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МиКрОНОСители В Виде ВОлОКОН иЗ НАтУрАльНОГО 
ШелКА длЯ КУльтиВирОВАНиЯ КлетОК
М.М. Боброва, Л.А. Сафонова, А.Е. Ефимов, О.И. Агапова, И.И. Агапов
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация

Разработка эффективных и универсальных микроносителей является актуальной задачей тканевой ин-
женерии и регенеративной медицины. Цель данной работы – создание биосовместимых микрочастиц 
в виде волокон из коконов тутового шелкопряда Bombyx mori, изучение их структуры и биологических 
свойств. Материалы и методы. Для получения микрочастиц отмытые от серицина коконы тутового 
шелкопряда Bombyx mori подвергали криоизмельчению в жидком азоте. Анализ структуры полученных 
микрочастиц осуществляли методом сканирующей электронной микроскопии. Оценку цитотоксичности 
полученных волокон проводили методом МТТ с использованием культуры клеток мышиных фиброблас-
тов 3Т3. Анализ адгезии клеток проводили с использованием линии клеток гепатокарциномы человека 
Hep-G2, визуализацию клеток осуществляли путем окрашивания ядер флуоресцентным красителем DAPI. 
Результаты. Были получены микрочастицы из натурального шелка в виде цилиндрических волокон со 
средней длиной 200–400 мкм и диаметром 15 мкм. Показано, что поверхность полученных микрочас-
тиц имеет шероховатый рельеф, пор обнаружено не было. Микрочастицы являются не токсичными для 
клеток мышиных фибробластов 3Т3, поддерживают высокий уровень адгезии клеток гепатокарциномы 
человека Hep-G2. Заключение. Разработанная нами методика получения биосовместимых микрочастиц 
из фиброина шелка в виде волокон без использования токсичных реагентов и значительных временных 
затрат является перспективной для культивирования клеток и доставки клеток в область повреждения для 
восстановления тканей и органов.
Ключевые  слова: микроносители, фиброин шелка,  волокна.
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The development of effective and versatile microcarriers is a pressing issue in tissue engineering and regenerative 
medicine. The objective of this work is to create biocompatible fiber microparticles from the cocoons of the Bom-
byx mori silkworm, and to study their structure and biological properties. Materials and methods. In obtaining 
microparticles, the Bombyx mori cocoons washed from sericin were cryo-milled in liquid nitrogen. The structure 
of the resulting microparticles was analyzed via scanning electron microscopy. The cytotoxicity of the obtained 
fibers was assessed using MTT-cell culture assay of 3T3 mouse fibroblasts. Cell adhesion analysis was performed 
using the Hep-G2 human hepatocarcinoma cell line. Cell visualization was performed by staining the nuclei with 
DAPI fluorescent dye. Results. Natural silk microparticles were obtained in the form of cylindrical fibers with 
200–400 μm average length and 15 μm diameter. It was shown that the surface of the resulting microparticles has 
a rough relief; no pores were found. The microparticles are non-toxic for 3T3 mouse fibroblasts, they maintain a 
high level of adhesion by human hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Conclusion. The method developed by 
us for fabrication of biocompatible silk fibroin microparticles in the form of fibers without using toxic reagents 
and significant time costs is promising for cell cultivation and delivery to the damaged area for tissue and organ 
regeneration.
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ВВедеНие
Традиционно используемое двухмерное куль-

