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Резюме
Актуальность. Биодеградируемые	полимеры	являются	одной	из	наиболее	перспективных	групп	мате-

риалов,	пригодных	для	создания	тканеинженерных	конструкций.	Высокий	интерес	к	биополимерам	связан	
с	возможностью	создания,	за	счет	использования	смесей	и	сополимеров,	скаффолдов	с	заданными	свой-
ствами.	При	тестировании	создаваемых	материалов	базовым	является	определение	ключевых	параметров	
биосовместимости.	Цель.	В	тестах	in	vitro	с	мезенхимальными	стволовыми	клетками	человека	провести	
сравнительную	оценку	биосовместимых	свойств	биополимерных	скаффолдов,	изготовленных	из	полика-
пролактона,	полимолочной	кислоты,	их	смесей	и	сополимеров	методом	электроспиннинга.	Материалы 
и методы.	 При	 сокультивировании	 с	 мезенхимальными	 стволовыми	 клетками	 человека	 были	 оценены	
адгезионные	 свойства	 и	 параметры	 цитотоксичности	 скаффолдов,	 изготовленных	 из	 поликапролакто-
на,	 полимолочной	кислоты,	 сополимера	L-	и	D-	изоформ	молочной	кислоты,	 смесей	поликапролактона	
и	полимолочной	кислоты	и	поликапролактона	и	полигликолевой	кислоты,	сополимеров	поликапролактона	
и	полимолочной	кислоты	и	поликапролактона	и	полимолочной	кислоты	с	добавлением	полигликолевой	
кислоты.	Результаты.	После	сокультивации	наибольшее	количество	распластанных	веретеновидных	МСК	
на	поверхности	было	на	полимерах,	 содержащих	полигликолевую	кислоту.	Кроме	того,	на	поверхности	
сополимера	с	полигликолевой	кислотой	клетки	имели	наиболее	близкую	к	контролю	морфологию.	Мень-
ше	всего	живых	клеток	было	обнаружено	на	поверхности	скаффолдов	из	полимолочной	кислоты,	больше	
всего	—	на	поверхности	образцов	из	смеси	поликапролактона	и	полимолочной	кислоты.	Заключение.	Наи-
лучшими	адгезионными	свойствами	в	экспериментах	с	мезенхимальными	стволовыми	клетками	человека	
обладали	биодеградируемые	полимеры	с	добавлением	полигликолевой	кислоты.	

Ключевые слова: Биодеградируемые	полимеры,	биосовместимость,	полигликолевая	кислота,	поли-
капролактон,	полимолочная	кислота,	скаффолд,	смеси	полимеров,	сополимеры.
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Abstract
Background.	 Biodegradable	 polymers	 are	 one	 of	 the	most	 promising	 groups	 of	materials	 suitable	 for	

creating	 tissue-engineered	scaffolds.	The	high	 interest	 in	biopolymers	 is	associated	with	 the	possibility	of	
creating	 scaffolds	 with	 desired	 properties,	 through	 the	 use	 of	mixtures	 and	 copolymers.	 The	 determina-
tion	 of	 the	 key	 parameters	 of	 biocompatibility	 is	 the	 basic	 purpose	 for	 testing	 created	materials.	Objec-
tive.	To	perform	the	comparative	in	vitro	study	of	biocompatibility	properties	of	biopolymer	scaffolds	pro-
duced	using	polycaprolactone,	polylactic	acid,	their	mixtures	and	copolymers	by	electrospinning	technology.	 
Design and methods. The	adhesion	properties	and	cytotoxicity	of	scaffolds	made	from	polycaprolactone,	
polylactic	 acid,	 copolymer	 of	 L-	 and	D-isoforms	 of	 lactic	 acid,	 their	mixtures	 and	 co-polymers	with	 the	
addition	of	polyglycolic	acid	were	investigated	after	scaffolds	co-cultivation	with	human	mesenchyme	stem	
cells	(MSC).	Results. The	largest	number	of	spread	spindle-shaped	MSCs	was	on	the	surface	of	polymers	
containing	polyglycolic	acid.	Besides,	the	cells	on	the	surface	of	the	copolymer	with	polyglycolic	acid	had	the	
morphology	closest	to	the	control.	The	lowest	number	of	living	cells	was	found	on	the	surface	of	polylactic	
acid	scaffolds,	and	the	highest	on	the	surface	of	samples	from	of	polycaprolactone	and	polylactic	acid	blend.	
Conclusion.	Thus,	all	tested	polymers	had	good	adhesion	properties	in	experiments	with	human	mesenchyme	
stem	cells	were	possessed	by	biodegradable	polymers	with	the	addition	of	polyglycolic	acid.	

Key words: Biocompatibility,	 biodegradable	 polymers,	 copolymers,	 polycaprolactone,	 polyglicolic	 acid,	
polylactic	acid,	polymer	blends,	scaffolds.
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Актуальность
В	 настоящее	 время	 терапия	 многих	 заболева-

ний	 основана	 на	 принципах	 регенерации,	 зача-
стую	предполагая	 введение	 в	 организм	 пациента	
тканеинженерных	конструкций.	Методы	тканевой	
инженерии	 позволяют	 управлять	 регенерацией	

органа	посредством	моделирования	оптимальных	
свойств	используемого	в	качестве	каркаса	матери-
ала.	 Современная	 парадигма	 биосовместимости	
предполагает	 активное	 участие	 биоматериалов	
протезов	в	запуске	репаративных	процессов	орга-
низма	 реципиента,	 включающих	 пролиферацию,	
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миграцию	 и	 адгезию	 на	 поверхности	 импланти-
руемых	 конструкций	 клеток	 различных	 типов,	
а	также,	при	необходимости,	запуск	их	дифферен-
цировки	в	желаемом	направлении	[1,	2].

Тканеинженерные	эквиваленты	тканей	и	орга-
нов	 должны	 быть	 как	 можно	 более	 приближены	
по	 своему	 составу	 и	 характеристикам	 к	 соответ-
ствующим	структурам.	Однако	для	многих	задач	
медицинской	практики	до	сих	пор	не	разработаны	
подходящие	материалы,	 пригодные	 для	 констру-
ирования	протезов.	В	связи	с	этим	последние	де-
сятилетия	активно	ведутся	исследования,	направ-
ленные	на	поиск	оптимальных	биоматериалов	для	
применения	в	различных	областях	медицины	[3].

