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Цель работы: разработка способа модифицирования композитных пористых трубчатых биополимерных 
каркасов малого диаметра на основе бактериального сополимера поли(3-гидроксибутирата-со-3-гидрок-
сивалерата) и желатина двухслойным биологически-активным покрытием на основе гепарина и лизата 
тромбоцитов, способствующим адгезии и пролиферации клеточных культур. Материалы и методы. 
Композитные пористые трубчатые биополимерные каркасы с внутренним диаметром 4 мм изготавливали 
методом электроспиннинга из смеси 1 : 2 (по объему) 10% раствора сополимера поли(3-гидроксибутира-
та-со-3-гидроксивалерата) и 10% раствора желатина соответственно в гексафтор-2-пропаноле. Структуру 
каркасов стабилизировали парами глутарового альдегида. Каркасы модифицировали биологически-актив-
ным покрытием на основе гепарина и лизата тромбоцитов человека. Морфологию поверхности образцов 
анализировали с применением сканирующей электронной микроскопии. Биологическую безопасность 
модифицированных каркасов in vitro (гемолиз, цитотоксичность) оценивали согласно ГОСТ ISO 10993. 
Взаимодействие с культурами эндотелиальных клеток человека линии EA.hy926 и мезенхимальных 
стромальных клеток из жировой ткани человека исследовали с применением витальных красителей. 
Результаты. Разработан способ модифицирования композитных пористых трубчатых биополимерных 
каркасов малого диаметра, полученных методом электроспиннинга из смеси поли(3-гидроксибутирата-со-
3-гидроксивалерата) и желатина, двухслойным биологически-активным покрытием на основе ковалентно 
иммобилизованного гепарина и лизата тромбоцитов человека. In vitro доказано отсутствие цитотоксич-
ности и гемолитической активности образцов модифицированных каркасов. Показано, что разработанное 
покрытие способствует адгезии и пролиферации мезенхимальных стромальных клеток жировой ткани 
человека на внешней поверхности и эндотелиальных клеток пупочной вены человека линии EA.hy926 на 
внутренней поверхности композитных пористых трубчатых биополимерных каркасов в условиях in vitro. 
Заключение. Полученные результаты позволяют прийти к заключению о возможности использования 
разработанного покрытия для формирования in vivo тканеинженерной конструкции кровеносных сосудов 
малого диаметра.
Ключевые  слова:  гепарин,  лизат тромбоцитов,  биополимерный матрикс, желатин,   
поли(3-гидроксибутират-со-3-гидроксивалерат),  электроспиннинг,  сосуды малого диаметра, 
биологическая безопасность.
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ВВедеНие
Минимизация процессов тромбоза и гиперпла-

зии интимы является одной из ключевых задач 
для успешной разработки и применения протезов 
кровеносных сосудов малого диаметра (ПКС МД) 
[1–3]. Эндотелизация считается наиболее предпоч-
тительным вариантом оптимизации внутренней 
поверхности сосудистых протезов [4–6]. Монослой 
функционально активного эндотелия, аналогичный 
присутствующему в нативных кровеносных сосудах, 
обуславливает повышение тромборезистентности и 
долгосрочную проходимость протеза за счет свойств 
эндотелиальных клеток синтезировать широкий 
спектр биологически активных факторов, препятс-
твующих агрегации тромбоцитов, регулирующих из-
быточную пролиферацию, миграцию и сократитель-
ную активность гладкомышечных клеток, гомеостаз 
и воспаление [7–9].

C целью повышения специфичности взаимо-
действия с клетками эндотелия (ЭК), клетками-
предшественниками эндотелия (эндотелиальными 
прогениторными клетками, ЭПК) и другими типа-
ми клеток, ответственных за регенерацию крове-
носных сосудов, а также для достижения быстрой 
эндотелизации используют различные подходы к 
модифицированию поверхности ПКС МД [10–15]. 
Широко применяемым способом модифицирования 
является использование покрытий на основе белков 
внеклеточного матрикса, таких как коллаген, его час-
тично гидролизованная форма – желатин, эластин, 
фибронектин [12, 14, 16], или иммобилизация на по-
верхности пептидов, имитирующих сайты адгезии. 
Наиболее известным из семейства подобного рода 
синтезированных соединений является RGD-пептид 
(Arg-Gly-Asp), повторяющий адгезивный фрагмент 
молекулы фибронектина [8, 17, 18]. Инкорпориро-
вание в структуру ПКС МД биологически активных 

соединений (БАС), таких как антитела или факторы 
роста, может способствовать привлечению ЭПК и 
зрелых ЭК in situ. CD34 и рецептор фактора роста 
сосудистого эндотелия 2 (vascular endothelial growth 
factor receptor 2, VEGFR-2, CD309), присутствуют 
на поверхности циркулирующих ЭПК. Антитела к 
CD31 и VEGFR-2 используют для связывания ЭК 
[11, 18]. Было обнаружено, что факторы, такие как 
стромальный фактор 1 (stromalcell-derived factor-1, 
SDF-1) и гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор (granulocyte colony-stimulating actor, G-CSF), 
усиливают мобилизацию ЭПК из костного мозга [11, 
18–21]. Основной фактор роста фибробластов (basic 
fibroblast growth factor, bFGF) способен стимулиро-
вать покоящиеся ЭК, вызывая их пролиферацию и 
организацию в трубчатые структуры [11, 22].