тивирование клеток в некоторой степени искажает 
поведение клеток и их биологические функции по 
сравнению с клетками в нативной ткани [1, 2]. Так, 
при двухмерном культивировании in  vitro опухо-
левых клеток был показан более медленный рост 
опухоли и более низкая лекарственная устойчивость 
по сравнению с опухолями in vivo, что приводит к 
снижению эффективности скрининга и тестирования 
лекарственных средств [3, 4]. Также малоэффективно 
терапевтическое применение культуры клеток из-
за низкого уровня жизнеспособности клеток, и как 
следствие, минимальной эффективности регенера-
ции поврежденной ткани [5–7]. Это главным образом 
связано с тем, что в двухмерной культуре in vitro 
клетки не способны воссоздать эффективные и раз-
нонаправленные взаимодействия «клетка–клетка» и 
«клетка–межклеточный матрикс», присутствующие в 
нативном микроокружении, что вызывает изменения 
клеточной морфологии и экспрессии генов. Чтобы 
получить клетки с нормальной морфологией, мета-
болизмом и функциями, применяется трехмерное 
культивирование клеток на различных микроноси-
телях [8, 9].

В регенеративной медицине микроносители ши-
роко используются как в качестве подложки для 
культивирования различных типов клеток, так и в 
качестве средства доставки клеток в поврежденный 
участок ткани или органа [10]. Когда микроносители 
используют в качестве системы доставки, клетки ос-
таются жизнеспособными в течение более длитель-
ного периода времени [11], что дает им возможность 
секретировать факторы роста и активно участвовать 
в новообразовании межклеточного матрикса, спо-
собствуя регенерации ткани [12]. Используются как 
натуральные, так и синтетические биополимеры для 
получения микроносителей разных типов и для ре-
генерации различных тканей [13–16].

Одним из перспективных материалов для создания 
биосовместимых микроносителей для тканевой ин-
женерии и регенеративной медицины является фиб-
роин шелка из коконов тутового шелкопряда Bombyx 
mori [17]. Структура фиброина шелка обеспечивает 
уникальные свойства, позволяющие использовать 
его в качестве материала для тканевой инженерии. 
Главное преимущество шелка по сравнению с дру-
гими биосовместимыми материалами заключается 
в его механических свойствах. К преимуществам 
фиброина как материала, применяемого в регенера-
тивной медицине, относится и то, что конструкции 
из него биодеградируемые и биосовместимые, они 
могут быть получены в мягких условиях, и их изго-
товление не требует особой химической обработки. 

Фиброин шелка способствует клеточной адгезии, 
пролиферации и дифференцировке, в том числе ме-
зенхимальных стволовых клеток [18–20]. Так, мик-
рочастицы на основе фиброина шелка используются 
для регенерации костной ткани [21], нерв ной тка-
ни [22], доставки стволовых клеток [23]. Таким об-
разом, фиброин обладает уникальными свойствами, 
которые позволяют формировать из него двухмерные 
и трехмерные конструкции, в том числе микроно-
сители, и широко использовать его в качестве био-
совместимого материала в различных направлениях 
тканевой инженерии.

В рамках данного исследования разработаны био-
совместимые микроносители из коконов тутового 
шелкопряда Bombyx mori в виде волокон, исследова-
на их структура и показана возможность применения 
в тканевой инженерии.

МАтериАлы и МетОды
Получение микроносителей

В качестве источника волокон фиброина шелка 
использовали коконы тутового шелкопряда Bombyx 
mori, предоставленные директором Государственно-
го научного учреждения «Республиканская научно-
исследовательская станция шелководства Российской 
академии сельскохозяйственных наук» В.В. Бого-
словским (Ставропольский край, г. Железноводск). 
На первом этапе коконы подвергали очистке от сери-
цина по следующей методике. Навеску шелка из ко-
конов массой 1 г кипятили на водяной бане в 500 мл 
бидистиллированной воды с добавлением 1260 мг 
соды в течение 40 минут. Затем промывали 3,6 л 
дистиллированной воды. Далее кипятили в 500 мл 
бидистиллированной воды 30 минут и промывали 
3,6 л дистиллированной воды. Последнюю проце-
дуру повторяли 3 раза. Очищенный фиброин шел-
ка сушили на воздухе при комнатной температуре. 
Далее фиброин шелка массой 80 мг помещали в 3% 
водный раствор глицерина, инкубировали 120 минут 
и замораживали в жидком азоте, после чего фиброин 
измельчали в течение 5 минут при помощи ступки и 
пестика до среднего размера волокон 200–400 мкм. 
Полученные волокна переносили в 5 мл 70% этанола 
на 30 минут, а затем производили смену этанола [24].

