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Резюме.

Цель – сравнить выживаемость клеток «костных чипсов» и нативной трансплантационной аутосмеси путем оцен-

ки архитектоники клеточных мембран.

Материал и методы. Аутотрансплантат в форме нативной трансплантационной аутосмеси, полученный при ис-

пользовании «устройства для фильтрации костной стружки» и «костных чипсов», полученных при использова-

нии кусачек Керрисона у 6 пациентов, оперированных по поводу дегенеративных заболеваний позвоночника. 

Исследование проводилось при помощи проточного цитофлуориметра путем оценки архитектоники клеточных 

мембран в течение первых трех суток.

Результаты. Исследование нативной трансплантационной аутосмеси и «костных чипсов» определило дисперсное 

состояние первого трансплантата и сходного по структуре с цельной костью последнего. Анализ спектрограмм 

показал разнородный состав трансплантатов, причем в случае с нативной трансплантационной аутосмесью раз-

брос оказался более выраженным. Увеличение количества клеток в течение первых трех суток нативной транс-

плантационной аутосмеси вероятно связано с устранением контактного ингибирования их пролиферации и ос-

вобождении из костного матрикса остеоиндуктивных факторов. Количество некротических клеток было выше в 

в нативной трансплантационной аутосмеси, что обусловлено болеет грубым способом ее получения, однако это 

количество было статистически не значимо по сравнению с количеством некротических клеток в «костных чип-

сах» Несмотря на комбинированное термическое и механическое воздействие, оценка выживаемости клеточного 

компонента в обоих случаях составила более 98,0% без статистической значимости в сравнении между двумя 

видами трансплантатов (p>0,05).

Заключение. Высокая выживаемость клеточного компонента обоих видов аутотрансплантатов свидетельствует об 

отсутствии зависимости остеогенного потенциала от способа их получения. 

Ключевые слова: костная пластика, нативная трансплантационная аутосмесь, костные чипсы, проточная ци-

тометрия, жизнеспособность, апоптоз.

Abstract.

Objectives. To compare the survival rate of «bone chip» cells and native transplant automixture by evaluating the 

architectonics of cell membranes.
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Исследование костных трансплантатов in 

vitro и in vivo является важнейшим условием для 

их последующего применения в качестве пла-

стических материалов в разных областях хирур-

гии [1]. Такое исследование проводится, прежде 

всего, для проверки безопасности использова-

ния предложенного трансплантата для организ-

ма человека и установления его потенциальной 

пользы. Трансплантаты могут быть представле-

ны тканями, органами как биологического, так и 

искусственного происхождения [1, 2]. Для каж-

дого трансплантата определены его ключевые 

свойства, позволяющие судить о его качестве и 

способности к интеграции с организмом. В слу-

чае использования пластических материалов для 

замещения костных дефектов особое значение 

уделяется таким свойствам, как остеогенность, 

остеокондуктивность и остеоиндуктивность [1].

Остеогенность трансплантата опреде-

ляется его способностью к самостоятельному 

образованию костной ткани, которая обуслов-

лена наличием клеток остеобластов и их предше-

ственников – мультипотентных мезенхимальных 

стромальных клеток (ММСК) [3]. Остеогенными 

свойствами обладает также красный костный 

мозг, жировая ткань при воздействии на нее осте-

оиндуктивных факторов и ряд других тканей, со-

держащих ММСК.

В настоящее время, когда идет речь об 

остеогенном трансплантате, мы прежде всего 

имеем ввиду собственную костную ткань ор-

ганизма. Существуют разные методики забора 

и формы трансплантатов собственной костной 

ткани [1]. Обычно забор костного трансплантата 

Material and methods. Autograft in the form of a native graft automixture obtained using a «bone dust filtering device» 

and «bone chips» obtained using Kerrison rongeurs in 6 patients operated for degenerative diseases of the spine. The 

study was carried out using a flow cytometer by assessing the architectonics of cell membranes during the first three days.

