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РЕФЕРАТ 
Современные технологии открывают перспективы использования 
новых эффективных методов стимуляции репаративного остеогенеза 
с целью оптимизации результатов лечения пациентов. Цель исследо-
вания –представить микроскопическую и биомеханическую характе-
ристику регенерата диафиза и бедренной кости крыс, сформирован-
ного на 120-е сутки после операции и применения секретома ММСК. 

Представлены результаты экспериментального исследования структурных и биомехани-
ческих характеристик регенерата диафиза бедренной кости крыс на 120-е сутки репара-
тивного остеогенеза после индуцирования костного дефекта в условиях применения ин-
новационного регенеративного препарата – секретома мультипотентных мезенхималь-
ных стромальных клеток. Контролем служили образцы кости, в которых в область 
остеорепарации вводили физраствор, а также интактные бедренные кости крыс. Матери-
ал изучали с помощью методов световой микроскопии, микроскопической морфометрии 
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и биомеханических испытаний. Установлено, что в опытной группе регенерат компакти-
зирован, имеет черты гистотипии и образован главным образом пластинчатой костной 
тканью. В контрольной группе регенерат более тонок, чем в опытной, не имеет призна-
ков гистотипии, в его структуре наблюдается большее, по сравнению с опытной груп-
пой, представительство ретикулофиброзной костной ткани. Как в опытной, так и в кон-
трольной группе ремоделирование регенерата не завершено. Очевидно, это влияет на 
прочностные характеристики кости. Биомеханические испытания показали, что бедрен-
ные кости животных опытной и контрольной групп по прочностным характеристикам 
уступают интактным образцам. При этом опытные образцы превосходят контрольные на 
25%, что соответствует результатам морфологических исследований.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Современные технологии открывают 

перспективы использования новых эф-
фективных методов стимуляции репара-
тивного остеогенеза с целью оптимизации 
результатов лечения пациентов. Одним из 
таких направлений, несомненно, является 
регенеративная медицина, которая осо-
бенно стремительно развивается на про-
тяжении последних 10-ти лет [1, 6, 11]. 
При этом наряду с препаратами, получен-
ными с помощью генной инженерии, при-
менением сложных композитных матери-
алов и клеточных продуктов особое вни-
мание уделяется секретому мультипо-
тентных мезенхимальных стромальных 
клеток (ММСК). Секретом представляет 
собой кондиционную среду, которая со-
держит комплекс цитокинов, что и обу-
словливает высокую эффективность этого 
препарата [3, 12, 14]. Секретом обладает 
иммуномодулирующим воздействием, 
сбалансированным про- и противоспали-
тельным эффектом, стимулирует неоан-
гиогенез, что в совокупности приводит к 
ормализациее течения всех фаз репара-
тивной регенерации. Эффективность при-
менения секретомов показана в ряде ис-
следований [2, 4, 7, 8, 11, 15], однако вли-
яние их на остеорепарацию рассматрива-
ется лишь в единичных работах [9, 10, 
16]. В этой связи нами проведено иссле-
дование, в котором в условиях экспери-
мента на лабораторных крысах моделиро-
вали дефект диафиза бедренной кости и 
изучали формирование регенерата в усло-
виях применения секретома ММСК оте-
чественного производства.  

Цель исследования – представить 
микроскопическую и биомеханическую 

характеристику регенерата диафиза и 
бедренной кости крыс, сформированного 
на 120-е сутки после операции и примене-
ния секретома ММСК.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Работа проведена на базе кафедры 
анатомии и гистологии животных имени 
профессора А.Ф. Климова ФГБОУ ВО 
МГАВМиБ – МВА имени К.И. Скрябина. 
Объектом исследования служили белые 
беспородные крысы (самцы, 200±20 г), 
подобранные по методу аналогов, кото-
рых подразделяли на контрольную 
(n=16), опытную (n=16) и интактную 
(n=6) группы. В контрольной и опытной 
группах под наркозом (Изофлуран) с по-
мощью фрезы моделировали монокорти-
кальный дефект в середине диафиза бед-
ренной кости. В опытной группе дефект 
орошали секретомом ММСК 
(производство ООО Т-Хелпер Клеточные 
Технологии, Москва, Россия [5]), в кон-
трольной - физиологическим раствором 
(по 0,2 мл, 1 мин.). Повторное введение 
препаратов проводили через 7 суток, инъ-
екционно, параоссально. В интактной 
группе операцию не проводили. Живот-
ных выводили из эксперимента путем 
передозирования наркоза (Изофлуран) на 
120-е сутки. Для гистологических иссле-
дований материал фиксировали в 10% 
растворе нейтрализованного формалина и 
после деминерализации и промывки зали-
вали в парафин по общепринятой методи-
ке и готовили срезы, которые окрашивали 
гематоксилином и эозином, альциановым 
синим и по Ван-Гизон. Микропрепараты 
изучали с помощью микроскопа Mi-
croscreen, совмещенного с цифровой си-
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стемой визуализации и микрофотосъемки 
объектов.  

