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Изучено влияние стеклокристаллического материала “Биосит-Ср Элкор” на ранние стадии морфогенеза
остеоидных структур в культурах мезенхимных стромальных клеток костного мозга. Максимальный срок
культивирования 28 сут. Морфологические исследования выполнены с применением сканирующей элек-
тронной микроскопии. Установлено, что силикоалюмофосфат ускоряет образование остеоидных струк-
тур, усиливает синтез, компактизацию и минерализацию фибриллярного коллагена, активирует матрикс-
ные везикулы путем гиперплазии, гипертрофии и экскреции. В ходе культивирования стеклокристалли-
ческий материал частично растворяется и распадается, в питательную среду выходят химические агенты,
обладающие сшивающими, поверхностно-активными и минерализующими свойствами. За счет действия
поверхностно-активных агентов компактизированные коллагеновые волокна расправляются и перфори-
руются с формированием гаверсифицированных пластинчатых структур – структурных предшественни-
ков костных пластинок. Минерализующее действие опосредуется усилением гомо- и гетерогенной нукле-
ации кальцийфосфатов, отложением минеральных конкреций в дифференцирующихся клетках и в волок-
нах коллагеновой подложки, что ускоряет инволюцию клеточной культуры. Сделано заключение, что
стеклокристаллический материал Биосит-Ср Элкор оказывает стимулирующее влияние на ранние стадии
остеогенеза в условиях in vitro.
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Морфогенез органотипических структур в усло-
виях in vitro и, безусловно, in vivo − явление трехмер-
ное, что предполагает соответствующие аналитиче-
ские 3D-подходы. Тем не менее, классические спо-
собы культивирования дифференцирующихся
стволовых клеток основаны на применении двумер-
ных моделей, преимущества которых хорошо из-
вестны. Прежде всего, это быстрая и относительно
простая экспериментальная проверка результатов,

построенных на анализе прижизненных или фикси-
рованных клеточно-тканевых материалов (Nelson,
Bissell, 2006). Благодаря этому достигнуто немало.
Но оно же затмило главный недостаток методологий
2D-подходов – морфогенез рассматривается исклю-
чительно в плоскостях горизонтальной направлен-
ности, а структуры в ортогональных проекциях недо-
ступны. Недостаток в определенной мере компенсиру-
ют сканирующей зондовой технологией (сканирующая
электронная, атомно-силовая, туннельная микроско-
пии), расширяющей инструментальный континуум
и позволяющей изучать трехмерные интерфейсы с
высоким пространственным разрешением. Особен-
но полезны подобные методики (в частности, ска-
нирующая электронная микроскопия) при исследо-
вании морфогенетических последствий влияния тех

Принятые сокращения: АКФ – аморфизированный кальций-
фосфат; ГА − гидроксиапатит; ГС − гранулы стеклокристал-
лического материала “Биосит-Ср Элкор”; КФ − кальцийфос-
фат; МВ − матриксные везикулы; МСК-КМ − мезенхимные
стромальные клетки костного мозга; ОКФ − октакальцийфос-
фат; САПО − силикоалюмофосфаты; СЭМ − сканирующая
электронная микроскопия; PBS – фосфатно-солевой буфер-
ный раствор.
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химических агентов, которые по своей природе об-
разуют трехмерные связи.

Применительно к кремнию речь идет о силокса-
новых связях (≡Si–O–Si≡), формирующих устойчи-
вые 3D-конфигурации. Именно трехмерные надмо-
лекулярные конструкции могут оказаться морфогене-
тическим стартапом, детальный анализ которого в
парадигме 2D-подходов явно ограничен. Одними из
источников силоксановых связей являются природные
и синтетические силикоалюмофосфаты (САПО) −
микропористые твердые вещества с различным соот-
ношением SiO2 : Al2O3 : P2O5. Синтетические САПО об-
ладают технологически привлекательными свойства-
ми: механической прочностью, термостойкостью, а
также селективной каталитической активностью
(Lok et al., 1984; Sinha et al., 1997; Fujdala, Tilley, 2001;
Akhtar et al., 2014; Peng et al., 2018). Известны различ-
ные варианты (AlxPySiz)О2: САПО-11, САПО-18,
САПО-34, САПО-34/18, САПО-39, САПО-40 и др.,
отличающиеся соотношением SiO2/Al2O3 (Li et al.,
2019; Knyazeva et al., 2019; Wang et al., 2019).

Все разновидности САПО имеют структуру спе-
цифически расположенных бренстедовских кислот-
ных центров, позволяющих использовать их для про-
ведения направленных химических реакций. Биоси-
таллы – аморфные стеклокристаллические материалы,
при растворении которых возникают фазовые неодно-
родности. Так, в жидких биомиметической среде (сы-
воротке крови) САПО постепенно растворяются без
осаждения. При этом изменяется структура решетки
стекла, в которую входят гидроксильные ионы, а в
ходе выщелачивания высвобождаются кремний,
кальций и фосфор (Nikolić et al., 2017; Aripova et al.,
2020).

Хорошо известно, что это остеотропные химиче-
ские элементы, которые повышают плотность костной
ткани и сдерживают ее резорбцию при остеопении,
спровоцированной геохимическими или патофизио-
логическими факторами (Bae et al., 2008; Laruelle et al.,
2009; Kim et al., 2009; Bu et al., 2015; Rodella et al.,
2014). Остеостимулирующие эффекты являются ба-
зовыми и хорошо изучены на популяционном и ор-
ганизменном уровнях. Что же касается клеточных
механизмов, проявляющихся на ранних стадиях, то
сведений об этом недостаточно. В этом смысле пер-
вичные культуры дифференцирующихся стволовых
клеток являются подходящей моделью для изучения
остеогенеза на ранних стадиях.

