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ВВЕДЕНИЕ
Сухожильную ткань широко используют 

в  качестве сырьевого источника для получения 
различных коллагенсодержащих материалов 
(подложки, гели, скаффолды). Наиболее распро-
странено применение ахилловых, надколенных 

и хвостовых сухожилий лабораторных крыс, ло-
шадей, овец. Во всех технологических процессах 
используют в основном свободные сухожильные 
нити, а  их соединительнотканные капсулы (пе-
ритеноны), как правило, не применяют. Вместе 
с  тем перитеноны относят к  биологически ак-
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Изучены морфогенетические свойства коллагенового геля, полученного ацетатной экстракцией 
из соединительнотканных оболочек (перитенонов) паравертебральных сухожилий крыс Вистар. 
Гель использовали в качестве подложки при культивировании in vitro совместно с мезенхималь-
ными стромальными клетками в течение 14 сут в ростовой и остеогенной инкубационных средах. 
Установлено, что коллагеновый каркас перитеноновой подложки приобретает прочность за счет 
увеличения связности фибриллярных узлов и структурирован с формированием пластинчатых 
и клубковых образований. Сесамовидные глобулы, проникающие в подложку из исходного пери-
тенонового геля, инертны в ходе культивирования в ростовой среде, а в остеогенной – проявля-
ют повышенную способность к структурированию кальцийфосфатов. Формирование клеточно- 
опосредованных структур происходит по направлениям фибро-, тендо-, лигаменто- и остео-
генной дифференцировок. Фиброгенное направление обеспечивает коллагеновым материалам 
структурирующийся каркас; теногенное – формирование сухожилий эмбрионального типа по 
механизму латеральной сборки коллагеновых субфибрилл на поверхностях клеток и их автоно-
мизацию в виде зачатков сухожильных нитей; лигаментогенное – структурирование коллагено-
вых лент, ассоциированных с клубками и эластическими волокнами; остеогенное – образование 
ламеллярных, трабекулоподобных и узелковых остеоидных структур путем внутримембранозной 
оссификации, сопровождающейся активацией щелочной фосфатазы и минерализации. Форми-
рование предикторов энтез – организация комиссур между механически разнофазными компо-
нентами остеоидных структур и каркаса. Разработана классификация таксономических форм и 
предложена гипотеза о роли эволюционных инструментов в структурировании коллагенового 
каркаса в тканевых культурах in vitro.
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тивному сырью, из которого возможно получить, 
например, прогениторные клетки (Mienaltowski, 
2014). Перитенон по определению медицинско-
го словаря Мерриам–Уэбстер – это соедини-
тельнотканная оболочка сухожилия (https://www.
merriam-webster.com/medical/peritenon). Обо-
лочка представляет собой капсулу, образован-
ную рыхлой волокнистой соединительной тка-
нью, внутри которой расположены сухожильные 
нити второго–третьего уровней анатомической 
организации. В  филогенезе и,  соответственно, 
в  эмбриогенезе возникают специализирован-
ные области с  однонаправленной ориентацией 
коллагеновых массивов – линейные сухожилия, 
в  ходе эволюции соединяющиеся с  прилежа-
щей формирующейся костной тканью. Массивы 
коллагеновых волокон в  пограничных участках 
и,  прежде всего, в  областях остеотендинозных 
и  остеолигаментозных соединений формируют 
перитеноны (Summers, Koob, 2002). В структурно-
механическом и функциональном отношениях – 
это области повышенного механического напря-
жения, что увеличивает риски износа и  требует 
специальной защиты. В связи с этим в эти обла-
сти мигрируют транскрипционные метаболиты 
(SOX‑9 и склераксис), контролирующие хондро-
генез и теногенез, трансформирующий фактор ро-
ста (TGF)-β, инсулиноподобный фактор роста‑1, 
основной фактор роста фибробластов (bFGF) 
и  тромбоцитарный фактор роста, участвующие 
в  процессах репаративной регенерации сухожи-
лий (Blitz et al., 2009; Rossetti et al., 2017). Меха-
нобиологический тренд поддерживает и форми-
рование так называемых энтезисных органов с их 
размещением в областях, компенсирующих меха-
ническое напряжение, на границах раздела между 
структурами с различными механическими свой
ствами, что благодаря особой конструкции меж-
фазных прикреплений в костно-сухожильных со-
единениях обеспечивает распределение нагрузки 
(Benjamin, Ralphs, 2001). Синхронно с  энтезами 
возникает и сесамовидная ткань, гистогенетиче-
ски представляющая собой продукт деятельности 
теноцитов и размещенная в перитенонах, нередко 
вблизи мягкой части энтез (Benjamin et al., 2002). 
К структурным компонентам сесамовидной тка-
ни относят островки и глобулы. Островки часто 
локализованы в мягкой части энтез. Сесамовид-
ные глобулы – подвижные частицы, цитогене-
тическими предшественниками которых служат 
матриксные везикулы, синтезируемые теноцита-
ми. Матриксные везикулы и  сесамовидные гло-
булы – ключевые акторы, упрочняющие ткань су-
хожилий посредством локальной минерализации 

(Iwayama et al., 2022). В тканях перитенонов на-
ходят реализацию и физико-химические предпо-
сылки к агрегации и компактизации фибрилляр-
ного коллагена с  формированием пластинчатых 
структур в  виде щелочного сдвига кислотности 
внеклеточного матрикса (Гайдаш и др., 2022).

Вышеприведенные обстоятельства позволя-
ют рассматривать перитеноны как накопитель 
морфогенетических потенциалов. С учетом это-
го прогрессирует технологический интерес к пе-
ритенонам и возрастают сырьевые перспективы 
материала при проектировании различных ма-
триц на основе фибриллярных коллагенов.

В  соответствии с  этим приобретает актуаль-
ность и  задача разработки методологического 
инструментария для оценки морфогенетических 
свойств материала, включающая, в  том чис-
ле, создание морфологической классификации 
надмолекулярных структур коллагенового кар-
каса, формирующихся в  ходе культивирования 
в условиях in vitro.

Цель работы состояла в определении морфо-
генетических свойств и разработке классифика-
ции супрамолекулярных структур, формирую-
щихся в условиях in vitro в коллагеновом каркасе 
подложки, полученной из перитенонового геля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сухожилия формируют клетки нервного 
гребня эктодермы, параксиальной мезодермы 
и  мезодермы латеральной пластинки. Осевые 
сухожилия происходят из одного из четырех от-
делов сомитов с обособлением в проксимально-
дистальном направлении из дорсолатеральной 
полоски (Schweitzer et al., 2001). Это позволя-
ет предположить, что в  дорсальном листке пе-
ритенона проксимального отрезка сухожилия 
камбиальный потенциал выше, чем в вентраль-
ном листке дистальной части хвоста. В соответ-
ствии с  этим и  производили вырезку перите-
нонов. Вначале обнажали сухожильные пучки, 
размещенные в  соединительнотканной оболоч-
ке проксимальной трети хвоста. Затем оболочку 
вскрывали, выводили свободные сухожильные 
нити, отсекали вентральный и  отсепаровывали 
дорсальный листки перитенона по линии при-
крепления к наружной пластинке надкостницы 
позвоночного столба. Именно из этого сырья 
получали перитеноновые гели и подложки.

Ацетатные экстракты коллагена готовили по 
методикам, обеспечивающим сохранение кон-
цевых телопептидов, что необходимо для эф-
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фективного гелеобразования (Кухарева и  др., 
2003; Chandrakasan et al., 1976). Стоковый рас-
твор получен разведением экстракта коллагена 
до конечной концентрации 2 мг/мл десятикрат-
ной средой 199 (Gibco, США), нейтрализован 
0.34 M NaOH (х. ч., ООО “СГС Хим”). Перите-
ноновый гель готовили экспонированием стоко-
вого раствора в СО2-инкубаторе при 37°C в тече-
ние 30 мин.

Коллагеновую подложку получали, разливая 
перитеноновый гель, приготовленный непосред-
ственно перед использованием в  эксперименте 
in vitro, в  чашки Петри, и  оставляли в  СО2-ин-
кубаторе при 37°C на 1 сутки. На отвердевшую 
перитеноновую подложку наливали питательные 
среды и высевали мезенхимальные стромальные 
клетки (МСК). Использовали мультипотентные 
МСК костного мозга новорожденного кролика 
породы Шиншилла. Культивирование осущест-
влено в  питательной среде следующего состава: 
DMEM/F12 (Биолот, РФ), сыворотка эмбрио-
нов коров (HyClone, США), раствор антибиоти-
ков PenStrep (Sigma, США), раствор L‑глутамина 
Ultraglutamine (Lonza, Bеlgium). Продолжитель-
ность культивирования без промежуточных пере-
севов составила 14 сут. Изучены образцы следую-
щих групп: 1-я – перитеноновый гель ex tempore; 
2-я – коллагеновая подложка с посеянными в ро-
стовую питательную среду МСК; 3-я – коллаге-
новая подложка с  МСК, посеянными в  остео- 
генную питательную среду. Выборки: 1-я груп-
па – пять покровных стекол с нанесенным гелем, 
2-я – три культуральные чашки с  биоматериа-
лом, 3-я – пять культуральных чашек с биомате-
риалом. Для сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ) готовили следующие образцы. 
Перитеноновый гель ex tempore (мазки на по-
кровных стеклах) фиксировали в парах 1.5%-го 
водного раствора глутарового альдегида (25%, 
Thermo Scientific Chemicals), отмывали в де- 
ионизованной воде и высушивали при 37°C в те-
чение 1 ч. Коллагеновые подложки 2-й и  3-й 
групп вместе с клетками фиксировали в культу-
ральных чашках 1.5%-ным водным раствором 
глутарового альдегида, отмывали в  деионизо-
ванной воде, высушивали при 37°C в  течение 
1 ч и  обезвоживали в  водных растворах этано-
ла восходящей концентрации. Приготовлен-
ные образцы напыляли золотом на вакуумной 
установке K550X (Emitech, Англия). Исследова-
ние выполнено на микроскопах LEO 420 (Carl 
Zeiss, Германия) и  JSM‑7001F (Jeol, Япония). 
Морфометрические исследования произведены 
по СЭМ‑изображениям в  редакторе Photoshop 

