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Цель: провести наноструктурный анализ особенностей взаимодействия фибробластов мыши 3Т3 с тка-
невыми скаффолдами на основе натурального шелка в условиях in vitro с использованием технологии 
сканирующей зондовой нанотомографии. Материалы и методы. Для исследования были получены 
образцы двух типов тканевых скаффолдов из натурального шелка: «Фиброплен-Атлас» и «Фиброплен-
Газ», а также их модифицированные версии «Фиброплен-Атлас 80» и «Фиброплен-Газ 80». Фибробласты 
мыши 3Т3 культивировались на тканевых скаффолдах в течение 7 суток. Препараты тканевых скаффолдов 
с культивированными фибробластами были фиксированы и залиты в эпоксидную смолу. Исследование 
поверхности полученных образцов после среза ультрамикротомом производилось методом сканирующей 
зондовой нанотомографии. Анализ полученных данных позволяет количественно определить важные мор-
фологические параметры клеток, тканевых скаффолдов и интерфейсов между ними. Результаты. Анализ 
полученных изображений указывает на утончение и разобщение микроволокон в нитях модифицированных 
скаффолдов «Фиброплен-Атлас 80» и «Фиброплен-Газ 80». В отличие от немодифицированных версий 
скаффолдов в данном случае фибробласты в равной мере взаимодействуют как с внутренними, так и с 
внешними поверхностями микроволокон нитей шелковых скаффолдов, что приводит к значительному (до 
40%) росту параметра, отражающего долю площади поверхности клеток, взаимодействующую с поверх-
ностью скаффолда. Заключение. Наноструктурный анализ фибробластов мыши 3Т3, культивированных 
на тканевых скаффолдах на основе натурального шелка, позволил получить данные о топологических и 
морфологических особенностях взаимодействия клеток с модифицированными и немодифицированными 
тканевыми скаффолдами. Взаимодействие клеток с микроволокнами внутри нитей модифицированных 
скаффолдов может служить ускорению биодеградации данных скаффолдов. Совокупность полученных 
наноструктурных данных и результатов клеточных экспериментов in vitro позволяет сделать вывод о том, 
что разработанные скаффолды поддерживают адгезию клеток 3T3 и формирование клеточно-матриксных 
контактов.
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Введение
Биосовместимые материалы на основе фиброи-

на шелка тутового шелкопряда Bombyx mori облада-
ют высоким регенеративным потенциалом и могут 
быть использованы в различных областях медицины, 
таких как тканевая инженерия, разработка систем 
доставки лекарственных средств, заживление ран, 
лечение онкологических заболеваний и воспалений 
различной этиологии [1–4]. Фиброин может быть 
использован в различных формах медицинских из-
делий, таких как гели [5–7], пленки [8, 9], пористые 
[10–12] или волокнистые скаффолды [13–14]. Волок-
нистые скаффолды представляют особый интерес 
для разработок медицинских изделий, так как обеспе-
чивают хорошую механическую поддержку, высокую 
пористость и возможность управления направлением 
клеточной миграции, что делает их актуальными для 
инженерии тканей, требующих строго организован-
ной архитектуры [13].

Волокнистые структуры на основе фиброина мо-
гут быть получены с помощью электроспиннинга 
или путем использования готовых тканых и нетканых 
материалов, а также их ручной сборки [15–17]. Такие 
волокна и ткани применяются для создания ориен-
тированных структур, имитирующих внеклеточный 
матрикс, и особенно перспективны для направлен-
ного роста нейронов, сосудов и сухожилий.

Одним из ключевых преимуществ натурального 
шелка в виде тканых материалов является развитая 
и масштабная система их промышленного производ
ства [18]. Дополнительное преимущество – сравни-
тельно низкая стоимость готовых тканых материалов 
по сравнению с более трудоемкими и маломасштаб-
ными методами получения биоматериалов, такими 
как электроспиннинг [19]. Шелковые ткани легко 
поддаются различным видам модификации  – им 
можно задавать конкретные физические свойства, 
покрывать биополимерами, насыщать клетками или 
биоактивными веществами, что открывает широкие 
возможности для серийного производства медицин-
ских изделий на их основе [17].

