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Высокая потребность в развитии био-
медицинских технологий восстановления по-
врежденного суставного хряща определяет-
ся хорошо очерченным комплексом социаль-
но-экономических, медицинских и общебио-
логических факторов. Во-первых, неуклон-
ный рост продолжительности жизни в разви-
тых странах сопровождается увеличением
доли лиц с активным образом жизни среди
пожилых. Как следствие, параллельно повы-
шается частота поражения суставов и по-
требность в высоком качестве жизни даже
при наличии заболевания (возможность пе-
ремещения в многоэтажных зданиях, вожде-

ния автомобиля, работы на приусадебном
участке, туристических поездок и т. п.).
В дополнение к дегенеративным изменени-
ям суставов, специалисты указывают на
рост числа травм крупных суставов в связи
с экспансией технологий во все сферы про-
фессиональной деятельности и быта, а так-
же как результат экстремизма [6; 16]. Во-
вторых, налицо явный прогресс материало-
ведения и медицинской техники, позволивший
перейти к преимущественно малоинвазив-
ным артроскопическим технологиям лечения
травм и хронических заболеваний суставов.
Наконец, сам по себе объект вмешатель-
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ства – суставной хрящ, обладает исходно
низкой способностью к восстановлению, так
что в большинстве случаев при лечении не-
обходимо замещать утраченные структуры
и функции суставного хряща и, одновремен-
но, стимулировать собственные клетки к ре-
моделированию зоны замещения дефектов в
полноценную хрящевую ткань [2; 6; 35].

«Золотым стандартом» восстановления
поврежденного хряща в настоящее время
считается аутогенная хондропластика, но этот
классический подход имеет ряд неустрани-
мых ограничений, недостатков, и не обеспе-
чивает в итоге адекватного восстановления
полноценной функции сустава на длительный
срок. Большинство специалистов в области
регенеративной медицины понимают, что сле-
дующим лидером в данной области уже в бли-
жайшее десятилетие станут тканеинженерные
технологии [4; 20; 22].

Сущность тканевой инженерии суставов
состоит в разработке и изготовлении биоин-
женерных каркасов (скаффолдов) и последу-
ющей их имплантации пациенту (в бесклеточ-
ном варианте или предварительно заселен-
ных необходимым пулом клеток) с целью воз-
мещения дефекта и стимуляции регенерации
поврежденной трехмерной структуры ткани.
Ключевая проблема заключается в обеспе-
чении последовательного и полного ремоде-
лирования тканеинженерной конструкции в
собственный хрящ. Это требует предсказу-
емых управляющих воздействий на процес-
сы заселения, пролиферации, дифференциров-
ки и адекватной фенотипической экспрессии
клеток в веществе скаффолда и будущего
матрикса собственного хряща. Одним из
ключевых подходов к такому управлению
является планирование и изготовление скаф-
фолда с заранее заданным комплексом этих
свойств [2; 19; 26].

На сегодняшний день имеется достаточ-
но широкий спектр материалов, пригодных для
изготовления скаффолдов. Основными требо-
ваниями, которые предъявляются к этим ма-
териалам, являются: отсутствие цитотоксич-
ности, воспалительного и иммунного ответа
на материал; поддержание адгезии, фиксации,
пролиферации и дифференцировки клеток; био-
резорбируемость обычными метаболически-
ми путями; наличие способностей к самовос-

становлению, изменению строения и свойств
в ответ на факторы окружающей среды, вклю-
чая механические нагрузки [20; 22; 26; 35].

Одним из перспективных натуральных
материалов, получающих все большее призна-
ние при формировании тканеинженерных кон-
струкций и обладающим большинством из
вышеперечисленных свойств, является моди-
фицированный хондроитинсульфат (хитозан) –
деацетилированная форма широко распрост-
раненного в природе полимера хитина.

Цель работы

На основе аналитического обзора, сис-
тематизации современной мировой литерату-
ры и собственных экспериментальных данных
обосновать инновационный тренд в использо-
вании хитозана для тканевой инженерии сус-
тавного хряща.

1. Достоинства и критические точки раз-
вития скаффолд-технологий на основе хито-
зана в тканевой инженерии хряща.

Использование хитозана в качестве ма-
териала в регенераторной биомедицине было
документировано выходом в свет статьи, на-
писанной группой итальянских ученых под
руководством R. Muzzarelli и опубликованной
в журнале «Biomaterials» в мае 1988 года.
В течение последующих 15 лет эти исследо-
ватели с успехом применили хитозановые
скаффолды для замещения дефектов твердой
мозговой оболочки, раневых поверхностей и
волокнистого хряща, отметив последующее
полноценное морфологическое восстановле-
ние дефектов без каких-либо функциональных
нарушений. Авторы считают, что начало при-
менения хитозана для восстановления утра-
ченных опорных тканей открыло новую веху
в тканевой инженерии [5].

