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3D-биопечать – динамично развивающаяся технология тканевой инженерии и регенеративной медицины. 
Основным преимуществом данного метода является возможность воспроизведения заданной геометрии 
и структуры скаффолда как в отношении формы тканеинженерной конструкции, так и распределения 
ее компонентов. Ключевым фактором биопечати являются биочернила – биосовместимый материал, 
имитирующий внеклеточный матрикс с инкорпорированными в него клетками. Для соответствия всем 
предъявляемым требованиям биочернила должны включать в себя не только основной компонент, но и 
другие составляющие, обеспечивающие пролиферацию, дифференцировку клеток и функционирование 
тканевой конструкции в целом. Целью обзора является анализ свойств, возможностей и ограничений в 
использовании наиболее распространенных материалов для биопечати скаффолдов хрящевой ткани.
Ключевые  слова:  регенеративная медицина, тканевая инженерия,  хрящевая ткань,  биоматериалы, 
гидрогель,  3D-биопечать,  скаффолд.
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3D Bioprinting is a dynamically developing technology for tissue engineering and regenerative medicine. The main 
advantage of this technique is its ability to reproduce a given scaffold geometry and structure both in terms of the 
shape of the tissue-engineered construct and the distribution of its components. The key factor in bioprinting is 
bio ink, a cell-laden biocompatible material that mimics extracellular matrix. To meet all the requirements, the bio 
ink must include not only the main material, but also other components ensuring cell proliferation, differentiation 
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РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕдИЦИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

ВВедеНие
Хрящевая ткань опорно-двигательного аппара-

та подвергается большим механическим нагрузкам, 
легко повреждается, а вследствие отсутствия в ней 
кровеносных и лимфатических сосудов медленно 
восстанавливается. Дефекты хряща часто вызваны 
травмами, возрастными метаболическими наруше-
ниями, врожденными заболеваниями и рядом других 
факторов, в частности эндокринными патологиями 
и злокачественными новообразованиями. Восста-
новление поврежденного хряща остается серьезной 
медицинской проблемой, новые варианты решения 
которой может предоставить современная тканевая 
инженерия.

В  последние  годы  в  тканевой  инженерии  все 
большее распространение получает 3D-биопечать. 
Преимущество технологии заключается в возмож-
ности формировать тканеинженерные конструкции 
(скаффолды) с заданной геометрией и структурой. 
Среди основных методов 3D-биопринтинга выделя-
ют экструзионный, струйный и лазерный. Наиболее 
используемой технологией сегодня является экстру-
зионная 3D-биопечать. Одно из ее основных преиму-
ществ – возможность изготовления конструкций с 
высокой плотностью клеток и использование при 
печати нескольких компонентов [1–4], которое стало 
возможным благодаря разработке 3D-биопринтеров 
с несколькими печатающими головками (диспенсе-
рами).

Для изготовления скаффолдов посредством био-
принтинга используется особый класс биоматериа-
лов – биочернила. Понятие «биочернила» впервые 
было использовано в 2003 году [5] и в настоящее 
время подразумевает под собой раствор или гидро-
гель с клетками [4, 6]. Компоненты биочернил клас-
сифицируют, исходя из их роли в создании скаф-
фолда [7, 8]. Так, жертвенные (опорные) материалы 
необходимы для поддержки конструкции во время 
печати до полной полимеризации основного мате-
риала, в частности при формировании в скаффолде 
каналов и полостей. Другие группы компонентов – 
структурные (придают скаффолду дополнительную 
жесткость, модифицируют пористость и т. д.). И на-
конец функциональные составляющие, обеспечива-
ющие условия для пролиферации, дифференциации 
и синтетической активности клеток.

Разработка материалов, подходящих для исполь-
зования в качестве биочернил, является специальной 
задачей. Эти материалы должны подходить как для 

процесса печати, так и последующего «созревания» 
скаффолда с инкорпорированными клетками. Для 
этих целей уже апробирован ряд природных биома-
териалов, включая альгинат [9–16], желатин [17–23], 
коллаген [24–30], гиалуроновую кислоту (ГК) [17, 
31–34], фиброин шелка [20–22], хитозан [31, 35, 36] 
и агарозу [37, 38]. Достаточно широко применяются 
и синтетические материалы, такие как поликапролак-
тон [9, 22, 39–42] и полилактид [43–45].

Основная роль биоматериала в регенерации тка-
ней заключается в поддержке функционирования кле-
ток. Так, материалы для создания скаффолда должны 
обеспечивать транспорт газов, питательных веществ 
и регуляторных факторов, чтобы сделать возможным 
выживаемость, пролиферацию и дифференцировку 
клеток. Кроме того, они должны подвергаться биоло-
гической деградации с контролируемой скоростью, 
близкой к скорости регенерации замещаемой ткани, 
и быть нетоксичными и неиммуногенными. И, нако-
нец, они должны служить не только опорной струк-
турой для клеток, но и обеспечивать механическую 
прочность тканевой конструкции в целом, сделать 
возможным ее фиксацию в зоне имплантации.