Цель работы – определить характер влияния си-
ликоалюмофосфата на морфогенез остеоидных
структур при культивировании мезенхимных стро-
мальных клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Культуру диплоидных мультипотентных

мезенхимных стромальных клеток (МСК) получали
из костного мозга конечностей новорожденного

кролика породы Шиншилла по стандартному мето-
ду (Николаенко, 2008). Для получения необходимо-
го количества клетки культивировали в питательной
(ростовой) среде следующего состава – αMEM (Sig-
ma, США), 10% сыворотки эмбрионов коров (Hy-
Clone, США), 1% раствора антибиотиков Pen Strep
(Sigma, США), 1% раствора глутамина Ultragluta-
mine (Lonza, Bеlgium). При пересеве открепление
клеток осуществляли с помощью 0.25%-ного раство-
ра трипсина в этилендиаминтетрауксусной кислоте
(Invitrogen, Великобритания). Пассирование выпол-
няли каждые 5–7 сут по достижении клетками суб-
конфлюентного монослоя в культуральных флако-
нах площадью 25 и 75 см2 (TPP, Швейцария). Клетки
открепляли и пересевали в чашки Петри Tissue Cul-
ture Flask (TPP, Швейцария) диаметром 34 мм.

Варианты экспериментов: 1) контроль – стандарт-
ное культивирование клеток; 2) культивирование на
подложке из коллагена I типа; 3) культивирование в
присутствии гранул стеклокристаллического мате-
риала “Биосит-Ср Элкор” (ГС); 4) культивирование
с использованием коллагена I типа и ГС. Культиви-
рование проводили в ростовой и дифференцировоч-
ной (остеогенной) средах StemPro Osteogenesis Dif-
ferentiation Kit (Life Technologies, США) при 37°С в
СО2-инкубаторе в атмосфере 5% СО2.

Получение коллагена I типа. Коллаген получен из
паравертебральных хвостовых сухожилий крыс по-
роды Вистар методом кислотной экстракции, кото-
рый обеспечивает сохранение концевых телопептидов
(Кухарева и др., 2003). Раствор коллагена приготовлен
в следующей последовательности. Первичные образ-
цы сухожильных нитей выводили из хвостов, про-
мывали 0.9%-ным раствором NaCl и проводили экс-
тракцию в 0.5 М CH3COOH. Полученный после экс-
тракции материал осаждали, доводили концентрацию
NaCl до 0.9 М; центрифугировали и диализовали про-
тив воды с последующей заменой на 0.1 М раствор ук-
сусной кислоты. После диализа полученный раствор
доводили до содержания уксусной кислоты 0.5 М.
Далее проводили фосфатное осаждение: диализ про-
тив 0.5 М Na2HPO4 в течение 2 сут, затем заменяли
раствор на 0.02 М Na2HPO4, эту процедуру повторя-
ли еще три раза. Новый осадок разбавляли 0.5 М ук-
сусной кислотой. Далее стерилизовали коллаген пу-
тем диализа в 0.5 М уксусной кислоте с хлорофор-
мом с последующей сменой раствора на 0.1, 0.001 М
раствор уксусной кислоты. В течение следующих
4 сут меняли 0.001 М раствор уксусной кислоты
еще 2 раза. В итоге получали концентрированный
раствор коллагена I типа, который разводили в
0.001%-ном растворе уксусной кислоты до концен-
трации 100 мкг/мл (Швед и др., 2007). Белок в конеч-
ной концентрации наносили на внутреннюю по-
верхность культуральных сосудов или ГС, оставляли
на 30 мин при 37°С. В результате такого способа на-
несения на поверхностях формировался тонкий
слой белка в молекулярной форме (Швед и др.,
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2007). После этого убирали не связавшийся с по-
верхностью белок, промывая фосфатно-солевым бу-
ферным раствором (PBS) и ростовой средой.

Стеклокристаллический материал “Биосит-Ср Эл-
кор” (ГС). Материал разработан в ООО НПФ “Эл-
кор” (Санкт-Петербург). Диаметр зернения ГС со-
ставлял 1–0.3 мм. В состав ГС входят (мас. %): 26.0–
33.4 SiO2; 10.5–13.5 P2O5; 4.3–5.5 Al2O3; 23.6–30.4 CaO;
2.1–2.7 MgO; 3.5–4.5 ZnO, а также 30 об. % даллита.
Общая пористость ГС составляет 60% (Елагина и др.,
1999). Непосредственно перед использованием ГС
дважды промывали полной ростовой средой с содер-
жанием СЭК 10%.

