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Вступ
У складній структурі уражень хребта значне 

місце посідає патологія міжхребцевого диска [5, 
23]. Останнім часом у регенеративну медицину 
міжхребцевого диска активно впроваджуються ме-
тоди тканинної та клітинної інженерії. Вивчається 
можливість застосування для стимуляції його реге-
нерації культивованих автологічних та алогенних 
клітин хрящового диферону, міжхребцевого диска 
та мезенхімальних клітин [7, 9, 13]. Використання 
культивованих клітин для трансплантації пов’язано 
з вирішенням низки питань, які так чи інакше впли-
вають на кінцевий результат. Насамперед, це вибір 
методики вилучення клітин, віку донора, адекват-
ного джерела клітин, типу клітин тощо.

Мета роботи —дослідження культивованих 
клітин міжхребцевих дисків, видалених у пацієнтів 
під час реконструктивно-відновлювальних операцій 
на хребті.

Матеріал і методи
Клітини для культивування було вилучено із  

фрагментів міжхребцевих дисків (гриж), вида-
лених під час проведення реконструктивно-від- 
новлювальних операцій на хребті у пацієнтів із 
остеохондрозом. Клітини із міжхребцевих дисків 
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вилучали згідно з методикою [2] та культивували 
за методом культури високої щільності [1]. Для 
дослідження фрагментів міжхребцевих дисків вико-
ристовували гістологічні методи [6]. Культивовані 
клітини досліджували на 5 та 9 добу за допомогою 
цитологічних (забарвлення азур-еозином) [3], 
гістологічних (забарвлення гістологічних зрізів 
гематоксиліном та еозином, а також толуїдиновим 
синім) [4] та електронно-мікроскопічних методів 
(контрастування ультратонких зрізів за Рейнольд- 
сом і забарвлення альціановим синім (8GS) для 
дослідження глікозаміногліканів).

Результати та їх обговорення
Морфологічні особливості структурної ор-

ганізації фрагментів міжхребцевих дисків (гриж) 
оперованих пацієнтів. Фрагменти міжхребцевих 
дисків (гриж) були представлені як ділянками лише 
драглистого ядра, так і драглистого ядра і волок-
нистого кільця сумісно. Фрагменти міжхребцевих 
дисків мали нерівномірні контури та забарвлення 
матриксу: подекуди виявлялись ділянки вираженої 
базофілії. По крайовій поверхні фрагментів спо-
стерігались глибокі тріщини, матрикс був гомо-
генним, подекуди — розшарованим, з невеликими 
тріщинами (рис. 1 а). Щільність клітин хрящового 

The authors studied a possibility to cultivate cells, 
isolated from fragments of intervertebral disks, which 
were removed in patients in the process of reparative-
restorative operations on the vertebral column for 
osteochondrosis. An analysis of the structure of inter-
vertebral disk fragments is presented. Proliferative 
and biosynthetic abilities of cultured cells were studied 
with purpose of their use for repairing damaged inter-
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диферону по території фрагментів була різною — 
від 20 до 45 клітин (зб. 200), проте були відмічені  
і ділянки без клітин. Виявлялись поодинокі клітини 
фібробластичного диферону, деінде розташовува-
лись невеликі ізогенні групи (2–5 клітин) хондро-
цитів. Більшість клітин були великими, з добре 
означеним, переважно гіпохромним ядром. Лише 
деякі клітини мали пікнотичні ядра. Подекуди, по 
краю фрагментів, відмічали проліферати клітин 
фібробластичного диферону.

Клітинний склад фрагментів волокнистого кільця 
був представлений, в основному, фіброхондроци-
тами (рис. 1 б). У матриксі фрагментів виявлялись 
тріщини, розшарування пучків колагенових воло-
кон, нерівномірне забарвлення. У полі зору було 
від 13 до 35 клітин видовженої форми із невеликим 
більш щільним ядром. 

