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резюме
актуальность:	Неуклонный	рост	числа	ортопедических	операций,	таких	как	эндопротезирование	суставов,	

реконструктивные	операции	на	крупных	костях	и	суставах,	приводит	к	увеличению	количества	инфекционных	
осложнений.	Ведущими	возбудителями	ортопедической	инфекции	являются	представители	грамположитель-
ных	патогенов,	а	именно	S. aureus и S. epidermidis,	одним	из	наиболее	часто	применяемых	антибиотиков	яв-
ляется	ванкомицин.	антибиотик	ванкомицин	широко	применяют	в	составе	остеозамещающих	материалов,	ис-
пользуемых	при	ортопедических	операциях.	Механизм	действия	ванкомицина	связан	с	ингибированием	син-
теза	клеточной	стенки	бактерий,	однако	влияние	на	рост	клеток,	формирующих	костную	ткань,	изучено	слабо.

цель:	исследовать	влияние	ванкомицина	на	рост	эксплантатов	костной	ткани	в	условиях	органотипи-
ческого	культивирования.

Материалы	и	методы:	исследование	проводили	на	1500	эксплантатах	ткани	кости	10–12-дневных	ку-
риных	эмбрионов.	использовали	метод	органотипической	культуры	ткани;	лазерную	сканирующую	кон-
фокальную	микроскопию,	активность	щелочной	фосфатазы	определяли	на	биохимическом	анализаторе.

результаты	 исследования:	 С	 помощью	 метода	 органотипической	 культуры	 ткани	 впервые	 исследовано	
влияние	препарата	на	рост	и	пролиферацию	эксплантатов	ткани	кости.	В	диапазоне	концентраций	от	10-4	М	до	
10-13	М	ванкомицин	направленно	регулировал	рост	эксплантатов	костной	ткани.	Впервые	показано,	что	в	высо-
ких	концентрациях	(10-4	и	10-5	М)	ванкомицин	практически	полностью	угнетает	рост	эксплантатов	ткани	кости.	

заключение:	действие	ванкомицина	было	дозозависимым.	В	концентрациях	10-10-10-13	М	ванкомицин	
обнаружил	трофотропные	свойства.	данные,	полученные	при	анализе	результатов	содержания	щелочной	
фосфатазы	в	питательной	среде	экспериментальных	чашек	Петри,	позволяют	предположить,	что	стиму-
лирующее	действие	ванкомицина	в	концентрациях	10-10-10-13М	реализуется	за	счет	активации	процессов	
роста	и	пролиферации	клеток	предшественников	остеокластов	и	остеобластов.	
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Abstract
Background:	Leading	 causative	 agents	 of	 the	prosthetic	 joint	 infections	 are	 the	gram-positive	pathogens,	

namely	S. aureus	and	S. epidermidis,	one	of	the	most	commonly	used	antibiotics	is	vancomycin.	Vancomycin	is	
often	added	to	osteogenesis	materials	for	eradication	of	the	causative	agents	of	orthopedic	infections.	the	action	
mechanism	of	vancomycin	is	associated	with	inhibition	of	synthesis	of	the	bacterial	cell	wall,	however,	the	effect	
on	the	growth	of	cells	that	form	bone	is	poorly	studied.	

objective:	the	 investigation	of	 the	vancomycin	effect	on	 the	bone	explants	growth	 in	organotypic	 tissue	
culture.

Design	and	methods:	Studies	were	performed	on	1500	bone	tissue	explants	of	the	10-	to	12-	day-	old	chicken	
embryos.	For	the	first	time,	the	effect	of	the	drug	on	the	growth	and	proliferation	of	bone	tissue	explants	was	
studied	using	the	method	of	organotypic	tissue	culture,	confocal	laser	scanning	microscopy	and	determination	of	
alkaline	phosphatase	activity	by	biochemical	analysis.