На	 протяжении	 многих	 лет	 тканеинженерные	
конструкции	проектировали	таким	образом,	что-
бы	биоматериалы,	входящие	в	их	состав,	сохраня-
ли	инертность	в	организме	пациента,	минимизируя	
нежелательные	 иммунные	 реакции	 в	 отношении	
имплантата	 [4].	Однако	 в	 настоящее	 время	 боль-
шое	 распространение	 при	 создании	 различных	
протезов	 получил	 подход,	 предполагающий	 ак-
тивное	 взаимодействие	 биоматериала	 с	 тканями	
реципиента	для	запуска	физиологического	ответа,	
активирующего	 пролиферацию	 и/или	 дифферен-
цировку	клеток	в	месте	имплантации	[3].

Одной	 из	 перспективных	 групп	 материалов,	
способных	 удовлетворить	 современным	 требова-
ниям,	которые	предъявляют	к	изделиям	медицин-
ского	назначения,	применяемым	в	регенеративной	
медицине,	стали	биодеградируемые	полимеры	[5].	
К	 ним	 относятся,	 среди	 прочих,	 различные	 али-
фатические	полиэфиры,	 такие	как	поли-L-лактид	
(PLA),	 поли-D-лактид,	 поли-D,L-лактид	 (PLDL),	
полигликолид	 (PGS),	 поли-ɛ-капролактон	 (PCL)	
и	 их	 сополимеры,	 например,	 поли-D,L-лак-
тид-ко-гликолид	 и	 полилактид-ко-капролактон.	
Они	 различаются	 по	 растворимости,	 кристал-
личности,	температуре	плавления,	механическим	
свойствам,	а	также	времени	биодеградации	[6].

На	сегодняшний	день	такие	биодеградируемые	
полимеры,	 как	 поликапролактон,	 полимолочная	
и	полигликолевая	кислоты,	уже	находят	примене-
ние	в	медицинской	практике.	Так,	полигликолевая	
кислота	 активно	 применяется	 хирургами	 в	 каче-
стве	шовного	материала	DEXON®	с	1970	года	[7].	
Смеси,	изготовленные	с	использованием	полигли-
колида,	 тестируются	 в	 качестве	 скаффолдов	 для	
регенерации	хрящей,	 костей,	 связок	и	 зубов.	По-
лимолочная	кислота	используется	в	качестве	кост-
ного	 фиксатора	 Fixsorb®	 [8].	 Поликапролактон	
используется	для	разработки	систем	адресной	до-
ставки	лекарств	в	места	повреждений	[5].	В	насто-
ящий	момент	перечисленные	полимеры	считаются	

наиболее	 перспективными	 для	 конструирования	
тканеинженерных	 протезов	 различных	 органов,	
однако	многие	исследователи	подчеркивают	необ-
ходимость	 их	 модифицирования	 и	 комбинирова-
ния	 в	 различных	 соотношениях	 для	 достижения	
желаемых	свойств	[2].

Одним	из	достоинств	биодеградируемых	полиме-
ров,	помимо	того,	что	они	способны	элиминировать-
ся	из	организма	в	процессе	регенерации	поврежден-
ных	органов,	является	возможность	моделирования	
поверхности	 изготовленных	 из	 них	 скаффолдов.	
Одним	из	популярных	методов	изготовления	скаф-
фолдов,	позволяющих	контролировать	их	структуру	
и	 тем	 самым	создавать	 оптимальное	 топографиче-
ское	 решение	 для	 конкретной	 прикладной	 задачи,	
является	метод	электроспиннинга	[9].

 
Цель
В	тестах	in	vitro	с	мезенхимальными	стволовы-

ми	клетками	(МСК)	человека	провести	сравнитель-
ную	оценку	адгезионных	свойств	биополимерных	
скаффолдов,	изготовленных	из	поликапролактона,	
полимолочной	кислоты,	их	смесей	и	сополимеров	
методом	электроспиннинга.

Материалы и методы
Образцы скаффолдов из биодеградируемых 

полимеров
Все	тестируемые	скаффолды	были	изготовлены	

методом	электроспиннинга	с	использованием	уста-
новки	NANON-01A	(MECC	CO.	Япония)	в	Томском	
политехническом	университете.	Для	изготовления	
скаффолдов	вне	зависимости	от	тестируемых	групп	
были	 использованы	 следующие	 технологические	
параметры.	Напряжение	формирования	30	кВ,	рас-
стояние	 от	 инжектора	 до	 сборочного	 коллектора	
140	мм.	Тип	инжектора	—	игла	22	G.	Тип	сборочно-
го	коллектора	—	стальной	цилиндр	из	нержавею-
щей	стали	размером	10×200	мм.	Частота	вращения	
коллектора	50	об/мин.	Скорость	подачи	прядильно-
го	раствора	6	мл/час.	Прядильные	растворы	гото-
вили,	растворяя	соответствующий	полимерный	ма-
териал	в	гексафторизопропаноле	(Sigma,	США)	при	
температуре	 24	 oC	 в	 течение	 12	 часов,	 используя	
герметичный	 стеклянный	 реактор,	 до	 получения	
однородной	 прозрачной	 вязкой	 жидкости.	 После	
формирования	 скаффолд	 отделяли	 от	 сборочного	
коллектора	 и	 помещали	 в	 вакуум	 5×10-3Па	 на	 24	
часа	для	удаления	остаточных	растворителей.