На все варианты экспериментальных поверхно-
стей высевали МСК-КМ в ростовую среду с разной
плотностью: 21.7 тыс. кл./см2 для культивирования в
течение 3 и 7 сут, 5.4 тыс. кл./см2 для культивирова-
ния в течение 14 сут и 2.7 тыс. кл./см2 (для культиви-
рования в течение 21 и 28 сут. После прикрепления
клеток к подложке в половине лунок заменяли среду
на дифференцировочную. Клетки культивировали в
течение указанных сроков, меняя соответствующую
среду два раза в неделю.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Для СЭМ образцы освобождали от питательной сре-
ды, промывали PBS и деионизованной водой. Затем
фиксировали в растворе глутарового альдегида на
PBS по схеме: 0.5%-ный раствор – 15 мин, 1%-ный –
30 мин, 2%-ный – 45 мин. Обезвоживали в растворах
этанола в деионизованной воде восходящей концен-
трации по схеме: 10, 30, 45, 60, 70% – по 15 мин, 80% –
10 мин, 90% – 5 мин, 96% – 2 мин. Фиксированные
образцы напыляли золотом в вакуумной установке
K550X (Emitech, Англия) и изучали на растровых
электронных микроскопах JSM-7001F (Jeol, Япо-
ния) и LEO 1420 (Carl Zeiss, Германия). Презента-
тивность результатов обеспечивали 2–3 повторами
каждой серии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При культивировании МСК-КМ совместно с эк-

зогенным коллагеном и ГС в дифференцировочной
среде формируется структурно неоднородная воло-
конная подложка, состоящая из рыхлой и плотной
частей. В рыхлой части коллагеновая подложка
трансформируется в ячеистую структуру с множе-
ственными сообщающимися отверстиями, сплетен-
ными коллагеновыми волокнами, утолщающимися в
узлах и покрывающими делящиеся клетки (рис. 1а). В
плотной части коллагеновые субфибриллы организо-
ваны в многослойную пористую пленку (рис. 1б).
Размеры пор варьируют в пределах от 50 нм до 1.5
мкм. Форма пор аппроксимируется ближе к эллип-
соидам с хаотично ориентированными длинными
осями (рис. 1в), свидетельствующая о действии раз-
нонаправленных сил растягивания, возможно, в
связи с ростом поверхностного натяжения жидкой

фазы. По мере увеличения сроков культивирования
подложка дезорганизуется, сетчатые структуры рас-
падаются (рис. 1г), пластинчатые структуры разрых-
ляются и частично отслаиваются (рис. 1д), коллаге-
новые волокна утолщаются, скручиваются, смор-
щиваются (рис. 1е).

В ходе культивирования коллагеновая подложка
активно взаимодействует с ГС, также подвергающи-
еся закономерной трансформации. Частицы исход-
ных образцов ГС имеют структуру склеенных поли-
гональных линз (рис. 2а). По данным энергодиспер-
сионного анализа в их состав входят (мас. %):
O (31.0), Ca (23.0), Si (13.0), P (3.0), Al (2.5). В течение
3 сут культивирование ГС покрываются минераль-
но-органической пленкой − пористой (рис. 2б) или
плотной (рис. 2в). От пленок отходят короткие тон-
кие спайки, прикрепляющие ГС к подлежащим
структурам (рис. 2г) и удерживающие их в фиксиро-
ванном состоянии в условиях достаточно продолжи-
тельного культивирования (до 28 сут).

Пористая структура ГС в какой-то мере сходна со
структурой функционализированных мезопористых
кремнеземов с расширенными порами, используемых
в близких экспериментальных условиях для доставки
полимерных и жидкоподобных биомиметических
предшественников аморфизированных кальцийфос-
фатов (АКФ) со стимуляцией внутрифибриллярной
минерализации коллагена (Luo et al., 2016; Wei et al.,
2020). В питательных средах (в равной мере в росто-
вой и дифференцировочной) мезопористость ГС
проявляет структурную нестабильность – гранулы
пронизываются множественными широкими кана-
лами (рис. 2д). Гранулы в нейтральном или слабоще-
лочном растворах питательных сред беспорядочно
расклеиваются, крошатся, фрагментируются по ли-
ниям спекания с высвобождением остроугольных
кварцеподобных линз (рис. 2е), несомненно, увели-
чивающих риски повреждения клеток.

Физико-химические механизмы разрушения ГС
под воздействием питательных сред не ясны. Рас-
творение изоморфов кремнезема обусловлено нук-
леофильным воздействием диполей воды на связи
(≡Si−O−Si≡) в сети (SiO2)n. Молекулы воды ориен-
тируют свой электроотрицательный кислород к ато-
му Si, перемещая электронную плотность на силок-
сановые связи, растягивая их вплоть до разрыва и
высвобождая гидратированные атомы Si в составе
кремниевой кислоты H4SiO4 (Dove et al., 1990). Пе-
реход от твердого вещества к растворенному в по-
добных материалах происходит через промежуточ-
ное состояние геля, изменение структуры каталити-
ческих центров, и неизбежно сопровождается
выходом в раствор активных молекулярных групп и,
прежде всего, силикатных полианионов (  где
i – число атомов кремния), вытесняемых из ситаллов
в ходе замены атомов кремния на атомы фосфора
(Поляков и др. 2008; Douglass et al., 2018). В струк-

−4
4iSiO ,
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турe  отсутствует дальний порядок, что снижа-
ет термодинамическую стабильность и ускоряет ки-
нетику растворения (Alexandre et al., 1997). Вслед-
ствие этого повышаются связеобразующие свойства
полианионов  усиливающие сшивку органи-
ческих макромолекул, в том числе и фибриллярного
коллагена. Таким образом, в данной модели сили-
катные полианионы функционируют как гелеобра-
зующие агенты.

