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FABRICATION OF CARTILAGE TISSUE SUBSTITUTES FROM CELLS WITH INDUCED PLURIPOTENCY

One of the approaches to cartilage tissue restoration problem relies on cellular technologies that use iPSCs, induced pluripotency stem cells that are an 

unlimited source of cellular material for tissue engineering with significant differentiation potential. However, there are no standardized protocols for chondrogenic 

differentiation of iPSCs. This study aimed to make cartilage tissue samples using 3D spheroid cultures and following four chondrogenic differentiation protocols, then 

compare characteristics of the cartilage samples made under different protocols and isolate the most effective way of differentiation. The iPSCs were differentiated 

chondrogenically, the four protocols were "long", "short", "combined" and with conditioned medium from a primary culture of autologous chondrocytes; the 

combinations of TGFβ1, BMP2, Chir 99021, and PK factors varied. Microwell plates were used to make spheroids. Immunocytochemical staining, real-time PCR 

and histological staining enabled assessment of the synthesis and expression profiles. High rates of synthesis and expression of chondrogenic markers Sox9, 

aggrecan, type II collagen were observed in spheroids experimented with under the "long", "combined" protocols and the conditioned medium protocol. The 

"combined" differentiation protocol made chondrogenesis most effective, and conditioned medium was highly efficient in inducing and supporting chondrogenic 

differentiation.
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ПОЛУЧЕНИЕ ХРЯЩЕПОДОБНЫХ СТРУКТУР ИЗ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК С ИНДУЦИРОВАННОЙ 
ПЛЮРИПОТЕНТНОСТЬЮ

Одним из подходов для решения проблемы восстановления хрящевой ткани является использование клеточных технологий с применением ИПСК, 

обладающих большим потенциалом к дифференцировке и являющихся неограниченным источником клеточного материала для тканевой инженерии. 

Однако стандартизированных протоколов хондрогенной дифференцировки ИПСК нет. Целью работы было получить хрящеподобные  образцы ткани с 

помощью метода 3D-культивирования сфероидов с использованием четырех протоколов хондрогенной дифференцировки, сравнить характеристики 

хрящеподобных образцов, полученных с помощью разных протоколов, и определить наиболее эффективный способ дифференцировки. ИПСК 

дифференцировали по хондрогенному пути с помощью четырех протоколов («долгий», «короткий», «комбинированный», с кондиционированной средой 

от первичной культуры аутологичных хондроцитов) при различном сочетании факторов TGFβ1, BMP2, Chir 99021 и РК. Для получения сфероидов 

использовали планшеты с микролунками. Профили синтеза и экспрессии оценивали с помощью методов иммуноцитохимического окрашивания, ПЦР 

в реальном времени, а также гистологического окрашивания. Высокие показатели синтеза и экспрессии хондрогенных маркеров Sox9, аггрекана, 

коллагена II типа наблюдали в сфероидах «долгого», «комбинированного» протоколов и протокола с кондиционированной средой. Хондрогенез наиболее 

эффективно проходит при использовании «комбинированного» протокола дифференцировки. Высокую эффективность показало также использование 

кондиционированной среды для индукции и поддержания хондрогенной дифференцировки.

Ключевые слова: тканевая инженерия, суставной хрящ, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), сфероиды, хондрогенез
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Ткань гиалинового хряща обладает достаточно низкой 
способностью к заживлению из-за особенностей своей 
организации. В связи с этим большая часть дефектов 
хряща, вызванных травмами, очаговыми поражениями 
или процессами дегенерации без должной терапии 
прогрессирует до таких заболеваний, как, например, артроз, 
что негативно влияет на качество жизни. Многообещающий 
подход для решения этой проблемы — применение 
клеточных технологий, позволяющих компенсировать 
потерю функционально активных клеток в зоне повреждения 
ткани и вызывающих эффективное заживление.  

Такая клеточная терапия в клинике проводится уже 
более 10 лет компанией CO.DON (Германия), в которой 
лечение поврежденных суставных хрящей реализуется 
с использованием аутологичных хондроцитов, что 
позволяет получить фенотипически стабильный хрящ при 
заживлении [1–3]. Однако трансплантация аутологичных 
хондроцитов хоть и является доказанным успешным методом 
восстановления повреждений гиалинового хряща, 
но достаточно инвазивна: для получения донорского 
материала необходимо проведение биопсии [4, 5]. 
Кроме того, из-за ограниченного количества клеточного 
материала требуется длительное культивирование, при 
котором имеется риск потери клетками хондрогенных 
свойств и их дифференцировки в фибробласты, что может 
привести к фиброзу после трансплантации [4, 5]. В связи 
с этими недостатками выбор альтернативных клеточных 
ресурсов особенно актуален.

