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Цель работы: исследование биологических свойств макропористого криоструктурата из концентриро-
ванного коллагенсодержащего раствора в качестве перспективной матрицы для формирования клеточно- и 
тканеинженерных конструкций. Материалы и методы. Макропористый губчатый носитель получали 
методом криоструктурирования коллагенсодержащего экстракта, приготовленного путем уксуснокислого 
гидролиза соединительной ткани цыплят (АО «БИОМИР сервис», РФ). Для придания водонераствори-
мости криоструктурату использовали N-(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимид (Sigma-Aldrich, 
США). Исследование микроморфологии поверхности губки проводили с использованием сканирующей 
электронной микроскопии. Цитотоксичность носителя оценивали по реакции клеточной культуры фибро-
бластов мыши NIH 3T3 с использованием автоматического микроскопа IncuCyte ZOOM (EssenBioscience, 
США). Биосовместимость макропористого носителя изучали на культурах мезенхимальных стромальных 
клеток жировой ткани человека (МСК ЖТч), линейных клетках гепатоцеллюлярной карциномы человека 
HepG2 и линейных клетках эндотелия пупочной вены человека EA.hy926. Определяли метаболическую 
активность клеток с использованием реагентов PrestoBlue™ (Invitrogen™, США). Развитие клеточной 
популяции при долговременном культивировании клеточно-инженерной конструкции (КИК) оценивали 
с помощью прижизненной флуоресцентной микроскопии по всей поверхности образца с использованием 
инвертированного микроскопа Leica Dmi8 с програмным обеспечением Leica Thunder (Leica Microsystems, 
ФРГ). Результаты. Оптическая микроскопия и сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) показали 
наличие в полученном биополимерном материале пор разного размера: крупных, диаметром 237 ± 32 мкм, 
средних – 169 ± 23 мкм и малых – 70 ± 20 мкм; преимущественно наблюдали поры крупных и средних 
размеров. Исследуемые носители не проявляли цитотоксичности. Наблюдали адгезию и пролиферацию 
клеток на поверхности материала и их проникновение в подлежащие слои при долговременном культиви-
ровании. Наибольшая метаболическая активность клеток наблюдалась для МСК ЖТч на 14-е сутки, что 
соответствует нормальной динамике развития популяции клеток данного типа. В модели КИК печени была 
показана функциональная активность клеток HepG2 – продуцирование альбумина и мочевины. Заклю-
чение. Хорошая адгезия и активная пролиферация, показанная для трех типов клеток, свидетельствует 
о биосовместимости полученного биополимерного носителя, а распространение клеток во внутренний 
объем губки и ее активное заселение при долговременном культивировании указывает на целесообразность 
использования данного материала для создания клеточно- и тканеинженерных конструкций.
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ВВедеНие
Одним из важнейших аспектов создания клеточ-

но- (КИК) и тканеинженерных (ТИК) конструкций 
является подбор подходящего носителя или подлож-
ки (англоязычное название – scaffold), с одной сторо-
ны выполняющего структурообразующую функцию, 
а с другой – оказывающего влияние на процессы про-
лиферации и дифференцировки клеток. Показано, 
что внутренняя архитектура ТИК и КИК имеет фун-
даментальное значение для их структурных и биоло-
гических функций [1]. Так, использование носителя с 
упорядоченной структурой микроволокон, задающих 
направление роста мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК), в ТИК хрящевой ткани приводило к 

увеличению синтеза гликозаминогликанов при диф-
ференцировке клеток по сравнению с неструктури-
рованной подложкой [2]. Еще большее значение ее 
структура имеет для создания ТИК и КИК печени, 
где нормальное функционирование клеток разных 
типов возможно лишь при наличии определенной 
микроархитектуры конструкции [3, 4].

Для создания структурированных клеточных 
носителей используют различные подходы, такие 
как электроспиннинг [5], а также различные виды 
биопечати [6]. Большое внимание уделяется поиску 
новых материалов для биопринтинга, имитирующих 
внеклеточный матрикс, и методам придания струк-
туры, сходной с нативной тканью [7].
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cOMPOnenTS
A.M. Grigoriev1,  Yu.B. Basok1, A.D. Belova1, N.P.  Shmerko1, A.M. Subbot5, V.K. Kulakova3, 
V.I.  Lozinsky3, 4, V.I.  Sevastianov1, 2
1 Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation 
2 Institute for Biomedical Research, Moscow, Russian Federation
3 Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, Moscow, Russian Federation
4 Kazan Federal University, Kazan, Russian Federation
5 Research Institute of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation

