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Цель исследования — изучить in vitro и in vivo биологические свойства нового остеопластического материала на основе недемине-
рализованного коллагена, содержащего фактор роста эндотелия сосудов (ФРЭС), оценить его токсичность и влияние на неоангиогенез.

Материалы и методы. В ходе работы in vitro (I этап) оценивали биологическую активность и токсичность полученной различными 
методами композиции — костный коллаген+ФРЭС. На II этапе изучали биологические свойства разработанного материала in vivo. По-
лученные образцы конъюгированных материалов анализировали на предмет токсичности в отношении культивируемых клеток: транс-
формированных фибробластов мыши линии L929 и эндотелиальных клеток пупочной вены человека HUVEC (от англ.: Human umbilical 
vein endothelial cells).

Заключение. Наименее токсичным в условиях in vitro моделей на основе потенциальных клеток-мишеней, которые наиболее веро-
ятно будут являться основными клеточными элементами в участке регенерации тканей, является биоматериал, полученный с исполь-
зованием кросс-сшивок недеминерализированного костного коллагена и фактора роста эндотелия сосудов с использованием NHS-
аминореактивного эфира. Именно эта методика получения биоматериалов применялась в дальнейшем с целью наработки материала 
для проведения опытов in vivo.
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The aim of the investigation is to study in vitro and in vivo biological properties of a new osteoplastic material on the basis of non-
demineralized collagen containing vascular endothelial growth factor (VEGF), and assess its toxicity and its effect on neoangiogenesis. 

Materials and methods. In vitro (I stage) there was estimated biological activity and toxicity of the composition — bone collagen + VEGF — 
obtained by various techniques. Biological properties of the developed material were studied in vivo at the II stage. The obtained samples of 
conjugated materials were analyzed for toxicity in regard to cultivated cells: transformed fibroblasts of L929 line mice and HUVEC (Human 
umbilical vein endothelial cells).

Conclusion. Biomaterial obtained using cross-link of nondemineralized bone collagen and vascular endothelial growth factor using NHS-
aminoreactive ester is the least toxic in vitro models based on potential target cells that are likely to be the main cellular elements in tissue 
regeneration area. This technique of obtaining biomaterials was used further in order to receive the material for in vivo experiments. 

Key words: osteoplastic material, nondemineralized collagen, vascular endothelial growth factor, osseous tissue regeneration.

В практике хирургической стоматологии и челюстно-
лицевой хирургии для заполнения дефектов, возника-
ющих после удаления зубов, опухолей и опухолеподоб-
ных образований, с целью предотвращения возможных 
осложнений, а также для ускорения регенерации кост-
ной ткани используются различные биогенные и синте-
тические материалы [1–4].

В настоящее время ведутся поиск и разработка но-
вых биологических и синтетических агентов, добавле-
ние которых в имплантируемый костнопластический 
материал будет способствовать улучшению микроцир-
куляции в области операции, ускорению прорастания 
сосудов и репаративной регенерации костной ткани в 
месте дефекта [5–10]. Ранее [11–13] было показано, 
что насыщение остеопластических биокомпозиционных 
материалов незаменимой аминокислотой L-аргинин, 
являющейся донором оксида азота (NO), стимулирует 
неоангиогенез в зоне реконструкции. Большой интерес 
представляют исследования иностранных авторов, пос-
вященные биологической роли фактора роста эндоте-
лия сосудов — ФРЭС (англ.: vascular endothelial growth 
factor — VEGF) в регенерации костной ткани [14–16]. 

Цель исследования — изучить in vitro и in vivo био-
логические свойства нового остеопластического мате-
риала на основе недеминерализованного коллагена, 
содержащего фактор роста эндотелия сосудов, оце-
нить его токсичность и влияние на неоангиогенез.

Материалы и методы. Новый материал для заме-
щения костных дефектов разработан в ЗАО «Проте-
инсинтез» (Москва). За основу взят недеминерали-
зованный костный коллаген в виде блоков 5х5х5 мм 
(рис. 1) (ООО «НПК ВИТАФОРМ», Москва), который 
насыщали ФРЭС. В ходе работы in vitro (I этап) оце-
нивали биологическую активность и токсичность по-
лученной различными методами композиции: 1) кост-
ный коллаген+ФРЭС (в среде глутарового альдегида); 
2) костный коллаген+ФРЭС (в среде NHs-аминореак-
тивного эфира); 3) костный коллаген+ФРЭС (в среде 
водорастворимого карбодиамидного крослинкерного 
реагента ЭДАК). На II этапе изучали биологические 
свойства разработанного материала in vivo. Получен-

ные образцы конъюгированных материалов анализи-
ровали на предмет токсичности в отношении культиви-
руемых клеток: трансформированных фибробластов 
мыши линии L929 и эндотелиальных клеток пупочной 
вены человека HUVEC (от англ.: Human umbilical vein 
endothelial cells).