Анализ структуры микроносителей 
методом сканирующей электронной 
микроскопии

Исследуемые образцы волокон фиксировали в 
2,5% растворе глутарового альдегида в фосфатно-
солевом буфере с рН = 7,4 в течение 2 часов в тем-
ноте при 4 °С, отмывку образцов от фиксирующего 
раствора проводили фосфатно-солевым буфером 
(рН = 7,4) 5 раз по 5 минут. Затем образцы дегидра-
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тировали возрастающими концентрациями этанола. 
Использовали концентрации этанола 10, 20, 50, 70 
и 96%, инкубируя образцы по 1 часу в этаноле каж-
дой концентрации. После этого образцы переносили 
в ацетон на 30 минут, а затем производили смену 
ацетона.

Образцы высушивали методом перехода крити-
ческой точки (Tкр.CO2

 = 31 °С, ркр.CO2
 = 72,8 кг/см2) с 

помощью прибора K850 (Quorum Technologies, Ве-
ликобритания). Высушенные образцы покрывали 
слоем золота толщиной 10 нм в атмосфере аргона 
при ионном токе 20 мА и давлении 1 мбар с помо-
щью вакуумной напылительной установки Q150R 
ES (Quorum Technologies, Великобритания), затем 
анализировали с помощью сканирующего электрон-
ного микроскопа Tescan Vega3 (Tescan, Чехия). Про-
странственное разрешение микроскопа 3 нм, рабочее 
напряжение 15 кВ. Получение и анализ изображений 
производили с помощью программного обеспечения 
VegaTC (Tescan, Чехия).

Анализ цитотоксичности микроносителей
В экспериментах использовали линию мыши-

ных фибробластов 3Т3. Клетки культивировали в 
пластиковых флаконах в среде DMEM с низким со-
держанием глюкозы, содержащей 10% бычьей эм-
бриональной сыворотки, 0,324 мг/мл глутамина и 
10 мг/мл гентамицина при 37 °С и 5% СО2. Смену 
культуральной среды производили каждые 48 часов. 
Монослой клеток дезагрегировали с помощью рас-
твора трипсина-версена, производили подсчет клеток 
в камере Горяева и рассаживали в соотношении 1/3.

Анализ цитотоксичности всех полученных образ-
цов проводили согласно ГОСТ ISO 10993-5-2011 [25] 
с помощью МТТ-теста [26] в модели линии клеток 
мышиных фибробластов 3Т3.

Для этого мышиные фибробласты 3Т3 культиви-
ровали в 300 мкл культуральной среды в 96-луночном 
планшете в термостате при 37 °С и 5% СО2 в тече-
ние 3 дней. Затем производили смену культуральной 
среды и вносили 50 мкл суспензии волокон в лунки 
планшета. В качестве контроля использовали куль-
туральный пластик. Планшеты инкубировали в тер-
мостате при 37 °С, 5% СО2. Оценку цитотоксичнос-
ти проводили на 3, 5 и 7-е сутки эксперимента. Для 
этого в каждую лунку планшета вносили по 60 мкл 
раствора МТТ с концентрацией 5 мг/мл. Инкуби-
ровали в термостате при 37 °С и 5% CO2 в течение 
4 часов до выпадения темно-синих кристаллов фор-
мазана. Затем волокна удаляли из лунок, а планшет 
центрифугировали в течение 5 минут при 885 g. Су-
пернатант удаляли, осадок формазана растворяли в 
300 мкл диметилсульфоксида в течение 20 минут и 
измеряли оптическую плотность раствора при длине 

волны 540 нм на установке Picon (Picon incorporated 
company, Униплан, Россия).