Objective: to study the biological properties of macroporous cryostructurate from multicomponent concentrated 
collagen-containing solution (MCCS) as a promising matrix for the formation of cell- and tissue-engineered 
constructs. Materials and methods. A macroporous spongy carrier was obtained by cryostructuring of collagen-
containing extract, prepared by acetic acid hydrolysis of chicken connective tissue (BIOMIR Service, Russian 
Federation). N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide (Sigma-Aldrich, USA) was used to make the 
cryostructurate water insoluble. The micromorphology of the sponge surface was studied using scanning elect-
ron microscopy. The cytotoxicity of the carrier was evaluated by reaction of the mouse NIH 3T3 fibroblast cell 
culture using automated microscope IncuCyte ZOOM (EssenBioscience, USA). Biocompatibility of the macro-
porous carrier was studied on cultures of human adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells (AD-MSC), 
human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 and human umbilical vein endothelial cell line EA.hy926. The 
metabolic activity of cells was determined using PrestoBlue™ reagents (Invitrogen™, USA). Cell population 
development during long-term cultivation of the cell-engineered construct (CEC) was assessed by fluorescence-
lifetime imaging microscopy over the entire surface of the sample using a Leica Dmi8 inverted microscope with 
Leica Thunder software (Leica Microsystems, Germany). Results. Optical microscopy and scanning electron 
microscopy (SEM) showed the presence of pores of different sizes in the resulting biopolymer material: large 
pores with 237 ± 32 μm diameter, medium-sized pores with 169 ± 23 μm diameter, and small-sized pores with 
70 ± 20 μm diameter; large and medium-sized pores were predominant. The studied media did not exhibit cyto-
toxicity. Cell adhesion and proliferation on the surface of the material and their penetration into the underlying 
layers during long-term cultivation were observed. The highest metabolic activity of the cells was observed for 
human AD-MSC on day 14, which corresponds to the normal dynamics of development of a population of cells 
of this type. The functional activity of HepG2 cells – albumin and urea production – was shown in the liver CEC 
model. Conclusion. The good adhesion and active proliferation that were shown for the three cell types indicate 
that the resulting biopolymer carrier is biocompatible, and that the spread of the cells into the inner volume of 
the sponge and active population of the sponge under prolonged culturing indicates that this material can be used 
to create cell- and tissue-engineered constructs.
Keywords:  cryogenic  structuring,  collagen,  tissue  engineering.
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Отметим, что несмотря на многочисленные пре-
имущества данных техник, они сложны в исполнении 
и требуют дорогостоящего оборудования. В свою 
очередь, методология криоструктурирования позво-
ляет с меньшими затратами создавать эффективные 
носители с порами разного размера, обеспечивающи-
ми как массоперенос питательных веществ и газов, 
так и экспансию клеток с поверхности во внутренний 
объем материала подложки [8].

С помощью приемов криоструктурирования полу-
чают такие макропористые полимерные материалы, 
как различные криогели и криоструктураты [9]. Пер-
вые из них образуются, когда в объеме незамерзшей 
микрофазы макроскопически замороженной системы 
происходит формирование узлов трехмерной поли-
мерной сетки (этот процесс называют криотропным 
гелеобразованием). Если же собственно гелеобразо-
вания нет, то после удаления замороженного раство-
рителя, например, сублимацией или криоэкстракци-
ей, получаются полимерные объекты, называемые 
криоструктуратами. Принципиальной особеннос-
тью и криогелей, и криоструктуратов является их 
макропористость, формируемая поликристаллами 
замороженного растворителя. При этом большинство 
макропор взаимосвязаны, а их морфология и разме-
ры зависят от условий всех последовательных ста-
дий криогенного структурирования. Именно особая 
макропористость в сочетании во многих случаях с 
хорошими механическими свойствами различных 
криогелей и криоструктуратов, особенно на основе 
биосовместимых полимеров, делает их перспектив-
ными материалами биомедицинского назначения 
[10–15].

Важным преимуществом данной технологии яв-
ляется то, что на физические свойства криогенно-
структурированных материалов, особенно на размер 
пор, можно достаточно просто влиять, регулируя 
параметры приготовления, включая содержание 
полимера, механизм сшивки, температуру, время 
замораживания, скорость и циклы замораживания/
оттаивания [8,16].