Фибробласты были выбраны в качестве модельных 
клеток, поскольку они, во-первых, являются важными 
участниками процессов регенерации и формирования 
новой кости, во-вторых, токсичность именно в отноше-
нии их может нарушать процессы нормального после-
операционного восстановления, в-третьих, они активно 
функционируют в условиях in vitro и успешно и стабиль-
но перевиваются в культуре. Перечисленные свойства 
позволяют использовать анализ пролиферативной ак-
тивности фибробластов для оценки токсичных эффек-
тов новых материалов. 

Суть метода оценки состоит в использовании тест-
системы, представляемой перевиваемыми линиями 
фибробластов и эндотелиальных клеток. Зная характе-
ристики тест-системы и следя за их изменением после 
добавления к культуре клеток фрагментов изучаемых 
биоматериалов, можно выяснить, насколько токсичны 
сами материалы или их компоненты для клеток L929 и 
HUVEC.

Рис. 1. Недеминерализованный костный коллаген в виде бло-
ков 5×5×5 мм, используемый в качестве носителя ФРЭС
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Регуляция пролиферации фибробластов и эндотели-
альных клеток может осуществляться благодаря при-
сутствию в биоматериале проангиогенных факторов 
или токсических соединений, обладающих как стиму-
лирующим, так и ингибирующим действием. Отличи-
тельной особенностью метода является использование 
двух исходных концентраций засеваемых клеток, что, 
соответственно, создает условия для высокого и низ-
кого уровня пролиферации, так как клетки отличаются 
разным уровнем чувствительности к супрессорным и 
стимулирующим факторам при различных уровнях про-
лиферации. Для каждой экспериментальной точки ис-
пользовали три параллельные пробы. Учет пролифера-
ции проводили с помощью набора CellTiter 96® AQueous 
Cell Proliferation Assay (Promega, США) согласно инс-
трукции производителя. 

Индекс пролиферации (ИП) рассчитывали по фор-
муле: ИП=ОП (культура+биоматериал)/ОП (интактная 
культура)х100%, где ОП (культура+биоматериал) — 
значение оптической плотности, полученное в лунках 
клеток, культивируемых в присутствии биоматериала; 
ОП (интактная культура) — значение оптической плот-
ности, полученное в контрольных лунках, содержащих 
интактные клетки.

Для оценки биологической активности ФРЭС пос-
ле его нанесения на костный коллаген и сохранения 
проангиогенных свойств биоматериала, содержащего 
ФРЭС, проводили исследование его биологической 
активности на модели клеток HUVEC. Данная модель 
является общепринятой в литературе системой оценки 
для биологической активности проангиогенных белков, 
в том числе и ФРЭС. Пролиферация клеток HUVEC яв-
ляется ФРЭС-зависимой и полностью тормозится в от-
сутствие данного цитокина. 

Для оценки сохранности биологической активности 
ФРЭС фрагменты биоматериалов, покрытых ФРЭС, 
инкубировали в присутствии клеток HUVEC в среде 
EBm-2 в течение 24 ч при 37°С. В дальнейшем образ-
цы среды, полученной таким образом, использовали в 
пролиферативном тесте клеток HUVEC. Параллельно 
с экспериментальными пробами, полученными при ин-
кубации покрытого ФРЭС матрикса, готовили образцы 
контрольной среды, полученной при инкубации исход-
ного немодифицированного коллагена в среде EBm-2. 
Полученные среды добавляли в культивируемые клетки 
HUVEC и определяли их пролиферативную активность 
в ответ на присутствующий в средах ФРЭС. 

Биологическую активность очищенного белка ФРЭС 
определяли по его способности поддерживать проли-
ферацию клеток эндотелия человека HUVEC. Эндо-
телиальные клетки засевались в лунки 96-луночного 
планшета (2000 клеток/лунку) в базальной среде EBm-2 
(Lonza, Швейцария) для их роста. После прикрепления 
клеток (через 4 ч) добавляли белок ФРЭС в концентра-
ции от 1 до 100 нг/мл. Количество клеток определяли 
через 96 ч. 