Наиболее часто для повышения эффективности 
эндотелизации используют фактор роста эндотелия 
(vascular endothelial growth factor, VEGF) – высо-
коспецифичный к ЭК и ЭПК цитокин, активирующий 
и поддерживающий их миграцию и пролиферацию 
[22–24]. Одним из существенных недостатков при-
менения факторов роста, в частности VEGF, является 
быстрая потеря биологической активности и высокая 
стоимость [22]. Показано, что иммобилизация фак-
торов роста, таких как bFGF, TGF-β2 (трансформи-
рующий фактор роста β2, transforming growth factor 
beta 2) или VEGF через гепарин-связывающий домен, 
повышает устойчивость к денатурации и фермента-
тивному расщеплению в физиологических условиях, 
продлевая их биологическую активность [18, 25].

Гепарин (ГП) – гликозаминогликан с хорошо изу-
ченными и охарактеризованными антикоагулянт-
ными свойствами, также часто применяется для 
функционализации биоматериалов и матриксов, 
предназначенных для контакта с кровью, с целью 
повышения их тромборезистентности [26]. ГП также 

bioactive coating based on heparin (Hp) and platelet lysate (PL) that promote adhesion and proliferation of cell 
cultures. Materials and methods. Composite porous tubular biopolymer scaffolds with 4 mm internal diameter 
were made by electrospinning from a 1 : 2 (by volume) mixture of a 10% solution of poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate) copolymer, commonly known as PHBV, and a 10% solution of gelatin, respectively, in 
hexafluoro-2-propanol. The structure of the scaffolds was stabilized with glutaraldehyde vapor. The scaffolds were 
modified with a bioactive Hp + PL-based coating. The surface morphology of the samples was analyzed using 
scanning electron microscopy. Biological safety of the modified scaffolds in vitro (hemolysis, cytotoxicity) was 
evaluated based on the GOST ISO 10993 standard. Interaction with cultures of human endothelial cell line (EA.
hy926) and human adipose-derived mesenchymal stem cells (hADMSCs) was studied using vital dyes. Results. 
We developed a method for modifying small-diameter composite porous tubular biopolymer scaffolds obtained 
by electrospinning from a mixture of PHBV and gelatin modified with double-layered bioactive coating based 
on covalently immobilized Hp and human PL. The modified scaffold was shown to have no cytotoxicity and 
hemolytic activity in vitro. It was also demonstrated that the developed coating promotes hADMSC adhesion 
and proliferation on the external surface and EA.hy926 on the internal surface of the composite porous tubular 
biopolymer scaffolds in vitro. Conclusion. The developed coating can be used for the formation of in vivo tissue-
engineered small-diameter vascular grafts.
Keywords:  heparin,  platelet  lysate,  biopolymer matrix,  gelatin,  poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate),  electrospinning,  small-diameter  vascular  grafts,  biological  safety.
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играет важную роль в адгезии и гомеостазе эндотели-
альных клеток, улучшает прикрепление к матриксу, 
обеспечивая трофическую и дифференцировочную 
клеточную сигнализацию, ингибируя при этом проли-
феративную активность гладкомышечных клеток [1]. 
Совместная иммобилизация гепарина и ангиоген-
ных факторов роста может одновременно подавлять 
тромбоз и стимулировать эндотелизацию [2]. В то 
же время перспективным, доступным и недорогим 
источником факторов роста (bFGF, TGF-β2, VEGF) 
может служить лизат тромбоцитов (ЛТ), получаемый 
из плазмы крови, обогащенной тромбоцитами (ПОТ) 
[27–30]. ЛТ может стать альтернативой широко ис-
пользуемым рекомбинантным факторам роста, кото-
рые ведут к значительному повышению стоимости 
получаемых изделий, а также могут провоцировать 
иммуногенные реакции [29].

Ранее нами были разработаны композитные 
пористые трубчатые биополимерные каркасы ма-
лого диаметра на основе бактериального сополи-
мера поли(3-гидроксибутирата-со-3-гидроксивале-
рата) (ПГБВ) и желатина с регулируемой скоростью 
резорб ции, обладающие необходимым комплексом 
физико-механических свойств, характерных для 
нативных кровеносных сосудов малого диаметра 
[31]. Однако стабилизация структуры каркаса пара-
ми глютарового альдегида приводила к повышению 
цитотоксичности. Учитывая как свойства ГП, так и 
богатый набор факторов роста, в т. ч. VEGF и bFGF, 
содержащийся в ЛТ, нами сделано предположение, 
что биофункционализация поверхности разработан-
ных нами ранее трубчатых каркасов путем иммоби-
лизации ГП в сочетании с биологически активным 
покрытием на основе ЛТ может способствовать ус-
транению цитотоксичности, а также приданию кар-
касу как высокой гемосовместимости, в том числе 
тромборезистентности, так и специфической аффин-
ности к адгезии эндотелиальных клеток.

Целью данной работы являлась разработка спосо-
ба модифицирования композитных пористых труб-
чатых биополимерных каркасов малого диаметра 
на основе бактериального сополимера поли(3-гид-
роксибутирата-со-3-гидроксивалерата) и желатина 
двухслойным биологически-активным покрытием на 
основе гепарина и лизата тромбоцитов, способству-
ющим процессу эндотелизации поверхности.

