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Аннотация. Цель исследования: провести сравнительную характеристику 

костного мозга плоских и трубчатых костей. Оценить биохимические пока-

затели костного мозга трубчатых костей.

Материалы и методы. Материалы и методы. В исследование были включе-

ны 40 пациентов с разными заболеваниями и разного возраста. Эти паци-

енты перенесли ампутацию нижней конечности, если не смогли ее спасти. 

Это были больные с  гангреной нижней конечности в  результате ишемии, 

травматических повреждений, дорожно-транспортных происшествий, пе-

реохлаждения. Пациенты изучались в костном мозге сразу после ампутации 

нижней конечности. Для сравнения была получена стернальная пункция 

и учтены результаты анализа крови.

Результаты. Результаты исследования показывают значительную разницу 

в микроокружении трубчатых костей костного мозга и плоских, как по кле-

точному составу, так и по биохимическим. Костный мозг плоских костей со-

впадает с показателями крови.
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Введение

Впоследнее десятилетие активно развивается 
и  вводится в  клиническую практику клеточная 
терапия. В связи с этим приобретает все большее 

значение костный мозг, как основная «ниша» стволовых 
клеток. Для нормальной жизнедеятельности и  выпол-
нения основных функций, к которым относятся самооб-
новление и  дифференцировка, стволовые клетки (СК) 
нуждаются в микроокружении с постоянными показате-
лями и свойствами [1]. Среди ткани, в которой находят-
ся стволовые клетки необходимо присутствие различ-
ные виды вспомогательных клеток, только при наличие 
этих условий стволовые клетки могут функционировать 
[2]. Накопленные данные позволили создать гипотезу 
о существовании в костном мозге двух различных ниш 
стволовых клеток: мезенхимальных и гемопоэтических. 
Для поддержания клеток в  недифференцированном 
состояние необходимо поддерживать постоянство ми-
кроокружения, которое включает в себя внеклеточный 
матрикс, определенное рН, концентрацию электроли-
тов, определенных клеточных элементов [3,4,5]. Посто-
янство гомеостаза создает оптимальные условия для 

стволовых клеток и  исключает раннюю дифференци-
ровку.

Характеристика больных.

В исследование было включено 30 пациентов, кото-
рым была произведена ампутация нижней конечности 
после подписания информированного согласия. Показа-
ниями к ампутации были: гангрена нижней конечности 
(сахарный диабет 2 типа с развитием синдрома диабети-
ческой стопы смешанной формы. Следует учитывать, что 
пунктат костного мозга плоских костей брался у пациен-
тов гематологического отделения, где обследовали па-
циентов при подозрении на онкозаболевание, в случае 
исключения этого заболевания, результат брался для 
исследования. Пункция проводилась однократно, когда 
необходимо было изучить мелограмму и одновременно 
часть пунктата брался для исследования. Стернальная 
пункция не  проводилась у  пациентов, которым была 
проведена ампутация, из-за угрозы ухудшения состо-
яния пациента и  этическим нормам. Показатели крови 
пациентов, которым проводилась ампутация, получали 
из истории болезни, в период нормализации состояния.
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Получение образцов костного мозга

Исследуемые образцы костного мозга получали 
в  операционной, сразу  же после ампутации нижней 
конечности [6,7]. Из  просвета бедренной кости ложкой 
Фолькмана в стерильную пробирку извлекали костный 
мозг, который транспортировали в лабораторию.

Уровень ампутации в настоящем исследовании опре-
делялся индивидуально. Объем извлеченного костного 
мозга зависел от  уровня ампутации (верхняя, нижняя 
или средняя треть бедра) и  равнялся 10–100 мл. Наи-
большее количество костного мозга (до 100 мл) получа-
ли при ампутации конечности на уровне верхней трети 
бедра. Количество клеток в  костном мозге бедренной 
кости зависело от  объема полученного костного моз-
га и  составляло примерно от  500  тыс. до  7  млн. клеток 
на образец.

