
ÁÞËËÅÒÅÍÜ ÂÑÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ, 2016, Том 1, ¹ 4 (110)

Экспериментальные исследования  в биологии и медицине	      99

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ   
В БИОЛОГИИ И МЕДИЦИНЕ

УДК 616.721.1-003.93-071:512.398

Л.А. Бардонова 2, Е.Г. Белых 1, В.А. Бывальцев 1, 2, 3, 4

ИССЛЕДОВАНИЕ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ И СИНТЕЗА 
ПРОТЕОГЛИКАНОВ КЛЕТКАМИ МЕЖПОЗВОНКОВОГО ДИСКА  

ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ КОСТНОГО МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОГО БЕЛКА 2  
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

1 ФГБНУ «Иркутский научный центр хирургии и травматологии», Иркутск, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Иркутский государственный медицинский университет» Минздрава России, Иркутск, 

Россия  

3 НУЗ «Дорожная клиническая больница на ст. Иркутск-Пассажирский ОАО «РЖД», Иркутск, Россия 
4 ГБОУ ДПО «Иркутская государственная медицинская академия последипломного образования» 

Минздрава России, Иркутск, Россия

Проведено изучение продукции протеогликанов клетками межпозвонкового диска под влиянием костного 
морфогенетического белка 2 в эксперименте. Эксперимент выполнялся на клеточных культурах, полученных 
из клеток фиброзного кольца и пульпозного ядра межпозвонкового диска человека, выращенных с добавлением 
костного морфогенетического белка 2. Нами исследована жизнеспособность, метаболическая активность и 
экспрессия протеогликанов. Полученные результаты свидетельствуют об анаболическом эффекте костного 
морфогенетического белка 2 по отношению к клеткам межпозвонкового диска.
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Modern therapeutic strategies for intervertebral disc repair mainly focus on targeting molecular pathways of extracel-
lular matrix degeneration. Anabolic strategies for regeneration are aimed to increase production of major extracellular 
molecules. Members of TGF-b superfamily proteins, particularly the bone morphogenetic proteins (BMP) have a high 
regenerative potential regarding the mesenchymal cells. 
The goal of this study is to study production of proteoglycans by the intervertebral disc cells under the influence of 
bone morphogenetic protein 2.
Material and methods. The experiment was carried out on the cell cultures derived from the annulus fibrosis cells and 
nucleus pulposus cells of the human intervertebral disc. We studied cell livability, metabolic activity and proteoglycan 
expression. Cell livability was assessed using the trypan blue staining. Alamar blue test was used for the estimation of 
metabolic activity. Amount of sulfated glycosaminoglycans was assessed using the assay based on the reaction with 
1,9-Dimethylmethylene Blue.
Results. Cultivation with bone morphogenetic protein 2 in different concentrations did not decrease livability of the cells. 
Study cell cultures with application of bone morphogenetic protein 2 in different concentrations showed significant 
increase in metabolic activity and proteoglycan synthesis by the annulus fibrosis cells. Despite the relative increase in 
the number of the nucleus pulposus cells treated with the bone morphogenetic protein 2, the differences in metabolic 
and synthetic activity compared with control group was not significant. 
Conclusion. The bone morphogenetic protein 2 has an anabolic effect towards the intervertebral disc cells, particularly 
in the production of proteoglycans by the annulus fibrosis cells.
Key words: intervertebral disc, degeneration, bone morphogenetic protein, proteoglycans

Этиология патологических процессов дегене-
рации МПД является мультифакториальной. При 
дегенерации изменяется не только структура МПД, 
но и его клеточный состав. Основными причинными 
факторами являются механическая травма, наруше-

ние питания МПД и генетическая предрасположен-
ность [15].