При выборе материалов для изготовления мат-
риц для КИК и ТИК помимо синтетических резор-
бируемых полимеров, например полилактидов [17], 
наи более часто используют биополимерные гидро-
гели. Для стимуляции регенеративного потенциа-
ла по вреж ден ных тканей путем малоинвазивного 
инъекционного введения разработано множество 
гидрогелей, основанных на одном из компонентов 
внеклеточного матрикса (ВКМ) [18]. При этом среди 
обычно используемых биополимеров предпочтение 
отдается таким полимерам природного происхож-
дения, как коллаген, желатин, хитозан, гиалуроно-
вая кислота, альгинаты, полиэфиры бактериального 
происхождения [18].

Учитывая многофункциональные свойства ВКМ, 
внимание исследователей в последние годы привлек-
ли многокомпонентные биополимерные гидрогели – 
биомиметики ВКМ, в состав которых входят все его 
основные компоненты (белки и полисахариды), а 
также факторы роста и другие сигнальные молеку-
лы, необходимые для адгезии, пролиферации и диф-
ференцировки клеток [19, 20]. Показано, что такие 
биополимерные гидрогели обеспечивают большую 
клеточную пролиферацию по сравнению с гелями 
из одного компонента ВКМ [21]. Однако наряду с 
выраженными преимуществами гидрогелей сущест-
вует и ряд сложностей, связанных с невозможностью 
выполнения функции каркаса для клеток и отсут-
ствием достаточного порового пространства, что не 
позволяет протекать ангиогенезу по всему объему 
КИК, затрудняет миграцию клеток в объем гидроге-
ля, транспорт к ним питательных веществ и удаление 
метаболитов [10].

Вследствие этого представляется перспективной 
идея создания биоактивной макропористой крио-
генно-структурированной матрицы [22] на основе 
многокомпонентного концентрированного коллаген-
содержащего раствора (МККР), получаемого путем 
уксуснокислой экстракции из тканей животного про-
исхождения [20].

Данное исследование является продолжени-
ем проведенных нами ранее работ по получению 
и изучению физико-химических и биологических 
свойств макропористого криоструктурата из желати-
на [23, 24]. Положительные результаты, полученные 
при создании КИК на основе матриц из желатинового 
криоструктурата, позволили нам использовать их в 
данной работе в качестве образцов сравнения.

МАтериАлЫ и МетОдЫ
Получение криогенно-структурированной 
матрицы на основе МККр

В качестве исходного сырья был использован 
коммерчески доступный продукт – «Экстракт кол-
лагенсодержащий» (ТУ 9389-008-54969743-2016, АО 
«БИОМИР сервис», г. Краснознаменск). Концентра-
ция МККР – 40 мг/мл, суммарное содержание белков 
в МККР – 96%, рН – 5,8 ± 0,3. Образцы криострукту-
рата на основе МККР были изготовлены в Институте 
элементоорганических соединений им. А.Н. Несме-
янова РАН согласно модифицированной методи-
ке [22]. МККР сначала прогревали в течение 1 ч при 
42 °С, затем разбавляли в 1,5 раза деионизованной 
водой и разливали в пластиковые чашки Петри диа-
метром 35 мм тонким слоем (2 мм). Чашки помещали 
в ультракриостат К2 (Huber, Германия) и заморажи-
вали при –20 °С в течение 3 часов. Затем подвергали 
лиофильной сушке в установке FreeZone1 (Labcon-
co, США). Далее полученные макропористые губки 
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крио структуратов инкубировали в 0,1 М этанольном 
растворе гидрохлорида N-(3-диметиламинопропил)-
N’-этилкарбодиимида (Sigma-Aldrich, США) при 
комнатной температуре в течение 24 ч, после чего 
промывали этанолом от избытка карбодиимида и 
хранили в среде 96% этанола до использования в 
качестве матрицы для культивирования клеток. Для 
экспериментов из макропористых губок вырезали 
диски площадью 1 см2 и толщиной 2 мм.

исследование микроморфологии 
поверхности криоструктуратов

Морфологию поверхности образцов изучали с 
помощью фазово-контрастной микроскопии, выпол-
ненной с использованием системы сверхвысокого 
разрешения Leica DMi8 Thunder с программным 
обеспечением LAS X.

