виях отчленяли травмированный сегмент, костные 
фрагменты аккуратно выделяли из мягких тканей 
и помещали во флакон со стерильным консерван-
том. Костные фрагменты выдерживали во флаконе  
с консервантом в течение суток. Затем с костными 
фрагментами каждого животного выполняли те 
же манипуляции, что и у животных контрольной 
группы, и культивировали в СО2-инкубаторе при 
стандартных условиях. На 5–8-е сутки культиви-
рования при помощи фазово-контрастной микро-
скопии осуществляли подсчет пролиферирующих 
от костных фрагментов клеток периоста и эндоста. 
Клетки подсчитывали в поле зрения микроскопа 
при 100-кратном увеличении на пяти уровнях от ли-
нии перелома. В качестве критерия, определяющего 
уровень подсчета, использовали поле зрения ми-
кроскопа. На 14-е сутки культивирования в 45 чаш- 
ках Петри каждой группы (по 15 чашек для каж-
дой из клеточных культур) методом МТТ-анализа 
определяли пролиферативную активность кле-
ток периоста, эндоста и МСК КП. В остальных 
45 чашках Петри каждой группы (по 15 чашек для 

каждой из клеточных культур) после формирования 
монослоя при помощи фазово-контрастной микро-
скопии оценивали морфологическое состояние 
пролиферирующих клеток надкостницы, эндоста  
и МСК КП. В монослое культур периоста и эндоста 
при помощи реакции с BCIP/NBT Liquid Substrate 
System (Sigma, США) определяли наличие или 
отсутствие продукции клетками щелочной фосфа-
тазы (ЩФ), что позволяло судить о наличии или 
отсутствии остеогенной детерминированности 
(направленности) клеток.

Клинические исследования были проведены  
у 5 больных с длительно несрастающимися пере-
ломами длинных костей нижних конечностей.  
У 2 больных были несросшиеся переломы бедрен-
ной кости, у 3 — большеберцовой кости. Продол-
жительность нарушения целостности костной ткани  
у этих больных составила от 11 месяцев до 2 лет. Во 
время хирургического лечения у больных из прок-
симального костного фрагмента в области перелома 
осуществляли забор периостальных тканей разме-
ром 0,5×0,5 см. Биопсийный материал помещали 
во флакон с консервантом и выдерживали в течение 
суток. Затем в стерильных условиях участки периос- 
та извлекали из консерванта и помещали в чашки 
Петри с питательной средой и культивировали  
в СО2-инкубаторе при стандартных условиях. После 
появления клеточной пролиферации периостальные 
ткани извлекали, а прикрепившиеся к пластику 
клетки культивировали до формирования монослоя. 
При помощи фазово-контрастной микроскопии 
оценивали морфологическое состояние пролифери-
рующих клеток периоста, а при помощи реакции на 
ЩФ — их остеогенную детерминированность.

Фотодокументирование клеточных культур и гис- 
топрепаратов осуществляли с помощью инвер-
тированного микроскопа «Leica DMIL», рабочей 
станции по обработке изображений «Leica QWin500 
Standart» (версия 2.3, сер. № 3069) и видеокаме-
ры «Sanyo TK-C1380» (Германия). Полученный  
в результате исследований цифровой материал под-
вергали статистической обработке.

Результаты и их обсуждение
При анализе гистоморфологических препаратов 

области костной раны на 7-е сутки после травмы 
было отмечено, что состояние костных фрагментов 
и течение репаративных процессов у животных 
первой и второй групп было разным. У животных 
первой группы костные фрагменты имели значи-
тельное количество клеточных элементов с хорошо 
прокрашенными ядрами. В области костной раны 
происходило образование примитивных костных 
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балок, характерных для процессов формирования 
костной мозоли (рис. 2 а).

Во второй группе количество клеточных элемен-
тов в костной ткани отломков было значительно 
меньше, чем в первой группе. Они располагались 
преимущественно в удаленных от линии перело-
ма участках костной ткани. В кости, прилегаю- 
щей непосредственно к линии перелома, встреча- 
лись единичные клетки со слабо прокрашенными 
ядрами. Данные изменения морфологически на-
поминали картину остеонекроза. В области пере-
лома репаративные процессы проявлялись в виде 
формирования грубоволокнистой ретикулярной 
соединительной ткани, заполняющей костную рану 
(рис. 2 б).

