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Для изучения вопросов биосовместимости и остеоинтеграции имплантатов на основе титана были 
адаптированы методы получения культур клеток остеобластов из костей свода черепа взрослых 
крыс Wistar и их 12-дневных эмбрионов. Исследовали морфологию остеобластов и их дифферен-
цировку в остеоциты на матрице из титана, поверхность которой была подвергнута специальной 
обработке. Подтвердили эффективность использования двух полученных диплоидных культур 
клеток крыс в качестве моделей при доклинических испытаниях на биосовместимость и остеоин-
теграцию наноструктурированных титановых имплантатов в условиях in vitro.
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На сегодняшний день титан является наиболее 
предпочтительным биосовместимым металлом для 
изготовления ортопедических имплантатов. Это 
объясняется его высокой устойчивостью к корро-
зии, механическими характеристиками и способно-
стью к остеоинтеграции. В последнее десятилетие 
особое внимание уделяется изучению различных 
микромодификаций структуры поверхностей ти-
тановых конструкций, приводящих к повышению 
биосовместимости имплантатов с живыми тканями 
[1]. Новейшим направлением в данной области ис-
следований является изучение влияния нанострук-
турирования поверхности титана на его способность 
к остеоинтеграции. Периодические и непериоди-
ческие системы наночастиц на поверхности титана 
являются новыми, искусственно созданными мате-
риалами, обладающими уникальными свойствами 
и требующими детального изучения.

В последнее время исследования титана и его 
сплавов in vitro широко проводились во всем мире 

КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ

с  использованием различных культур клеток, 
в том числе мезенхимальных стволовых клеток 
костей крыс [2], остеобластов крыс аутбредного 
стока Sprague Dawley [3], остеобластов человека 
[4], стволовых клеток нервного гребня человека 
[5], клеточной линии эндотелия аорты телёнка 
GM 7373, остеобластов мышей, меченных зелё-
ным флуоресцентным белком [6], эмбриональных 
фибробластов мышей [7] и многих других.

Поскольку имплантаты предназначены для 
использования в  местах повреждений костей, 
культуры остеобластоподобных клеток являют-
ся идеальной моделью для изучения их биосов- 
местимости и остеоинтеграции in vitro. Остео- 
бласты являются клетками, ответственными 
за образование кости: они сконцентрированы 
в зонах её роста или ремоделирования, где уча-
ствуют в синтезе практически всех составляю-
щих матрицы костной ткани, а также в её по-
следующей минерализации [8]. В результате об-
разования матрицы остеобласты оказываются 
“замурованными” в ней, прекращают её синтез 
и дифференцируются в остеоциты [9]. Остеоци-
ты являются основными клетками костной тка-
ни. Отдельные остеоциты находятся в изолиро-
ванном положении в  костной матрице, тем не 
менее они сохраняют контакт с другими остео- 
цитами и  с  клетками на поверхности кости 
через длинные клеточные отростки, которые 
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заключены в  микроскопические канальцы. 
Межклеточное взаимодействие обеспечивается 
через щелевые контакты в области встречи кле-
точных отростков двух остеоцитов в общем ка-
нальце [10]. Помимо применения в качестве мо-
дели для изучения биосовместимости и остео- 
интеграции имплантатов культуры клеток  
остеобластов можно использовать в  широком 
спектре прикладных исследований, включая  
изучение механизмов формирования костей,  
изучение новых лечебных препаратов, влияю-
щих на формирование костной ткани, а также 
для исследования костной патологии.

Целью нашей работы являлось получение 
и характеристика клеточных линий остеобластов 
взрослых крыс и их эмбрионов, а также провер-
ка пригодности полученных культур клеток для  
изучения биосовместимости имплантатов на ос-
нове титана.

Для получения первичных клеточных куль-
тур использовали модифицированный метод, 
основанный на нескольких протоколах полу-
чения остеобластов [4, 8]. Для получения куль-
туры клеток RAD-C‑01 (Rattus norvegicus adult 
calvaria) и REM-C‑02 (Rattus norvegicus embryo 
calvaria) измельчали кости свода черепа 4-месяч-
ной крысы-самки популяции Wistar и зачатки 
костей свода черепа её 12-дневных эмбрионов. 
Полученные после ферментативной обработки 
костные эксплантаты для RAD-C‑01 и зачатки 
черепных костей эмбрионов для REM-C‑02 вы-
ращивали в культуральных флаконах во влаж-
ной атмосфере с содержанием 5% СО2. В каче-
стве ростовой среды использовали среду Игла 
в модификации Дульбекко (DMEM/F‑12 HAM, 
“Sigma-Aldrich”, США).