Микроморфологию поверхности коллагенсодер-
жащей матрицы исследовали с помощью сканиру-
ющей электронной микроскопии (СЭМ) с лантано-
идным контрастированием образца, что позволяло 
использовать ее в условиях низкого вакуума, макси-
мально сохраняя нативную структуру материала [25]. 
Подготовка образца включала первичную промыв-
ку, выдержку 45 мин в контрастирующем растворе 
BioREE-A (ООО «Глаукон», Россия) и финальную 
промывку дистиллированной водой. Далее с по верх-
ности образца удаляли избыток влаги воздушной 
кистью и размещали его на предметном столике мик-
роскопа EVO LS10 (Zeiss, Германия). Наблюдения 
проводили в режиме низкого вакуума (EP, 70 Па), при 
ускоряющем напряжении 20–25 кВ. Изображения 
захватывались с помощью детектора обратно-рас-
сеянных электронов (режим BSE).

Культуры клеток
Для оценки цитотоксичности исследуемых мат-

риц использовали клетки фибробластов мыши линии 
NIH 3T3 (ATCC®CRL-1658™) из коллекции ATCC 
(American Type Culture Collection). Для исследова-
ния адгезии и пролиферации клеток использовали 
культуру МСК жировой ткани человека (МСК ЖТч), 
полученную в ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шу-
макова» Минздрава России по ранее разработанной 
методике [23]. Для создания на основе губок КИК 
использовали эндотелиальные клетки пупочной вены 
человека линии EA.hy926 (The human umbilical vein 
cell line EA.hy926, ATCC®CRL-2922™) из коллекции 
ATCC (American Type Culture Collection) и клетки 
гепатоцеллюлярной карциномы линии HepG2 из кол-
лекции клеточных культур ФГБУ «НМИЦ ТИО им. 
ак. В.И. Шумакова» Минздрава России.

Клеточные культуры хранили в жидком азоте 
при температуре –196 °С. После разморозки клет-
ки высевали в стандартные культуральные флаконы 
площадью 25 см2 (CELLSTAR® Greiner Bio-One, Гер-

мания) и культивировали в соответствующей полной 
ростовой среде. Для фибробластов NIH 3T3 и ЭК 
EA.hy926 использовали DMEM с высоким содер-
жанием глюкозы («ПанЭко», Россия) с добавлени-
ем 10% телячьей сыворотки (ТС, Biosera, Германия) 
или эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, 
США) соответственно, антибиотика и антимикотика 
Anti-Anti (Gibco® by Life Technologies™, СК) и 2 мМ 
аланил-глютамина («ПанЭко», Россия). Культивиро-
вание МСК ЖТч и HepG2 проводили в среде DMEM/
F12 («ПанЭко», Россия) с добавлением 10% эмб-
риональной телячьей сыворотки (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). Флаконы с клетками культиви-
ровали в СО2-инкубаторе при стандартных условиях: 
37 °С, влажная атмосфера, содержащая 5 ± 1% СО2.

Для проведения экспериментов клетки смывали 
с культурального пластика с помощью диссоцииру-
ющего реагента TrypLE™ Express Enzyme (Gibco® 
by Life Technologies™, СК) и готовили суспензию с 
необходимой концентрацией клеток.

Количество клеток в суспензии определяли на 
автоматическом счетчике клеток (TC20™ Automated 
Cell Counter, BIORAD, Сингапур) с одновременным 
тестом на жизнеспособность с трипановым синим 
(BIORAD, # 145-0013, Сингапур) согласно методике 
производителя оборудования.

Оценка цитотоксичности матрицы
Цитотоксичность образцов, полученных на ос-

нове МККР-носителей, определяли методом прямо-
го контакта согласно ГОСТ ISO 10993-5-2011 [26]. 
Фибробласты мыши линии NIH 3T3 высевали в 
культуральные плоскодонные 6-луночные планше-
ты (CELLSTAR® Greiner Bio-One, Германия) в кон-
центрации 5 × 105 клеток на лунку и инкубировали 
в течение 24 ч при 37 °С в стандартных условиях до 
образования 80 ± 10%. Далее на поверхность кле-
точного монослоя помещали исследуемые образцы 
криоструктуратов в виде дисков диаметром 6 мм и 
толщиной 2 мм. Образцами сравнения были мак-
ропористые губки в виде дисков криоструктурата 
из желатина того же размера, что и образцы кол-
лагенсодержащего криоструктурата, с доказанным 
отсутствием цитотоксического эффекта [23]. Диски 
предварительно подвергали тщательной отмывке от 
остатков этанола двумя порциями стерильной дис-
тиллированной воды и оставляли на сутки в полной 
ростовой среде при 37 °С. Отрицательным контроль-
ным образцом для клеточной культуры служила пол-
ная ростовая среда, положительным контрольным 



113

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

образцом – стандарт цинка одноэлементный водный 
10 мг/мл (Sigma-Aldrich, США).

