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Резюме
С современных позиций биосовместимость представляет собой характеристику всей системы «тка-

неинженерный трансплантат — организм реципиента», адекватное прогнозируемое функционирование 
которой определяется в равной степени всеми входящими в ее состав компонентами (организм реципи-
ента, материал, клетки). При этом сам материал, безусловно, влияет на феномен биосовместимости, од-
нако он тесно связан с функциональными характеристиками организма реципиента, его клеток и тканей. 
Биоматериалы, из которых изготавливают трансплантаты, не должны быть токсичными, иммуногенными 
и тромбогенными. Однако условия, в которые попадает трансплантат в организме, также могут повлиять 
на успешность и полноту выполнения изделием желаемой функции. В связи с этим большое значение 
имеет предварительное тестирование цитотоксичности используемых материалов, а также оценка их 
влияния на функциональную активность различных типов клеток. В обзоре рассмотрены основные мето-
ды, применяемые на данный момент для оценки влияния биоматериалов на жизнеспособность, адгезию 
и миграцию клеток in vitro, а также индукцию окислительного стресса и воспаления.

Ключевые слова: биосовместимость, тестирование in vitro, биоматериалы, трансплантология, цито-
токсичность, клеточная адгезия.
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Abstract
From the modern perspectives biocompatibility is a feature of the whole system «tissue engineered graft — 

recipient’s body». Adequate and predictable performance of this system is determined by all its components 
(recipient’s body, material, cells) to the same extent. Biomaterials for tissue engineered grafts shouldn’t be 
toxic, immunogenic and thrombogenic. At the same time, the efficiency of graft depends on the functional state 
of recipient’s body, tissues and cells. In this case studies of the influence of biomaterials on the viability and 
functional activity of different cell types become crucial. This review focuses on common modern approaches 
to in vitro assessment of the viability, adhesion, migration and induction of oxidative stress and inflammatory 
potential of different types of cells in response to the contact with biomaterials. 

Key words: Biocompatibility, in vitro testing, biomaterials, transplantology, cytotoxicity, adhesion.

For citation: Translyatsionnaya meditsina= Translational Medicine. 2017; 4 (1): 29–40.

Список сокращений
ПЦР — полимеразная цепная реакция, AnnV-
FITC — аннексин-V, меченный изотиоцианатом 
флуоресцеина, PI — йодид пропидия

Современная парадигма биосовместимости
Представления о биосовместимости материа-

лов и требованиях, к ним предъявляемых, менялись 
в разные периоды разработки и применения различ-
ных изделий медицинского назначения. Изначальные 
требования к материалам, длительно присутствую-
щим в организме пациента и выполняющим опреде-
ленные функции, заключались в непричинении вреда 
здоровью, и формулировались в определенном пе-
речне ограничений. В частности, они должны были 
быть нетоксичными, неиммуногенными, нетромбо-
генными, неонкогенными, не вызывающими раздра-
жения и т.д.

Однако постепенно такой подход менялся. К тому 
имелось три основных предпосылки. Во-первых, 
стало очевидным, что реакция на определенные 
материалы может быть различной в зависимости 
от того, в каких изделиях они будут применяться. 
В таком случае биосовместимость не может полно-
стью зависеть только от характеристики материала, 
но будет напрямую связана с той ситуацией, в ко-
торой материал используется. Во-вторых, увели-
чивалось количество изделий, в которых материал 
должен был специфически реагировать с тканями, 
а не быть игнорированным ими (как это происходи-
ло с инертными материалами). Наконец, некоторые 
трансплантаты должны были со временем дегради-
ровать в организме, а не оставаться абсолютно ста-
бильными на неопределенный срок [1, 2]. 

В результате в 1987 году было сформулировано 
определение биосовместимости как способности 
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материала в специфической ситуации выполнять 
необходимую функцию в условиях соответствую-
щего ответа организма хозяина [2]. Это определе-
ние было основано на трех принципах: 

1) Материал должен выполнять определенную 
функцию, а не просто существовать в тканях; 

2) Ответ, который он вызывает, должен быть 
подходящим для применения этого материала; 

3) Характер ответа на конкретный материал, 
а также его уместность могут изменяться в различ-
ных ситуациях.

Исходя из этой парадигмы, становится очевид-
ным взаимодействие двух основных компонентов: 
реципиента и, собственно, материала. При этом 
в отношении реактивности организма пациента 
значимыми могут оказаться такие характеристики, 
как пол, возраст, основное и сопутствующие забо-
левания, физическая активность и ее особенности, 
прием лекарственных препаратов и т.д. Таким об-
разом, каждый пациент будет иметь свои особен-
ности, которые могут оказаться немодифицируе-
мыми или трудно модифицируемыми, в то время 
как характеристики и свойства материала подлежат 
модификации, совершенствованию, тестированию 
и стандартизации [2, 3, 4]. 

