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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Хронические заболевания суставов представляют значительную медико-социальную проблему из-за 
своей распространённости, частой инвалидизации пациентов и сопутствующих экономических потерь. Возможные 
терапевтические подходы включают клеточные технологии с использованием хондроцитов пациента, которые полу-
чают операционно и перед трансплантацией наращивают в культуре in vitro. В последнее время всё чаще применяют 
3D-технику культивирования хондроцитов — в виде сфероидов, что позволяет лучше сохранить функциональное со-
стояние хондроцитов и обеспечивает условия для более качественного созревания хрящевой ткани. Тем не менее 
количество и качество собственных хондроцитов пациента может быть недостаточным, чтобы произвести достаточное 
количество клеточного материала для полной компенсации обширных дефектов суставного хряща. Альтернативным 
источником клеток могут стать хондроциты, полученные путём дифференцировки индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК). 
Цель исследования — иммунофенотипическое сравнение сфероидов нативных хондроцитов и сфероидов хондроци-
тов, дифференцированных из ИПСК человека. 
Материалы и методы. В статье приведены подробные протоколы получения сфероидов нативных хондроцитов и сфе-
роидов хондроцитов, дифференцированных из ИПСК с использованием мини-биореакторов и рекомбинантных фак-
торов TGF-β1 и BMP2. При помощи иммуноцитохимического окрашивания и количественной полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией мы сравнили сфероиды нативных хондроцитов и сфероиды хондроцитов, диффе-
ренцированных из ИПСК, по экспрессии основных хондроцитарных генов: агреккана (ACAN), коллагенов I и II типов 
(COL1A2 и COL2A1) и ключевого транскрипционного фактора SOX9. 
Результаты. Уровни экспрессии хондроцитарных генов в сфероидах хондроцитов, дифференцированных из ИПСК, 
практически не отличались от нативных хондроцитов, за исключением достоверно повышенной экспрессии коллагена 
I типа (COL1A2). 
Заключение. Применение сфероидов хондроцитов, дифференцированных из ИПСК, может стать перспективным под-
ходом для терапии хронических заболеваний суставов.

Ключевые слова: хондроциты; клеточные сфероиды; индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ткане-
вая инженерия; суставной хрящ; хондрогенез.
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Phenotypic similarity of spheroids of native 
chondrocytes and spheroids of chondrocytes 
differentiated from human induced pluripotent stem 
cells using recombinant factors TGF-β1 and BMP2
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ABSTRACT
BACKGROUND: Chronic joint diseases represent a significant medical and social problem due to their high prevalence, frequent 
patient disability, and associated economic losses. Potential therapeutic approaches include cell-based technologies utilizing 
autologous chondrocytes, which are surgically harvested and expanded in vitro before transplantation. Recently, the 3D 
chondrocyte culturing technique in the form of spheroids has been increasingly used, as it better preserves the functional state 
of chondrocytes and creates favorable conditions for high-quality cartilage maturation. However, the quantity and quality of 
autologous chondrocytes may be insufficient to generate an adequate amount of cellular material to fully repair large articular 
cartilage defects. An alternative cell source could be chondrocytes derived from induced pluripotent stem cells. 
AIM: To perform an immunophenotypic comparison of spheroids composed of native chondrocytes and spheroids of 
chondrocytes differentiated from human induced pluripotent stem cells.
MATERIALS AND METHODS: This study presents detailed protocols for generating spheroids of native chondrocytes and 
spheroids of induced pluripotent stem cells–derived chondrocytes using mini-bioreactors and recombinant TGF-β1 and BMP2 
factors. Using immunocytochemical staining and quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, we compared 
native chondrocyte spheroids and spheroids of chondrocytes differentiated from induced pluripotent stem cells in terms of the 
expression of key chondrogenic genes: aggrecan (ACAN), collagen types I (COL1A2) and II (COL2A1), and the key transcription 
factor SOX9.
RESULTS: The expression levels of chondrogenic genes in induced pluripotent stem cells–derived chondrocyte spheroids 
closely resembled those in native chondrocyte spheroids, except for a significantly increased expression of type I collagen 
(COL1A2).
CONCLUSION: The use of induced pluripotent stem cells–derived chondrocyte spheroids represents a promising approach for 
the treatment of chronic joint diseases.

Keywords: chondrocytes; cellular spheroids; induced pluripotent stem cells; tissue engineering; articular cartilage; 
chondrogenesis.
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ВВЕДЕНИЕ
Гиалиновый хрящ суставов ежедневно подвергается 

значительным нагрузкам и может быть повреждён в ре-
зультате травм, воспалительного процесса и дегенера-
тивных процессов, связанных со старением. Гиалиновый 
хрящ является аваскулярной соединительной тканью 
с низким собственным регенеративным потенциалом, 
и для восстановления его дефектов в настоящее время 
всё чаще используют технологии регенеративной меди-
цины [1]. Ряд таких технологий основан на клеточной 
терапии, примером которой может служить одобрен-
ная Управлением по контролю качества пищевых про-
дуктов и лекарственных средств США (Food and Drug 
Administration, FDA) в 2016 году процедура матрикс-ин-
дуцированной аутологичной имплантации хондроцитов 
(matrix associated autologous chondrocyte implantation, 
MACI). В данной процедуре у пациента забирают фрагмент 
здоровой суставной ткани, из которой выделяют хондро-
циты, и после размножения in vitro их трансплантируют 
в область суставного дефекта на подложке [2]. Несмотря 
на продемонстрированную клиническую эффективность 
MACI, данной технологии присущ ряд недостатков, вклю-
чая инвазивность процедуры забора материала, ограни-
ченный объём хрящевой ткани, получаемой при биопсии, 
низкий пролиферативный потенциал клеток и постепен-
ную потерю фенотипа хондроцитов при пассировании 
в условиях двумерной (2D) культуры клеток. Подобные 
проблемы 2D-культур хондроцитов частично решаются 
путём культивирования их в трёхмерных (3D) условиях. 
Так, культуры хондросфер, которые представляют собой 
3D-клеточные аггрегаты, полученные из хондроцитов 
различного происхождения, характеризуются меньшей 
степенью дедифференцировки и более высоким содер-
жанием маркёров гиалинового хряща [3]. 