Сшивающее действие является, по нашему мне-
нию, наиболее вероятным механизмом компактиза-
ции коллагеновых волокон при участии ситаллов.

−4
4iSiO

−4
4iSiO ,

Все начинается с адгезии фибрилл, оплетающих ми-
неральные частицы (рис. 3а), безусловно, приводя-
щей к механической сшивке гранул. Силикаты во-
обще усиливают адгезионные взаимодействия меж-
ду минеральной и органической фазами: ускоряется
время схватывания пломбировочного (твердеющего
или цементного) материала и увеличивается количе-
ство прилипших к нему клеток (Kang, 2020; Shie et al.,
2012), склеиваются с костными трабекулами части-
цы гидроксиапатита (ГА) в кремнеземколлагеновом
композите (Heinemann et al., 2013). Сшивающие
свойства силикатов, конечно, синергичны имма-
нентной способности к внеклеточной самосборке и

Рис. 1. Микрофотографии структурных трансформаций коллагеновой подложки в ходе культивировании МСК-КМ в диф-
ференцировочной среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Сетчатая структура подложки (3 сут); б – стромаль-
ные клетки, погруженные в коллагеновую подложку, 3 сут (стрелки); в – пористые структуры коллагенового покрытия стро-
мальной клетки (3 сут); г – распад сетчатой структуры коллагеновой подложки (7 сут); д – разрыхление и отслоение пластин-
ки компактизированных коллагеновых волокон (14 сут); е – утолщение и механические деформации коллагеновых волокон
подложки (14 сут).

а б1 мкм 1 мкм

в г0.1 мкм 10 мкм

д е1 мкм 1 мкм
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агрегации коллагеновых волокон с формированием
протяженных пластинчатых структур.

Усиливается этот процесс стволовыми клетками,
о чем свидетельствует массовое расселение клеточ-
ных клонов на обширных пленочных покрытиях ГС
(рис. 3б). Покрытия перфорированы, что увеличива-
ет площадь крепежной поверхности в узлах сплете-
ния коллагеновых нитей (рис. 3в) и способствует
равномерному распределению механических нагру-
зок. Пленки явно гибкие, так как интимно облегают
шероховатую текстуру поверхности гранул (рис. 3г).
В итоге гранулы пакетируются, связи упрочняются,
лизис и распад сдерживаются. Механические моти-

вы, оптимизирующие прочностные свойства данной
конструкции, по-видимому, являются целеполагаю-
щими индукторами не только хорошо организован-
ного перфорирования, но и особого структурирова-
ния отверстий, придающих пластинкам сходство с
гаверсифицированными костными ламеллами, по-
являющимися в очагах регенерации костной ткани и
в эмбриональных закладках остеогенной направлен-
ности. Перфорирование, уплотнение и выстояние
краев, многорядность и принятие отверстиями тер-
модинамически выгодной округлой формы (рис. 3д)
необратимый и в данных экспериментальных усло-
виях довольно быстротечный процесс. Через 14 сут

Рис. 2. Микрофотографии структурных преобразований гранул ситалла при инкубации в дифференцировочной среде (ска-
нирующая электронная микроскопия). а – Структура исходного образца ситалла; б – пористая пленка на поверхности гра-
нулы ситалла (3 сут); в – плотная пленка на поверхности, сшивающая гранулы ситалла, 3 сут (стрелка); г – волокнистые спай-
ки, фиксирующие гранулы к подложке, 14 сут (стрелка); д – микроканалы в грануле ситалла, 14 сут (стрелки); е – линза на
месте распавшейся гранулы ситалла (14 сут).

а б100 мкм 0.1 мкм

в г1 мкм 1 мкм

д е1 мкм 50 мкм
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культивирования большая часть ГС-ассоциирован-
ных ламелл разрушается, сохраняя в дебрисе обрыв-
ки с характерной структурой компактизированных
коллагеновых волокон (рис. 3е).

Стволовые клетки чувствительны к действию
остеоиндуктивных агентов, содержащихся в диффе-
ренцировочной среде. Наиболее ранним структур-
ным откликом является гиперплазия везикул внут-
риклеточного матрикса. На коротких сроках культи-
вирования МСК (до 7 сут) матриксные везикулы
(МВ) имеют шаровидную форму и диаметр, варьи-

рующий от 30 до 500 нм (рис. 4а). При увеличении
продолжительности культивирования МВ делятся
почкованием (рис. 4б) и мигрируют во внеклеточное
пространство, где увеличиваются в размерах путем
слияния в крупные до 5−7 мкм формы (рис. 4в), ад-
гезируя к наружной поверхности клеток (рис. 4г).
Матриксные везикулы непосредственно взаимодей-
ствуют с ГС: оседают, прилипают, формируя поли-
морфные агрегаты (рис. 4д). Увеличение численно-
сти и размеров МВ с формированием мегаформ, без-
условно, свидетельствует об активации процессов

Рис. 3. Микрофотографии ранних стадий формирующихся остеоидных структур с участием гранул ситалла (сканирующая
электронная микроскопия). а – Фиксация тонких нитей коллагеновых волокон к гранулам ситалла, 3 сут (стрелки); б – пер-
форированные пластинки и расположенные на их поверхности стромальные клетки (3 сут); в – межфибриллярные скрепле-
ния в тонкой пластинке (3 сут); г – эластичная пленка, огибающая текстуру поверхности гранулы (3 сут); д – перфорирован-
ный участок коллагеновой пластинки с уплотненными гаверсоподобными отверстиями (3 сут); е – дебрис с останками пла-
стинчатых структур (14 сут).