Одним из перспективных клеточных источников на 
данный момент являются индуцированные плюрипотентные 

клетки (ИПСК). Благодаря таким свойствам, как 
плюрипотентность, широкий потенциал дифференцировки 
во все типы соматических клеток, включая хондроциты, 
а также неограниченная способность к самообновлению, 
ИПСК имеют сходство с эмбриональными стволовыми 
клетками (ЭСК), при этом их получение не связано с 
этическими проблемами [4, 6, 7]. В технологии получения 
ИПСК могут быть использованы любые соматические 
клетки организма [5, 8]. Хондроциты, дифференцированные 
из ИПСК, проявляют ювенильный фенотип, что выражается 
в высокой скорости пролиферации и усиленной выработке 
внеклеточного матрикса (ВКМ). Данная особенность 
способствует более эффективному заживлению суставных 
дефектов [4, 5]. Таким образом, ИПСК представляют собой 
перспективный источник клеток, позволяющий получить 
большое количество биоматериала для клеточных 
технологий. Однако, несмотря на большое число 
исследований, отсутствует стандартизированный протокол, 
обеспечивающий качественную дифференцировку 
по хондрогенному пути [9]. Активно используется 
метод направленной дифференцировки, что в грубом 
приближении воспроизводит события хондрогенеза 
[10]. При этом чаще применяют рекомбинантные белки, 
соответствующие основным хондроиндукторам в 
процессах развития, а также их различные комбинации 
(рис. 1). 

Для дифференцировки по хондрогенному пути 
in vitro широко применяют белки надсемейства 
трансформирующего фактора роста — (TGFβ), такие как, 
собственно, TGFβ и семейство костных морфогенетических 

Рис. 1. Общая схема процессов хондрогенеза. А. Миграция мезенхимы. Б. Прехондрогенная мезенхимная конденсация. В. Образование клеточных 
контактов, синтез ВКМ. Г. Межклеточное пространство и микроокружение дифференцирующихся клеток. Д. Начало дифференцировки по хондрогенному 
пути. Е. Образование хрящевой ткани. Ж. Фотографии, полученные методом фазово-контрастной микроскопии 1-5 — внешний вид сфероидов через 
1, 2, 3, 4 и 5 недель культивирования после перевода их в условия 3D-культивирования. Увеличение X100
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белков (ВМР2). В исследовании, где в качестве фактора 
дифференцировки использовали только TGFβ3, в 
культурах ИПСК наблюдали неполный хондрогенез [11]. 
Более качественные результаты были получены в работах 
с применением комбинации TGFβ1 и BMP2 [12]. Еще одним 
подходом к увеличению эффективности хондрогенеза 
in vitro является включение предварительного этапа 
дифференцировки в МСК-подобную популяцию 
клеток. Эту стратегию использовали в «классическом» 
протоколе [3] с предварительной индукцией мезенхимных 
предшественников c помощью Wnt3a и Активина А. Затем 
проводили хондрогенную индукцию с помощью TGFβ1 и 
ВМР2, что позволило получить хрящеподобные структуры 
с высокой экспрессией хондрогенных маркеров и низким 
уровнем гипертрофии. Тот же протокол, но с увеличенным 
временем культивирования, тоже привел к результатам, 
демонстрирующим эффективный хондрогенез, а при 
подкожной пересадке полученных структур мыши 
образовывался хрящ ювенильного фенотипа с большим 
содержанием протеогликанов [4]. Ретиноевая кислота 
(РК) и ретиноиды необходимы для развития конечностей, 
поскольку отвечают за активацию Hox-генов, участвующих 
в определении области формирования зачатка [13]. 
Так, комбинация Chir 99021 (6-[[2-[[4-(2,4-дихлорфенил)-
5-(5-метил-1H-имидазол-2-yl)-2-пиримидинил]амино]
этил]амино]-3-пиридинкарбонитрил — ингибитор киназы 
гликоген-синтазы-3 (GSK-3)) и РК in vitro способствовала 
направленной дифференцировке в хондроциты за 
короткие сроки [14]. К тому же низкомолекулярные 
соединения достаточно просты в использовании, 
эффективно доставляются в клетки и неиммуногенны [15].

Стандартный подход 2D-культивирования не 
соответствует естественному окружению клеток и 
значительно ограничивает дифференцировку [16]. Клетки в 
условиях как in vivo, так и in vitro, нуждаются в трехмерном 
окружении. 

Одним из распространенных методов 3D-культивирования 
и дифференцировки клеток является получение сфероидов 
[17, 18]. Было продемонстрировано, что использование 
культур сфероидов значительно улучшает пролиферацию 
клеток с сохранением фенотипа и ключевых сигналов 
[16, 19]. К тому же данная методика 3D-культивирования 
имитирует процесс мезенхимной конденсации в раннем 
развитии хряща [20]. Способы получения сфероидов 
разнообразны и включают метод висячей капли [21, 22], 
центрифугирования суспензии клеток определенной 
плотности [23–25], самоаггрегации в сфероиды в 
суспензионных культурах [2], с помощью планшетов 
с U-образными лунками или микролунками [26–28], а 
также с использованием биоматериалов [29, 30]. Готовые 

конструкции эффективно культивировать в динамических 
условиях, например на орбитальном 3D-шейкере [8]. 