Анализ адгезии клеток на микроносителях
В эксперименте по адгезии использовали линию 

клеток гепатокарциномы человека Hep-G2. Клетки 
инкубировали в пластиковых культуральных флако-
нах в смеси 1:1 сред DMEM с высоким содержани-
ем глюкозы и Ham’s F-12, содержащей 10% бычьей 
эмбриональной сыворотки, 0,324 мг/мл глутамина и 
10 мг/мл гентамицина, при 37 °С и 5% СО2.

Эксперимент проводили в 96-луночном планшете. 
Для проведения эксперимента суспензию волокон 
объемом 150 мкл переносили в лунки планшета. 
В качестве контроля использовали культуральный 
пластик. После этого в планшет вносили стериль-
ный раствор фосфатно-солевого буфера (рН = 7,4) и 
инкубировали в течение 15 минут, после чего про-
изводили смену фосфатно-солевого буфера. Данную 
процедуру повторяли три раза. Далее в планшет вно-
сили по 300 мкл среды инкубации на 30 минут.

Суспензию клеток в среде инкубации переносили 
в 96-луночные планшеты из расчета 1000 клеток в 
лунку. Инкубировали в термостате при 37 °С и 5% 
CO2 в течение 7 дней.

Оценку адгезии проводили визуально с помощью 
микроскопа Carl Zeiss Axio Vert.A1 (Zeiss, Германия). 
Для этого образцы окрашивали флуоресцентным кра-
сителем DAPI, который связывается с ДНК клеток. 
Перед окрашиванием производили двукратную от-
мывку образцов от среды инкубации и неадгезиро-
ванных клеток раствором фосфатно-солевого буфера 
(рН = 7,4). После этого вносили водный раствор кра-
сителя с концентрацией 3 мкг/мл из расчета 300 мкл 
на лунку и инкубировали в термостате при 37 °С и 
5% CO2 в течение 5 минут. Затем образцы двукратно 
отмывали от несвязавшегося красителя раствором 
фосфатно-солевого буфера (рН = 7,4). Полученные 
образцы анализировали на флуоресцентном микро-
скопе с помощью фильтра с диапазоном возбуждения 
360–370 нм, диапазоном эмиссии 420–470 нм.

Изображения клеток получали с помощью камеры 
Axiocam 305 color (Carl Zeiss, Германия), полученные 
изображения обрабатывали в программе Zen 2.3 Blue 
Edition (Carl Zeiss, Германия).

Статистическая обработка результатов
Данные обрабатывали методом дисперсионно-

го анализа. Статистическую значимость результа-
тов оценивали с помощью критерия Манна–Уитни. 
Уровень статистической значимости α принимали 
равным 0,05.
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реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
В рамках данного исследования была получена 

суспензия микрочастиц из коконов тутового шел-
копряда Bombyx mori с помощью криоизмельчения 
(рис. 1). Микрочастицы представляют собой цилин-
дрические фрагменты волокон кокона шелкопряда со 
средней длиной 200–400 мкм и диаметром 15 мкм. 
Такая форма микрочастиц имеет высокое отношение 
площади поверхности к объему, а следовательно, и 
большую площадь поверхности, доступной для адге-
зии клеток и для формирования большего количества 
клеточных контактов по сравнению со сферическими 
частицами. Фиброин шелка является одним из пер-
спективных материалов для тканевой инженерии за 
счет уникальной комбинации механических свойств 
и высокого уровня биосовместимости и может най-
ти применение во многих областях тканевой инже-
нерии, как в качестве самостоятельного материала 
для создания конструкций, так и в качестве носителя 
для клеточной доставки или направленной доставки 
лекарственных средств [27]. Преимущество предла-
гаемой технологии изготовления микроносителей в 
виде волокон заключается в получении биосовмес-
тимых носителей для клеток регулируемого размера 
и формы без использования токсичных реагентов 
и значительных временных затрат. Регулирование 
размера и формы микроносителя может осущест-
вляться за счет варьирования времени криоизмель-
чения и объема измельчаемого отмытого фиброина 
шелка. Также форма микроносителей в виде волокна 
позволяет упростить позиционирование клеток при 
направленной доставке и способствует ориентиро-
ванию клеток.