К основным характеристикам материала, кото-
рые могут повлиять на ответ организма, относятся 
[2]:

1) состав материала, микро- (или нано-) струк-
тура, морфология;

2) кристалличность и кристаллография;
3) константы упругости;

4) массовая доля воды, гидрофобный-гидро-
фильный баланс;

5) макро-, микро-, нанопористость;
6) химический состав поверхности, химические 

градиенты, поверхностная подвижность молекул;
7) рельеф поверхности;
8) энергия поверхности;
9) электрические/электронные свойства поверх-

ности;
10) параметры коррозии, профиль высвобожде-

ния ионов, токсичность ионов металла (для метал-
лических материалов);

11) профиль деградации, форма продуктов де-
градации и токсичность (для полимерных матери-
алов);

12) продукты отмывки, добавки, катализаторы, 
загрязняющие примеси и их токсичность (для по-
лимерных материалов);

13) профиль растворения/деградации, токсич-
ность продуктов деградации (для керамических 
материалов);

14) профиль высвобождаемых при деградации 
частиц.

К основным характеристикам общей реакции 
организма хозяина на биоматериалы относятся:

1) характеристики адсорбции и десорбции 
белка;

2) генерализованные цитотоксические эффекты;
3) активация нейтрофилов;
4) активация макрофагов, образование гигант-

ских клеток инородного тела, формирование гра-
нуляционной ткани;

Рисунок 1. 
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5) фиброз и активность фибробластов;
6) микрососудистые изменения;
7) ткане/органоспецифический клеточный ответ 

(например, остеокластов и остеобластов для кости, 
эндотелиальной пролиферации);

8) активация каскада свертывания;
9) адгезия, активация, агрегация тромбоцитов;
10) активация комплемента;
11) продукция антител, реакции иммунных  

клеток;
12) острая гиперчувствительность/анафилаксия;
13) аллергическая реакция замедленного типа;
14) мутагенные реакции, генотоксичность;
15) репродуктивная токсичность;
16) онкогенез.
В настоящее время все шире используются 

изделия с длительным периодом функциониро-
вания в организме человека. При этом зачастую 
эксплантация не производится, либо используют-
ся биоматериалы, способные деградировать в ор-
ганизме. Биосовместимость имплантируемого 
на длительный срок медицинского устройства ха-
рактеризуется его способностью выполнять свои 
функции с требуемой степенью инкорпорирования 
в организм реципиента, при этом не вызывая не-
желательных местных или системных эффектов 
у пациента. При этом очевидно, что безопасность 
материала выступает на первый план [5, 6]. К од-

ной из разновидностей такого рода изделий можно 
отнести скаффолды для тканевой инженерии. Це-
лью тканевой инженерии является создание in vitro 
функциональных тканевых компонентов, имплан-
тация которых в организм реципиента приводила 
бы к регенерации поврежденных или утративших 
свою функцию тканей и органов за счет преднаме-
ренной и контролируемой стимуляции выбранных 
клеток-мишеней, опосредованной механизмами 
молекулярного сигналинга и механотрансдукции. 
При этом предполагается, что организм излечивает 
себя сам за счет доставки в необходимую область 
молекулярных сигналов, клеток и/или поддержива-
ющих конструкций. Средствами адресной достав-
ки этих клеток оказываются скаффолды, которые, 
в свою очередь, могут служить в качестве матри-
цы, на которой происходит трансформация клеток 
в тканевом направлении с формированием опреде-
ленной конструкции [7]. 

В такой ситуации биосовместимость матрицы 
для тканевой инженерии определяется ее способ-
ностью выполнять функции субстрата, поддержи-
вающего определенную клеточную активность. 
В частности, биоматериал должен облегчать пере-
дачу молекулярных и механических сигналов с це-
лью оптимизации тканевой регенерации, не вы-
зывая нежелательных местных или системных 
эффектов [2, 8–10].

Рисунок 2. 
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Таким образом, существующие на сегодняшний 
день подходы не позволяют трактовать понятие 
биосовместимости исключительно как свойство 
материала/изделия. С современных позиций био-
совместимость представляет собой характеристику 
всей системы, адекватное прогнозируемое функци-
онирование которой определяется в равной степени 
всеми входящими в ее состав компонентами (орга-
низм реципиента, материал, клетки) (рисунок 1).