Доступность сырья для получения хито-
зана (экзоскелет членистоногих, грибы) и лег-
кость улучшения его физико-химических
свойств с помощью энзиматической обработ-
ки делают хитозан весьма перспективной ос-
новой для конструкции современных скаффол-
дов. Хитозан биомиметичен собственному
матриксу хряща, нетоксичен, обладает полной
биосовместимостью, биорезорбируемостью и
умеренными антибактериальными свойствами.
В эксперименте показаны выраженные хонд-
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ро- и остеоиндуктивные эффекты трехмерно
организованного хитозана [9; 11; 13; 34].

Скаффолды из хитозана обладают высо-
кой способностью индуцировать клеточную
миграцию, адгезию, пролиферацию и индук-
цию необходимого хондрального или остеоген-
ного фенотипа, в результате чего обеспечи-
вается интенсивное ремоделирование костной
и хрящевой ткани, при этом не активируется
рассасывание окружающих тканей [31; 32].
Хитозан нашел применение в хирургической
и ортопедической стоматологии при лечении
переломов, дистракционном остеогенезе, ле-
чении остеомиелита и остеопороза, для чего
был введен в состав кальций-фосфатных, суль-
фатных цементов, паст с гидроксиапатитом и
т. п. В челюстно-лицевой имплантологии при
покрытии титановых имплантатов хитозан
уменьшал выраженность реакции окружаю-
щих тканей на операцию и способствовал ус-
коренной остеоинтеграции имплантатов [9; 32].

Не менее важной характеристикой при
создании скаффолдов, успешно достигаемой
при использовании хитозана, является реали-
зация трехмерной (3D) пористой структуры
с определенным размером пор и толщиной
перегородок между ними. Эмпирически ус-
тановлено, что для восстановления хряще-
вой ткани требуются величины пористости
порядка 80–85 %, диаметром пор порядка
150–400 мкм и толщиной перегородок меж-
ду ними не менее 50–70 мкм. Это необходи-

мо для обеспечения определенной прочнос-
ти, высокой способности к адгезии клеток и,
одновременно, возможности транспорта га-
зов и метаболитов во вновь образующихся
тканях [11; 13; 22].

Изначально высокая вязкость растворов
хитозана позволяет использовать различные
методы создания пористых скаффолдов, на-
чиная от лиофильного высушивания, заканчи-
вая вспениванием газами, пузыри которых
формируют стабильные поры диаметром до
500 мкм. Твердо-упругие свойства некоторых
модификаций хитозана, предлагаемых к ис-
пользованию в тканевой инженерии приближа-
ются к значениям, свойственным губчатой
кости, и способны выдерживать компресси-
онную нагрузку порядка 75 МПа при разме-
рах пор порядка 250–500 мкм [9; 25].

Многочисленность различных подходов,
использованных специалистами для повыше-
ния эффективности скаффолд-технологий на
основе хитозана, во-первых, выводит его в
линейку лидирующих материалов в этой час-
ти тканевой инженерии. Во-вторых, анализ
этих публикаций, позволяет выделить те кри-
тические моменты, на которых сосредоточе-
ны усилия по развитию тканеинженерных тех-
нологий. Эти процессы представлены на схе-
ме (рис. 1), а часть модификаций, активно
развивающаяся в настоящее время, в том
числе и авторами настоящей работы, будет
детальнее изложена далее.

Рис. 1. Критические процессы, влияющие на итоговое качество скаффолд-технологий при восстановлении
поврежденного суставного хряща
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Наиболее активно усилия исследовате-
лей в настоящее время сосредоточены на
модернизациях скаффолд-технологий на осно-
ве хитозана за счет варьирования сополиме-
ров, перехода на получение наноструктуриро-
ванных продуктов и подключения депо фак-
торов роста.

2. Модификации на этапе получения
хитозана. Сополимеризация

Важным свойством, существенно рас-
ширяющим возможные сферы биоинженерно-
го применения хитозана, является его хими-
ческая активность, выражающаяся в возмож-
ности проводить различные модификации по-
лимера с широким спектром биологически
активных компонентов как органического, так
и неорганического состава. Хитозан хорошо
сополимеризуется с органическими поликис-
лотами, альгинатом, полигликолями, желати-
ном, белками, являющимися хорошо изучен-
ными материалами для изготовления скаф-
фолдов. Необходимо отметить, что при взаи-
модействии хитозана с модифицирующими
агентами его биологически активные свойства
не только не теряются, но и в ряде случаев
усиливаются [9; 11; 16; 32].