Особенно перспективно применение тканых шел-
ковых материалов для создания скаффолдов для ре-
генерации ран. Упорядоченная структура полотна 
облегчает анализ клеточной миграции и ориентации 
при культивировании, а также позволяет точно на-
страивать архитектуру будущего тканевого эквива-
лента.

Таким образом, натуральный шелк в форме тка-
ных текстильных материалов представляет собой 
высокоэффективную основу для создания разнооб-
разных биомедицинских конструкций. Сочетание 
биосовместимости, прочности, контролируемой де-
градации и технологичности делает его одним из 
наиболее универсальных кандидатов для разработки 
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Objective: to perform a nanostructural analysis of the interaction between mouse 3T3 fibroblasts and natural 
silk-based tissue scaffolds in vitro using scanning probe nanotomography (SPN). Materials and methods. 
Two types of natural silk tissue scaffolds were investigated: Fibroplen-Atlas and Fibroplen-Gaz, along with 
their modified variants, Fibroplen-Atlas 80 and Fibroplen-Gaz 80. Mouse 3T3 fibroblasts were cultured on the 
scaffolds for 7 days. Following incubation, scaffold–cell constructs were fixed and embedded in epoxy resin. 
Ultrathin sections were prepared using an ultramicrotome, and the sample surfaces were analyzed by SPN. The 
acquired data enabled quantitative assessment of key morphological parameters of the cells, the scaffolds, and 
the interfaces between them. Results. Analysis of the acquired images revealed thinning and fragmentation of 
microfibers within the strands of the modified scaffolds (Fibroplen-Atlas 80 and Fibroplen-Gaz 80). In contrast to 
the unmodified scaffolds, fibroblasts in the modified matrices interacted with both the inner and outer surfaces of 
the microfibers. This enhanced interaction resulted in a marked increase (up to 40%) in the proportion of the cell 
surface area in contact with the scaffold surface. Conclusion. Nanostructural analysis of mouse 3T3 fibroblasts 
cultured on natural silk-based tissue scaffolds provided detailed insights into the topological and morphological 
features of cell–scaffold interactions in both modified and unmodified matrices. Enhanced interaction between 
cells and microfibers within the modified scaffold strands may promote accelerated scaffold biodegradation. The 
combined nanostructural findings and in vitro cell culture results indicate that the developed scaffolds effectively 
support 3T3 cell adhesion and the formation of stable cell–matrix contacts.
Keywords: fibroblasts, silk fibroin, scanning probe microscopy, nanotomography.
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скаффолдов для тканевой инженерии и регенератив-
ной медицины.

В предыдущих работах [20–23] нами было описа-
но получение биосовместимых тканевых скаффолдов 
«Фиброплен-Газ» и «Фиброплен-Атлас» на основе 
модифицированных тканей из натурального шелка 
(газ шифон и атлас соответственно), нацеленных на 
лечение раневых поверхностей и замещение дефек-
тов ткани. Проведенные исследования подтвердили, 
что модификация шелковых тканевых скаффолдов 
позволяет целенаправленно изменять их свойства, 
влияя на скорость биодеградации, воспалительный 
ответ и васкуляризацию [22]. Варьирование пара-
метров обработки позволяет получить биоматериалы 
с контролируемой степенью деструкции белковой 
матрицы, что непосредственно отражается на их 
прочностных характеристиках и предполагаемой 
кинетике биодеградации [23].