МАтериАлы и МетОды
изготовление композитных пористых 
трубчатых биополимерных каркасов

Композитные пористые трубчатые биополимер-
ные каркасы (КПТБ-каркасы) с внутренним диамет-
ром 4 мм изготавливали методом электроспиннинга 
из смеси 1 : 2 (по объему) 10% раствора сополимера 
поли(3-гидроксибутирата-со-3-гидроксивалерата) 
(ПГБВ, Sigma-Aldrich, США) и 10% раствора же-

латина кислой обработки (Gelatin from porcine skin 
Type A, Sigma-Aldrich, США) соответственно в 
1,1,1,3,3,3-гексафтор-2-пропаноле (ГФИП, «P&M-
Invest», Россия), на установке для электроспиннин-
га NANON-01A («MECC CO», Япония) при напря-
жении между электродами 25 кВ, скорости подачи 
раствора 2 мл/ч, расстоянии до коллектора 100 мм, 
скорости вращения стержня-подложки 1000 об/мин, 
с использованием иглы 27G. После окончания про-
цесса нанесения раствора образцы каркасов сушили 
в термостате при температуре 37 °С в течение 2 ч 
с последующим вакуумированием при остаточном 
давлении 10–20 мм рт. ст. и температуре 37 °С в те-
чение 24 ч.

Стабилизация структуры КПтБ-каркасов
Структуру КПТБ-каркасов стабилизировали пара-

ми глутарового альдегида (ГА) в замкнутой емкости 
без прямого контакта образцов с 25% раствором ГА 
при комнатной температуре в течение 48 ч. После 
окончания процесса фиксации образцы тщательно 
промывали в трех сменах дистиллированной воды 
и высушивали в течение 24 ч при комнатной тем-
пературе.

Нанесение биологически активного 
покрытия

Иммобилизацию гепарина (ГП) (Sigma-Aldrich, 
США) осуществляли инкубацией образцов КПТБ-
каркасов в водном растворе антикоагулянта с кон-
центрацией 1 мг/мл (150–200 ед/мл) в течение 2 ч 
при комнатной температуре, в результате чего про-
исходило ковалентное связывание аминогрупп ГП с 
непрореагировавшими альдегидными группами ГА. 
Несвязанный ГП удаляли трехкратной отмывкой в 
дистиллированной воде. Полученные гепаринизи-
рованные каркасы подвергали стерилизации гамма-
излучением в дозе 1,5 МРад.

Необходимый объем раствора лизата тромбоцитов 
человека (ЛТч, Ренам, Россия) получали разведением 
сухого (лиофилизованного) ЛТч в соотношении 1 : 9 
раствором Хенкса, не содержащим ионы Ca2+ и Mg2+ 
(HBSS, Gibco® by Life Technologies™, СК). Стерили-
зацию раствора лизата осуществляли фильтрованием 
через мембранный фильтр с диаметром пор 0,22 мкм. 
Стерильные гепаринизированные образцы обраба-
тывали раствором ЛТч в асептических условиях в 
течение 1 ч при 37 °С непосредственно перед экспе-
риментом. Связывание положительно заряженных 
факторов роста, содержащихся в ЛТч, с отрицательно 
заряженным ГП носит полиионный характер.

Морфология поверхности КПтБ-каркасов
Структуру поверхности модифицированных об-

разцов КПТБ-каркасов анализировали на сканирую-
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щем электронном микроскопе (СЭМ) JSM-6360LA 
(«JEOL», Япония) при ускоряющем напряжении 5 кВ 
и увеличении ×100–1000. Для создания проводящего 
покрытия напыляли золото.

Культуры клеток
Культуры фибробластов мыши линии NIH/3T3 

(ATCC®CRL-1658™) и эндотелиальных клеток пупоч-
ной вены человека (ЭКч) линии EA.hy926 (The human 
umbilical vein cell line EA.hy926, ATCC®CRL-2922™) 
из коллекции ATCC (American Type Culture Collection) 
перед использованием хранили в жидком азоте при 
температуре –196 °С. После разморозки фиброблас-
ты NIH/3T3 и ЭК EA.hy926 высевали в стандартные 
культуральные флаконы площадью 25 или 75 см2 
(CELLSTAR® Greiner Bio-One, Германия) и культи-
вировали в соответствующей полной ростовой сре-
де (ПРС) DMEM с высоким содержанием глюкозы 
(4,5 г/л, DMEM high glucose c HEPES, «ПанЭко», 
Россия) с добавлением 10% телячьей сыворотки (ТС, 
Biosera, Германия) или эмбриональной телячьей сы-
воротки (ЭТC, HyClone, США), антибиотика и анти-
микотика Anti-Anti (Gibco® by Life Technologies™, 
СК) и 2 мМ аланил-глютамина («ПанЭко», Россия) 
в СО2-инкубаторе при стандартных условиях: 37 °С, 
во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1)% СО2. 
Перед экспериментом клетки удаляли с поверхности 
культурального пластика с помощью диссоцииру-
ющего реагента TrypLE™ Express Enzyme (Gibco® 
by Life Technologies™, СК) и готовили суспензию с 
необходимой концентрацией клеток.