В	исследование	были	включены	скаффолды,	из-
готовленные	из	следующих	полимерных	материалов:

•	 Поликапролактон	 (Polycaprolactone	
(PURASORB®	 PC	 12,	 PURAC,	 Gorkum,	
Netherlands),	PCL);	
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•	 Полимолочная	 кислота	 (Poly-L-lactic	
acid	 (PURASORB®	 PL	 38,	 PURAC,	 Gorkum,	
Netherlands),	PLA);

•	 Сополимер	L-	и	D-	изоформ	молочной	кис-
лоты	(L-lactide/D-lactide	copolymer	(PURASORB®	
PLDL	8038,	PURAC,	Gorkum,	Netherlands),	PLDL);

•	 Смесь	поликапролактона	и	полимолочной	
кислоты	(Polycaprolactone	+	Poly-L-lactic	acid,	PCL	
PLA);

•	 Смесь	 поликапролактона	 и	 полиглико-
левой	 кислоты	 (Polycaprolactone	 +	 Polyglycolide	
(PURASORB®	PGS,	PURAC,	Gorkum,	Netherlands),	
PCL	PGS);

•	 Сополимер	 поликапролактона	 и	 полимо-
лочной	 кислоты	 (L-lactide/Caprolactone	 copolymer	
(PURASORB®	 PLC	 7015,	 PURAC,	 Gorkum,	
Netherlands),	PLC7015);

•	 Сополимер	 поликапролактона	 и	 поли-
молочной	 кислоты	 с	 добавлением	 полигликоле-
вой	 кислоты	 (L-lactide/Caprolactone	 copolymer	 +	
Polyglycolide,	PLC7015	PGS).

Мезенхимальные стволовые клетки человека 
Забор	жировой	 ткани	 для	 получения	МСК	про-

водился	 в	 ФГБУ	 «НМИЦ	 им.	 В.	 А.	 Алмазова»	
у	 здоровых	 доноров.	Исследование	 было	 одобрено	
Этическим	 комитетом	 Центра	 им.	 В.	 А.	 Алмазова	 
(№	12.26/2014;	1	декабря	2014	г.).	Все	биологические	
тесты	были	выполнены	в	соответствии	с	Хельсинк-
ской	Декларацией.	От	всех	пациентов	было	получено	
информированное	согласие	на	проведение	процеду-
ры.	После	забора	материал	—	1	г	жировой	ткани	из	
околопупочной	области	—	помещали	в	одноразовую	
пробирку.	 В	 стерильных	 условиях	 культурального	
бокса	ткань	фрагментировали	до	однородной	массы	
ресуспендированием	и	переносили	в	культуральные	
чашки	диаметром	35	мм	с	раствором	DMEM	(Lonza,	
Бельгия):коллагеназа	 1	 типа	 (Worthington,	 США)	
в	соотношении	1:1.	Инкубацию	в	растворе	проводи-
ли	при	37	°С	в	течение	30	минут	—	1	часа.	После	
этого	 суспензию	 центрифугировали	 при	 500g	 5-10	
минут.	 Надосадочную	жидкость	 удаляли,	 к	 осадку	
добавляли	среду	для	культивирования	и	переносили	
на	флаконы	75	см2	(BD,	США).

Для	 культивирования	МСК	использовали	 среду	
α-МЕМ	(Modified	Eagle’s	Medium)	(ПанЭко,	Россия)	
с	добавлением	10	%	эмбриональной	телячьей	сыво-
ротки	(ЭТС)	(Hyclone,	США),	100	мкг/мл	стрепто-
мицина	(Invitrogen,	США),	100	ЕД/мл	пенициллина	
(Invitrogen,	 США),	 2	 мМ	 L-глутамина	 (Invitrogen,	
США).	Клетки	 культивировали	 во	 влажной	 атмос-
фере	с	5	%	содержанием	СО2	при	37	°С	до	дости-
жения	ими	70-80	%	конфлюэнтного	монослоя.	Для	
дезинтеграции	монослоя	 клетки	 сначала	 промыва-

ли	 стерильным	0,01М	фосфатно-солевым	буфером	
(PBS)	(Биолот,	Россия)	(pH	7,3-7,5),	затем	добавля-
ли	0,125	%	раствор	трипсина-ЭДТА	(Gibco,	США)	
и	помещали	в	СО2-инкубатор	на	3-5	минут.	После	
этого	 к	 суспензии	 открепившихся	 клеток	 добавля-
ли	 полную	 питательную	 среду	 с	 сывороткой	 для	
ингибирования	 трипсина	и	 снимали	клетки	 с	фла-
кона,	 затем	центрифугировали	при	300g	 в	 течение	
5	минут,	 осадок	ресуспендировали	 в	 свежей	пита-
тельной	 среде.	 Подсчет	 клеток	 проводили	 в	 каме-
ре	Нойбауэра.	До	проведения	экспериментов	МСК	
культивировали	в	стерильных	флаконах	75	см2.	Для	
экспериментов	использовали	МСК	3-5	пассажей.	

Оценка адгезии клеток на биодеградируемых 
скаффолдах

Стерильные	фрагменты	скаффолдов	стандарт-
ной	формы	и	размеров	помещали	в	лунки	24-лу-
ночного	плоскодонного	планшета	(Corning,	США).	
Далее	 в	 лунки	 вносили	 суспензию	 клеток	 в	 кон-
центрации	100	000	клеток	на	лунку.	Контролями	
служили	лунки	с	покровными	стеклами.	Планшет	
помещали	во	влажную	атмосферу	с	5	%	содержа-
нием	СО2	при	37	°С	на	трое	суток,	после	чего	про-
водили	 фиксацию	 образцов	 с	 адгезированными	
на	них	клетками.	Для	этого	кусочки	скаффолдов	
перекладывали	в	чистые	лунки	и	быстро	отмыва-
ли	в	PBS	от	остатков	питательной	среды	в	течение	
нескольких	секунд.	После	этого	из	лунок	отбира-
ли	PBS	и	вносили	4	%	раствор	параформальдегида	
(ПФА)	(Sigma,	США)	на	15-20	минут.	Затем	образ-
цы	с	фиксированными	клетками	промывали	в	PBS	
от	остатков	ПФА	3	раза	по	3	минуты.	Планшеты	
с	образцами	в	PBS	хранили	до	проведения	окраски	
и	дальнейшего	исследования	при	4	°С.