В этой работе образцы хрящеподобной ткани 
создавали методом 3D-культивирования сфероидов 
при использовании четырех различных протоколов, 
два из которых разработаны нашей лабораторией. 
Основной целью исследования было выявить и сравнить 
особенности полученных конструкций и определить 
наиболее эффективный способ дифференцировки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуры ИПСК

В работе использовали линию ИПСК FD4S, которая 
ранее была получена из фибробластов кожи человека 
с применением по методу, описанному в работе 
(41), с использованием неинтеграционного вектора 
вируса Сендай, несущего гены транскрипционных 
факторов OCT3/4, SOX2, KLF4 и C-MYC. Клетки были 
криоконсервированы при температуре –80 °С. 

Культивирование проводили при 37 °С и 5% CO
2
 в 

смеси ростовых сред без фидера mTeSR1 (STEMCELL 
Technologies; Канада) и Essential 8 (Thermo Fisher Scientific; 
США) в соотношении 1 : 3 с добавлением 40 мкг/мл 
антибиотика гентамицина («ПанЭко»; Россия). Смену 
среды проводили раз в сутки. При достижении клетками 
монослоя культуру пассировали в соотношении 1 : 3, 
для улучшения жизнеспособности клеток после данной 
процедуры использовали 10 мкМ ингибитора Rock-киназы 
Y27632 (StemMACS, Miltenyi Biotec; Германия). 

Протоколы дифференцировки

Хондрогенную дифференцировку ИПСК проводили с 
тестированием четырех протоколов (табл. 1):

«долгий» [3];
«короткий» [14];
«комбинированный»;
с кондиционированной средой.
В качестве положительного контроля использовали 

культуры хондроцитов человека, а также фрагменты 
суставного хряща человека. В качестве отрицательного 
контроля — культуры ИПСК и 3D-структуры из них.

Монослойные культуры

Монослойные культуры ИПСК дифференцировали в 
течение 7 суток при использовании базовой среды 
Advanced DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific; США) 

Таблица 1. Протоколы хондрогенной дифференцировки 

Название протокола
Дифференцировка (35 суток)

В монослойной культуре (7 суток) В 3D-культуре (28 суток)

«Долгий» TGFβ1, BMP2, FBS 10%

«Короткий»

Chir 99021, RA — 2 суток 
РК — 5 суток

Базовая среда с добавками

«Комбинированный» TGFβ1, BMP2, FBS 10%

С кондиционированной средой
Кондиционированная среда из-под 

хондроцитов, GlutaMAX

Контрольные группы

Положительный контроль Базовая среда с добавками, FBS 15% Базовая среда с добавками, FBS 10%

Отрицательный контроль TeSR1, Essential8 (1 : 3) Базовая среда без добавок
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с добавлением 10 нг/мл bFGF (STEMCELL Technologies; 
Канада), 100× GlutaMAX (Gibco, Thermo Fisher Scientific; 
США), 50x B27 (Gibco, Thermo Fisher Scientific; США), 
1% инсулин-трансферрин-селенита (ИТС) («ПанЭко»; 
Россия), 50 мкг/мл аскорбиновой кислоты (Sigma Aldrich; 
США), 50 мкМ β-меркаптоэтанола, 5 мкг/мл плазмоцина, 
гентамицина («ПанЭко»; Россия) и 40 мкг/мл раствора 
гентамицина («ПанЭко»; Россия). 

Для дифференцировки по «долгому» протоколу 
к базовой среде добавляли также 10 нг/мл TGFβ1 
(Miltenyi Biotec; Германия), 10 нг/мл ВМР2, 10% FBS. 
По «короткому», «комбинированному» протоколам и 
протоколу с кондиционированной средой — 10 мкМ Chir 
99021 (Miltenyi Biotec; Германия) и 10 нМ РК (Sigma Aldrich; 
США) в течение двух суток, затем только 10 нМ РК. 

Смену среды проводили раз в сутки. На третьи–
четвертые сутки проводили пассирование культур 1 : 3 
с использованием 0,25%-го раствора трипсина.

Полученную ранее культуру хондроцитов человека 
размораживали из криобанка ФНКЦ ФХМ. Для этого 
криовиалу нагревали на водяной бане до полного 
исчезновения льда, после чего клетки отмывали 
от криопротектора DMSO в 10 мл предварительно 
нагретой до +37 °С чистой среды Advanced DMEM, путем 
центрифугирования в 15 мл пробирке (Servicebio; Китай) 
при 1000 об./мин 5 мин. Осадок с хондроцитами разводили 
для последующего культивирования в среде Advanced 
DMEM с добавлением 15% FBS или 10% сыворотки 
человека. Смену среды проводили раз в 4 суток, при этом 
кондиционированную среду отбирали и фильтровали 
дважды через шприцевые фильтры размера пор 0,45 мкм, 
затем 0,22 мкм. 

3D-культуры

Для получения сфероидов использовали планшет с 
микролунками AggreWell 800 (STEMCELL Technologies; 
Канада) и раствор Anti-Adherence Rinsing Solution (STEMCELL 
Technologies; Канада) по протоколу производителя [31]. 
С учетом количества клеток добавляли 1 или 2 мл среды с 
10 мкМ Y27632, соответствующей протоколу хондрогенной 
дифференцировки в 3D-культурах, до концентрации 
1–1,5 × 106 кл/мл. На одну лунку планшета приходился 1 мл 
суспензии данной концентрации. Планшеты с равномерно 
распределенными в микролунках клетками инкубировали 
при 37 °С и 5% СО

2
 24 ч.