На данный момент в мире разработано множе-
ство методик, направленных на оценку параметров, 
характеризующих биосовместимость материалов 
медицинского назначения как in vitro, так и in vivo 
(рисунок 2) [11, 12]. Однако использование живот-
ных моделей для рутинной оценки токсичности 
и биосовместимости материалов в настоящее вре-
мя имеет большое количество ограничений. Это 
связано с существующим в разных странах лими-
тирующим законодательством, этическими норма-
ми, высокой стоимостью таких исследований, ус-
ложненной стандартизацией условий проведения, 
большой длительностью тестирования. В связи 
с этим в последнее время все больше исследований 
по оценке цитотоксичности проводится на моделях 
in vitro. При этом для одобрения какого-либо метода 
тестирования in vitro как альтернативы проведения 
исследования in vivo должны быть подтверждены 
лишь два аспекта — надежность и актуальность. 
Надежность основана на воспроизводимости ре-
зультатов внутри и между лабораториями, а так 
же с течением времени. Актуальность относится 
к научной значимости и полезности результатов 
по сравнению с альтернативным методом приме-
нительно к конкретной ситуации [13, 14]. 

Параметры биосовместимости,  
оцениваемые в тестах in vitro 

Цитотоксичность материала и жизнеспособ-
ность клеток

Еще в конце двадцатого века были описаны 
основные методики оценки цитотоксичности [15–
17], а также опубликованы стандарты по их ис-
пользованию, такие как, например, Американско-
го общества по испытанию материалов (American 
Society for Testing and Materials — ASTM) [18] 
и Международной организации по стандартизации 
(International Standards Organization — ISO) [19]. 
Принято считать, что цитотоксичность, опреде-
ляемая как свойство химических веществ оказы-
вать токсическое действие на клетки, затрагивает 
различные аспекты клеточной функции, такие как 
жизнеспособность, пролиферация, адгезия, био-
синтетическая активность и морфология клетки. 
Изучение данных характеристик при культивиро-

вании клеток in vitro позволяет проводить оценку 
токсикологических рисков использования тестиру-
емого материала [20].

Методики тестирования материала могут под-
бираться в зависимости от структурных характери-
стик материала и от конкретной задачи. В случае 
использования прямых контактных методов клетки 
могут быть посеяны непосредственно на материал 
[21] или, наоборот, образец тестируемого материа-
ла может быть помещен на центр субконфлюэнтно-
го монослоя выбранной клеточной линии [22].

Тесты, основанные на непрямом контактном ме-
тоде, могут быть проведены путем разделения иссле-
дуемого материала и клеток посредством диффузион-
ного барьера, в роли которого может выступать слой 
агара. В качестве альтернативы возможно внесение 
экстракта испытуемого материала, приготовленного 
с использованием культуральной среды, в культуру 
клеток, уже сформировавших монослой [23]. В слу-
чае, если полимеры могут быть растворены в воде 
или в солевых растворах, становится возможным 
использовать различные концентрации материала 
на монослое культуры клеток. После соответству-
ющего времени инкубации (24-72 часа) проводится 
количественная оценка результатов культивирования 
клеток с исследуемыми концентрациями полимеров, 
что позволяет определить концентрацию, при кото-
рой наблюдается 50% погибших клеток в сравнении 
с контролем [24]. Этот тест позволяет проводить ка-
чественную и количественную оценку цитотоксич-
ности, которая может быть подтверждена с исполь-
зованием различных методов.

Качественную оценку связанных с цитоток-
сичностью морфологических изменений, таких 
как открепление клеток, округление, формирова-
ние гранул, уменьшение размера клеточного ядра 
и фрагментация цитоплазмы, обычно проводят 
путем исследования культуры живых клеток или 
фиксированных окрашенных клеток под инверти-
рованным микроскопом. Более глубокое понима-
ние морфологических изменений клеток в ответ 
на контакт с биоматериалом может быть получено 
при использовании флуоресцентной и конфокаль-
ной лазерной микроскопии при окрашивании кле-
точного цитоскелета или ядра. Кроме того, в даль-
нейшем могут быть использованы сканирующая 
и трансмиссионная электронная микроскопия.

Несмотря на то, что сканирующая электронная 
микроскопия является достаточно информатив-
ным методом, позволяющим оценивать клеточ-
ные взаимодействия и топографию материала, 
она оказывается трудоемкой и затратной по вре-
мени, особенно для количественного подсчета 
клеток. С другой стороны, флуоресцентная ми-
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кроскопия, которая позволяет визуализировать 
специфическое окрашивание определенных кле-
точных структур (например, клеточного ядра или 
микрофиламентов), может быть легко адапти-
рована для количественных исследований. Для 
этого необходимо оценить случайным образом 
выбранные или подготовленные изображения 
и провести количественный подсчет специфиче-
ски флуоресцентно меченых событий на опреде-
ленной стандартной площади образца. Метод по-
зволяет провести подсчет клеток (по количеству 
ядер), оценку площади, занимаемой клетками (по 
распределению в цитоплазме филаментных кра-
сителей или при использовании мембранных кра-
сителей), а также оценить количество клеточных 
событий/структур (фокальная адгезия, клеточные 
адгезионные контакты, апоптотические/некроти-
ческие клетки и т.д.) [25]. 