Під час електронно-мікроскопічного дослідження 
видалених фрагментів визначали клітини як 
фібробластичного, так і хондробластичного 
диферонів. Ультраструктурна організація клітин 

була різною щодо наявності клітинних органел. 
Переважна більшість клітин мала характерну для  
норми ультраструктурну організацію. Такі клітини 
містили великі ядра з еухроматином, а у цитоплаз- 
мі — добре розвинуту ендоплазматичну сітку з роз- 
ширеними подекуди канальцями та рибосомами 
(рис. 1 в, г). Лише у деяких клітинах було відмічено 
щільні пікнотичні ядра, бідну на мембранні органе-
ли цитоплазму, в якій виявлялись вакуолі, лізосоми 
та деструктивні мембранні органели.

Тобто, за наявних деструктивних змін у фрагмен-
тах міжхребцевих дисків оперованих пацієнтів їх 
клітинний склад (за фенотипом) відповідає складу 
клітин у нормі, а ультраструктурна організація пере-
важної більшості клітин вказує на їх життєздатність та 
наявність клітинних органел, котрі здатні забезпечити 
характерний для даних клітин біосинтез. Це свідчить 
про позитивну можливість їх культивування та одер-
жання під час нього приросту клітин.

Цитологічні особливості культивованих клітин 
людини, вилучених із фрагментів міжхребцевих 

Рис. 1. Микрофото: а) ділянка драглистого ядра міжхребцевого диска (пацієнт К.). Нерівномірність забарвлення матриксу та 
щільності клітин хрящового диферону. Осередки розшарування матриксу; б) фрагмент міжхребцевого диска представлений 
волокнистим кільцем (пацієнт Д.). Осередки базофілії та розшарування матриксу. Нерівномірна щільність клітин. Гемато- 
ксилін та еозин. Зб. 200. Фото електронограм: в) клітина хрящового диферону з добре розвинутою ендоплазматичною сіткою. 
Контрастовано за Рейнольдсом. Зб. 13340; г) клітина фібробластичного диферону зі значною щільністю мембранних органел. 
Контрастовано за Рейнольдсом. Зб. 14890

ба

гв
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дисків (гриж). На 5-у добу культивування вияв-
лявся тонкий пласт клітин, який займав майже 
половину поверхні скельця. По території пласта 
у ділянках висіву клітин, розташовувались їх 
щільні скупчення. За морфологічними ознаками 
клітини поза скупченнями мали овальну та видов-
жену форму із чітко визначеним ядром середніх 
розмірів, овальної форми. Цитолема та каріолема 
клітин також чітко визначались. Хроматин ядра 
був гіпохромним. У ядрі практично кожної клітини 
виявлялись великі ядерця. Об’єм цитоплазми, яка 
мала гомогенний вид, був у 2–3 рази більшим за 
територію ядра (рис. 2 а, б). Клітини контактували 
між собою невеликими відростками цитоплазми. 
За фенотипом такі клітини можна було віднести 
до фіброхондробластів. По території пласта відмі-
чено клітини на різних стадіях мітозу (рис. 2 а, б). 
Мітотичний індекс становив — 14‰.

Клітини у скупченні були, переважно, округлої 
форми із гіпохромним округлим ядром, розташова-
ним у центрі клітини. Облямівка цитоплазми була не-
значною. Клітини щільно контактували між собою, 
місцями виявлялось нашарування клітин у два-три 
шари. Такі клітини за фенотипом були віднесені до 
клітин хрящового диферону. Кількість клітин, зня-
тих з одного скельця становила 7,12×105 ± 0,47×105. 
По периферії пласта спостерігались і деструктивні 
клітини (з нечітко визначеним або пікнотичним 
ядром та вакуолізованою цитоплазмою). Їх налічу-
валось 0,48×105 ± 0,029×105 (6,8%).

Під час електронно-мікроскопічного досліджен- 
ня ультраструктурної організації клітин було вста-
новлено, що у цитоплазмі переважної більшості 
клітин виявлялась добре розвинута ендоплазматич-
на сітка як гранулярного, так і агранулярного типів. 

Окремі цистерни ендоплазматичної сітки були роз- 
ширені. Деякі клітини містили комплекс Гольджі зі 
значною кількістю секреторних пухирців. В ядрах 
клітин переважав еухроматин, що є відбитком їх 
підвищеної функціональної активності.