Идеальным образцом такого материала является 
природный внеклеточный матрикс (ВКМ), имитиро-
вать основные свойства которого и должны скаффол-
ды. Микросреда ВКМ обеспечивает не только фи-
зическую поддержку адгезии клеток, но и сигналы, 
которые регулируют жизненный цикл, метаболизм и 
их дифференцированное состояние. ВКМ является 
основным источником и проводником биохимиче-
ских и биомеханических сигналов для обеспечения 
организации и функционирования ткани в целом [46]. 
ВКМ – многокомпонентная система матричных мак-
ромолекул, состав и структура которых специфичны 
для каждого вида ткани. Основными компонентами 
ВКМ являются волокнообразующие белки, такие 
как коллагены, эластин, фибронектин, ламинины, 
гликопротеины, протеогликаны и гликозаминоглика-
ны [47]. В большинстве тканей основной фибрилло-
образующей составляющей ВКМ является коллаген 
I типа, а в хрящевой ткани – коллаген II типа [47].

В аспекте 3D-биопечати большинство природных 
полимеров обладают недостаточными механически-
ми свойствами и слабой деградацией. Синтетические 
полимеры, напротив, имеют хорошие механические 
свойства, но не содержат макромолекул, обычно при-
сутствующих в живых тканях. Поэтому перспектив-
ным является использование различных комбинаций 
этих материалов. Синтетические полимеры часто 

and scaffold performance as a whole. The purpose of this review is to describe the most common materials ap-
plicable in bioprinting, consider their properties, prospects and limitations in cartilage restoration.
Keywords:  regenerative medicine,  tissue  engineering,  cartilage  tissue,  biomaterials,  hydrogel,  3D 
bioprinting,  scaffold.
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добавляют в гели в виде гранул или микроволокон. 
В то же время многие авторы отмечают, что одно-
временная печать природными и синтетическими 
полимерами затруднена из-за несовместимости оп-
тимальных температур: температура печати синте-
тическими полимерами находится в диапазоне от 
100 до 240 °С, а биогелями – от 4 до 30 °С [9, 15, 25].

Целью настоящего обзора является освещение 
биоматериалов и их комбинаций, используемых пре-
имущественно для восстановления хрящевой ткани. 
В то же время представленные материалы могут быть 
использованы при восстановлении большинства мяг-
ких тканей.

1. ОСНОВНые ПрирОдНые КОМПОНеНты 
БиОчерНил

Наибольшее распространение в качестве основ-
ного компонента биочернил, ввиду определенного 
сходства с ВКМ, получили природные полимеры: 
агароза, альгинат, гиалуроновая кислота, желатин, 
коллаген, фиброин и хитозан.

Агароза.  Это  полисахарид,  получаемый  из 
красных и бурых водорослей, который состоит из 
чередующихся  остатков  β-D-галактопиранозы  и 
3,6-ангидридо-α-L-галактопиранозы. Она широко 
используется в молекулярной биологии и тканевой 
инженерии благодаря способности к обратимому 
гелеобразованию. При этом температура перехода 
раствор–гель и гель–раствор, как и в случае боль-
шинства гидрогелей, зависит не только от концентра-
ции исходного раствора, но и от молекулярной массы 
полимера [48]. К недостаткам агарозы, как основы 
для биочернил, можно отнести отсутствие условий 
для поддержания роста клеток [49, 50] и низкую ско-
рость биодеградации [48]. Поэтому агарозу рекомен-
дуют использовать только в качестве жертвенного 
материала, например, для создания микроканалов 
при васкуляризации скаффолдов [38].

Альгинат.  Это  полисахарид,  получаемый  из 
бурых водорослей. Он состоит из гиалуроновой и 
маннуроновой кислот [51]. Этот полимер хорошо 
поддерживает рост клеток [52] и сравнительно не-
дорог. Материал хорошо растворяется в воде и по-
лимеризуется двухвалентными катионами, такими 
как кальций и барий, в результате реакций ионного 
обмена [10, 44]. Однако биосовместимость альгината 
ниже, чем у природных полимеров животного проис-
хождения, таких, например, как желатин [53]. Альги-
натные гидрогели разлагаются путем высвобождения 
сшивающих гель катионов или разложением основ-
ной цепи путем гидролиза гликозидных связей [54]. 
Основным недостатком  альгината  считаются  его 
низкие биомеханические свойства, затрудняющие 
процесс печати [16].

Хитозан. Хитозан  –  природный полисахарид, 
получаемый из щелочного N-деацетилированного 
хитина членистоногих [55]. Микрофибриллы хити-
на – основные структурные компоненты в экзоске-
лете ракообразных и насекомых. Также он входит в 
состав клеточных стенок грибов и дрожжей [56]. Гид-
рофильная структура хитозана способствует адгезии 
и пролиферации практически всех типов клеток [57]. 
Скорость разложения хитозана в сравнении с при-
родными полимерами животного происхождения, 
такими как коллаген, желатин и фибрин, относитель-
но низкая [57] и зависит как от степени его деаце-
тилирования, так и от его молекулярной массы [58]. 
В целом время полудеградации в организме превы-
шает 30 дней [59]. Известно также, что этот полимер 
биосовместим, обладает противомикробными свойс-
твами, низкой токсичностью и иммуногенностью, 
и как следствие, представляет интерес в качестве 
материала для создания скаффолдов [60–62].