Для более детальной оценки динамики роста и 
выявления возможного цитостатического эффек-
та был проведен дополнительный тест, в котором 
планшеты с клетками инкубировали в присутствии 
образцов с использованием системы IncuCyte ZOOM 
(EssenBioscience, США). Система IncuCyte ZOOM 
позволяла оценивать плотность монослоя в автома-
тическом режиме каждые 2 ч на протяжении всего 
эксперимента с одновременным построением кривых 
роста. Длительность эксперимента составила немно-
гим более 50 часов.

Оценка способности губчатого носителя 
поддерживать адгезию и пролиферацию 
клеток

Способность криоструктурата из МККР поддер-
живать адгезию и пролиферацию клеток проводили 
также в сравнении с образцами криоструктурата из 
желатина. Для постановки эксперимента образцы 
криоструктуратов тщательно отмывали от этанола 
и на 1 сутки помещали в полную ростовую среду 
(ПРС) до насыщения. В культуральных флаконах на-
ращивали необходимое количество клеток и готовили 
клеточную суспензию с рабочей концентрацией 1 × 
105 кл/мл. Далее на поверхность образца капельно 
наносили по 1 мл клеточной суспензии. Образцы 
помещали в центрифужные пробирки объемом 50 мл 
и оставляли в СО2-инкубаторе на 1 ч для прикреп-
ления клеток, после чего уровень полной ростовой 
среды в пробирках доводили до 5 мл и продолжали 
культивирование при стандартных условиях. На 1, 
3, 6, 9 и 14-е сутки культивирования отбирали по 
три порции полной ростовой среды для проведения 
теста на метаболическую активность с реагентом 
PrestoBlue™ HS Cell Viability Reagent (Invitrogen™ 
by Thermo Fisher Scientific, США) согласно протоколу 
производителя реактива. Спектрофотометрический 
анализ выполняли на планшетном ридере Spark 10М 
(Tecan, Австрия) с программным обеспечением Spark 
Control™ Magellan V1.2.20 на двух длинах волн – 570 
и 600 нм. Данные измерения оптического поглоще-
ния использовали для расчета коэффициента мета-
болической активности (K) по формуле:

,

где Abs570 – оптическое поглощение при длине волны 
570 нм; Abs600 – оптическое поглощение при длине 
волны 600 нм.

Количество клеток, соответствующее значению 
полученного коэффициента K, определяли во вспо-
могательном эксперименте, где в лунки планшета се-
яли определенные количества клеток и через 1 сутки 
измеряли их метаболическую активность. По резуль-

татам измерения строили калибровочный график, 
позволяющий привести значение коэффициента K 
к количеству МСК ЖТч.

Клеточно-инженерные конструкции 
на основе коллагенсодержащего 
криоструктурата и разных типов клеток

Для создания КИК на основе макропористой губ-
ки из МККР готовили суспензии соответствующих 
культур с концентрацией 1 × 105 кл/мл. В качестве 
контроля также использовали образцы криострук-
турата из желатина. Матрицы из криоструктуратов 
погружали в суспензию и обрабатывали в течение 
1 ч на лабораторном шейкере в орбитальном режиме 
перемешивания при частоте вращения 40 об/мин для 
равномерного распределения клеток по поверхности 
и проникновения во внутренний объем образца. По-
лученные КИК культивировали в стандартных усло-
виях в течение 7 и 10 суток в случае использования 
HepG2, и в течение 7 и 15 суток для эндотелиальных 
клеток пупочной вены человека линии EA.hy926.

Адгезию клеток на поверхности, характер рас-
пределения клеток по объему образца, жизнеспособ-
ность, морфологию и пролиферативную активность 
оценивали методами прижизненной микроскопии 
с флуоресцентными красителями комплекса Live/
Dead® Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes® 
by Life Technologies™, США) с использованием 
возможностей микроскопа Leica DMi8 Thunder с 
программным обеспечением LAS X для анализа 3d-
структуры образца.

Функциональные свойства клеток 
гепатоцеллюлярной карциномы 
hepG2 при их культивировании 
на макропористой матрице 
на основе МККр

Клетки в количестве 5 × 105 наносили на фраг-
менты 10 × 10 × 2 мм образцов из МККР (n = 10) и 
желатина (n = 10). Полученные КИК культивировали 
в полной ростовой среде в стандартных условиях в 
течение 10 суток. На 10-е сутки определяли содержа-
ние альбумина в культуральной среде методом им-
муноферментного анализа с использованием Human 
Albumin ELISA Kit (Invitrogen™ by Thermo Fisher 
Scientific, США). В качестве контроля использовали 
культуральную среду от клеток, которые в таком же 
количестве культивировали на пластике.