Для учета количества жизнеспособных клеток HU-
VEC в зависимости от биологической активности ФРЭС 
использовали набор CellTiter 96® AQueous Cell Prolifera-
tion Assay (Promega, США).

К исследуемым образцам и контрольным лункам 
добавляли по 20 мкл реагента mTs (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-сульфофе-
нил)-2H-тетразолий), через 3 ч определяли оптическую 
плотность в лунках с помощью прибора multiscan EX 
(Labsystems, США).

На втором этапе проводили исследования разрабо-
танного материала in vivo, анализировали: 1) влияние 
имплантированного материала на течение послеопера-
ционного периода (биосовместимость); 2) влияние ма-
териала на развитие сосудов в периимплантационной 
зоне при внутримышечной имплантации у кроликов 
(неоангиогенез).

Для проведения эксперимента использовали 40 кро-
ликов породы шиншилла массой 2–3 кг, которые были 
разделены на две группы по 20 животных — опытную и 
контрольную. В качестве имплантируемого материала 
применяли блоки недеминерализованного коллагена 
размером 5x5x5 мм, для опытной группы — насыщен-
ные ФРЭС, для контрольной группы — ненасыщенные. 
При проведении исследования неукоснительно соблю-
дались этические принципы, установленные Европей-
ской конвенцией по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других науч-
ных целей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и под-
твержденной в Страсбурге 15.06.2006 г.).

Всех животных оперировали под наркозом путем 
внутримышечной инъекции 4 мл раствора Золетила-
100 (Франция). После введения в наркоз и проведения 
местной анестезии (Лидокаин 1%, 2 мл) выполняли 
продольный линейный разрез в области верхней трети 
бедра с рассечением мышц. Затем в толще мышц раз-
мещали исследуемые блоки. Рану послойно ушивали 
узловыми швами (Vicryl, 5.0). 

В послеоперационном периоде в сроки 6 ч, 48 ч, 
2 нед, 1 и 2 мес по 4 животных из каждой группы вы-
водили из эксперимента. Иссекали фрагмент мышцы с 
имплантированным блоком и отправляли материал на 
гистоморфологическое исследование. Данное иссле-
дование проводилось на кафедре патологической ана-
томии НижГМА (Н. Новгород). 

Результаты и обсуждение. При анализе влияния 
материалов, полученных с применением различных 
методов конъюгации, на пролиферацию клеток L929 и 
HUVEC получены следующие значения ИП (табл. 1, 2).

Данные экспериментов позволяют сделать вывод, 
что наименее токсичным в условиях in vitro для моде-
лей на основе потенциальных клеток-мишеней, кото-
рые наиболее вероятно служат основными клеточными 
элементами в участке регенерации тканей, является 
биоматериал, полученный с применением кросс-сши-
вок недеминерализованного костного коллагена и 
ФРЭС с использованием NHs-аминореактивного эфи-
ра. Именно эта методика получения биоматериалов 
применялась в дальнейшем для наработки материала 
при проведении опытов in vivo [17]. 

При изучении влияния костного коллагена, насыщен-
ного ФРЭС, на культуру клеток HUVEC с использова-
нием стандартного теста для оценки пролиферативной 
активности (Cell Tetev 96: Aqueuos Cell Rvo Promega) за 
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щей из периферических зон со стороны фиброзно-мы-
шечной ткани, окружающей имплантат (рис. 4).

Данные морфометрического изучения соотношений 
тканевых структур имплантата (табл. 3) показывают, 
что рост соединительной ткани происходит более быст-
ро у животных с использованием ФРЭС, однако на этом 
этапе различия статистически не значимы (р0,05). 
Попутно на границе костной и окружающей фиброзно-
мышечной ткани у животных обеих групп появляются 
гигантские многоядерные клетки, выполняющие, по-
видимому, макрофагальную функцию.

Гистологическое изучение имплантата и тканей, его 
окружающих, через 1 мес эксперимента у контрольных 

Т а б л и ц а  1 

Значения Ип клеток L929 для различных биоматериалов

Материал ИП, %

Костный коллаген 72

Костный коллаген + ФРЭС (глутаровый альдегид) 32

Костный коллаген + ФРЭС (NHS-аминореактивный эфир) 64

Костный коллаген + ФРЭС (водорастворимый карбоди-
амидный крослинкерный реагент ЭдАК)

 
47

Т а б л и ц а  2

Значения Ип клеток hUVEC для различных  
биоматериалов

Материал ИП, %

Костный коллаген (негативный контроль) 11

Костный коллаген + ФРЭС (позитивный контроль) 63

Костный коллаген + ФРЭС (глутаровый альдегид) 24

Костный коллаген + ФРЭС (NHS-аминореактивный эфир) 37

Костный коллаген + ФРЭС (водорастворимый карбоди-
амидный крослинкерный реагент ЭдАК)

33 Рис. 2. Зоны рассасывания имплантата через 2 нед экспе-
римента у животных опытной группы (гематоксилин-эозин; 
ок. 15, об. 40)

100% ответа принимали значение оптической плотнос-
ти после остановки реакции в лунках планшета, содер-
жащих 50 нг/мл контрольного рекомбинантного ФРЭС 
c известной ED50, равной 2,3 нг/мл. 