Однако важнейшим этапом разработки эффек-
тивных медицинских изделий на основе шелковых 
тканевых скаффолдов является качественный и ко-
личественный анализ микро- и наноструктурных 
особенностей взаимодействия клеток с волокнами 
скаффолдов in vitro. Данный анализ обычно выполня-
ется при помощи сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ), однако СЭМ-изображения тканевых 
и клеточных структур на скаффолдах представляют 
собой вид сверху и не позволяют напрямую иссле-
довать области контакта клеток с волокнами. Для 
решения данной задачи мы используем в качестве 
аналитической технологии метод сканирующей зон-
довой нанотомографии (СЗНТ) – комбинацию мето-
дов ультрамикротомии (сверхтонких срезов поверх-
ности толщиной от 20 нм) и измерений поверхности 
блока исследуемого образца после среза методом 
сканирующей зондовой микроскопии (СЗМ) [12, 24]. 
Эта методика, основанная на аппаратной интеграции 
данных приборов в рамках одной экспериментальной 
установки, позволяет получить СЗМ-изображения 
поверхности клеток и волокон матрикса в поле сре-
за, выполняемого в плоскости, перпендикулярной 
плоскости скаффолда [25–27].

Процессы репарации и регенерации тканей, осо-
бенно раневых поверхностей и повреждений кож-
ного покрова, в значительной степени регулируются 
активностью фибробластов, которые обеспечивают 
синтез компонентов внеклеточного матрикса, ремо-
делирование поврежденных участков и сокращение 
раневого дефекта. Взаимодействие фибробластов 
с биоматериалами, используемыми в медицинских 
изделиях, во многом определяет эффективность ра-
нозаживления [28]. Целью данного исследования 
являлось проведение наноструктурного анализа осо-
бенностей взаимодействия фибробластов мыши 3Т3 
с тканевыми скаффолдами на основе натурального 

шелка в условиях in vitro с использованием техноло-
гии сканирующей зондовой нанотомографии.

Материалы и методы
Получение тканевых скаффолдов 
на  основе натурального шелка

Тканевые скаффолды «Фиброплен-Газ», «Фиб-
роплен-Газ 80», «Фиброплен-Атлас» и «Фиброплен-
Атлас 80» на основе натурального шелка Bombyx 
mori были получены по описанной ранее методике 
[20–23]. Для получения тканевых скаффолдов ис-
пользовали ткани из натурального шелка, состоящие 
исключительно из шелкового волокна и не содер-
жащие посторонних примесей (декларация о соот-
ветствии EAC N RU Д-CN.PA09.B.91575/23, Tian-
jin Textile Industrial Supply And Sale Co., Ltd, КНР). 
В исследовании применяли два типа шелковых тка-
ней с различной плотностью: газ-шифон (плотность  
15 г/м2) и атлас (плотность 155 г/м2). Сначала для 
удаления серицина ткани кипятили в растворе би-
карбоната натрия на водяной бане в течение 40 ми-
нут, затем промывали в дистиллированной воде и 
повторно кипятили 30 минут. Процедуру повторяли 
трижды, после чего скаффолды высушивались на 
воздухе при комнатной температуре. Таким способом 
были получены образцы, обозначаемые как «Фиб-
роплен-Газ» и «Фиброплен-Атлас» соответственно. 
Для получения модифицированных скаффолдов, 
обозначаемых «Фиброплен-Газ 80» и «Фиброплен-
Атлас 80», образцы «Фиброплен-Газ» и «Фиброплен-
Атлас» инкубировали в водно-спиртовом растворе 
хлорида кальция в молярном соотношении 1 : 2 : 8 
при температуре 46 °C в течение времени, соответс-
твующего 80% от времени полной деструкции ткани 
в данных условиях, что составляло 352 минуты для 
образцов «Фиброплен-Газ» и 216 минут для образцов 
«Фиброплен-Атлас». После обработки модифициро-
ванные образцы тщательно промывали дистиллиро-
ванной водой и сушили на воздухе при комнатной 
температуре.

