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РЕЗЮМЕ

Введение. Метод диффузионных камер способствует решению задачи по доставке биологического транс-
плантата с минимальными потерями, создавая при этом условия изоляции в организме реципиента. Ак-
туальным остается вопрос васкуляризации диффузионных камер для сохранения функциональности био-
материала. Модель биоинженерной конструкции диффузионной камеры в совокупности с адвентицией 
сосуда способствует васкуляризации биоматериала, помещенного в камеру. 

Целью исследования явилась оценка состояния сингенного костного мозга, имплантированного в диффу-
зионной камере на бедренный сосудисто-нервный пучок крысы.

Материалы и методы.  Дизайн исследования включал в себя экспериментальную часть, проводимую на 
половозрелых самцах крыс линии Вистар. Животные были разделены на две группы: 1-я – эксперименталь-
ная (n = 4), имплантация диффузионной камеры из поликапролактона на бедренный сосудисто-нервный 
пучок с костным мозгом; 2-я – контрольная (n = 3), на аналогичный пучок имплантировалась камера без 
содержимого. 

Результаты. При гистологическом исследовании в структуре компактной капсулы биоинженерной кон-
струкции в экспериментальной группе выявлены участки грубоволокнистой костной ткани у 25% крыс. 
Повышение коэффициента васкуляризации на 96% и индекса Керногана на 7% в экспериментальной груп-
пе по сравнению с контрольной свидетельствует о формировании достаточных условий для развития ми-
кроциркуляторного русла при сохранении направления дифференцировки костного мозга. 

Заключение. Достоверность приведенных результатов подтверждается иммуногистохимическими марке-
рами васкуляризации VEGF и CD34.
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ВВЕДЕНИЕ

 Применение диффузионной камеры (ДК) продик-
товано проблемой утраты объемов и биологических 
свойств клеточного материала, а также возможно-
стью расширения спектра возможной имплантации. 
Актуальность поиска методов изоляции клеточного 
материала при имплантации определяется высоким 
процентом потерь клеточного материала, несмотря 
на высокое содержание мезенхимных стволовых 
клеток (МСК) в костном мозге. Понимание сложно-
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ABSTRACT

Background. The diffusion chamber method helps solve the problem of delivering a biomaterial with minimal 
losses, while creating an isolated environment in the recipient’s body. The issue of vascularization of diffusion 
chambers to preserve the functional capacity of the biomaterial remains relevant. A bioengineered diffusion 
chamber model, together with the vascular adventitia, promotes vascularization of the biomaterial placed in the 
chamber. 

The aim of the study was to assess the state of the bone marrow placed in the diffusion chamber and transplanted 
to the femoral neurovascular bundle of a rat.

Materials and methods.  The experimental part of the study was carried out on mature male Wistar rats. The 
animals were divided into two groups. Group 1 was experimental (n = 4), in which a polycaprolactone diffusion 
chamber filled with bone marrow was implanted in the femoral neurovascular bundle. Group 2 was control (n = 3), 
in which the diffusion chamber without bone marrow was implanted in a similar bundle. 

Results. The histologic examination of the structure of the compact capsule in the bioengineered model in the 
experimental group revealed areas of woven bone tissue in 25% of the rats. An increase in the vascularization 
coefficient by 96% and a rise in the Kernohan index by 7% in the experimental group compared to the control 
group indicated that sufficient conditions were formed to develop the microvasculature while maintaining the bone 
marrow differentiation path. 

Conclusion. The reliability of these results is confirmed by immunohistochemical markers of vascularization 
VEGF and CD34.
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сти имплантации костного мозга, заключающейся 
в необходимости имитации гемопоэтической ниши 
(сосудистой, эндостальной) как физиологической 
микросреды [1], стало основой прогресса в разработ-
ке трехмерных (3D) конструкций с возможностью 
иммобилизации факторов пролиферации и диффе-
ренцировки [2], а также программировании градиен-
та гипоксии [3]. 

Васкуляризация костного мозга, связанная с рас-
ширением плацдарма сосудистой ниши, определена 
как одна из ключевых проблем его функциональ-
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элементы экспериментальной модели in situ васкуля-
ризации трансплантата сингенного костного мозга. 