Гиалуроновая кислота. Гиалуроновая кислота 
(ГК) представляет собой несульфатированный гли-
козаминогликан, состоящий из повторяющихся ди-
сахаридных фрагментов N-ацетил-d-глюкозамина и 
d-глюкуроновой кислоты [63], и встречается почти 
во всех видах соединительной ткани [64]. В орга-
низме она поддерживает ряд таких биологических 
процессов, как рост, миграция и дифференцировка 
клеток [65]. Ее получают путем экстракции из тканей 
животных (как правило, петушиных гребней) или 
биотехнологическим путем – как продукт синтеза 
модифицированных бактерий рода Streptococcus или 
Pasteurella  [64]. Благодаря большому содержанию 
карбоксильных и гидроксильных групп ГК является 
высокогидрофильным соединением, поэтому способ-
на образовывать в водных растворах гелеобразную 
структуру в результате межмолекулярного взаимо-
действия линейных макромолекул [63]. Однако как 
материал для 3D-печати ГК имеет ограничения из-за 
слабых механических свойств, медленного гелеоб-
разования и слишком короткого периода биодегра-
дации [66, 67]. Поэтому в биочернилах она обычно 
используется в сочетании с другими материалами, 
например, альгинатом [68], желатином [33], колла-
геном [34].

Коллаген. Коллаген является основным струк-
турным белком большинства видов соединительных 
тканей, обеспечивая поддержание биологической и 
структурной целостности ВКМ. Коллаген обладает 
низкой иммуногенностью, хорошей биосовмести-
мостью, способностью к биодеградации, а также 
регуляторными функциями в отношении адгезии, 
миграции  и  дифференцировки  клеток  [69].  При 
37 °C он формирует гидрогель, имеющий структу-
ру тройной спирали [70]. Коллаген характеризуется 
относительно низкими механическими свойствами, 
однако вследствие высокой биосовместимости явля-
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ется одним из наиболее часто используемых компо-
нентов скаффолдов [26–29]. Однако большая часть 
коммерческих препаратов коллагена иммуногенна, 
что требует использования для тканевой инженерии 
высокоочищенных его вариантов.

Желатин. Этот белок является продуктом дена-
турации коллагена и не отличается от последнего по 
аминокислотному составу [20]. Желатин может быть 
получен из костей, сухожилий или кожи животных 
путем кислотного или основного  гидролиза  [71]. 
Несмотря на сходство с коллагеном по химическо-
му составу, он лишен антигенных и иммуногенных 
свойств [72]. Время деградации  in vivo желатина, 
сшитого глутаровым альдегидом, по некоторым дан-
ным, составляет около 3 недель [73]. Желатин часто 
используется при биопечати в качестве основного 
или в комбинации с другими биоматериалами [20, 
22, 33]. Наибольшее распространение получили его 
модифицированные  формы,  например,  желатин-
метакрилат (GelMA), который достаточно быстро 
полимеризуется под действием УФ, позволяя в пол-
ной мере использовать возможности 3D-печати [17, 
33, 37].

Фиброин шелка. Он является природным мак-
ромолекулярным белковым полимером с хорошей 
биосовместимостью, подходящими для печати ме-
ханическими свойствами и способностью к биоде-
градации [74]. Белок фиброина формирует слои ан-
типараллельных бета-листов [75]. В зависимости от 
источника шелка молекулярный состав и структура 
фиброина могут варьировать. Так, шелк, образуемый 
тутовым шелкопрядом, состоит из двух основных 
белков – серицина и фиброина. Фиброин является 
структурным центром шелка, а серицин – окружаю-
щий его клейкий компонент [75]. Гелеобразование 

фиброина шелка можно индуцировать в водных его 
растворах высокой температурой, снижением pH, 
обработкой ультразвуком, замораживанием; описано 
и его электрогелеобразование с формированием кон-
формации β-структуры, которая физически сшивает 
и стабилизирует гель [74]. Получена и модификация 
фиброина шелка метакрилатом [76]. Шелк разлагает-
ся in vivo протеолитическими ферментами медленно 
(обычно в течение года) [77] и обладает хорошими 
с точки зрения биопечати механическими свойства-
ми [78].

Описанные выше материалы активно используют-
ся в биомедицинских исследованиях по всему миру, о 
чем свидетельствует анализ публикаций, доступных 
в базе данных PubMed (рис. 1). Необходимо отме-
тить, что основной объем экспериментальных работ, 
касающихся скаффолдов для замещения хрящевой 
ткани, проведен с использованием коллагена: частота 
его применения была стабильно высокой в течение 
первых 15 лет XXI века. Однако в последние 5 лет 
ситуация изменилась: авторы отдают предпочтение 
альтернативным вариантам основного компонента 
тканеинженерных конструкций, в частности, хитоза-
ну и фиброину (рис. 2). Обращает на себя внимание и 
снижение частоты применения агарозы в последние 
годы, что может быть связано с ее слабыми матрикс-
ными для клеток свойствами и крайне низкой ско-
ростью биодеградации. Подобная тенденция может 
стать характерной и для ГК и альгината в последую-
щие 5 лет. В целом можно отметить, что представлен-
ные на рис. 2 материалы (за исключением агарозы) 
в последние 5 лет используются примерно с одина-
ковой частотой (от 6,3 до 8,3% от всего количества 
исследований).

Рис. 1. Количество публикаций о создании тканеинженерных конструкций для замещения хрящевой ткани с 2000-го 
по 2019 г.

Fig. 1. Number of publications (from 2000 to 2019) on creation of tissue-engineered constructs for cartilage replacement
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2. МНОГОКОМПОНеНтНые БиОчерНилА
Очевидно, что использование только одного ма-

териала в качестве биочернил не может обеспечить 
всех механических и функциональных свойств, кото-
рые необходимы для получения полноценных ткане-
инженерных конструкций (ТК), поэтому скаффолды 
в последние годы формируют с использованием ком-
бинации нескольких материалов.