Культивирование клеток на тканевых 
скаффолдах

Клетки линии 3T3 (ATCC® CRL-1658™) культи-
вировали в DMEM с высоким содержанием глюкозы 
(Gibco, США), дополненной 10% FBS (Gibco, Бра-
зилия), 50 мкг/мл гентамицина (HiMedia, США) и 
2 мМ GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific). Куль-
тивирование проводили при 37 °C в увлажненной 
атмосфере 5% CO2. Перед экспериментами клетки 
отделяли трипсином и ресуспендировали в среде. 
Подсчет клеток проводили с использованием гемоци-
тометра на инвертированном микроскопе Carl Zeiss 
Axio Vert.A1 (Zeiss, Jena, Германия).
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Для экспериментов по культивированию клеток 
на скаффолдах in vitro cтерильные тканевые скаф-
фолды диаметром 17 мм увлажняли средой DMEM 
и помещали на дно лунок стандартного 24-луночного 
планшета. В каждую лунку вносили клеточную сус-
пензию плотностью 3,5 × 104 клеток. Для каждого 
типа скаффолдов подготавливали по 7 лунок. Ин-
кубация скаффолдов с клетками для исследований 
производилась в течение 7 суток. После инкубации 
скаффолды извлекали из лунок, дважды промывали 
фосфатно-солевым буфером для удаления несвязан-
ных клеток и остатков среды и проводили оценку 
внешнего вида клеток с помощью световой микро-
скопии.

Сканирующая электронная микроскопия
Для выявления изменений поверхности и мик-

роструктуры в образцах тканевых скаффолдов с 
культивированными клетками 3Т3 образцы изучали 
методом сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ). Образцы обезвоживали путем последова-
тельного переноса в растворы этанола с возрас-
тающей концентрацией – 10, 20, 50, 70 и 95%, по 
30 минут в каждом растворе. После этого образцы 
наносили на предметное стекло и сушили в вакууме 
в течение 1 часа с использованием камеры систе-
мы напыления с ротационным насосом Q150R ES 
(Quorum Technologies, Великобритания). Высушен-
ные образцы покрывали слоем золота толщиной 
5 нм в атмосфере аргона при ионном токе 20 мА и 
давлении 1 мбар с использованием той же системы 
Q150R ES (Quorum Technologies, Великобритания). 
Анализ проводили с помощью растрового электрон-
ного микроскопа Tescan Vega3 SBU (Tescan, Чехия) 
при напряжении 30 кВ. Съемка осуществлялась с 
использованием программного обеспечения VegaTC 
(Tescan, Чехия).

Сканирующая зондовая нанотомография
Анализ образцов методом сканирующей зон-

довой нанотомографии (СЗНТ) выполнялся с ис-
пользованием специализированного сканирующего 
зондового микроскопа (СЗМ), комбинированного с 
ультрамикротомом Leica EM UC6 (Leica Microsys-
tems GmbH, Австрия) для сканирующей зондовой 
нанотомографии. Для пробоподготовки при помощи 
скальпеля вырезали фрагменты скаффолдов разме-
ром 1,5×1,5 мм. Затем фрагменты скаффолдов фикси-
ровались в 2,5% растворе глутарового альдегида в на-
трий-фосфатном буфере (рН = 7,4) в течение 2 часов 
в темноте при +4 °С, и производилось три отмывки 
образцов в натрий-фосфатном буфере по 10 минут. 
После этого производили дегидратацию образцов 
проводкой по спиртам с увеличивающейся концент-
рацией. Далее производили три отмывки образцов в 
ацетоне по 10 минут, а затем инкубировали в смеси 

ацетона и эпоксидной среды в соотношении 1 : 1 в 
течение 30 минут, после чего образцы переносили в 
смесь пропиленоксида и эпоксидной среды в соотно-
шении 1 : 2 и инкубировали в течение 30 минут. Затем 
образцы заключали в эпоксидную смолу, инкубиро-
вали в термостате при 45 °С в течение 12 часов, после 
чего продолжали инкубацию в течение 72 часов при 
температуре 60 °С. Для заливки образцов использо-
валась эпоксидная среда (Epoxy Embedding Medium, 
Sigma-Aldrich, Cat. № 45345), смешиваемая с равным 
по массе количеством отвердителя заливочной среды 
(додеценилянтарный ангидрид DDSA) и 4% по массе 
2,4,6-трис-(диметиламинометил)-фенола (DMP-30).