Results:	It	was	shown	that	at	high	concentrations	(10-4	and	10-5	M)	vancomycin	is	almost	completely	inhibits	
the	growth	of	bone	tissue	explants.	trophotropic	effect	of	the	drug	is	found	in	concentrations	of	10-10-10-13	M.

Conclusion:	the	effect	of	vancomycin	was	dose-dependent.	It	was	found	the	trophotropic	properties	of	the	
vancomycin	in	concentrations	of	10-10-10-13	M.	the	data	obtained	from	the	results	of	analysis	of	alkaline	phos-
phatase	activity	suggest	that	the	stimulatory	effect	of	vancomycin	at	concentrations	10-10-10-13M	was	based	on	
activation	of	the	growth	process	and	osteoclast	proliferation	and	osteoblast	precursor	cells.	

key words: vancomycin,	organotypic	tissue	culture,	bone	tissue	explants.
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Список сокращений
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введение
Неуклонный	рост	числа	ортопедических	опера-

ций,	 таких	 как	 эндопротезирование	 суставов,	 ре-
конструктивные	операции	на	крупных	костях	и	су-

ставах,	приводит	к	увеличению	количества	инфек-
ционных	осложнений.	В	ходе	лечения	ортопедиче-
ских	 инфекций	 для	 замещения	 дефектов	 костной	
ткани	 после	 санации	 инфекционного	 очага	 часто	
используют	 комбинации	 остеозамещающих	 мате-
риалов	 и	 антибактериальных	 препаратов.	 Эффек-
тивность	локального	использования	антибиотиков	
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в	составе	костного	цемента	на	основе	полиметил-
метакрилата	(ПММа)	при	замещении	костных	де-
фектов	 у	 пациентов	 с	 остеомиелитом	 и	 перипро-
тезной	 инфекцией	 считается	 общепризнанной	 [1,	
2].	В	связи	с	тем,	что	ведущими	возбудителями	ор-
топедической	 инфекции	 являются	 представители	
грамположительных	патогенов,	 а	именно	S.aureus 
и S.epidermidis	[3],	одним	из	наиболее	часто	приме-
няемых	антибиотиков	является	ванкомицин.	

Ванкомицин	 —	 природный	 антибиотик	 группы	
трициклических	 гликопептидов.	Применяется	 в	ме-
дицинской	практике	 с	 1958	 г.	 для	лечения	 тяжелых	

инфекционных	 осложнений,	 вызванных	 грампо-
ложительными	 микроорганизмами:	 Staphylococci 
(включая	MRSA,	MRSE)	и	Enterococci,	резистентны-
ми	к	другим	антимикробным	препаратам.	Ванкоми-
цин	образует	комплекс	с	ацил-D-аланин-D-аланином	
мукопептида	клеточной	стенки	бактерий,	ингибирует	
ее	 формирование	 и	 повышает	 проницаемость,	 на-
рушает	синтез	рНК	[4].	Влияние	препарата	на	рост	
и	пролиферацию	клеток	ткани	кости	изучено	слабо.	

цель	работы:	исследовать	влияние	ванкомицина	
на	рост	эксплантатов	костной	ткани	в	условиях	ор-
ганотипического	культивирования.

рисунок 1. Микрофотография эксплантата ткани кости 10–12-дневного куриного эмбриона.  
3-и сутки культивирования (ув. 20). Контроль. проходящий свет. плас-дИК контраст

а	—	центральная	зона.
б	—	зона	роста.

рисунок 2. фрагмент зоны роста эксплантата ткани кости 10–12-дневного куриного эмбриона.  
3-и сутки культивирования (ув. 100). Контроль. Окраска акридиновым оранжевым
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Материалы и методы
исследование	 проводили	 на	 1500	 эксплантатах	

ткани	 кости	 10-12-дневных	 куриных	 эмбрионов,	
культивируемых	 в	 чашках	 Петри	 на	 подложках	
из	коллагена	в	питательной	среде	в	Со2-инкубато-
ре	(«Sanyo»,	япония)	в	течение	3-х	суток	при	37°С	
и	5%	Со2.	Препаровку	осуществляли	инструмента-
ми	для	микрохирургии	глаза.	Фрагменты	бедренной	
кости,	очищенные	от	надкостницы,	аккуратно	пере-
носили	 на	 коллагеновую	 подложку	 чашек	 Петри.	
Каждая	чашка	содержала	от	15	до	20	эксплантатов.