Важным биохимическим компонентом МПД явля-
ются протеогликаны – молекулы, имеющие в своем 
составе волокнистый центральный белок с ковалент-
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но присоединёнными к нему гликозаминогликанами 
(ГАГ). Выделяют разновидности ГАГ: гиалуроновая 
кислота, дерматансульфат, хондроитинсульфат, ге-
парансульфат, кератансульфат и гепарин (гепарин-
сульфат). Чаще всего встречаются cульфатированные 
ГАГ – хондроитинсульфат (хондроитин-4-сульфат и 
хондроитин-6-сульфат) и кератансульфат. Функцией 
хондроитинсульфата является создание имбибици-
онного давления, которое в межпозвонковом дис-
ке удерживает большое количество молекул воды. 
Кератансульфаты формируют поперечные связи, 
усиливая пространственную стабилизацию, обеспе-
чивает распределение отрицательно заряженных 
концевых групп ГАГ, необходимых для транспорта 
метаболитов [9, 16].

Аггреканы являются основными протеоглика-
нами пульпозного ядра, образующими макромо-
лекулярные агрегаты с гиалуроновой кислотой и 
окруженными сетью коллагеновых волокон II типа. 
Эти макромолекулярные структуры удерживают воду 
в МПД, обуславливая формирование внутреннего 
гидростатического давления, которое противостоит 
сжимающей осевой нагрузке [14, 15].

При дегенерации индивидуальная химиче-
ская структура протеогликанов не изменяется, но 
меняется их количество, взаимная ориентация. 
Повышается отношение кератинсульфатов к хон-
дроитинсульфатам, снижается их связь с коллаге-
ном, уменьшается эластичность и сила натяжения 
диска [9]. Уменьшение содержания аггреканов в 
пульпозном ядре приводит к снижению гидратации 
с нарушением механической функции МПД в целом. 
Одним из следствий дегенерации является сниже-
ние высоты МПД, что вызывает перераспределение 
осевой нагрузки позвоночника на другие опорные 
элементы и возникновение компрессии окружа-
ющих структур. Прогрессирующее повреждение 
целостности протеогликановой системы ведет к 
снижению гидратированности ткани пульпозного 
ядра и нарушению нутритивного транспорта. В 
дальнейшем это приводит к снижению количества 
жизнеспособных клеток и дальнейшему нарушению 
транспорта веществ в МПД [8, 10].

С позиции перспектив регенерации МПД полу-
чили повышенный интерес исследования экспрес-
сий молекул, которые меняют баланс катаболизма 
и анаболизма внеклеточного матрикса [2, 10]. Один 
из подходов к регенерации МПД заключается в ак-
тивации синтеза основных молекул внеклеточного 
матрикса пульпозного ядра (коллаген 2, протеогли-
каны, аггрекан) клетками МПД. Как было показано 
in vitro и на животных моделях, терапевтические 
подходы с использованием факторов роста могут вы-
звать эндогенную регенерацию МПД [7]. Это связано 
с недавним открытием клеток-предшественников 
в дегенерированных МПД человека. Факторы роста 
надсемейства TGF-b, в частности морфогенетические 
протеины кости обладают регенераторным потен-
циалом в отношении клеток мезенхимального ряда 
[1, 11]. Один из представителей данного семейства, 
костный морфогенетический белок 2, уже одобрен 
для клинического использования в ряде стран. Изуче-

ние влияния данного цитокина на биосинтетическую 
активность клеток пульпозного ядра (КПЯ) и клеток 
фиброзного кольца (КФК) является актуальным для 
оценки потенциальных патофизиологических меха-
низмов регенерации МПД [3]. 

Целью настоящего исследования явилась изуче-
ние продукции протеогликанов клетками межпозвон-
кового диска под влиянием костного морфогенети-
ческого протеина 2 в эксперименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн эксперимента. Эксперимент выполнял-
ся на клеточных культурах, полученных из КФК и 
КПЯ человека (Sciencell Research Laboratories, Карл-
сбад, Калифорния, США). Клетки размораживали на 
водяной бане 37  °С и культивировали в монослое 
в стерильных флаконах с площадью поверхности 
25 см3 в питательной среде Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium F-12 (ThermoFisher), дополненной 10% эм-
бриональной телячьей сывороткой и 1% раствора 
пенициллина и стрептомицина при температуре 
37 °С, 95% влажности при 5% содержании СО2. При 
заполнении непрерывным слоем культуры 90  % 
поверхности флакона клетки отделяли с помощью 
трипсина по стандартной методике [13] и пересевали 
в соотношении 1:4. После первого пассажа клеточные 
линии КПЯ и КФК разделены на 3 группы каждая: 
1) клетки, выращенные в контрольных средах, 
n = 3; 2) среда с добавлением КМБ 2 в концентрации 
200 нг/мл, n = 3; 3) клетки с добавлением КМБ 2 в 
концентрации 100  нг/мл, n  =  3. Замена питатель-
ных сред производилась на 2-й и 4-й день. Забор 
материала для анализа производили на 5-й день 
культивирования. 