Срезы образцов скаффолдов толщиной 70 нм вы-
полнялись с использованием алмазного ножа Diatome 
Ultra AFM 35 (Diatome AG, Швейцария) с шириной 
режущей кромки 2,0 мм. СЗМ-измерения проводи-
лись в полуконтактном режиме при скорости скани-
рования 1,56 Гц с использованием кремниевых зон-
дов-кантилеверов HA_HR (Tipsnano OÜ, Эстония) с 
резонансной частотой 405 кГц и радиусом кривизны 
острия <10 нм. При сканировании были получены 
коррелятивные изображения в режимах отображения 
топографии и фазы размерами 1024×1024 пиксела. 
Обработка СЗМ-изображений и анализ морфологи-
ческих параметров скаффолдов выполнялись в про-
грамме Nova ImageAnalysis 1.0.26.1443 (НТ-МДТ, 
Москва).

Обработка данных
Все количественные данные представлены в виде 

среднего значения ± стандартного отклонения (M ± 
SD). Для оценки достоверности различий между 
группами использовался непараметрический крите-
рий Манна–Уитни. Значения считались статистиче
ски значимыми при уровне значимости p < 0,05. Об-
работка данных и построение графиков проводились 
с использованием программы OriginPro (OriginLab 
Corporation, США).

Результаты
Метод сканирующей зондовой нанотомографии 

(СЗНТ) основан на комбинации техник сканирующей 
зондовой микроскопии (СЗМ) и ультрамикротомии в 
рамках одного приборного комплекса, позволяющего 
выполнять СЗМ-измерения поверхности образцов in 
situ непосредственно после выполнения сверхтонко-
го среза ультрамикротомом [24]. Для выполнения ис-
следований методом СЗНТ образцы биоматериалов и 
биологических объектов подвергаются специальной 
пробоподготовке, аналогичной процедуре подготов-
ки образцов для трансмиссионной (просвечивающей) 
электронной микроскопии, а именно фиксации, де-
гидратации и заливке в эпоксидную среду (подробнее 
см. раздел «Материалы и методы»). Ультрамикрото-
мирование образцов выполняется с использовани-
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ем специализированного алмазного ножа UltraAFM 
(Diatome AG, Швейцария), позволяющего получать 
после среза поверхность блока с качеством, прием-
лемым для СЗМ-измерений. Срез области интереса 
образца производится в механически задаваемой 
оператором плоскости. Таким образом, изменяя 
ориентацию образца, мы можем получить доступ 
к областям, не доступным методам оптической или 
сканирующей электронной микроскопии, и получить 
уникальную информацию об их наноструктуре. Пос-
ле среза к поверхности срезанного блока подводится 
зонд СЗМ и выполняется сканирование интересую-
щей области поверхности. В случае полимерных и 
биологических образцов предпочтительно приме-
нять полуконтактные методики СЗМ-измерений. При 
этом зонд СЗМ, находящийся на кремниевой балке 
(кантилевере), совершает вынужденные колебания на 
ее резонансной частоте (обычно в диапазоне от 100 
до 500 кГц, в зависимости от выбранной модели зон-
да) с физической амплитудой в несколько десятков 
нанометров. Взаимодействие зонда с поверхностью 
детектируется по падению величины регистриру-
емой амплитуды до заданного значения (set point). 
Таким образом, зонд физически взаимодействует с 
поверхностью (находится в зоне отталкивания сил 
Ван-дер-Ваальса) только в нижней точке своих коле-
баний. Этот метод минимизирует нарушения поверх-
ности мягких материалов, вызываемые острым крем-
ниевым зондом при сканировании, к тому же кроме 
топографии образца позволяет выполнять измерения 
фазы сдвига колебаний кантилевера относительно 
несущего сигнала. Эта методика является важной для 
наших исследований, так как изменения фазы колеба-
ний кантилевера зависят от локальных вязкоупругих 
свойств поверхности, что часто позволяет получить 
дополнительный контраст и улучшенное разреше-
ние при измерениях биологических и полимерных 
образцов [25]. Радиус кривизны острия кремниевого 
зонда СЗМ составляет менее 10 нм, что определяет 
физическое латеральное разрешение метода.