Питательная	 среда	 содержала	 45%	 раствора	
Хенкса,	40%	среды	игла	с	добавлением	инсулина	
(0,5	 ед./мл),	 глюкозы	 (0,6%),	 глютамина	 (2мМ),	
гентамицина,	 5%	 куриного	 эмбрионального	 экс-
тракта	 и	 10%	 фетальной	 сыворотки	 коровы	 [5].	
Через	3-е	суток	культивирования	вокруг	исходной	
зоны	формируется	зона	роста	(рис.	1,2).

Контрольные	 эксплантаты	 культивирова-
ли	 в	 питательной	 среде	 стандартного	 состава.	
В	культуральную	среду	экспериментальных	чашек	
добавляли	ванкомицин	в	широком	диапазоне	кон-
центраций	 (от	 10-4	М	 до	 10-13	М).	для	 визуализа-
ции	 объектов	 использовали	 микроскоп	 «Axiostar	
Plus»	 («Carl	Zeiss»,	германия)	по	методу,	 описан-
ному	 ранее	 [6].	 Полученные	 изображения	 анали-
зировали	 при	 помощи	 программы	 ImageJ.	 Часть	
эксплантатов	 окрашивали	 витальным	 красителем	
акридиновым	оранжевым	(«Sigma»)	и	исследовали	
с	 помощью	 лазерного	 сканирующего	 микроскопа	
«LSM	 710»	 («Carl	 Zeiss»,	 германия).	 В	 части	 ис-
следований	для	улучшения	визуализации	исследу-
емые	эксплантаты	культивировали	в	чашках	μ-Dish	
(IBIDI,	германия),	дно	которых	выполнено	с	тон-
кой	вставкой	из	оптически	чистого	пластика,	име-
ющего	 коэффициент	 оптического	 преломления,	
соответствующий	стеклу	и	иммерсионному	маслу.	
Последнее	позволяло	использовать	объектив	x100	
(рис.2).	 для	 количественной	 оценки	 степени	 ро-
ста	 эксплантатов	 применяли	 морфометрический	
метод.	 индекс	 площади	 (иП)	 рассчитывали	 как	
отношение	общей	площади	эксплантата	к	площа-
ди	 центральной	 зоны.	 Контрольное	 значение	 иП	
принимали	за	100%.	

Щелочная	 фосфатаза	 является	 одним	 из	 фер-
ментов,	 присутствующим	 в	 большинстве	 тканей	
человека,	в	том	числе	и	костной,	локализуясь	пре-
имущественно	в	остеобластах,	и	является	их	мар-
кером.	Высокая	активность	фермента	определяется	
в	молодых	остеобластах	и	формирующемся	орга-
ническом	матриксе	[7].	активность	щелочной	фос-
фатазы	определяли	на	биохимическом	анализаторе	
Roche	Cobas	INtEGRA-800,	(Roche	Inc.,	СШа)	те-
стовыми	системами	того	же	производителя.	

Статистическую	 обработку	 результатов	 прово-
дили	с	помощью	программы	StAtIStICA	8.0	с	ис-
пользованием	t-критерия	Стьюдента.	