Целью настоящего исследования явилась экспе-
риментальная оценка состояния сингенного костного 
мозга, имплантированного в трехмерной (3D) диф-
фузионной камере на бедренный сосудисто-нервный 
пучок (СНП) крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В данном исследовании с помощью 3D-проекти-

рования была сконструирована биоинженерная ДК 
в виде полимерной замкнутой капсулы со съемной 
крышкой, защелками и возможностью заполнения 
полости клеточным материалом (рис. 1). Проек-
тирование 3D-модели камеры (рис. 1, b) осущест-
влялось в программной среде с открытым исход-
ным кодом Blender. Экспериментальные образцы  
(рис. 1, а) получали методом послойного наплавле-
ния нитей (FFF) при помощи 3D-принтера CreatBot 
Duo (CreatBot 3D Printer, КНР). Торцевые стенки 
камеры имеют выемки для фиксации конструкции 
на сосуд. Камера изготовлена из поликапролактона 
(Natural works Ingeo 40–43d NatureWorks LLC), кото-
рый представляет собой биоразлагаемый полиэфир, 
разрешенный к медицинскому применению, с низ-
кой температурой плавления (59–64°) [9].

ности. Так, в литературе отмечены ассоциации из-
менений микроциркуляции костного мозга и про-
грессирования гематологических опухолей, а также 
солидного рака  [4]. Особенность васкуляризации 
костного мозга представляет возможность микро-
флюидным технологиям in vitro генерировать от-
дельные компартменты клеточных и молекулярных 
сигналов в одном биоматериале [5]. Кроме этого, 
поддержание стволовых клеток костного мозга ре-
гулируется разными типами кровеносных сосудов с 
различными свойствами проницаемости [6]. 

 Попытки учитывать перечисленные параметры в 
системе in vitro имеют определенный успех в созда-
нии первых моделей костного мозга на чипе со спон-
танной васкуляризацией [7]. Известно, что новые 
капилляры могут возникать не только в процессе нео- 
ангиогенеза, но и по механизму васкулогенеза.  Ад-
вентиция крупных сосудов, в свою очередь, является 
депо для клеток-предшественников, которые уча-
ствуют в регенерации микроциркуляторного русла в 
ответ на широкий спектр патологических стимулов. 
Кроме этого, непосредственно vasa vasorum облада-
ют рядом молекулярно-клеточных факторов, ини-
циирующих васкулогенез [8]. Перечисленное выше 
позволяет рассматривать комплекс биоинженерной 
конструкции ДК и адвентицию крупного сосуда как 

Рис. 1. 3D-конструкция (а), полученная на основе 3D-модели ДК (b)

а b

Стерилизацию ДК проводили в парах 100%-го 
этиленоксида при 37 оС в течение 9 ч в газовом стери-
лизаторе 3M Steri-Vac Sterilizer/Aerator (3М, США) 
согласно ГОСТ ISO 11135-2017 [10]. Исследование 
осуществляли на половозрелых самцах крыс линии 
Вистар массой 280–300 г, содержавшихся в стан-
дартных условиях вивария на базе лаборатории био-
логических моделей Сибирского государственного 
медицинского университета (г. Томск). Животные 
были разделены на две группы: 1-я – эксперимен-

тальная (n = 4), имплантация ДК с костным мозгом 
на бедренный СНП; 2-я – контрольная (n = 3), на ана-
логичный СНП имплантировалась камера без содер-
жимого. 

   Донорами костного мозга стали два животных, 
сопоставимых по массе и возрасту группам иссле-
дования. Костный мозг, полученный в асептических 
условиях ламинарного бокса промыванием диафизов 
бедренных костей культуральной стерильной сре-
дой, был помещен ex vivo в имплантационную каме-
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ру. Имплантация ДК экспериментальным животным 
производилась под изофлураном. Объем импланти-
руемого костного мозга в ДК составил 100 мкл. За 
15 мин до операции внутримышечно вводился атро-
пин в дозировке 0,2 мг/кг для предотвращения ги-
персекреции слизи в бронхах. Оперативный доступ 
выполнялся из разреза в 2–3 см, в глубине паховой 
складки, кнутри от пульсации бедренной артерии 
[11].  Все манипуляции с животными проводили в 
соответствии с директивой Европейского парламен-
та № 2010/63EU от 22.09.2010 «О защите животных, 
используемых для научных целей».

Спустя 6 ч после вмешательства состояние крыс 
стало стабильным. На 40-е сут окончания срока им-
плантации животные были подвергнуты эвтаназии 
методом ингаляции СО2 с соблюдением правил и 
норм Европейского общества (86/609EEC), Хель-
синкской декларации и приказов Министерства 
здравоохранения СССР (№ 742 от 13.11.1984 и № 48 
от 23.01.1985). 