На 9-у добу культивування клітинний пласт роз-
ташовувався на всій території скельця, а клітинні 
скупчення збільшились у розмірі і займали майже 
третину площі клітинного пласта. Щільність клітин 
у скупченнях була значною. На скельцях немож-
ливо було визначити фенотип та структуру клітин, 
бо вони розташовувались у декілька рядків. Такі 
скупчення клітин були механічно (обережно) зняті 
зі скелець і підготовлені для гістологічного дослід-
ження (рис. 2 в), під час якого було виявлено, що 
пласт клітин складався із 4–7 шарів. Переважна біль-
шість клітин мала невеликі розміри, були округлої 
форми з гіпохромним центрально розташованими 
ядрами. Клітини щільно контактували між собою. 
Після забарвлення толуїдиновим синім відмічено 
яскраву метахромазію не тільки в цитоплазмі клітин, 
але й у міжклітинному просторі, що свідчить про 
наявність глікозаміногліканів. Це підтверджувалось 
і в процесі електронно-гістохімічного дослідження 
клітинних скупчень. У цитоплазмі клітин розташо-
вувались численні цистерни гранулярної та агра-
нулярної ендоплазматичної сітки, вільні рибосоми 
та полісоми (рис. 3 а). У ядерній мембрані частини 
клітин виявлялись численні пори, а у цитоплазмі —  
поодинокі мітохондрії та невеликі крапельки гліко-
гену, що свідчить про хрящовий фенотип клітин. 
Забарвлення альціановим синім дозволило виявити 
у цитоплазмі та у позаклітинному оточенні гранули 
глікозаміногліканів (рис. 3 б). Належність клітин до 
хрящового диферону розглядається нами як пози-

Рис. 2. Мікрофото культур клітин міжхребцевого диска: а) пацієнт Д.; б) пацієнт К. Клітини з фігурами мітотичного поділу. 
5-а доба культивування. Азур-еозин. Зб. 400; в) гістологічний зріз культивованих клітин пацієнта Д. 9-а доба. Гематоксилін та 
еозин. Зб. 200

ба в
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тивне явище, бо клітини хрящового диферону мо-
жуть забезпечити міжхребцевий диск як достатньою 
кількістю протеогліканів, так і колагену II типу. 
Саме такі макромолекули необхідні для формування 
повноцінно функціонувального матриксу міжхреб-
цевого диска, на що вказують і дослідження інших 
авторів [12, 20].

Клітини і на цьому етапі дослідження продов-
жували ділитися, про що свідчить наявність клітин 
з фігурами мітозу. Мітотичний індекс трохи змен-
шився при порівнянні з 5–ю добою і становив 11‰. 
Були виявлені і клітини у стані апоптозу — цитолема 
таких клітин виглядала грубою широкою смугою, 
а у цитоплазмі виявлялась зернистість або вакуолі. 
Ядра клітин були малими, з ущільненою мембраною. 
Проте кількість таких клітин (12%) не перевищувала 
числа деструктивних, дозволених для первинних 
культур. Загальна кількість клітин, знятих з одного 
скельця, становила 8,45×106 ± 0,67×106. Тобто у ви-
падку висівної концентрації на одне скельце 1×105 
клітин, одержуємо з одного скельця у 80 разів більшу 
кількість клітин.

Переважна більшість літературних джерел щодо 
культивування клітин міжхребцевого диска сто-
сується вивчення клітин експериментальних тварин. 
При цьому найчастіше використовуються клітини 
волокнистого кільця. Так, при культивуванні у різних 
типах культур (особливо об’ємних) клітин волок-
нистого кільця міжхребцевих дисків кроликів [20] 
та бика [15] було встановлено, що вони зберігають 
життєздатність, високі темпи проліферації та біосин-
тетичної активності, синтезуючи глікозаміноглікани 
та колаген I та II типів. Щодо культивування клітин 
драглистого ядра, існують дані, котрі свідчать про їх 
низьку проліферативну та біосинтетичну активність 
у об’ємних культурах [8]. Проте у моношаровій куль-

турі клітини драглистого ядра характеризувались 
високими темпами біосинтезу глікозаміногліканів 
та колагену I та II типів [11, 21].

