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Дегенерация межпозвонковых дисков (МПД) 

является одним из основных факторов риска воз-

никновения боли в спине [1]. Современные хирур-

гические методы лечения дегенеративных заболе-

ваний МПД, такие как  патологическое иссечение 

диска и/или спондилодез, приводят к потере неко-

торых функций позвоночника. В настоящее время 

продолжается работа над возможностями регене-

ративной терапии при  этой патологии.  Ситуация 

осложняется тем, что  в  МПД отсутствуют сосуды, 

способность к  регенерации резидентных кле-

ток, но  имеет место непрерывная механическая 

 нагрузка.

МПД имеет сложную структуру с аморфным пуль-

позным ядром (ПЯ), ограниченным коллагеновым 

фиброзным кольцом и  хрящевыми замыкательны-

ми пластинками, поддерживающими сжимающую 

нагрузку и  способствующими многомерным движе-

ниям позвоночника [2]. Являясь крупнейшим бессо-

судистым органом в  организме [3], МПД помещает 

резидентные клетки в  чрезвычайно суровую сре-

ду  — с  низким содержанием глюкозы, кислорода 

и  pH, а  также с  высоким осмотическим давлением 

(ОД) и повторяющимися нагрузками [4].

Для  разработки терапевтических стратегий 

при  патологии МПД внимание исследователей 

сосредоточено на  физиологической микросреде 

и гомеостазе внутри ПЯ. ПЯ содержит отрицатель-

но заряженный внеклеточный матрикс (ВКМ), ко-

торый способен поглощать большое количество 

межклеточной жидкости [3, 5] и  генерировать 

высокое OД [6, 7]. ПЯ также подвергается измене-

ниям гидростатического давления (ГД) в суточных 

циклах из-за  несения веса в  вертикальном поло-

жении и разгрузки в лежачем положении [8, 9]. По-

следние исследования демонстрируют, что повто-

ряющийся режим циклического ГД с последующим 

постоянным ГД при высокой осмолярности стиму-

лирует активацию анаболического гена и плотное 

накопление ВКМ в клетках пульпозного ядра круп-

ного рогатого скота (ПЯ КРС) [10, 11]. Следователь-

но, для  поддержания гомеостаза в  этих клетках 

требуется сочетание динамического ГД и  высоко-

го OД внутри диска [10, 12].

В  дополнение к  описанным клеточным ответам 

на изменения ГД при высоком OД, терапевтические 

подходы с использованием биоматериалов и попу-

ляций эндогенных клеток для восстановления кле-
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точных свойств и  стимуляции производства ВКМ 

привлекли повышенное внимание к  регенерации 

в МПД [13]. Хотя ни один из биоматериалов не одо-

брен клинически для  восстановления МПД, в  ос-

новном из-за  проблем с  безопасностью и  неясных 

механизмов действия, хондроитинсульфат протеог-

ликан (ХСПГ) и гиалуронан (ГА) выбраны в качестве 

возможных терапевтических агентов, поскольку 

они являются основными компонентами ВКМ дис-

ка и хряща. И ХСПГ, и ГА привлекают межклеточную 

воду, внося свой вклад в  микросреду и  механиче-

скую структуру ПЯ [14]. Аггрекан, основной ХСПГ 

в МПД, характеризуется высокой плотностью отри-

цательного заряда из-за сульфатных цепей [15, 16]. 

ГА представляет собой уникальный несульфатиро-

ванный гликозаминогликан, молекулярная масса 

которого достигает миллионов [17], и он оказывает 

как  противовоспалительное, так и  анаболическое 

действие на МПД [18]. Концепция новой терапии за-

ключается в введении извлеченного ХСПГ в повре-

жденное ПЯ, что предотвращает прогрессирующую 

дегенерацию и, в  конечном итоге, способствует 

регенерации. На  основании предыдущих иссле-

дований [10, 11] предполагается, что  увеличение 

концентрации ХСПГ стимулирует анаболические 

способности клеток ПЯ КРС при  повторяющихся 

изменениях ГД и  высокой осмоляльности. Чтобы 

проверить эту гипотезу, изолированные клетки ПЯ 

КРС инкубировали с  ХСПГ или  ГА в  повторяющем-

ся режиме циклического ГД при 0,2–0,7 МПа, 0,5 Гц 

48 ч с последующим постоянным ГД при 0,3 МПа 24 

ч при  высокой осмоляльности (450 мОсм / кг H
2
O) 

в  течение 12 дней, и  сравнили экспрессию генов 

и  иммуногистологию метаболических маркеров 

в культуре клеток. Дополнительно ставилась задача 

выяснить участие регулятора хондрогенеза TRPV4 

(механорецептора временной активации ванилло-

ида) в метаболизме клеток ПЯ КРС [19, 20].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние увеличения плотности ВКМ 

на метаболизм в клетках ПЯ КРС при ГД

В  эксперименте сравнили экспрессию генов, 

связанных с  ВКМ, в  клетках ПЯ КРС с  добавлением 

ХСПГ или  ГA и  инкубированных под  нагрузкой ГД 

или  без  ГД. Также оценивали гистологические ха-

рактеристики накопленного кератансульфата (КС) 

как специфической гликозаминогликановой цепи аг-

грекана для  поддержки экспрессии гена основного 

белка аггрекана (Acan).