Для	 оценки	 адгезии	 клеток	 на	 скаффолдах	 из	
биодеградируемых	 полимеров	 проводили	 имму-
ноцитохимическое	 окрашивание	 образцов	 анти-
телами	к	белку	цитоскелета	винкулину.	Образцы	
с	клетками	обрабатывали	0,05	%	раствором	Triton	
X-100	 (AppliChem,	Германия)	 на	PBS	в	 течение	3	
минут.	 Затем	 проводили	 3	 отмывки	 по	 3	 мину-
ты	 в	 PBS.	 Для	 уменьшения	 неспецифического	
связывания	 антител	 образцы	 обрабатывали	 1	 %	
раствором	 бычьего	 сывороточного	 альбумина	
(BSA)	(Amresco,	США)	на	PBS	в	течение	30	минут.	
По	 истечении	 инкубации	 раствор	 BSA	 удаляли	
и	 вносили	 в	 лунки	 первичные	 мышиные	 моно-
клональные	 антитела	 к	 человеческому	 винкули-
ну	(VLN01)	(Invitrogen,	США)	в	разведении	1:200	
в	1	%	BSA-PBS	и	инкубировали	1	час	при	комнат-
ной	температуре.	После	 этого	образцы	трехкрат-
но	 отмывали	 в	 PBS	 и	 вносили	 вторичные	 козьи	
анти-мышиные	 антитела	 IgG,	 меченные	 флуоро-
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хромом	Alexa	Fluor	 488	 (Life	Technologies,	США)	
в	 разведении	 1:1000	 в	 1➝	 BSA-PBS	 на	 1	 час	 при	
комнатной	 температуре.	 Далее	 проводили	 3	 от-
мывки	в	PBS	от	остатков	антител.	Для	окрашива-
ния	ядер	клеток	использовали	интеркалирующий	
краситель	DAPI	(AppliChem,	Германия).	Стоковый	
раствор	(5	мг/мл)	разводили	в	PBS	в	соотношении	
1:30	 000.	 Окрашивание	 проводили	 в	 течение	 15	
секунд,	после	чего	образцы	трехкратно	отмывали	
от	остатков	DAPI	в	PBS.	До	проведения	визуализа-
ции	образцы	хранили	в	PBS	в	темноте	при	+4	°С.	
Покровные	стекла	с	клетками	из	контрольных	лу-
нок	монтировали	на	предметные	стекла	с	исполь-
зованием	среды	для	заключения	препаратов.

Визуализацию	клеток	на	полимерных	скаффол-
дах	проводили	при	помощи	инвертированного	флу-
оресцентного	микроскопа	Axiovert	(Zeiss,	Германия)	
и	совместимого	фотоаппарата	Canon.	Кусочки	мате-
риалов	с	клетками	помещали	между	двумя	предмет-
ными	стеклами.	Флуоресценцию	DAPI	и	Alexa	Fluor	
488	регистрировали	с	использованием	соответству-
ющих	фильтров.	Фотографировали	по	10	разных	по-
лей	зрения	при	увеличениях	x20	и	x40	для	каждого	
технического	повтора.	В	каждом	эксперименте	(био-
логическом	 повторе)	 проводили	 по	 3	 технических	
повтора	с	каждым	типом	образцов.

Полученные	изображения	были	проанализиро-
ваны	с	использованием	программного	обеспечения	
FIJI,	для	чего	были	разработаны	макросы	для	под-
счета	 количества	 ядер	 клеток,	 окрашенных	DAPI,	
а	 также	 для	 расчета	 суммарной	 площади	 клеток	

на	 образцах	 по	 выделению	 областей	 с	 высоким	
флуоресцентным	 сигналом	по	 зеленому	 каналу	 (в	
котором	 регистрировалось	 свечение	 вторичных	
антител	 к	 винкулину)	 (рис.	 1).	Далее	 рассчитыва-
ли	среднюю	площадь,	занимаемую	одной	клеткой	
на	образце,	в	программе	MS	Excel	по	формуле:	

Средняя	площадь	одной	клетки,	мкм2	=	 
площадь	изображения,	мкм2	/	суммарная	площадь	

клеток	на	образце,	мкм2

Для	 расчетов	 использовали	 изображения,	 по-
лученные	при	увеличении	x20.	Для	иллюстратив-
ного	материала	подготавливали	изображения,	по-
лученные	при	увеличении	x40,	с	использованием	
плагина	ScientiFig	для	FIJI.	

Оценка жизнеспособности МСК при 
сокультивировании с биодеградируемыми 
скаффолдами

На	3	сутки	после	посева	клеток	на	полимерные	
скаффолды	образцы	отмывали	от	остатков	среды	
в	 PBS	 и	 обрабатывали	 3	 %	 раствором	 трипсина	
в	течение	5-7	минут,	ориентируясь	на	степень	от-
крепления	 клеток	 в	 контрольных	 лунках.	 Затем	
к	клеткам	добавляли	раствор	10	%	ЭТС	на	PBS	для	
нейтрализации	 фермента.	 Клетки	 ресуспендиро-
вали	и	переносили	в	пробирки,	центрифугировали	
в	 течение	3	минут	при	300g,	удаляли	надосадоч-
ную	 жидкость.	 К	 осадку	 добавляли	 аннексин	 V,	
меченный	FITC	(BioLegend,	США),	йодид	пропи-

Рис. 1. Пример работы макроса по подсчету ядер, окрашенных DAPI (А), и выделению 
контуров клеток, окрашенных антителами к винкулину (Б), по интенсивности флуоресценции 

в соответствующих каналах

Figure 1. An example of the macros operation for counting nuclei stained with DAPI (A) and stained 
with antibodies to vinculin (B), according to the fluorescence intensity in the corresponding channels
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дия	(PI)	(BioLegend,	США)	и	кальцийсодержащий	
буфер	 (BioLegend,	 США)	 в	 соответствии	 с	 реко-
мендациями	 производителей.	 Содержимое	 тща-
тельно	 перемешивали	 и	 инкубировали	 20	 минут	
в	темноте	при	комнатной	температуре.	До	прове-
дения	анализа	клетки	хранили	в	темноте	при	4	°С.