Технологии 3D-культивирования клеток, в том чис-
ле хондроцитов, развиваются уже длительное вре-
мя и имеют значительный потенциал к применению 
как в фундаментальных биологических исследованиях, 
так и в регенеративной медицине [4, 5]. Сфероиды, полу-
ченные из аутологичных хондроцитов, могут быть исполь-
зованы в терапевтических целях при дегенерации хря-
щевой ткани [6]. Показано, что в сфероидных культурах 
значительно повышен пролиферативный потенциал кле-
ток при сохранении их фенотипа, функциональной актив-
ности и экспрессии ключевых генов [7, 8]. В случае хон-
дроцитов метод 3D-культивирования имитирует процесс 
мезенхимальной конденсации на ранней стадии развития 
хряща [9, 10]. Существует множество методов получения 
сфероидов, основные из которых: метод висячей капли 
[11], центрифугирование суспензии клеток определённой 
плотности [12], самоагрегация в сфероиды в суспензион-
ных культурах [13], формирование в U-образных микролу-
ночных планшетах [14] и методы с применением различ-
ных биоматериалов [15]. Сформированные 3D-клеточные 

аггрегаты можно эффективно культивировать in vitro 
в динамических условиях, например в орбитальном шей-
кере [16].

В ряде случаев, например при длительном приме-
нении некоторых нестероидных противовоспалительных 
препаратов, глюкокортикоидов, а также при использова-
нии химио- или радиотерапии, регенеративный потенци-
ал хрящевой ткани может быть практически полностью 
утрачен [17]. Утрата регенеративного потенциала ведёт 
к невозможности получения аутологичного клеточного 
материала и, соответственно, применения ряда методов 
коррекции патологий хрящевой ткани с помощью клеточ-
ных технологий. 

В качестве одного из клеточных источников для вос-
становления хрящевой ткани стоит отметить мезенхи-
мальные стромальные клетки (МСК) как за их способность 
к дифференцировке в хондроциты, так и за иммуномоду-
лирующие свойства, низкую иммуногенность и секретом, 
богатый различными биоактивными молекулами — цито-
кинами, хемокинами, гликопротеинами, факторами роста 
и т.п. Применение МСК достаточно безопасно, поскольку 
не было зарегистрировано серьёзных побочных явлений. 
При этом МСК, введённые путём внутрисуставной инъек-
ции или артроскопической имплантации, могут значитель-
но облегчить боль и улучшить функцию сустава [18]. Од-
нако высокая гетерогенность МСК даже среди популяции 
клеток, полученных из одного типа ткани, риск оссифика-
ции и кратковременность хоминга в повреждённой ткани 
подчёркивают необходимость дальнейшего тщательного 
исследования потенциала этих клеток и разработки улуч-
шенных методов терапии на их основе [19].

Сфероиды, которые получают из хондроцитов, диф-
ференцированных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), представляют собой иную пер-
спективную альтернативу хондроцитам из тканей доноров 
[20]. Основные преимущества использования ИПСК связа-
ны с их неограниченной способностью к самообновлению, 
потенциалом к дифференцировке в широкий ряд клеточ-
ных типов, а также с тем, что для их получения не требу-
ется применения сложных и болезненных хирургических 
процедур. Хондроциты, дифференцированные из ИПСК, 
не всегда можно охарактеризовать как полностью зрелые. 
Часто наблюдаются различия в их способности произво-
дить специфические для хряща компоненты внеклеточно-
го матрикса (ВКМ), такие как коллаген II типа и аггрекан, 
даже при повторении одного протокола дифференци-
ровки. В  нашей работе мы выбрали протокол диффе-
ренцировки ИПСК [21], который имитирует естественный 
процесс развития хрящевой ткани, включая индукцию 
мезодермы при помощи малых молекул, хондрогенную 
дифференцировку при помощи рекомбинантных факторов 
TGF-β1 (трансформирующий фактор роста β1, transforming 
growth factor β1) и BMP2 (костный морфогенетический бе-
лок 2, bone morphogenetic protein 2) с последующим со-
зреванием в условиях in vitro 3D-культивирования.
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Цель исследования заключалась в фенотипическом 
сравнении сфероидов нативных хондроцитов и сфероидов 
хондроцитов, дифференцированных из ИПСК человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование плюрипотентных стволовых 
клеток

Из фибробластов здорового донора (мужчина, 60 лет) 
были получены ИПСК линии IPSRG4S (UEF-3B). Репро-
граммирование проводили путём трансдукции фибробла-
стов вирусом Сендай, который содержал гены факторов 