Ключевым показателем в оценке цитотоксично-
сти является количественная оценка живых клеток, 
а также определение соотношения количества жи-
вых клеток к погибшим. Количественная оценка 
жизнеспособности клеток может проводиться с ис-
пользованием витальных клеточных красителей. 
Эти тесты основаны на способности живых клеток 
поглощать и сохранять определенные красители. 
Количество красителя может быть измерено спек-
трофотометрически с последующим наложением 
результатов на стандартную калибровочную кри-
вую, построенную для живых клеток [23]. 

Одним из самых простых и удобных методов 
является использование флуоресцентного кра-
сителя PKH, окрашивающего мембраны клеток. 
Длительный период полураспада (более 100 суток) 
позволяет использовать его для оценки пролифера-
ции, а также в ряде тестов in vivo. Выбор красителя 
необходимо осуществлять с учетом непосредствен-
ной задачи, которую решает исследователь, прини-
мая во внимание тропность красителя не только 
к мембранам клеток, но и к материалу. 

Биохимические колориметрические исследо-
вания могут давать очень ценную информацию 
о количестве адгезировавшихся клеток на исследу-
емой поверхности, в то же время, предоставляя та-
кие доказательства жизнеспособности клеток, как 
активность митохондрий, целостность мембран, 
окислительный стресс и т.д. Вместе с тем исполь-
зование только этих методов предполагает, что:

1) материал специфично не влияет на принцип 
работы выбранного метода оценки жизнеспособ-
ности (например, митохондриальную активность 
в МТТ-тесте); 

2) материал неспецифически не взаимодействует 
с реагентами или продуктами используемого теста. 

Кроме того, с осторожностью нужно трактовать 
результаты тестирования материалов, модифика-
ция которых направлена на изменение метаболиз-
ма клеток, так как могут быть получены ложные 
результаты уровня адгезии. Для предотвращения 
таких ситуаций рекомендуется использовать одно-
временно несколько методов, оценивающих одну 
и ту же характеристику материала [25].

Культивирование на материале может приво-
дить к снижению пролиферативной активности 
клеток по сравнению с физиологическими усло-
виями. В такой ситуации оценка пролифератив-
ной активности клеток оказывается очень важным 
тестом для описания биосовместимых свойств 
биоматериала. При оценке пролиферации клеток 
после культивирования на материале можно ис-
пользовать следующие методы [26]:

1) ДНК-микрочипирование для оценки экспрес-
сии генов (для этого проводят выделение мРНК 
из клеток после 30 часов культивирования на мате-
риале);

2)полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реаль-
ном времени;

3) иммунофлуоресценция.

Апоптоз/некроз
Количество клеток, вступивших в апоптоз или 

погибших после контакта с биоматериалом, явля-
ется одним из основных критериев оценки цито-
токсичности. Визуализация клеток возможна как 
посредством различных видов микроскопии, так и с 
помощью проточной лазерной цитометрии суспен-
зии клеток, снятых с поверхности образца [27].

Одним из универсальных методов исследова-
ния апоптоза является анализ липидного состава 
плазматической мембраны клеток [27]. Запуск 
апоптоза, сопровождающийся снижением кон-
центрации АТФ внутри клетки, вызывает измене-
ния в работе широкого спектра внутриклеточных 
ферментов, что сказывается на нарушении асим-
метрии клеточной мембраны апоптотирующей 
клетки [28]. В поверхностном слое мембраны 
апоптотичеких клеток в большем, по сравнению 
с живыми клетками, количестве появляются мо-
лекулы фосфатидилсерина.

Для исследования асимметрии мембраны апоп-
тозирующих клеток, а именно для выявления фос-
фотидилсерина, используют конъюгаты аннексина 
V с различными флуорохромами. В присутствии ио-
нов кальция этот белок способен взаимодействовать 
с отрицательно заряженными фосфолипидами, при 
этом он обладает очень высоким сродством к фос-
фатидилсерину (константа диссоциации около 
5·10-10). В настоящее время наиболее распростра-
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ненным и широко применяемым методом исследо-
вания апоптоза является окрашивание клеток при 
помощи аннексина V, меченного FITC (AnnV-FITC), 
и красителей ДНК (например, йодистого пропидия 
(PI) или 7-аминоактиномицина D (7-AAD)).