Затем	 процент	 живых	 клеток,	 клеток	 в	 ран-
нем	апоптозе,	а	также	клеток	на	поздних	стади-
ях	 апоптоза	 и	 погибших	 определяли,	 используя	
метод	 проточной	 цитометрии	 (Guava	 EasyCyte,	
Millipore,	Германия).	Первоначальное	гейтирова-
ние	клеток	проводили	в	линейных	шкалах	с	ис-
пользованием	прямого	и	бокового	светорассеива-
ния.	 Настройки	 усиления	 по	 соответствующим	
каналам	 флуоресценции	 проводили	 с	 использо-
ванием	интактных	клеток,	окрашенных	изолиро-
ванно	аннексином	V	или	PI,	помещая	негативные	
клетки	в	первую	декаду	логарифмической	шкалы	
по	соответствующему	каналу	детекции.	Настрой-
ку	компенсации	осуществляли	с	использованием	
клеток	 с	 индуцированным	 апоптозом	 (перекись	
водорода	100	мкмоль),	в	силу	отсутствия	клеток,	
находящихся	на	ранних	и	поздних	стадиях	апоп-
тоза	в	интактных	культурах.	Анализ	результатов	
в	каждой	пробе	выполняли	после	сбора	не	менее	
3000	событий.

Для	 оценки	 и	 подсчета	 результатов	 использо-
вали	 программное	 обеспечение	Kaluza	 (Beckman	
Coulter).	В	каждом	эксперименте	проводили	по	3	

технических	повтора.	Статистическую	обработку	
полученных	 данных	 проводили	 в	 компьютерной	
программе	STATISTICA	7.0.	При	анализе	резуль-
татов	с	проточного	лазерного	цитометра	использо-
вали	t-критерий	Стьюдента,	результаты	представ-
ляли	в	виде	среднего	значения	и	ошибки	среднего:	
M	±	m.	При	анализе	результатов,	полученных	по-
средством	флуоресцентной	микроскопии,	исполь-
зовали	непараметрический	U-критерий	Манна-У-
итни,	 результаты	 представляли	 в	 виде	 медианы	
и	интерквартильного	размаха:	Me	(25;75).

Результаты
Адгезионные свойства биодеградируемых 

полимеров, сополимеров и смесей
PCL	 и	 PLA,	 служившие	 базовыми	 образцами	

для	сравнения	с	остальными	полимерными	скаф-
фолдами,	различались	по	адгезионным	свойствам	
в	отношении	МСК.	Количество	МСК	на	поверхно-
сти	скаффолда	из	PLA,	относительная	суммарная	
площадь	клеток,	а	также	степень	распластанности	
клеток	на	этом	образце	были	выше	по	сравнению	
с	соответствующими	параметрами	для	PCL	(табл.	
1).	Как	смесь,	так	и	сополимер	PCL	и	PLA	имели	
наименьшее	количество	МСК	на	своей	поверхно-
сти	по	сравнению	с	чистыми	полимерами.	Кроме	
того,	клетки	на	поверхности	PCL	PLA	имели	более	
округлую	форму,	чем	на	PCL	или	PLA.	МСК	на	по-
верхности	PLC7015	и	PLDL	были	менее	распласта-

Таблица 1. Адгезия мезенхимальных стволовых клеток к биодеградируемым полимерам.  
Me (25; 75)

Table 1. Adhesion of mesenchymal stem cells to biodegradable polymers

Образец
Количество клеток 

на единицу площади 
образца (1 мм2)

Суммарная площадь, 
занимаемая клетками 

на образце, %

Средняя площадь, 
занимаемая одной 

клеткой на образце, 
мкм2

контроль 530	(427;	661) 38.5	(35.9;	42.6) 772	(607;	878)

PCL 51	(35;	64)	•† 1,5	(1,1;	2,5)	•† 326	(264;	377)	•†

PLA 76	(64;	143)	•* 3,0	(2,4;	6,1)	•* 389	(354;	425)	•*

PCL	PLA 22	(13;	29)	•*† 0,5	(0,3;	0,8)	•*† 226	(201;	274)	•*†

PLDL 67	(51;	86)	• 2,1	(1,6;	3,0)	•† 319	(292;	379)	•†

PLC7015 21	(13;	32)	•*† 0.6	(0.4;	1.0)	•*† 286	(234;	390)	•

PCL	PGS 73	(51;	89)	• 2,5	(2,1;	3,2)	• 389	(313;	443)	•

PLC7015	PGS 140	(60;	207)	•* 4.9	(2.8;	6.8)	•* 456	(299;	569)	•

Достоверность	различий:	 •-p	<	0,001	по	сравнению	с	контролем;	*-p	<	0,01	по	сравнению	с	PCL;	†-p	<	0,01	
по	сравнению	с	PLA
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Рис. 2. Адгезия МСК на по-
верхности биодеградируемых 

полимерных скаффолдов. 
Первый	столбец	—	ядра	кле-

ток,	окрашенные	DAPI;	второй	
столбец	—	цитоплазматическая	
локализация	винкулина	в	МСК	
(визуализация	 конъюгирован-
ного	с	вторичными	антителами	
флуорохрома	 Alexa	 Fluor	 488	
по	 каналу	 FITC);	 третий	 стол-
бец	 —	 совмещение	 каналов.	
Масштабная	линейка	—	50	мкм

Figure 2. MSC adhesion on 
the surface of biodegradable 

polymer scaffolds. 
The	first	column	is	cell	nuclei	

stained	 with	 DAPI;	 the	 second	
column	 —	 cytoplasmic	 local-
ization	of	vinculin	 in	MSCs	 (vi-
sualization	 of	 Alexa	 Fluor	 488	
fluorochrome	 conjugated	 with	
secondary	antibodies	by	the	FITC	
channel);	 the	third	column	is	the	
alignment	of	 the	channels.	Scale	
bar	—	50	microns
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ны,	чем	на	PLA,	однако	 существенных	различий	
с	PCL	не	имели	(рис.	2).	