с применением калиброванных по масштабным 
отрезкам линейки для определения размеров 
структур и  тестовых полей. Удельную площадь 
поверхности (показатель Sv) вычисляли по фор-
муле: Sv = 2n/l, где n – число точек пересечения 
с  тестовой линией; l – длина тестовой линии 
в микрометрах. Численную плотность структур – 
количество фибриллярных узлов, пор, профилей 
коллагеновых волокон на постоянной площади 
определяли с применением “правила несмещен-
ного подсчета” (Gundersen et al., 1988). Щелоч-
ную фосфатазу (ЩФ) выявляли гистохимически 
реактивом BCIP-NBT (Sigma, США) по отложе-
нию диформазана (нерастворимого продукта ре-
акций NBT и BCIP с солями кальция и свободной 
фосфорной кислотой) в  МСК, фиксированных 
10%-ным формалином, на стандартном культу-
ральном пластике в  условиях ростовой и  осте-
огенной среды (Golub, Boesze-Battaglia, 2007). 
Морфологические проявления активности ЩФ 
изучали с помощью световой микроскопии (СМ) 
с  применением инвертированного микроскопа 
Nikon Eclips TS100, снабженного цифровой фо-
токамерой. Активность ЩФ оценивали морфо-
метрически с определением относительного объ-
ема маркерных отложений (Автандилов, 1990).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И КЛАССИФИКАЦИЯ СТРУКТУР

Структура коллагенового каркаса 
перитеноновой подложки

Перитеноновая подложка, на которой осу-
ществляли культивирование МСК, имеет струк-
туру слоистого (3–5 слоев) каркаса, образо-
ванного расправленной сетью коллагеновых 
фибрилл. О  расправленном состоянии каркаса 
свидетельствует существенное снижение показа-
теля Sv (табл. 1), оно обусловлено уменьшением 
поверхностного натяжения инкубационной сре-
ды в связи с введением в ее состав сыворотки эм-
брионов коров, содержащей липиды. В  сравне-
нии с гелем коллагеновые фибриллы в подложке 
утолщены, более шероховаты (что повышает 
сцепленность), поры крупнее, но их численная 
плотность значительно меньше (табл. 1, рис. 1а, 
б). Увеличение толщины коллагеновых воло-
кон в  сочетании с  увеличением их численной 
плотности свидетельствует о  росте массы фи-
бриллярного материала, что, в  свою очередь, 
обусловлено интенсивными процессами само- 
сборки и синтезом МСК фибриллярных коллаге-
нов de novo. Утолщенные волокна деформируют 
коллагеновую сеть подложки: возникают плот-
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ные фиброзные тяжи с  расширенным межфи-
бриллярным пространством, что способствует 
турбулентности гидродинамических потоков 
в инкубационной среде. Фибриллярные узлы – 
структуры со сведенными под острыми углами 
к  центру коллагеновыми фибриллами. В  про-
тоузлах тонкие фибриллы собраны в  парал-
лельные, но не слившиеся нити, которые ори-
ентированы к  центрам без надфибриллярных 
образований (рис.  1в). Разделенное состояние 
фибрилл повышает связность протоузлов до 
8–9. В  зрелых фибриллярных узлах коллагено-
вые фибриллы объединены вплоть до слияния 
и локальной гомогенизации, что, соответствен-
но, понижает их связность (рис.  1г). В  целом 
диаметр и  численная плотность фибриллярных 
узлов в подложке меньше, чем в геле, но их связ-
ность выше (табл.  1). Гипотрофия и  гипопла-
зия фибриллярных узлов неизбежно приводит 
к  частичной потере прочности, которую в  оча-
гах завихрений каркаса (вследствие, например, 
повышенных механических нагрузок) в порядке 
опережающей компенсации может нивелиро-
вать осаждение кальцийфосфатов (рис. 1д). Од-
нако прочность самоорганизующегося каркаса 
при культивировании в  2D‑формате, по-види-
мому, не формирует морфогенетическую доми-
нанту. Повышение механической чувствитель-
ности коллагеновой сети, ее быстрый, широкий 
и когерентный охват волнами механических ко-

лебаний, одним из источников и акцептором ко-
торого служат дифференцирующиеся клетки – 
морфогенетический мотив, реализация которого 
в  структурирующемся каркасе термодинамиче-
ски оптимальна. Соотношение пропорций про-
тоузлов к зрелым формам при культивировании 
в  ростовой питательной среде составляет 1  :  5, 
а  при культивировании в  остеогенной среде 
доля зрелых форм возрастает до 3 : 1. При этом 
узлы выглядят крупнее, нарастают их численная 
плотность и  связность (табл.  1). Остеогенная 
среда, таким образом, ускоряет созревание фи-
бриллярных узлов, структура которых приобре-
тает большую упорядоченность (рис. 1е). В ито-
ге коллагеновый каркас формирует жесткость 
и, соответственно, теряет эластичность.

К  структурным компонентам подложки 
в  сформированной классификации отнесены 
пластинчатые образования, клубковые структу-
ры и сфероиды.

Пластинчатые образования

Формирование пластинчатых образований – 
частный случай надмолекулярного структури-
рования фибриллярного коллагена, осущест-
вляемого как экстрацеллюлярно, так и  внутри 
клеток. В соответствии с этим пластинчатые об-
разования разделены на каркасные и клеточно-
опосредованные. Каркасные пластинчатые обра- 

Таблица 1. Морфометрические показатели коллагенсодержащих материалов, полученных из соединитель-
нотканных оболочек паравертебральных сухожилий (M ± m)

Показатель
Перитеноновый гель Перитеноновая подложка 

каркас клубки каркас клубки

Диаметр клубковых структур (D), мкм – 6.5 ± 0.3 – 9.6 ± 1.6*

Толщина коллагеновых волокон (L), мкм 0.112 ± 0.01 0.211 ± 0.01 0.234 ± 0.01* 0.576 ± 0.01*

Удельная площадь поверхности коллагеновых  
фибрилл (Sv), мкм2/мкм3 1.71 ± 0.1 6.15 ± 0.3 0.16 ± 0.01** 12.5 ± 0.8**

Шероховатость коллагеновых) волокон (Ra), мкм 0.11 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.19 ± 0.02* 0.08 ± 0.01*

Диаметр пор (D), мкм 0.120 ± 0.01 0.131 ± 0.01 0.896 ± 0.01* 0.262 ± 0.01*

Численная плотность пор (n), n/мкм2 8.75 ± 0.5 17.0 ± 1.2 0.97 ± 0.1** 11.2 ± 0.6*

Диаметр фибриллярных узлов (D), мкм 0.621 ± 0.01 0.231 ± 0.01 0.361 ± 0.01* 0.506 ± 0.01*

Связность фибриллярных узлов (r) 3.3 ± 0.1 3.8 ± 0.1 6.3 ± 0.1* 3.9 ± 0.1

Численная плотность фибриллярных узлов (n), n/мкм2 3.7 ± 0.1 10.1 ± 0.5 2.3 ± 0.1* 1.9 ± 0.1

Примечание: * достоверно при р < 0.05; ** достоверно при р < 0.01 при сравнении структуры в подложке с аналогичной структурой 
в перитеноновом геле.
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Рис. 1. СЭМ-изображения структуры коллагеновой сети геля и каркаса подложки из перитенонового геля в росто-
вой и остеогенной средах: (а) структура исходного перитенонового геля; (б) деформация сети утолщенными колла-
геновыми волокнами; (в) стрелки – зарождающиеся фибриллярные протоузлы; (г) эллипс – зрелый фибриллярный 
узел; (д) кальцийфосфаты в области формирующихся фибриллярных узлов; (е) эллипс – зрелый фибриллярный 
узел в перитеноновой подложке (остеогенная среда).
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зования, анатомические компоненты подлож-
ки, представляют собой продукт экстрацел-
люлярного структурирования фибриллярного 
коллагена различного происхождения (внутри-
клеточный синтез и занос в каркас из геля) и не 
обладают тканевой специфичностью. Клеточно-
опосредованные пластинчатые образования 
анатомически связаны с МСК как исключитель-
но внутриклеточные продукты синтеза и струк-
турирования фибриллярного коллагена, они 
признаны гистогенетическими предикторами 
различной направленности.

В коллагеновых подложках выявлено три раз-
новидности каркасных пластинчатых образова-
ний: конвергированные пластинки, компакт-
пластины и концентрические пластинки.