Экспрессия гена Acan в  клетках ПЯ КРС с  ХСПГ 

и  без  ГД значительно повышалась по  сравнению 

с контролем (без ХСПГ) в течение 3-х дней (р = 0,03). 

Под влиянием ГД экспрессия гена Acan с ХСПГ была 

значительно выше, чем  в  контрольной группе 

(р = 0,007) через 12 дней (рис. 1А). Содержание колла-

гена типа II (Col2a1) в клетках ПЯ КРС с ХСПГ под вли-

янием ГД было значительно повышено по сравнению 

с отсутствием ГД через 12 дней (p = 0,02).

Экспрессия гиалуронансинтазы 2 (Has2) в  клет-

ках ПЯ КРС с ХСПГ с ГД была значительно повышена 

по сравнению с контролем без ХСПГ под влиянием ГД 

через 12 дней (p = 0,002) (рис. 1А).

Иммуногистологическое окрашивание показа-

ло локализацию КС в  клетках / кластерах ПЯ КРС 

в  контроле без  материала и  с  ХСПГ-накопление 

было особенно плотным через 12 дней. Также от-

носительно небольшое увеличение плотности КС 

было обнаружено в  клетках / кластерах ПЯ КРС 

при  ГД, эффект был более выраженным через 

12 дней (рис. 1B).

Эти результаты показывают, что  увеличение 

концентрации ХСПГ стимулирует анаболический 

оборот и  подавляет экспрессию генов фиброзных 

молекул в клетках ПЯ КРС в ранние моменты време-

ни. Также предполагается, что  ХСПГ оказывает си-

нергетический эффект с динамическим ГД на синтез 

ВКМ в  более поздние моменты времени (12 дней). 

Однако увеличение ГД не является таким полезным, 

как  введение ХСПГ, для  анаболического обмена 

в клетках ПЯ КРС.

Влияние увеличения плотности ВКМ 

на катаболический оборот  

в клетках ПЯ КРС при ГД

Сравнивалась экспрессия катаболических и  ан-

тикатаболических генов в  клетках ПЯ КРС с  введе-

нием ХСПГ или  ГА, а  также в  условиях наличия ГД 

или  без  него. Также было выполнено иммуногисто-

логическое окрашивание матриксной металлопро-

теиназы 13 (Mmp13).

Экспрессия гена Mmp13 в клетках ПЯ КРС снижа-

лась под действием ГД по сравнению с отсутствием 

ГД в контроле, с ХСПГ и с ГА как через 3, так и через 

12 дней (3 дня, p = 0,004; 12 дней, p < 0,001) (рис. 2A). 

Экспрессия тканевого ингибитора металлопротеи-

назы 2 (Timp2) в клетках ПЯ КРС с ХСПГ под ГД была 

значительно выше через 12 дней, чем  через 3 дня 

(p = 0,01) (рис. 2A).

Эти результаты демонстрируют, что  повторяю-

щиеся изменения в  ГД вызывают подавление ката-

болической активности Mmp13 в  контроле без  ма-

териала, с ХСПГ, а также с ГA, и антикатаболическую 

активизациюTimp2 в  ответ на  незначительную ак-

тивацию Mmp13 с контролем без материала и ХСПГ. 

И  наоборот, увеличение концентрации ГА способ-

ствует катаболическому обмену независимо от воз-

действия ГД.
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Участие TRPV4 в эффектах накопления ВКМ 

в клетках ПЯ КРС при ГД

Клетки ПЯ КРС подвергались воздействию цикли-

ческого и постоянного ГД с использованием системы 

культивирования при гидростатическом давлении.

Клетки / кластеры ПЯ КРС иммуногистологически 

окрашивали для  выявления TRPV4-механочувстви-

тельного канала, проницаемого для кальция [19, 20], 

в попытке выяснить возможные механизмы воздей-

ствия ГД на клетки ПЯ КРС.