Макроскопическая (визуальная) оценка места 
имплантации проводилась через 40 сут эксперимен-
та при некропсии и оценивалась по степени крове-
наполнения сосудов, инкапсуляции и визуальных 
признаков воспалительной реакции (наличие гипе-
ремии, отека, инфильтрата) в балловой системе, где 
0 баллов – отсутствие признака, 1 – слабая степень,  
2 балла – умеренная степень. 

Приготовление гистологических препаратов 
после некропсии осуществляли по стандартной 
методике [12]. Микроскопия проводилась на све-
товом микроскопе Karl Zeiss Observer D1 (Герма-
ния). Для иммуногистохимического окрашивания 
использовались кроличьи поликлональные анти-
тела VEGF (Anti-VEGFA antibody, ab46154 антите-
ла фирмы Dako (Mouse monoclonal [EIC] to VEGF 
 Receptor 2), CD-34 (Anti-CD34 antibody, ab185732 
антитела фирмы Dako к CD34 (Clone QBEnd 10)), 
CD-45  (CD45-APC-Cy7, Biolegend, США)). Окраска 
выполнена согласно инструкции фирмы-производи-
теля. Для анализа результатов иммуногистохимиче-
ских реакций использовали метод оценки экспрессии 
красителя по балльной шкале, где 3 балла (+++) – 
сильное, 2 (++) – умеренное и 1 балл (+) – слабое 
окрашивание [13]. Микроскопия проводилась на све-
товом микроскопе Karl Zeiss Observer D1 (Германия). 
Морфометрия с оценкой коэффициента васкуляриза-
ции была проведена по изображениям, полученным 
цифровой камерой для световой микроскопии Zeiss 
AxioCam ICc5 (Германия). 

Для количественной оценки степени васкуляриза-
ции костного мозга в ДК, фиксируемой на бедренный 
СНП крысы, применялись следующие коэффициен-

ты: коэфициент васкуляризации (КВ) оценивался по 
формуле КВ =  Sс/Sф × 100%, где S – площадь всех со-
судов микроциркуляторного русла, S – площадь фо-
тографии  [14], исключая бедренную артерию и вену, 
индекс Керногана (ИК) рассчитывался как ИК =  
(2 × L стенки артерии) / D артерии, где L – толщина средней 
оболочки артерии, D – диаметр просвета артерии [15]. 

Для расчета параметров оценивали 10 полей зре-
ния в каждой группе. Статистическую обработку 
проводили в программе Statistica 10.0, IBM (CША). 
Проверку статистических гипотез на характер рас-
пределения признака осуществляли при помощи 
критерия Шапиро – Уилка для малых (n < 30) выбо-
рок. При обработке полученных результатов исполь-
зовали методы описательной и непараметрической 
статистики. Исследуемые параметры описывали 
как медиану (Ме) интерквартильного размаха (Q1; 
Q3). При сравнении независимых выборок исполь-
зовали критерий Краскела – Уоллиса с медианным 
тестом, для парных сравнений – критерий Вилкоксо-
на. Различия считали статистически значимыми при 
 р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Интраоперационно фиксация камеры не наруша-

ла общее кровообращение и иннервацию (рис. 2). 
Постоперационно видимых воспалительных реак-
ций в период наблюдения (40 сут) в зонах импланта-
ции не наблюдалось (рис. 3).

Рис. 2. Имплантационное ложе ДК
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Результаты макроскопической (визуальной) 
оценки места имплантации по степени кровенапол-
нения сосудов, инкапсуляции и визуальных призна-
ков воспалительной реакции (наличие гиперемии, 
отека, инфильтрата) показали (табл. 1), что в экспе-
риментальной группе имплантация сопровождалась 
слабовыраженными (согласно ГОСТ ISO 10993-6-
2021) изменениями в виде гиперемии и формирова-
ния соединительнотканной капсулы.

Т а б л и ц а  1

Макроскопические изменения в имплантационном ложе 
ДК с костным мозгом на бедренном СНП крыс на 40-е сут  

эксперимента, баллы, Mе (Q1; Q3)

Группа Воспаление
Гиперемия 

места  
имплантации

Инкапсуляция 
камеры

Эксперимен- 
тальная, n = 4

0
(0; 0)

1
(1; 1,5)

1,5
(1; 1,5)

Контрольная,  
n = 3

0
(0; 0)

0
(0; 1) –

Примечание .  n – число животных в каждой группе. 