Достаточно часто используется комбинация фиб-
роина шелка и желатина [20, 21, 22, 79]. Фиброин 
шелка выступает в качестве структурного материала, 
обеспечивающего механические свойства геля и его 
биодеградацию, а желатин придает необходимую для 
биопечати вязкость исходному раствору и упругость 
скаффолду после полимеризации. С точки зрения об-
легчения экструзии, прочности геля в сочетании с его 
цитосовместимостью, хорошие результаты показало 
следующее соотношение компонентов различных 
сортов шелка и желатина: Bombyx mori 1,5%, Phi-
losophamia ricini 1,5% и желатина 7% [22]. Авторы 
отметили, что концентрации желатина выше 9% и 
шелка выше 2% создавали слишком высокую вяз-
кость и чрезмерное давление при печати. Концентра-
ция желатина ниже 5% обеспечивала недостаточную 
вязкость, а фиброина шелка – менее 1% приводила 
к слишком медленному гелеобразованию. Соотно-
шение шелка и желатина 1 : 2 (6,9%) обеспечивало 
оптимальные механические свойства  (по модулю 
сжатия), скорость деградации, а также микросреду 
для пролиферации, дифференцировки клеток и фор-
мирования хрящевой ткани [20]. Wu et al., изменяя 
процентное соотношение фиброина шелка в гидроге-
ле на основе желатина (30%) и нано-гидроксиапатита 
(3%), установили, что концентрация фиброина шелка 

10% обеспечивает лучшие механические свойства 
скаффолду (модуль упругости при растяжении со-
ставил 10,6 МПа) [21]. С возрастанием содержания 
фиброина шелка увеличивалось количество водо-
родных связей между молекулами, и как следствие, 
степень сшивания фибрилл; скорость биодеградации 
при этом закономерно снижалась. Необходимо отме-
тить, что, по оценке Ke et al. [39], нативный хрящ че-
ловека имеет модуль упругости 14,7 МПа, что близко 
к значениям, полученным в вышеописанной работе.

Комбинации  желатина  с  ГК  были  исследова-
ны в работах Sakai et al.  [17, 33]. Авторы показа-
ли, что содержание GelMA и метакрилированной 
ГК определяло поведение клеток в скаффолде. Так, 
в скаффолдах с содержанием желатина 1 и 2% vs 
3 и 5% наблюдали более выраженное подавление 
клеточного роста. В данных работах использовали 
только модифицированные варианты желатина и ГК. 
Добавление метакрилатных групп делало материал 
пригодным для быстрого сшивания и, несмотря на 
достаточно низкую концентрацию желатина, созда-
вало стабильную при физиологических температурах 
структуру гидрогеля, по механическим свойствам 
приближающуюся к свойствам нативного гиалино-
вого хряща. Сходным образом была исследована ком-
бинация тиолированной ГК с метакрилированным 
коллагеном [34]. Оптимальным для биопечати, по 
мнению авторов, является соотношение коллаген/ГК 
3 : 1 с концентрациями 6 и 2% соответственно. Хотя 
и другие варианты формуляции (2 : 1 и 4 : 1) демонс-
трировали близкие механические свойства и были 
способны поддерживать жизнеспособность клеток 
так же, как и соотношение гелей 3 : 1. Однако при 
таких соотношениях компонентов у гелей выявились 

Рис. 2. Количество публикаций (только экспериментальные исследования) по использованию ряда биоматериалов для 
создания скаффолдов хряща с 2000-го по 2019 г.

Fig. 2. Number of publications (experimental studies only, from 2000 to 2019) on the use of a range of biomaterials for crea-
tion of cartilage scaffolds
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и определенные недостатки. Так, при соотношении 
4 : 1 образование коллагеновых пучков в растворе 
наблюдалось уже при комнатной температуре, что, 
по мнению авторов, связано с избыточной концен-
трацией коллагена. Формуляция 2 : 1, напротив, ха-
рактеризовалась недостаточным количеством этого 
материала для взаимодействия клеток.

Часто тестируемой комбинацией материалов явля-
ется пара «хитозан–коллаген» [24, 25]. Исследование 
in vitro показало биосовместимость скаффолдов на 
основе этих материалов: они поддерживали адгезию 
зрелых хондроцитов, их распространение по поверх-
ности и внутри ТК, обеспечивая высокий уровень их 
жизнеспособности. Кроме того, было показано, что 
количество хитозана в составе скаффолда – тот пара-
метр, который напрямую влияет на размер пор и его 
морфологию [24]. Включение гиалуроновой кислоты 
в скаффолд из хитозана усиливало продукцию ВКМ 
хряща, пролиферацию хондроцитов и клеточную ад-
гезию к поверхностям каркаса [31].

Одним из наиболее доступных и изученных ва-
риантов остаются скаффолды на основе альгината 
[9, 37]. Исследования Daly et al. [37] показали, что 
альгинатный и агарозный гидрогели поддерживали 
образование гиалино-подобного хряща в большей 
степени, чем GelMA, о чем свидетельствует выра-
женное окрашивание новообразованных тканей на 
коллаген типа II. С другой стороны, GelMA в большей 
мере обеспечивал образование фиброзного хряща, 
что подтверждается выявлением в скаффолдах более 
высоких количеств коллагена типа I. Высокие уровни 
жизнеспособности клеток (~80%) сохранялись во 
всех скаффолдах после печати при использовании в 
качестве биочернил вышеуказанных компонентов. 
GelMA в данной работе показал наилучшую пригод-
ность для печати, создавая структуры с большей точ-
ностью, чем альгинатные и агарозные биочернила. 
В ТК на основе альгината и коллагена наблюдалось 
гомогенное распределение хондроцитов, повышение 
в них экспрессии специфичных для хряща генов, а 
именно Acan, Sox9 и Col2a1 и снижение экспрессии 
Col1a1, что доказывало сохранение фенотипа хонд-
роцитов [9].