Таким образом, данные гистоморфологических 
исследований свидетельствуют о том, что интенсив-
ность воздействующего на кость травмирующего 
агента оказывает влияние на течение репаративных 
процессов в костной ране. При низкоэнергетиче-
ских травмах в костной ране репаративные про-
цессы протекают с формированием специфического 
костного регенерата, а при высокоэнергетических 
травмах ограничиваются образованием неспецифи-
ческого рубцового регенерата.

При культивировании клеток надкостницы ак- 
тивная клеточная пролиферация начиналась на 
5–6-е сутки. У животных первой группы клетки 
надкостницы пролиферировали равномерно вдоль 
всего костного фрагмента (рис. 3 а). У животных 
второй группы пролиферация клеток надкостницы 
вдоль костного фрагмента была неравномерной.  
В зоне, прилегающей к линии перелома, пролифе-

рировали единичные клетки. Активная клеточная 
пролиферация отмечалась в зоне, наиболее удален-
ной от линии перелома (рис. 3 б).

Результаты подсчета количества клеток пери- 
оста у животных 1 и 2 групп представлены в табл. 1  
и на рис. 4.

Представленные данные свидетельствуют о 
том, что у животных первой группы количество 
пролиферирующих клеток было одинаково на 
всем протяжении костного фрагмента и составля-
ло 27–29 клеток в поле зрения. Во второй группе 
животных количество пролиферирующих клеток 
в области перелома не превышало 6 в поле зре-
ния. В более удаленных от линии перелома зонах 
количество пролиферирующих клеток постепенно 
увеличивалось с 17 до 54 клеток. Различия в коли-
честве клеток между уровнями от линии перелома 
у животных второй группы были достоверными 
(между 1, 2 и 3 уровнями — t=2,39, р < 0,05; между 
3 и 4 уровнями — t=2,3, р < 0,05; между 4 и 5 уров-
нями — t=2,2, р < 0,05).

Рис. 2. Область костной раны на 7-е сутки после травмы (микрофотомонтаж, окраска гематоксилином и эозином, ув. 100): а) жи- 
вотные первой группы — образование примитивных костных балок в области перелома, в костном фрагменте значительное 
количество клеточных элементов; б) животные второй группы — образование грубоволокнистой соединительной ткани в области 
перелома, в костном фрагменте — единичные клеточные элементы

Рис. 3. Пролиферирующие клетки надкостницы (пунктирной 
стрелкой указана линия перелома, обычными стрелками указа-
ны пролиферирующие клетки надкостницы): а) первая группа 
животных; б) вторая группа животных (микрофотомонтаж, 
фазово-контрастная микроскопия, ув. 100)

ба

б

а
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Сопоставление количества клеток на 1–5-м уров-
нях у животных двух групп показало, что у животных 
первой группы на первых трех уровнях количест- 
во пролиферирующих клеток было значительно 
больше, чем у животных второй группы (р < 0,002  
и р < 0,05). На четвертом уровне количество проли-
ферирующих клеток надкостницы в обеих группах 
было примерно одинаковым (р > 0,10), а на пятом 
уровне от линии перелома различия имели обратную 
зависимость. В этой области количество пролифери-
рующих клеток во второй группе было достоверно 
большим, чем в первой группе (р < 0,05). В процес-
се культивирования пролиферативная активность 
клеток периоста у животных двух групп была вы- 
ше контрольного значения. Пролиферативная ак-
тивность клеток периоста в первой группе была 
в 1,6 раза (t= 7,8; р < 0,001), а во второй в 1,4 раза 
(t= 7,7; р < 0,001) больше контрольных значений. 
Различия между пролиферативной активностью 
клеток периоста первой и второй групп также имели 
достоверные различия, хотя и были менее выражены 
(t= 2,2; р < 0,05) (табл. 2).

При формировании клеточного монослоя от-
мечали наличие морфологических отличий между 
клетками надкостницы у крыс первой и второй 
групп. Во всех наблюдениях у животных первой 
группы клетки надкостницы имели веретенообраз-
ную форму, плотно прилегали одна к другой и рас- 
полагались параллельно (рис. 5 а).