Для изготовления чашек Петри для культивирования 
сфероидов на 60 мм чашки Петри Ultra Low Attachment 
(Corning Inc.; США) наносили клей из хлороформа и 
пластика строго по центру в виде капли диаметром 
около 1 см. Затем чашки в открытом виде помещали под 
ультрафиолет на 6 ч. Перед использованием несколько раз 
ополаскивали поверхность раствором Версена [32]. 

Через 24 ч инкубирования в планшетах с микролунками 
сферические агрегаты клеток собирали осторожным 
пипетированием с помощью носиков с отрезанным 
кончиком для избежания повреждения сфероидов, а затем 
переносили в заготовленные чашки Петри со средой, 
соответствующей протоколу дифференцировки. Чашки 
со сфероидами помещали в динамические условия на 
орбитальный 3D-шейкер при 37 °С и 5% СО

2
.

Для дифференцировки 3D-культур по «долгому», 
«короткому» и «комбинированному» протоколам, а 
также для культивирования сфероидов положительного 
контроля использовали базовую среду Advanced DMEM 

с добавлением 10 нг/мл bFGF (STEMCELL Technologies; 
Канада), 100× GlutaMAX (Gibco, Thermo Fisher Scientific; 
США), 50× B27 (Gibco, Thermo Fisher Scientific; США), 
1% инсулин-трансферрин-селенита (ИТС) («ПанЭко»; Россия), 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты (Sigma Aldrich; США), 
50 мкМ β-меркаптоэтанола, 5 мкг/мл плазмоцина, 
гентамицина («ПанЭко»; Россия) и 10 мл/л 100х-раствора 
пенициллина/стрептомицина («ПанЭко»; Россия). В «долгом» и 
«комбинированном» протоколах к среде также добавляли 
10 нг/мл TGFβ1 (Miltenyi Biotec; Германия), 10 нг/мл 
ВМР2, 10% FBS. В протоколе с кондиционированной 
средой использовали кондиционированную среду от 
культуры суставных хондроцитов человека с добавлением 
200× GlutaMAX. Для культивирования сфероидов 
положительного контроля к среде добавляли 10% FBS. 
Сфероиды отрицательного контроля культивировали в 
среде Advanced DMEM с добавлением антибиотиков и 
200× GlutaMAX. 

Дифференцировку сфероидов проводили в течение 
28 суток. Смену среды осуществляли раз в 4 суток. 
Каждые 7 суток оценивали морфологию сфероидов с 
помощью микроскопа с фазовым контрастом Olympus 
IX53F (Olympus; Япония) и программного обеспечения для 
морфометрии CellSens Standart.

Иммунофлуоресцентный анализ

Для иммуноцитохимического окрашивания 3D-культур 
каждые 7 суток в течение культивирования сфероиды 
пересаживали в 48-луночные планшеты, дно лунок 
которых предварительно покрывали 0,1%-м раствором 
желатина. В течение 1–2 суток сфероиды прикреплялись 
и распластывались по поверхности.

Фиксированные 4%-м параформальдегидом (PFA) 
монослойные культуры и прикрепленные органоиды 
обрабатывали 0,1%-м Triton: для окрашивания на 
ядерный маркер — в течение 20 мин, на поверхностные 
и цитоплазматические — 10 мин. После пермеабилизации 
культуры обрабатывали блокирующим раствором на 
основе 0,01М PBS, содержащим 3% козьей сыворотки и 
0,1% Tween в течение 30 мин. 

Монослойные культуры, а также сфероиды на всех 
стадиях дифференцировки окрашивали первичными 
антителами к ядерному маркеру хондрогенеза Sox 9 
(Rabbit, 1 : 400, Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, США), 
к маркеру протеогликанового хрящевого ВКМ агрекану 
(Mouse, 1 : 500, Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, США), 
маркеру фибриллярного ВКМ гиалинового хряща коллагену 
II типа (Rabbit, 1 : 200; Abcam, Великобритания) и маркеру 
волокнистого хряща коллагену I типа (Rabbit, 1 : 800, Invitrogen; 
Thermo Fisher Scientific, США), а также поверхностному 
маркеру прехондрогенной мезенхимы CD105 (Human, 
1 : 500; Sony, Япония). Окрашивали растворами первичных 
антител на основе блокирующего раствора в течение 1,5 ч 
при комнатной температуре или 12 ч при 4 °С.

Для окрашивания вторичными антителами использовали 
Alexa Fluor 488 (Goat, Anti-Mouse, 1 : 500), Alexa Fluor 
555 (Goat, Anti-Rabbit, 1 : 500) и Alexa Fluor 546 (Goat, 
Anti-Human, 1 : 500) (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, 
США). Окрашивание проводили в течение 1 ч в темноте. 
Для окрашивания ядер использовали 100 нг/мл DAPI 
(Sigma Aldrich; США). 