Хитозан исходно обладает умеренной
антимикробной активностью, связанной с на-
личием активных центров связывания повер-
хностных токсинов, антигенов бактерий и вли-
яния на другие компоненты их клеточной стен-
ки. Эти свойства можно целенаправленно уси-
ливать за счет сополимеризации с ацильны-
ми остатками органических кислот, лиганда-
ми различных органических антисептиков, ме-
таллоорганическими соединениями (Au, Ag,
Cu, Ti, Pt) и поверхностно-активными веще-
ствами [5; 26; 34].

Хитозан-полилактидный скаффолд был
сополимеризован с микросферами из амида
полимолочной ксилоты в гексан-диамин-про-
паноле. Для улучшения смачиваемости и по-
вышения клеточной совместимости скаф-
фолда без существенного изменения его фи-
зических свойств и образования качествен-
ной хрящевой ткани было предложено моди-
фицировать поверхность хитозана с помощью
пористого эластомера из поли-L-лактид-кап-
ролактона [18; 22].

В исследовании [28] показано, что в тка-
невой инженерии хряща шелк фибрин –хито-
зановые скаффолды могут быть достойной
альтернативой подобным синтетическим ма-
териалам.

Группой ученных была предпринята по-
пытка [8] оптимизации состава лиофилизиро-
ванного композитного скаффолда хитозан-
гиалуроновая кислота.Показано, что скаф-
фолд не является цитотоксичным и способ-
ствует клеточной адгезии.

Другой группой исследователей была
определена [17] степень влияния на хондро-
генез из мезенхимальных стволовых клеток,
культивируемых на губчатом хитозановом
скаффолде, включений гиалуроновой кислоты
с различной молекулярной массой.

Создание группой исследователей ге-
левого скаффолда на основе хитозана по-
зволило получить полимер жидкий в обыч-
ных условиях, но принимающий форму золя
при температурах близких к температуре
тела. Такое стало возможным после созда-
ния композита хитозан – глицерофосфата на-
трия – гидроксиэтилцеллюлоза. Показано,
что хондроциты в реконструированном хря-
ще способны не только выжить, но и со-
хранить свою способность секретировать
матрикс [30].

В работе [24] проанализированы про-
цессы, происходящие в хряще и субхонд-
ральной зоне кости после ремоделирования
микродефектов с применением имплантата
на основе композиции хитозан - глицерол-
фосфат - цельная кровь. В течение длитель-
ного времени в зоне ремоделирования на-
блюдалось большое количество остеоклас-
тов, костные балки при этом были структур-
но интегрированы.

Композитную матрицу хитозан-полибути-
лен-сукцинат получали путем прессования с
последующим выщелачиванием [10]. Таким
образом, были получены матрицы различной
пористости c вариабельным размером пор.

3. Изготовление наноструктурирован-
ных скаффолдов

В последнее десятилетие для потребно-
стей тканевой инженерии и регенеративной
медицины было разработано множество раз-
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личных методов изготовления трехмерных
биомиметических скаффолдов, в том числе
электроспининг, фазовая сепарация, сублима-
ционная сушка и самосборка [22].

Принцип техники электроспининга состо-
ит в том, что под действием высокого напря-
жения в капиллярных трубках, заполненных
вязким раствором полимера, формируются
силы отталкивания, инициирующие струи ис-
течения из капилляров. Сохранение сил оттал-
кивания между струями в итоге приводит к
образованию тончайших (наноразмерных) ни-
тей полимера, которые собираются в специ-
альном коллекторе [22]. При этом толщина
нитей может меняться за счет варьирования
вязкости, электропроводности и поверхност-
ного натяжения раствора, а также технологи-
ческих условий (гидростатическое давление
в капиллярной трубке, напряженность элект-
рического поля, расстояние между зондом и
коллектором) [33].

Фазовая сепарация может быть инду-
цирована термически или техникой осажде-
ния, и используется для изготовления порис-
тых мембран или вспененных материалов.
По сравнению с элекроспинингом, фазовая
сепарация обладает лучшим потенциалом
для изготовления трехмерных нановолокон-
ных скаффолдов с более равномерной пори-
стой структурой [26; 30].