Results. The study of native transplant automixture and «bone chips» determined the dispersed state of the first graft and 

the latter, similar in its structure to the whole bone. The spectrograms analysis showed a heterogeneous composition of 

grafts, and in the case of native transplant automixture, the scatter was more pronounced. The increase in the number of 

cells during the first three days of the native transplant automixture is probably associated with the elimination of contact 

inhibition of their proliferation and the release of osteoinductive factors from the bone matrix. The number of necrotic 

cells was higher in the native transplant automixture, which is due to the rough method of its preparation, however, 

this number was not statistically significant compared to the number of necrotic cells in the «bone chips». Despite the 

combined thermal and mechanical impact, the survival of the cell component in both cases made up more than 98.0% 

without any statistical significance in comparison between the two types of transplants (p>0.05).

Conclusions. The high survival rate of the cellular component of both types of autografts indicates that the osteogenic 

potential does not depend on the method of their preparation.

Key words: spondylodesis, cell survival, autograft, native graft automixture, «bone chips», architectonics, degenerative 

diseases of the spine.

осуществляется поднадкостнично с использова-

нием долота и кусачек Люэра или Листона – для 

извлечения большого количества кортикального 

трансплантата; костных ложечек – для забора 

губчатой костной ткани в предварительно сде-

ланном окне в кортикальной части кости. При по-

лучении трансплантата кусачками и долотом на 

материал оказывается механическое воздействие, 

а при использовании осциллирующей пилы еще 

и термическое. К тому же при данном способе 

мы получаем материал в виде кусочков – «кост-

ные чипсы» (КЧ), диаметром от 0,3-0,4 до 1,0 см. 

Удобство использования нативной транспланта-

ционной аутосмеси (НТА) перед КЧ заключается 

в ее пластичности, в отличие от последних, кото-

рые не могут так же заполнить необходимый объ-

ем из-за разной формы и размеров.

Нами предложен усовершенствованный 

способ получения костного аутотрансплантата 

при резекции костной ткани с помощью высокоо-

боротистой костной хирургической фрезы и раз-

работанного устройства для фильтрации костной 

стружки [4]. В результате получается аутотран-

сплантат в форме нативной трансплантационной 

аутосмеси, а способ его получения и удобство 

использования позволяют повысить качество ра-

боты хирурга и тем самым сократить время опе-

рации (пат. BY №11383, пат. BY №22923). При 

данном способе получаем НТА в виде пластич-

ной гетерогенной массы красного цвета, состоя-

щей из фрагментов разрушенной кости, красного 

и желтого костного мозга, соединительной ткани 

[5]. Такой трансплантат по морфофункциональ-

ному составу и способом получения значитель-
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но отличается от других форм местного костного 

трансплантата.

Учитывая оказываемое комбинированное 

воздействие на полученные НТА и КЧ, возникает 

вопрос о жизнеспособности клеточного состава 

данного материала, что является определяющим 

при дальнейшем его использовании при костной 

пластике. Одним из относительно простых ме-

тодов мониторинга функционального состояния 

клеток является ДНК-проточная цитофлуори-

метрия. Несомненным преимуществом данного 

метода является высокая скорость анализа и воз-

можность оценки каждой клетки в отдельности 

путем последовательного анализа большого чис-

ла образца, что позволяет в кратчайшие сроки 

дать характеристику значительного количество 

параметров клеточных популяций в зависимости 

от поставленной задачи.

Цель исследования – сравнить выжива-

емость клеток «костных чипсов» и нативной 

трансплантационной аутосмеси путем оценки 

архитектоники клеточных мембран.

Материал и методы

В ходе настоящего исследования нами из-

учена выживаемость клеток НТА и КЧ 6 паци-

ентов, госпитализированных в Учреждение «Го-

мельская областная клиническая больница» для 

хирургического лечения дегенеративных заболе-

ваний позвоночника. 