Конвергированные пластинки – сведенные 
“бок в  бок” параллельно упакованные колла-
геновые субфибриллы, встроенные в  структуру 
каркаса (рис. 2а). Укладка волокон близка к па-
раллельной. Это признают морфологическим 
критерием различия данной разновидности пла-
стинчатых образований от фибриллярных узлов, 
в  которых волокна направлены к  центру и  пе-
ресекают его под разными углами. Выявлены 
и их отличия от очагов простого сжатия колла-
генового каркаса: конвергированные фибриллы 
выпрямлены и  упорядочены, сжатые – извиты 
и  хаотично переплетены. Блоки конвергиро-
ванных пластинчатых образований не расслаи-
вают подложку, залегают в  один, в  основном 
поверхностный слой. Длина блоков достигает 
3–5 мкм, ширина варьирует от 0.75 до 2 мкм. 
В  подложках, культивированных в  остеогенной 
среде конвергированные пластинки крупнее за 
счет утолщенных коллагеновых фибрилл, не-
которые из которых минерализованы (рис.  2б). 
Структура блоков неравномерная: участки сбли-
жения сменяют участки слияния. В  участках 
компактного расположения соприкасающие-
ся волокна максимально сближены, но конту-
ры фибрилл четкие, межволоконный матрикс 
рыхлый. В  участках слияния контуры фибрилл 
размыты, вещество интерстиция гомогенизиро-
вано (рис. 2в). Полиморфизм блоков свидетель-
ствует о  метастабильном состоянии, которое 
термодинамически разрешает разнонаправлен-
ные структурные переходы, но в рамках одного 
типа пластинчатых образований. При этом как 
бы срединное положение занимает блок с  мо-
заичным распределением участков компакти-
зации и гомогенизации. Движущей силой пере-
ходов, по-видимому, служат конформационные 
преобразования фибриллярного коллагена. При 

прогрессивном переходе зоны компактизации 
расширены, возрастает объем параллельно упа-
кованных, выпрямленных и,  соответственно, 
расцепленных, деспирализованных коллагено-
вых фибрилл. При консервативном переходе во-
локна адгезируют, и  нарастает коагуляция фи-
бриллярного коллагена.

Компакт-пластинки – плоские, утолщенные 
пластинчатые образования, имеющие форму 
неправильных многоугольников (рис.  2г). Вы-
тянутые оконечности придают пластинкам от-
ростчатую форму. Морфологически пластинки 
представляют собой предельно компактизиро-
ванные коллагеновые волокна, на основном про-
тяжении слившиеся, местами вплоть до полной 
гомогенизации. Пластинки чаще расположены 
на поверхности подложки, а если в более глубо-
ких слоях, то обязательно с  вышедшими на по-
верхность отростчатыми оконечностями. Мор-
фогенез компакт-пластинок не ясен. Они в  2–3 
раза меньше конвергированных: длина не более 
2.0 мкм, ширина ~ 1.2 мкм. Компакт-пластинки, 
безусловно, упрочняют коллагеновую подложку, 
подвергаясь действию перпендикулярных сил ги-
дростатического сжатия. Кроме того, они испы-
тывают деформирующее влияние разнонаправ-
ленных центробежных сил и  сил растяжения. 
Последствия неизбежны: сложные упруговязкие 
переходы и напряжение, которое тем выше, чем 
меньше площади сечений микроструктур. От-
сюда и компенсаторные мотивы трансформации 
субфибрилл, направленные к  их объединению 
в  компакт-пластины. Морфологические сви-
детельства напряженного состояния пластинок 
очевидны: в отростках локальные разволокнения 
и растрескивания, в телах – горизонтальные пе-
ремещения и просадки вещества, микроразломы 
и разъединения. Не менее очевиден и финал этих 
событий: выстраивание до полного вылущива-
ния из сетей каркаса. Секвестрированные пла-
стинки способны к  свободному флотированию, 
но оно весьма ограничено – пластинки оседают 
не случайно, а склонны к очаговому накоплению 
в  очагах механического напряжения. Здесь они 
формируют дебрис, отложения которого места-
ми занимают обширные поля. Подобная картина 
отложений не обязательно маркирует только ко-
агуляцию фибриллярного коллагена. Это может 
быть структурным следом локального упрочне-
ния коллагенового каркаса в областях, например, 
интенсивной механической и/или дифференци-
ровочной активности МСК.

Концентрические пластинчатые образования – 
компактизированные коллагеновые субфибрил-
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Рис. 2. СЭМ-изображения пластинчатых образований перитенонового коллагенового каркаса: (а) стрелки – кон-
вергированные пластинки (ростовая среда); (б) стрелка – конвергированная пластинка (остеогенная среда; (в) 
полиморфизм конвергированных пластинок: стрелка 1 – компактизированные волокна с четкими границами, 
стрелка 2 – слившиеся коллагеновые волокна с размытыми контурами (ростовая среда); (г) стрелки – компакт-пла-
стинки (ростовая среда); (д) эллипсы – концентрические пластинки с ассиметрическими стенками в фенестриро-
ванном отверстии МСК (ростовая среда); (е) стрелка 1 – концентрическая пластинка с утолщенной ассиметричной 
стенкой, стрелка 2 – пластинчатое образование в коллагеновом каркасе (ростовая среда).
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лы, плотно упакованные в  плоские структуры 
округлой формы. Структуры в  большей своей 
части гомоцентричны – имеют один геометри-
ческий центр, вокруг которого ориентирова-
но довольно широкое отверстие. Размеры кон-
центрических пластинок варьируют в  пределах 
1–5 мкм, диаметр отверстия – 0.5–1.0 мкм. По-
верхность пластинок в основном гладкая. Одна-
ко некоторые экземпляры имеют участки либо 
эрозирования, либо, наоборот, напластования. 
При этом в  очагах эрозирования обнажены, 
а  в  напластованиях – контурируют слегка вы-
ступающие над поверхностью компактизиро-
ванные коллагеновые субфибриллы. В  обеих 
ситуациях – волокна собраны в упорядоченные 
концентрические пакеты. Отверстие пластинок 
валикообразное, гладкое. Просвет чаще свобод-
ный. Пластинки жестко встроены в  подложку 
посредством трехмерных связей с  волокнами 
не только одного верхнего слоя, но и  подлежа-
щих слоев коллагенового каркаса. По плотности 
упаковки фибрилл в стенке структуры разделя-
ют на концентрические разрастания и  концен-
трические пластинки. Концентрические раз-
растания имеют рыхлую стенку, коллагеновые 
субфибриллы которой заполняют свободное 
пространство межфибриллярных расщелин 
и  пор. Концентрические пластинки – в  доле-
вом отношении этих структур не более 5–7%, 
расположены чаще вблизи клеток, фибрилляр-
ный коллаген в  их стенках уплотнен, стенки 
ассиметрично утолщены и  пронизаны микро-
отверстиями. Подобные формы расположены 
преимущественно на территориях крупных пер-
форированных фенестр МСК с  обнаженной 
коллагеновой подложкой, в  которую встроены 
пластины (рис. 2д). Кроме того, ассиметричные 
пластины отмечены и вблизи широких пластин-
чатых образований, растущих из глубины кол-
лагенового каркаса (рис.  2е). Топологическая 
близость концентрических пластинок к диффе-
ренцирующимся МСК указывает на то, что до-
минирующее участие в  их морфогенезе прини-
мают коллагеновые волокна, синтезированные 
de novo. Морфогенетическая история и перспек-
тивы концентрических пластинок не ясны. Ре-
ализуют они, по-видимому, однонаправленный 
мотив, а именно формирование структур, кана-
лизирующих распространение тканевых жидко-
стей. Диапазон переходных структурных форм 
олигоморфный: концентрические структуры 
с  рыхлой стенкой и  концентрические пластин-
ки с компактизированной стенкой. Ограничен-
ное количество переходных структур с  явным 

доминированием предельно ранних форм (кон-
центрических структур с  рыхлой полустенкой) 
указывает на то, что становление этих образова-
ний относительно кратковременное и в услови-
ях данного эксперимента остановлено на стадии 
структурных предикторов вследствие невысокой 
концентрации морфогенетических агентов и/
или слабой чувствительности концентрических 
структур к действию сигналов.

Клубковые структуры

Клубковые структуры – частицы неправиль-
ной округлой формы, образованные запутанны-
ми коллагеновыми волокнами. В  перитеноно-
вой подложке прослеживают протоклубки в виде 
нечетко оформленных очагов запутывания суб-
фибрилл коллагенового каркаса. Размеры про-
токлубков варьируют от 0.212 до 0.450  мкм, 
численная плотность – 3–4 экземпляра в  слу-
чайно отобранном поле размером 10  ×  7 мкм. 
Место зарождения протоклубков не ясно. Они 
присутствуют в  перитеноновом геле ex tempore 
(рис.  3а). В  перитеноновой подложке клубки 
нередко сконцентрированы в местах скопления 
фибриллярных протоузлов, образуя полиморф-
ные очаги завихрений волокон каркаса (рис. 3б). 
Это свидетельствует об общности морфогенеза 
и, возможно, об единых механических индуцен-
тах. Фибриллярный коллаген в  протоклубках 
предельно компактен, вплоть до полной гомоге-
низации, сопровождающейся кальцификацией 
(рис. 3в). Клубки созревают in situ, на что указы-
вает отчетливая связь с коллагеновой сетью под-
ложки, что позволяет классифицировать их как 
резидентные формы (рис. 3г). Зрелые резидент-
ные клубки достигают 5–7 мкм, имеют четко 
структурированные центры, некоторые прини-
мают эффектный вид, напоминающий “голо-
ву Горгоны” с  “растрепанными” ветвящимися 
фибриллами (рис.  3д). Толщина коллагеновых 
фибрилл в клубках практически в два раза боль-
ше, чем во внегломерулярном каркасе (табл. 1). 
Одной из причин гипертрофии коллагеновых 
волокон может быть локальное ощелачивание 
экстрафибриллярного матрикса, что уменьшает 
суммарный поверхностный заряд коллагеновых 
волокон и  способствует агрегации фибрилляр-
ного коллагена, в  том числе и  с  его нефибрил-
лярными формами (Li et al., 2009).