Сублимационная сушка является со-
ставной частью технологии по преобразо-
ванию растворимых лабильных материалов
в достаточно твердые стабильные структу-

ры, первоначально в пищевой индустрии,
фармацевтике и энзимных производствах.
Данная технология (лиофилизация) включа-
ет в себя три основных этапа: заморажива-
ние раствора при достаточно низкой темпе-
ратуре (порядка –70 °C); перенос заморо-
женных образцов в камеру, где давление
снижается до несколько миллибар. Часть
воды удаляется на этом этапе (прямая суб-
лимация); но большинство воды удаляется
при десорбции на третьем этапе окончатель-
ной сушки [14; 27].

4. Использование факторов роста

Особое место в создании скаффолдов на
основе хитозана для ремоделирования и ре-
парации хряща занимают биологически актив-
ные добавки, способствующие адгезии и про-
лиферации хондроцитов [12; 22].

Известно, что такое мощное биологи-
чески активное вещество как инсулин вы-
зывает хондральную дифференциацию. В ра-
боте [23] уделено внимание хондрогенной
дифференциации, и развитию клеточных си-
стем, которые обеспечивают синтез биомо-
лекул, для её стимуляции. Для этого различ-
ные формы инсулина добавлялись в хитоза-
новый скаффолд используемый в качестве
потенциальной модельной системы для хря-
ща и хрящевых тканей. Показано, что доза
инсулина в системе (5 %) является наибо-
лее эффективной в стимуляции хондроген-
ной дифференциации.

Рис. 2. Внешний вид скаффолда из пористого хитозана
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Имеются исследования [21], демонст-
рирующие регенерацию хряща в гибридных
скаффолдх состоящих из полиэтиленоксида
и хитозана с добавлением пептида
CDPGYIGSR. Поры, средний диаметр кото-
рых составлял около 200–250 мкм, были свя-
заны между собой и равномерно распреде-
лены. Высокий процент полиэтиленоксида в
матрице способствовал увеличению прочно-
сти стенок пор. Также доказано, что данный
пептид способствует адгезии хондроцитов и
ускорению их пролиферации, помимо этого
добавка данного пептида способствует син-
тезу коллагена 2 типа.

Крайне полезным свойством суспензий
хитозана оказалась способность оставать-
ся жидкими при комнатных температурах и
переходить в фазу геля при температуре
тела. Единственная клиническая технология
коммерческого препарата на основе хито-
зана,  BST-CarGel (Piramal Healthcare,
Canada), проходит клинические испытания
в Северной Америке [7; 25]. В настоящее
время завершаются клинические испытания
препарата в США и ряде стран Европейс-
кого Союза [30]. Условием его применения
является смешивание с кровяным сгустком
и сочетание с техникой костномозговой сти-
муляции полнослойных дефектов суставно-
го хряща [21].

Результаты собственных исследований.
Нами была предпринята попытка созда-

ния трехмерного скаффолда на основе хито-
зана. Хитин – исходное сырье для хитозана
был получен из наружного скелета ракообраз-
ных рода Pandalus, путем промывки водопро-
водной водой, с последующей обработкой
10 %-ным раствором NaHCO3 в присутствии
поверхностно-активных веществ ПАВ. Пос-
ле отстаивания проводилось повторное деп-
ротеирование, и отмывка готового продукта.
После чего проводилась его деминерализация,
заключительная промывка и сушка до сухо-
воздушного состояния [3].

Хитозан получали путем проведения де-
ацетилирования из хитина, предварительно
измельченного до размеров 1–2´2–3 мм.
Проведение процесса в уcловиях вакуума во-
доструйного насоса способствовало значи-
тельному снижению концентрации кислоро-
да в реакционной зоне, наличие которого, как

известно, увеличивает степень деструкции
хитина. Отфильтрованный хитозан представ-
лял собой сильно гидратированный продукт
с содержанием воды более 70 %. Для пре-
дотвращения ороговения, хитозан сушили в
термостате при 35,0–40,0 °C до суховоздуш-
ного состояния.

Для оценки качества полученного хито-
зана были использованы показатели, заложен-
ные в технические условия на пищевой хито-
зан (ТУ 9289-067-00472124-03): внешний вид,
цвет, вкус, запах.

Пористые 3D-матрицы на основе хито-
зана были созданы c помощью оригинально-
го метода замораживания-высушивания [1].
По 10 стерильных матриц были созданы из
оригинального хитозана и из хитозана произ-
водства ЗАО «Биопрогресс» (Россия).