НТА получали с помощью устройства для 

фильтрации костной стружки путем фильтрации 

аспирата из раны, образующегося при резекции 

костной ткани высокооборотистой костной хи-

рургической фрезой [4, 5]. Забор КЧ проводили 

путем резекции костной ткани кусачками Кер-

рисона с рабочей частью 3 мм и представляли из 

себя фрагменты кортикальной и губчатой костной 

ткани в форме прямоугольников. Отобранный 

пластический материал помещали в стерильные 

пробирки с 10% сывороткой крупного рогатого 

скота и транспортировали в лабораторию для по-

следующего исследования. 

Исследования одобрены и утверждены на 

заседании комитета по этике учреждения «Го-

мельская областная клиническая больница» (про-

токол №2 от 19.02.2019).

Для оценки жизнеспособности клеточно-

го состава полученную НТА и КЧ измельчали в 

10% сыворотке крупного рогатого скота и филь-

тровали через нейлоновый фильтр с диаметром 

пор 70 мкм (Sarstedt, Германия). Фильтрат пере-

носили в стерильные полипропиленовые про-

бирки (15 мл), содержащие 10 мл полной куль-

туральной среды (RPMI; 25 мМHEPES; 100 Ед/

мл пенициллина; 100 мкг/мл стрептомицина; 0,25 

мкг/мл амфотерицина-В; 10% инактивированной 

эмбриональной телячьей сыворотки, HiClonelnc) 

и инкубировали при 37°С в СО
2
-инкубаторе [6,7]. 

На 1, 2 и 3 сутки проводили анализ жизнеспособ-

ности суспензии клеток НТА и КЧ используя 6 

мкл коньюгата Annexin-V-Fitc в комбинации с 10 

мкл ДНК красителя – propidiumiodide (PI, 50 мкг/

мл) [8].

Детекцию и анализ жизнеспособности кле-

ток НТА и КЧ проводили на проточном цитоф-

луориметре Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, 

США), укомплектованным аргонно-ионным ла-

зером с длиной волны 488 нм. Измерения прово-

дили на 100 000 клеток при скорости потока не 

более 300 измерений/с.

Статистическая обработка полученных 

данных проводилась с использованием пакета 

статистических программ GraphPadPrism 8.3. 

Значимость наблюдаемых отличий между пара-

метрами НТА и КЧ оценивали с помощью непа-

раметрического критерия Манна- Уитни (Mann-

Whitney, U-test). Данные представлены в виде 

медианы (Ме), и интерквантильного интервала 

(Q25;Q75), и min-max значений. Различия счи-

тали статистически значимыми при вероятности 

ошибки менее 5% (р<0,05).

Результаты и обсуждение

Оценивали морфологию клеточного ком-

понента НТА и КЧ по показателям бокового и 

прямого светорассеивания, отражающим их от-

носительные размеры – показатель FS и гетеро-

генность внутриклеточного содержимого – по-

казатель SS. Анализ полученных скатерограмм 

позволяет дифференцировать две клеточные по-

пуляции, входящие в состав НТА и КЧ, отлича-

ющиеся по размеру клеток – шкала FS (рис. 1). 

В случае с НТА наблюдается появление клеток, 

характеризующихся увеличенным прямым све-

торассеиванием – шкала SS, причем данная суб-

популяция происходит от клеток с относительно 

малым размером. 

Как следствие в обоих случаях можно го-

ворить о гетерогенности клеточного компонента 

материала, как минимум по морфологическим 

особенностям входящих в его состав клеток. 
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Принимая во внимание факт особенности забора 

материала для НТА и КЧ, можно предположить, 

что закономерное появление субпопуляции кле-

ток с гетерогенным внутриклеточным содержи-

мым в НТА обусловлено наличием пролифериру-

ющих клеток.