Во второй группе пролиферирующие клетки 
надкостницы имели звездчатую (отростчатую) фор-
му с явно выраженными отростками цитоплазмы. 
Периостальные клетки животных второй группы,  
в отличие от периостальных клеток животных 
первой группы, в процессе культивирования обра-
зовывали субконфлуэнт, который имел «сетчатую» 
структуру (рис. 5 б).

При выявлении продукции культивированными 
клетками периоста ЩФ положительную реакцию 
наблюдали только у животных первой группы 
(рис. 6). Периостальные клетки животных второй 
группы не продуцировали ЩФ.

Весьма показательно, что подобную картину 
мы наблюдали при исследовании периостальных 
тканей, полученных в ходе хирургического лечения 
пострадавших с нарушениями остеорепарации пос- 
ле переломов костей. Так, в процессе культивиро-
вания тканей периоста, взятых у больных во время 
хирургического лечения, наблюдали формирование 
монослоя, который образовывали гетерогенные 
клетки. В монослое наблюдали как продолговатые 
веретенообразные клетки, так и клетки округлой 
формы и больших размеров с цитоплазматически-
ми выростами (рис. 7). По своей морфологической 
картине монослой, образованный этими клетками, 
напоминал монослой, образованный клетками жи-
вотных второй группы. Постановка реакции с BCIP/
NBT показала, что среди пролиферирующих клеток 
имеются единичные веретенообразные клетки, 
слабо продуцирующие ЩФ.

При изучении пролиферации клеток эндоста 
наблюдали картину, схожую с пролиферацией 
клеток периоста. Эндостальные клетки начинали 
пролиферировать на 7–8-е сутки культивирования. 

������������ 1 2 3 4 5
1 ������ (n=10) 27,2±5,9 28,2±5,8 28,3±5,0 28,6±5,4 29,2±6,5
2 ������ (n=10) 5,2±2,5 5,3±2,1 17,4±4,6* 31,3±3,9* 53,7±9,4*
t-�������� 3,4 3,7 1,8 1,3 2,1

<0,002 <0,002 <0,05 >0,10 <0,05

Таблица 1. Количество клеток надкостницы на разных уровнях от линии перелома у крыс первой и второй групп ( ±m)

Примечание: * — наличие достоверного различия с предыдущим уровнем в группе

Рис. 4. Диаграмма зависимости числа клеток надкостницы от 
уровня линии перелома у животных разных групп

�������������� (n=10) ������ (n=10) ������ (n=10)
0,846±0,024 1,388±0,065*, ** 1,218±0,042*, **

Таблица 2. Пролиферативная активность клеток периоста  
у животных двух групп на 14-е сутки культивирования (опти-
ческая плотность, ед.)

Примечание: * — наличие достоверных различий с контроль-
ным значением; ** — наличие достоверных различий между 
группами
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Количество пролиферирующих эндостальных кле-
ток, как и в случае с клетками периоста, на разных 
уровнях от линии перелома в двух группах было 
различным (табл. 3, рис. 8).

У животных первой группы количество проли-
ферирующих клеток эндоста на всем протяжении 
костного фрагмента было примерно одинаковым  
и колебалось от 35 до 50 в поле зрения. У живот-
ных второй группы в области перелома количество 
клеток эндоста не превышало 12–13 в поле зрения, 
а в зонах, удаленных от перелома, увеличивалось 
в 3–4 раза и колебалось от 33 до 49 клеток. У жи-

вотных этой группы достоверные различия в ко- 
личестве пролиферирующих клеток отмечались 
только между 1–2 уровнями и 3 уровнем (t= 2,7, 
р < 0,02). Различий между 3, 4 и 5 уровнями не было 
(t= 0,4, р > 0,10; t= 0,23, р > 0,10 соответственно). 
Сопоставление количества клеток на 1–5-м уровнях 
у животных двух групп показало наличие достовер-
ных различий только на первых двух уровнях —  
t= 4,24, р < 0,001 для первого уровня и t= 2,74, 
р < 0,02 для второго уровня.