В качестве компонентов биочернил возможно ис-
пользование децеллюляризованного ВКМ, который 
обеспечивает естественное микроокружение для кле-
ток. К преимуществам такого компонента можно от-
нести: наличие биохимических сигналов исходного 
нативного ВКМ, правильные пропорции белков, а 
также способность избирательно поддерживать ад-
гезию и пролиферацию клеток конкретной ткани или 
органа. В недавно опубликованной работе Басок и 
соавт. был получен микродисперсный тканеспецифи-
ческий матрикс из децеллюляризованного суставного 
хряща свиньи, который сохранял морфофункцио-
нальные свойства ВКМ [80, 81]. Авторы показали, 

что такой матрикс способен поддерживать адгезию, 
пролиферацию и хондрогенную дифференцировку 
мезенхимальных стромальных клеток.

3. МАтериАлы, УСилиВАЮЩие 
ЖеСтКОСть СКАФФОлдОВ
3.1. Каркасные материалы

Каркасные материалы служат для придания жест-
кости конструкции. При этом они должны быть био-
совместимыми или, по крайней мере, биоинертными 
и обладать низкими темпами деградации в организ-
ме. В качестве каркасных материалов обычно исполь-
зуются синтетические полимеры, такие как поликап-
ролактон (PCL), полилактид (PLA), полигликолевая 
кислота (PGA), сополимер молочной и гликолевых 
кислот (PLGA) [39, 40, 82, 83].

Наиболее часто используемым полимером для 
трехмерных пористых скаффолдов является PCL. 
Это линейный алифатический сложный полиэфир, 
получаемый путем полимеризации с раскрытием 
кольца ε-капролактона [84]. Он является биоразла-
гаемым, но более стабильным, чем PLA, поскольку 
является полукристаллическим и гидрофобным [85, 
86]. Pati et al. [82] использовали PCL для поддержки 
децеллюляризованной жировой ткани, инкрустиро-
ванной мезенхимальными стволовыми клетками. 
Объем конструкции длительное время оставался пос-
тоянным благодаря тому, что PCL-каркас сохранял 
свою структуру во время процесса ремоделирования 
ткани. Shim et al. [87] также использовали опору из 
PCL при создании скаффолда с ателоколлагеном и 
надмолекулярной ГК для реконструкции остеохонд-
ральных дефектов в коленных суставах кроликов. 
PCL уже получил одобрение Управления по сани-
тарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США (FDA) для клинического ис-
пользования [88].

PLA – это термопластичный сложный полиэфир, 
который получают из кукурузы, сахарного тростни-
ка, пшеницы или риса, что делает его доступным 
и недорогим [89]. PGA – синтетический полимер 
гликолевой кислоты  [90]. PGA обладает большей 
кристалличностью в сравнении с PLA, поскольку 
не содержит метильной боковой цепи, однако PLA 
является более гидрофобным [91].

Еще одним каркасным материалом является син-
тетический сополимер PLGA (обычно 75% молочной 
кислоты и 25% гликолевой кислоты) [92]. Это также 
биосовместимый материал, который разлагается до 
нетоксичных продуктов (H2O и CO2 [93]). PLGA, как 
и PCL, уже получил одобрение FDA для клиниче-
ского использования [88].

Основной недостаток описанных выше синтети-
ческих полимерных материалов в аспекте 3D-прин-
тинга заключается в необходимости поддержания 
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высокой  температуры  при  их  печати  (от  100  до 
230 °C), что затрудняет их использование совмест-
но с гидрогелями с клетками. Одним из вариантов 
создания композиционных скаффолдов является так-
тика двухэтапной печати: сначала пластика, а потом 
гидрогеля. Так, в недавно проведенном исследова-
нии Kaye et al. [83] использовали систему с двумя 
дозаторами – для печати раздельно PCL и гидрогеля 
альгинат/коллаген с хондроцитами: печать гидроге-
ля осуществляли в каналы из PCL после остывания 
последнего. Таким образом, была получена тканевая 
конструкция трахеи, которую имплантировали ново-
зеландским кроликам. Авторы показали, что такой 
скаффолд индуцирует образование хряща, сохраняя 
целостность. Необходимо отметить, что авторы от-
делили гидрогель с хондроцитами от просвета тра-
хеи промежуточной мембраной. В отсутствие такого 
разделения наблюдалась склонность к воспалению, 
ограничению роста хряща и стенозу. PCL и гидрогель 
был использован еще в одной работе по изготовлению 
скаффолда трахеи [39]. Авторы получили скаффол-
ды, которые имели механические свойства, анало-
гичные нативному хрящу трахеи и гладкомышечной 
ткани. Izadifar et al. [10] сформировали конструкции 
из содержащего клетки альгинатного гидрогеля в 
каналах, созданных между нитями PCL в каждом 
слое. Этот подход продемонстрировал возможность 
создания скаффолда с необходимой геометрией и вы-
соким уровнем выживаемости клеток. Аналогичной 
по способу печати была работа Romanazzo et al. [40]. 
Жизнеспособность клеток в полученных скаффолдах 
варьировала в пределах от 70 до 90% [10, 40].