Определение силы разрушения при 
биомеханических испытаниях образцов 
бедренных костей крыс по методу 3-х 
точечного изгиба осуществляли с помо-
щью электромеханической испытатель-
ной машины LFM-50 фирмы Walter and 
Bai (Швейцария), соблюдая параметры (0 
- 50 кН, скорость нагружения 0-500 мм/
мин., вращение 60 об./мин., точность из-
мерения 0,34 %). Значения перемещения 
(прогиба образца) и значения силы реги-
стрировали автоматически, статистиче-
ская обработка данных проводилась в 
IBM SPSS Statistics 27. Работа проведена 
в НМИЦ ТО имени Н.Н. Приорова Мин-
здрава РФ.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS  
Результаты микроскопических ис-

следований 
При оценке результата остеорепара-

ции в первую очередь обращали внима-
ние на признаки гистотипического вос-
становления, сравнивая структуру регене-
рата и интактного диафиза бедренной 
кости крысы. Последний представлен 
пластинчатой костной тканью с типичной 
структурной компоновкой, за счет кото-
рой формируются наружная и внутренняя 
общие системы костных пластин 
(представлены костными пластинами, 
расположенными взаимопараллельно и 
тангенциально) и расположенный между 
ними остеонный слой, представленный 
остеонами небольшого диаметра и вста-
вочными костными пластинами (рис. 1). 
Толщина кортикального слоя кости в ин-
тактных образцах составляет 
585,62±109,97 мкм.  

В опытной группе через 120 суток 
после операции в области репарации 
наблюдается регенерат, в структуре кото-
рого видны компактизированная и спон-
гизированные части (рис. 2). Компактизи-
рованная часть хорошо консолидирована 
с краями дефекта и имеет толщину 539,63 
± 181,51 мкм. 

Рисунок 1 – Микроструктура диафиза 
бедренной кости крысы. Интактный 

образец. А – гистологическая картина: 
1 – надкостница, 2 - наружная общая 

система костных пластин, 3 – остеон-
ный слой, 4 – внутренняя общая систе-

ма костных пластин.  
Альциановый синий, х40.  

Рисунок 2 – Микроструктура регенера-
та кости. Опытная группа, 120 суток. 
Общий вид: 1 – край дефекта, 2 – реге-
нерат с признаками компактизации и 
ремоделирования,  3 – часть регенера-
та с явлениями спонгизации, 4 - поло-

сти резорбции,  5 – медуллярный канал.  
А – гематоксилин и эозин, х40.  

Регенерат сформирован главным обра-
зом пластинчатой костной тканью, одна-
ко в данный срок ремоделирование еще 
не завершено, о чем свидетельствуют 
небольшие фрагменты ретикулофиброз-
ной костной ткани с признаками резорб-
ции, визуализируемые в структуре реге-
нерата при гистологических исследовани-
ях. Следует отметить, что часть регенера-
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та, обращенная в медуллярный канал, 
спонгизирована, что может быть связано 
с постепенной остеокластической резорб-
цией внутренней части регенерата, не 
испытывающей существенную биомеха-
ническую нагрузку при статолокомоциях. 

Граница между регенератом и краем 
бывшего дефекта определяется за счет 
линий склеивания. В регенерате отчетли-
во видны признаки гистотипии (рис. 3): 
так, наблюдается хорошо развитая наруж-
ная общая система костных пластин, 
остеонный слой имеет четко оформление, 
представлен мелкими остеонами и вста-
вочными костными пластинами. Вместе с 

Рисунок 3 – Микроструктура регенерата кости. Опытная группа. 120 суток. 
А: периостальная поверхность кости ровная, 1– наружная общая система костных 
пластин хорошо развита. Альциановый синий, х400. Б: остеонный слой содержит 

остеоны (1) и вставочные костные пластины; гаверсовы каналы показаны стрелка-
ми. Альциановый синий, х400. В: остеононый слой с явлениями ремоделирования: сре-

ди пластинчатой костной ткани (1) видна ретикулофиброзная костная ткань (2). 
Стрелками показаны гаверсовы каналы. Альциановый синий, х400. Г – внутренняя об-

щая система костных пластин (1) хорошо развита, имеет равномерную толщину. 
Альциановый синий, х400.  