Тестирование клеточных культур на минера-
лизацию проводили на немодифицированной 
поверхности дисков из титана ВТ1-0 и культу-
рального пластика, который служил в качестве 
положительного контроля. Использовали стан-
дартную ростовую и остеогенную (a-MEM, со-
держащую 10% фетальной телячьей сыворот-
ки, 2 мМ L-глутамина, 100 ЕД/мл пеницил-
лина и  100 мкг/мл стрептомицина, 50 мкг/мл 
L-аскорбиновой кислоты, 4 мМ b-глицерофос-
фата, 0,1 мМ заменимых аминокислот, 1000 нМ 
дексаметазона, 6,25 мкг/мл инсулина) среды. 
Клетки культивировали в течение 28 сут, окра-
шивали 2%-м ализариновым красным S (“Sigma-
Aldrich”) и микроскопировали с помощью ин-
вертированного микроскопа Axio Observer A1 
(“Carl Zeiss”, Германия).

На следующем этапе исследования на тита-
новые диски (D = 10 мм), покрытые в результа-
те анодного окисления аморфной пленкой TiO2, 

имеющей поры размером от 20 до 120 нм, на-
носили остеобласты в фазе экспоненциального 
роста. Для фиксации клеток вместо стандартно-
го метода с применением высокотоксичного те-
траоксида осмия использовали альтернативные 
способы. В  6-луночный культуральный план-
шет, в каждой лунке которого находились тита-
новые диски с культурой клеток остеобластов, 
добавляли разные варианты фиксаторов (в двух 
повторностях каждый) на основе: формалина, 
охлаждённой жидкости Карнуа, глутарового 
альдегида. Далее клетки инкубировали в фик-
саторе в течение 30 мин. Затем образцы промы-
вали несколько раз дистиллированной водой, 
обезвоживали методом проводки в возрастаю-
щих концентрациях этанола (50, 70 и 96%) в те-
чение 5 мин при каждой концентрации и высу-
шивали на воздухе. Полученные таким образом 
образцы исследовали с помощью сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) на микроско-
пе Auriga CrossBeam (“Carl Zeiss”) в режиме вто-
ричных и обратно рассеянных электронов при 
ускоряющем напряжении 0,5–1 кВ.

Получение культуры клеток RAD-C‑01. Экс-
плантаты костей свода черепа взрослых крыс 
культивировали 12 сут, в течение которых клет-
ки мигрировали из кости и прикреплялись к по-
верхности пластикового флакона. Клетки в куль-
туре RAD-C‑01 формировали монослой в течение 
2 нед., после чего костные эксплантаты удаляли, 
клетки трипсинизировали и пересевали. Полу-
ченная популяция в основном состояла из клеток 
многоугольной формы с выраженным шерохова-
тым эндоплазматическим ретикулумом, что ха-
рактерно для остеобластов.

Получение культуры клеток REM-C‑02. Пер-
вичную культуру клеток, полученную из обрабо-
танных ферментами зачатков костей черепа эм-
брионов крыс (рис. 1а), также обрабатывали трип-
сином и пересевали. Оценку морфологии клеток 
проводили после второго пассажа (рис. 1б). Для 
культуры клеток REM-C‑02 характерным призна-
ком было наличие большого количества остео- 
бластоподобных клеток с последующим появле-
нием многочисленных очагов минерализации, 
однако REM-C‑02 была морфологически неодно-
родна: в ней также присутствовали многоядерные 
клетки, по всей видимости, остеокласты (рис. 1б). 
Для получения чистых колоний из отдельных 
клеток мы в 96-луночных культуральных план-
шетах провели клонирование методом предель-
ных разведений.

На рис.  2 представлены микрофотографии 
клеток из смешанной популяции REM-С‑02 че-
рез 10 дней после начала клонирования. В одних 
лунках отмечали колонии клеток, состоящие 
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исключительно из остеоцитоподобных клеток 
звёздчатой формы с небольшим клеточным те-
лом и длинными отростками. В других лунках 
наблюдали наличие остеобластов (клетки много-
угольной формы с хорошо развитым шероховатым 
эндоплазматическим ретикулумом) и остеоцитов. 
В  остальных лунках – остеобласты, остеоциты 
и остеобласты в процессе их дифференцировки. 
После нескольких последующих субклонирова-
ний мы получили стабильную клеточную линию 
REM-С‑02, состоящую только из остеобластопо-
добных клеток.

С целью подтверждения остеогенной диф-
ференцировки клеток в  культурах RAD-C‑01 

и REM-C‑02 проводили окрашивание ализари-
новым красным S через 28 сут после начала куль-
тивирования. При культивировании обеих куль-
тур клеток в стандартной среде на пластике и на 
титановых дисках тест на минерализацию был 
отрицательным. Тем не менее при культивиро-
вании в остеогенной среде тест с ализариновым 
красным S оказался положительным для клеток 
RAD-C‑01 и REM-С‑02 как на пластике, так и на 
поверхности титана.