Принцип этого метода заключается в следую-
щем. На ранней стадии апоптоза молекулы фосфо-
тидилсерина появляются на поверхности клеток, что 
делает их доступными для взаимодействия AnnV-
FITC. Потеря мембранной асимметрии в динамике 
развития апоптоза по времени совпадает с запуском 
конденсации хроматина и фрагментации ДНК. Од-
нако целостность и непроницаемость для ДНК-свя-
зывающих красителей клеточной мембраны еще 
сохраняется, поэтому на гистограммах флуорес-
ценции клетки, находящиеся на ранних стадиях 
апоптоза, будут характеризоваться как позитивные 
по AnnV-FITC и негативные по PI (AnnV-FITC+PI–). 
На поздней стадии апоптоза клеточная и ядерная 
мембраны теряют свою целостность и становятся 
проницаемыми для ДНК-связывающих красителей, 
поэтому клетки в поздней фазе апоптоза или уже 
погибшие будут позитивны по обоим красителям 
(AnnV-FITC+PI+). Такими же характеристиками 
флуоресценции могут обладать и некротические 
клетки, поскольку имеют разрушенную мембрану, 
в результате чего AnnV-FITC и PI свободно прони-
кают в клетки и взаимодействуют со своими ли-
гандами. Кроме того, некротические клетки могут 
не окраситься AnnV-FITC за счет разрушения цито-
плазматической мембраны, но быть позитивными 
при окраске PI (AnnV-FITC–PI+) [27].

Следующий метод может быть использован в ка-
честве скрининг-метода (быстрого в постановке и не-
дорогого). Метод основан на одновременном приме-
нении двух флуоресцентных красителей — йодида 
YO-PRO-1 и PI [29]. Отличительной особенностью 
этих веществ, помимо небольшой молекулярной мас-
сы (629,3 и 668,4 Да, соответственно), является спо-
собность стехиометрическим образом связываться 
с нуклеиновыми кислотами клетки. Подобного рода 
взаимодействия сопровождаются накоплением кра-
сителей в цитоплазме (после взаимодействия с РНК) 
и в ядре (после взаимодействия с ДНК) клетки и, как 
следствие, изменением флуоресценции после воз-
буждения источником света с длиной волны 488 нм. 
Максимум эмиссии YO-PRO-1 приходится на зеле-
ную часть спектра (около 509 нм), а PI — на красную 
(около 617 нм). Однако существенное различие меж-
ду данными красителями заключается в способности 
проникать в клетки, билипидный слой мембраны ко-
торых для них является непроницаемым.

За накопление YO-PRO-1 внутри цитоплазмы 
отвечают P2RX7 лиганд-зависимые ионные кана-

лы, относящиеся к семейству пуринорецепторов 
[30, 31]. В живых клетках накопления YO-PRO-1 
не происходит, так как эти каналы не активны или 
обладают невысокой способностью транспортиро-
вать краситель через мембрану. Однако их актива-
ция происходит при запуске апоптоза и по времени 
совпадает с нарушением асимметрии липидного 
состава поверхностной мембраны, что позволяет 
рассматривать накопление YO-PRO-1 в клетке в ка-
честве события, характерного для «ранних» стадий 
апоптоза. Йодистый пропидий не имеет каких-либо 
интегрированных в мембрану специфических пере-
носчиков и может проникать в цитоплазму и ядро 
только через поврежденные/фрагментированные 
мембраны, что обычно имеет место на финальных 
стадиях апоптоза при формировании апоптотиче-
ских телец или при некрозе клеток. Таким образом, 
живые клетки в образце не будут окрашиваться 
ни одним из упомянутых выше красителей. Клет-
ки, вступившие в апоптоз, будут позитивны только 
по YO-PRO-1, тогда как клетки, находящиеся на бо-
лее поздних стадиях апоптоза, будут эффективно 
окрашиваться обоими красителями.

Клеточная адгезия
После того, как цитотоксичность материала 

исключена, можно переходить к сокультивирова-
нию клеток с материалом и последующей оценке 
адгезии. Естественно, в зависимости от природы 
и функции материалов, адгезия клеток на поверх-
ности может быть и нежелательным эффектом. 
В любом случае, клеточная адгезия является пред-
посылкой для оценки любых дальнейших клеточ-
ных функций, таких как экспансия, пролиферация, 
миграция и биосинтетическая деятельность [20].

Хорошо известно, что характеристики поверх-
ности материала, такие как химизм, смачивае-
мость, энергия поверхности и топография, играют 
ключевую роль в клеточной адгезии [32–34]. Коли-
чественно клеточная адгезия может быть оценена 
посредством исследования изображений, получен-
ных после проведения световой и сканирующей 
электронной микроскопии. В качестве альтернати-
вы могут применяться методы спектрофотометри-
ческого анализа, подобные тем, что используются 
при оценке цитотоксичности. 