Показатель шероховатости коллагеновых во-
локон в клубках меньше, чем в волокнах карка-
са, т.е. они менее сцеплены. Поры мельче (воз-
можно, за счет сжатия клубков), но их численная 
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Рис. 3. СЭМ-изображения клубковых образований в перитеноновой подложке (ростовая среда): (а) стрелка – клу-
бок в геле ex tempore; (б) стрелки – зачатки клубков в виде запутанных коллагеновых субфибрилл; (в) стрелки – про-
токлубки с гомогенизированным и кальцифированными центрами; (г) стрелка – формирующийся резидентный 
клубок; (д) зрелые резидентные клубки; (е) стрелка – инволютивный резидентный клубок.

(а)

(в)

(д)

(б)

(г)

(е)
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плотность в разы больше, чем во внеклубковом 
каркасе (табл.  1). Повышенная пористость де-
лает резидентные клубки хорошо проницаемы-
ми для тканевых флюидов. Клубки располага-
ют и  фибриллярными узлами, но в  сравнении 
с  каркасными их меньше, они более крупные 
и с меньшей связностью (табл. 1). Поверхност-
ная площадь коллагеновых фибрилл обратно за-
висит от диаметра клубков – по мере увеличения 
диаметра показатель Sv прогрессивно регресси-
рует (табл.  2). При этом в  размерном диапазо-
не диаметров начиная примерно с  1.5–2.5 мкм 
поверхностная площадь клубков резко падает 
(табл.  2). Соотношения диаметров и  показате-
лей Svi свидетельствуют о том, что в ходе гломе-
рулогенеза структура резидентных клубков ре-
грессирует, они теряют свободную энергию, но 
приобретают термодинамически выгодную ста-
бильность. Большая часть резидентных клубков, 
структурированных в  каркас, – это в  основном 
мелкие формы диаметром 2–3 мкм.

Функциональное предназначение резидент-
ных клубков в  достаточной мере предсказуемо, 
и  оно тесно связано с  их структурной динами-
кой. В морфологическом отношении резидент-
ные клубки представляют собой крупные кон-
гломераты огрубевших фибриллярных узлов, 
что увеличивает способность акцептировать ме-
ханическую энергию и составляет прямое след-
ствие длительных механических напряжений. 
Морфологически напряженное состояние ве-
рифицируют по появлению деформационных 
структур, что делает, в  частности, СЭМ‑ана-
лиз полезным диагностическим инструментом. 
В  малоразмерных формах центры резидентных 
клубков достаточно мономорфны и  состоят из 
фракции переплетенных хорошо структуриро-
ванных коллагеновых фибрилл и поровых про-
странств. Появление крупных форм клубков 
(диаметром больше 10 мкм), возможно, проис-
ходит по механизму прогрессирующего слияния 

протоклубков в малые кластеры и далее в боль-
шие их группы, в  которых отдельные крупные 
формы клубков в  конечном итоге утрачивают 
свою целостность (Tosh et al., 2003). В дальней-
шем по мере увеличения размеров клубков объем 
деформационных структур в  клубках возраста-
ет: тело во всем объеме коллабирует и  форми-
рует сплошной бесструктурный коллагеновый 
массив, количество фибриллярных ответвлений 
снижено, волокна укорочены, утолщены и огру-
бевают. На окончательной стадии инволюции 
клубки уменьшены в размерах, гомогенизирова-
ны и уплотнены в центре, но в периферических 
отделах, наоборот, разрыхлены и разволокнены. 
Клубки приподняты над каркасом. Секвестри-
рующие клубки импрегнированы кальцийфос-
фатами не апатитовой природы (рис. 3е). С уче-
том вышеописанного, один из функционалов 
резидентных клубков, по-видимому, опосреду-
ет изоляцию структурных последствий упругих 
и вязких напряжений с последующим удалением 
деформированного коллагенового материала из 
каркаса. Подчеркнем, что процессы инволюции 
не распространены на весь объем коллагенового 
каркаса подложки, а отмечены только в клубках. 
Это свидетельствует о неоднородности структу-
ры и физико-химических свойств фибриллярно-
го коллагена: в клубках протеин более чувстви-
телен, а  в  коллагеновой сети, наоборот, более 
устойчив к  действию факторов инкубационной 
среды. Механизмы инволюции до настоящего 
времени не ясны. Один из них, и  в  частности 
флокуляция, инициирован с  момента зарожде-
ния клубковых зачатков, когда вследствие за-
путывания функциональные группы фибрил-
лярного коллагена и вмещающей фазы взаимно 
проникают, что, собственно, и провоцирует фло-
куляцию. Этому также способствует и  замед-
ление диффузионных потоков дисперсионной 
среды, обусловленное усложнением структуры 
поверхности коллагеновой фракции клубков. 

Таблица 2. Значения размеров и удельных площадей поверхностей резидентных клубков при культивировании 
14 сут на перитеноновой подложке в ростовой среде

Показатель Ранжированные значения морфометрических параметров клубков

Номера размерных рангов 1 2 3 4 5 6 7

Диапазон рангов, шаг 0.5 мкм До 0.5 0.6 -1.0 1.1-1.5 1.6-2.0 2.1-2.6 2.6-3.5 4.2-6.6

Диаметр клубков (D), мкм 0.451 0.721 1.120 1.710 2.620 3.600 6.410

Удельная площадь поверхности 
клубков (Sv), мкм2/мкм3 11.80 11.12 1.11 9.60 7.90 3.40 2.80
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В  такой ситуации рост локальной вязкости не-
избежен, что, в  свою очередь, ускорит образо-
вание гелевых зародышей, их захват и инкапсу-
ляцию структурирующимися клубками (Wilson 
et al., 2014). В  результате во внегломерулярном 
каркасе может возникнуть относительный де-
фицит центров гелеобразования и,  соответ-
ственно, центров ренатурации, основой которой 
считают самосборку фибриллярного коллагена 
(te Nijenhuis, 1981; Djabourov et al., 1993; Ronsin 
et al., 2017). Так, по-видимому, реализован еще 
один функционал клубков – поддержание рав-
новесия в системе отношений “гломерулогенез–
структурирование каркаса”. При сдвиге в сторо-
ну первого ослабнет структурирование второго.

Глобулы перитенонового геля  
и сфероиды подложки

Эксклюзивным структурным компонентом 
перитенонов in vivo признаны сесамоидные гло-
булы – округлые частицы с  плотной, гладкой 
оболочкой (рис. 4а). Размеры глобул варьируют, 
и они способны к полному или частичному раз-
делению. Основная часть глобул расположена 
в сесамоидных островках – переходных структу-
рах в гистогенетическом ряду хрящевая–костная 
ткань. Основная часть глобул слита с матриксом 
островков, что свидетельствует о  химическом 
сродстве этих структур, склеивающую основу 
которых составляют протеогликаны. Цитоге-
нетическим источником глобул выступают ма-
триксные везикулы, синтезируемые в теноцитах. 
По выходу из последних матриксные везикулы 

мигрируют во внеклеточном матриксе, стремясь 
к расселению вблизи островков. Фундаменталь-
ным структурно-функциональным атрибутом 
перитенонов считают склонность фибриллярно-
го коллагена к  компактизации с  образованием 
тонких пластинок (рис. 4б).

В геле ex tempore явно вследствие кислотного 
и  щелочного воздействия глобулы деформиро-
ваны: уменьшены в размерах, сжаты, их оболоч-
ка приобретает складчатость и  фестончатость 
по краям, глобулы покрыты набухшими колла-
геновыми волокнами, закрывающими от осмо-
тра собственную мембрану (рис.  5а). Проник-
нув в  подложку из геля, сесамовидные глобулы 
приобретают форму сфероидов: происходит вос-
становление формы и  размеров, выравнивание 
поверхности оболочек, исчезает фестончатость 
краев. В  итоге в  большей своей части сферои-
ды подложки приобретают вид морфологически 
близкий к  исходному состоянию сесамовидных 
глобул в  перитенонах in vivo, но для некоторых 
форм агрессивное химическое воздействие име-
ет последствие: в подложке обнаружены дефор-
мированные сфероиды (рис. 5б). В зависимости 
от взаимоотношения с  коллагеновым каркасом 
сфероиды подложки классифицированы на за-
стывшие и растущие формы. Застывшие сферо-
иды морфологически идентичны сесамовидным 
глобулам перитенонового геля ex tempore, но они 
более крупные – диаметр достигает 45–60 мкм. 
В сфероидах подложки фибриллярный коллаген 
отсутствует, но снаружи они покрыты оплеткой 
из утолщенных коллагеновых волокон (рис. 5в) 
и/или ветвящимися цитоплазматическими от-

Рис. 4. СЭМ-изображения сесамовидных глобул в перитеноне in  vivo: (а) стрелки – сесамовидные глобулы; 
(б) стрелка – пластинчатая компактизация коллагеновых фибрилл.