Оценка жизнеспособности клеток. Оценку 
жизнеспособности и подсчет количества клеток в 
культуре производили с использованием теста с три-
пановым синим 0,4% (ThermoFisher Scientific, США), 
основанного на способности красителя проникать 
сквозь поврежденные клеточные мембраны, живые 
клетки при этом не окрашиваются [12]. Подсчет 
числа окрашенных и неокрашенных клеток прово-
дился с помощью автоматического счетчика клеток 
(Countess II FL Automated Cell Counter, ThermoFisher 
Scientific, США).

Оценка метаболической активности клеток. 
Для оценки активности метаболических процессов 
применяли тест-систему с индикатором аламар синий 
(Alamarblue, Invitrogen, США). Редокс-индикатор тест-
системы добавляли в среду с клетками в соотношении 
1:10, инкубировали в течение 2 часов при температу-
ре 37 °С. После этого среду с индикатором помещали 
в 96-луночные планшеты и производили измерение 
интенсивности флуоресценции восстановленной 
формы индикатора в среде на планшетном спектро-
фотофлуориметре (Tecan Infinite 200Pro, Switzerland) 
при возбуждении длиной волны 540–570 нм и считы-
вания эмиссии в диапазоне 580–610 нм. Показатели 
теста нормализировали с учетом количества клеток 
в культуре. 

Оценка продукции протеогликанов. Количество 
сульфатированных ГАГ, наиболее часто встречаю-
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щихся в составе протеогликанов МПД, определяли 
с использованием тест-системы, основанной на 
реакции c 1,9-диметил-метиленовым голубым [4, 
5]. Клетки осаждали путем центрифугирования 
при 1000  об./мин в течение 4  мин, ресуспендиро-
вали в однократном натрий-фосфатном буферном 
растворе с последующей заморозкой до –80 °С для 
последующего анализа. Перед проведением исследо-
вания образцы размораживали и центрифугировали. 
Клетки из каждого флакона ресуспендированы в 
1 мл 100 mM Na2HPO4, содержащим 50 мкг/мл про-
теиназы К; pH раствора доведен до 8,0 с использо-
ванием 1N HCl. Полученный раствор с целью лизиса 
клеток инкубировали при температуре 56 °С 12 ч, а 
затем при температуре 90 °С в течение 10 минут для 
инактивации протеиназы К. Образцы пипетировали 
в 96-луночные планшеты и добавляли заранее при-
готовленный раствор 1,9-диметил-метиленового 
голубого с рН 3,0. После этого незамедлительно 
производили измерение абсорбции на планшетном 
спектрофотофлуориметре (Tecan Infinite 200Pro, 
Switzerland) при длине волны 525 нм. Стандартную 
кривую для расчетов получили с использованием 
бычьего хондроитин-4-сульфата известных концен-
траций в значениях 0-1 нг/мл. 

Статистическая обработка произведена в про-
грамме Microsoft Excel и Statistica 9.0. Использованы 
критерии непараметрической статистики для неза-
висимых групп сравнения. Различия считали значи-
мыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Нами исследована жизнеспособность, метаболи-
ческая активность и экспрессия протеогликанов КПЯ 
и КФК МПД под воздействием КМБ 2 в различных 
концентрациях. КМБ 2 является цитокином с мощ-
ным остеоиндуктивным действием и потенциально 
может влиять на секрецию протеогликанов, одного 
из основных компонентов межклеточного матрикса, 
недостаток которого наблюдается при дегенерации 
МПД [3, 15].