Скорость метаболизма аммиака определяли после 
90 минут инкубации с 1 ммоль хлоридом аммония 
(Sigma-Aldrich, США), разведенным в культураль-
ной среде, на 10-е сутки эксперимента. Количество 
мочевины в среде оценивали на биохимическом ана-
лизаторе KonelabPrime 60i (ThermoFisher Scientific, 
Финляндия).
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Достоверность различий определяли с помощью 
t-критерия Стьюдента (SPSS 26). Различия считались 
статистически значимыми при р < 0,05.

реЗУльтАтЫ и ОБСУЖдеНие
исследование микроморфологии 
поверхности макропористых матриц

Микроскопия образцов выявила пористую струк-
туру материала с многочисленными порами разного 
размера. Условно поры по размеру можно распреде-
лить на три группы: крупные – 237 ± 32 мкм, сред-
ние – 169 ± 23 мкм и малые – 70 ± 20 мкм. Таким 
образом, в криогенно-структурированном материале 
на основе МККР преобладают поры крупного раз-
мера (рис. 1, а). В желатиновом криоструктурате в 
основном присутствовали только средние – 125 ± 
29 мкм и малые – 52 ± 20 мкм поры (рис. 1, б). Полу-
ченные с помощью СЭМ изображения поверхности 
обеих губок показывают, что поры образуют взаи-
мосвязанные каналы, проходящие через весь объем 
материала (рис. 2).

Рис. 1. Морфология поверхности криоструктуратов, фа-
зово-контрастная микроскопия: а – криоструктурат на 
основе МККР; б – криоструктурат на основе желатина. 
×50. Размер масштабной линейки 200 мкм

Fig. 1. Surface morphology of cryostructurates, Phase-cont-
rast microscopy: a – MCCS-based cryostructurate; б – gela-
tin-based cryostructurate. ×50. Scale bar: 200 μm

а

б

Рис. 2. Макропористая морфология криоструктуратов, 
СЭМ с лантаноидным контрастированием: а, б – крио-
структурат на основе МККР; в, г – криоструктурат на 
основе желатина; а, в – ×500; б, г – ×1500. Размер масш-
табной линейки 20 мкм

Fig. 2. Macroporous morphology of cryostructurates, SEM 
with lanthanide contrasting: a, б – MCCS-based cryostructu-
rate; в, г – gelatin-based cryostructurate; a, в – ×500; б, г – 
×1500. Scale bar: 20 μm

а

б

в

г
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Цитотоксичность полученных 
криоструктуратов

Оценка цитотоксичности криоструктурата на ос-
нове МККР показала отсутствие негативного эффекта 
при культивировании клеток NIH 3T3 в присутствии 
фрагментов макропористых матриц – полученного 
на основе МККР и желатина. Клетки активно проли-
ферируют по всей площади лунки планшета, вклю-
чая зону контакта с образцом (рис. 3). Ошаренных 
клеток или клеток с нарушенной морфологией не 
наблюдали.

Определение степени конфлюентности монослоя 
в автоматическом режиме показало, что наиболее 
активный рост клеток начинается после 20 часов 
эксперимента и к концу опыта этот показатель до-
стигает значений более 70%, что соответствует нор-
мальному развитию клеточной популяции NIH 3T3. 
Значимых отличий от образца сравнения отмечено 
не было (рис. 3, в).

Биосовместимость, адгезия 
и пролиферация клеток

Изучение биосовместимости, т. е. способности 
клеток к адгезии на поверхности, и дальнейшей про-
лиферации клеток проводили с использованием куль-
туры МСК ЖТч. Параллельно в качестве контроля 
в опыте использовали криоструктурат из желатина. 
На фрагмент губки наносили 1 × 105 клеток. При-
жизненная микроскопия с витальным красителем 
показала, что на 3-и сутки клетки адгезированы на 
поверхности обоих вариантов носителей. Распреде-
ление МСК ЖТч по поверхности достаточно равно-
мерное, клетки распластаны и имеют нормальную 
морфологию. Мертвые клетки практически отсут-
ствуют. К 12-м суткам культивирования наблюдали 
значительное увеличение клеточной массы в образ-
цах с формированием крупных клеточных скопле-
ний. Также отмечено заселение клетками не только 