По данным гистологического исследования вы-
явлено, что имплантируемые биоинженерные кон-
струкции были покрыты компактной капсульной 
структурой толщиной более 50 мкм, выполненной 

Рис. 3. Место имплантации ДК после операции: а – экспериментальная группа, b – контрольная группа
а 				              b 				           А

из зрелой соединительной ткани (рис. 4). Эта ткань 
была классифицирована как рыхлая волокнистая 
неоформленная соединительная c развитой микро-
циркуляцией. В контрольной группе эти компактные 
капсульные структуры обнаружить не удалось. 

Рис. 4. Микроскопическая картина распределения крове-
носных сосудов микроциркуляторного русла в соедини-
тельнотканной капсуле вокруг ДК на 40-е сут импланта-
ции. Здесь и на рис. 5: Cap – капилляры, Art – артериолы, 
Ven – венулы. Окраска гематоксилином и эозином.  Свето-

вая микроскопия. ×40
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Соединительная ткань выявлена также в полости 
камеры с прилеганием к полимерной стенке (рис. 5, а), 
аналогичной по архитектуре и составным элементам 
соединительнотканной капсулы ДК (рис. 5).

Микроскопия содержимого камеры показала на-
личие у всех животных в экспериментальной и кон-
трольной группах участки рыхлой волокнистой сое-
динительной ткани с большим количеством сосудов 
микроциркуляторного русла (см. рис. 5). Микроско-

пия поперечного среза бедренного СНП, как места 
фиксации ДК с костным мозгом, не выявила суже-
ние просвета сосуда по сравнению с аналогичным 
параметром животных контрольной группы. Стенка 
сосуда характеризовалась однородностью клеток 
эндотелия, увеличением мышечного слоя. Отмечен 
рост количества мелких сосудов в мышечной слое и 
адвентиции (vasa vasorum) с увеличением просвета 
последних (рис. 6).

Рис. 5. Микроскопическая картина соединительнотканного содержимого ДК (а) и микроциркуляторного русла содержимо-
го ДК (b) на 40-е сут имплантации: CT – соединительная ткань, Art – артерия;  окраска гематоксилином и эозином;  световая 

микроскопия; ×10 (а); ×40 (b)

Рис. 6. Микроскопическая картина СНП с ДК крысы: Art – артерия, Nerv – нерв, CT – соединительнотканное содержи-
мое ДК. Окраска гематоксилином и эозином.  Световая микроскопия. ×10. 2А – микроскопическая картина артерии СНП.  

Med – средняя оболочка артерии, v.v. – vasa vasorum, End – эндотелий. ×40

Результаты количественной оценки ангиогенеза 
ДК с костным мозгом фиксируемой на бедренный 
СНП крысы, по данным коэффициента васкуляриза-
ции, индекса Керногана, представлены в табл. 2.

Согласно табл. 2, за период имплантации в ДК 
на нервно-сосудистом пучке формируются доста-
точные условия, способствующие росту сосудов ми-
кроциркуляторного русла в зоне регенерационной 
метаплазии КМ в соединительную ткань и ее произ-
водные (жировую, костную) по ходу бедренной ар-
терии с фиксированной на ней биоинженерной кон-
струкцией с костным мозгом.

Т а б л и ц а  2
Показатели васкуляризации ДК с костным мозгом,  

фиксируемой на бедренный СНП, Mе (Q1; Q3)

Показатель
Группа

Эксперимен- 
тальная, n = 4

Контрольная, 
n = 3

Коэффициент 
васкуляризации, %

1,28*
(0,93; 1,60)

0,65
(0,37; 0,71)

Индекс Керногана, пкс 0,72* (0,69; 0,73) 0,67 (0,66; 0,68)

* статистически значимые различия показателей эксперимен-
тальной группы по сравнению с соответствующим контрольным 
значением при p < 0,05.
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По данным иммуногистохимического анализа, в 
срезах наблюдалась экспрессия VEGF, CD34 и CD45 
у всех животных экспериментальной и контрольной 
групп, но в экспериментальной группе при мета-

плазии КМ она была более выраженной для CD34  
(рис. 7, c, d) и VEGF (рис. 7, а, b). В обеих группах 
показано присутствие гематолимфоидной линии c 
CD45 маркером до 40-х сут исследования (рис. 7, e, f).