а б5 мкм 1 мкм

в г0.2 мкм 0.2 мкм

д е1 мкм 1 мкм
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гомогенной нуклеации. С учетом состава дифферен-
цировочной среды можно с уверенностью заявить о
стимулирующем действии остеогенных агентов,
введенных в питательные среды.

МВ – основные структуры, обеспечивающие го-
могенную нуклеацию кальцийфосфатов (КФ), и на-
прямую индуцируют первичную минерализацию в
ходе остеогенеза. Везикулы содержат нуклеацион-
ные комплексы (НК), состоящие из АКФ, фосфати-
дилсерина и аннексина V. Основным механизмом
формирования НК является накопление во внутри-

везикулярной жидкости кислотно-лабильной фазы,
включающей ионы Ca2+ и  в узком диапазоне
значений рН между 7.4–7.8 (Valhmu et al., 1990). Ин-
травезикулярные протеогликаны, обволакивая нук-
леационные центры, создают диффузионный ба-
рьер, ограничивающий осаждение и распростране-
ние структурирующихся КФ (Howell et al., 1977).
Везикулы имеют двуслойную цитолемму, по сравне-
нию с плазматической мембраной более обогащенную
сфингомиелином и фосфатидилсерином (Wuthier,
1975), связывающими и блокирующими проникно-

−3
4PO ,

Рис. 4. Микрофотографии трансформаций матриксных везикул при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной
среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Гиперплазия матриксных везикул в цитоплазме дифференцирующейся
клетки, 3 сут (стрелки); б – деление матриксных везикул путем почкования во внеклеточном матриксе, 7 сут (стрелка); в –
гипертрофия и адгезия матриксных везикул к поверхности клетки, 7 сут (стрелка); г – адгезия матриксных везикул к волок-
нам внеклеточного матрикса, 7 сут (стрелки); д – адгезия матриксных везикул и гранул ситалла к коллагеновым волокнам,
7 сут; е – адгезия слившихся матриксных везикул к новообразованным коллагеновым волокнам, 7 сут.

а б1 мкм 3 мкм

в г5 мкм 4 мкм

д е2 мкм 3 мкм
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вение в МВ ионов Ca2+ и  ингибируя тем самым
минералогенез (Wu et al., 2002). Фосфолипазы дегра-
дируют липиды и, обеспечивая доступ Ca2+ и  к
термодинамически устоявшимся центрам нуклеа-
ции (Blandford et al., 2003), стимулируют таким обра-
зом структурирование КФ.

Процессы гомогенной нуклеации поддержива-
ются нарастающим накоплением в нуклеационных
ядрах Ca2+ и - в нерастворимых формах, прони-
кающих в МВ из материнской фазы (культуральной
жидкости), перенасыщенной КФ. Возможно, именно
поэтому процессы гомогенной нуклеации активиру-
ются в непосредственной близости от микрозерен –
источников ионных пар Ca2+ и  направленно ми-
грирующих по механизму электрохимического гради-
ента к МВ внеклеточного матрикса. Приближение
микрозерен к зонам избыточной концентрации хи-
мических прекурсоров приводит к увеличению сте-
пени локального пересыщения и повышает вероят-
ность возникновения зародышей АКФ. Кластеры
АКФ образуются через формирование отдельных
структурных субъединиц Ca3(PO4)2 диаметром ~1.0 нм,
объединяющихся в группы Поснера [Ca3(PO4)2]3 –
энергетически наиболее устойчивые конфигурации
прото-ядер, агрегирующиеся в частицы диаметром
~110 нм, не содержащие кристаллиты минерала и
потому рентгеноаморфные (Wu et al., 1997). В местах
минерализации за счет увеличения локальной кон-
центрации фосфата и гидролиза неорганических пи-
рофосфатов  (одних из самых мощных ингиби-
торов апатитогенеза) концентрация ионов кальция
и фосфатов превышает точку их растворимости и на-
капливаются средние и основные КФ (Wuthier et al.,
1972). По достижению критической концентрации
структурированных КФ скачкообразно запускается
кристаллизация ядер октакальцийфосфатов (ОКФ):
зародыши структурирующихся КФ через трехсуточ-
ную лаг-стадию массово оседают на поверхностях
ГС к 14 сут культивирования.

Везикулы внеклеточного матрикса в простран-
стве клеточной культуры распределены неравномер-
но. Вблизи коллагеновых субфибрилл, образован-
ных de novo, ориентируются в основном крупные
почкующиеся везикулы правильной округлой фор-
мы с четкими линиями мембран (рис. 4е). Многие
МВ избирательно адгезированы к узким участкам
волокон, возможно, стремясь к установлению свя-
зей аннексинов с C-телопептидами. Формирование
такого рода интерфейса с одной стороны свидетель-
ствует о структурной зрелости новообразованных
фибрилл, а с другой, способствует локальному на-
коплению ионов Са2+ (Kirsch et al., 1994). Матрикс-
ные везикулы, дислоцированные в очагах отслоения
коллагеновой подложки, менее крупные, контуры
мембраны размыты, в популяции доминируют де-
фектные формы МВ. Таким образом, матриксные
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везикулы дифференцированно вовлекаются в ассо-
циирование с коллагеновыми волокнами в зависи-
мости от степени структурно-метаболической кон-
груэнтности обоих партнеров.