Культура мезенхимальных стромальных клеток, 
изолированных из жировой ткани человека (МСК 
ЖТч), была получена в отделе биомедицинских 
технологий и тканевой инженерии ФГБУ «НМИЦ 
ТИО им. ак. В.И. Шумакова» Минздрава России по 
ранее разработанной методике [32]. Перед исполь-
зованием МСК ЖТч хранили в жидком азоте при 
температуре –196 °С. После разморозки МСК ЖТч 
высевали в стандартные культуральные флаконы 
площадью 75 см2 (CELLSTAR® Greiner Bio-One, Гер-
мания) и культивировали в полной ростовой среде 
(ПРС) DMEM/F12 («ПанЭко», Россия) с добавлени-
ем 10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТC, 
HyClone, США), 10 мкг/мл основного фактора роста 
фибробластов человека (FGF-2, Peprotech, AF-100-
18B, США), антибиотика и антимикотика Anti-Anti 
(Gibco® by Life Technologies™, СК), 1 мМ HEPES 
(Gibco® by Life Technologies™, СК) и 2 мМ аланил-
глютамина («ПанЭко», Россия) в СО2-инкубаторе при 
стандартных условиях: 37 °С, во влажной атмосфере, 
содержащей (5 ± 1)% СО2. Перед экспериментом клет-
ки удаляли с поверхности культурального пластика 
с помощью диссоциирующего реагента TrypLE™ 
Express Enzyme (Gibco® by Life Technologies™, СК) 
и готовили суспензию с необходимой концентрацией 

клеток. В экспериментах использовали клетки V–VI 
пассажей. Разными авторами показано, что МСК ЖТ 
используют как самостоятельный клеточный компо-
нент при разработке тканеинженерных сосудистых 
протезов малого диаметра [33, 34], также МСК ЖТ 
поддерживают жизнеспособность ЭК и способству-
ют васкуляризации тканеинженерных конструкций 
сосудов малого диаметра in vivo [35], что явилось 
обоснованием применения данной культуры клеток 
в нашей работе.

Исходное количество клеток в суспензии опре-
деляли на автоматическом счетчике клеток (TC20™ 
Automated Cell Counter, BIORAD, Сингапур) с од-
новременным анализом жизнеспособности по ис-
ключению красителя трипанового синего (BIORAD, 
# 145-0013, Сингапур).

Гемолиз
Исследование гемолитического действия моди-

фицированных КПТБ-каркасов проводили на экстра-
ктах из образцов с использованием эритроцитарной 
массы крови кроликов согласно межгосударствен-
ному стандарту ГОСТ ISO 10993-4-2011 [36]. Экс-
тракты готовили в соответствии с рекомендациями 
ГОСТ ISO 10993-1-2011 [37]. В качестве экстрактан-
та (модельной среды) использовали 0,9% раствор 
натрия хлорида, время экстракции составляло 72 ч 
при 37 °С. Отрицательным контрольным образцом 
служил 0,9% раствор натрия хлорида, положитель-
ным контрольным образцом, вызывающим 100% 
гемолиз – дистиллированная вода. Для оценки гемо-
литического действия одного образца использовали 
кровь от трех кроликов.

Кровь, содержащую 3,8% цитрата натрия (в со-
отношении 1 : 9), полученную от кроликов породы 
шиншилла с соблюдением биоэтических принципов 
обращения с животными, утвержденных Европей-
ской конвенцией о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных науч-
ных целях (2005 г.), и в соответствии с Правилами 
лабораторной практики, утвержденными приказом 
Минздрава России № 708 от 23.08.2010 г. об экс-
периментальных животных, центрифугировали при 
900 об/мин в течение 10 мин для получения эрит-
роцитарной массы. 10% взвесь эритроцитов, по-
лученную разведением трехкратно отмытой эрит-
роцитарной массы (1 : 9 0,9% раствором хлорида 
натрия), добавляли к исследуемым экстрактам из 
образцов модифицированных КПТБ-каркасов, а 
также к отрицательному контрольному образцу и 
положительному контрольному образцу и инкуби-
ровали в течение 1 ч при температуре (37 ± 2) °С, 
после чего центрифугировали в течение 20 мин при 
2000 об/мин. Надосадочную жидкость отделяли и 
проводили измерение оптической плотности с по-
мощью спектрофотометра Stat Fax 4500 (Awareness 
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Technology, США) на длине волны 540 нм. Процент 
гемолиза вычисляли по формуле:

 , (1)

где Еоп – оптическая плотность исследуемого об-
разца; Ек – оптическая плотность отрицательного 
контрольного образца; Е100 – оптическая плотность 
образца со 100% гемолизом.

Величина гемолиза во всех образцах крови долж-
на составлять менее 2%.

Цитотоксичность
Цитотоксичность фрагментов модифицирован-

ных КПТБ-каркасов в условиях in vitro оценивали 
согласно межгосударственному стандарту ГОСТ ISO 
10993-5-2011 на культуре фибробластов мыши линии 
NIH/3T3 методом прямого контакта [38]. Отрицатель-
ным контрольным образцом служила поверхность 
культурального пластика (КП, CELLSTAR® Greiner 
Bio-One, Германия), положительным контрольным 
образцом – стандарт цинка одноэлементный водный 
10 мг/мл (Sigma-Aldrich, США). Все процедуры про-
водили в асептических условиях.