Известен подход, позволяющий оценивать 
не только количество адгезировавшихся на поверх-
ности материала клеток, но и силу сцепления. Для 
этого проводят подсчет сошедших клеток после 
трипсинизации поверхности через 5 и 20 минут 
после обработки ферментом. Предполагается, что 
получаемый в таких условиях результат указывает 
на большую адекватность для измерения прочности 
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крепления, чем общий уровень адгезивных клеток 
[25]. При этом авторы утверждают, что результат 
трипсинизации должен быть представлен в виде 
кривой время/концентрация, чтобы получить сопо-
ставимые и надежные результаты. Этот метод можно 
отнести к так называемым «механическим» методам 
оценки адгезии, так как он основан на определении 
силы сцепления клеток с поверхностью [35]. 

В последнее время были предложены новые ме-
тоды для количественного определения биосовме-
стимости материалов с точки зрения клеточной ад-
гезии. В частности, была предложена методология 
in situ наблюдения за клетками, адгезированными 
на непрозрачных поверхностях [36]. Метод осно-
ван на использовании иммунных реакций в со-
четании с флуоресцентным агентом и позволяет 
осуществлять непосредственное изучение клетки 
на месте адгезии. 

Изменения морфологии клеток после адгезии 
на материалах можно изучать при помощи различ-
ных оптических методов: микроскопии фазового 
контраста, автоэмиссионной электронной микро-
скопии, конфокальной микроскопии.

В настоящее время считается уже недостаточ-
ной простая констатация факта высокой или низ-
кой адгезии клеток на поверхности тестируемого 
материала. Используя парадигму тканевой инже-
нерии, по которой биоматериал является активным 
участником процесса регенерации и может сам 
по себе участвовать в таких процессах, как управ-
ление дифференцировкой клеток, пролиферацией 
и т.д., становится очевидной целесообразность из-
учения механизмов адгезии клеток на материале. 
Для этого проводится оценка экспрессии белков 
цитоскелета и адгезии, таких как винкулин, талин 
и актин путем иммуноцитохимического окраши-
вания клеток с предварительной фиксацией и пер-
меабилизацией. По интенсивности флуоресценции 
оценивается количество внутриклеточного белка 
[37]. Закономерно меняется и экспрессия генов, ко-

дирующих эти белки, — параметр, который также 
подлежит оценке.

Следует отметить, что определение содержания 
винкулина в клетке является одним из наиболее на-
дежных методов оценки адгезии. Дело в том, что 
цитоплазматическая фракция винкулина, не свя-
занного с другими белками, вымывается из клеток 
при обработке детергентом Triton X-100 до прове-
дения процедуры фиксации. Таким образом, при 
дальнейшем иммуноцитохимическом окрашива-
нии выявится только та фракция винкулина, кото-
рая ассоциирована с сайтами фокальной адгезии. 
Чувствительность метода может быть увеличена 
путем мечения антител к винкулину частицами 
коллоидного золота и их последующей визуали-
зации при помощи автоэлектронной микроскопии 
с детектором обратно рассеянных электронов [35]. 
Вне сомнения, при выборе конкретного метода 
оценки адгезии клеток на материале стоит иметь 
ввиду топографию и другие свойства материала, 
такие как, например, степень прозрачности (в слу-
чае визуализации взаимодействия «клетка-матери-
ал» с помощью световой микроскопии).

Генотоксичность
Биоматериалы более не рассматриваются как 

инертные, биологически неактивные вещества. 
Наоборот, биологическая активность, которой они 
обладают, играет ключевую роль в их применении. 
С этих позиций тщательного исследования требует 
изучение влияния используемых материалов на ре-
гуляцию клеточного цикла. 

Материал трактуется как мутагенный, если он 
индуцирует первичные повреждения ДНК, кото-
рые обычно восстанавливаются ферментами репа-
рации ДНК. Иногда, когда этих систем не хватает, 
они несовершенны или перегружены, повреждение 
сохраняется в ДНК, передается в клетки-предше-
ственники и трансформируется в мутации. Панель 
методов оценки мутагенности материалов представ-

Таблица 1. Методы оценки мутагенности in vitro

Феномен Метод

Генные мутации Тест Эймса/ Тест E.coli
Генные мутации в клеточных культурах млекопитающих

Повреждения хромосом
Митотические анеуплоидии в дрожжах
Анализ метафаз культур клеток млекопитающих
Тест микроядер

Повреждения ДНК
Митотическая конверсия гена (дрожжи)
Обмен хроматидами
Электрофорез единичных клеток
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лена в стандарте ISO 10993-3 [38, 39] и приведена в 
таблице [1].

Принципиально тесты на мутагенность заключа-
ются в следующем: материал или исследуемый агент 
контактируют с клетками в течение определенного 
промежутка времени, после которого оценивают-
ся различные, связанные с генами характеристики, 
в сравнении с положительным (известные геноток-
сичные агенты) и отрицательным контролями [20]. In 
vitro тесты могут быть классифицированы по исполь-
зованию прокариотических и эукариотических орга-
низмов. Отдельные тесты созданы для детектирова-
ния мутаций в соматических и зародышевых клетках.