результаты и обсуждение
В	опытах	 in vitro установлено,	 что	 в	 условиях	

органотипического	культивирования	высокие	кон-
центрации	 (10-4-10-5М)	 ванкомицина	 практически	
полностью	блокируют	рост	 эксплантатов	костной	
ткани.	Снижение	дозы	препарата	до	10-6	М	и	10-7	М	
также	приводило	к	значимому	угнетению	(p<0,05)	
роста	 экспериментальных	 эксплантатов	 на	 57%	
и	27%	соответственно	(рис.3).	В	ходе	исследования	
обнаружена	 максимальная	 эффективная	 стимули-
рующая	 концентрация	 препарата,	 которая	 соста-
вила	10-12 М.	иП	экспериментальных	эксплантатов	
через	 3-е	 суток	 культивирования	 в	 питательной	
среде,	содержащей	ванкомицин	в	указанной	дози-
ровке,	 был	 выше	 контрольного	 значения	 на	 86%	
(p<0,05).	Введение	в	питательную	среду	ванкоми-
цина	в	концентрациях	10-10	М	и	10-13	М	стимулиро-
вало	рост	эксплантатов	ткани	кости	на	49%	и	23%	
соответственно	 (p<0,05).	таким	образом,	 впервые	
обнаружено	 трофотропное	 действие	 препарата	
в	диапазоне	концентраций	от	10-10	М	до	10-13	М.

активность	щелочной	фосфатазы	в	питательной	
среде	оценивали	после	культивирования	контроль-
ных	 и	 экспериментальных	 эксплантатов	 костной	
ткани.	 активность	 щелочной	 фосфатазы	 в	 пита-
тельной	среде	контрольных	и	экспериментальных	
чашек	Петри	 достоверно	 не	 различалась.	 однако	
концентрация	фермента	в	питательной	среде	после	
инкубирования	 экспериментальных	 эксплантатов	
с	ванкомицином	в	концентрациях	10-10-10-13М	была	
несколько	выше	контрольных	значений.

Выполненное	 исследование	 позволило	 устано-
вить	дозозависимый	эффект	ванкомицина	на	рост	
эксплантатов	 ткани	 кости	 (pис.3).	 увеличение	
концентрации	 препарата	 выше	 10-10	 М	 вызывало	
значимое	снижение	индекса	площади	и	некоторое	
снижение	 активности	щелочной	фосфатазы.	дан-
ные,	полученные	при	анализе	результатов	содержа-
ния	щелочной	фосфатазы	в	питательной	среде	экс-
периментальных	чашек	Петри,	позволяют	предпо-
ложить,	что	стимулирующее	действие	ванкомици-
на	в	концентрациях	10-10-10-13М	реализуется	за	счет	
активации	процессов	роста	и	пролиферации	клеток	
предшественников	остеокластов	и	остеобластов.	

В	1996	г.	Edin	с	соавторами	в	работе	по	изуче-
нию	 влияния	 на	 культуру	 остеобластов	 различ-
ных	 концентраций	 ванкомицина	 (от	 0	 до	 10	 000	
мкг/мл)	 показали,	 что	 препарат	 в	 концентрации	
менее	1000	мкг/мл	не	влияет	или	влияет	незначи-
тельно	 на	 пролиферацию	 остеобластов,	 а	 в	 кон-
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центрации	10	000	мкг/мл	вызывает	 гибель	клеток	
[8].	В	2011	 г.	Rathbone	C.R.	 et	 al.	 [9]	исследовали	
влияние	 большого	 перечня	 антибиотиков	 в	 кон-
центрациях	 от	 0	 до	 5	 000	 мкг/мл	 на	 количество	
остеобластов	 и	 активность	 щелочной	 фосфатазы.	
авторы	 установили,	 что	 наибольшие	 поврежде-
ния	 вызывали	 рифампицин,	 миноциклин,	 докси-
циклин,	 пенициллин,	 ципрофлоксацин,	 колистин	
и	 гентамицин:	 они	 значимо	 снижали	 количество	
остеобластов	 в	 культуре	 и	 активность	 щелочной	
фосфатазы	 уже	 при	 концентрации	 препарата	 200	
мкг/мл.	такие	антибиотики	как	ванкомицин,	тобра-
мицин	и	амикацин	продемонстрировали	наимень-
шую	токсичность.	авторы	вышеупомянутых	работ	
использовали	концентрации,	которые	значительно	
превышают	исследованные	нами	в	данной	работе.	