тем, среди пластинчатой костной ткани 
здесь встречается матрикс ретикулофиб-
розной костной ткани, который отличает-
ся от матрикса пластинчатой костной тка-
ни бесструктурностью, а тинкториально 
умеренной базофилией и альцианофили-
ей. Внутренняя общая система костных 
пластин представлена хорошо развитым 
слоем, который имеет равномерную тол-
щину. Данная морфологическая картина 
может свидетельствовать о включении 
регенерата в процесс обеспечения функ-
циональной нагрузки, характерной для 
диафиза бедренной кости.   
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В контрольной группе (рис. 4) визуа-
лизировали регенерат, компактизирован-
ная часть которого тоньше, чем в опыт-
ной группе – 406,33 ± 74,99. В то же вре-
мя признаки спонгизации выражены в 
нем в большей степени. Обращает на себя 
внимание, что регенерат неплотно консо-
лидирован с краями дефекта, на границе с 
краями бывшего дефекта гистологически 
наблюдаются узкие полости. В структуре 
регенерата определяются пластинчатая и 
ретикулофиброзная костные ткани, что 
указывает на продолжение ремоделирова-
ния.  

Следует отметить, что в регенерате не 
выявлены признаки гистотипии: так, 
наружная общая система костных пла-
стин не имеет отчетливого оформления и 

на большем протяжении регенерата не 
визуализируется. Остеоны и костные пла-
стины в структуре регенерата сочетаются 
с ретикулофиброзной костной тканью, 
представительство которой значительно. 
При этом видны обширные полости ре-
зорбции, за счет которых структура реге-
нерата рарефицирована. Внутренняя об-
щая система костных пластин оформлена, 
но имеет неравномерную толщину и ло-
кально не визуализируется (рис. 5). Такая 
картина может свидетельствовать о за-
медленном, по сравнению с опытной 
группой, течением процесса ремоделиро-
вания, а также о перераспределении био-
механической нагрузки между микро-
структурами регенерата.  

Рисунок 4 – Микроструктура регенера-
та кости. Контрольная группа,120 су-

ток. Общий вид: 1 – край дефекта,  
2 – регенерат рарефицирован, содер-

жит многочисленные полости,  
3 – медуллярный канал. Ван-Гизон, х40.  

Рисунок 5 – Микроструктура регенерата кости. Контрольная группа.120 суток. 
А – регенерат не имеет признаков гистотипии, общий вид: наружная общая система 
костных пластин не выражена, 1 – остеонный слой, 2 – внутренняя общая система 
костных пластин формирует толстый слой.  Гематоксилин и эозин, х200. Б – рети-
кулофиброзная костная ткань (1) и пластинчатая костная ткань (2) в поверхност-

ных слоях регенерата. Периостальная поверхность неровная (стрелки).  
Альциановый синий, х400.  
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Результаты биомеханических ис-
пытаний 

Изучение статической прочности об-
разцов бедренных костей крыс опытной, 
контрольной и интактной групп по мето-
ду 3-х точечного изгиба было позволило 
установить, что для них характерно хруп-
кое мгновенное разрушение (рис. 6).  

В начальный момент нагружения в 
образцах костей наблюдаются начальные 
неустойчивые процессы деформирования, 
далее происходит повторный устойчивый 
рост нагрузки вплоть до момента разру-
шения. Этим событиям соответствует 
прямолинейный участок кривой, характе-
ризующий упругое поведение бедренной 
кости при ее нагружении. Хрупкое разру-
шение характеризуется мгновенным паде-
нием нагрузки на диаграммах испытания 
с фрагментацией образца бедренной ко-
сти животного за счет образования макро-
трещины при достижении максимума 
силы (F разрушения). Нагрузка при этом 
мгновенно падает до нуля. Согласно по-
лученным данным, сила разрушения для 

образцов опытной, контрольной и интакт-
ной групп была неодинаковой (табл. 1).  

Из таблицы 1 следует, что опытные 
образцы превосходят контрольные по 
прочности на 25%. Вместе с тем, обе 
группы уступают интактным образцам: 
опытные образцы на 32%, контрольные - 
на 46%. Это может быть связано, в част-
ности, с незавершенным ремоделировани-
ем регенерата, выявленном при гистоло-
гических исследованиях.  

Анализ результатов, полученных в 
трех изучаемых группах образцов, прово-
дился с применением непараметрическо-
го критерия Краскела-Уоллеса. Была про-
верена гипотеза об отсутствии статисти-
чески значимых различий по показателям 
силы разрушения (F разр.) в опытной, 
контрольной и интактной группах (табл. 
2). Анализ данных показал, что выборки 
достоверно отличаются друг от друга.  