(а) (б)
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ростками прилежащих клеток (рис.  5г). Меха-
низм утолщения коллагеновых волокон неодно-
значен. Отметим, что в большей части волокон 
прослежены морфологические признаки харак-
терной поперечной исчерченности, обусловлен-
ной D‑периодичностью фибриллярного колла-
гена I типа. Кроме того, волокна имеют четкие 
контуры границ раздела. Это указывает на то, 
что волокна не набухшие, а их утолщение, воз-
можно, обусловлено интенсивными процес-
сами самосборки микроволокон с  признаками 
внутрифибриллярной адгезии. В  коллагеновой 
оплетке присутствуют поровые структуры в виде 
широких межфибриллярных расщелин. По-

верхность на обнаженных участках сфероидов 
гладкая, что предопределяет слабость адгезион-
ных взаимодействий. В периферических отделах 
сфероиды уплотнены, границы по периметру 
четкие, ровные, отстоят отдельно и не деформи-
руют сетчатую структуру коллагенового каркаса 
подложки. Метаморфозы застывших сфероидов 
не известны, инкапсуляция, несомненно, сни-
жает их функциональную активность. Вместе 
с  тем морфологические особенности инкапсу-
ляции больше похожи на обратимое состояние: 
оплетка не препятствует разделению составных 
форм сфероидов, подготовленных к  структур-
ной и, соответственно, метаболической раскон-

Рис. 5. СЭМ-изображения застывших сфероидов в геле ex tempore и подложке (ростовая среда): (а) стрелка – сесамо-
видная глобула в геле; (б) стрелка – деформированный сфероид; (в) застывший сфероид в глубине коллагенового кар-
каса; (г) стрелка – застывший сфероид, покрытый коллагеновыми волокнами и цитоплазматическими отростками.

(а)

(в)

(б)

(г)
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сервации. Вероятность перехода в  активное 
состояние, возможно, возрастает, если сферо-
иды попадают в  другую экологическую микро- 
среду, например, в  зону действия морфоге-
нов МСК. Во всяком случае при приближении 
к МСК сфероиды переходят в верхние слои кар-
каса, стремясь к  высвобождению от коллаген-
цитоплазматической оплетки, их оболочка 
разрыхлена, что свидетельствует об усилении 
метаболической активности, чему способствует 
в  том числе и  широкое раскрытие окологлобу-
лярных пор каркаса.

Второй вид сфероидов – это растущие фор-
мы, свободно расположенные на поверхности 
подложки (рис.  6а). В  растущих сфероидах по-
крытие коллагеновыми волокнами и  цитоплаз-
матическими мембранами не структурировано 
в подложку, что делает их подвижными. В усло-
виях in vitro растущие сфероиды, по-видимому, 
приоритетно воспринимают стимулирующее 
воздействие химических агентов питательной 
среды. Это ускоряет их рост – диаметр достига-
ет 70–90 мкм, но это не приводит к активации 
каких-либо тканеспецифичных дифференци-
ровочных процессов. Основная часть растущих 
сфероидов пребывает в  разрозненном состоя-
нии. Но немало и  составных форм, образован-
ных двумя и более частицами (рис. 6б). Морфо-
генез растущих сфероидов сложен. Некоторые из 
них адгезируют при простом сближении с пол-
ным или частичным слиянием, другие пребы-
вают в  метастабильном состоянии разделения/
слияния. При максимальном сближении расту-
щие сфероиды непосредственно контактируют, 
сохраняя непрерывной границу раздела. При 
слиянии – граница в области контакта частично 
или полностью прорастает коллагеновыми суб-
фибриллами. Разделение чаще незавершенное 
и  ассиметричное. Растущие сфероиды демон-
стрируют повышенную функциональную актив-
ность: поверхность приобретает шероховатость, 
поры открыты (рис. 6в). Наружную поверхность 
сфероидов покрывает цитоплазматическая мем-
брана, пронизанная сквозными, достаточно 
крупными фенестрами (рис. 6г).

Роль сфероидов в  морфогенетических про-
цессах при совместном культивировании с МСК 
в  ростовой питательной среде ограничена сла-
бой активностью процессов структурирования 
кальцийфосфатов. Морфологически это выра-
жено в  виде одиночных игольчатых минераль-
ных разрастаний под цитоплазматической мем-
браной или на наружной поверхности растущих 
сфероидов, иногда осаждающихся на поверхно-

сти коллагеновых субфибрилл (рис. 6д). Форма 
отложений кальцийфосфатов схожа с  таковой 
при минерализации коллагеновых волокон и ча-
сто заметна в  оссифицирующейся фиброзной 
ткани. Игольчатая форма разрастаний харак-
терна для роста гидроксиапатитов в свободный 
объем и  структурирования кальцийфосфатов 
по механизму гомогенной нуклеации. Это то-
чечный, но довольно специфичный признак 
структурирования минеральной фазы в  сре-
де коллагеновой ткани по остеогенному на-
правлению. При культивировании в  остео-
генной питательной среде структурирование 
кальцийфосфатов многократно интенсифици-
ровано: в каркасе возникают сверхкрупные гло-
булы (диаметром до 100–120 мкм), покрытые 
непрерывной цитоплазматической мембраной, 
под которой контурируют четко ограненные 
(4–6 граней) микрокристаллы кальцийфосфа-
тов (рис.  6е). Механизм стимуляции апатито-
генеза в  сфероидах не известен, но посколь-
ку столь масштабные проявления наблюдали 
только в присутствии клеток, возможно, сферо- 
иды абсорбировали остеоген-индуцирующие 
агенты, синтезируемые дифференцирующимися 
МСК. Сохраняет актуальность вопрос о том, на-
сколько этот процесс адаптивен по отношению 
к  структурирующемуся каркасу и  насколько он 
эффективен как остеостимулирующий фактор. 
Ведь гидроксиапатит расположен внутри сферо- 
идов, окружен цитоплазматической и  коллаге-
новой мембранами, что может сдерживать уча-
стие данного кальцийфосфата в  морфогенезе 
остеоидных структур. Кроме того, состав, струк-
тура и  биологическая активность новообразо-
ванного гидроксиапатита не известны.

Клеточно-опосредованные структуры

При культивировании на коллагеновой ма-
трице из перитенонового геля крепление диф-
ференцирующихся МСК к  подложке происхо-
дит посредством плоских цитоплазматических 
отростков, выпускающих множественные кол-
лагеновые волокна, сплетающиеся с волокнами 
каркаса (рис.  7а). Прикрепления клеток к  кол-
лагеновым подложкам рассматривают как адге-
зивные взаимодействия с  вынужденной асим-
метрией, свойственной двумерным культурам 
(Beningo et al., 2004). При этом клетки, при-
крепляющиеся к  перитеноновой подложке при 
культивировании как в  ростовой, так и  остео-
генной питательных средах, демонстрируют фи-
лоподиальную систему в  виде узких длинных 
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Рис. 6. СЭМ-изображения растущих сфероидов в перитеноновой подложке (ростовая и остеогенная среды: 
(а) сфероид на подложке (ростовая среда); (б) составной растущий сфероид; (в) растущий сфероид с шероховатой 
поверхностью и открытыми порами (ростовая среда); (г) растущий сфероид, покрытый фенестрированной цитоплаз-
матической мембраной (ростовая среда); (д) стрелка – очаговые разрастания на поверхности растущего сфероида 
(ростовая среда); (е) стрелка – растущий сфероид с микрокристаллитами кальцийфосфатов (остеогенная среда).

(а)

(в)

(д)

(б)

(г)

(е)



УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ      том 144     № 3     2024

СТРУКТУРА И МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КОЛЛАГЕНОВЫХ МАТРИЦ… 279

Рис. 7. СЭМ-изображения МСК и матриксных везикул: (а) прикрепление посредством цитоплазматических от-
ростков, выпускающих многослойную сеть коллагеновых волокон (ростовая среда); (б) стрелки – прикрепление 
посредством филоподий в виде актиновых “усов” (ростовая среда); (в) матриксные везикулы, контурирующие под 
мембраной МСК (ростовая среда); (г) стрелка – матриксные везикулы в месте экструзии коллагенового материала 
(ростовая среда); (д) стрелки – гроздевидные скопления матриксных пузырьков и гранул кальцийфосфатов на по-
верхностях коллагеновых волокон (остеогенная среда).

(а)

(в)

(д)

(б)

(г)

(е)
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усоподобных цитоплазматических отростков, 
пронизанных нитями актина (рис. 7б). Это пря-
мое следствие повышенной жесткости и  более 
высокого натяжения фибриллярного коллаге-
на (Grinnell et al., 2003). Прикрепление клеток 
к  каркасу из перитенонового геля сходно с  та-
ковым в  трехмерных культурах in vitro, а  также 
в тканях in vivo (Hongmei, Grinnell, 2005; Langevin 
et al., 2005). Описанные способы прикрепления 
клеток опосредованы достаточно ранним дей-
ствием тканеформирующих механических сиг-
налов (жесткость и  натяжение), исходящих из 
перитеноновой подложки.