Морфология клеток эндоста у животных первой 
и второй группы была неодинакова. У животных 

Рис. 5. Монослой, образованный 
пролиферирующими клетками 
надкостницы животных первой 
группы (а), и субконфлуэнт, обра-
зованный пролиферирующими 
клетками надкостницы животных 
второй группы (б) (фазово-кон-
трастная микроскопия, ув. 200)

Рис. 6. Клетки периоста животных первой группы, активно 
продуцирующие ЩФ (реакция BCIP/NBT, фазово-контрастная 
микроскопия, ув. 100)

Рис. 7. Монослой, образованный пролиферирующими морфоло-
гически гетерогенными клетками надкостницы из области несра-
щения перелома (фазово-контрастная микроскопия, ув. 200)

������������ 1 2 3 4 5
1 ������ (n=10) 37,1±4,7 40,6±9,4 38,3±5,8 35,1±9,7 39,2±8,5
2 ������ (n=10) 12,2±3,5 11,3±5,1 33,4±6,9* 37,8±8,6 40,7±9,3
t-�������� 4,2 2,7 0,54 0,21 0,12

<0,001 <0,01 >0,10 >0,10 >0,10

Таблица 3. Количество клеток эндоста на разных уровнях от линии перелома у крыс первой и второй групп ( ±m)

Примечание: * — наличие достоверного различия с предыдущим уровнем в группе

ба
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первой группы клетки имели округлую форму, 
характерную для остеобластных клеток (рис. 9 а). 
У животных второй группы пролиферирующие 
клетки напоминали фибробластоподобные клетки 
(рис. 9 б).

При культивировании эндостальных клеток жи- 
вотных двух групп было установлено, что проли-
феративная активность клеток эндоста у животных 
двух групп имела достоверные отличия. У жи- 
вотных первой группы пролиферативная актив-
ность клеток эндоста практически не отличалась от 
контрольных значений (t= 2,7; р < 0,05). Пролифера-
тивная активность эндостальных клеток животных 

второй группы была достоверно выше контрольных 
значений и пролиферативной активности клеток 
эндоста животных первой группы (t = 5,8; р < 0,001 
и t = 5,4; р < 0,001 соответственно) (табл. 4).

К 14-м суткам культивирования эндостальные 
клетки животных первой группы формировали 
субконфлуэнтную структуру с остеобластоподоб-
ными клетками, активно продуцирующими ЩФ 
(рис. 10 а). Эндостальные клетки животных второй 
группы к этому времени формировали плотный 
монослой, образованный фибробластоподобными 
клетками, не продуцирующими ЩФ (рис. 10 б).

При фазово-контрастной микроскопии пер-
вичных культур мезенхимальных стромальных 
клеток, выделенных из костно-мозгового канала 
травмированных сегментов, было отмечено, что 
у животных первой группы количество МСК, 
адгезировавшихся к пластику, было примерно  
в 10–12 раз больше, чем у животных второй группы 
(рис. 11). Так как способностью адгезировать к плас- 

Рис. 8. Диаграмма зависимости количества клеток эндоста от 
уровня линии перелома у животных разных групп

Примечание: * — наличие достоверных различий с контроль-
ным значением; ** — наличие достоверных различий между 
группами

Таблица 4. Пролиферативная активность клеток эндоста у жи- 
вотных двух групп на 14-е сутки культивирования (оптическая 
плотность, ед.)

Рис. 9. Пролиферирующие клетки эндоста крыс 
на 10-е сутки культивирования в области, удален-
ной от линии перелома (микрофотомонтаж, фа-
зово-контрастная микроскопия, ув. 100): а) жи- 
вотные первой группы; б) животные второй 
группы

Рис. 10. 14-е сутки культивирования эндосталь-
ных клеток (реакция BCIP/NBT, фазово-контраст-
ная микроскопия, ув. 200): а) первая группа —  
монослой, образованный остеобластоподобны-
ми клетками, активно продуцирующими ЩФ; б) 
вторая группа — плотный монослой, образован-
ный веретеноподобными клетками, практически 
не продуцирующими ЩФба

ба

��������������
(n=10) ������ (n=10) ������ (n=10)

0,212±0,011 0,269±0,018** 0,508±0,037*,**
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тику обладают только жизнеспособные МСК, то 
данные микроскопии первичных культур позво-
ляют утверждать, что в костно-мозговом канале 
под воздействием травмирующего агента высокой 
интенсивности происходит гибель значительного 
количества МСК.

