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ЗОНАЛЬНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ РЕГЕНЕРАТОВ
ПОСЛЕ ПЛАСТИКИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ

ПОЛНОСЛОЙНЫХ ДЕФЕКТОВ СУСТАВНОГО ХРЯЩА
МАТРИЦАМИ НА ОСНОВЕ ГИДРОКСИАПАТИТА

И КОЛЛАГЕНА

В.В. Новочадов, Д.А. Маланин, Н.М. Гайфуллин, И.А. Сучилин

В статье раскрыты особенности формирования зональной структуры в регенератах на месте
пересадки матриц на основе гидроксиапатита и коллагена («Коллапан») в сравнении с аналогичны-
ми процессами на месте аутогенной хрящевой пластики. Эксперименты выполнены на 38 коленных
суставах беспородных собак со сроками наблюдения 4, 8, 16 и 24 недели с момента операции.
Приведены количественные морфологические доказательства более полноценного восстановле-
ния суставной поверхности при использовании тканевых матриц с формированием к 16-й неделе
смешанной хрящевой ткани с элементами зональной организации.
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Развитие новых технологий в области
восстановления хрящевых повреждений обус-
ловлено прогрессом и интегрированием не-
скольких направлений биоинженернии, таких
как: культивирование и пересадка клеток, раз-
работка новых биосинтетических матриц, при-
менение молекулярных стимуляторов хондро-
генеза и генной терапии [1, с. 57; 2, с. 367–
406; 12, p. 898–902; 19, p. 231–232].

Принципиальным моментом при ткане-
вой инженерии является возможность воспол-
нения дефектов хрящевой ткани не просто
биоинертным композитом с физико-химичес-
кими характеристиками, близкими к гиалино-
вому хрящу, но максимально адекватное за-
мещение структурой с выраженной зональной
организацией, устойчивой к последующему
ремоделированию. В таких конструкциях гра-
ница между матрицей, новообразованной гиб-
ридной и собственной тканями становится
весьма условной [14, p. 116; 20, p. 2252–2260].

Морфологические различия в ткани сус-
тавного гиалинового хряща на протяжении от
его поверхности до субхондральной кости по-
зволяет выделить четыре зоны: поверхност-
ную, переходную, среднюю (радиальную) и
зону кальцификации. Матрикс в этих зонах
существенно различается по соотношению
концентрации воды, протеогликанов и колла-
гена. Хондроциты в разных зонах имеют от-
личия по форме, размерам, метаболической
активности и ориентации относительно сустав-
ной поверхности [5, p. 603; 17, p. 1971–1975].
Последние биологические и механические
исследования показывают, что зональная орга-
низация имеет под собой серьезную функцио-
нальную основу, так что ее воспроизведение при
восстановлении хрящевых повреждений явля-
ется абсолютно необходимым для достиже-
ния приемлемого долговременного результа-
та [6, p. 565; 8, p. 182–184; 9, p. 405–414].

Все известные матрицы для тканевой
инженерии условно разделяются на есте-
ственные, искусственные полимерные и гиб-
ридные. При их создании учитывается боль-
шое количество необходимых качеств: биосов-
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местимость, резорбируемость, хорошая интег-
рация с реципиентными тканями, отсутствие
токсического воздействия продуктов разру-
шения. Матрица должна способствовать кле-
точной адгезии; не менее важен, особенно для
бесклеточных матриц, хондроиндуктивный и
хондрокондуктивный эффект. Структурные и
биомеханические свойства, максимально
близкие к таковым у реципиентных тканей,
должны защищать развивающуюся клеточ-
ную популяцию и сохранять определенный
физиологический уровень нагрузок, стимули-
рующий заживление повреждений суставной
поверхности [2, с. 367–406; 13, p. 1002–1011;
19, p. 232].