Для исследования цитотоксического эффекта 
фибробласты высевали в культуральные 24-луноч-
ные плоскодонные планшеты (CELLSTAR® Greiner 
Bio-One, Германия) в концентрации 7–12 × 104 кле-
ток на лунку и инкубировали в течение 24 ч при 
37 °С во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1)% 
СО2, до образования (80 ± 10)% монослоя, после 
чего исследуемые фрагменты матриксов помещали 
непосредственно на поверхность монослоя фибро-
бластов. Визуально культуру оценивали с помощью 
бинокулярного флюоресцентного инвертированного 
микроскопа Nikon Eclipse TS100 (Япония).

Метаболическую активность фибробластов пос-
ле контакта с фрагментами матриксов оценивали 
через 24 ч с помощью реагента PrestoBlue™ HS 
Cell Viability Reagent (Invitrogen™ by Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно протоколу, рекоменду-
емому производителем. В лунки, содержащие ис-
следуемые образцы, отрицательный контрольный и 
положительный контрольный образцы, добавляли 
10% витального реагента PrestoBlue™, после чего 
планшет инкубировали в течение 3 ч при 37 °С 
во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1)% СО2. 
PrestoBlue™ – витальный краситель, в состав ко-
торого входит индикатор окислительно-восстано-
вительных процессов резазурин. Жизнеспособные 
пролиферирующие клетки восстанавливают резазу-
рин при участии митохондриальных дегидрогеназ, 
цитохромов и дегидрогеназ, находящихся в цитоплаз-
ме клетки, до резофурина [39], вследствие чего про-
исходит изменение цвета реагента с индиго на розо-
вый. Изменение поглощения среды регистрировали 

с использованием ридера для микропланшетов Spark 
10М (Tecan, Австрия) с программным обеспечением 
Spark Control™ Magellan V1.2.20 на длинах волн 570 
и 600 нм. Процент восстановленного PrestoBlue™ 
характеризует метаболическую активность клеток. 
Относительная разница в процентах между мета-
болической активностью клеток в отрицательном 
контрольном образце и после контакта с исследу-
емыми образцами характеризует цитотоксичность 
исследуемого образца и вычисляется по формуле:

 , (2)

где 117,216 и 80,586 – значения молярных коэффици-
ентов экстинкции для окисленной формы витального 
реагента PrestoBlue™ на длинах волн 600 и 570 нм 
соответственно; A570 Обр. и А600 Обр. – поглощение ис-
следуемого образца на длинах волн 570 и 600 нм 
соответственно; А0

570 и А0
600 – поглощение отрица-

тельного контрольного образца на длинах волн 570 
и 600 нм соответственно.

Анализ результатов проводили с помощью оце-
ночной шкалы степени ответной реакции клеток пос-
ле непосредственного контакта с образцами согласно 
ГОСТ ISO 10993-5-2011 (табл. 1).

Отрицательный контрольный образец должен 
соответствовать степени реакции 0 (отсутствие ци-
тотоксичности), положительный контрольный обра-
зец – 3 (значительная цитотоксичность, практически 
полностью разрушенный монослой). Степень ответ-
ной реакции исследуемого образца должна соответ-
ствовать степени реакции 0.

Культивирование эКч линии ea.hy926 
и МСК Жтч на поверхности КПтБ-каркасов

Исследуемые стерильные образцы модифициро-
ванных КПТБ-каркасов предварительно разрезали 
вдоль, расправляли, помещали на дно культурального 
плоскодонного 24-луночного планшета (CELLSTAR® 
Greiner Bio-One, Германия) соответствующей сто-
роной (внутренней или внешней) и фиксировали 
стерильными силиконовыми кольцами. ЭКч линии 
EA.hy926 и МСК ЖТч засевали в асептических ус-
ловиях на внутреннюю и внешнюю стороны образ-
цов соответственно. Исходная плотность посева на 

Таблица 1
Степень ответной реакции клеток

Cell response rate
Шкала цитотоксичности Интерпретация результата

0 Не цитотоксично
1 Легкая цитотоксичность
2 Средняя цитотоксичность

3 Значительная 
цитотоксичность
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исследуемые образцы и КП составляла 4 × 104 кл/см2 
для культуры ЭКч линии EA.hy926 и 3 × 104 кл/см2 
для культуры МСК ЖТч. Поскольку исследуемые 
образцы получены методом электроспиннинга и 
являются трехмерными, использовать двухмерную 
поверхность КП в качестве контрольного образца 
было бы некорректно. В данных экспериментах по-
верхность КП использовали для контроля морфоло-
гии и адекватного роста исследуемых культур клеток. 
После посева 24-луночные планшеты с образцами 
культивировали в СО2-инкубаторе при стандартных 
условиях в течение 24 и 96 ч или 24, 96 и 168 ч, пос-
ле чего проводили соответствующие исследования.