Влияние способа получения транспланта-

та на морфологию клеток может быть объяснено 

его физическими свойствами. Применительно к 

трансплантатам по типу КЧ можно сказать о на-

личии материала, близкого по структуре к цель-

ной и сформировавшейся костной ткани. В случае 

с НТА целостность ткани нарушается, материал 

характеризуется более дисперсным состоянием. 

По всей видимости, это обуславливает и после-

дующую активизацию их деления. С одной сто-

роны, диссоциация клеток от костного матрикса 

способствует их «высвобождению» и, как след-

ствие, нарушению контактного ингибирования 

их пролиферации. С другой стороны, нарушения 

целостности костного матрикса может опосре-

дованно влиять на пролиферативный потенциал 

клеточного компонента за счет высвобождения 

локализованных в нем ростовых факторов [9].

В настоящее время наиболее распростра-

ненным и широко применяемым методом ис-

следования жизнеспособности клеток и клеток в 

состоянии апоптоза, клеточных популяций явля-

ется окрашивание клеток при помощи AnnexinV, 

конъюгированного с флюорохромом – FITC [8, 

10]. Использование набора ANNEXINV-FITC 

– PI (Invitrogen) позволяет не только проводить 

оценку жизнеспособности клеток, но и фиксиро-

вать стадии гибели клеток путем апоптоза, осно-

вываясь на выявлении изменений архитектоники 

мембраны клеток. В результате данный способ 

позволяет выделить четыре популяции клеток: 

живые клетки –AnV-PI-; клетки на ранней ста-

Рисунок 1 – Особенности детектирования клеточных популяций нативной трансплантационной аутосмеси 

и «костных чипсов».

Рисунок 2 – Гистограмма анализа жизнеспособности клеток нативной трансплантационной аутосмеси (А) 

и «костных чипсов» (В) с использованием Annexin-V (An) и пропидия иодида (PI).
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дии апоптоза –AnV+PI-; поздняя стадия апоптоза 

и частично некротирующие клетки – AnV+Pi+ и 

некротические клетки –AnV-Pi+, что соответ-

ствует зонам Е3, Е4, Е2 и Е1 (рис. 2).

Цитометрический анализ функциональной 

активности НТА и КЧ не показал статистически 

значимых различий в жизнеспособности клеточ-

ных популяций на 1-,2- и 3-и сутки после их вы-

деления (рис. 3). 

Тем не менее при сравнении медиан вы-

живаемости клеточных популяций НТА и КЧ 

установлены различия в сохранении жизнеспо-

собности клеток при различных способах по-

лучения пластического материала, что соста-

вило на 1-е сутки 98,83 [98,35;99,45]% против 

98,64 [97,64;98,76]%, (р=0,37), на 2-е сутки – 

98,75[98,72;99,30]% против 98,59 [96,54;98,75]%, 

(р=0,21), на 3-и сутки – 98,98 [98,26;99,33]% про-

тив 98,43 [96,64;98,79]%, (р=0,37). 

Таким образом, изучение жизнеспособно-

сти клеток пластического материала, отобранно-

го как классическим методом в форме КЧ, так и 

нами усовершенствованном методе, установлена 

высокая (более 98,0%) устойчивость клеток ау-

тотрансплантата обеих форм к термическому и 

механическому воздействию, что важно для со-

хранения остеогенных свойств и дальнейшего 

использования материала для пластики.

Помимо анализа выживаемости клеток, 

представляется важным изучение стадий апоп-

тоза клеточных популяций, что позволит более 

детально проследить степень повреждающего 

действия инструментов при отборе материала. 

Морфологически апоптоз характеризуется смор-

щиванием клетки, конденсацией хроматина, фор-

мированием в цитоплазме полостей и апоптоти-

ческих телец и изменением мембраны клетки. 

Потеря мембранной ассиметрии в динамике раз-

вития апоптоза по времени совпадает с запуском 

конденсации хроматина и фрагментации ДНК [8].