Метод	 органотипического	 культивирования	 тка-
ни,	 применяемый	 в	 данном	 исследовании,	 являет-
ся	 адекватной	 моделью	 для	 оценки	 трофотропных	
свойств	биологически	 активных	веществ	и	 воздей-
ствий.	Преимуществом	органотипической	культуры	
является	 возможность	 оценить	 влияние	 фармако-
логических	и	иных	агентов	на	развитие	клеточного	
сообщества,	 составляющего	 определенную	 ткань,	
в	строго	контролируемых	условиях	физиологическо-
го	эксперимента.	Необходимо	отметить,	что	в	усло-
виях	 органотипического	 культивирования	 сохра-
няется	 цитоархетектоника,	 присущая	 исследуемой	
ткани	 в	 условиях	 in vivo	 и	 связи	 между	 клетками,	
формирующими	 определенную	 ткань	 [6].	 Поэтому	
применение	органных	культур	при	изучении	фарма-
кологической	активности	лекарственных	препаратов	
позволяет	получить	более	многогранный	результат,	

чем	 исследования	 на	 клеточных	 линиях.	 Эмбрио-
нальный	 период	 онтогенеза	 характеризуется	 высо-
кой	чувствительностью	к	воздействиям	различного	
рода.	для	сопоставления	результатов	мы	проанали-
зировали	и	пересчитали	использованные	нами	кон-
центрации	ванкомицина.	оказалось,	что	максималь-
ная	исследованная	нами	концентрация	составила	145	
мкг/мл	 (10-4	М).	В	этой	дозе	препарат	практически	
полностью	угнетал	рост	эксплантатов	костной	тка-
ни	(рис.3).	то	есть	нами	обнаружены	существенные	
различия	в	чувствительности	к	ванкомицину	между	
клеточными	линиями	остеобластов	и	клеточным	со-
обществом,	формирующим	костную	ткань	в	услови-
ях	органотипического	культивирования.	

известно,	что	максимальная	антибактериальная	
активность	ПММа-спейсера,	содержащего	антими-
кробный	препарат,	сохраняется	первые	24–96	часов	
после	операции	[10,11].	Необходимо	помнить	о	том,	
что	 высвобождение	 малого	 количества	 антибакте-
риального	препарата	из	остеозамещающих	материа-
лов	не	позволяет	достичь	его	эффективных	концен-
траций	в	 зоне	оперативного	вмешательства	 [12,13]	
и	способствует	хронизации	инфекционного	процес-
са	и	селекции	резистентных	штаммов	возбудителей.	

таким	образом,	несмотря	на	широкое	примене-
ние	в	клинической	практике	антибиотиков	в	соста-
ве	 остеозамещающих	 материалов,	 сложно	 сохра-
нить	 баланс	 между	 концентрацией,	 эффективной	
в	отношении	возбудителей	и	безопасной	для	про-
цесса	остеогенеза.	В	связи	с	этим	представляется	
необходимым	дальнейшее	исследование	особенно-
стей	остеогенеза	в	присутствии	различных	концен-
траций	антибиотиков.

*	—	достоверные	различия	относительно	контроля,	p<0,05.	

рисунок 3. влияние ванкомицина на рост эксплантатов ткани кости 10–12-дневных  
куриных эмбрионов
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заключение
действие	 ванкомицина	 было	 дозозависимым.	

В	концентрациях	10-10-10-13	М	ванкомицин	обнару-
жил	трофотропные	свойства.	данные,	полученные	
при	 анализе	 результатов	 содержания	 щелочной	
фосфатазы	 в	 питательной	 среде	 эксперименталь-
ных	 чашек	 Петри,	 позволяют	 предположить,	 что	
стимулирующее	 действие	 ванкомицина	 в	 концен-
трациях	10-10-10-13М	реализуется	за	счет	активации	
процессов	роста	и	пролиферации	клеток	предше-
ственников	остеокластов	и	остеобластов.	
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