В нашем случае мы выполняли срезы в плоскос-
тях, перпендикулярных плоскостям тканевых скаф-
фолдов и перпендикулярных одному из направлений 
нитей в скаффолдах, получая таким образом допол-
нительную к методам электронной и оптической 
микроскопии наноструктурную информацию. Для 
исследований были выбраны образцы «Фиброплен-
Газ», «Фиброплен-Газ 80», «Фиброплен-Атлас 80» 
и «Фиброплен-Атлас» с культивированными (срок 
культивирования 7 суток) фибробластами мыши 3Т3. 
Срок культивирования был выбран исходя из резуль-
татов предыдущих in vitro исследований материалов 
на основе фиброина шелка, которые показали, что 
на 7-е сутки культивирования на них наблюдается 
устойчивая пролиферация фибробластов мыши 3Т3 
[8, 14]. Каждый образец был фиксирован и разделен 

скальпелем на две части, одна из которых исследова-
лась при помощи СЭМ, а вторая подвергалась залив-
ке в эпоксидную среду и анализу при помощи СЗНТ.

На рис.  1,  а, приведен пример СЭМ-изобра-
жения образца скаффолда «Фиброплен-Газ 80» с 
культивированными фибробластами мыши 3Т3. 
Мы можем наблюдать нити тканевого скаффолда, 
плотно покрытые клетками. На рис. 1, б, приведено 
СЭМ-изображение одной нити данного скаффолда 
с повышенным увеличением. Однако очевидно, что 
применение только метода СЭМ в данном случае не 
позволяет нам получить информацию о внутренней 
структуре нитей тканевых скаффолдов и распреде-
лению клеток внутри них. Использование метода 
СЗНТ позволило нам выявить и проанализировать 
существенные различия в структуре скаффолдов 
«Фиброплен-Газ» и «Фиброплен-Газ 80», которые 
определяют отличия в адгезии клеток. На рис. 2 при-
ведены СЗМ-изображения поверхности поперечного 
среза нити скаффолда «Фиброплен-Газ» после среза  
ультрамикротомом.

В среднем каждая нить скаффолда «Фиброплен-
Газ» имеет диаметр порядка 50 мкм и состоит из 

Рис. 1. СЭМ-изображения поверхности нитей тканевого 
скаффолда «Фиброплен-Газ  80» с культивированными 
фибробластами мыши 3Т3 (срок культивирования 7 су-
ток): а – ×1000; б – ×4310. Стрелками указаны примеры 
фибробластов

Fig. 1. SEM images of the surface of Fibroplen-Gaz 80 tissue 
scaffold fibers following 7 days of culture with mouse 3T3 fi-
broblasts: а – magnification ×1000; б – magnification ×4310. 
Arrows indicate representative of fibroblasts

а

б
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~14  шелковых микроволокон размером порядка 
10 мкм. Сечение данных микроволокон может иметь 
нерегулярную форму, далекую от круговой, часто 
напоминающую вытянутый многоугольник со сгла-
женными углами либо сектор или сегмент круга. 
Важным обстоятельством является то, что большинс-
тво микроволокон в нитях скаффолда «Фиброплен-
Газ», полученного на основе немодифицированной 
ткани, компактно собраны и склеены между собой. 

На рис. 2, в, г, приведены увеличенные СЗМ-изоб-
ражения фрагментов среза нити, полученные в 
режиме отображения фазы. Этот метод позволяет 
отображать наноструктуры скаффолдов и клеток на 
срезах с меньшим влиянием механических шумов и 
повышенными контрастом и разрешением. В част-
ности, на данном изображении мы различаем клетки 
фибробластов мыши 3Т3, контактирующие с микро-
волокнами только с внешней стороны нити. Клетки 

Рис. 2. СЗМ-изображения поверхности поперечного среза нитей тканевого скаффолда «Фиброплен-Газ» с культиви-
рованными фибробластами мыши 3Т3 (срок культивирования 7 суток): а – режим отображения топографии; б – ре-
жим отображения фазы, размер скана 63,0×68,0 мкм, вариация высоты 50 нм; в – режим отображения фазы, размер 
скана 54,0×54,0 мкм, вариация высоты 50 нм; г – режим отображения фазы, размер скана 25,0×33,0 мкм. Обозначе-
ния: 1 – фиброиновые волокна; 2 – фибробласты