Оценка жизнеспособности
Для оценки жизнеспособности и визуализации 

количества ЭКч линии EA.hy926 и МСК ЖТч на по-
верхности модифицированных КПТБ-каркасов ис-
пользовали набор Live/Dead® Viability/Cytotoxicity 
Kit (Molecular Probes® by Life Technologies™, США) 
согласно протоколу, рекомендуемому производите-
лем. Метод заключается в двойном флуоресцент-
ном окрашивании, с одновременным определением 
живых и мертвых клеток посредством связывания 
красителей: бромистого этидия (ethidium bromide 
homodimer, EthD-1) и ацетоксиметил кальцеина 
(calcein acetoxymethyl, calcein AM). EthD-1 является 
маркером мертвых клеток, проникая через поврежден-
ную плазматическую мембрану и связываясь с нук-
леиновыми кислотами, дает ярко-красное флуорес-
центное свечение (возб./эмиссия ~495 нм/~635 нм). 
Сalcein AM, проникая в жизнеспособные клетки, 
подвергается воздействию внутриклеточных эсте-
раз, превращаясь в кальцеин, дающий ярко-зеленое 
однородное флуоресцентное свечение (возб./эмиссия 
~495 нм/~515 нм). В исследуемые лунки добавляли 
раствор фосфатного буфера Дюльбекко, содержащего 
2 мкМ сalcein AM и 4 мкМ EthD-1, через 15 мин ре-
зультаты окрашивания визуализировали с помощью 
бинокулярного инвертированного флюоресцентно-
го микроскопа Nikon Eclipse TS100 (Япония), осна-
щенного цифровой фотокамерой Digital Sight DS-Vil 
(Nikon, Япония). Фотографирование исследуемых и 
контрольных образцов в процессе культивирования 
ЭКч линии EA.hy926 и МСК ЖТч проводили через 
24 и 96 ч после посева.

Оценка метаболической активности 
и количества клеток

Метаболическую активность ЭКч линии EA.hy926 
и МСК ЖТч на поверхности образцов матриксов 
оценивали через 24, 96 и 168 ч с помощью реагента 
PrestoBlue™ HS Cell Viability Reagent (Invitrogen™ 
by Thermo Fisher Scientific, США), согласно прото-
колу, рекомендуемому производителем. В лунки, 

содержащие исследуемые образцы и бесклеточный 
контрольный образец (ПРС, не содержащая клеток), 
добавляли 10% витального реагента PrestoBlue™, 
после чего планшет инкубировали в течение 3 ч при 
37 °С во влажной атмосфере, содержащей (5 ± 1)% 
СО2. Изменение поглощения среды регистрировали 
с использованием ридера для микропланшетов, как 
было описано ранее, на длинах волн 570 и 600 нм. 
Процент восстановленного PrestoBlue™ характери-
зует метаболическую активность клеток и вычисля-
ется по формуле:

 , (3)

где 117,216 и 80,586 – значения молярных коэффици-
ентов экстинкции для окисленной формы витального 
реагента PrestoBlue™ на длинах волн 600 и 570 нм 
соответственно; 155,677 и 14,652 – значения мо-
лярных коэффициентов экстинкции для восстанов-
ленной формы витального реагента PrestoBlue™ на 
длинах волн 570 и 600 нм соответственно; A570 Обр. и 
А600 Обр. – поглощение исследуемого образца на дли-
нах волн 570 и 600 нм соответственно; А'

570 и А'
600 – 

поглощение бесклеточного контрольного образца на 
длинах волн 570 и 600 нм соответственно.

Количество ЭКч линии EA.hy926 и МСК ЖТч на 
поверхности образцов каркасов оценивали с помо-
щью калибровочных кривых, линейных в полулога-
рифмических координатах до концентрации клеток 
0,8 × 105 в случае ЭКч линии EA.hy926 и 1 × 105 в 
случае МСК ЖТч (VI пассаж). Для построения ка-
либровочной кривой выбранный тип клеток высе-
вали в плоскодонные 24-луночные культуральные 
планшеты (CELLSTAR® Greiner Bio-One, Германия) 
с плотностью посева 1–20 × 104 кл/см2. Через 24 ч в 
лунки, содержащие необходимое количество клеток 
и бесклеточный контрольный образец, добавляли 
витальный реагент PrestoBlue™, инкубировали план-
шет в течение 3 ч при 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей (5 ± 1)% СО2 и регистрировали изме-
нение поглощения среды. Процент восстановлен-
ного PrestoBlue™, определенный по формуле (3), 
наносили на график по оси Y, по оси Х откладывали 
соответствующее количество клеток.

Статистическая обработка
Количественную и статистическую обработку по-

лученных данных проводили с помощью приложения 
Microsoft Excel 2007. Все результаты представлены 
в виде среднего значения ± стандартное отклонение. 
Различия считали достоверными при р < 0,05 при 
количестве образцов (n) от 3 до 5.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
На рис. 1 представлена структура КПТБ-каркаса. 

Поперечный срез (рис. 1, а) демонстрирует выражен-
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ную высокопористую структуру. Толщина стенки 
составляет ~500 мкм. Внутренний и внешний слои 
каркаса (см. рис. 2, б, в) имеют сходную организо-
ванную из не упорядоченно расположенных волокон 
толщиной преимущественно от 0,8 до 2,0 мкм, раз-
мер пор – 10–25 мкм.

Данные проведенного исследования гемолитиче-
ской активности позволяют сделать вывод, что испы-
танные образцы модифицированных биоактивным 
покрытием на основе ГП и ЛТч КПТБ-каркасов не 

оказывают гемолитического действия (процент гемо-
лиза 0,07%) и соответствуют допустимым значениям 
(процент гемолиза менее 2%), удовлетворяющим тре-
бованиям, предъявляемым к медицинским изделиям 
согласно ГОСТ ISO 10993-4-2011.