Наиболее продвинутые современные
технологии позволяют получать в биореакто-
рах гибридные композиции с трехмерно-орга-
низованным матриксом и клеточным соста-
вом, практически идентичным по зональной
организации нормальному гиалиновому хрящу
человека [7, p. 187–191; 18, p. 232–238]. Од-
нако высокая стоимость получаемых конст-
рукций, а также недостаточный опыт их кли-
нических испытаний являются причиной того,
что на настоящий момент основная часть тка-
неинженерных методов в артрологии базиру-
ется на зональном конструировании ткани уже
после помещения хондроцитов, матриц или их
композиций непосредственно в сустав. Рабо-
ты, анализирующие зональную организацию
матрикса в динамике ремоделирования такой
пластики [10, p. 361–367; 15, p. 1297–1308], не
содержат системного представления о зако-
номерностях этого процесса, частично проти-
воречат друг другу в сроках и характере ре-
паративного хондрогенеза.

Цель работы – показать особенности
формирования структурно-функциональных
зон на месте возмещения биогибридным ком-
позитным материалом полнослойного дефек-
та гиалинового хряща в сравнении с постимп-
лантационным ремоделированием после тра-
диционной аутогенной хондроплатики.

Методика исследования.
Протокол экспериментов соответствовал

этическим нормам, изложенным в Междуна-
родном кодексе медицинской этики (1994),
Правилах лабораторной практики (GLP), Хель-
синской декларации (2000), Директивах Евро-
пейского сообщества 86/609 EEC.

Материалом для исследований послу-
жили образцы тканей коленного сустава 20
беспородных собаках (38 суставов) массой
от 5 до 15 кг, которым моделировали под нар-
козом костно-хрящевые дефекты (n = 56) ди-
аметром 5 мм и глубиной до 10 мм в нагру-
жаемых зонах мыщелков бедренной кости.
Животных разделили на две группы: аутоген-
ная хондропластика (группа сравнения) и пла-
стика костно-хрящевого повреждения препа-
ратом «Коллапан» (основная группа). Выбор
препарата был продиктован тем, что он пред-
ставляет собой недорогостоящую бесклеточ-
ную гибридную матрицу, хорошо зарекомен-
довавшую себя в реконструктивной хирургии
костных и костно-хрящевых повреждений [1,
с. 60; 2, c. 380]. Принципиальным было обес-
печение пропитывания области пластики кро-
вью из подлежащей кости и костного мозга,
что обеспечивало заселение имплантата кле-
точными элементами, в том числе с хондро-
потентными свойствами.

Всех животных содержали в стандарт-
ных условиях вивария. Динамику восстанови-
тельного процесса прослеживали через 4, 8,
16 и 24 недели после операций при повторных
биопсиях. Гистологические препараты приго-
тавливали после фиксации в растворе 4-про-
центного нейтрального формалина после де-
кальцинации в растворе ЭДТА, окрашивали ге-
матоксилином и эозином, по Маллори. Соот-
ветствующую картину оценивали с помощью
морфологической шкалы оценки заживления
повреждений суставного хряща [2, c. 453–454].

Иммуногистохимическое исследование
включало в себя определение тканевой эксп-
рессии ядерного антигена пролиферирующих
клеток – PCNA, результаты которого отобра-
жали через суммарный процент позитивных и
гиперэкспрессирующих клеток в ткани [16,
p. 1009]. Для количественного морфологичес-
кого анализа был использован компьютерный
комплекс «Видеотест-Морфо» 3.0 (Россия),
программное обеспечение которого позволя-
ло количественно определить градиенты чис-
ленной плотности клеточных элементов в ре-
генерате и оптической плотности матрикса.
Их выражали как отношение между абсолют-
ными показателями в глубокой и поверхност-
ных зонах регенерата/имплантата в безраз-
мерных единицах.



БИОЛОГИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ

Вестник ВолГУ. Серия 11. 2011. № 1 (1) 4 3

Результаты и их обсуждение.
На 4-й неделе эксперимента у животных

группы сравнения при гистологическом иссле-
довании костно-хрящевые имплантаты, вос-
полняющие дефекты суставной поверхности,
находились в состоянии серозного отека, раз-
рыхления и частичной дезорганизации матрик-
са с появлением бесклеточных зон. Объем
между границей неповрежденного хряща, ко-
стью и имплантатами был заполнен рыхлой
волокнистой соединительной тканью на мес-
те организовавшегося кровяного сгустка. Из
подлежащей кости, в которой также отмечал-
ся интенсивный процесс ремоделирования, в
имплантат врастало множество сосудов си-
нусоидного типа.

В те же сроки при гистологическом ис-
следовании препаратов из области пластики
препаратом «Коллапан» отмечали формиро-
вание смешанного регенерата. В поверхност-
ных его слоях происходило образование рых-
лой волокнистой соединительной ткани с боль-
шим количеством кровеносных сосудов. Глуб-
жележащие слои содержали островки гиали-
новой хрящевой ткани, окруженные соедини-
тельной тканью. Восстановление и ремоде-
лирование субхондральной кости происходило
очень интенсивно.

В 8-недельный срок в группе сравнения
на месте пластики костно-хрящевых дефек-
тов обнаруживали уплотнение соединительной
ткани между имплантатами и окружающим
хрящом, а также в глубине – между имплан-
татом и подлежащей костью. Глубокие слои
имплантатов подвергались интенсивному ре-
моделированию: часть хондроцитов исчезала,
регулярный матрикс резорбировался, а вокруг
новообразованных сосудов формировалась во-
локнистая хрящевая ткань. Количество сосу-
дов в глубоких слоях регенератов в этот пе-
риод было максимальным, происходила окон-
чательная консолидация имплантата с подле-
жащей костью.

В биоптатах из суставов животных ос-
новной группы на 8-й неделе эксперимента
обнаруживали признаки интенсивного хонд-
рогенеза: формирующиеся на более ранних
сроках наблюдения очаги гиалиновой хря-
щевой ткани укрупнялись и сливались меж-
ду собой. В глубоких слоях на границе с ко-
стной тканью появлялись небольшие очаги

хондрогенеза с наличием изогенных групп
клеток. На поверхности имплантата сохра-
нялся слой соединительной ткани, но коли-
чество сосудов и клеточных элементов
было значительно меньше, чем на 4-й неде-
ле, а коллагеновые волокна матрикса при-
обретали отчетливую горизонтальную ори-
ентацию. Непрерывность субхондрального
слоя кости была восстановлена более чем
наполовину.

Через 16 недель регенераты в области
пластики повреждений суставной поверхнос-
ти костно-хрящевыми имплантатами пред-
ставляли собой смешанный тип ткани – в во-
локнистом хряще – и наблюдались участки
гиалинового хряща и соединительной ткани, а
также полная консолидация регенерата с ок-
ружающим суставным хрящом и подлежащей
костью. Тонкий поверхностный бесклеточный
слой матрикса был представлен плотными,
горизонтально ориентированными коллагено-
выми структурами.

В суставах животных из основной груп-
пы к 16-й неделе наблюдали завершение фор-
мирования смешанного регенерата, преиму-
щественно состоящего из островков гиали-
нового хряща. Соединительнотканные эле-
менты регенерата были представлены в по-
верхностном слое и на границе с костной тка-
нью, имелись также относительно небольшие
участки волокнистого хряща. Формирование
субхондрального слоя кости завершалось во
всех наблюдениях.

Существенной динамики к 24-й неделе
при гистологическом исследовании в обеих
группах не отмечали. Общей тенденцией
было уменьшение количества клеточных эле-
ментов в поверхностных и средних зонах ре-
генерата при появлении классических изогрупп
хондроцитов, свойственных глубокой зоне ги-
алинового хряща. На основании этого был
сделан вывод, что процесс постимплантаци-
онного ремоделирования после аутогенной хон-
дропластики и при замещении хрящевых де-
фектов препаратом «Коллапан» у собак зани-
мает 16–24 недели.