Среды, полученные в ходе инкубации с препарата-
ми костного коллагена, покрытого ФРЭС, проявляли 
биологическую активность, свойственную образцам 
чистого ФРЭС, что нашло отражение в пролиферации 
ФРЭС-зависимых клеток HUVEC. Аналогичные резуль-
таты наблюдались в работе [18].

Таким образом, можно говорить о наличии у неде-
минерализованного коллагена, насыщенного ФРЭС по 
разработанной методике, проангиогенной активности 
in vitro в рамках традиционных моделей.

В эксперименте установлено, что ранние сроки эк-
сперимента (6 и 48 ч) характеризуются одинаковыми 
тканевыми изменениями в окружающей имплантат 
мышечной ткани. Регенераторные изменения в обеих 
группах минимальны, а имплантат проявляет структур-
ную стабильность как в контроле, так и у животных с 
использованием ФРЭС.

Через 2 нед эксперимента воспалительные явления 
в области имплантированного материала меняют свой 
характер, переходя из фазы экссудативного воспале-
ния в фазу пролиферативного. Однако у животных кон-
трольной группы в зоне контакта «имплантат–мышца» 
еще сохраняется зона демаркационного воспаления с 
преобладанием в инфильтрате нейтрофильных лейко-
цитов. У животных опытной группы имплантат начина-
ет подвергаться резорбции путем гладкого и пазушного 
рассасывания (рис. 2), при этом формируются множест-
венные очаги грануляционной ткани, содержащей 
большое количество кровеносных сосудов капиллярно-
го типа с тонкой стенкой (рис. 3). На периферии этих 
очагов появляются фокусы созревания грануляций с 
формированием зрелой соединительной ткани, расту-

Рис. 3. Грануляционная ткань, содержащая большое количест-
во кровеносных сосудов капиллярного типа, в периферичес-
ких зонах имплантата на границе с мышечной тканью (гема-
токсилин-эозин; ок. 15, об. 40)
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животных показало, что ткань имплантата лизирована 
остеокластами на больших участках, лакуны расши-
рены, в них врастает соединительная ткань (рис. 5). 
У животных опытной группы имплантат представляет 
собой отдельные островки, не связанные друг с дру-
гом, разделенные прослойками новообразованной со-
единительной ткани, которая характеризуется наличи-
ем нежных волокнистых структур, расположенных без 
определенной ориентации, и содержит большое коли-
чество кровеносных сосудов (рис. 6). 

Грануляционная ткань присутствует у животных обе-
их групп, однако занимаемая ею площадь у кроликов 
в опытной группе статистически значимо ниже, чем в 
контрольной.

Гистологические исследования зоны имплантации 
через 2 мес после проведения операции у кроликов 
опытной группы показали, что имплантат в препаратах 
не определяется, вся его площадь замещена зрелой 
волокнистой соединительной тканью, тогда как в конт-
роле даже в эти сроки обнаруживаются единичные ос-
тровки имплантата, подвергающиеся макрофагальной 
резорбции (табл. 4). 

К концу 2-го месяца эксперимента площадь грану-
ляционной ткани уменьшается, что особенно видно в 
группе контроля, где имплантат заместился зрелой во-

локнистой тканью, содержащей большое количество 
кровеносных сосудов зрелого типа (рис. 7). 

С целью выяснения причин достоверно более быст-
рого хода регенераторного процесса в основной группе 
животных проведен морфометрический анализ площа-

Т а б л и ц а  3 

Тканевые соотношения в имплантате через 2 нед  
эксперимента, %

Группы Некроз
Ткань 

имплан-
тата

Лакуны 
имплан- 

тата

Грануля-
ционная 

ткань

Соедини-
тельная 

ткань

Контроль- 
ная (n=20)

 
0

 
33,6±7,1

 
37,6±4,2

 
11,1±1,3

 
15,1±3,3

Опытная 
(n=20)

 
0

 
24,8±3,9

 
20,9±6,5

 
30,9±7,5*

 
24,6±8,6

* — статистически значимая разница значений с контрольной 
группой, р0,001.