При кариотипировании обе клеточные линии 
(RAD-С‑01 и С-REM‑02) в 80% метафазных пла-
стинок показали нормальный диплоидный набор 
хромосом Rattus norvegicus (2n = 42; NF = 64).

Рис. 1. Фазово-контрастная микроскопия REM-С‑02 культуры клеток зачатков костей черепа эмбрионов крыс 
Wistar при разной длительности культивирования. (а) – появление первичной культуры клеток. (б) – культура 
клеток становится гетерогенной, наряду с типичными остеобластоподобными клетками (×64), встречаются 
крупные многоядерные клетки (×32, стрелка белого цвета), морфологически схожие с остеокластами, а также 
наблюдается формирование очагов минерализации (×20, ×10, стрелки чёрного цвета).
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Рис. 2. Культура клеток REM-C‑02 костей черепа эмбрионов крыс, полученная с помощью предельных разве-
дений в 96-луночных планшетах (названия лунок указаны в левом нижнем углу каждой микрофотографии), 
10 сут после посева. F8 и G8 – смешанные популяции клеток, представленные остеобластами (клетки много-
угольной формы с хорошо развитым шероховатым эндоплазматическим ретикулумом), остеоцитами (клетки 
звёздчатой формы с небольшим телом клетки и длинными отростками) и/или остеобластами при их диффе-
ренцировке в остеоциты. B8 и H8 – клоны, состоящие исключительно из остеоцитов.

Методом СЭМ исследовали культуры клеток 
остеобластов после их инкубации на титано-
вых дисках в течение разных периодов времени 
(рис. 3). На основании результатов сравнительно-
го анализа, который включал три разных метода 
фиксации клеток перед СЭМ с использованием 
формалина или жидкости Карнуа, или глутарово-
го альдегида мы обнаружили, что наиболее при-
емлемыми оказались методы на основе глутарово-
го альдегида и жидкости Карнуа, в то время как 
использование фиксатора на основе формалина 
вызвало серьёзное изменение формы клеток.

Проведённое электронно-микроскопиче-
ское исследование двух клеточных культур 
RAD-C‑01 и  RЕМ-С‑02 через 2 и  48 ч после 
начала их инкубации с  титановыми дисками 

(рис. 3) показало, что после инкубации в тече-
ние 2 ч наблюдались в основном клетки окру-
глой формы, что объясняется начальной ста- 
дией их адгезии. Однако клетки, культивируе-
мые на поверхности титановых дисков в течение 
двух суток, были в основном веретенообразной 
и разветвленной формы, что является призна-
ком успешной их адгезии и  пролиферации. 
Следовательно, при проведении СЭМ культуры 
клеток остеобластов на поверхности титановых 
дисков мы наблюдали клеточную адгезию и из-
менения морфологии клеток, что указывает на 
пригодность полученных диплоидных культур 
клеток остеобластов крыс Wistar для исследова-
ния in vitro биосовместимости и остеоинтегра-
ции разных имплантатов на основе титана и его 
сплавов.
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Рис 3. СЭМ-изображения клеток RAD-С‑01, фиксируемых в разное время после начала культивирования на 
титановых дисках.

Таким образом, в наших исследованиях мы 
подтвердили эффективность использования 
двух диплоидных культур клеток остеобластов 
крыс RAD-C‑01 и  REM-C‑02. Мы адаптиро-
вали методы получения культур клеток остео- 
бластов из костей свода черепа взрослых крыс 
и  12-дневных эмбрионов и  провели первона-
чальные исследования по биосовместимости. 
Представленные данные являются многообе-
щающими для дальнейшего изучения титано-
вых имплантатов нового поколения с использо-
ванием культур клеток RAD-C‑01 и REM-C‑02 
в  качестве моделей при доклинических ис-
следованиях по биосовместимости и  остео- 
интеграции.

Электронно-микроскопические исследования 
были проведены в лаборатории структурных ме-
тодов анализа и свойств материалов и наномате-
риалов ЦКП УрФУ.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации, субсидия на реализацию ком-
плексных проектов по созданию высокотехно-
логичного производства в  рамках реализации 
постановления Правительства Российской Фе-
дерации от 9  апреля 2010  года № 218, очередь 
8 по теме “Создание высокотехнологичного 
цифрового производства прецизионных метал-
лических комплексов для имплантации на базе 
аддитивных технологий”, номер соглашения 
02.G25.31.0234.
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