МСК активно синтезируют матриксные ве-
зикулы, что заметно в  виде множества конту-
рирующих под мембранами частиц (рис.  7в). 
При культивировании в  ростовой питательной 
среде концентрирование матриксных везикул 
происходит вблизи МСК, они оседают на экс-
трудируемом коллагеновом материале (рис. 7г). 
На остальном протяжении подложки численная 
плотность везикул значительно меньше – рас-
пространению везикул, возможно, препятствует 
высокая плотность упаковки коллагеновых фи-
брилл (Genin et al., 2009). При культивировании 
в  остеогенной среде везикулы широко распро-
странены в подложке, в которой они формиру-
ют минерализующиеся матриксные пузырьки, 
оседающие на поверхностях коллагеновых во-
локон (рис.  7д). Если в  гранулах гидроксиапа-
тит и  присутствует, то скорее дефицитный по 
кальцию, так как минерализованные частицы 
склонны к дезагрегации на мелкие бесформен-
ные гранулы, что характерно для ранних стадий 
первичной минерализации коллагеновых воло-
кон (Amizuka et al., 2014). Риски гиперминерали-
зации каркаса очевидны: падение эластичности, 
избыточная жесткость и хрупкость.

Теноцитоидные клетки и  сухожилеподобные 
структуры. Теноцитоидные клетки – узкие, вы-
тянутые, ядра их слабо контурируют под цито-
плазматической мембраной, расположены экс-
центрично. Диаметр клеток варьирует в пределах 
7–10 мкм в  широкой части. Поверхность кле-
ток шероховата за счет множественных мелких 
складок, вытянутых вдоль длинной оси. Места-
ми складки имеют вид остроконечных шипова-
тых цитоплазматических выступов. Отходящие 
из базальных поверхностей выступы выпуска-
ют тонкие коллагеновые фибриллы, которые 
крепят клетки к  каркасу. Отметим, что верете-
нообразные клетки присутствуют при культи-
вировании как в ростовой, так и в остеогенной 
питательных средах (рис. 8а, б). При реализации 

в  теногенном направлении дифференцировки 
по мере созревания зрелые теноциты приобре-
тают веретенообразную форму. Элонгированная 
форма клеток, эксцентриситет ядер, вытянутые, 
изгибающиеся формы клеток положительно 
коррелируют с  экспрессией генов и  синтезом 
соответствующих теномаркеров (Franchi et al., 
2007; Hadate et al., 2020; Eren et al., 2021). Сухо-
жилеподобные структуры – синтезированные 
внутри клеток нити протоколлагена, секретиро-
ванные во внеклеточный матрикс и  собранные 
в микропучки. На начальных этапах на боковых 
поверхностях отростчатых клеток возникает па-
кет компактизированных субфибрилл, выступа-
ющий во внеклеточное пространство в области 
сквозных фенестр (рис.  8в). Далее коллагено-
вые субфибриллы, собранные в  тяж толщиной 
1.5–2.5 мкм, растут вдоль длинной оси, форми-
руя шнур из плотно упакованных фибрилл, рас-
щепляющийся на дистальном конце (рис.  8г), 
длина которого достигает 110–140 мкм. Приве-
денные особенности роста, форма и  размеры 
микропучков подобны эмбриональным зачат-
кам сухожилий, появляющимся также и в реге-
нерирующих сухожилиях (Ingraham et al., 2003; 
Bayer et al., 2010).

Лигаментоподобные структуры – группы во-
локон, расположенных параллельно друг дру-
гу в  виде прочно склеенных лент – коллагено-
вых полос (Heybeli et al., 2016). Основная часть 
лент расположена на поверхности подложки, но 
чаще над крупнозернистыми частицами каль-
цийфосфатов, погруженных в  коллагеновый 
каркас (рис. 8д). Отметим, что лигаментоподоб-
ные структуры встречены при культивировании 
в остеогенной среде, где они реализуют главное 
филогенетическое предназначение: in vivo – огра-
ничение избыточной подвижности связываемых 
компонентов (суставов), in vitro – сдерживание 
распада конгломератов кальцийфосфатов и изо-
ляция их отложений. Морфогенез лигаментопо-
добных структур при культивировании in vitro 
во многом не ясен. Но точно известно, что они 
представляют собой производные фибробла-
стов, трансформирующихся в  конечном итоге 
в лигаментоциты, с редуцированными формами 
которых коллагеновые полосы образуют скру-
ченные вдоль длинной оси структуры (Benjamin, 
Ralphs, 2000; Tresoldi et al., 2013). Аналогичные 
структуры обнаружены и  в  каркасе в  виде не-
правильной формы клубков с  закрученными 
и  слившимися вплоть до полной гомогениза-
ции волокнами, составляющими неразделимую 
часть прилежащих коллагеновых полос, прояв-
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Рис. 8. СЭМ-изображения тено- и лигаментоподобных структур в коллагеновом каркасе: (а) стрелка – веретеноо-
бразная клетка (ростовая среда); (б) стрелка – веретенообразная клетка (остеогенная среда); (в) стрелка – коллаге-
новые субфибриллы, собранные на боковой поверхности отростчатой клетки (ростовая среда); (г) стрелка – отрост-
чатая клетка с расщепленным минерализованным отростком (ростовая среда); (д) стрелки – лигаментоподобные 
структуры, “переброшенные” через конгломерат кальцийфосфатов (остеогенная среда); (е) стрелка – лигаменто-
подобная полоска ассоциирования с клубком и эластическим волокном (остеогенная среда).

(а)

(в)

(д)

(б)

(г)

(е)
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ляющих также и повышенный аффинитет к эла-
стическим волокнам (рис. 8е).

Остеоидные образования – полиморфные 
структуры в  виде ламелл, трабекул и  костных 
узелков, гистогенетически связанные с остеоци-
топодобными клетками, продуцирующими фи-
бриллярный коллаген. Ламеллы – пластинчатые 
структуры, выталкиваемые в  экстрацеллюляр-
ное пространство из боковых отделов клеток 
(рис. 9а). Размеры ламелл варьируют в пределах 
5–15 мкм. Форма зрелых ламелл полигональная, 
краевые отделы уплотнены и частично минера-
лизованы, дистальные отделы структурированы 
в коллагеновый каркас. Основными отличиями 
от компактных пластинок можно считать гисто-
генетическую связь с клетками, наличие отвер-
стий гаверсоподобных каналов, отростачатую 
форму и минерализацию (рис. 9б). Трабекулы – 
это вытянутые в виде костных балок фиброзные 
тяжи, образованные плотно упакованными 
коллагеновыми фибриллами (рис.  9в). Дли-
на трабекул – 30–70 мкм, ширина в срединных 
участках  – 3–11 мкм. Анатомически трабекулы 
составляют часть компактизированных коллаге-
новых пучков, исходящих из МСК, дифферен-
цирующихся в остеоцитарном направлении. На 
это указывает ветвящаяся форма клеток с мно-
жественными цитоплазматическими отростка-
ми, продолжением апикальных отделов которых 
служат минерализованные коллагеновые пуч-
ки. Костные узелки – это локальное скопление 
вытянутых клеток с  хорошо развитыми цито-
плазматическими отростками. В условиях in vivo 
подобные структуры возникают в  эмбрионах 
и  регенерирующей костной ткани (Wang et al., 
2021). Особенность узелков состоит в  наличии 
межклеточных мостиков, образованных цито-
плазматическими отростками, переплетающих-
ся с коллагеновыми волокнами и формирующих 
плотно упакованные смешанные структуры. 
Структура сети межклеточных цитоплазмати-
ческих отростков слоистая. В  глубинных сло-
ях отростки широкие, короткие, выпускающие 
тонкие коллагеновые волокна, вплетающиеся 
в  коллагеновый каркас подложки. Поверхност-
ные слои остеоподобных узелков при культи-
вировании в  остеогенной среде образованы 
минерализованными остеоцитоподобными 
клетками, выпускающими узкие (шириной 150–
250 нм), короткие (2–6  мкм) цитоплазматиче-
ские отростки, имеющие вид спикул эмбрио- 
нальных остеоцитов (рис. 9г). Дистальные око-
нечности спикул либо вплетены в коллагеновый 
каркас (рис.  9д), либо посредством дигитаций 

прикреплены к  прилежащим трабекулоподоб-
ным структурам (рис.  9е). Оссифицирующиеся 
узелковые структуры заметны при культивиро-
вании как в ростовой, так и в остеогенной среде, 
но исключительно на перитеноновой подложке. 
В ростовой среде цитоплазматические отростки 
образуют рыхлую сеть, в остеогенной – сплош-
ную (рис.  10а, б). В  ростовой среде активность 
щелочной фосфатазы средняя (рис.  10в) и  вы-
сокая – в остеогенной (рис. 10г). Внеклеточный 
матрикс вокруг цитоплазматических отростков 
уплотнен, насыщен кальцийфосфатами, что 
позволяет предположить формирование амор-
физированных фракций гидроксиапатита, об-
наруживаемых и  на более поздних стадиях со-
зревания костных узелков (Ghita et al., 2014). 
В  трабекулоподобных образованиях, в  цито-
плазматических отростках остеоидных узел-
ков сдвиг границ минерализации прослежен 
в  проксимально-дистальном направлении, что 
отражает не только соответствующий гради-
ент жесткости минерализующихся волокон, но 
и механизм формирования непрерывной мине-
ральной связности, перемещающейся от одно-
го конца волокна к другому (Genin et al., 2009). 
Интенсивность минерализации, ее направлен-
ность, а также преимущественно внутриклеточ-
ная локализация свидетельствуют о том, что эти 
процессы происходят по механизму внутримем-
бранозной минерализации и  оссификации на 
ранних стадиях. Все пластинчатые и трабекуло-
подобные остеоидные структуры перфорирова-
ны сквозными отверстиями с гладкими краями. 
Гаверсификация и  минерализация, несомнен-
но, упрочняют остеоидные структуры и состав-
ляют важный механизм твердотельной органи-
зации оссифицирующихся образований.