Описаны и  другие  возможности  оптимизации 
механических  свойств  скаффолдов,  получаемых 
3D-печатью. Так, добавление различных наночастиц 
(наносиликатов, галлуазитовых нанотрубок, нано-
целлюлозы, графена) в ТК повышает их жесткость и 
биологическую активность [16, 94, 95, 96]. Так, до-
бавление в гидрогель из альгината, метилцеллюлозы 
и галлуазитовых нанотрубок в концентрации от 20 
до 40 мг/мл увеличивало прочность на растяжение 
пропорционально в два раза (со 164 до 381 кПа), а на-
пряжение сжатия – в 1,5 раза (с 426 до 648 кПа) [16].

Механические свойства биочернил с различными 
пропорциями хитозана, желатина и гиалуроновой 
кислоты возрастали при добавлении графена [94, 
97, 98]. Показано, что содержание графена 0,06% в 
наибольшей степени способствует формированию 
пористой структуры скаффолда, равно как и высоко-
му значению модуля сжатия. Необходимо отметить, 
что зависимость механических свойств каркаса от 
концентрации графена оказалась нелинейной. Гра-
фен может быть использован и в форме порошка: 
Sayyar et al. [97] показали, что добавление 0,5% гра-
фена увеличивало предел прочности при растяжении 
и модуль упругости метакрилированного хитозана 

более чем на 67 и 40% соответственно, а также улуч-
шало адгезию и пролиферацию фибробластов L929. 
Xavier et al. изучили биочернила на основе GelMA 
с добавлением 2% наносиликата [98]. Наносиликат 
(пропорционально своей концентрации) повышал 
механическую прочность скаффолда, а наносили-
кат-лапонит (разлагается на легко выводимые орга-
низмом магний, ортокремниевую кислоту и литий) 
облегчал процесс выведения продуктов биодеграда-
ции скаффолда.

Часто используемым вариантом усиления жест-
кости скаффолда на основе биочернил являются цел-
люлоза и метилцеллюлоза [11–13, 95, 96, 99]. Так, 
Müller et al. [99] использовали коммерческие биочер-
нила на основе альгината натрия и наноцеллюлозы 
для 3D-печати хряща. Добавление наноцеллюлозы 
улучшало качество биопечати. Однако этот компо-
нент оказывал негативное влияние на пролиферацию 
клеток. Эти данные подтверждены в публикации по 
применению наноцеллюлозных гидрогелей для хря-
ща ушной раковины: средняя жизнеспособность кле-
ток после окончания биофабрикации не превышала 
68,5–76,9% [95]. Добавление к гидрогелям метил-
целлюлозы повышало эластичность и стабильность 
скаффолдов, а также их микропористость [13]. Кроме 
того, это оказалось одним из оптимальных подходов 
для достижения более высокого значения упругос-
ти гидрогеля, выходящего из печатающей иглы, что 
открывает возможность процесса печати многослой-
ных конструкций большого размера [96].

Дополнительным вариантом улучшения жесткос-
ти готовых конструкций может быть добавление к 
гидрогелям для печати микроволокон PCL и PLA. 
Так, микроволокна PCL успешно использовались 
Daly et al. [34]. Narayanan et al. использовали био-
чернила с нановолокнами PLA (0,5%) при конструи-
ровании тканей мениска [44]. Можно также отметить, 
что гранулы PCL формируют вокруг себя кластеры 
из клеток, способствуя их выживаемости и пролифе-
рации в скаффолде [100].

3.2. Жертвенные компоненты
Использование  жертвенных  компонентов  при 

формировании скаффолда – одна из ключевых тех-
ник биопечати сегодня. Сочетание при печати основ-
ного гидрогеля с инкорпорированными клетками и 
жертвенного материала позволяет как обеспечивать 
временную поддержку основного гидрогеля до его 
полной полимеризации, так и формировать ниши и 
каналы, имитирующие кровеносные сосуды, ответ-
ственные за доступ газов и питательных веществ [30, 
38, 101–106]. Основные требования к жертвенному 
материалу – полная утилизация из скаффолда в за-
данные сроки и отсутствие цитотоксичности продук-
тов его распада. В литературе описаны различные 
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материалы, применяемые для этой цели. Так, Lee 
et al. [105] использовали желатин для формирования 
в скаффолде из коллагена каналов просветом до 1 мм. 
Bertassoni et al. [38] разработали аналогичную страте-
гию для построения сосудистой сети, используя ага-
розный гель. В ряде работ в качестве жертвенного ма-
териала использован коммерческий продукт Pluronic 
F-127 [30, 101, 103]. В частности, с применением 
этого компонента удалось сформировать макропоры 
в скаффолде из нановолокнистого коллагена [30]. 
Fitzsimmons et al. обнаружили, что Pluronic F-127 
имеет преимущество перед желатином в качестве 
жертвенного материала для создания васкуляризиро-
ванных тканей благодаря однородности нити во вре-
мя печати и большему модулю сжатия [101]. Описано 
использование в качестве жертвенного материала 
нитей из поливинилового спирта [102] и альгина-
та [104]. Кроме нитей, жертвенный материал может 
быть в форме микросфер, обеспечивая скаффолду 
контролируемую микропористость [106, 107].

4. МеХАНиЗМы ПОлиМериЗАЦии 
МАтериАлОВ При 3d-ПечАти

Большинство используемых для биопечати мате-
риалов исходно находятся в состоянии растворов или 
суспензий и для формирования в скаффолде упругого 
геля должны пройти этап полимеризации (сшивки, 
cross-linking), которую, в зависимости от дизайна 
эксперимента, архитектуры и геометрии скаффолда, 
начинают до печати, в ее процессе или после завер-
шения формирования каждого слоя. Контролируемое 
сшивание разных материалов обеспечивается разны-
ми физическими и химическими воздействиями – 
светом, температурой, концентрацией ионов, pH и др.