В условиях культивирования гомогенная нуклеа-
ция осуществляется не изолированно, а в общем
остеогенетическом тренде, направленном на обра-
зование костных пластинок. Вышеописанное струк-
турирование плотных пластинок на ГС останавлива-
ется на 3−7 сут культивирования в дифференциро-
вочной среде вследствие распада ГС в связи со
структурно-механической несостоятельностью пер-
форированных пластин. Через 10−14 сут культиви-
рования процессы компактизации коллагеновых во-
локон и структурирования КФ перемещаются в ство-
ловые клетки, дифференцирующиеся в остеогенном
направлении. Клетки активно, начиная с 3 сут культи-
вирования в дифференцировочной среде, синтези-
руют пре-коллагены, вступающие во взаимодей-
ствия с МВ в ходе внутриклеточной самосборки
(рис. 5а). Это может быть прямым следствием втор-
жения носителей силоксановых связей внутрь кле-
ток, что вообще свойственно кремнийсодержащим
соединениям, например, метасиликату натрия, ко-
торый действует внутриклеточно, способствует об-
разованию минерализованных конкреций и активи-
рует синтез фибриллярного коллагена I типа в осте-
областах (Kim et al., 2013).

Фибриллы проявляют морфологические призна-
ки структурной зрелости в виде упорядоченного че-
редования (с периодом в пределах 70−80 нм) тонких
и толстых участков доменов первичных полипептид-
ных цепей фибриллярного коллагена I типа. Одно-
временно с этим значительная часть нитей тропо-
коллагенов секретируется в ближайшее внеклеточ-
ное пространство (рис. 5б) и далее компактизируется
в полупрозрачные пластинки (рис. 5в). Кроме вне-
клеточной, активно функционирует и внутрикле-
точная компактизация коллагеновых фибрилл, за-
канчивающаяся формированием толстых шнуров
или же пластин, выталкиваемых из клеток (рис. 5г).
Очевидно, что стволовые клетки дифференцирова-
лись в коллагенпродуцирующие остеобласты, которые
способны генерировать энергетичные тяговые силы,
позволяющие перемещать довольно массивные паке-
ты фибриллярного материала. Цитоплазма дифферен-
цирующихся клеток уплотняется, МВ мигрируют в
вытянутые перфорированные отростки, превращаю-
щиеся в отростчатые пластинчатые структуры
(рис. 5д).

Минерализация костных пластинок осуществля-
ется по механизмам гомо- и гетерогенной нуклеа-
ции. О гомогенной нуклеации свидетельствует локаль-
ное накопление МВ, а о гетерогенной – формирование
депозитов на поверхностях кальцифицированных
структур – остатков петрифицированных клеток и вы-
тянутых отростчатых пластинок. Локальное накоп-
ление МВ происходит внеклеточно, в местах выхода
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компактизирующихся нитей тропоколлагена. В ре-
зультате в поверхностных слоях цитоплазмы форми-
руются минерализованные полоски.

Минерализация коллагеновых волокон, контак-
тирующих с ГС, имеет свои особенности. Здесь явно
интенсифицируются процессы компактизации кол-
лагеновых волокон, инфильтрирующих расширен-
ные поры гранул с формированием структурных
прекурсоров костных пластинок, нередко обрастаю-
щих крупные гранулы, склонных к разрушению. По
данным локального элементного микроанализа (ЭДС)
микрогранулы пересыщены кальцием, десорбирую-

щемся в ходе деструкции из ГС. Кроме того, источ-
ником кальция являются также и питательные сре-
ды, где он изначально присутствуют в составе солей.
Заметим, что включение различных фаз КФ повы-
шает активность кремнезем/коллагеновых компо-
зитов (Heinemann et al., 2009). Как бы ни было, но в
окружении микрогранул создается концентрацион-
ный градиент по КФ, инициирующий минерализа-
цию коллагеновых фибрилл по механизму гетеро-
генной нуклеации. Морфологически эти процессы
визуализируются в виде отложения минерально-ор-
ганических депозитов на коллагеновых субфибриллах

Рис. 5. Микрофотографии предшественников костных пластинок при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной
среде (сканирующая электронная микроскопия). а – Гиперплазия матриксных везикул в месте внутриклеточной компакти-
зации протоколлагена, 14 сут (стрелка); б – секретированные во внеклеточное пространство коллагеновые фибриллы, 14 сут;
в – полупрозрачная сформировавшаяся пластинка с адгезированными гранулами ситалла, 14 сут; г – экструзия из клетки
компактизированных коллагеновых волокон, 14 сут; д – отростчатая пластинка с адгезированными матриксными везикулами и
микрогранулами ситалла, 14 сут; е – депозит на поверхности минерализованных коллагеновых волокон, 14 сут (стрелка).

а б1 мкм 5 мкм

в г5 мкм 5 мкм

д е30 мкм 1 мкм
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с размерами, варьирующими от 100 нм до 3−5 мкм в
зависимости от продолжительности культивирова-
ния. В состав депозитов входят пористые ГС, МВ
диаметром до 1 мкм, фрагменты коллагеновых фиб-
рилл. Некоторые депозиты имеют полигональную
форму (рис. 5е).