По данным МТТ-анализа, пролиферативная 
активность МСК на 14-е сутки культивирования 
у животных первой группы была в 3,5 раза выше 
контрольных значений (t = 9,9; р < 0,001), а у живот-
ных 2 группы — в 2,5 раза (t = 7,5; р < 0,001). Раз-
личия в пролиферативной активности МСК между 
группами были достоверными — пролиферативная 
активность МСК животных первой группы была 
в 1,4 раза выше, чем у животных второй группы 
(t = 3,2; р < 0,01) (табл. 5).

К 14-м суткам культивирования МСК КП жи-
вотных первой группы формировали плотный 
монослой с клетками округлой формы, которые 
по своей морфологии напоминали эпителоидные 

клетки (рис. 12 а). МСК КП животных второй группы  
к этому времени формировали субконфлуэнт. По своей 
структуре субконфлуэнт, образованный этими клет-
ками, напоминал субконфлуэнт, образованный клет-
ками периоста животных этой же группы (рис. 5 б) — 
одна часть клеток имела веретенообразную форму,  
а вторая часть — звездчатую (рис. 12 б).

При сопоставлении пролиферативной активно-
сти различных клеточных источников остеорепа-
рации у животных контрольной, первой и второй 
групп было отмечено, что клетки периоста и МСК 
во всех группах обладают большей пролифератив-
ной активностью, чем клетки эндоста. У животных 
контрольной группы различий между пролифера-
тивной активностью периостальных клеток и МСК 
не отмечалось (t = 0,63; р < 0,10), а по отношению 
к пролиферативной активности эндостальных кле- 
ток эти различия носили достоверный характер 
(t = 24,01; р < 0,001 и t = 27,69; р < 0,001 соответ-
ственно) (табл. 6, рис. 13).

Данное различие обусловлено тем, что клетки 
периоста и МСК являются менее дифференциро-
ванными, чем клетки эндоста, которые по своей 
сути являются остеобластическими клетками, на-
ходящимися на разной стадии дифференцировки —  
от преостеобластов до остеобластов.

После нанесения травмы пролиферативная 
активность клеток из различных источников остео- 
репарации возрастала. Наибольшая активация 

Рис. 11. Первичная культура МСК (микро-
фотомонтаж, фазово-контрастная микроско-
пия, ув. 100): а) животные первой группы; 
б) животные второй группыба

ба

Рис. 12. 14-е сутки культивирования МСК 
КП (фазово-контрастная микроскопия, ув. 
100): а) первая группа — плотный монослой, 
образованный клетками эпителоидной мор-
фологии; б) вторая группа — субконфлуэнт, 
образованный веретеноподобными и звезд-
чатыми клетками

Таблица 5. Пролиферативная активность МСК у животных 
двух групп на 14-е сутки культивирования (оптическая плот-
ность, ед.)

Примечание: * — наличие достоверных различий с контроль-
ным значением; ** — наличие достоверных различий между 
группами

��������������
(n=10) ������ (n=10) ������ (n=10)

0,866±0,021 3,047±0,22*, ** 2,159±0,17*, **
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процессов пролиферации отмечалась со стороны 
МСК костно-мозгового канала. У животных первой 
группы пролиферативная активность МСК КП была  
в 2,2 раза выше, чем клеток периоста (t = 7,2; 
р < 0,001), и в 11,3 раза больше, чем клеток эндоста 
(t = 12,55; р < 0,001). У животных второй группы 
пролиферативная активность МСК КП была боль-
ше пролиферативной активности клеток периоста  
в 1,8 раза (t = 5,37; р < 0,001) и в 4,3 раза больше, чем 
клеток эндоста (t = 9,49; р < 0,001). На втором месте 
по пролиферативной активности находились клет-
ки периоста. В первой группе их активность была  
в 5,2 раза выше, чем активность эндостальных клеток 
(t = 16,1; р < 0,001), а во второй группе — в 2,4 раза 
больше (t = 12,7; р < 0,001). В то же время пролифера-
тивная активность клеток периоста и МСК КП у жи- 
вотных первой группы была достоверно выше, чем  
у животных второй группы ( t= 2,19; р < 0,05 и t = 3,19;  
р < 0,01 соответственно). Со стороны клеток эндос-
та, наоборот, более выраженная пролиферативная 
активность отмечалась у животных второй группы 
(t = 5,35; р < 0,001).