Полуколичественный анализ с использо-
ванием морфологической шкалы оценки зажив-
ления повреждений суставного хряща [2, c. 453–
454] дополнил данные сопоставительных каче-
ственных исследований (см. табл. 1).
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Исследование показало, что при исполь-
зовании препарата «Коллапан» происходило
более интенсивное увеличение количествен-
ных показателей по всем компонентам шка-
лы, начиная с 8-й недели после операции. По
таким показателям, как степень восполнения
дефекта, сращение с окружающим СГХ и
восстановление субхондрального слоя кости к
24-й неделе, средние результаты приближались
к максимальным, а в отношении структуры
поверхностных и глубоких слоев повреждений
и клеточного состава регенератов – достаточ-
но высокие значения. Все это определило уве-
личение общей суммарной оценки к 24-й не-
деле до 86,1 ± 6,2 баллов против 64,9 ± 5,9 бал-
лов в группе сравнения (p < 0,05).

Отдельного внимания в представленном
исследовании заслуживала оценка пролифера-
тивного потенциала в различных областях
регенератов посредством определения эксп-

рессии PCNA. Этот фактор выявляется в
клетках, находящихся на различных стадиях
деления, в дочерних клетках в течение не-
скольких часов после деления и при выражен-
ной внутриклеточной регенерации в неделя-
щихся клетках [16, p. 1011].

При оценке экспрессии PCNA-позитивных
клеток в регенератах на 4-й неделе выявляли
27,2 % позитивных к PCNA клеток и 5,5 % – с
гиперэкспрессией антигена пролиферирующих
клеток. Их количество не снижалось к 8-й не-
деле, а затем резко уменьшалось. Но даже на
24-й неделе после пластики в смешанных ре-
генератах присутствовало до 4,5 % клеток, по-
зитивных к PCNA (см. табл. 2).

Интересно, что ни в одном случае про-
цент всех клеток c экспрессией PCNA не пре-
вышал 35 %, что позволяло отнести этот по-
казатель к пределу пролиферативного потен-
циала костно-хрящевых аутотрансплантатов.

Таблица 1
Полуколичественная оценка результатов аутогенной хондропластики и замещения

дефектов суставного хряща препаратом «Коллапан» в эксперименте у собак

Вид восстановления 
полнослойного дефекта   

суставного хряща 

Сроки эксперимента  

 4 недели 8 недель 16 недель 24 недели 

Оценка по морфологической шкале (M ± m, баллов, max = 100,0) 
Аутогенная пластика 41,0 ± 4,3 50,4 ± 4,2* 59,2 ± 6,2* 64,9 ± 5,9* 

Пластика Коллапаном 42,5 ± 4,1 61,8 ± 4,4*# 70,4 ± 4,9*# 86,1 ± 6,2*# 
 

Примечание. В таблице использованы следующие обозначения: * – достоверные различия с предыду-
щим сроком наблюдения; # – достоверные различия значений показателей между группами.

Таблица 2
Количественная морфологическая оценка результатов аутогенной хондропластики

и замещения дефектов суставного хряща препаратом «Коллапан»
в эксперименте у собак

Вид восстановления 
полнослойного дефекта   

суставного хряща 

Сроки эксперимента  

 4 недели 8 недель 16 недель 24 недели 

Доля PCNA-позитивных хондроцитов, % 
Аутогенная пластика 32,7 ± 2,3 31,9 ± 2,1 4,7 ± 0,4* 4,5 ± 0,4 

Пластика Коллапаном 32,0 ± 2,7 40,5 ± 3,3# 29,4 ± 2,2*# 14,5 ± 1,0*# 
Градиент численной плотности клеток  

Аутогенная пластика 0,70 ± 0,09 1,12 ± 0,13 1,67 ± 0,23 4,07 ± 0,56* 
Пластика Коллапаном 1,81 ± 0,16# 4,50 ± 0,36*# 6,51 ± 0,60*# 6,62 ± 0,78# 