Fig. 2. SEM images of the cross-sectional surface of Fibroplen-Gaz tissue scaffold fibers following 7 days of culture with 
mouse 3T3 fibroblasts: а – topography mode; б – phase imaging mode (scan size: 63.0×68.0 μm; height variation: 50 nm); 
в – phase imaging mode (scan size: 54.0×54.0 μm; height variation: 50 nm); г – phase imaging mode (scan size: 25.0×33.0 μm). 
Labels: 1 – fibrin fibers; 2 – fibroblasts

а б

в г
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и их отростки не могут проникнуть внутрь нити, так 
как микроволокна плотно совмещены друг с другом.

Для ряда полученных СЗМ-изображений срезов 
нитей скаффолдов с культивированными клетками 
был выполнен статистический анализ морфологи-
ческих параметров клеток и микроволокон. Для ста-
тистического анализа были выбраны такие морфо-
логические параметры сечений микроволокон, как 
площадь (Sf) и периметр (Pf) сечения, степень их 
вытянутости (e), вычисляемая как отношение сторон 
максимально вытянутого прямоугольника, охватыва-
ющего сечение [29], а также среднее расстояние (r) 
между границами микроволокон, усредняемое для 
каждой пары соседних сечений.

Полученные данные также позволили нам провес-
ти статистический анализ морфологических харак-
теристик сечений клеток 3Т3 и интерфейсов между 
клетками и микроволокнами. Были проанализиро-
ваны такие параметры, как толщина адгезирован-
ных клеток (t), площадь сечения клеток (Sc), средний 
периметр сечения клеток (Pc), а также усредненное 
отношение суммарной длины периметра контактов 
клетки с микроволокнами матрикса к общему пе-
риметру сечения клетки (k), являющееся важной 
характеристикой его способности к поддержке ад-
гезии и пролиферации фибробластов [25]. Результаты 
анализа характеристик шелковых микроволокон и 
контактирующих с ними фибробластов мыши 3Т3 
для всех исследованных скаффолдов представлены 
ниже в таблице.

На рис. 3 приведены СЗМ-изображения поверх-
ностей поперечных срезов нитей скаффолда «Фиб-
роплен-Газ 80» с культивированными фиброблас-
тами мыши 3Т3 (срок культивирования 7  суток). 

В случае модифицированного скаффолда отдельные 
шелковые микроволокна в нитях совмещены не так 
плотно, как мы наблюдали в немодифицированном 
скаффолде, и клетки могут проникать и взаимодейс-
твовать с поверхностью микроволокон, в том числе 
внутри нити (см. увеличенные СЗМ-изображения 
фибробластов, взаимодействующих с микроволок-
нами, на рис. 3, в, г).

Выполненный количественный анализ парамет-
ров скаффолдов также указывает на утончение и 
разобщение микроволокон в модифицированных 
скаффолдах. Так, средняя площадь Sf сечения мик-
роволокон в модифицированных скаффолдах «Фиб-
роплен-Газ 80» уменьшилась на 18,6% по сравнению 
с немодифицированными, в то время как среднее 
расстояние между поверхностями микроволокон 
r резко выросло – от значения 1,34 ± 0,29 мкм для 
скаффолдов «Фиброплен-Газ» до 6,41 ± 2,25 мкм 
для скаффолдов «Фиброплен-Газ 80». Также мож-
но отметить, что для модифицированных шелковых 
скаффолдов было получено более высокое среднее 
значение параметра k, отражающего долю перимет-
ра сечения клетки, взаимодействующую с поверх
ностью скаффолда: оно составило 0,17 ± 0,08 (по 
сравнению со значением 0,12 ± 0,06 для немодифи-
цированных скаффолдов), что может быть связано с 
тем, что адгезия клеток происходит и на поверхнос-
тях микроволокон внутри нитей.