Рис. 7. Экспрессия VEGF, CD34, CD45 в экспериментальной и контрольной группах. ×10. +++ – сильное окрашивание, 
++ – умеренное окрашивание. Экспрессия VEGF  в содержимом ДК в экспериментальной группе. Степень экспрессии оце-
нена в 3 балла (+++) (а); экспрессия VEGF  в содержимом ДК в контрольной группе. Степень экспрессии оценена в 2 бал- 
ла (++) (b); экспрессия CD34  в содержимом ДК в экспериментальной группе. Степень экспрессии оценена в 3 балла (+) 
(с); экспрессия CD34  в содержимом ДК в контрольной  группе. Степень экспрессии оценена в 2 балла (+) (d); экспрессия 
CD45  в содержимом ДК в экспериментальной группе. Степень экспрессии оценена в 3 балла (+) (e); экспрессия CD45  

содержимого ДК в контрольной  группе. Степень экспрессии оценена в 2 балла (++) (f)

а в с

d e f

ОБСУЖДЕНИЕ 

В ходе настоящего исследования были проде-
монстрированы основные морфологические особен-
ности васкуляризации при имплантации костного 
мозга в ДК на бедренный СНП. Материал ДК – 
поликапролактон является биосовместимым и био-
разлагаемым полимером. Продуктами деградации 
поликапролактона являются вода, углекислый газ, 
капроновая кислота, являющиеся безопасными для 
организма животного [16]. 

Приведенные литературные данные подтверж-
дены настоящим исследованием, в котором про-
демонстрировано отсутствие повреждающего дей-
ствия продуктов деградации поликапролактона в 
виде воспалительных реакций в месте имплантации. 
При оценке послеоперационного состояния тканей 
животного в месте имплантации не было выявлено 
воспалительных реакций. Выявленное увеличение 

количества сосудов микроциркуляторного русла и 
повышение значения коэффициента васкуляриазции 
в ДК, несущей КМ, свидетельствуют об его стиму-
лирующем влиянии на формирование васкуляризи-
рованной стромы вокруг магистральных сосудов. 
Иммуногистохимические маркеры васкуляризации 
VEGF и CD34 подтвердили гистологические резуль-
таты. VEGF – сигнальный белок, вырабатываемый 
для индукции васкулогенеза и ангиогенеза, отвеча-
ет за восстановление притока кислорода к тканям 
[17]. Экспрессия CD34 в настоящем исследовании, 
согласно инструкции фирмы-производителя, интер-
претировалась как маркер эндотелиальных клеток 
кровеносных и лимфатических сосудов [18], также 
характеризовалась увеличением   при имплантации 
камеры с КМ. CD45 – белок семейства тирозино-
вых протеинфосфатаз. Ген этого белка специфиче-
ски экспрессируется в гемопоэтических клетках. 
Белок играет роль в передачи сигнала от клеточных  
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рецепторов антигена [19]. Экспрессия маркера гемо-
поэтических клеток CD45 в гистологических срезах 
на месте имплантированного КМ и без него (кон-
троль) предполагает миграцию клеток крови в зону 
повреждения с последующим активным участием в 
регенеративных процессах [20]. 

Поликапролактон имеет адсорбционные свойства 
к мезенхимным стволовым клеткам и низкой клеточ-
ной токсичностью [21]. Как местные (сосудистые и 
КМ), так и циркулирующие МСК и перициты могут 
быть источником неоангиогенеза [22]. Тем не менее 
присутствие КМ в ДК значительно усиливает васку-
ляризацию имплантата. При этом в литературе также 
указан противовоспалительный/регенераторный эф-
фект МСК КМ в зоне имплантации. 

Цитокиновый спектр МСК может является фак-
тором, влияющим на отсутствие в зоне импланта-
ции воспалительной реакции [23]. Так, индукторы 
васкулогенеза (например, VEGF, интерлейкин-10), 
секретируемые МСК, являются также цитокинами, 
регулирующими регенерацию тканей [24]. Физиоло-
гическим направлением дифференцировки МСК КМ 
является образование хорошо васкуляризованной 
рыхлой неоформленной соединительной ткани при 
подкожной имплантации [24], что сохранялось в ус-
ловиях имплантации костного мозга в условиях ДК 
на бедренный СНП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Диффузионная камера из поликапролактона, 

фиксированная на магистральном СНП, не вызывает 
механических повреждений, воспаления и постим-
плантационных осложнений. Костный мозг, имплан-
тированный в ДК, претерпевает процессы регене-
ративной метаплазии с дифференцировкой МСК в 
фибробласты и, возможно, эндотелиальные клетки. 
Усиление васкуляризации в зоне эктопически реге-
нерирующего костного мозга создает условия для in 
situ инженерии паренхиматозных органов, нуждаю-
щихся в сохранном кровоснабжении (печень и др.). 
В целом формирование функциональной системы 
«ДК – костный мозг – магистральный кровоток» мо-
жет быть полезным инструментом в развитии экспе-
риментальной тканевой инженерии. 
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