При подсчете количества клеток и проведении 
теста на их жизнеспособность установлено, что 
культивирование клеток МПД в течение 5 дней в 
присутствии КМБ 2 разных концентраций не снижает 
жизнеспособность клеток. Во всех исследуемых об-
разцах более 90 % клеток были живыми (рис. 1а). При 
этом выявлена тенденция к увеличению пролифера-
тивной активности КПЯ и КФК культивированных в 
среде с КМБ 2, с увеличением концентрации данного 
цитокина (рис. 1б). Тем не менее, высокое значение 
дисперсии контрольных групп не позволяет сделать 
заключение о значимости различий при заданной 
мощности исследования. Полученные результаты 
свидетельствуют, что КМБ 2 влияет на пролифера-
тивную и метаболическую активность КПЯ и КФК.

Выявлено значимое увеличение метаболической 
активности КФК при культивировании в среде с 
КМБ  2  100  нг/мл (p  =  0,04) и 200  нг/мл (p  =  0,04) 
(рис. 2). При этом статистически значимых различий 
между нормализованными значениями метаболиче-
ской активности КФК в группах с КМБ 2 различных 
концентраций не выявлено (p  =  0,12). Выявлено 
отсутствие значимых различий метаболической ак-
тивности КПЯ между группами инкубации с КМБ и в 
контрольных средах (p = 0,7).

Тест с 1,9-диметил-метиленовым голубым по-
казал увеличение содержания ГАГ в группах культи-
вирования с КМБ 2 (рис. 3). Статистически значимые 
различия получены между контрольной группой 
КФК и группами КФК, культивированными в среде 
с КМБ 2 100 нг/мл (p = 0,04) и 200 нг/мл (p = 0,04). В 
ряде культур КПЯ, культивированных с КМБ 2, зареги-
стрировано высокое содержание ГАГ, превышающее 
соответствующие значения в контрольных группах. 
Тем не менее, изменение продукции протеогликанов 
в группах КПЯ статистически значимых различий не 
достигло (p = 0,12). 

Полученные результаты свидетельствуют об 
анаболическом эффекте КМБ  2 по отношению к 
клеткам МПД, в особенности в отношении биосинте-
тической активности КФК. Несмотря на то, что общее 
количество КФК имело тенденцию к снижению под 
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Рис. 1.  Оценка жизнеспособности (а) и пролиферативной активности (б) клеток пульпозного ядра и фиброзного кольца 
межпозвонкового диска под влиянием костного морфогенетического белка 2 различных концентраций.
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воздействием КМБ 2, нормализованные показатели 
продукции протеогликанов значительно превосходи-
ли значения в контрольной группе. Наблюдавшиеся 
различия в эффектах КМБ 2 на КПЯ и КФК в культурах 
подтверждают остеогенную направленность данного 
цитокина [1]. При этом наблюдается увеличение коли-
чества КПЯ по сравнению с КФК. Тем не менее, усиле-
ние биосинтетической активности, в частности про-
дукции компонентов протеогликанов, наиболее явно 
выражено в КФК, имеющих фибробластоподобный 
фенотип. Наблюдалось увеличение уровня продукции 
ГАГ до схожего с КПЯ, имеющих хондробластоподоб-
ный фенотип. Несмотря на относительное увеличение 
количества КПЯ под воздействием КМБ 2, различия 
в биосинтетической активности по сравнению с 
контролем не значимы. Проведение исследования с 
большей мощностью в будущем может привести к 
установлению значимого увеличения продукции ГАГ. 

Таким образом, исследование применения раз-
личных концентраций КМБ 2 в культурах клеток МПД 
показало значимое увеличение метаболической ак-
тивности и синтеза протеогликанов КФК. Проведен-
ный эксперимент показал, что КМБ 2 в концентрациях 
100 и 200 нг/мл не изменяет метаболическую актив-
ность КПЯ и незначительно влияет на продукцию 
ими протеогликанов. КМБ  2 обладает умеренным 
регенеративным потенциалом в отношении моде-
лирования продукции гидрофильного компонента 
экстрацеллюлярного матрикса МПД. 

Работа выполнена за счет средств гранта РНФ, 
проект №15-15-30037.
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