Процессы гетерогенной нуклеации стартуют с
осаждения сферических наночастиц АКФ в просве-
тах интердигитирующих каналов – щелевидных
пространств (зазоров) между сдвинутыми на чет-
верть длины нитями тропоколлагенов. Численная
плотность нитей тропоколлагенов и, соответствен-
но, ширина зазоров в разных участках доменов отли-
чается: в плотных (длиной до 35 нм) диаметр щелей
не выше 1 нм. В рыхлых зонах интердигитирующие
каналы представляют собой цилиндрические поры
диаметром в пределах 2 нм (Xu et al., 2020). Преципи-
тацию АКФ ускоряют положительный суммарный
заряд С-концевых отделов коллагеновых волокон,
увеличение рН в водных доменах и уплотнение на-
ружной жидкой фазы гидратированных ионов КФ
(чему способствует агрегация частиц АКФ с аспарта-
том), шероховатая текстура чередующихся выступов
(впадин) коллагеновых фибрилл (Nudelman et al., 2010;
Veis et al., 2012). Внутрифибриллярное структуриро-
вание АКФ происходит в ограниченном простран-
стве интердигитирующих каналов, где размер пор
явно критичен по отношению к размерам субъеди-
ниц АКФ (~1 нм), имеющих, кроме того, не менее
критично высокую (относительно объема) площадь
поверхности. Без минимизации экстремальных уров-
ней реактивной площади поверхности и, соответ-
ственно, избыточной свободной энергии структури-
рование ядер АКФ станет термодинамически за-
претным.

Структурно-геометрические особенности интер-
дигитирующих каналов, по сути являющихся при-
родной разновидностью мягких гибких нанотрубок,
создают предпосылки для срабатывания эффекта на-
норазмерного удержания (конфайнмент), направлен-
ного на снижение уровней энергетических барьеров
(Cantaert et al., 2013; Cantaert et al., 2013; Kim et al., 2018).
Особое значение это имеет для нивелирования по-
следствий структурного несоответствия при эпитак-
сиальном взаимодействии коллагеновых матриц и
структурирующихся ядер АКФ. Это та ситуация, при
которой именно внутрифибриллярный конфайн-
мент реализует термодинамически разрешенный
тренд преобразования полиморфных сферических
кластеров АКФ в монокристаллические наностерж-
ни ОКФ, которые трансформируются в стабильные
двумерные поликристаллиты ГА, ориентированные
по быстрорастущим осям. При этом росту кристал-
литов не препятствуют стенки интердигитирующих
каналов. Окончательные точки анизотропного роста
структурирующихся КФ в нанокристаллиты ГА – это
концевые отделы доменов нитей протоколлагенов.

Вышеприведенные морфологические и тополо-
гические особенности минерализации коллагено-
вых волокон свидетельствуют о наличии двух цен-
тров, где активно осуществляются эти процессы.
Первый центр – околоклеточное пространство, ме-
сто выхода пре-коллагенов и формирования тропокол-
лагена. Второй – ГС, места наибольшей концентрации
КФ. Вне этих центров процессы минерализации колла-
геновых волокон практически не происходят. Напом-
ним, что источником используемого в данном иссле-
довании экзоколлагена являются сухожилия, обра-
ботанные уксусной кислотой. Возможно, в ходе
кислотной экстракции утрачиваются структурно-
молекулярные атрибутивы, необходимые для мине-
рализации. Одним из таковых может быть дезорга-
низованная доменная структура, обусловленная ли-
бо кислотной экстракцией фибриллярного коллаге-
на, либо его скоротечным старением в процессе
культивирования. В волокнах подложки, исходящих
из экзогенного коллагена и лежащих вдали от клеток
и за пределами ГС, признаки доменной организации
слабо выражены.

Финальной стадий остеогенеза в условиях in vitro
является образование костных пластинок, с харак-
терной структурой, оформляющейся в период между
7 и 14 сут при культивировании в дифференцировоч-
ной среде. Все начинается, по-видимому, с уплотне-
ния краевых отделов клетки (рис. 6а), кальцифици-
рующихся в точках контакта при взаимодействии с
ГС (рис. 6б). Толстые стержни компактизированных
коллагеновых волокон прорастают клеточную мем-
брану (рис. 6в), а на поверхности клеток появляются
пластинчатые выросты агрегированных коллагено-
вых волокон с характерными гаверсоподобными от-
верстиями. Форма и размеры пластинок варьируют,
но в основном представлены отростчатые, подково-
образные экземпляры (рис. 6г, д) размерами от
13 мкм до 50 мкм. Окончательным этапом является
отрыв костных пластинок от клеток и их свободное
перемещение в инкубационной жидкости. Флотиру-
ющие пластинки имеют характерный вид: припод-
нятые отростки, широкие гаверсоподобные отвер-
стия, плотное кальцифицированное тело (рис. 6е).
Принципиально важным этапом морфогенеза остео-
идных структур является стремление освободившихся
костных пластинок к слиянию с формированием от-
носительно толстых, разветвляющихся трабекуло-
подобных структур. На этом этапе остеогенетиче-
ский потенциал клеточных культур в примененном
формате исчерпывается.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Формирование остеоидных структур в условиях

in vitro складывается из остеогенетических событий,
происходящих внутри дифференцирующихся кле-
ток, в интрафибриллярном и экстрафибриллярном
пространствах. Остеогенез стартует с усиления син-
теза фибриллярного коллагена и везикул внутрикле-
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точного матрикса, их сопряженная гиперплазия и
гипертрофия, секреция, внеклеточная самосборка
фибрилл, направленная миграция везикул и избира-
тельное вовлечение обоих партнеров в адгезионные
и метаболические взаимоотношения. События, воз-
никая вначале стохастически в виде разрозненных
очагов остеогенетической активности, по мере уве-
личения продолжительности культивирования син-
хронизируются. В целом, ранние стадии морфогене-
за остеоидных структур в условиях in vitro складыва-
ются из следующих этапов:

1) Усиление активности МВ, сопровождающееся
гиперплазией, гипертрофией и направленной ми-
грацией в зоны минерализации.