Анализ окрашенных препаратов проводили на 
флуоресцентном микроскопе Olympus IX53F с четырьмя 
фильтрами флуоресценции (Olympus; Япония), используя 
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программное обеспечение для морфометрии CellSens 
Standart.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
в реальном времени

Для лизиса клеток в монослойных культурах и сфероидах 
использовали буфер RLT (QIAGEN; Германия), к которому 
добавляли 10 мкл/мл β-меркаптоэтанола. Сфероиды по 
3–5 штук, в зависимости от размера, а также монослойные 
культуры лизировали в 600 мкл RLT пипетированием. 

Для выделения тотальной РНК использовали RNeasy 
Plus Mini Kit (QIAGEN; Германия) соответственно с 
прилагающейся инструкцией [33]. От геномной ДНК 
тотальную РНК очищали с помощью обработки раствором 
ДНКазы (СибЭнзим; Россия).

Для синтеза первой цепи кДНК с матрицы РНК 
использовали MMLV RT kit («Евроген»; Россия) в 
соответствии с инструкцией [34].

Для проведения ПЦР в реальном времени на одну 
лунку 96-луночного планшета (SSIbio, Scientific Specialities; 
США) добавляли 5 мкл 5× qPCRmix-HS SYBR («Евроген»; 
Россия), 0,8 мкл 10 мкМ праймера (табл. 2), 18,2 мкл 
воды и 1 мкл кДНК матрицы. Реакцию проводили 
при использовании термоциклера для амплификации 
нуклеиновых кислот 1000 CFX Manager исполнения C10000 
Touch (Bio-Rad; США) и программного обеспечения CFX 
Manager. Количество циклов — 39. В качестве зонда 
использовали SYBR («Евроген»; Россия). Для увеличения 
специфичности реакции использовали полимеразу с 
«горячим стартом» — HS Taq ДНК-полимеразу («Евроген»; 
Россия), а также подобрали оптимальную температуру 
отжига праймеров (60 °С). В качестве отрицательного 
контроля для оценивания специфичности реакции после 
получения результатов использовали кДНК, выделенную 
из ИПСК.

Анализ результатов проводили в программе Microsoft 
Excel по методу ΔΔCt. Показаны средние значения и 
доверительные интервалы. Для статистического анализа 
использовали t-критерий Уэлча, учитывающий, что у 
средних значений двух групп независимых выборок могут 
быть неодинаковые стандартные отклонения. 

Гистологический анализ 

Для изготовления парафиновых срезов последовательно 
проводили процедуры фиксации сфероидов и фрагментов 
хряща, гистологической проводки через ксилол и этанол 
концентраций 70, 80, 96 и 100%, а также заливки в 
жидкий парафин. Затем создавали серии парафиновых 
срезов толщиной 4 мкм. Криосрезы сфероидов толщиной 

7 мкм изготавливали по описанному ранее протоколу 
[35]. Для создания гистологического блока в этом случае 
использовали заливочную смолу Shandon Cryotome 
FSE (Thermo Fisher Scientific; США). Срезы окрашивали 
гематоксилин-эозином, пикросириусом красным и 
сафранином О. После окрашивания срезы обезвоживали 
и заключали в полистирол.

Фотографии срезов получали с использованием 
микроскопа DM4000 В LED (Leica; Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дифференцировка в монослойных 
культурах

Недифференцированные культуры ИПСК представляли 
собой плотные колонии мелких клеток с высоким ядерно-
цитоплазматическим соотношением, морфология 
колоний описана ранее [36]. На вторые сутки после 
начала дифференцировки путем воздействия Chir 99021 
и РК или рекомбинантных факторов TGFβ1, BMP2 и 
10% FBS клетки приняли округлую форму. При этом при 
дифференцировке по протоколам с Chir 99021 наблюдали 
усиление клеточной гибели, оцененной с помощью 
окраски раствором трипанового синего (возрастание 
метвых, включивших краситель, клеток достигало до 
30–35% популяции). На 4-е сутки дифференцировки клетки 
приобрели полигональную и вытянутую форму. На 7-е 
сутки заметили отдельные популяции хондроцитоподобных 
клеток, которые имели округлую форму и крупное ядро. 
Также на 2–3-и сутки в культурах экспериментальных групп 
наблюдали почкующиеся скопления клеток, что было 
особенно выражено в культурах, дифференцированных по 
протоколу с Chir 99021.

При анализе результатов иммуноцитохимии наблюдали 
значительную флуоресценцию аггрекана и коллагенов 
I и II типа в монослойных культурах протоколов как 
с применением рекомбинантных факторов TGF–1 и 
BMP2, так и Chir 99021 и РК (рис. 2). Однако синтез 
Sox9 оказался наиболее выраженным в культурах, 
дифференцированных с задействованием TGF–1 и ВМР2 
(рис. 2А1). Синтез мезодермального маркера CD105 был 
низким в экспериментальных и контрольных группах 
(рис. 2А4–Д4), хотя небольшой сигнал наблюдали в 
культурах, дифференцированных Chir 99021 (рис. 2Б4).  