Для разрушения конгломератов клеток и перевода 
клеток в  суспензионное состояние костный мозг под-
вергался мягкому гомогенизированию с  добавлением 
фосфатно-солевого буфера. Удаление жировой ткани 
проводили посредством 10 мин. отстаивания образца, 
при этом жир костного мозга поднимается в  верхний 
слой. Не  затрагивая верхний слой, в  новую пробирку 
отбирали нижнюю фазу ядросодержащих клеток кост-
ного мозга и  дважды отмывали в  фосфатном буфере 
с  последующим центрифугированием при 400g в  те-
чение 5 мин. Осадок клеток ресуспендировали в  300 
мкл фосфатного буфера, их количество подсчитывали 
в камере Горяева. Суспензию клеток разводили фосфат-
ным буфером до концентрации 1×107 клеток/мл. Коли-
чественное определение гемопоэтических стволовых 
клеток (ГСК) и мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (ММСК) в образцах костного мозга. Аб-
солютное количество ГСК и ММСК в образцах костного 
мозга рассчитывали по  формуле: количество клеток = 
концентрация клеток * объем пробы. Для определения 
концентрации ГСК и  ММСК костного мозга использо-
вали пробирки BD Trucount™ Tubes, которые содержат 
известную концентрацию микрочастиц, выделяемых 
в отдельную область по прямому и боковому светорас-
сеянию на проточном цитофлюориметре. По соотноше-
нию микрочастиц и клеток определяли концентрацию 
клеток в образце.

Определение электролитов и биохимических показа-
телей костного мозга определяли на больничном анали-
заторе. Использование больничного анализатора было 
большим риском из-за возможности выведения из рабо-
чего режима [7,8]. Удаление конгломератов клеток и жи-
ровой ткани проводили посредством 10-ти минутного 
отстаивания образца, при этом жир костного мозга под-
нимается в  верхний слой. Не  затрагивая верхний слой 

в новую пробирку отбирали нижнюю фазу, содержащую 
ядерные клетки костного мозга. Дополнительно, для ис-
ключения повреждения анализатора, дважды пропуска-
ли костный мозг через четыре слоя марли. Содержание 
ионов определяли на анализаторе кислотно-щелочного 
и газового состава крови.

Статистический анализ

Статистика представлена абсолютными значениями, 
процентами и средними арифметическими величинами 
со  стандартным отклонением. Для определения нали-
чия связей между учетными признаками применялся 
коэффициент корреляции Спирмена.

Результаты

Показатели клеточного состава и  биохимических 
данных костного мозга и крови.

1. 1. Анализ полученных данных показывает, что 
в  плоских костях обнаруживаются преимуще-
ственно гемопоэтические стволовые клетки 
(ГСК), а в трубчатых костях, как ГСК, так и мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК). Мезенхималь-
ные стволовые клетки определяются в большем 
количестве, чем гемопоэтические.

2. 2. Процентное содержание в костном мозге бедрен-
ной кости ММСК равнялось 0,08%, ГСК 0,04%. 
Биологическая ценность костного мозга бе-
дренной кости значительно выше, чем из других 
источников.

3. 3. Биохимический состав и кислотно-щелочные по-
казатели стернальной пункции практически со-
впадают с показателями крови.

4. 4. Показатель рН костного мозга бедренной кости 
6,88±0,13, где обнаружены мезенхимальные и ге-
мопоэтические стволовые клетки, а рН стерналь-
ной пункции 7,43±0,014, где преимуществен-
но только гемопоэтические стволовые клетки. 
В крови рН 7,35–7,45. Можем сделать однознач-
ный вывод, рН стернальной пункции и крови со-
впадают.

5. 5. Показатели рСО2 и рО2, которые влияют на кис-
лотно-щелочное состояние, в  костном мозге 
бедренной кости 14,88±2,77 и  113, 86±26,68 со-
ответственно. Эти данные выходят за  показате-
ли нормы крови. В  костном мозге стернальной 
пункции рСО2 и  РО2, имеют цифры 23,00±8,36 
и 104,94±15,31 соответственно, что входит в диа-
пазон нормального колебания крови.

6. 6. Данные по электролитам неоднозначные: К и Na 
во всех трех образцах совпадают с показателями 
крови (колебания в пределах нормы). Но ионов 
Са2 костном мозге бедренной кости несколько 
выше, чем в крови и равняется 1,37 ±0,46, а в стер-
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нальной пункции, наоборот, ниже и имеет значе-
ние 0,99 ±0,081. Эти данные влияют на  функци-
ональное состояние клеток и  во  всех образцах 
поддерживаются на  определенном уровне. Без 
присутствия этого элемента нарушается процесс 
свертывания крови, теряется эластичность сосу-
дов и повышается их проницаемость. Чем выше 
метаболизм органа и  чем быстрее в  нем идут 
биохимические процессы, тем больше кальция 
потребуется ткани.

7. 7. Показатель кальция в  костном мозге бедренной 
кости выше чем в стернальной пункции и крови, 
можно предположить, что обменные процессы 
в костном мозге бедренной кости более ускоре-
ны.