Проверка свойств матриц in vivo была
осуществлена в экспериментах с использо-
ванием 24 белых крыс-самцов линии Wistar
массой от 180 г до 240 г. Протокол экспери-
ментов соответствовал этическим нормам,
изложенным в «Международном кодексе ме-
дицинской этики» (1994), Правилах лабора-
торной практики (GLP), и Директивах Евро-
пейского сообщества 86/609EEC. Для нарко-
за и выведения животных из эксперимента
использовали внутримышечные инъекции
Золетила.

В первой серии экспериментов стериль-
ные скаффолды размером 5´5 мм были в
асептических условиях подкожно вшиты в
мягкие ткани области холки 10 крысам, во
второй серии – более мелкие фрагменты
скаффолда имплантированы в области искус-
ственных дефектов бедренной кости (кана-
лы диаметром 1,5 мм и глубиной 3 мм). Уча-
стки ткани вместе с имплантатами удаляли
через 4 и 8 недель после постановки в тех
же условиях.

При изъятии образцов мягких тканей
оценивали подвижность регенератов in situ,
состояние окружающей клетчатки, наличие
питающих скаффод сосудов, выраженность
спаечного процесса и степень биодеграда-
ции скаффолдов. В области замещения кос-
тных дефектов обращали внимание на сте-
пень остеоинтеграции, полноту закрытия де-
фекта, плотность регенерата. Материал фик-
сировали в формалине и после быстрой про-
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водки по спиртам и полного обезвоживания,
через ксилол заключали в парафин. Парафи-
новые срезы толщиной 5–7 мкм после депа-
рафинирования окрашивали гематоксилином
и эозином, трехцветным методом по Массо-
ну, пикрофуксином по Ван–Гизону. Для видео
документирования, качественного и количе-
ственного анализа микропрепаратов исполь-
зовали аппаратно-компьютерный комплекс
«Видеотест-Морфо» 3.0 (Россия) с привле-
чением возможностей программы Image J
(США). В результате получены доказатель-
ства формирования полноценного хрящевого
регенерата на месте хитозанового скаффол-
да (табл. 2).

Следующие этапы модификации ткане-
инженерных скаффолдов на основе хитозана
предполагается вести по пути повышения био-
совместимости и биодеградации хитозана, что
потребует применение новых модифицирую-
щих агентов и с привлечением возможностей

иммуногистохимических методов анализа
тканевого ремоделирования.

Заключение

Таким образом, анализ современной ми-
ровой литературы и результаты собственных
экспериментов показывают, что основными
составляющими инновационного тренда ис-
пользования хитозана для тканевой инжене-
рии суставного хряща являются: модифика-
ция хитозанового скаффолда путем его сопо-
лимеризации с различными органическими
соединениями; совершенствование методов
изготовления трехмерных биомиметрических
наноструктурированных хитозан-скаффолдов;
интенсификация использования в процессе
создания скаффолдов на основе хитозана с
целью улучшения их вязкостно-прочностных,
хондроиндуктивных и антибактериальных
свойств биологически активных добавок.

Таблица 1

Физико-химические свойства хитозана

 Норма по ТУ Препарат 
Массовая доля влаги, % Не более 10,0 9,4 
рН 1%-ного раствора  в 2 %-ной CH3COOH Не более 7,5 3,85 
Степень деацетилирования, % Не менее 80 % (93 %) 

Таблица 2

Объемные доли тканевых элементов в регенерате на месте имплантации крысам
матриц на основе хитозана (%, M ± m)

Показатель 
Группа 

Контроль Сроки эксперимента 
4 недели 8 недель 

Регенераты при гетеротопической имплантации 
Фрагменты хитозана 0 39,8 ± 2,7 8,3 ± 0,4 * 
Хрящевая ткань 0 14,8 ± 1,0 * 53,7 ± 4,1 * 
Соединительная ткань 45,5 ± 2,9 34,0 ± 2,6 * 31,2 ± 2,3 * 
Сосуды 5,4 ± 2,9 11,4 ± 0,8 * 6,8 ± 2,9 * 
Жировая ткань 49,1 ± 2,9 0 0 
Регенераты при ортотопической имплантации  
Фрагменты хитозана 0 24,5 ± 1,4 * 5,7 ± 0,3 * 
Хрящевая ткань 97,8 ± 4,1 45,9 ± 1,0 * 74,5 ± 6,1 * 
Соединительная ткань 2,2 ± 0,4 23,9 ± 1,8 * 16,9 ± 1,2 * 
Сосуды 0 5,7 ± 0,4 * 2,9 ± 0,3 * 
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