Градиент оптической плотности матрикса 
Аутогенная пластика 1,00 ± 0,18 0,85 ± 0,11 0,72 ± 0,10 0,63 ± 0,07 

Пластика Коллапаном 0,85 ± 0,07 0,58 ± 0,05*# 0,40 ± 0,05*# 0,37 ± 0,04# 
 

Примечание. В таблице использованы следующие обозначения: * – достоверные различия с предыду-
щим сроком наблюдения; # – достоверные различия значений показателей между группами.
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При использовании в качестве пластичес-
кого материала «Коллапана» была отмечена
не только повсеместно выраженная экспрес-
сия PCNA в клетках регенератов (в ряде уча-
стков ткани – до 50 % всех клеток на 4-й не-
деле), но и стабильное во времени состояние
пролиферативной активности (14,5 ± 1,0 % на
24-й неделе против 4,5 ± 0,4 %, p < 0,001).

Весьма показательна динамика градиен-
та численной плотности клеточных элемен-
тов. При всей неоднородности и вариабель-
ности распределения клеток в каждом отдель-
ном регенерате, использование этого безраз-
мерного показателя оказалось информатив-
ным. При аутогенной хондропластике на 4–8-й
неделе клетки были распределены в имплан-
тате равномерно или даже с некоторым пре-
обладанием в поверхностных слоях, а к 24-й
неделе их число в глубоких слоях четырех-
кратно превышало таковое в поверхностных.
При использовании препарата «Коллапан» гра-
диент численной плотности был значительно
выше 1,0 уже с 4-й недели, а к 16-й неделе
был зафиксирован градиент более 6, свой-
ственный зональности организации суставно-
го хряща – более 6, который сохранился и на
24-й неделе эксперимента (см. табл. 2).

Другой показатель зональной организа-
ции – градиент оптической плотности матрик-
са – показывал зональное распределение бел-
ковых компонентов матрикса и в неповреж-
денном суставном хряще собак определялся
в пределах 0,30–0,38. При аутогенной хондроп-
ластике он монотонно снижался по мере на-
растания сроков наблюдения, но и к 24-й не-
деле эксперимента составлял 0,63 ± 0,07. При
использовании препарата «Коллапан» проис-
ходило достаточно быстрое снижение пока-
зателя, который уже к 16-й неделе приближал-
ся к значениям, характерным для неповреж-
денного суставного хряща.

Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что в условиях замещения полнос-
лойного дефекта хряща гибридными матри-
цами, содержащими гидроксиапатит и кол-
лаген, регенеративный процесс имеет луч-
шие, в сравнении с аутогенной хондроплас-
тикой, количественные и качественные харак-
теристики. Процесс ремоделирования в боль-
шей степени приближается к органотипично-
му восстановлению и практически заверша-

ется на тканевом уровне к 16-й неделе после
операции.

В литературе уже имеются подтверж-
дения того, что сочетание структурных бел-
ков и гидроксиапатита в единой матрице дает
хорошие результаты в плане хондрогенеза.

Niederauer G.G. et al. (2000) выполняли
пластику костно-хрящевых дефектов в колен-
ных суставах у овец с использованием ком-
позитной матрицы на основе полигликолевых
волокон в сочетании с кальция фосфатом.
Процесс заживления повреждений суставно-
го хряща мыщелков бедренной кости, блоко-
видной ямки авторы контролировали через
6 недель, 6 и 12 месяцев. Во всех экспери-
ментальных группах наблюдался высокий про-
цент восстановления суставного хряща и суб-
хондральной кости. Иммуногистохимическое
окрашивание биоптатов выявляло присутствие
коллагена 2-го типа в количествах, близких к
таковому в нативном гиалиновом хряще. Ре-
генераты хорошо интегрировались с окружа-
ющим неповрежденным хрящом, а процесс
восстановления субхондральной кости продол-
жался от 6 до 12 месяцев после пластики [11,
p. 2561–2570].