плюрипотентности KLF4, MYC, SOX2 и POU5F1 [22]. ИПСК 
культивировали в 6-луночных планшетах, предваритель-
но покрытых Матригелем (Corning, США) (рис. 1, a). Сре-
да для культивирования ИПСК состояла из комбинации 
сред TeSR-1 (STEMCELL Technology, Канада) и «ГибриС-8» 
(«ПанЭко», Россия) в соотношении 1:3, с добавлением 
100 Ед./мл раствора пенициллина/стрептомицина («Пан
Эко», Россия). Пассирование клеток производили при до-
стижении конфлюэнтной плотности клеточного монослоя 
80%. Клетки сеяли в концентрации 50–75 тыс. на 1 см2. 
Для этого за 2–3 ч до пересева ИПСК переводили на сре-
ду, содержащую 10 мкМ ингибитора Rho киназы Y27632 
(Miltenyi Biotec, Германия). Клетки промывали раствором 

Рис. 1. Схема протокола получения сфероидов хондроцитов, дифференцированных из индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (ИПСК) линии IPSRG4S: a — культивирование ИПСК в среде для плюрипотентных стволовых клеток до достижения 
клетками 80% конфлюэнтной плотности; b — культивирование ИПСК на среде A в течение 2 дней для индукции дифференциров-
ки в хондроцитарном направлении, затем — в среде А без Chir 99021 и ингибитора Rho киназы Y27632 в течение следующих 6 
дней с заменой среды каждые 2 дня; c — культивирование ИПСК в среде Б для индукции хондрогенеза на следующие 10 дней 
культивирования; d — этап наработки достаточного количества клеток для начала стадии получения сфероидов (e) и агрегация 
клеток в сфероиды в условиях низкой адгезии под действием силы тяжести; f — культивирование полученных сфероидов в мини-
биореакторах в среде Б.
Fig. 1. Scheme of the protocol for the production of spheroids of chondrocytes differentiated from induced pluripotent stem cells (iPSC) 
line IPSRG4S: a — initially, iPSCs are cultured on commercial media for pluripotent stem cells until cells reach 80% confluency; b — at 
the next stage for induction of differentiation in the chondrocytic direction iPSCs are cultured on medium A for 2 days, then the medium is 
changed and cultured in medium without Chir 99021 and Rho kinase inhibitor Y27632 for the next 6 days, changing the medium every 2 
days; c — then cells are transferred to medium B to facilitate chondrogenesis for the next 10 days of cultivation; d — sufficient number 
of cells is generated to start the spheroids production stage (e) and the cells are aggregated into spheroids in low-adhesive conditions 
under gravity; f — obtained spheroids are cultured in mini-bioreactors in medium B.
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Хэнкса («ПанЭко», Россия) и инкубировали при 37  °C 
с 0,05% раствором трипсина. Для инактивации трип-
сина добавляли двойной объём среды DMEM (Dulbecco 
modified Eagle’s medium) («ПанЭко», Россия), содержащий 
10% фетальной бычьей сыворотки (fetal bovine serum, 
FBS) (HyMedia, Индия). Суспензию клеток центрифугиро-
вали в течение 5  мин при 200  g. Отбирали супернатант 
и ресуспендировали клетки в среде для культивирова-
ния ИПСК. Для повышения выживаемости ИПСК в среду 
добавляли ингибитор Rho киназы Y27632 (Miltenyi Biotec, 
Германия) в конечной концентрации 10 мкМ. Через 12 ч 
среду меняли на аналогичную по составу без добавления 
ингибитора Rho киназы.

Хондрогенная дифференцировка 
индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток 

Для инициации мезодермальной дифференцировки 
ИПСК культивировали в течение первых двух дней в сре-
де A (информация о компонентах, входящих в состав сре-
ды А, представлена в табл. 1). После формирования ме-
зодермы для индукции хондрогенной дифференцировки 
на 3-й день производили замену среды на свежую среду 
А, не содержащую Chir 99021 и ингибитор Rho киназы 
Y27632. Все остальные компоненты, участвующие в сти-
мулировании перехода мезодермальных клеток в хон-
дрогенные предшественники, оставляли неизменными. 
Замену среды производили каждые два дня в течение 
3–9 дней (рис. 1, b).

На 10-й день наблюдали формирование клеточной 
культуры хондроцитоподобных клеток, для стимулирова-
ния созревания и поддержания хондроцитарного феноти-
па начинали культивирование клеток в среде Б, подроб-
ный состав которой описан также в табл. 1. Замену среды 
производили каждые 2 дня в течение 10 дней (рис. 1, c). 
К 12-му дню культивирования клеток в среде Б перехо-
дили к этапу наработки необходимого для формирования 
сфероидов числа клеток. Для этого клетки снимали с 6-лу-
ночного планшета с помощью 0,05% раствора трипсина 
и переносили в пробирку объёмом 15 мл, предварительно 
заполненную средой DMEM и 10% FBS, центрифугировали 
5 мин при 200 g. Удаляли супернатант, ресуспендирова-
ли клетки в 1  мл среды Б и переносили в культураль-
ный флакон площадью 75 см2, предварительно покрытый 
0,1% раствором желатина (рис. 1, d). Как только монослой 
клеток достигал конфлюентной плотности 80% (около 
1,5–2,0  млн хондроцитов или хондроцитов, дифферен-
цированных из ИПСК, для культурального флакона пло-
щадью 75 см2), переходили к формированию сфероидов, 
предварительно сняв клетки с помощью 0,05% раствора 
трипсина и ресуспендировав их в среде Б.