8. 8. Выше по сравнению с кровью данные по СL– кото-
рый в костном мозге бедренной кости составля-
ет 131,22±15,35, но  в  стернальной пункции этот 
показатель 105,57±1,75 как в крови. Cl оказывает 
содействие в  сохранении кислотно-щелочного 
равновесия. Основная часть анионов Cl сосре-
доточена в межклеточном пространстве, в клет-
ках их содержание в несколько раз меньше. Для 
установления водно-солевого баланса хлор «сле-
дит», чтобы объем имеющейся жидкости имел 
постоянные показатели. В костном мозге бедрен-
ной кости хлора несколько больше, чем в  кро-
ви и  костном мозге стернальной кости, можно 
предположить, что нагрузка по сохранению кис-
лотно-щелочного равновесия в бедренной кости 
больше и требования к постоянству РН выше.

9. 9. Мочевина и  креатинин в  стернальной пункции 
7,9 и 104,0 соответственно, как в пределах пока-
зателей крови. В костном мозге бедренной кости 
мочевина 0,20 и креатинин 3,00, что значительно 
ниже показателей крови и костного мозга, полу-
ченного при стернальной функции. Мочевина 
образуется в результате распада белков на ами-
нокислоты. Креатинин — это продукт распада, 
который образуется в  мышечной ткани, после, 
расщепления на составные части креатина. Креа-
тин является частью энергетического обмена ве-
ществ, который организм использует для сокра-
щения мышц. Чаще всего эти показатели связаны 
с  обменом белка и  высокой скоростью обмена 
веществ.

10. 10. В  костном мозге трубчатой кости уровень ще-
лочной фосфатазы 24,8, а в стернальном пункта-
те 285,0, что значительно выше, чем в мозговой 
ткани бедренной кости и  в  крови. Щелочна ́я 
фосфата́за — фермент гидролаза, отщепляющая 
фосфат от  многих типов молекул, например, 
нуклеотидов, белков и  алкалоидов. Фермент 
проявляет наибольшую активность в  щелоч-
ной среде. Щелочная фосфатаза относительно 

устойчива к  инактивации, денатурации и  дегра-
дации. Возможно, одной из  функций фосфатазы 
является отщепление фосфатов от органических 
молекул, так как многие фосфорилированные со-
единения не могут проникать через плазматиче-
скую мембрану. Щелочная фосфатаза — фермент, 
входящий в  подгруппу гидролаз (расщепляет 
связи с  участием молекулы воды). Его основная 
функция — проведение реакции дефосфорили-
рования на  молекулярном уровне, при которой 
происходит отщепление фосфата от  органиче-
ских веществ. В норме щелочная фосфатаза име-
ет постоянную активность, участвуя в  переносе 
фосфора через клеточную мембрану. Фермент 
является маркером протекания фосфорно-каль-
циевого обмена. Уровень щелочной фосфатазы 
в  костном мозге бедренной кости значительно 
ниже, чем в стернальной функции и в крови. Этот 
низкий уровень говорит о  пониженной потреб-
ности костного мозга в функциях щелочной фос-
фатазы.

11. 11. Остальные биохимические показатели бедрен-
ной кости: глюкоза 0,02; холестерин 00; тригли-
цериды 0,05, намного ниже чем в  стернальной 
пункции и крови, где они совпадают.

Заключение

Данные исследования показывают, что при транс-
плантации костного мозга, необходимо учитывать по-
казатели «ниши» костного мозга и  соответственно, по-
казатели той среды в  которую будут вводится клетки 
костного мозга [9,10,11]. При несовпадении этих показа-
телей, клетки костного мозга могут дифференцировать-
ся хаотично и терапевтический эффект можно не полу-
чить [12,13]. При культивировании клеточных культур 
для получения клеток нужной дифференцировки необ-
ходимо учитывать полученные биохимические показа-
тели для создания оптимальных условий жизнедеятель-
ности клеток [14].

Наличие ГСК и ММСК в костном мозге трубчатых ко-
стей дает возможность использовать их в  аутогенной 
клеточной терапии пациента. Клеточная терапия в  хи-
рургической практике становится реальной. Необхо-
димость использовать костный мозг, получаемый при 
ампутации, это объективная реальность и  терять эту 
возможность недопустимо.

Костный мозг из  ампутированной конечности, это 
уникальная возможность пополнения банка костного 
мозга.

На проведение данного исследования было получено 
разрешение этического комитета (протокол № 56/2014).
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