      

Рис. 3. Рост фибробластов мыши линии NIH 3T3 в присутствии фрагмента макропористой матрицы: а – криострук-
турат на основе МККР; б – криоструктурат из желатина (образец сравнения), фазовый контраст, ×100, размер мас-
штабной линейки 300 мкм; в – кривая роста клеток NIH 3T3 на культуральном пластике в присутствии фрагмента 
макропористого носителя на основе МККР

Fig. 3. Growth of mouse NIH 3T3 fibroblasts in the presence of macroporous matrix fragment: a – MCCS-based cryostructu-
rate; б – gelatin-based cryostructurate (comparison sample), phase-contrast microscopy, ×100, scale bar: 300 μm; в – growth 
curve of NIH 3T3 cells on culture plastic in the presence of a fragment of MCCS-based macroporous carrier

а б

в
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поверхности криоструктуратов, но и проникновение 
вглубь губки. При этом вследствие наличия в губ-
ке на основе МККР крупных сообщающихся пор в 
данном случае этот эффект был значительно более 
выражен (рис. 4).

Данные теста на метаболическую активность кле-
ток с реактивом PrestoBlue™ полностью соответ-

ствуют микроскопической картине и позволяют коли-
чественно оценить их пролиферативную активность.

Как показано на графике (рис. 5), после лаг-фазы, 
необходимой клеткам для адаптации, к 4-м суткам 
культивирования, начинается фаза логарифмиче-
ского роста, которая продолжается, с некоторым 
замедлением в период 6–9-е сутки, вплоть до конца 

Рис. 5. Метаболическая кривая роста МСК ЖТч на исследуемых матрицах (тест с PrestoBlue™)

Fig. 5. Metabolic growth curve of human AD-MSCs on the tested matrices (Test with PrestoBlue™)

      

      

Рис. 4. Рост культуры МСК ЖТч на матрице на основе МККР (а, в) и желатина (б, г); а, б – 3-и сутки; в, г – 12-е сутки 
культивирования. Окрашивание Live/Dead™. Размер масштабной линейки 100 мкм. ×100

Fig. 4. Growth of human AD-MSC culture on MCCS-based matrix (a, в) and gelatin-based matrix (б, г); а, б – 3 days, в, г – 
12 days of culture. Live/Dead™ stain. Scale bar: 100 μm. ×100

а б

в г
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эксперимента на 14-е сутки. Замедление роста в ука-
занный период, на наш взгляд, связано с заполнени-
ем клетками доступной поверхности макропористой 
матрицы и переходом к колонизации подлежащих 
слоев криоструктурата. Для обоих типов образцов 
наблюдали сходную динамику нарастания клеточной 
массы, но МСК ЖТч при культивировании на мат-
рице из МККР пролиферировали на поздних сроках 
наблюдения (9 и 14 суток) более активно.

Создание КиК из клеток разных типов 
на криоструктурате из МККр

При заселении большим количеством клеток – 5 × 
105 на образец – было показано, что как для культуры 
HepG2 (рис. 6), так и для EA.hy926 (рис. 7) прак-
тически все клетки адгезируются на поверхность 
образца и активно пролиферируют, образуя к кон-
цу эксперимента (для HepG2 – на 10-е сутки, для 
EA.hy926 – на 15-е сутки) значительные скопления.

Адгезированные клетки на криоструктурате 
из желатина также активно пролиферировали, но 

в случае с HepG2 погибших клеток было больше 
(рис. 6, г). Отметим, что значимые различия отмечали 
в локализации клеточных скоплений. Если в случае с 
желатиновым диском наблюдали преимущественно 
распространение клеток по поверхности образца, то 
для диска из МККР выражена тенденция активной 
колонизации стенок крупных пор и каналов с заселе-
нием внутреннего объема макропористого носителя. 
Особенно четко это прослеживалось для эндотели-
альных клеток на позднем сроке культивирования 
(рис. 7, б).

Использование технологии стекинга, т. е. сме-
щения точки фокуса объектива микроскопа вглубь 
образца на глубину более 100 мкм с последующей 
программной обработкой изображения, показа-
ло, что клетки распространяются и во внутренний 
объем макропористого диска на глубину до 60 мкм 
(рис. 7, д).

Для криоструктуратов из желатина этот показа-
тель был меньше и не превышал 50 мкм (рис. 7, е).