Интенсивное окрашивание TRPV4 было обнару-

жено под воздействием ГД через 3 дня с ХСПГ и ГА, 

локализованными на  поверхности клеток / класте-

ров; окрашивание было слабее без  ГД; интенсив-

ность окрашивания уменьшилась к 12 дню. Процент 

клеток, положительных по  TRPV4, был значительно 

выше под воздействием ГД, чем при его отсутствии 

во  всех вариантах как  через 3, так и  через 12 дней 

(контроль, 3 дня, p < 0,001; 12 дней, p = 0,03; ХСПГ, 

3 дня, p < 0,001; 12 дней, p = 0,002; ГД, 3 дня, p <0,001; 

Рисунок 1. Эффекты увеличения плотности внеклеточного матрикса (ВКМ) на скорость метаболизма в клетках 

пульпозного ядра крупного рогатого скота (ПЯ КРС) при гидростатическом давлении (ГД). (A) Экспрессия генов серд-

цевинного белка аггрекана (Acan), коллагена типа II и I (Col2a1 и Col1a1), гиалуронансинтазы 2 (Has2) с контролем 

без материала, хондроитинсульфат протеогликана (CSPG, ХСПГ) и гиалуронана (ГА) под контролем отсутствия 

ГД и при ГД через 3 и 12 дней по сравнению с контролем без ГД через 3 дня (n = 6 для каждого. p < 0,01. (B) Накопление 

кератансульфата (KS, КС), контрастированного гематоксилином. Стрелки указывают на интенсивное накопле-

ние, каждая секция имеет толщину 7 мкм, а полоса указывает на 50 мкм.
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12 дней, p = 0,02). Иммунопозитивность была ниже 

через 12 дней, чем через 3 дня под воздействием ГД 

во всех вариантах, хотя эта разница достигла стати-

стической значимости только с ХСПГ (p = 0,02) (рис. 3).  

Эти  результаты подтверждают тот факт, что активация 

TRPV4 участвует в  клеточных ответах на  динамиче-

ское ГД, особенно на ранних фазах культивирования.

ОБСУЖДЕНИЕ
Некоторые терапевтические агенты на  осно-

ве ВКМ стимулируют метаболизм клеток МПД, хотя 

их клинические эффекты полностью не изучены [13]. 

Результаты представленного исследования пролива-

ют свет на положительный эффект увеличения введе-

ния ХСПГ и ГА на метаболические процессы в клетках 

ПЯ КРС при чередовании циклических и постоянных 

значений ГД, имитирующих дневные движения по-

звоночника. Как  и  следовало ожидать, обнаружи-

лось, что  увеличение плотности ВКМ, в  частности, 

при  введении ХСПГ, способствует стимуляции реге-

неративного оборота в клетках за счет восстановле-

ния естественной микросреды ВКМ.

Значительное повышение экспрессии гена Acan 

и подавление выработки Col1a1 под влиянием ХСПГ 

в  отсутствии ГД через 3 дня наблюдений демон-

стрирует анаболические и  антифиброзные эффек-

ты ХСПГ на  ранних этапах инкубации. Кроме того, 

значительное усиление активности Acan и  Col2a1 

с ХСПГ под воздействием ГД в течение 12 дней указы-

вает на синергизм увеличения концентрации ХСПГв 

Рисунок 2. Эффекты увеличения плотности внеклеточного матрикса (ВКМ) на катаболический оборот в клет-

ках пульпозного ядра крупного рогатого скота (ПЯ КРС) при гидростатическом давлении (ГД). (A) Экспрессия генов 

катаболической матричной металлопротеиназы 13 (Mmp13) и антикатаболического тканевого ингибитора ме-

таллопротеиназы 2 (Timp2) с контролем без материала, хондроитинсульфат протеогликаном (CSPG, ХСПГ) и гиа-

луронаном (ГА) без ГД и с ГД через 3 и 12 дней по сравнению с контролем без ГД через 3 дня (n = 6 для каждого). р < 0,01. 

Gapdh, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа. RQ, относительное количество. (B) Корреляция между экспресси-

ей Mmp13 и Timp2 с контролем, ХСПГ и ГА без ГД и с ГД через 12 дней по сравнению с контролем без ГД через 3 дня (n = 6 

для каждого). (C) Накопление Mmp13 в черном цвете с контрастным красным и процент положительных клеток 

Mmp13 (n = 6 для каждого). Стрелки указывают на интенсивное накопление, каждая секция имеет толщину 7 мкм, 

а полоса указывает на 50 мкм. p < 0,01. 
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 сочетании с  динамическим ГД в  более поздний мо-

мент времени. Экспрессия Has2 и  Acan показали 

аналогичную тенденцию, что  согласуется с  работа-

ми Holmes [21], Roughley [22], и Sivan [23], в которых 

описывается тесная связь между ГА и  аггреканом 

как в суставном хряще, так и в МПД.

Кроме того, повторяющиеся изменения в ПЯ так-

же вызывают катаболическое подавление Mmp13 

и  антикатаболическое повышение Timp2 в  ответ 

на незначительное повышение уровня Mmp13 даже 

без  какого-либо внешнего воздействия. Поскольку 

катаболизм дискового ВКМ уравновешивается инги-

бирующими эффектами Timp [24], динамическое ГД 

стимулирует антикатаболические процессы в  клет-

ках ПЯ КРС и подавляет катаболические изменения. 