В табл. 2 представлены значения, характеризу-
ющие метаболическую активность фибробластов 
мыши линии NIH/3T3 после прямого контакта с 
образцами модифицированного КПТБ-каркаса от-
носительно отрицательного (не цитотоксичного) 

 

Рис. 1. Структура КПТБ-каркаса с двухслойным покрытием, d = 4 мм: а – поперечный срез (×100. Бар 100 мкм); 
б – внутренняя поверхность (×1000. Бар 10 мкм); в – внешняя поверхность (×1000. Бар 10 мкм)

Fig. 1. The structure of composite porous tubular biopolymer (CPTB) scaffold modified with double-layered coating, 
d = 4 mm: а – cross section (Magnification ×100. Bar 100 μm); б – inner surface (Magnification ×1000. Bar 10 μm); в – outer 
surface (Magnification ×1000. Bar 10 μm)

а

б в

Таблица 2
Процент жизнеспособных фибробластов линии NIH/3T3 относительно отрицательного 

контрольного образца после контакта с модифицированными образцами КПТБ-каркасов
Percentage of viable NIH/3T3 fibroblast cell line relative to a negative control sample after contact 

with the modified samples of CPTB scaffolds
Образец % жизнеспособных клеток относительно 

отрицательного контрольного образца
Степень ответной 

реакции клеток
Модифицированный (ГП) 95,55 ± 2,06 0
Модифицированный (двухслойное биоактивное 
покрытие ГП + ЛТч) 97,83 ± 1,67 0

Положительный контрольный образец 9,87 ± 0,73 3
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контрольного образца (КП). Образец не оказывает 
цитотоксического действия, если метаболическая ак-
тивность фибробластов относительно отрицательно-
го контрольного образца остается выше 90%. После 

контакта клеток с образцами, модифицированными 
ГП или ГП с ЛТч, относительная метаболическая 
активность фибробластов выше 90%, что свидетель-
ствует об отсутствии цитотоксического действия. 

Образец 24 ч 96 ч

КП

ГП

ГП + ЛТч

Рис. 2. Культура МСК ЖТч (VI пассаж) на внешней поверхности модифицированных КПТБ-каркасов: а, б – КП, 24 
и 96 ч соответственно; в, г – каркасы с модифицирующим покрытием на основе ковалентно иммобилизованного ГП, 
24 и 96 ч соответственно; д, е – каркасы с модифицирующим покрытием на основе лизата тромбоцитов человека, 24 
и 96 ч соответственно. Окрашивание Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit. ×10. Бар 100 мкм

Fig. 2. The culture of hADMSCs (VI passage) on the outer surface of the modified CPTB scaffolds: а, б – Cell culture poly-
styrene, 24 and 96 h, respectively; в, г – Scaffolds with covalently immobilized heparin coating, 24 and 96 h, respectively; д, 
е – Scaffolds with modifying coating on the basis of human platelet lysate, 24 and 96 h, respectively. Live/Dead® Viability/
Cytotoxicity Kit. Magnification ×10. Bar 100 μm
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Ранее нами было показано, что КПТБ-каркасы на 
основе ПГБВ и желатина, стабилизированные в па-
рах ГА без применения дополнительной обработки, 
проявляют значительную цитотоксичность (степень 
реакции 3) [31].

На рис. 2 приведены фотографии культуры МСК 
ЖТч (VI пассаж) на поверхности КП и внешней по-
верхности модифицированных КПТБ-каркасов через 
24 и 96 ч после посева.

Через 24 ч на поверхности всех модифицирован-
ных КПТБ-каркасов наблюдается сравнимое коли-
чество адгезированных и распластанных МСК ЖТч. 
Через 96 ч культивирования МСК ЖТч на поверх-
ности КП формируют монослой. На исследуемых же 
образцах количество МСК ЖТч заметно возрастает, 
но не достигает монослоя, все клетки жизнеспособ-
ны и распластаны, что также подтверждает ранее 
полученные данные об отсутствии цитотоксичности 
модифицированных образцов. На рис. 3 представ-
лены результаты исследования пролиферации МСК 
ЖТч на внешней поверхности модифицированных 
КПТБ-каркасов. Через 24 ч количество МСК ЖТч 
на внешней поверхности модифицированных ГП и 
покрытием на основе ГП и ЛТч образцов отличается 
незначительно (11,8 ± 0,6 × 103 и 15,1 ± 1,3 × 103 кл со-
ответственно). К концу срока культивирования, через 
168 ч, количество МСК ЖТч на внешней поверхнос-
ти исследуемых образцов с модифицирующим по-
крытием на основе ГП и ЛТч увеличивается в 3 раза 
(42,5 ± 2,8 × 103 кл), в то время как количество МСК 
ЖТч на внешней поверхности гепаринизированных 
матриксов увеличивается всего в 1,3 раза (16,5 ± 0,7 × 
103 кл). Таким образом, модифицирующее покрытие 
на основе лизата тромбоцитов способствует адгезии 
и пролиферации МСК ЖТч на внешней поверхнос-
ти КПТБ-каркасов. Модифицирующее покрытие на 
основе одного лишь ковалентно иммобилизованного 
ГП относительно культуры МСК ЖТч в большей 
степени способствует адгезии, чем пролиферации 
данного типа клеток.