Рис. 4. Врастание соединительной ткани в имплантат у жи-
вотных опытной группы через 2 нед эксперимента (гематокси-
лин-эозин; ок. 15, об. 40)

Рис. 5. Врастание соединительной ткани, бедной кровенос-
ными сосудами, в лакуны имплантата животных контроль-
ной группы через 1 мес эксперимента (гематоксилин-эозин; 
ок. 15, об. 40)

Рис. 6. Соединительная ткань заполняет лакуны имплантата 
животных опытной группы через 1 мес эксперимента (гема-
токсилин-эозин; ок. 15, об. 40)

Т а б л и ц а  4

Тканевые соотношения в имплантате через 2 мес  
эксперимента

Группы
Ткань  

имплантата
Грануляционная 

ткань
Соединительная 

ткань

Контрольная 
(n=20)

 
2,2±0,1

 
25,6±5,7

 
69,1±5,3

Опытная  
(n=20)

 
0

 
5,3±1,6*

 
92,6±7,1

* — статистически значимая разница значений с сравнению с 
контрольной группой, р0,001.

Токсичность и биологическая активность фактора роста эндотелия сосудов



2�  СТМ ∫ 2012 - 3

 биомедицинские исследования 

чем в контрольной группе животных. Это связано с 
процессом созревания грануляционной ткани и транс-
формацией ее в зрелую фиброзную ткань, в которой 
определяются зрелые кровеносные сосуды, обеспечи-
вающие адекватное питание ткани.

Кровеносные сосуды регенерата животных опытной 
группы через 2 мес эксперимента имеют стенку макси-
мальной толщины — 8,3±1,0 мкм, т.е. соответствуют тол-
щине стенки зрелого кровеносного сосуда (см. табл. 5).

Полученные данные свидетельствуют о том, что им-
плантат из недеминерализованного коллагена, обрабо-
танный ФРЭС, быстрее рассасывается, являясь матри-
цей для образования фиброзной ткани, формирование 
которой происходит в более ранние сроки за счет сти-
муляции роста кровеносных сосудов микроциркулятор-
ного русла.

Менее выраженные тканевые показатели воспале-
ния у опытных животных в отличие от контрольных поз-
воляют предположить наличие противовоспалитель-
ного действия у ФРЭС. Подобные данные получены и 
иностранными авторами [15, 16, 18].

Заключение. Разработанный новый биокомпозици-
онный материал для замещения костных дефектов на 
основе костного недеминерализованного коллагена и 
фактора роста эндотелия сосудов обладает способнос-
тью индуцировать эндотелиальные клетки человека и 
неоангиогенез. Он является нетоксичным, биосовмес-
тимым и хорошо интегрирует в окружающие ткани при 
имплантации.
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площадь кровеносного русла и средняя толщина стенки 
кровеносных сосудов в разные сроки эксперимента, мкм
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Площадь первого русла
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37,3±6,6

5,2±1,1
34,5±4,1*
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2 нед
1 мес
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Рис. 7. Разрастание зрелой соединительной ткани с наличи-
ем в ней кровеносных сосудов в контрольной группе (гемато-
ксилин-эозин; ок. 15, об. 20)

ди кровеносного русла в зоне регенерации, поскольку 
процесс регенерации должен быть обеспечен полно-
ценной доставкой к тканям кислорода и питательных 
веществ. Известно, что в грануляционной ткани при-
сутствует большое количество тонкостенных крове-
носных сосудов капиллярного типа, тогда как в зрелой 
соединительной ткани определяются сосуды с наличи-
ем полноценно сформированной стенки. Полученные 
нами данные (табл. 5) свидетельствуют о выраженной 
ангиогенной активности имплантированного матери-
ала. Строение сосудов в срок 2 нед характеризует их 
как незрелые (тонкая стенка), что типично для процес-
са регенерации соединительной ткани в эти сроки и со-
ответствует данным других авторов [19–21].

В эксперименте установлено, что в зоне имплантата 
прогрессивно нарастает площадь микроциркуляторно-
го русла — это особенно выражено в основной группе, 
где максимальная площадь кровеносного русла наблю-
дается в срок 1 мес. В этот срок объем грануляционной 
ткани также является максимальным. В последующие 
сроки площадь кровеносных сосудов несколько снижа-
ется, оставаясь, однако, статистически значимо выше, 
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