Данные об уровнях экспрессии AnexinaV 

клетками НТА и КЧ на 1-е, 2-е и 3-и сутки по-

сле выделения представлены в таблице. Уста-

новлено увеличение доли клеток, находящихся 

в стадии апоптоза (An+PI-) НТА при инкубации 

в полной культуральной среде. На 1-е сутки об-

щая доля поврежденных клеток составила 0,14%, 

на 2-е сутки – 0,29%, а на 3-и – 0,44%. Длитель-

ность инкубации не вызывала увеличения доли 

An+PI+- клеток. При этом число некротических 

Рисунок 3 – Показатели выживаемости клеток 

нативной трансплантационной аутосмеси (НТА) 

и «костных чипсов» (КА) на 1, 2 и 3 

сутки наблюдения.

Таблица 1 – Сравнительный анализ показателей выживаемости клеток НТА и «костных чипсов» 

на разные сроки наблюдения

Тип трансплантата
Стадии клеточной гибели, %

An+PI- An+PI+ An-PI+

1-е сутки

НТА 0,14 (0,10;0,57) 0,47 (0,23;0,58) 0,58 (0,10;1,02)

«Костные чипсы» 0,44 (0,22;0,72) 0,75 (0,64;1,85) 0,27 (0,14;0,50)

Р 0,37 0,03 0,67

2-е сутки

НТА 0,29 (0,24;0,46) 0,17 (0,12;0,44) 0,30 (0,21;0,38)

«Костные чипсы» 0,50 (0,42;1,31) 0,70 (0,32;1,39) 0,25 (0,05;0,43)

Р 0,11 0,06 0,68

3-и сутки

НТА 0,44 (0,22;0,59) 0,53 (0,24;0,65) 0,23 (0,14;0,51)

«Костные чипсы» 0,49 (0,32;1,47) 0,73 (0,45;1,43) 0,35 (0,33;0,47)

Р 0,39 0,29 0,63
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(An-PI+) клеток заметно было увеличено на 1-е 

сутки после взятия материала что, видимо, связа-

но с особенностью состава аспирата. 

Анализируя функциональное состояние 

клеток КЧ необходимо отметить отсутствие зна-

чительных изменений на протяжение 3-х суток 

инкубации. Данный факт можно объяснить тем, 

что клеточный состав КЧ, как видно на спектро-

граммах (рис. 1), более однороден, чем состав 

НТА, и близок по структуре к цельной и сфор-

мировавшейся костной ткани, а НТА, напротив, 

содержит большое количество делящихся клеток, 

и тем самым более подверженных физическому и 

термическому воздействию. 

При сравнении НТА и КЧ на наличие кле-

ток, находящихся в стадии апоптоза в условиях 

3-дневной инкубации, отмечено статистически 

значимое повышение доли клеток КЧ, имею-

щих двойное окрашивание йодидом пропидия и 

аннексином V (Ann+/PI+-клетки), что соответ-

ствовало на 1-е сутки 0,47 [0,23;0,58] против 0,75 

[0,64;1,85] (р=0,03), а на 2-е сутки 0,17 [0,12;0,44] 

против 0,70 [0,32;1,39] (р=0,06).

Заключение

Усовершенствованный метод получения ау-

тотрансплантата в форме нативной транспланта-

ционной аутосмеси, несмотря на комбинирован-

ное термическое и механическое воздействие, не 

оказывает значительного влияния на целостность 

и выживаемость клеток в сравнении с распро-

страненным классическим методом получения 

костного аутотрансплантата в форме «костных 

чипсов», что подтверждается сохранением жиз-

неспособности клеток пластического материала 

(<98,0%) на протяжении первых 3-х суток после 

получения и отсутствием статистической зна-

чимости между двумя видами трансплантатов. 

Таким образом, нативная трансплант ационная 

аутосмесь, за счет содержания живых клеток, яв-

ляется полноценным остеогенным транспланта-

том, как и классически используемые «костные 

чипсы», что является одним из условий регене-

рации костной ткани при замещении костных де-

фектов или формировании спондилодеза. 
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