Наибольшим	 количеством	 распластанных	 ве-
ретеновидных	МСК	на	 поверхности	 обладали	по-
лимеры,	 содержащие	 полигликолевую	 кислоту	
(PCL	PGS,	PLC7015	PGS)	(рис.	2).	На	поверхности	
PLC7015	PGS	МСК	имели	наиболее	близкую	к	кон-
тролю	морфологию.	В	том	числе,	у	некоторых	кле-
ток	 были	 обнаружены	фокальные	 контакты	 с	 по-
верхностью	полимера	в	виде	отчетливых	коротких	
полос	локализации	винкулина	в	цитоплазме	отрост-
ков	клеток,	схожие	с	контролем	(рис.	3).	На	поверх-
ности	других	полимерных	скаффолдов	отчетливых	
сайтов	фокальной	адгезии	клеток	не	наблюдалось.

Жизнеспособность мезенхимальных 
стволовых клеток при сокультивировании 
с биодеградируемыми скаффолдами

По	 сравнению	 с	 контролем	 МСК	 на	 стекле,	
на	 поверхности	 всех	 исследуемых	 скаффолдов,	
кроме	PLC7015	и	PLC7015	PGS,	количество	живых	
клеток	 было	 ниже.	Меньше	 всего	 живых	 клеток	
было	 обнаружено	 на	 поверхности	 PLA,	 больше	
всего	—	на	поверхности	PCL	PLA	(табл.	2).	

Обсуждение
Проведенное	 тестирование	 биополимеров	

с	 позиции	 их	 адгезионного	 потенциала	 и	жизне-

способности	адгезировавшихся	клеток	продемон-
стрировало	некоторую	противоречивость	резуль-
татов.	 Так,	 для	 полимолочной	 кислоты	 неплохой	
адгезионный	потенциал	сочетался	с	повышенной	
клеточной	гибелью.	PLDL	обладал	средней	биосо-
вместимостью	при	сокультивировании.	PCL	PLA	
обладал	низкими	адгезионными	свойствами	в	от-
ношении	МСК,	 однако	 на	 его	 поверхности	 было	
обнаружено	 наибольшее	 количество	 жизнеспо-
собных	клеток.	Такие	параметры,	как	количество	
МСК,	 а	 также	 суммарная	 площадь,	 ими	 занима-
емая,	 были	 снижены	 при	 культивировании	 этих	
клеток	на	поверхности	PLC7015.	С	другой	сторо-
ны,	площадь,	занимаемая	одной	клеткой	на	образ-
це,	 была	 сравнима	 с	 PCL,	 который	 показал	 себя	
лучше	по	остальным	характеристикам.	

Для	того	чтобы	быть	признанными	в	качестве	
оптимальных	 материалов	 для	 создания	 ткане-
инженерных	 конструкций,	 новые	 биоматериалы	
должны	успешно	пройти	множественные	 in	 vitro	
и	in	vivo	испытания.	При	этом	такие	характеристи-
ки	материалов,	 как	жесткость,	 способность	 к	 ре-
зорбции	 в	 организме	 и	 скорость	 биодеградации,	
топография	 поверхности,	 обращенной	 к	 клеткам	
и	тканям	организма,	смачиваемость	и	наличие	мо-
дификаций,	могут	как	увеличить	шансы	скаффол-
да	на	приживление,	 так	и	привести	к	неудачным	
операциям.	 К	 конструированию	 искусственного	

Таблица 2. Жизнеспособность мезенхимальных стволовых клеток при сокультивировании 
с биодеградируемыми полимерами

Table 2. Viability of mesenchymal stem cells when co-cultivated with biodegradable polymers

Образец Живые клетки, %
Клетки, находящиеся 

на ранних стадиях 
апоптоза, %

Погибшие клетки 
и клетки, находящиеся 

на поздних стадиях 
апоптоза, %

контроль 95.1	±	0.6 2.5	±	0.4 2.3	±	0.3

PCL 89.6	±	0.7	• 5.6	±	0.3	• 4.8	±	0.5	

PLA 82.3	±	2.2	• 8.1	±	0.7	• 9.5	±	1.4	•

PCL	PLA 91.8	±	0.3	•† 4.8	±	0.4	† 3.3	±	0.1†

PLDL 89.7	±	1.3	† 4.7	±	0.6	† 5.5	±	0.7	†

PLC7015 92.4	±	1.3	† 3.0	±	1.0	† 4.5	±	0.2	•†

PCL	PGS 83.9	±	2.6	 7.1	±	0.7	• 8.8	±	2.1	

PLC7015	PGS 91.2	±	1.3 3.3	±	0.1	*† 5.5	±	1.5

•-p	<	0,01	по	сравнению	с	контролем;	
*-p	<	0,01	по	сравнению	с	PCL;	
†-p	<	0,05	по	сравнению	с	PLA.
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эквивалента	каждого	конкретного	органа	или	тка-
ни	организма	предъявляются	разные	требования,	
и,	соответственно,	ожидаются	разные	результаты	
тестирования	[5,	10].

Оценка	 адгезионных	 и	 цитотоксических	
свойств	 биоматериалов,	 потенциально	 пригод-
ных	к	созданию,	например,	протезов	сосудов	ма-
лого	 диаметра,	 основана	 на	 том,	 что	 скаффолды	
должны	обладать	способностью	к	эндотелизации	

и	привлечению	к	месту	имплантации	прогенитор-
ных	 клеток	 [11].	Соответственно,	 применительно	
к	нашей	 экспериментальной	модели,	перспектив-
ные	биодеградируемые	скаффолды	должны	обла-
дать	высоким	адгезионным	потенциалом	и	низки-
ми	цитотоксическими	свойствами.

По	результатам	исследования	поликапролактон	
обладал	низкой	биосовместимостью	в	отношении	
МСК.	Это	согласуется	с	большим	массивом	литера-

Рис. 3. Фокальные контакты, формируемые МСК на поверхности PLC7015 PGS и в контрольных 
лунках на стекле. 

А,	В	–	увеличение	микроскопа	x40;	Б,	Г	—	вставки,	обозначенные	рамкой	на	соответствующих	фото-
графиях	слева.	Стрелки	указывают	на	фокальные	контакты	МСК	с	поверхностью	субстрата,	видимые	
как	короткие	полосы	локализации	винкулина	в	цитоплазме.	Масштабная	линейка	—	50	мкм

Figure 3. Focal contacts formed by MSCs on the surface of the PLC7015 PGS and in the control wells  
on the glass. 