При анализе результатов ПЦР в реальном времени в 
образцах наблюдали показатели экспрессии хондрогенных 
маркеров, сопоставимые с таковыми в положительной 
контрольной группе. При использовании белковых 
факторов TGFβ1 и BMP2 показатели экспрессии SOX9 
были выше, чем при использовании Chir 99021 и РК (рис. 3).

Таблица 2. Использованные в работе праймеры

Название гена Последовательность 5'→3' Длина продукта, п.н.

SOX9
F: GAAGTCGGTGAAGAACGGGC 
R: CACGTCGCGGAAGTCGATAG

283

ACAN
F: AGGAGTCCCTGACCTGGTTT 
R: CCTGACAGATCTGCCTCTCC

167

COL1A2
F: AGGGTGAGACAGGCGAACA 
R: CCGTTGAGTCCATCTTTGC

184

COL2A1
F: TGGACGCCATGAAGGTTTTCT 
R: CCATTGATGGTTTCTCCAAACC

142

YWHAZ
F: ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA 

R: CCGCCAGGACAAACCAGTAT
94
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Дифференцировка в культурах сфероидов

Сразу после перемещения сформированных клеточных 
агрегатов в условиях 3D-культивирования они приобретали 
неправильную форму и неровную поверхность, но на 
35-е сутки дифференцировки сфероиды всех протоколов 
и контрольных групп приобрели вид беловатых 
полупрозрачных конструкций с гладкой блестящей 

поверхностью (рис. 1Ж). Этого не происходило в 
3D-культурах протокола с кондиционированной средой.  

В 3D-культурах сфероидов на 14-е и 21-е сутки 
дифференцировки наблюдали неинтенсивную 
флуоресценцию аггрекана в конструкциях всех протоколов 
(рис. 4). Наибольшую интенсивность флуоресценции 
данного маркера фиксировали на 28-е и 35-е сутки в 
сфероидах «комбинированного» протокола (рис. 4В3, 4). 

Рис. 3. Показатели экспрессии генов хондрогенных маркеров в монослойных культурах. «Усы» — стандартное отклонение. Достоверность различия между 
группами: ns — p > 0,05; * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001
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Рис. 2. Иммуноцитохимический анализ монослойных культур. А. Использование TGFβ1, BMP2 и 10% FBS. Б. Использование Chir99021 и РК. В. Культура 
«суставных» хондроцитов, положительный контроль. Д. Культура ИПСК FD4S, отрицательный контроль. 1 — аггрекан (зеленый) и Sox9 (красный), 2 —
коллаген I типа (красный), 3 — коллаген II типа (красный), 4 — CD105 (красный). Масштабный отрезок — 200 мкм
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На 21-е и 28-е сутки наблюдали также высокий синтез 
аггрекана в сфероидах протокола с кондиционированной 
средой (рис. 4Г1–3). Уровень экспрессии ACAN, 
сопоставимый с показателями в сфероидах положительной 
контрольной группы, наблюдали в образцах «долгого», 
«комбинированного» протоколов и протокола с 
кондиционированной средой. При этом на 28-е и 35-е 
сутки дифференцировки экспрессия ACAN значительно 
увеличилась в сфероидах «комбинированного» протокола 
и протокола с кондиционированной средой (рис. 5А).

Синтез Sox9 наблюдали в сфероидах «комбинированного» 
протокола на каждом временном этапе, при этом 
прослеживалось увеличение интенсивности флуоресценции 
этого маркера по мере дифференцировки (рис. 4В1–4). 
Интенсивные флуоресцентные сигналы Sox9 отмечали и 
на 28-е сутки в сфероидах «долгого» протокола и на 35-е 
сутки в сфероидах протокола с кондиционированной 
средой (рис. 4А3, Г4). В сфероидах группы отрицательного 
контроля тоже зафиксировали флуоресценцию данного 
маркера (рис. 4Е1–4). Проведенный ПЦР-анализ 
экспрессии SOX9 сравним с показателями в группе 
положительного контроля, что наблюдали в образцах 
«долгого» и «комбинированного» протоколов (рис. 5Б). 

Высокую интенсивность флуоресценции коллагена 
I типа фиксировали во всех экспериментальных 
группах, но наибольшую — в сфероидах «долгого» и 
«комбинированного» протоколов. Экспрессия COL1A2 
увеличивалась по мере дифференцировки в сфероидах, 
полученных по всем протоколам (рис. 6А). Наиболее 
высокие показатели наблюдали в образцах «долгого» и 
«комбинированного» протоколов. 

В сфероидах «долгого», «комбинированного» протоколов 
и протокола с кондиционированной средой наблюдали 
высокую интенсивность флуоресценции коллагена 
II типа, при этом можно отметить, что она увеличивалась со 
временем. Выраженную экспрессию COL2A1 наблюдали 
в сфероидах всех протоколов дифференцировки (рис. 6Б). 
Максимальные показатели были отмечены в образцах 
«долгого» и «комбинированного» протоколов — они 
превышали экспрессию в положительной контрольной 
группе в несколько раз. 

Синтез CD105 выявлен в начале культивирования 
в 3D-условиях, при этом флуоресценция данного 
маркера была хорошо выражена в сфероидах 
«долгого» и «комбинированного» протоколов, но к концу 
дифференцировки значительно снизилась.