Формирование сфероидов
За 1 день до начала этапа получения сфероидов го-

товили 96-луночный планшет, в каждую лунку которого 

вносили по 75 мкл 1,5% агарозы («ПанЭко», Россия), при-
готовленной на дистиллированной воде. Агарозу плавили 
в микроволновой печи при мощности 700  Вт и доводи-
ли до кипения в течение примерно 60–90  с. Добавляли 
75 мкл расплавленной агарозы в каждую лунку и остав-
ляли планшет при комнатной температуре до застыва-
ния агарозы на 15 мин. Затем добавляли 150 мкл среды 
DMEM в каждую лунку с агарозой и помещали планшет 
в CO2-инкубатор минимум на 12 ч. 

После полимеризации агарозы нативные хондроциты 
или хондроциты, дифференцированные из ИПСК, сни-
мали с помощью 0,25% раствора трипсина и переносили 
в пробирку объёмом 15 мл, предварительно заполненную 

Таблица 1. Составы сред, которые использовали для диффе-
ренцировки индуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток в хондроциты
Table 1. Composition of media used for the differentiation of 
induced pluripotent stem cells into chondrocytes

Компоненты для среды A Концентрация

Advanced DMEM/F12 90%

L-аланил-L-глютамин 2 мМ

Раствор пенициллина/ 
стрептомицина 100 Ед./мл

Эмбриональная бычья 
сыворотка 10%

Инсулин-трансферрин- 
селенит 

Инсулин — 10 мкг/мл
Трансферрин — 5,5 мкг/мл

Селенит — 5 нг/мл

β-меркаптоэтанол 90 мМ

Аскорбиновая кислота 50 мкг/мл

CHIR99021 10 мкМ

Ингибитор Rho киназы 
Y27632 10 мкМ

Ретиноевая кислота 10 нМ

B-27 2%

Компоненты для среды Б Концентрация

Advanced DMEM/F12 90%

L-аланил-L-глютамин 2 мМ

Раствор пенициллина/ 
стрептомицина 100 Ед./мл

Эмбриональная бычья 
сыворотка 10%

Инсулин-трансферрин- 
селенит 

Инсулин — 10 мкг/мл
Трансферрин — 5,5 мкг/мл

Селенит — 5 нг/мл

Аскорбиновая кислота 50 мкг/мл

BMP2 10 нг/мл

TGF-β1 10 нг/мл
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средой DMEM с 10% FBS, центрифугировали 5  мин 
при 200 g. Удаляли супернатант, ресуспендировали клет-
ки в 1 мл среды Б и переносили в 96-луночные планшеты, 
покрытые 1,5% агарозы. Для формирования одного сфе-
роида требуется 100 тыс. клеток. Культивировали клетки 
в 96-луночном планшете, покрытом 1,5% агарозой, в те-
чение 1–3 дней в среде Б, добавляя по 150 мкл полной 
среды на лунку (рис.  2,  a), пока не начинали наблюдать 
формирование сфероидов (рис. 2, b). Переносили сферои-
ды из лунок в пробирку с помощью обрезанного наконеч-
ника объёмом 1 мл или пипетки Пастера объёмом 3 мл. 
Затем отбирали надосадочную жидкость, дав сфероидам 
осесть в течение 2–3  мин. Сфероиды погружали в све-
жеразмороженный неразбавленный Матригель (Corning, 
США) при температуре 4 °C. Через 30 мин отбирали осадок 
сфероидов, полученный либо путём пассивной седимен-
тации в пробирке объёмом 15 мл, либо путём центрифу-
гирования в течение 1  мин при 100  g. Сфероиды пере-
носили в мини-биореакторы и добавляли 6  мл среды  Б. 
Метод получения мини-биореакторов описан в нашей 
предыдущей статье [23]. Затем биореакторы помещали 
на орбитальный шейкер в CO2-инкубатор. Температура 
поддерживалась на уровне 37  °C, концентрация CO2 5%, 
влажность 100%, скорость перемешивания 70–75 об./мин 
(рис.  1,  f). Замену среды производили еженедельно, 
при испарении или по мере необходимости, учитывая 
цвет кислотно-основного индикатора, без использования 
центрифугирования, путём пассивной седиментации. 

Выделение и культивирование нативных 
хондроцитов

Хондроциты выделяли из ненагруженных участков хря-
ща пациентов, перенёсших тотальное эндопротезирование 
коленного сустава. Всего клеточные культуры хондроци-
тов были выделены от 17 пациентов. Для дальнейшего 

анализа случайным образом были отобраны 3  клеточные 
культуры. Все образцы собирали в стерильных условиях 
и хранили в стерильных пробирках, наполненных средой 
DMEM с добавлением 200  Ед./мл раствора пенициллина/
стрептомицина («ПанЭко», Россия). До использования 
хрящевую ткань хранили в холодильнике при темпера-
туре 2–8  °C. Затем начинали ферментативную обработку 
не позднее чем через 2 дня после сбора хрящевой ткани. 
Промывали кусочки хряща в растворе Хэнкса («ПанЭко», 
Россия). С помощью стерильных скальпеля и пинцета раз-
резали хрящ на небольшие фрагменты диаметром около 
1–2 мм. Полученные фрагменты ткани переносили в 15 мл 
пробирки и добавляли 2–5 мл 0,01% раствора коллагеназы 
II типа (Worthington Biochemical, США), растворённой в сре-
де DMEM. Ферментативную обработку проводили в течение 
8–12 ч при 37 °C, при постоянном перемешивании на шей-
кере 150–200 об./мин. Отмывали фрагменты хряща от рас-
твора фермента путём добавления эквивалентного объёма 
чистой среды DMEM в пробирку, содержащую фрагменты 
хряща, и центрифугировали при 300  g в течение 10  мин. 
Супернатант отбирали. Осадок, включая кусочки хряща, 
ресуспендировали в среде для культивирования хондро-
цитов. Данная среда состояла из базовой среды Advanced 
DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США) с добавлением 
10% FBS, 2  мМ раствора L-аланил-L-глютамина (Thermo 
Fisher Scientific, США), 100  Ед./мл раствора пенициллина/
стрептомицина («ПанЭко», Россия). Затем высевали клет-
ки в культуральные флаконы с адгезивной поверхностью, 
предварительно покрытые 0,1% раствором желатина 
(«ПанЭко», Россия). Для пассирования культуральные фла-
коны с хондроцитами промывали раствором Хэнкса («Пан
Эко», Россия), затем добавляли 0,25% раствор трипсина, 
смешанный с раствором Версена (1:1) («ПанЭко», Россия) 
и инкубировали при 37  °C в течение 5  мин. Для инакти-
вации трипсина добавляли двойной объём среды DMEM 