В 1950-е годы стало понятно, что метаболизм 
инородных компонентов может играть важную 
роль в канцерогенезе. Как полагают, опухолевый 
процесс при этом индуцируется химическими 
агентами, которые превращаются в реакционно-
способные электрофильные вещества, способные 
взаимодействовать с белками и нуклеиновыми 
кислотами. Поэтому при выборе метода оценки 
мутагенного потенциала необходимо учитывать 
химические вещества (компоненты или продукты 
разрушения), которые могут повреждать ДНК са-
мостоятельно или становятся мутагенными после 
превращения в реакционноспособные соединения. 

Развитие таких технологий, как геномный, транс-
криптомный или протеомный анализ, позволяет 
оценивать экспрессию генов на ином уровне и, со-
ответственно, проводить тестирование материалов 
и экстрактов [40, 41] более глобально. Уровень ак-
тивности генов может изучаться с использованием 
нозерн-блота, гибридизации in situ или ПЦР. Может 
быть использован и более современный метод ми-
кроанализа, при котором выделенная РНК сначала 
конвертируется в кДНК или кРНК, а потом измеря-
ется уровень гибридизации на микрочипах. 

Протеомный анализ позволяет оценивать актив-
ность трансляции различных белков. Целью такого 
анализа является определение физиологической 
или значимой патологической продукции белков 
[42]. Изучение активации онкогенеза и утраты про-
дуктов генов-онкосупрессоров может быть крайне 
полезным для in vitro тестирования канцерогенно-
го потенциала биоматериалов [15].

Окислительный стресс
Ионы металлов, а также индуцируемые ими 

свободные радикалы — активные формы кислоро-
да могут стать причинами окислительного стресса 
в клетках при культивировании на материале. Для 
оценки окислительного стресса после культивиро-
вания на материале можно использовать следую-
щие методы [26]:

1) ДНК-микрочипирование для оценки экспрес-
сии генов супероксиддисмутазы, глутатион перок-
сидазы, глутатион-S-редуктазы, белков теплового 
шока, гемоксигеназы-1; 

2) оценка активности супероксиддисмутазы 
(увеличение свидетельствует об окислительном 
стрессе), количества глутатиона (снижение свиде-
тельствует об окислительном стрессе), образова-
ния свободных радикалов (увеличение свидетель-
ствует об окислительном стрессе); 

3) оценка уровня гемоксигеназы методом им-
муноферментного анализа (увеличение свидетель-
ствует об окислительном стрессе), детекция нитро-
тирозина (маркера NO-зависимого оксидативного 
стресса). 

Одним из механизмов немедленного ответа ор-
ганизма на чужеродный материал является респи-
раторный взрыв макрофагов, в результате которого 
продуцируется большое количество свободных ра-
дикалов, таких как супероксидный анион-радикал 
(O2-). В запуске этого процесса участвует фермент 
NADPH-оксидаза, каталитические субъединицы ко-
торого представлены белками gp91phox, p22phox, 
p47phox, p67phox и малым G-белком Rac1. Актив-
ность фермента может свидетельствовать об интен-
сивности респираторного взрыва макрофагов и оце-
нивается по экспрессии генов субъединиц p22phox, 
p47phox, p67phox и gp91phox методом ПЦР в реаль-
ном времени после культивирования клеток на мате-
риале, а также методом вестерн-блоттинга (субъеди-
ницы p22phox и p47phox) [43].

Воспаление
В тестах in vitro также может быть исследована 

индукция провоспалительной активности клеток по-
сле культивирования в присутствии биоматериалов 
[4]. При этом в качестве модели могут быть исполь-
зованы не только собственно иммунокомпетентные 
клетки (моноциты, макрофаги), но и эндотелиальные 
клетки. Например, для оценки адгезии мононуклеар-
ные моноциты человека активировали липополиса-
харидом для индукции дифференцировки в макрофа-
ги и активации воспалительного потенциала, после 
чего инкубировали в присутствии тканеинженерных 
скаффолдов в течение 12 и 24 часов. Число адгези-
ровавших макрофагов оценивают по активности лак-
татдегидрогеназы [44]. Также можно оценивать экс-
прессию генов IL-8 и циклооксигеназы-2 методами 
ДНК-микрочипирования и ПЦР в реальном времени. 
При этом увеличение экспрессии этих генов будет 
свидетельствовать об активации провоспалительной 
активности клеток [43].

Широкое распространение для определения со-
держания провоспалительных цитокинов и других 
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медиаторов воспаления получили методы имму-
ноферментного анализа (материалом служит кон-
диционированная культуральная среда), а также 
проточная цитометрия и вестерн-блоттинг (мате-
риалом служат непосредственно клетки) [44].