Не так давно в экспериментальной ра-
боте [3] были изучены возможности проли-
ферации культивированных хондроцитов, об-
разования ими матрикса, синтеза гликозамин-
сульфата на кальцийфосфатной основе, обычно
используемой для замещения дефектов кост-
ной ткани. Хондроциты свиньи были культи-
вированы и в суспензии с фибриногеном сме-
шаны с раствором тромбина, после чего по-
мещены на кальцийфосфатный цилиндр. Че-
рез 1, 2 и 5 недель образцы исследовались
гистологически и с помощью электронной
микроскопии. Анализ показал выживаемость
и наличие митотической активности хондро-
цитов, продуцирующих хрящевой матрикс.
В образующемся регенерате прослежива-
лась зональная структура. Промежуточная
зона с хондроцитами на фибриновом комплек-
се пенетрировала в кальцийфосфатную мат-
рицу. Через 5 недель отмечалось проникнове-
ние в матрицу новообразованного матрикса,
содержащего глюкозамин-сульфат.

Известно, что хондроциты, растущие в
двухмерных конструкциях, обычно продуци-
руют меньшее количество коллагена 2-го типа
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(специфичного для хряща) и усиливают син-
тез коллагена 1-го типа, что, несомненно, на-
рушает биомеханический профиль новообра-
зованной ткани. Матрицы, в которых сочета-
ется минеральный компонент кости и колла-
ген, являются ярко выраженными терхмер-
ными конструкциями, в силу чего они инду-
цируют или по крайней мере предотвращают
потерю клетками хондрального фенотипа и
образование нетипичного для хрящевой тка-
ни межклеточного вещества [14, p. 119–120;
17, p. 1974].

Полученные нами доказательства выра-
женного хондроиндуктивного эффекта гибрид-
ных бесклеточных матриц, содержащих ми-
неральный матрикс костной ткани (гидрокси-
апатит) и коллаген, позволяют использовать
их для заселения хондропотентными собствен-
ными клетками из костного мозга при заме-
щении области полнослойных дефектов сус-
тавного хряща.

Заключение.
Полученные результаты эксперимен-

тального исследования свидетельствовали о
том, что при возмещении костно-хрящевых
дефектов композитным материалом «Колла-
пан» на основе гидроксиапатита и коллагена
наблюдается более полноценное анатомичес-
кое и гистотопографическое восстановление
суставной поверхности. Заживление костно-
хрящевых повреждений происходит за счет
формирования смешанного регенерата, состо-
ящего преимущественно из гиалиновой хря-
щевой ткани. Особенностью репаративного
процесса при использовании такой матрицы
является наличие выраженных не только ос-
теоиндуктивных, но и хондроиндуктивных
свойств, раннее начало остео- и хондрогенеза
и его завершение в течение 16 недель с фор-
мированием смешанной хрящевой ткани с эле-
ментами зональной организации. Все это по-
зволяет считать подобные матрицы перспек-
тивными не только в качестве бесклеточных
имплантатов, непосредственно помещаемых
в сустав, но как материалы для более слож-
ных тканеинженерных конструкций.
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ZONAL ORGANIZATION OF TISSUE REGENERATES AFTER GRAFTING
OF FULL-THICKNESS CHONDRAL DEFECTS USING

HYDROXYAPATITE  –  COLLAGEN SCAFFOLDS

V.V. Novochadov, D.A. Malanin, N.M. Gayfullin, I.A. Suchilin

The peculiarities of zonal structure formation in tissue regenerates after replacement of full-
thickness chondral defects by hydroxyapatite – collagen scaffolds («Collapan») were revealed
compareing to results of autogenic chondroplasty. The experiments were conducted using 38 knee
joints of inbred dogs, and monitoring due to 4, 8, 16 and 24 weeks after grafting. More accurate
restoration of articular surface has improved morphologically for the use of the tissue scaffolds like
formation of mixed chondral tissue with the partial zonal organization by 16 week.

Key words: articular cartilage, chondroplasty, hydroxyapatite, collagen, bioengineering.