      

      

Рис. 6. Рост HepG2 на криоструктурированной матрице: а – 3 суток культивирования, б – 7 суток, криоструктурат из 
МККР; в – 3 суток культивирования, г – 7 суток, криоструктурат из желатина. Окрашивание Live/Dead™, зеленым 
цветом окрашены живые клетки, красным цветом окрашены мертвые клетки. ×100. Размер масштабной линейки 
100 мкм

Fig. 6. HepG2 growth on a cryostructured matrix: a – 3 days of culture; б – 7 days, MCCS-based cryostructurate; в – 3 days 
of culture; г – 7 days, gelatin-based cryostructurate. Live/Dead™ stain, live cells are stained in green, dead cells are stained 
in red. ×100. Scale bar: 100 μm

а б

в г
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Оценка функциональных свойств 
клеток hepG2 при культивировании 
на криоструктурате из МККр

Функциональную активность клеток HepG2 в 
КИК анализировали по синтезу альбумина и продук-

ции мочевины (табл. 1). В качестве контроля исполь-
зовали культуральную среду такого же количества 
клеток на культуральном пластике.

В отдельном тесте сравнивали уровень продук-
ции альбумина для КИК с различными количествами 
клеток (табл. 2).

      

      

      

Рис. 7. Рост эндотелиальных клеток линии EA.hy926 на криоструктурированной матрице: а – 7 суток культивирова-
ния, б – 15 суток, криоструктурат из МККР; в – 7 суток культивирования, г – 15 суток, криоструктурат из желатина; 
д – 15 суток, распределение клеток в объеме криоструктурата из МККР; е – 15 суток, распределение клеток в объеме 
криоструктурата из желатина. Окрашивание Live/Dead™, зеленым цветом окрашены живые клетки, красным цветом 
окрашены мертвые клетки. Размер масштабной линейки: а–г – 100 мкм; д, е – 200 мкм

Fig. 7. EA.hy926 endothelial cell growth on cryostructured matrix: a – 7 days of culture; б – 15 days, MCCS-based cryostruc-
turate; в – 7 days of culture; г – 15 days, gelatin-based cryostructurate; д – 15 days, cell distribution in the MCCS-based 
cryostructurate; е – 15 days, cell distribution in the gelatin-based cryostructurate. Live/Dead™ stain, live cells are stained in 
green, dead cells are stained in red. Scale bar: а–г – 100 μm; д, е – 200 μm
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Отметим, что содержание альбумина и мочеви-
ны в образцах коррелировало с количеством клеток 
в КИК.

Полученные данные свидетельствуют о способ-
ности HepG2, посеянных на криоструктурате из 
МККР, поддерживать свою секреторную функцию 
на 10-е сутки культивирования на более высоком 
уровне по сравнению с культивированием клеток 
на пластике.

ЗАКлЮчеНие
Проведенные исследования показывают, что мак-

ропористый носитель клеток на основе криострук-
турированного многокомпонентного концентриро-
ванного коллагенсодержащего раствора обладает 
большим пространством пор, где преобладают круп-
ные и средние поры, образующие в толще матрикса 
сеть разветвленных каналов. Данная макропористая 
структура существенно улучшает экспансию клеток 
вглубь криоструктура на основе МККР по сравнению 
с криоструктуратами из желатина. Изученный в ра-
боте носитель клеток не цитотоксичен, поддерживает 
адгезию и пролиферацию разных типов клеток и фор-

Таблица 1
Содержание альбумина и уровень 

мочевины в образцах культуральной среды 
на 10-е сутки культивирования клеток HepG2 

на культуральном пластике (контроль)
Albumin content and urea level in culture medium 

on day 10 of culturing HepG2 cells on culture 
plastic (control)

Альбумин, 
ммоль/мл

Мочевина, 
ммоль/л

Культивирование на пластике 
(контроль) 960 ± 102 1,2 ± 0,2

Культивирование на крио-
структурате из МККР 1413 ± 183 1,7 ± 0,3

p <0,050* 0,051
* – различия показателей статистически значимы 
(р < 0,05).

* – the differences are statistically significant (р < 0.05).

Таблица 2
Содержание альбумина в образцах 
культуральной среды на 10-е сутки 
культивирования КИК с разными 

количествами внесенных клеток HepG2
Albumin content in culture medium on day 10 

of CEC cultivation with different amounts 
of HepG2 cells

Количество клеток в КИК Альбумин, ммоль/мл
100 000 1323 ± 164
500 000 1413 ± 183
1 000 000 1963 ± 293

мирование клеточно-инженерной конструкции, в ко-
торой клетки способны нормально функционировать.
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