Рис. 2. Процесс формирования сфероида хондроцитов, дифференцированных из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток линии IPSRG4S, в лунках 96-луночного планшета: a — начало формирования сфероида; b — сформированный сфероид 
на 2-й день культивирования. Бар — 200 мкм.
Fig. 2. Process of spheroid formation chondrocytes differentiated from induced pluripotent stem cells line IPSRG4S in the wells of 
a 96-well plate: a — the beginning of spheroid formation; b — the formed spheroid on day 2 of cultivation. The scale bar size is 200 µm.

a b
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с 10% FBS. Затем хондроциты ресуспендировали в среде 
для культивирования хондроцитов и рассевали в плотности 
клеток 20–30 тыс. на 1 см2. 

Полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией

Для оценки уровня экспрессии хондроцитарных ге-
нов использовали метод полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Для этого 1 млн кле-
ток (около 10–15 сфероидов) лизировали в RLT-буфере 
(QIAGEN, Германия) и выделяли РНК с помощью набора 
RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Германия) в соответствии 
с протоколом производителя. Концентрацию РНК в об-
разце измеряли с помощью планшетного ридера Infinite 
200 Pro (Tecan, Швейцария) в планшете для определения 
микроколичеств нуклеиновых кислот. Для синтеза ком-
плементарной ДНК (кДНК) использовали набор MMLV RT 
kit («Евроген», Россия). Синтез кДНК выполняли в соот-
ветствии с протоколом производителя. Для проведения 
ОТ-ПЦР готовили реакционную смесь, состоящую из 5 мкл 
5× qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия), 0,8 мкл 10 мМ 
прямого и обратного праймеров (табл. 2), 18,2 мкл воды 
и 1  мкл матрицы кДНК. ОТ-ПЦР выполняли с помощью 
амплификатора CFX96 (Bio-Rad, США). В  качестве рефе-
ренсного гена использовали ген YWHAZ, кодирующий 
белок активации тирозин-3-монооксигеназы/триптофан-
5-монооксигеназы, полипептид гамма. В один биологиче-
ский повтор входило 3 технических повтора. Результаты 
анализировали в программе Microsoft Excel (Microsoft, 
США) по методу ΔΔCt [24].

Статистическая обработка результатов 
полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией 

Статистическую обработку проводили с помощью 
программы GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, Inc., 
США). Для проверки нормальности распределения при-
знака применяли тест Шапиро–Уилка. В качестве метода 
сравнения использовали однофакторный дисперсионный 
анализ ANOVA с тестом множественных сравнений Тьюки. 
Различия между группами считали статистически значи-
мыми при р <0,05. 

Оценка экспрессии хондроцитарных генов 
с помощью иммуноцитохимического анализа

Монослойные культуры фиксировали в 10% забу-
ференном формалине («Синтакон», Россия) в течение 
15  мин, затем трижды промывали 0,01  М фосфатно-со-
левого буферного раствора (phosphate-buffer saline, 
PBS) и инкубировали в течение 20  мин в 0,1% растворе 
Triton-X100 (Sigma-Aldrich, США). После пермеабилизации 
образцы инкубировали в течение 30 мин в блокирующем 
буфере на основе 0,01  M PBS («ПанЭко», Россия) с 3% 
сыворотки козы и 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, США). 
Затем образцы окрашивали первичными антителами 

производства Invitrogen (США) против аггрекана (mouse, 
1:500), коллагена I типа (rabbit, 1:800), SOX9 (rabbit, 1:400), 
а также коллагена II типа (rabbit, 1:200; Abcam, Велико-
британия). Инкубирование с раствором первичных анти-
тел на основе блокирующего раствора проводили в те-
чение 1,5 ч при комнатной температуре. Затем культуры 
трижды промывали 0,01 М PBS. Для окрашивания вторич-
ными антителами использовали Alexa Fluor 555 (goat, anti-
rabbit, 1:500) и Alexa Fluor 546 (goat, anti-human, 1:500) 
производства Invitrogen (США). Окрашивание проводили 
в течение 1 ч в темноте. Затем культуры трижды промы-
вали 0,01  М PBS. Для окрашивания ядер использовали 
100 нг/мл DAPI (Sigma-Aldrich, США). Окрашивание выпол-
няли в течение 15 мин, затем культуры трижды промыва-
ли 0,01 М PBS (Sigma-Aldrich, США). Анализ окрашенных 
препаратов производили с помощью флуоресцентного 
микроскопа Olympus IX53F (Olympus, Япония). При анали-
зе изображений использовали программное обеспечение 
для морфометрии CellSens Standard (Olympus, Япония). 
Культуры сфероидов фиксировали в 10% забуференном 
формалине («Синтакон», Россия) в течение 30 мин, затем 
трижды промывали 0,01 М PBS. Сфероиды заливали жид-
костью для заморозки ткани (Leica Microsystems, Герма-
ния), инкубировали в течение 1 ч при 4 °C, замораживали 
в парах жидкого азота и готовили срезы толщиной 7 мкм 
с помощью криомикротома Cryotome™ FSE (Thermo Fisher 
Scientific, США). Затем проводили иммуноцитохимическое 
исследование аналогично протоколу для монослойных 
культур, начиная с этапа пермеабилизации.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В данной работе мы проводили фенотипическое 