Рис. 4. Иммуноцитохимический анализ синтеза аггрекана (зеленый) и Sox9 (красный) в 3D-культурах сфероидов разных протоколов. А–Г. Протоколы 
дифференцировки: «долгий» (А), «короткий» (Б), «комбинированный» (В), с кондиционированной средой (Г). Д. Сфероиды положительной контрольной 
группы. Е. Сфероиды отрицательной контрольной группы. Продолжительность дифференцировки: 1 — 14 суток, 2 — 21 сутки, 3 — 28 суток, 4 — 35 суток. 
Масштабный отрезок — 200 мкм

14 сут.

«к
о

р
от

ки
й»

с 
ко

нд
., 

ср
ед

о
й

«+
»

ко
нт

р
ол

ь
«–

»
ко

нт
р

ол
ь

ко
м

б
.

«д
ол

ги
й»

28 сут.

ACAN, SOX9

21 сут. 35 сут.

А1

Б1

В1

Д1

Г1

Е1

А2

Б2

В2

Д2

Г2

Е2

А3

Б3

В3

Д3

Г3

Е3

А4

Б4

В4

Д4

Г4

Е4

П
р

о
то

ко
л



38

ORIGINAL RESEARCH    REGENERATIVE MEDICINE

EXTREME MEDICINE   4, 24, 2022   MES.FMBA.PRESS| |

При анализе результатов гистологического окрашивания 
пикросириусом красным сфероидов, полученных с помощью 
«долгого» и «комбинированного» протоколов, наблюдали 
ярко-розовые коллагеновые волокна по всей площади среза 
(рис. 7). Однако окрашивание сфероидов всех протоколов 
сафранином О было неинтенсивным (рис. 7). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При сравнении морфологических характеристик 
монослойных культур мы отметили, что дифференцировка 
ИПСК происходит при использовании как Chir 99021 и РК, 
так и TGFβ, ВМР2 и 10% FBS. Вытянутая полигональная 
форма клеток на 4-е сутки может говорить о приобретении 
клетками МСК-подобной морфологии при хондрогенной 
индукции. Усиленная клеточная гибель, которую мы 
наблюдали в культурах, диференцированных с помощью 
Chir 99021 и РК, скорее всего, связана с действием 
Chir 99021, так как по данным прошлых экспериментов 
эта молекула усиливает апоптическую активность 
[14]. Самоагрегирование клеток с образованием 
гиалиноподобных структур характерно для ранних этапов 
хондрогенной дифференцировки, когда происходит 
активное образование и накопление молекул адгезии [10]. 

Положительное влияние экзогенного присутствия 
TGFβ1 и ВМР2 на синтез и экспрессию Sox9 в монослойных 
культурах, скорее всего, связано с участием этих 
молекул в стимуляции и стабилизации выработки данного 
транскрипционного фактора [37]. Поскольку Chir имитирует 
сигналы, индуцирующие мезодерму, присутствие CD105 
может быть объяснено соответствием культуры на данной 
стадии дифференцировки ранней прехондрогенной 
мезенхиме [1, 14]. Можно заключить, что использование 
как TGFβ1, BMP2 и 10% FBS, так и Chir 99021 и РК, 
приводит к достаточно эффективной дифференцировке в 
монослойных культурах.

Для получения сфероидов мы использовали планшеты 
с микролунками. Клетки в таких планшетах агрегируют 
под действием силы тяжести, образуя клеточные 
конгломераты, которые иногда могут иметь неправильную 
форму [27]. Хрящеподобные структуры, которые были 
получены другими исследователями с помощью культур 
сфероидов, в итоге имели вид полупрозрачных беловатых 
структур с гладкой поверхностью [3]. Мы наблюдали 
подобные характеристики у сфероидов всех протоколов 
на последних этапах культивирования, кроме протокола 
с кондиционированной средой. Это может быть связано 
с тем, что при использовании данного протокола темпы 

Рис. 5. А. Показатели экспрессии ACAN в 3D-культурах сфероидов различных протоколов. Б. Показатели экспрессии SOX9. По оси абсцисс —
продолжительность дифференцировки, по оси ординат — величина нормированной экспрессии. «Усы» — стандартное отклонение. Достоверность 
различия между группами: ns — p > 0,05; * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001 

А

Б

3

1,6

2

1,2

1

0,6

0,8

0

0

2,5

1,4

1,5

1

0,5

0,4

0,2

14 сут.

14 сут.

21 сут.

21 сут.

28 сут.

28 сут.

35 сут.

35 сут.

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Н
о

р
м

ир
о

ва
нн

ая
 э

кс
пр

ес
си

я
Н

о
р

м
ир

о
ва

нн
ая

 э
кс

пр
ес

си
я

«комбинированный»

«комбинированный»

с конд. средой

с конд. средой

«–» контроль

«–» контроль

«+» контроль

«+» контроль

«короткий»

«короткий»

«долгий»

«долгий»

**

**

*

***

***

***



39

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ   4, 24, 2022   MES.FMBA.PRESS| |

компактизации более медленные, и клетки внешнего слоя не 
наработали достаточного количества молекул межклеточных 
контактов.