Структура полученных микроносителей была 
исследована методом сканирующей электронной 
микроскопии. Поверхность волокон имеет микро- и 

нанорельеф в виде шероховатостей (рис. 2). Данным 
методом не было выявлено пор в структуре микро-
носителей. Известно, что поверхностная струк-
тура конструкции оказывает влияние на адгезию 
клеток [28, 29]. Это объясняется тем, что наличие 
шероховатостей на поверхности субстрата увеличи-
вает площадь поверхности, доступную для адгезии 
клеток. В то же время для каждой культуры клеток 
существует оптимальный уровень шероховатости 
субстрата [30].

Полученные микроносители были исследованы 
на цитотоксичность методом МТТ. В ходе исследо-
вания оценивали влияние образцов на количество 
клеток, культивированных на пластике. В качест-
ве контроля использовали культуральный пластик. 

Рис. 2. Изображение микроносителя, полученное с по-
мощью сканирующей электронной микроскопии. Масш-
табный отрезок 100 мкм

Fig. 2. Image of the microcarrier obtained using scanning 
electron microscopy. Scale bar 100 μm

100 мкм

Рис. 1. Получение микроносителей в виде волокон: а – коконы тутового шелкопряда Bombyx mori; б – очищенный от 
серицина фиброин шелка; в – микроносители в виде волокон. Масштабный отрезок 100 мкм

Fig. 1. Fabrication of fiber microcarriers: a – Bombyx mori silkworm cocoons; б – sericin-free silk fibroin; в – fiber microcar-
riers. Scale bar 100 μm

а б в

100 мкм
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В ходе эксперимента не было выявлено цитотокси-
ческого эффекта полученных волокон, количество 
клеток не отличалось в экспериментальных и конт-
рольных образцах.

Анализ адгезии клеток на полученных микро-
носителях в виде волокон производили визуально с 
помощью флуоресцентного микроскопа, предвари-
тельно клетки окрашивали флуоресцентным краси-
телем DAPI для визуализации ядер. Волокна пози-
ционировали в лунках культуральных планшетов, 
в качестве контроля использовали культуральный 
пластик. Исследования проводили на примере линии 
клеток гепатокарциномы человека Hep-G2. Результа-
ты экспериментов представлены на рис. 3.

Морфология клеток оценивалась с помощью све-
тового микроскопа, клетки образовывали филоподии 
и плотно адгезировали к субстрату, при этом адгезия 
клеток происходила неравномерно. Было выявлено, 
что полученные микроносители биосовместимы, 
поддерживают высокий уровень адгезии клеток, что 
может объясняться оптимальным уровнем шерохова-
тости волокон и биосовместимыми свойствами фиб-
роина шелка [31, 32]. Таким образом, полученные 
микроносители из фиброина шелка в виде волокон 
являются биосовместимыми и могут быть в дальней-
шем использованы в регенеративной медицине как 
универсальные носители для клеток, полученные без 
использования токсичных реагентов и значительных 
временных затрат.

ЗАКлЮчеНие
В рамках представленной работы были получе-

ны микрочастицы из коконов тутового шелкопря-
да Bombyx mori в виде волокон со средней длиной 
200–400 мкм и диаметром 15 мкм. Показано, что 
поверхность полученных микрочастиц имеет ше-
роховатый рельеф, пор обнаружено не было. Мик-
рочастицы являются не токсичными для культуры 
клеток мышиных фибробластов 3Т3, поддерживают 
высокий уровень адгезии клеток гепатокарциномы 
человека Hep-G2. Разработанная нами методика со-
здания биосовместимых микроносителей из коконов 
тутового шелкопряда Bombyx mori в виде волокон 
является перспективной для культивирования кле-
ток и доставки клеток в область повреждения для 
восстановления тканей и органов.
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