Наиболее физиологичным для коллагена явля-
ется «температурный» тип полимеризации, которая 
спонтанно происходит при повышении температуры 
раствора до 20 °С [30]. В этих случаях экструзию 
осуществляют холодным раствором (+4… +8 °С), а 
платформу, на которую происходит печать, подогре-
вают до 25–35 °С [108]. Полимеризацию коллагена 
можно индуцировать и понижением pH раствора 
[109], однако это может негативно влиять на жизне-
способность клеток в сформированном скаффолде 
[108, 110].

Одним из новых вариантов контролируемой по-
лимеризации коллагена с другими материалами яв-
ляется использование генипина [1, 24, 25, 111, 112]. 
Механизм сшивания генипином обусловлен несколь-
кими реакциями нуклеофильного замещения, в кото-
рых участвуют разные сайты молекул коллагена [25]. 
В частности, показано, что для получения оптималь-
ных механических, структурных и биологических 
свойств скаффолда для замещения хрящевых дефек-
тов на основе коллагена и хитозана рекомендуется 

концентрация генипина на уровне 1% [25]. После 
сшивания коллаген и хитозан образуют макропорис-
тый слой, в котором хондроциты сохраняют жизне-
способность, в основном в областях, прилегающих к 
порам [24]. Сшивка генипином также возможна для 
формирования скаффолдов на основе желатина и 
фиброина шелка [20]. Важно отметить, что примене-
ние генипина сопряжено со стабильным, но длитель-
ным процессом полимеризации – до 1 ч [25, 111], что 
в определенной мере ограничивает применение дан-
ного подхода при формировании скаффолдов боль-
шого размера. Кроме того, в отдельных исследовани-
ях показаны отсроченные неблагоприятные эффекты 
генипина, в частности, при деградации основного 
материала скаффолда [113]. Альтернативой генипи-
ну является дубильная кислота, механизм сшивания 
которой обусловлен образованием многочисленных 
водородных связей между двумя материалами [112]. 
В работе Yeo et al. оптимальная концентрация ду-
бильной кислоты для сшивания составляла 2% [112]. 
Однако в работе Lee et al. улучшенные механичес-
кие свойства наблюдались уже при ее концентрации 
0,5% [1].

Для растворов  альгинатов характерна  способ-
ность к ионотропному гелеобразованию под действи-
ем таких катионов, как Ca2+, Ba2+, Cu2+, Al3+, которые 
выступают в качестве сшивающих агентов, взаимо-
действуя с карбоксильными группами гулуронатных 
блоков молекул полисахарида; маннуронатные блоки 
при этом остаются свободными [14]. Чаще всего в 
качестве сшивающего агента в гидрогелях на основе 
альгината используется хлорид кальция [11, 12, 15].

В последние годы все большее распространение 
получают фотосшиваемые биоматериалы. Этот под-
ход имеет несколько преимуществ перед другими 
методами сшивки, так как при его использовании 
легко  осуществлять  контроль  печати,  регулируя 
скорость и степень отверждения получаемой конс-
трукции. Многие природные биоматериалы, такие 
как желатин [18, 19], фиброин шелка [76] и колла-
ген [114], под действием УФ с длиной волны 365 нм 
полимеризуются путем акрилирования. Drzewiecki 
et al. продемонстрировали использование фотоот-
верждения  метакриламида  коллагена  в  качестве 
фибриллообразующих биочернил для изготовления 
каркасов [114]. Фотосшивание метакрилата ГК было 
описано в работе Onofrillo et al. при создании скаф-
фолда хряща [19]. Сходным образом был получен и 
исследован гель на основе метакрилата фиброина 
шелка (SilMA), который, по мнению авторов, харак-
теризуется биосовместимостью, биоразлагаемостью 
и имеет подходящую биологическую и механиче-
скую прочность [76]. В отличие от полимеризации 
генипином, при фотоотверждении метакрилата поли-
меризация одного слоя завершается за 5 минут. Одна-
ко некоторые авторы отмечают, что недостатком ак-
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рилирования является снижение биосовместимости 
скаффолдов, так как непрореагировавшие акриловые 
группы цитотоксичны, и кроме того, могут вызывать 
in vivo местные воспалительные реакции [115]. Этим 
же недостатком обладает и часто используемый фо-
тоинициатор Irgacure 2959, являющийся источником 
свободных радикалов, необходимых для проведения 
реакции полимеризации [116]. Еще одним спосо-
бом инициации образования фотосшивок являют-
ся реакции с фенольными остатками в природных 
биоматериалах. Так, например, механические свойс-
тва гидрогеля из модифицированных фенольными 
гидроксильными группами желатина и ГК можно 
регулировать, изменяя концентрации трис-бипири-
дила диоксида рутения (II) и натрий-аммония пер-
сульфата и время облучения светом [17]. В качестве 
фотоинициатора для коллагена также может быть 
использован рибофлавин, который под действием 
УФ вызывает образование ковалентных поперечных 
связей между аминокислотными группами в цепях 
коллагена [117]. Основным преимуществом рибо-
флавина является то, что обычно он присутствует 
в организме и в отличие от других фотоинициато-
ров не является цитотоксичным. Индуцированная 
рибофлавином фотополимеризация коллагенового 
гидрогеля, содержащего фиброхондроциты, не при-
водила к изменению формы скаффолда, повышая при 
этом уровни экспрессии в клетках генов коллагена 
II типа и аггрекана [70]. Оптимальная концентрация 
рибофлавина, обеспечивающая увеличение модуля 
упругости, составила 0,01% [70]. Широкие возмож-
ности использования рибофлавина были показаны 
и Batchelor et al.  [118]. Необходимо отметить, что 
применение рибофлавина позволяет проводить срав-
нительно быструю полимеризацию (от 10 секунд до 
5 минут) под действием видимого света [70, 117].