Энтезоподобные структуры – это структуры, 
которые обеспечивают скрепление в  межфаз-
ной зоне механически разнородной переходной 
ткани (Rossetti et al., 2017). В условиях in vitro эн-
тезоподобные структуры возникают при куль-
тивировании на перитеноновой подложке пре-
имущественно в остеогенной среде в виде четко 
оформленных по характеру минерализации пе-
реходных зон в области скрепления остеоидных 
образований с  коллагеновым каркасом. Ламел-
лы фиксированы по механизму инфильтрации 
компактизированных отростков вглубь коллаге-
нового каркаса (рис. 11а). В области прикрепле-
ния трабекулоподобных образований к каркасу 
прослежены гребневидные структуры: дисталь-
ные оконечности трабекул расширены и  вее-
рообразно расплетены на 3–5 отростков, обра-



УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ      том 144     № 3     2024

СТРУКТУРА И МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КОЛЛАГЕНОВЫХ МАТРИЦ… 283

Рис. 9. СЭМ-изображения остеоидных структур: (а) стрелка – пластинчатая структура, выталкиваемая из МСК 
(ростовая среда); (б) стрелка – ламелла с минерализованными краевыми отделами (ростовая среда); (в) минерали-
зованная костная трабекула с гаверсоподобными отверстиями (ростовая среда); (г) стрелка – спикула, встроенная 
в коллагеновый каркас (остеогенная среда); (д) стрелки – спикулы, соединяющие минерализованную остеоцитопо-
добную клетку с трабекулой (остеогенная среда); (е) стрелка – спикула, соединенная дигитацией с клеткой (остео-
генная среда).
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зованных коллагеновыми фибриллами плотно 
упакованных в  пучки 1–2 уровней организа-
ции сухожильных нитей. В области стыка пучки 
имеют тонкие ответвления, которые вплетены 
в фибриллярный каркас (рис. 11б). Структурно-
механическое значение данных конструкций 
очевидно. Инфильтрация – это достаточно при-
митивный (архаичный) механизм прикрепле-
ния. Гребневидная, веерообразно сплетенная 
конструкция позволяет равномерно распреде-
лить энергию натяжения на большую площадь 
зачатка энтезиса и, это явно более зрелый спо-
соб прикрепления. Взаимоотношение волокон 
в крепежных конструкциях не случайно, так как 
оно схоже с  анатомической динамикой воло-
кон Шарпье в  фиброзных сухожильно-костных 
соединениях (Aaron et al., 2012). Формирова-

ние структур, скрепляющих разнородную ткань 
с перфорацией волокон в ранние сроки культи-
вирования, свидетельствует о том, что энтезисы 
надкостничного типа можно отнести к одной из 
наиболее архаичных форм сухожильно-костных 
соединений. В  формировании энтезоподобных 
структур имеют значение особенности минера-
лизации, в  частности, минеральный градиент, 
который возникает из-за внутренней шерохо-
ватости поверхности коллагеновых фибрилл, 
способствует осаждению, нуклеации и замедля-
ет движение кальцийфосфатов, перемещаясь, 
по данным СЭМ, по направлению к  границам 
раздела фаз. Описанные структуры схожи с “эм-
бриональными единицами” межфазных прикре-
плений, но, учитывая предельную незрелость, 
структуры можно отнести не более чем к предик-

Рис. 10. Светомикроскопические изображения структуры остеоподобных узелков и отложений диформазана: 
(а) рыхлая сеть цитоплазматических отростков в узелке (ростовая среда); (б) плотная сеть цитоплазматических от-
ростков в узелке (остеогенная среда); (в) средняя активность щелочной фосфатазы в клетках узелков (ростовая 
среда); (г) высокая активность щелочной фосфатазы в клетках узелков (остеогенная среда).

(а)

(в)

(б)

(г)
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торам костно-сухожильных энтез (Zelzer et al., 
2014). Принципиально важно, что в сегрегации, 
направленном росте, крепежных конструкциях 
и  минерализации участвуют коллагеновые во-
локна, синтезированные de novo. Это значит, что 
морфогенетические истории протоэнтез в усло-
виях in vitro определены: коллагеновый материал 
зарождающихся межфазных скреплений мета-
болически и  топологически сенсибилизирован 
к  восприятию механических импульсов и  их 
градиентов. Среди метаболических факторов 
главные – это склераксис и  Sox9 – хорошо из-
вестные индуценты энтез (Murchison et al., 2007; 
Blitz et al., 2009). Применительно к топологиче-
ской сенсибилизации, речь идет об автономном  
и/или взаимообусловленном структурировании, 
увеличивающем жесткость подложки, – одного 
из ключевых факторов, запускающего транс-
формирующие процессы твердотельной на-
правленности в  клетках и  экстрацеллюлярном 
матриксе.

ОБСУЖДЕНИЕ

Вышеприведенные результаты свидетель-
ствуют о том, что при культивировании in vitro 
совместно с  МСК коллагеновый каркас пери-
теноновой подложки, будучи неоднородным 
по происхождению фибриллярного коллаге-
на, тем не менее, реализует единый механизм 
структурно-молекулярных преобразований. 
Нет сомнений, что таковой определен самос-
боркой фибриллярного коллагена, осуществля-

Рис. 11. СЭМ-изображения энтезоподобных структур (остеогенная среда): (а) стрелки – ламелла, прикрепленная 
к коллагеновому каркасу посредством инфильтрации компактизированных отростков вглубь перитеноновой под-
ложки; (б) стрелка – гребневидная структура в области стыка трабекулы с коллагеновым каркасом.

емой: 1) в порядке ренатурации перитенонового 
геля, продолжающейся в  подложке (для колла-
гена, привнесенного в подложку с гелем); 2) ас-
самблирования фибриллярного коллагена, 
синтезированного de novo МСК. Различное про-
исхождение фибриллярного коллагена определя-
ет вариации таких свойств, как чувствительность 
к действию морфогенетических сигналов, темпы 
формообразования, способность к  удержанию 
в дифференцированном состоянии и главное – 
направленность структурообразующих трендов. 
Динамика формообразования, по крайней мере 
резидентных клубков, близка к обратной сигмо-
иде Гомперца, поскольку удельная площадь по-
верхности (Sv) структур прямо пропорциональ-
на энтропии, но обратна их упорядоченности. 
На рис.  12 приведена обратная сигмоида с  от-
четливо выраженными фазами задержки струк-
турирования: стагнация показателя Sv в области 
малых размеров (размерные ранги 1, 2, 3, табл. 2, 
рис.  12)  и ускоренного структурирования: сни-
жение показателя Sv по мере роста размеров 
клубков (4-й, 5-й размерные ранги, табл.  2). 
Это коррелирует с  динамикой фибриллогене-
за коллагена и  обосновывает единый механизм 
структурирования коллагеновых материалов 
(Zhu et al., 2018). Сигмоидальная динамика (Sv), 
в  свою очередь, свидетельствует о  том, что от-
дельные формы в  коллагеновых каркасах по-
строены по механизму структурного насыщения 
и  скачкообразного формообразования. Мор-
фометрически упорядочивающимся областям 
свойственно локальное падение показателя Sv. 

(а) (б)
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В  относительно простых структурах (размером 
до 1 мкм) численные значения Sv не превыша-
ют 7% относительно соответствующих значений 
рядом расположенных участков каркаса (табл. 1, 
2). Но на этом этапе важно не то, насколько 
форм много или мало, а  то, что они разнотип-
ны. Вовлечение в  процессы структурирования 
нескольких типов зарождающихся форм свиде-
тельствует о  системности, а  небольшой стати-
стический размах колебаний Sv – о  невысокой 
энергетичности. Это позволяет признать пока-
затель Sv чувствительным маркером малых, но 
морфогенетически значимых структурных сдви-
гов, энергии которых может быть достаточно для 
пороговой морфологической индивидуации – 
фибриллярные протоузлы, конвергированные 
и компактные пластинки в пределах разрабаты-
ваемой классификации переходят в таксономи-
чески видимые.