сравнение сфероидов нативных хондроцитов и сферои-
дов хондроцитов, полученных направленной дифферен-
цировкой из ИПСК. В  начале протокола для индукции 

Таблица 2. Праймеры, которые применяли для оценки уровня 
экспрессии хондроцитарных генов
Table 2. Primers for the measurement of the expression level of 
chondrocyte genes

Ген Праймеры, использованные  
в исследовании 5’-3’

Размер  
продукта, п.н.

ACAN F: AGGAGTCCCTGACCTGGTTT
R: CCTGACAGATCTGCCTCTCC 167

COL1A2 F: AGGGTGAGACAGGCGAACA
R: CCGTTGAGTCCATCTTTGC 184

COL2A1 F: TGGACGCCATGAAGGTTTTCT
R: CCATTGATGGTTTCTCCAAACC 142

SOX9 F: GAAGTCGGTGAAGAACGGGC
R: CACGTCGCGGAAGTCGATAG 283

YWHAZ F: ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA
R: CCGCCAGGACAAACCAGTAT 94
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дифференцировки ИПСК в клетки мезодермальной при-
роды и дальнейшего формирования предшественников 
хондроцитов ИПСК культивировали в среде А, в состав 
которой входили CHIR99021, ретиноевая и аскорбиновая 
кислоты. На следующем этапе для усиления эффектив-
ности хондрогенной дифференцировки прогениторных 
клеток в хондроциты в среду Б были добавлены реком-
бинантные факторы роста BMP2 и TGF-β1. Для создания 
условий, поддерживающих длительное культивирова-
ние и морфогенез, полученные хондроциты из ИПСК 
агрегировали в сфероиды и культивировали в условиях 
3D-культуры клеток с использованием мини-биореак-
торов в среде с рекомбинантными факторами BMP2 
и TGF-β1 (рис.  3). Анализ с использованием иммуно-
цитохимического окрашивания продемонстрировал, 
что дифференцировка ИПСК в хондроцитарном направ-
лении, проводимая в среде, дополненной 10 нг/мл BMP2 
и 10 нг/мл TGF-β1, обеспечивает получение клеток с хон-
дроцитарным фенотипом, которые по уровню экспрессии 

ключевых для хондроцитов генов (ACAN, COL2A1 и SOX9) 
близки к нативным хондроцитам, выделенным из хря-
щевой ткани пациентов. Уже спустя 19 дней от начала 
исполнения протокола в 2D-культурах хондроцитов, диф-
ференцированных из ИПСК, отмечаются высокие уровни 
экспрессии данных маркёров, близкие к нативным хон-
дроцитам (см. рис. 2).

Сфероиды на протяжении двух месяцев культивиро-
вания демонстрировали стабильный рост, достигнув диа-
метра 3–4  мм, что свидетельствовало о благоприятных 
условиях для клеточного взаимодействия, пролиферации 
и синтеза ВКМ как в образцах хондроцитов, дифференци-
рованных из ИПСК (рис. 4, e), так и в образцах нативных 
хондроцитов (рис. 4, j). Через 2 мес культивирования было 
обнаружено, что 99% хондроцитов, дифференцированных 
из ИПСК, демонстрируют высокую экспрессию основных 
хондрогенных генов: ACAN, COL2A1 и SOX9, и это подтвер-
дилось с помощью иммуноцитохимического исследования 
(см. рис. 4) и ОТ-ПЦР (рис. 5). Расчёты уровней экспрессии 

Рис. 3. Иммуноцитохимический анализ хондроцитов, полученных из разных источников. Хондроциты, дифференцированные из ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), на 19-й день от начала дифференцировки, демонстрируют схожие уровни 
экспрессии основных маркёрных генов хондроцитов: e — ACAN; f — COL1A2; g — COL2A1; h — SOX9 — по сравнению с культурой 
нативных хондроцитов на 2-м пассаже: a — ACAN; b — COL1A2; c — COL2A1; d — SOX9. Клеточная культура ИПСК была взята 
в качестве отрицательного контроля: i — ACAN; j — COL1A1; k — COL2A1; l — SOX9. Бар — 200 мкм.
Fig. 3. Immunocytochemical analysis of chondrocytes obtained from different sources. Induced pluripotent stem cells (iPSC) chondrocyte 
derivates obtained by day 19 from the start of differentiation show similar levels of expression of major chondrocyte marker genes: 
e — ACAN; f — COL1A2; g — COL2A1; h — SOX9 compared to native chondrocyte culture at passage 2: a — ACAN; b — COL1A2; 
c — COL2A1; d — SOX9. The culture of iPSCs was taken as a negative control: i — ACAN; j — COL1A1; k — COL2A1; l — SOX9. The 
scale bar size is 200 µm.
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генов методом ΔΔCt подтвердили, что их значение было 
близко к уровням, характерным для зрелых нативных 
хондроцитов. Это подчёркивает способность полученных 
из ИПСК клеток формировать гиалиноподобный хрящ 
(см.  рис.  5). Тем не менее, несмотря на положительные 
результаты дифференцировки, статистически значимое 
повышение экспрессии гена COL1A2 в сфероидах хондро-
цитов, дифференцированных из ИПСК, по сравнению с на-
тивными хондроцитами указывает на присутствие клеток, 
характерных для волокнистого хряща (см.  рис.  5). Экс-
прессия ACAN, COL2A1 и SOX9 достоверно не отличалась 
между образцами сфероидов хондроцитов, дифферен-
цированных из ИПСК, и нативных хондроцитов, но была 
статистически значимо выше наблюдаемой в образцах 
недифференцированных ИПСК.