2) Компактизация коллагеновых волокон и паке-
тирование их в пластинчатые структуры.

3) Упорядоченное перфорирование и формиро-
вание гаверсифицированных прекурсоров костных
ламелл.

4) Рост компактизированных коллагеновых воло-
кон и экструзия их из клеток.

5) Созревание костных ламелл на поверхности
клеток.

6) Отрыв от клеток и свободное флотирование со-
зревших костных ламелл.

Рис. 6. Микрофотографии ранних стадий остеогенеза при культивировании МСК-КМ в дифференцировочной среде (скани-
рующая электронная микроскопия). а – Уплотнение внутриклеточного матрикса, 14 сут (стрелка); б – очаг минерализации
внутриклеточного матрикса в области контакта с гранулой ситалла, 14 сут (стрелка); в – экструзия компактизированной пла-
стинки с гаверсоподобными отверстиями из клетки, 14 сут (стрелка); г – подковообразная зрелая костная пластинка на по-
верхности клетки, 14 сут (стрелка); д – отросчатая костная пластинка на поверхности разрушенной клетки, 14 сут; е – ото-
рвавшаяся свободно флотирующая костная пластинка, 14 сут (стрелка).

а б1 мкм 1 мкм

в г1 мкм 1 мкм

д е1 мкм 10 мкм
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7) Агрегирование ламелл во внеклеточном про-
странстве и формирование трабекул, как оконча-
тельная стадия остеогенеза в условиях in vitro.

В механизмах минерализации остеоидных струк-
тур непосредственное участие принимают процессы
гомо- и гетерогенной нуклеации КФ, а также кон-
файнмент, катализирующий кристаллогенез в уль-
тратонких каналах коллагеновых фибрилл. Элек-
тронно-микроскопически усиление гомогенной
нуклеации верифицируется везикуляцией и ассоци-
ированием МВ с коллагеновыми волокнами. Гете-
рогенная нуклеация осуществляется интрафибрил-
лярно – в виде увеличения количества, уплотнения
и осаждения наноразмерных преципитатов КФ в
интердигитирующих каналах, а также экстрафиб-
риллярно – в виде отложения депозитов на поверх-
ностях коллагеновых волокон.

Стеклокристаллический материал “Биосит-Ср
Элкор” в ходе культивирования частично растворя-
ется и подвергается распаду. При растворении в
межклеточный матрикс выделяются сшивающие,
поверхностно-активные химические агенты, а также
КФ. В результате синергичного действия усиливает-
ся компактизация коллагеновых волокон, расправ-
ляются и перфорируются пластинчатые структуры,
провоцируется коагуляция органической фазы и
минерализация клеток и коллагеновой подложки.
Таким образом, стеклокристаллический материал
“Биосит-Ср Элкор” оказывает стимулирующее дей-
ствие на остеогенез в условиях in vitro, но ускоряет
инволютивные изменения в дифференцирующихся
клетках. Неоднозначность влияния силиколюмо-
фосфатов на морфогенез остеоидных структур дела-
ет необходимым проведение дальнейших исследова-
ний, уточняющих биотехнологические перспективы
этого материала, биологическая активность которо-
го еще во многом не изучена.
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Morphogenesis of Osteoid Structures during Cultivation of Mesenchemic Stromal Cells 
on Fibrillary Collagen in the Presence of Silicoalumophosphate
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The effect of glass-crystalline material “Biosit-Sr Elkor” at the early stages of morphogenesis of osteoid structures
in cultures of mesenchymal stromal cells of the bone marrow was studied. The maximum cultivation period is
28 days. Morphological studies were performed using scanning electron microscopy. It was found silicoalumino-
phosphate that accelerates the formation of osteoid structures, enhances the synthesis, compaction and mineraliza-
tion of fibrillar collagen, activates matrix vesicles by hyperplasia, hypertrophy and excretion. During cultivation,
glass-crystalline material partially dissolves and disintegrates, chemical agents with cross-linking, surface-active and
mineralizing properties come out into the nutrient medium. The key mechanism for the compaction of collagen fi-
bers is the cross-linking effect of siloxane bonds. Due to the action of surface-active agents, compacted collagen fi-
bers are straightened and perforated with the formation of haversified lamellar structures − structural precursors of
bone plates. The mineralizing effect is mediated by an increase in the homo- and heterogeneous nucleation of cal-
cium phosphates, the deposition of mineral nodules in differentiating cells and in the fibers of the collagen substrate,
which accelerates the aging of the cell culture. Conclusion: glass-crystalline material “Biosit-Sr Elkor” has a stimu-
lating effect on the early stages of osteogenesis in vitro.

Keywords: bone marrow mesenchymal stromal cells, primary cell cultures, type I collagen, silicoaluminophosphates,
osteogenesis, matrix vesicles, mineralization, calcium phosphates, bone plates
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