Миграция клеток
Миграция клеток при контакте с материалом 

или продуктами его деградации демонстрирует 
иммуногенность и хемотактический потенциал ис-
пользуемого материала. Эти свойства также явля-
ются важной характеристикой биосовместимости. 
Поэтому оценка миграционной активности различ-
ных клеток после культивирования в присутствии 
биоматериалов представляет все больший интерес. 
Так, в одном из исследований тканеинженерные 
скаффолды с иммобилизованными в них ростовы-
ми факторами помещали в нижнюю камеру Боудена 
и погружали в бессывороточную среду. На покры-
тые фибронектином вставки помещали эндотели-
альные клетки пупочной вены человека (HUVEC) 
и оценивали их миграционную активность спустя 
24 часа по количеству клеток, оказавшихся на ниж-
ней стороне вставки. При этом сравнивали количе-
ство клеток, мигрировавших на нижнюю сторону 
вставки, по сравнению с контрольными лунками 
без биоматериалов. Дополнительно оценивали ко-
личество жизнеспособных клеток [45].

Гемосовместимость является важной харак-
теристикой материалов, имплантируемых в сосу-
дистое русло и имеющих непосредственный кон-
такт с клетками крови. Для успешной интеграции 
в сосудистое русло протез должен обладать двумя 
фундаментальными биологическими свойствами: 
способностью к эндотелизации и гемосовместимо-
стью. Тромбогенные свойства сосудистого скаффол-
да играют наиболее важную роль на ранних этапах 
регенерации сосуда, когда каркас не до конца по-
крыт монослоем эндотелиальных клеток. Окклюзия 
графта из-за тромбоза является одной из причин 
неудачных имплантаций. Тромбогенность биома-
териала in vitro можно оценить по адгезии к нему 
тромбоцитов. При этом количество клеток корре-
лирует с содержанием в них фермента лактатдеги-
дрогеназы (LDH) [44]. Это позволяет использовать 
метод спектрофотометрии (длина волны 340 нм) по-
сле проведения реакции восстановления субстрата 
(пирувата в присутствии NADH) ферментом LDH (в 
лизате тромбоцитов) для установления количества 
адгезировавших тромбоцитов.

Для анализа тромбогенности материала также 
применяют оценку времени свертывания цельной 
крови в присутствии биоматериала. Для этого цель-
ную венозную кровь, собранную в пробирки с цитра-

том натрия в качестве антикоагулянта, реактивируют 
добавлением 10% раствора 0,1M CaCl2 и немедленно 
помещают в лунки 12-луночного планшета совмест-
но с биоматериалами на 10, 30 и 60 минут. Затем 
лизируют эритроциты, не попавшие в тромб, до-
бавлением дистиллированной воды. Далее проводят 
спектрофотометрический анализ (длина волны 540 
нм) гемоглобина из лизированных эритроцитов. Чем 
выше уровень гемоглобина, тем меньше эритроци-
тов оказалось в тромбе, и тем менее тромбогенными 
свойствами обладает материал [44].

Кроме того, возможно использование метода 
проточной цитометрии для оценки уровня экспрес-
сии поверхностных клеточных молекул адгезии. 
Так, в одном исследовании проточная цитометрия 
применялась для оценки экспрессии тромбомоду-
лина, который является компонентом системы ан-
тикоагуляции; тканевого фактора; а также эндоте-
лиального рецептора протеина C (CD201), который 
участвует в регуляции свертывания крови, на эндо-
телиальных клетках после культивирования на ма-
териале [46].

Заключение
Таким образом, современная парадигма биосо-

вместимости подразумевает важность всей систе-
мы — материал, клетки, организм. При этом сам 
материал, безусловно, влияет на феномен биосо-
вместимости, однако он тесно связан с функцио-
нальными характеристиками организма реципиен-
та, его клеток и тканей. В современных условиях 
к биоматериалу предъявляются более высокие  
(в том числе функциональные) требования, выхо-
дящие за рамки «простой» биоинертности в ор-
ганизме пациента. Таким образом, всестороннее 
тестирование биоматериала в системах in vitro 
приобретает высокую значимость. В зависимости 
от вида исследуемого биологического материала, 
его физических, химических и механических ха-
рактеристик, а также приложения в биологии или 
медицине возможен подбор различных методов 
тестирования биосовместимости с учетом кон-
кретных задач, поставленных перед исследова-
телем. Немаловажным оказывается опыт работы 
конкретной лаборатории с теми или иными ме-
тодами исследования, наличие приборной и ре-
сурсной базы. При выборе спектра исследований 
также необходимо учитывать тренды современ-
ной доказательной медицины, по которым целе-
сообразно одни и те же наблюдения подтверждать 
разными методами.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 16-13-10239).
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