A,	B	—	microscope	magnification	x40;	B,	D	—	inserts	indicated	by	a	frame	in	the	corresponding	photographs	
on	the	left.	Arrows	indicate	focal	contacts	of	MSCs	with	the	substrate	surface,	visible	as	short	bands	of	vinculin	
localization	in	the	cytoplasm.	Scale	bar	—	50	microns
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турных	данных,	подтверждающих	необходимость	
модификации	этого	полимера	с	целью	увеличения	
его	 адгезионных	 свойств	 и,	 в	 целом,	 повышения	
биосовместимости	 [12,	 13].	 Однако	 встречаются	
исследования,	в	которых	PCL	проявлял	себя	луч-
ше,	чем	другие	полимеры.	Например,	PCL	по	срав-
нению	с	PLA	и	сополимером	PLA	и	PGS	показал	
себя	лучше	в	экспериментах	по	оценке	биосовме-
стимости	с	макрофагами	[14].	Скорее	всего,	биосо-
вместимость	PCL	определяется	в	первую	очередь	
параметрами	топографии	поверхности	материала,	
такими	как	толщина	фибрилл,	размер	пор,	а	также	
выбранной	клеточной	моделью.

Нами	было	показано,	что	PLA	показала	лучшие	
адгезионные	свойства	по	сравнению	с	PCL.	В	то	же	
время	анализ	жизнеспособности	клеток	на	поверх-
ности	PLA	выявил	повышенное	количество	клеток	
в	 стадии	 раннего	 и	 позднего	 апоптоза	 и	 некроза.	
Это	 не	 согласуется	 с	 большей	 частью	 исследова-
ний,	 в	 которых	 PLA,	 напротив,	 является	 материа-
лом	сравнения	в	качестве	наименее	токсичного	при	
исследованиях	 биосовместимых	 свойств	 in	 vitro	
[5,	 15].	 Однако	 многими	 исследователями	 подчер-
киваются	 потенциальные	 отрицательные	 эффекты	
продукта	 деградации	 PLA	 —	 молочной	 кислоты	
на	 запуск	 воспалительного	 процесса	 in	 vivo	 [6].	
В	 одном	 из	 исследований	 была	 показана	 цитоток-
сичность	 молочной	 кислоты	 in	 vitro	 в	 отношении	
МСК	костного	мозга	крысы	при	превышении	поро-
га	ее	концентрации	в	культуральной	среде,	равного	
20	ммоль/л.	Причем	было	установлено,	что	крити-
ческое	влияние	на	жизнеспособность	клеток	оказы-
вает	 изменение	 уровня	 pH,	 сопровождающее	 уве-
личение	содержания	этого	соединения	в	среде	[16].	
В	 другом	 исследовании	 оказалась	 значимой	 также	
роль	самой	молочной	кислоты	как	химического	со-
единения	 [17].	 Возможно,	 происходит	 накопление	
молочной	кислоты	при	сокультивировании	материа-
ла	с	клетками	или,	по	крайней	мере,	pH	среды	изме-
няется	до	критического	значения,	в	частности	из-за	
метаболической	 активности	 клеток.	 Авторы	 двух	
последних	 вышеприведенных	 экспериментальных	
статей	 рекомендуют	 при	 изготовлении	 тканеинже-
нерных	 конструкций	 использовать	 PLA	 с	 неболь-
шим	молекулярным	весом	и	большим	размером	пор	
для	 обеспечения	 быстрого	 и	 более	 эффективного	
элиминирования	молочной	кислоты	из	организма.

Особенности	 параметров	 биосовместимости	
материалов,	 а	 также	 присущих	 им	 физико-меха-
нических	свойств	определили	стратегию	дальней-
шего	 развития	 технологий	 изготовления	 ткане-
инженерных	 конструкций	 из	 биодеградируемых	
полимеров,	 подразумевающую	 создание	 различ-
ных	смесей	и	сополимеров.	Такой	подход	призван	

сохранить	достоинства	и	приуменьшить	недостат-
ки	каждого	отдельного	компонента	[5].

В	 теории,	 изготовление	 механических	 смесей	
PLA	и	PCL	позволяет	контролировать	пластичность	
итогового	 материала	 в	 зависимости	 от	 соотноше-
ния	компонентов	[18].	PCL	имеет	хорошую	эластич-
ность,	но	слишком	большую	жесткость.	Напротив,	
PLA	отличается	 хрупкостью,	 что	может	 привести	
к	спаданию,	например,	протеза	сосуда,	изготовлен-
ного	 из	 этого	 полимера.	 Как	 результат,	 возможно	
развитие	истончений,	 аневризм,	 тромбозов	проте-
зов	сосудов	[19].	Примененная	модель	с	равным	со-
отношением	компонентов,	использованная	в	нашем	
исследовании	для	изготовления	смеси	PCL	и	PLA,	
дала	противоречивые	результаты.

Смесь	 PCL	 и	 PLA,	 в	 противоположность	 PLA,	
обладала	 сниженным	 адгезионным	 потенциалом,	
но	при	этом	характеризовалась	повышенным	удель-
ным	 содержанием	 живых	 клеток	 на	 поверхности	
материала.	 Высокая	 доля	 жизнеспособных	 клеток	
на	поверхности	этого	скаффолда	согласуется	с	ли-
тературными	данными,	подчеркивающими	улучше-
ние	биосовместимых	свойств	PLA	при	добавлении	
PCL	[18].	В	теории,	PCL	в	смеси	с	PLA	приобретает	
более	 гидрофильные	 свойства,	 благоприятные	 для	
адгезии	клеток.	С	другой	стороны,	снижается	веро-
ятность	накопления	чрезмерного	количества	кислых	
продуктов	деградации	PLA	из-за	снижения	ее	содер-
жания	в	конечном	полимере.	В	подтверждение	этих	
гипотез	 можно	 привести	 исследование,	 в	 котором	
было	показано,	что	морфология	клеток	NIH	3T3	при	
культивировании	на	поверхности	смеси	PCL	и	PLA	
была	более	близкой	к	контролю,	чем	при	культиви-
ровании	на	PLA	[20].	Вместе	с	тем,	авторы	данно-
го	 исследования	 также	 проводили	 оценку	 влияния	
разных	 режимов	 электроспиннинга	 на	 свойства	
смесей	PCL	и	PLA	и	показали,	что	условия	формо-
вания	имеют	значение	при	оценке	биосовместимых	
свойств	полученных	скаффолдов.	Кроме	того,	соот-
ношение	компонентов	в	смесях,	примененных	в	ис-
следовании	(80:20	PLA:PCL),	отличалось	от	исполь-
зованного	нами	(70:30	PLA:PCL).	