В  приведенном исследовании ГА ингибировал син-

тез ВКМ и  способствовал катаболическому обмену 

под влиянием ГД и без него. Введение ГА оказывает 

анаболическое и  противовоспалительное действие 

на  хондроциты человека [25], а  внутрисуставное 

Рисунок 3. Влияние временного рецепторного потенциала ваниллоида-4 (TRPV4) на эффекты увеличения плотно-

сти внеклеточного матрикса (ВКМ) в клетках пульпозного ядра крупного рогатого скота (ПЯ КРС) при гидроста-

тическом давлении (ГД). Показано накопление TRPV4 в черном цвете с контрастным красным и процент положи-

тельных клеток TRPV4 (n = 6 для каждого). Стрелки указывают на интенсивное накопление, каждая секция имеет 

толщину 7 мкм, а полоса указывает на 50 мкм. p < 0,01.

Патогенетическая терапия хондропротекторами  — это возможность предотвратить дегенерацию диска, 

уменьшить интенсивность воспаления, что позволит пациенту жить без боли.

Значимыми преимуществами в сдерживании дегенеративных процессов в межпозвонковых дисках об-

ладает препарат Амбене®Био. Высокая эффективность препарата и его модулирующее хондропротективное 

действие обусловлены синергией четырех компонентов: мукополисахаридов (хондроитина сульфат), ком-

плекса полипептидов, имеющих молекулярную массу 300–600 Да (цитомедины), 15 аминокислот и макро / 

микроэлементов (ионы натрия, калия, магния, железа, меди и цинка).

Результаты последних клинических исследований препарата говорят о  выраженном снижении боли 

(уменьшение выраженности болевого синдрома по  ВАШ на  40–57 % при  движении и  на  54–71 % в  покое), 

улучшении функциональной активности суставов и замедлении прогрессирования воспаления у пациентов, 

страдающих дегенеративно-дистрофическими заболеваниями опорно-двигательного аппарата, в  частности 

остеоартроз и остеохондроз.

Применение Амбене®Био дает возможность снизить потребность в нестероидных противовоспалитель-

ных препаратах и сократить их применение, что особенно важно у коморбидных пациентов. Анальгетиче-

ский и хондропротективный эффект препарата Амбене®Био наблюдается уже после первого курса терапии 

и сохраняется до 6 месяцев. Кроме того, препарат Амбене®Био — это возможность назначения удобной ко-

роткой схемы терапии: по 2 мл через день курсом 10 инъекций. Короткая и удобная схема терапии позволит 

быстро и эффективно достигнуть длительного и стойкого терапевтического эффекта.
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введение ГА является признанным методом лечения 

остеоартрита коленного сустава [26]. Однако актив-

ность гиалуронсинтазы (ГАС), по-видимому, является 

важным фактором, и  анаболические и  антикатабо-

лические эффекты внеклеточного ГА без  активации 

ГАС могут быть ограничены in vitro [27]. Поскольку 

введенный ГА, используемый в  эксперименте, ком-

мерчески доступен в  качестве клеточного каркаса 

для  культуры клеток in vitro, требуется тщательная 

интерпретация для оценки клинической значимости 

наших результатов.

ВЫВОДЫ
В  исследовании были оценены метаболические 

процессы в изолированных клетках ПЯ КРС в присут-

ствии ХСПГ и ГА в повторяющемся режиме цикличес-

ких и  постоянных значений ГД, имитирующих цир-

кадные изменения внутри межпозвоночного диска. 

Введение ХСПГ вызывает усиление экспрессии ана-

болического гена Acan и  подавление выработки фи-

брозного агента Col1a1 в  культуре клеток, начиная 

с ранних этапов наблюдения. Высказано предположе-

ние, что ХСПГ обладает анаболическим синергизмом 

в сочетании с динамическим ГД, влияя на синтез ВКМ 

на  более поздних этапах эксперимента. Повторяю-

щийся режим динамического ГД также вызвал ката-

болическое подавление Mmp13. Однако увеличение 

концентрации ГА не  обеспечило анаболической сти-

муляции, но  способствовало катаболической экс-

прессии Mmp13, независимо от  воздействия ГД. Это 

подтверждает тот факт, что введение ХСПГ было наи-

более оправданным и  эффективным по  сравнению 

с  действием ГА. Получены данные, что  TRPV4 может 

участвовать в передаче сигнала в клетках ПЯ, особен-

но на ранних этапах инкубации, а ХСПГ может способ-

ствовать регенерации МПД путем воспроизведения 

микроокружения ВКМ вокруг клеток ПЯ.
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