ОБСУЖДЕНИЕ
Нативные хондроциты функционально являются пол-

ностью зрелыми клетками, которые после выделения 
и культивирования in vitro сохраняют свойства конкрет-
ного хряща, из которого были получены, например ги-
алинового, волокнистого или эластичного. Как правило, 
нативные хондроциты синтезируют большое количество 
ВКМ. Выделение хондроцитов из хрящевой ткани пациен-
та — относительно простая процедура, но она ограничена 
доступностью донорских тканей, необходимостью хирур-
гического вмешательства и сложностью поддержания 

клеточного фенотипа хондроцитов in vitro. Процесс 
получения ИПСК, их дифференцировка в хондроциты 
и в особенности обеспечение высокого качества функци-
ональных клеток являются ещё более сложными и до-
рогостоящими процессами [25]. Однако использование 
клеточных технологий, основанных на применении ИПСК, 
позволяет масштабировать процесс получения клеточного 
материала и обеспечить гибкость в применении тканеин-
женерных технологий для тех пациентов, у которых про-
лиферативный потенциал нативных хондроцитов снижен 
[26]. 

В начале протокола, используемого в нашей работе, 
применение среды А позволило осуществить дифферен-
цировку ИПСК в мезодермальном направлении, а также 
индуцировать формирование прогениторных предше-
ственников хондроцитов. В состав среды A входила ма-
лая молекула CHIR99021. Она специфически ингибирует 
киназу GSK-3, что ведёт к накоплению β-катенина в ядре 
клетки и индуцирует активацию сигнального пути Wnt/β-
катенин, который регулирует формирование мезодермы 
в эмбриональном периоде развития млекопитающих [27]. 
Среда А также содержала ретиноевую кислоту, которая 
усиливает процесс мезенхимальной конденсации и уча-
ствует в регуляции экспрессии генов ВКМ хрящевой ткани 
[28], и аскорбиновую кислоту, необходимую для биосинте-
за и созревания коллагена [29].

Для усиления эффективности хондрогенеза в сре-
ду Б были добавлены рекомбинантные факторы роста 

Рис. 4. Иммуноцитохимический анализ сфероидов, полученных из хондроцитов разных источников, на 30-й день от начала диф-
ференцировки, когда сфероиды находились на стадии культивирования в мини-биореакторах. Экспрессия аггрекана и коллагена 
II типа в образцах сфероидов из нативных хондроцитов (a — ACAN; c — COL2A1) и сфероидов хондроцитов, дифференцированных 
из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) (f — ACAN; h — COL2A1), находится на одинаковом уровне. Однако 
сфероиды, полученные из хондроцитов, дифференцированных из ИПСК (g — COL1A1; i — SOX9), по сравнению с нативными хон-
дроцитами (b — COL1A1; d — SOX9), характеризуются более высоким уровнем экспрессии коллагена I типа и SOX9. Морфология 
сфероидов, полученных из нативных хондроцитов (e) и сфероидов хондроцитов, дифференцированных из ИПСК (j) на стадии 
культивирования в мини-биореакторах. Бар — 100 мкм.
Fig. 4. Immunocytochemical analysis of spheroid generated from chondrocytes different sources. ICC analysis was performed at day 30 
from the start of differentiation when the spheroids were at the stage of culturing in mini-bioreactors. The expression of aggrecan and 
collagen II type in spheroid samples from native chondrocytes (a — ACAN; c — COL2A1) and spheroid of chondrocytes differentiated from 
induced pluripotent stem cells (iPSC) (f — ACAN; h — COL2A1) is at a similar level. However, spheroids of chondrocytes differentiated from 
iPSCs (g — COL1A1; i — SOX9), as compared to native chondrocytes (b — COL1A1; d — SOX9), are characterised by higher expression 
levels of collagen I type and SOX9. Morphology of spheroids generated from native chondrocytes (e) and spheroids of chondrocytes 
differentiated from iPSCs (j) at the stage of cultivation in mini-bioreactors. The scale bar size is 100 µm.
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BMP2 и TGF-β1. Данные факторы участвуют в активации 
каскада сигнального пути SMAD, который стимулирует 
экспрессию гена SOX9, непосредственно регулирующего 
гены ACAN и COL2A1 [30]. Использование вышеописан-
ной комбинации культуральных сред позволяет имити-
ровать естественный процесс развития хрящевой ткани, 
что, по нашему мнению, значительно повышает эффек-
тивность хондрогенной дифференцировки. 