Сополимер	 PLC	 и	 PLA	 обладал	 относительно	
низким	 адгезионным	 потенциалом.	 В	 результате	
очевидна	необходимость	модификаций	этого	сопо-
лимера	для	увеличения	биосовместимых	свойств.	
Исследования	в	этом	направлении	уже	проводятся	
и	 показывают	 улучшение	 результатов	 при	 введе-
нии	в	сополимер	PCL	и	PLA	дополнительных	ком-
понентов	[21].

Интересные	 результаты	 были	 получены	 при	
культивировании	МСК	на	поверхности	PLDL.	Удов-
летворительные	 адгезионные	 свойства	 сочетались	
с	высокой	долей	живых	клеток	на	поверхности	об-
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разцов.	Литературные	данные	подтверждают	близ-
кую	 к	 контролю	 морфологию	 клеток	 различных	
типов	при	культивировании	на	поверхности	PLDL,	
а	также	высокую	жизнеспособность	клеток	[22,	23].

В	 нашем	 исследовании	 мы	 также	 тестирова-
ли	 биосовместимые	 свойства	 смеси	 PCL	 и	 PGS.	
Полигликолевая	 кислота	 отличается	 выражен-
ными	 адгезионными	 свойствами,	 однако	 в	 связи	
с	 трудностями	 в	 подборе	 растворителей	 возни-
кают	 проблемы	 в	 создании	 смесей,	 содержащих	
этот	полимер	 [5].	PCL	PGS	показал	средние	био-
совместимые	свойства	в	отношении	МСК,	харак-
теризуясь	 небольшим	 количеством	 распластан-
ных	клеток	на	своей	поверхности.	Однако	следует	
отметить,	 что	 при	 культивировании	 на	 этом	 ма-
териале	 мы	 наблюдали	 активное	 проникновение	
отростков	 клеток	 в	 толщу	 скаффолда,	 из-за	 чего	
клетки	 на	 фотографиях	 в	 ряде	 случаев	 казались	
округлыми.	В	условиях	 in	vivo	этот	процесс	осу-
ществляется	при	взаимодействии	клеток	с	внекле-
точным	матриксом	и	активной	миграции	клеток,	
поэтому	 такие	 наблюдения	 in	 vitro	 могут	 свиде-
тельствовать	о	запуске	миграционной	активности	
клеток	в	системе	сокультивирования	с	PCL	PGS.	

Считается,	что	PGS	является	перспективным	по-
лимером	 для	 улучшения	 биосовместимых	 свойств	
не	только	PCL,	но	и	PLA.	Отсутствие	дополнитель-
ной	метильной	группы	в	химической	структуре	PGS	
делает	 этот	 полимер	 менее	 гидрофобным	 и	 менее	
устойчивым	к	 гидролизу	по	сравнению	с	PLA	 [24].	
В	 связи	 с	 этим	 полимеры	 имеют	 разное	 время	 де-
градации,	и	при	изготовлении	смесей	и	сополимеров	
PLA	 и	 PGS	 появляется	 возможность	 регулировать	
этот	параметр	для	каждой	конкретной	задачи,	варьи-
руя	соотношение	компонентов.	При	увеличении	ско-
рости	деградации	таких	смесей	и	сополимеров	так-
же	снижается	вероятность	воспалительных	реакций	
в	ответ	на	накопление	молочной	и	гликолевой	кислот,	
так	как	они	будут	быстрее	элиминироваться	из	орга-
низма	 [6].	 В	 связи	 с	 этим	 полигликолевую	 кислоту	
было	решено	добавить	также	к	сополимеру	PLC7015.

PLC7015	 PGS	 характеризовался	 высоким	 ад-
гезионным	потенциалом	 в	 отношении	МСК.	Это	
согласуется	с	литературными	данными.	Так,	было	
показано,	что	при	добавлении	к	поликапролакто-
ну	 сополимера	 PGS	 и	 PLA	 цитотоксический	 эф-
фект	 материала	 в	 отношении	 различных	 типов	
клеток	млекопитающих	снижался	[14].

Средние	размеры	(площади)	клеток	при	культи-
вировании	в	контрольных	лунках	соответствовали	
литературным	данным	[25,	26].	Однако	при	сокуль-
тивировании	 с	 биодеградируемыми	 скаффолдами	
практически	во	всех	случаях	площадь	одной	клетки	
оказывалась	 меньше	 описанной	 физиологической	

нормы	для	in	vitro	культивирования.	Это	коррели-
ровало	с	отсутствием	признаков	активной	адгезии	
клеток	на	материалах	—	распластанности	и	форми-
рования	комплексов	фокальной	адгезии.	В	случае	
с	МСК	наблюдали	образование	фокальных	контак-
тов	 с	 PLC7015	 PGS,	 но	 степень	 распластанности	
клеток	была	ниже	по	сравнению	с	контролем.	

Выводы
Наилучшими	адгезионными	свойствами	в	экс-

периментах	 с	 мезенхимальными	 стволовыми	
клетками	 человека	 обладали	 биодеградируемые	
полимеры	 из	 поликапролактона	 и	 сополимера	
поликапролактона	и	полимолочной	кислоты	с	до-
бавлением	 полигликолевой	 кислоты	 (PCL	 PGS,	
PLC7015	PGS).
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