Для скаффолдов из смеси шелка и желатина физи-
ческое сшивание может проводиться под действием 
ультразвука [119], который индуцирует «кристалли-
зацию» β-структур фиброина в результате усиления 
молекулярной вибрации, гидратации гидрофобных 
доменов и кратковременного повышения локальной 
температуры. «Сшивание» фиброина (и желатина) 
может достигаться и путем самосборки при исполь-
зовании фиброина двух разных типов [22].

Одним из вариантов сохранения баланса между 
способностью к печати и жесткостью получаемой 
конструкции является использование двойной по-
лимеризации материала. На первом этапе прово-
дится подбор вязкости биочернил (в пограничном 
состоянии «гель–раствор»), подходящей для про-
цесса печати, а на втором – увеличение жесткости/
упругости (переход в состояние геля), необходимое 
для сохранения геометрии сразу после окончания 
печати каждого слоя. Такой подход был подробно 
описан A. Skardal et al. для полимеризации акрилатов 

и алкинов в случае создания скаффолдов на основе 
коллагена, ГК и желатина [120]. Kajave et al. уделили 
внимание решению вопросов, связанных с недоста-
точными механическими свойствами и быстрой де-
градацией получаемых таким образом скаффолдов, 
что присуще всем ТК, полученным с использова-
нием низких концентраций коллагена [26]. Авторы 
показали, что последовательное применение УФ и 
генипина (0,5 мМ) значительно улучшает упругость 
скаффолдов и увеличивает время их деградации в 
организме как с инкорпорированными клетками, так 
и в бесклеточных вариантах.

5. КОММерчеСКие черНилА длЯ 3d-ПечАти
В последние годы на биотехнологическом рын-

ке появились коммерческие препараты биочернил. 
Так,  компания  CELLINK  (Швеция)  разработала 
биочернила на основе альгината, коллагена, жела-
тина и хитозана – серии GelX CELLINK на основе 
метакрилированного желатина и CELLINK Bioink 
на основе нановолокнистой целлюлозы и альгина-
та, которые могут иметь модификации с пептидами 
RGD, трикальцийфосфатом, ламининами и фибрино-
геном [121]. Их пригодность для биопечати была про-
демонстрирована в ряде недавних исследований [11, 
12, 95, 99]. Израильская компания CollPlant химичес-
ки модифицировала рекомбинантный человеческий 
коллаген для создания биочернил (rhCollagen BioInk), 
пригодных для различных технологий печати, вклю-
чая экструзионную, струйную печать, лазерный ин-
дуцированный прямой перенос и стереолитографию. 
Advanced BioMatrix (США) разработали биочернила 
LifeInk 200 и LifeInk 240 для экструзионной печати 
на основе коллагена, матакрилированные коллаген, 
желатин и ГК,  а  также тиолированную ГК  [122]. 
Biogelx выпустили синтетические биочернила, ко-
торые образуют нановолокнистую сеть, имитиру-
ющую внеклеточный матрикс, могут поддерживать 
рост и пролиферацию клеток, передачу сигналов и 
имеют реологические свойства, подходящие для био-
печати [123]. Стоит отметить, что стоимость таких 
биочернил достаточно высока.

Кроме материалов, адаптированных для 3D-био-
печати в настоящее время, целый спектр коммерче-
ских продуктов для восстановления хрящевой тка-
ни находятся в фазе клинических испытаний. Они 
представляют собой либо готовые скаффолды, либо 
гидрогели, быстро полимеризующиеся в месте им-
плантации. Среди них: NOVOCART 3D, RevaFlex и 
MACI. RevaFlex представляет собой тканеинженер-
ный хрящевой имплантат для восстановления и реге-
нерации коленного хряща, содержащий аллогенные 
ювенильные хондроциты [124]. NOVOCART 3D по-
зиционируется как персонализированный имплантат, 
созданный на основе хондроцитов, полученных от 
пациента, которые культивируют на коллагеновых 
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каркасах [125]. Сходным является MACI, который 
содержит аутологичные хондроциты, культивируе-
мые на свиной коллагеновой мембране, и предна-
значен для восстановления повреждения коленного 
хряща [126].

ЗАКлЮчеНие
Проведен анализ литературы последних 5 лет, 

посвященной применению различных биоматери-
алов при 3D-биопечати хрящевой и мягких тканей. 
Рассмотрены достоинства и недостатки базовых ком-
понентов скаффолдов, подходы к их полимеризации, 
включая типы и особенности использования сшива-
ющих агентов; обсуждены пути улучшения свойств 
биочернил, в частности, за счет применения допол-
нительных компонентов, отвечающих за жесткость, 
пористость и другие базовые свойства скаффолдов. 
Проанализированы тенденции к изменению частот 
использования ряда материалов. В целом, несмотря 
на большое разнообразие базовых биоматериалов, 
спектра дополнительных компонентов, применяемых 
при создании ТК для замещения дефектов хрящевой 
и мягких тканей, поиск новых вариантов полноцен-
ной замены ВКМ продолжается.
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