Підвищити ефективність культивування клітин 
міжхребцевого диска ми вважали за можливе саме 
спільним культивуванням клітин волокнистого 
кільця та драглистого ядра, приймаючи до уваги 
встановлені останніми роками дані про наявність 
у зовнішніх відділах волокнистого кільця поліпо-
тентних клітин, котрі можуть мігрувати у глибокі 
відділи волокнистого кільця та драглисте ядро і ди-
ференціюватися у хрящовому напрямку [10, 19].

З огляду на дослідження культивованих клітин 
міжхребцевого диска людини, то у переважній біль-
шості наукової літератури наведено дані стосовно 
клітин міжхребцевих дисків трупів людини, які не 
мали дегенеративних змін у дисках. T. Kluba [17] 
встановив, що культивування в об’ємних культурах 
клітин волокнистого кільця міжхребцевого диска 
трупів людини супроводжується не тільки високою 
проліферацією клітин, але й їх диференціацією  
у хрящовому напрямку. А у дослідженнях H. Gruber 
et al. [14] показано, що формування макромолекул 
колагену I–III та VI типів спостерігається лише за 
культивування клітин міжхребцевого диска лю-
дини у тривимірних матрицях, а макромолекули 
хондроїтин- та кератансульфатів було відмічено як 
у об’ємній, так і у моношаровій культурах.

Відмінним у виконаному нами дослідженні є те, 
що використані для культивування клітини було 
вилучено із міжхребцевих дисків пацієнтів, опе-
рованих з приводу остеохондрозу, у міжхребцевих 
дисках яких було виявлено деструктивні зміни. 
Деякі автори вважають неможливим культивування 
клітин, вилучених із міжхребцевих дисків з дегене-
ративними змінами [16]. Отримані нами результати 

Рис. 3. Мікрофото: а) хондробласт із культури клітин пацієнта Д. Розвинута ендоплазматична сітка з розширеними цистернами. 
Зб. 15650; б) гранули глікозаміногліканів у позаклітинному матриксі. Розширені цистерни ендоплазматичної сітки у цитоплазмі 
клітини. Зб. 17540. Контрастовано за Рейнольдсом
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щодо вираженої проліферативної активності та їх 
високого рівня біосинтетичної активності культиво-
ваних клітин, вилучених із деструктивно змінених 
міжхребцевих дисків, співпадають із результатами 
досліджень S. Stern et al. [22], які вивчали культи-
вовані клітини міжхребцевих дисків, видалених 
під час хірургічних втручань у хворих на сколіоз та 
остеохондроз. Впродовж 21-ї доби культивування 
автори спостерігали високу проліферативну ак-
тивність (визначену за показниками синтезу ДНК) 
клітин міжхребцевих дисків. При цьому більш високі 
показники були характерні для клітин від пацієнтів 
зі сколіозом. У культурах клітин міжхребцевих 
дисків цих же хворих було визначено і більш висо-
кий рівень оксипроліну. Порівняння вмісту проте-
огліканів у двох категоріях хворих не встановило 
різниці — вони були високими. Подібні дані одержав 
C. Le Maitre [18] у процесі вивчення культивованих 
клітин міжхребцевих дисків, які було видалено у па- 
цієнтів під час хірургічного втручання. Гістологіч- 
не дослідження виявило у міжхребцевих дисках 
деструктивні зміни. А під час порівняння культури 
клітин із вказаних та контрольних міжхребцевих 
дисків (норма) відмінностей у структурній органі-
зації клітин після трьох тижнів культивування автор 
не відзначив [18].

Таким чином, клітини, які вилучено з фрагментів 
міжхребцевих дисків пацієнтів, оперованих з при-
воду дегенеративних захворювань хребта, за умов 
культивування у культурі високої щільності актив-
но ділились, мали переважно хрящовий фенотип, 
зберігали високу біосинтетичну активність, на що 
вказує їх ультраструктурна організація та наявність 
у позаклітинному просторі макромолекул глікоза-
міногліканів. Відзначено значний приріст клітин за 
термінами культивування.

Одержані дані свідчать про можливість активно-
го росту і проліферації культивованих клітин у разі 
їх трансплантації в ушкоджені ділянки міжхребце-
вого диска для оптимізації процесу його регенера-
ції, що є у подальшому перспективним напрямком 
дослідження.
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