Культивирование хондроцитов в условиях 3D-культуры 
с использованием мини-биореакторов стало важным 
аспектом для оптимальной пролиферации клеток. Наблю-
даемый стабильный рост сфероидов хондроцитов, диф-
ференцированных из ИПСК, и увеличение их размеров 
до 3–4 мм за два месяца культивирования подтверждают, 
что такие условия способствуют пролиферации и не про-
тиворечат дифференцировке клеток. Подобные размеры 
сфероидов также обеспечивают эффективное снабже-
ние метаболитами, поддерживая клеточную активность 
и синтез компонентов ВКМ. Нами выявлено высокое им-
мунофенотипическое сходство сфероидов хондроцитов 
ИПСК и сфероидов нативных хондроцитов спустя 2  мес 

культивирования. Наличие таких характеристик, как спо-
собность к поддержанию стабильного хондроцитарного 
фенотипа, высокая активность синтеза коллагена II типа 
и протеогликанов, в совокупности обеспечивает возмож-
ность формирования прочной и упругой хрящевой ткани, 
устойчивой к механическим нагрузкам (см. рис. 4). Одна-
ко стоит отметить повышенную экспрессию гена COL1A2 
в образцах сфероидов, которые получали из хондроцитов, 
дифференцированных из ИПСК, относительно сфероидов, 
агрегированных из нативных хондроцитов, что указывает 
на наличие внутри сфероидов структур с характеристика-
ми как гиалинового, так и волокнистого хряща (см. рис. 5). 
Возможной причиной является применение в средах сы-
воротки, которая, согласно некоторым данным, может об-
ладать фибротическим эффектом, увеличивающим синтез 
коллагена I типа [31]. 

В совокупности результаты говорят об успешности 
использования ИПСК для получения функционально зре-
лых хондроцитов в виде сфероидов, которые способны 
к поддержанию хондроцитарного фенотипа на протяже-
нии длительного культивирования. Высокая экспрессия 

Рис. 5. Результаты анализа относительной нормализованной экспрессии хондроцитарных генов в образцах сфероидов хондроци-
тов, дифференцированных из индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) (1 биологический повтор) и сфероидов 
нативных хондроцитов (3 биологических повтора). Сфероиды ИПСК (1 биологический повтор) были взяты в качестве отрицательного 
контроля. Экспрессия хондроцитарных генов ACAN, СOL2A1 и SOX9 значительно выше в сфероидах хондроцитов, дифференци-
рованных из ИПСК, и сфероидах нативных хондроцитов по сравнению с контрольной группой ИПСК. Это указывает на успешную 
дифференцировку ИПСК в хондроцитарном направлении. Однако в группе сфероидов, которые сформированы из хондроцитов, 
дифференцированных из ИПСК, наблюдается значительное повышение экспрессии гена COL1A2 по сравнению с группой сфероидов 
нативных хондроцитов, что свидетельствует о наличии хондроцитов, характерных для волокнистого хряща. На графиках указана 
статистическая значимость различий по тесту Тьюки: ** p ≤0,01, *** p ≤0,001, **** p ≤0,0001. 
Fig. 5. Results of relative normalized chondrocyte gene expression analysis in spheroids from chondrocytes differentiated from induced 
pluripotent stem cells (iPSC) (1 biological replicate) and spheroids of native chondrocytes (3 biological replicates). IPSC spheroids 
(1  biological repeat) were taken as a negative control. The expression levels of the chondrocytic genes ACAN, COL2A1, and SOX9 are 
significantly higher in spheroids formed from chondrocytes differentiated from iPSCs and in spheroids of native chondrocytes compared to 
the control group of iPSCs. This result indicates successful differentiation of iPSCs toward the chondrocytic lineage. However, a significant 
increase in COL1A2 gene expression was observed in the spheroids of chondrocytes differentiated from iPSCs compared to spheroids of 
native chondrocytes, suggesting the presence of chondrocytes with characteristics of fibrous cartilage. The graphs indicate the statistical 
significance of differences according to Tukey’s test: ** p ≤0,01, *** p ≤0,001, **** p ≤0,0001. 
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ключевых хондроцитарных генов и стабильный рост сфе-
роидов хондроцитов, дифференцированных из ИПСК, де-
лают их перспективными для трансплантационных целей 
в регенеративной медицине. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящая работа демонстрирует, что дифферен-

цировка ИПСК в хондроцитарном направлении с после-
дующим формированием 3D-сфероидов является пер-
спективным подходом к созданию клеточного продукта, 
пригодного для трансплантации и терапии повреждений 
суставов. Применение рекомбинантных факторов, таких 
как TGF-β1 и BMP2, обеспечивает эффективную индук-
цию экспрессии ключевых хондроцитарных генов (ACAN, 
COL2A1, SOX9), что подтверждает зрелость и функцио-
нальность полученных сфероидов. Устойчивая экспрес-
сия хондроцитарных генов при длительном культивиро-
вани в мини-биореакторах указывает на стабильность 
клеточного фенотипа и качество синтеза ВКМ. Особенно 
важно, что хондроциты, дифференцированные из ИПСК, 
проявляют фенотипическое сходство с нативными хон-
дроцитами и демонстрируют способность к формирова-
нию гиалиноподобного хряща, подходящего для несущих 
нагрузку суставов. Результаты данной работы подтверж-
дают перспективность использования ИПСК для создания 
хондроцитов, фенотипически схожих с клетками зрелой 
гиалиновой хрящевой ткани и потенциально применимых 
в терапии заболеваний суставов.
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