Полученная оценка была подтвержде-
на попарным сравнением групп с помо-
щью теста Тьюки (табл. 3). 

Рисунок 6 – Результаты испытаний образцов бедренных костей крыс А – опытной 
группы, Б – контрольной группы, В – интактной группы. 

Таблица 1 – Показатели силы разрушения (F разр.) 
бедренных костей крыс опытной, контрольной и интактной групп, кН 

Группы 
Кол-во изме-

рений 
Сила разрушения, кН 

Опыт 6 0,120±0,007 

Контроль 6 0,096±0,004 

Интактные образцы 6 0,177±0,004 

Примечание: р≤0,05. 
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  Нулевая гипотеза Критерий знач.a,b Решение 

1 Распределение резуль-
таты является одинако-

вым для категорий 
«группа» 

Критерий Краскела-
Уоллеса для независи-

мых выборок 

0,001 Нулевая гипотеза  
отклоняется 

a. Уровень значимости равен 0,05. 

b. Выводится асимптотическая значимость. 

Таблица 2 – Итоги проверки гипотезы об отсутствии отличий по показатели силы 
разрушения (F разр.) в опытной, контрольной и интактной группах 

Таблица 3 – Результаты проведения теста Тьюки для выявления отличий  
в показателе силы разрушения (F разр.) бедренных костей крыс опытной,  

контрольной и интактной групп 

Группы сравнения (попарно) 
Асиптотическая значи-

мость* 

Опыт Контроль 0,012 

Опыт Интактные образцы 0,000 

Контроль Интактные образцы 0,000 

*Уровень значимости равен 0,05. 

Значение асиптотической значимости 
менее 0,05 указывает на то, что значения 
силы разрушения (F разр.) для каждой 
группы статистически значимо отличает-
ся от других групп. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSIONS 
Таким образом, на основании прове-

денных исследований установлено, что 
через 120 суток после индуцирования 
монокортикального дефекта в условиях 
применения секретома ММСК формиру-
ется регенерат, образованный преимуще-
ственно пластинчатой костной тканью, 
хорошо консолидированный с краями 
дефекта и имеющий признаки гистоти-
пии, о чем свидетельствует наличие 
наружной и внутренней общих систем 
костных пластин и остеонного слоя в его 
структуре. Это отличает его от контроль-
ных образцов, в которых регенерат имеет 
меньшую толщину, большее представи-
тельство ретикулофиброзной костной 
ткани и не имеет гистотипического строе-
ния. Следует отметить, что в обеих груп-
пах ремоделирование регенерата на 120-е 
сутки еще не завершено.  

Гистотипическое строение регенерата 
в опытной группе указывает на включе-

ние его в реализацию биомеханических 
функций кости и предполагает повыше-
ние прочности по сравнению с контроль-
ной группой. Это подтверждается биоме-
ханическими испытаниями образцов ко-
стей, согласно которым прочностные 
характеристики бедренной кости в опыт-
ной группе на 25% превышали таковые в 
контрольной. Полученные данные позво-
ляют заключить, что применение секре-
тома ММСК оказывает положительное 
влияние на течение репаративного остео-
генеза. 
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ABSRTACT 
Modern technologies open up prospects 

for using new effective methods of stimulat-
ing reparative osteogenesis in order to opti-
mize patient treatment outcomes. The aim of 
the study was to present microscopic and 
biomechanical characteristics of rat diaphy-
sis and femoral bone regeneration formed on 
the 120th day after surgery and the use of 
MMSC secretome. The results of experi-
mental study of structural and biomechanical 
characteristics of rat femoral diaphysis re-
generate on the 120th day of reparative oste-
ogenesis after induction of bone defect under 
the conditions of application of an innova-
tive regenerative preparation - secretome of 
multipotent mesenchymal stromal cells - are 
presented. Bone samples in which saline 
solution was injected into the area of oste-
orepair, as well as intact rat femurs served as 
control. The material was studied by light 
microscopy, microscopic morphometry and 
biomechanical tests. It was found that in the 
experimental group the regenerate is com-
pacted, has histotypic features and is formed 
mainly by lamellar bone tissue. In the con-
trol group, the regenerate is thinner than in 
the experimental group, has no histotypic 
features, and in its structure, there is a great-
er representation of reticulofibrous bone 
tissue compared to the experimental group. 
Both in the experimental and control groups 
the remodeling of the regenerate is not com-

pleted. Obviously, this affects the strength 
characteristics of the bone. Biomechanical 
tests have shown that the femur bones of 
animals of the experimental and control 
groups are inferior to intact samples in terms 
of strength characteristics. At the same time, 
experimental samples exceed control sam-
ples by 25%, which corresponds to the re-
sults of morphological studies.  
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