Заключение
Полученные в результате исследований данные 

свидетельствуют о том, что на течение репара-
тивных процессов в костной ране значительное 
влияние оказывает характер травмы, а именно 
интенсивность, с которой травмирующий агент 
воздействует на костную ткань. При травмах низкой 
интенсивности репаративные процессы, развива-
ющиеся в костной ране, приводят к образованию 
костного регенерата и сращению перелома. При 
травмах высокой интенсивности в костной ране 
также протекают репаративные процессы, но они 
завершаются формированием неспецифической 
фиброзной ткани (рис. 2). Закономерно возникает 
вопрос, почему после воздействия травмирующего 
агента высокой интенсивности в области перелома 
не происходит формирование костного регенерата. 
По нашему мнению, ответ на этот вопрос дают 
результаты проведенных исследований.

Полученные при исследованиях в условиях 
in vitro данные свидетельствуют о том, что при 
травмах высокой интенсивности клетки периоста, 
эндоста и МСК КП претерпевают определенные 
морфофункциональные изменения. Во-первых, 
при травме высокой интенсивности в костных 
фрагментах происходит гибель значительного 
количества клеток периоста и эндоста на значи-
тельном удалении от линии перелома. Количество 
способных к пролиферации клеток периоста в этой 
области сокращается более чем в 5 раз, а количество 
клеток эндоста уменьшается более чем в 3,5 раза. 
Большая часть МСК костно-мозгового канала так-
же теряет свою жизнеспособность. В пользу этого 
свидетельствует уменьшение более чем в 10 раз 
количества жизнеспособных МСК. Во-вторых, про-
лиферативная активность клеток периоста и МСК  
при травмах высокой интенсивности в 1,2 и 1,4 раза 
ниже, чем при травмах низкой интенсивности,  
а пролиферативная активность эндостальных кле-
ток, наоборот, при травмах высокой интенсивнос- 
ти почти в 2 раза выше, чем при травмах низкой 
интенсивности. Последнее может быть объяснено 
дедифференцировкой эндостальных клеток, которая 
происходит в результате воздействия на костную 
ткань травмирующего агента высокой интенсив- 
ности. В пользу дедифференцировки клеток эндос-
та свидетельствует изменение формы клеток — от 
округлой, характерной для остеобластных клеток, 
до веретенообразной, характерной для фиброблас- 
топодобных клеток, которые обладают большей про-
лиферативной активностью. В-третьих, при травмах 
высокой интенсивности клетки периоста и МСК 
КП теряют способность формировать монослой. 
Вместо монослоев, образованных упорядоченными, 

Таблица 6. Пролиферативная активность клеточных источ-
ников остеорепарации у животных двух групп на 14-е сутки 
культивирования (оптическая плотность, ед.)

��������� ��������� �������������������� ������� ������ ���
��������
(n=10) 0,846±0,024 0,212±0,011 0,866±0,021

1 ������
(n=10) 1,388±0,065 0,269±0,018 3,047±0,22

2 ������
(n=10) 1,218±0,042 0,508±0,037 2,159±0,17

Рис. 13. Диаграмма пролиферативной активности клеток из 
различных источников остеорепарации у животных разных 
групп по данным МТТ-анализа
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имеющими одинаковую форму клетками, проис-
ходит формирование субконфлуэнтных культур, 
образованных морфологически гетерогенными  
(в т.ч. гипертрофированными и некротизирующи-
мися) клетками, которые имеют нехарактерную для 
клеток периоста и МСК форму (рис. 5, 7, 12). Клет-
ки эндоста, в отличие от клеток периоста и МСК, 
формируют плотный монослой, но в образовании 
монослоя принимают участие клетки, имеющие 
фибробластоподобную, не характерную для клеток 
эндоста форму (рис. 10). Кроме того, в результате 
воздействия травмирующего агента высокой интен-
сивности периостальные и эндостальные клетки 
прекращают продуцировать ЩФ.