Присутствие дифференцирующихся МСК – 
это фундаментальная предпосылка для микро-
эволюционных преобразований коллагеново-
го каркаса. В  целом, не известно, вероятны ли 
в условиях культур in vitro микроэволюционные 
процессы и насколько они релевантны с макро-
эволюцией. Нет понимания специфики микро-
эволюционной изменчивости и  ее динамики: 
непрерывная и/или “урывками” (Hendry, Kin- 
nison, 2001). Совместное с  МСК культивирова-
ние коллагеновых каркасов призвано повысить 

вероятность микроэволюционных событий, 
при изучении которых целесообразно учитывать 
некоторые предпосылки и  методологические 
допущения. Основная предпосылка – малый 
масштаб (в пространстве и времени), приближа-
ющий разноразмерные уровни к рассмотрению 
сразу, а объект и окружающую среду наблюдать 
не раздельно, а вместе. Не менее важно и то, что 
культивирование осуществляют в средах с детер-
минированными колебаниями состава и  свой
ств, которые претерпевают истощение и попол-
нение. В  макросредах такого рода срабатывают 
механизмы эволюционного спасения, снижа-
ющие риски эволюционного “самоубийства” 
(Marrec, Bank, 2023). В  микросредах и,  в  част-
ности в  структурирующемся каркасе, эволю-
ционное спасение сублимировано в  спасение 
морфогенетическое, сдерживающее распад 
и  повышающее значимость структур. В  итоге 
структуры фиксированы в  дифференцирован-
ном состоянии, чему способствуют и скаффол-
ды – “строительные леса”. В  коллагеновых 
каркасах, культивируемых in vitro, эту опцию вы-
полняют коллаген-цитоплазматические оплет-
ки, иммобилизующие сфероиды и костные узел-
ки, которые по мере созревания сбрасывают 
скаффолды. Понимание эволюции как разви-
тия, генерирующего и модулирующего структур-
ные вариации (Willmore, 2012), в большей мере 
отражает процессы усложнения, протекающие 
в  коллагеновом каркасе. С  учетом этого колла-
геновый каркас, возможно, представляет собой 
поле структурообразующих треков, сходящихся 
в аттракторах. По направлениям структурирова-
ния аттракторы плюрипотентны, морфологиче-
ски не оформлены, эмерджентны – возникают 
внезапно и в разное время. Ключевой функци-
онал – рецепция скачков сложности. В  макро-
эволюции аттракторы мониторируют жизне-
способные потенциалы, осуществляя их захват 
(Ferriere, Legendre, 2013). В  тканевых культу-
рах in vitro аттракторы мониторируют центры 
структурирования, осуществляя захват того, что 
Вольперт (Wolpert, 2016) называет “позицион-
ной информацией”. Точки роста сформирова-
ны упорядочивающимися областями, которые 
по выражению Шредингера экспортируют (ми-
нимизируют) структурную энтропию (Kaufman, 
2020). В  формате микро-макроэволюционных 
соотнесений допустимо, что в  ходе преобразо-
ваний структуры экзаптируют, коллажируют 
и фуркатируют – инструментарий, углубляющий 
интерпретации эволюционного усложнения. 
Экзаптирующие структуры возникают путем 
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Рис. 12. Графическое изображение обратной сигмо-
иды Гомперца, отражающей взаимосвязь удельной 
площади поверхности (Sv) и диаметров (приведен-
ных в рангах) резидентных клубков при культивиро-
вание перитеноновой подложки совместно с МСК 
в течение 14 сут в ростовой среде.
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прибавления к исходной функции дополнитель-
ных опций – “экзаптации сложения” (Arnold 
et  al., 1994). По критерию морфологического 
сходства к таким структурам отнесены фибрил-
лярные узлы и  резидентные клубки. Исходная 
функция узлов – рецепция механических им-
пульсов. Дополнительные опции (скорее вло-
жение одной функции в  другую) – изоляция 
структурных последствий механического на-
пряжения и удаление отработанного материала. 
Экзаптируют и сфероиды: в ростовой среде они 
бесполезны как спандрелы (Gould, Lewontin, 
1979; Durston, 2020). В  остеогенной среде, на-
сыщенной морфогенами, сфероиды активиру-
ют дополнительные опции, например, синтез 
гидроксиапатита. Коллаж – сборка надмоле-
кулярных структур из  присутствующего колла-
гена. Коллаж не предполагает молекулярную 
однородность собираемого материала, но допу-
скает разделение (Gregory, 2008). В  отдаленных 
окрестностях морфогенетических градиентов 
или, если материал слабо чувствительный к тка-
неспецифическим сигналам, повышена вероят-
ность формирования разнородных сегрегатов. 
Так возникают конвергированные пластинки 
с  минимальным набором переходных структур. 
В ближайших окрестностях морфогенетических 
градиентов детерминация усилена, а  плюрипо-
тентность аттракторов ограничена. Здесь для 
фибриллярного коллагена, прежде всего, син-
тезированного de novo, реализованы условия 
к  объединению в  тканеподобные образования. 
Таковы концентрические пластинки, у  кото-
рых число переходных структур еще меньше, но 
таксономически они более оформлены. Таким 
образом, при коллажировании происходит по-
строение форм, склонных к  фуркатированию, 
морфогенетическая судьба которых зависит от 
особенностей позиционного информирования, 
захватывающего паттерны субпорогового уров-
ня морфологической индивидуации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Коллагеновый каркас, полученный из пери-
тенонового геля, подвержен структурированию 
с  формированием гистонеспецифических пла-
стинчатых и клубковых образований. Этот про-
цесс организует коллагеновый материал, син-
тезированный в  дифференцированных клетках 
при совместном культивировании и  встраива-
ющийся в  подложку. Формирование типовых 
структур коллагенового каркаса в пространстве 
происходит в  очагах механического напряже-

ния, а  в  динамике культивирования – в  соот-
ветствии с  механобиологическими трендами 
эволюции соединительной ткани. Организация 
коллагенового каркаса протекает по следующим 
направлениям: а)  повышение механосенситив-
ности – рост связности фибриллярных узлов, 
формирование конвергированных пластинча-
тых образований; б)  увеличение прочности – 
формирование компакт-пластинок; в)  оптими-
зация охвата коллагеновой сети – формирование 
резидентных клубковых образований; г)  кана-
лизация гидродинамических потоков – форми-
рование концентрических пластинчатых обра-
зований. Проникшие из перитенонового геля 
в  культуральную коллагеновую подложку сеса-
мовидные сфероиды стимулируют структуриро-
вание кальцийфосфатов по механизмам гомо- 
и  гетерогенной нуклеации, что эксклюзивно 
отражает остеогенез на стадиях организации его 
надмолекулярных структур.

МСК костного мозга при культивировании на 
подложке, полученной из перитенонового геля, 
проявляют тканеспецифическую активность 
по  морфогенетическим векторам фибро-, тен-
до-, лигаменто- и остеогенной дифференциров-
ки. Фиброгенный вектор направлен на обеспе-
чение коллагеновым материалом эволюционно 
выработанных механических свойств опорной 
ткани. Фиброгенный вектор реализован путем 
синтеза фибриллярного коллагена и  стимули-
рования процессов его структурирования в  со-
ставе подложки. Теногенный вектор направлен 
на формирование сухожилий эмбрионального 
типа. Специфическим механизмом теногенной 
дифференцировки считают латеральную само- 
сборку коллагеновых субфибрилл на наружных 
боковых поверхностях клеток и их автономиза-
ция в  виде зачатков сухожильных нитей. Типо-
вой структурой лигаментоподобных зачатков 
стали коллагеновые полосы, запутанные в клуб-
ки, ассоциированные с  эластическими волок-
нами. Остеогенный вектор направлен на фор-
мирование ламеллярных, трабекулоподобных 
и узелковых остеоидных структур. Остеогенный 
вектор опосредован механизмом внутримем-
бранозной оссификации, сопровождающейся 
внутри- и  внеклеточной самосборкой коллаге-
новых массивов, экструзии, гаверсификации 
и  фронтальной минерализации. Морфологи-
ческий стартап энтезоподобных образований – 
это формирование веерообразных волокнистых 
комиссур между разнофазными компонентами: 
минерализованными спикулоподобными цито-
плазматическими отростками между остеоци-
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топодобными клетками, минерализованными 
остеоидными ламеллами, трабекулами и колла-
геновыми волокнами каркаса. Основным меха-
низмом прикрепления зарождающихся энтезис 
с каркасом служат дигитации в составе гребеш-
ковых структур.
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Structure and Morphogenetic Properties of Collagen Matrixes Obtained 
from Connective Tissue Sheaths of Paravertebral Tendons
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The morphogenetic properties of a collagen gel prepared by acetic acid extraction from the tendon sheaths 
(peritenons) of the paravertebral tendons of Wistar rats were studied. The gel was used as a substrate during 
in vitro cultivation together with mesenchymal stromal cells for 14 days in the growth and osteogenic incu-
bation media. It has been established that the collagen framework of the peritenon substrate is strengthened 
by increasing the connectivity of fibrillar nodes and is structured with the formation of lamellar and tangle 
formations. Sesamoid globules, penetrating into the substrate from the initial peritenon gel, during culti-
vation remain inert in the growth medium, but exhibit an increased ability to structure calcium phosphates 
in the osteogenic medium. The formation of cell-mediated structures occurs by directions of fibro-, tendo-, 
ligament- and osteogenic differentiation. The fibrogenic direction provides a structuring framework; the 
tenogenic direction – the formation of embryonic tendons according to the mechanism of lateral assembly 
of collagen subfibrils on cell surfaces and their autonomization in the form of tendon filament primordia; 
the ligamentogenic direction – structuring of collagen ribbons associated with tangles and elastic fibers; 
the osteogenic direction – the formation of lamellar, trabecular and nodular osteoid structures through 
intramembranous ossification, accompanied by activation of alkaline phosphatase and mineralization. The 
formation of enthesis predictors is the organization of commissures between mechanically different-phase 
components of osteoid structures and frame. A classification of taxonomic forms has been developed and 
a hypothesis has been proposed about the role of evolutionary tools in the structuring of the collagen frame-
work in tissue cultures in vitro. The classification of taxonomic forms has been developed and a hypothesis 
has been proposed about the role of evolutionary tools in the structuring of the collagen framework in tissue 
cultures in vitro.

Keywords: peritenon, scanning electron microscopy, fibrillar collagen, collagen gel, structuring of the col-
lagen framework, histogenesis, calcium phosphates, classification, microevolution