На рис. 4 и 5 представлены результаты исследова-
ния взаимодействия модифицированной внутренней 
поверхности КПТБ-каркасов с культурой эндотели-
альных клеток человека линии EA.hy926 через 24 и 
96 ч после посева. Через 24 ч на поверхности кар-
касов, модифицированных ГП с ЛТч, наблюдается 
большее количество адгезированных и распластан-
ных эндотелиальных клеток по сравнению с образ-
цами, модифицированными только ГП. Через 96 ч 
культивирования на образце, модифицированном 
только ГП, наблюдается отсутствие пролиферации 
и значительное количество нежизнеспособных кле-
ток. В то же время на образцах, модифицированных 
двухслойным покрытием, формируется монослой 
жизнеспособных клеток. Заметим, что аналогичный 
эффект наблюдается для КП. Из рис. 5 следует, что 

модифицирующее биоактивное покрытие на основе 
иммобилизованного ГП и ЛТч способствует адге-
зии, распластыванию и стимулирует пролиферацию 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926 in vitro на 
внутренней поверхности КПТБ-каркасов в силу до-
статочно большого содержания факторов роста, со-
держащихся в лизате тромбоцитов, включая VEGF: 
количество ЭК через 168 ч увеличивается в 2,4 раза. 
Полученные нами результаты косвенно подтвержда-
ются данными литературы. S.M. Oliveira et al. было 
показано, что нанопокрытие на основе ЛТ активи-
рует эндотелиальные клетки и способствует ангио-
генезу (формированию микротрубочек) в присутс-
твии сульфированных полисахаридов в трехмерном 
матриксе [29].

Возможно, гепаринизация поверхности в усло-
виях данного эксперимента не способствует эндоте-
лизации in vitro. Это, на наш взгляд, связано с тем, 
что хотя гепарин способен связывать факторы роста, 
присутствующие в сывороточном компоненте среды, 
их концентрации явно недостаточно, чтобы поддер-
живать пролиферацию эндотелиальных клеток. Не-
смотря на то что ГП играет важную роль в адгезии и 
гомеостазе эндотелиальных клеток [1], R.J. Smith Jr. 
et al. показали, что при имплантации бесклеточных 
протезов кровеносных сосудов, модифицированных 
ГП, а также ГП + VEGF, в аорту мышей, через 4 не-
дели имплантации образцы хоть и были полностью 
эндотелизированы, состав стенки протезов для об-
разцов с разным покрытием значительно отличал-
ся [40]. В протезах, модифицированных только ГП, 
слои эндотелиальных и гладкомышечных клеток не 
были ярко выраженными и оказались сформированы 

Рис. 3. Пролиферация МСК ЖТч (VI пассаж) на внешней 
поверхности КПТБ-каркасов, модифицированных по-
крытиями на основе ковалентно иммобилизованного ГП 
и ГП с ЛТч

Fig. 3. hADMSCs (VI passage) proliferation on the outer 
surface of CPTB scaffolds modified with covalently immobi-
lized heparin and heparin with human platelet lysate coatings
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не типично для нативных сосудов, в то время как в 
образцах, модифицированных ГП + VEGF, присут-
ствовали четко разделенные внутренний и средний 
слои, сходные по своему строению с нативными со-

судами, а также присутствовал функционирующий 
эндотелий. То есть модифицирования протеза одним 
ГП недостаточно для получения адекватно функцио-
нирующего тканеинженерного сосуда.

Образец 24 ч 96 ч

КП

ГП

ГП + ЛТч

Рис. 4. Культура ЭКч линии EA.hy926 на внутренней поверхности модифицированных КПТБ-каркасов: а, б – КП, 24 
и 96 ч соответственно; в, г – матриксы с модифицирующим покрытием на основе ковалентно иммобилизованного 
ГП, 24 и 96 ч соответственно; д, е – матриксы с модифицирующим покрытием на основе ГП и ЛТч, 24 и 96 ч соответ-
ственно. Окрашивание Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit. ×10. Бар 100 мкм

Fig. 4. Culture of human EA.hy926 endothelial cells on the inner surface of the modified CPTB scaffolds: а, б – Cell culture 
polystyrene, 24 and 96 h, respectively; в, г – Scaffolds with covalently immobilized heparin coating, 24 and 96 h, respec-
tively; д, е – Scaffolds with modifying coating on the basis of heparin and human platelet lysate, 24 and 96 h, respectively. 
Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit. Magnification ×10. Bar 100 μm
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ЗАКлЮчеНие
Таким образом, для поверхности КПТБ-каркасов 

малого диаметра, полученных методом электроспин-
нинга из смеси ПГБВ и желатина, разработан способ 
модифицирования двухслойным биологически-ак-
тивным покрытием на основе ковалентно иммобили-
зованного ГП и ЛТч, компоненты которого образуют 
с ГП полиионные комплексы. In vitro доказано от-
сутствие цитотоксичности и гемолитической актив-
ности образцов модифицированных КПТБ-каркасов. 
Показано, что разработанное биологически активное 
покрытие способствует адгезии и пролиферации ме-
зенхимальных стромальных клеток жировой ткани 
человека на внешней поверхности КПТБ-каркасов 
и эндотелиальных клеток пупочной вены человека 
линии EA.hy926 на внутренней поверхности КПТБ-
каркасов в условиях in vitro.

Полученные результаты позволяют прийти к 
заключению о возможности использования разра-
ботанного покрытия для формирования in vivo тка-
неинженерной конструкции кровеносных сосудов 
малого диаметра.
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