Также важно отметить, что клеточные культуры, 
полученные от группы животных с низкоэнергети-
ческой травмой, морфологически отличаются от 
культур, полученных от животных с высокоэнер-
гетической травмой. Первые имеют эпителоидную 
морфологию (кроме клеток периоста) и являются 
остеобластными линиями (рис. 9 а, 10 а, 12 а). Клет-
ки периоста и эндоста животных первой группы 
активно продуцируют ЩФ, что свидетельствует 
об их остеогенной направленности и способности 
оказывать остеогенную индукцию малодиффе-
ренцированных клеток костного мозга. В то же 
время фибробластоидные клетки животных второй 
группы (рис. 9 б, 10 б, 12 б) теряют свою остеоген-
ную детерминированность (о чем свидетельствует 
отсутствие у них продукции ЩФ) и способность 
оказывать остеогенную индукцию малодифферен-
цированных клеток костного мозга.

В работах последних лет было показано, что  
в костной ране под действием значительного коли-
чества биологически активных веществ происходит 
активация и миграция в костную рану пролифери-
рующих некоммитированных малодифференци-

рованных стромальных элементов костного мозга 
(МСК КП), по сути являющихся прото-миофибро-
бластами [10, 20]. При этом в участке перелома 
локально выделяется значительное количество 
ТФР-β, накапливается значительное количество 
специфического белка фибронектина и возникают 
мощные силы натяжения экстрацеллюлярного мат- 
рикса, отражающие механические свойства мат- 
рикса и ремоделирующей активности клеток. Ме-
ханорецепция между миофибробластами приводит 
к значительной контракции образующейся в ране 
грануляционной ткани. После этого постепенно 
происходит реорганизация грануляционной ткани 
с запуском процесса апоптоза в миофибробластах 
и заселением на их место детерминированных  
и индуцированных клеточных элементов [20].

При переломах на место миофибробластов, 
подвергшихся апоптозу, приходят МСК из костно-
мозгового канала и остеогенно детерминированные 
элементы эндоста и периоста. Периостальные и энд- 
остальные клетки, наряду с формированием кост-
ного регенерата по периферии, остеоиндуцируют 
МСК, проникающие в грануляционную ткань, тем 
самым создавая условия для образования специфи-
ческого костного регенерата во всей толще костной 
раны (рис. 14).

В тех случаях, когда в силу каких-либо причин 
(в нашем случае в результате воздействия травмы 
высокой интенсивности) клетки периоста и энд- 
оста теряют свою остеогенную детерминацию, ос- 
теоиндуцирующего воздействия с их стороны 
на МСК, находящиеся в грануляционной ткани, 
не происходит. В результате этого при реоргани-
зации грануляционной ткани костной раны на 
место миофибробластов, подвергшихся апоптозу, 
из костномозгового канала, гаверсовых каналов  
и области периоста мигрируют морфологически из-

Рис. 14. Блок-схема формирования костного регенерата в области перелома при нормальном течении репаративного остеогенеза
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мененные и утратившие присущие им остеогенные 
свойства фибробластоподобные клетки, которые 
способствуют образованию грубоволокнистого не-
специфического рубца в месте перелома (рис. 15).

Таким образом, можно утверждать, что одной из 
основных причин, нарушающих течение репаратив-
ного остеогенеза при травмах высокой интенсив-
ности, являются морфофункциональные изменения 
клеточных источников остеорепарации. Последние 
характеризуются дедифференцировкой остеогенно 
детерминированных клеток периоста и эндоста, 
что приводит к развитию остеогенной недостаточ-
ности, которая была описана В.Г. Гололобовым  
с соавт. [2] на основании эмпирических заклю-
чений и подтверждена нашими эксперименталь-
ными исследованиями. Механизмы, приводящие  
к морфофункциональным изменениям клеточных 
источников остеорепарации, нам не известны и тре- 
буют отдельного изучения.
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