В нашем исследовании в протоколах с использованием 
TGFβ1 и ВМР2 мы наблюдали достаточно высокие 
показатели экспрессии хондрогенных маркеров. 
Кроме того, мы имели дело с самопроизвольной 

дифференцировкой ИПСК в сфероидах отрицательного 
контроля, так как отмечали флуоресцентные сигналы Sox9 
и коллагена II типа, а также экспрессию COL2A1. Выработка 
хрящевого ВКМ — во многом механозависимый процесс, 
поэтому мы могли наблюдать синтез коллагена II типа в 
ответ на нахождение клеток в динамических условиях 
[38, 39]. 

Рис. 6. А. Показатели экспрессии COL1A2 в 3D-культурах сфероидов различных протоколов. Б. Показатели экспрессии COL2A1. По оси абсцисс — 
продолжительность дифференцировки, по оси ординат — величина нормированной экспрессии. «Усы» — стандартное отклонение. Достоверность 
различия между группами: ns — p > 0,05; * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001 
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Рис. 7. Гистологический анализ 3D-культур сфероидов различных протоколов дифференцировки. Протоколы дифференцировки: «долгий» (А), «короткий» 
(Б), «комбинированный» (В), с кондиционированной средой (Г). Контрольные группы: положительный контроль (фрагменты суставного хряща) (Д), 
отрицательный контроль (Е). Тип гистологического окрашивания: 1 — гематоксилин-эозин, 2 — пикросириус красный, 3 — сафранин О 
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Синтез CD105 на 14-е и 21-е сутки в культурах 
сфероидов можно объяснить переходом от МСК-подобного 
фенотипа к хондроцитарному по мере дифференцировки 
клеток в сфероидах. In vivo CD105 наряду с другими 
поверхностными маркерами, такими как CD34, CD44, 
CD45, служит одним из маркеров, характерных для 
прехондрогенных мезенхимных клеток [1, 18]. 

Повышенные синтез и экспрессия коллагена I типа в 
сфероидах всех протоколов говорят о том, что конечные 
хрящеподобные структуры обладают смешанным 
фенотипом, совмещающим гиалиновую и волокнистую 
ткани. Наиболее сильная экспрессия COL1A2 наблюдается 
в образцах сфероидов протоколов, в которых использовали 
10% FBS. В некоторых исследованиях упоминается 
фибротический эффект сыворотки, связанный с усилением 
синтеза коллагена I типа, поэтому вероятно, что высокие 
показатели этого коллагена могут быть обусловлены ее 
присутствием в среде для дифференцировки [40, 41]. 

При гистологическом анализе мы не обнаружили 
значимого присутствия протеогликанового матрикса в 
препаратах, окрашенных сафранином О. В связи с этим можно 
предположить, что полученные структуры соответствуют 
хрящам на ранней стадии хондрогенеза. Возможно, для 
выработки большего количества протеогликанового 
матрикса, детектируемого сафранином О, возможно, 
необходимо более длительное время культивирования. 
Так, в предыдущих работах сфероиды в возрасте 28 суток 
культивирования слабо окрашивались сафранином О, в то 
время как в возрасте 42 суток окрашивались интенсивно [3].

ВЫВОДЫ

В ходе нашего исследования были получены образцы 
хрящеподобной ткани с использованием четырех 

протоколов, сравнительный анализ которых показал, 
что хондрогенез наиболее эффективно протекает 
в культурах 3D-сфероидов, дифференцированных c
использованием «комбинированного» протокола, 
в котором мы предлагаем применение Chir 99021 
и РК для дифференцировки монослойных культур 
и TGFβ1, BMP2 и 10% FBS для дифференцировки 
культур сфероидов. Высокими показателями синтеза 
и экспрессии хондрогенных маркеров обладали также 
конструкции, полученные с помощью «долгого» протокола 
и протокола с использованием кондиционированной среды. 
Использование кондиционированной среды, полученной от 
первичной культуры хондроцитов донорской ткани после 
экспозиции с Chir 99021 и РК, повышает эффективность 
дифференцировки. По нашему мнению, использование 
кондиционированной среды снижает себестоимость 
технологии, но делает ее трудно стандартизированной 
из-за вариабельности различных культур хондроцитов, 
полученных от разных доноров. Эту проблему можно 
решить при использовании культур ИПСК производных 
хондроцитов. Данный протокол нуждается в дальнейшей 
оптимизации, поскольку позволяет получить образцы, 
похожие на хрящ со смешанным фенотипом, сочетающим 
характеристики как гиалиновой, так и волокнистой 
хрящевой ткани, что соответствует незрелой ткани ранних 
стадий хондрогенеза. Тем не менее образцы хрящеподобной 
ткани, полученные с помощью изученных протоколов, можно 
эффективно использовать для моделирования процессов 
хондрогенеза в фундаментальных исследованиях. После 
оптимизации протоколов дифференцировки возможно 
использование получаемых хрящеподобных структур 
для получения прототипов клеточных продуктов для 
доклинической и, возможно, последующей клинической 
апробации.
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