Аналогичные результаты наблюдаются при ис-
следовании структуры скаффолдов на основе ткани 
атлас. На рис. 4 приведен пример СЭМ-изображений 
образца скаффолда «Фиброплен-Атлас 80» с куль-
тивированными фибробластами мыши 3Т3. В этом 
случае мы также наблюдаем пучки нитей скаффолда, 

Таблица
Сравнительные морфологические характеристики тканевых скаффолдов и культивированных 

на них клеток 3Т3
Comparative morphological characteristics of tissue scaffolds and 3T3 cells cultured on them

Параметр Фиброплен-Газ Фиброплен-Газ 80 Фиброплен-Атлас Фиброплен-Атлас 80
Средняя площадь сечения волокон 
Sf, мкм2 102,86 ± 23,6 83,71 ± 35,8 88,62 ± 27,4 71,43 ± 22,8

Средний периметр сечения 
волокон Pf, мкм 41,54 ± 11,23 34,06 ± 15,64 34,64 ± 13,3 29,35 ± 12,4

Средний коэффициент 
вытянутости сечения волокон e 1,63 ± 0,35 1,76 ± 0,38 1,57 ± 0,27 1,68 ± 0,25

Среднее расстояние между 
границами волокон r, мкм 1,34 ± 0,29 6,41 ± 2,25 1,42 ± 0,32 10,85 ± 5,31

Средняя толщина клеток t, мкм 4,78 ± 1,41 5,22 ± 1,74 4,14 ± 1,42 3,72 ± 1,25
Средняя площадь сечения клеток 
Sc, мкм2 77,06 ± 21,13 91, 53 ± 27,78 76, 44 ± 18,7 81, 44 ± 22,84

Средний периметр сечения клеток 
Pc, мкм 48,74 ± 16,43 56,32 ± 18,97 43,16 ± 14,2 51,48 ± 15,74

Средняя доля границы клетки, 
взаимодействующая 
с микроволокном, k

0,12 ± 0,06 0,17 ± 0,08 0,13 ± 0,07 0,19 ± 0,08
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покрытые клетками (ср. с рис. 1). Обзорное СЗМ-
изображение поверхности поперечного среза нити 
скаффолда «Фиброплен-Атлас 80» после среза уль-
трамикротомом приведено на рис. 5.

Можно отметить, что отдельные микроволокна в 
нити скаффолда в данном случае еще в большей сте-
пени разобщены. При этом количество микроволокон 

в нити примерно вдвое больше, чем в скаффолдах 
«Фиброплен-Газ», а сами нити, как видно из СЭМ-
изображений, прилегают ближе друг к другу. В этом 
случае среднее расстояние между микроволокнами 
выросло до уровня 10,85 ± 5,31 мкм (см. таблицу), 
а клетки в равной мере адгезированы как на внут-
ренние, так и на внешние микроволокна нитей, что 

Рис. 3. СЗМ-изображения поверхности поперечного среза нити тканевого скаффолда «Фиброплен-Газ 80» с куль-
тивированными фибробластами мыши 3Т3 (срок культивирования 7  суток): а  – режим топографии, размер скана 
74,0×74,0 мкм, вариация высоты 50 нм; б – режим топографии, размер скана 86,0×86,0 мкм, вариация высоты 60 нм; 
в – режим отображения фазы, размер скана 21,0×21,0 мкм (выделенная прямоугольником область на а); г – режим 
отображения фазы, размер скана 29,0×27,0 мкм (выделенная прямоугольником область на б). Обозначения: 1 – фиб-
роиновые волокна; 2 – фибробласты

Fig. 3. SEM images of the cross-sectional surface of a Fibroplen-Gaz 80 tissue scaffold fiber following 7 days of culture with 
mouse 3T3 fibroblasts: а – topography mode (scan size: 74.0×74.0 μm; height variation: 50 nm); б – topography mode (scan 
size: 86.0×86.0 μm; height variation: 60 nm); в – phase imaging mode (scan size: 21.0×21.0 μm; region indicated by a rect-
angle in а); г – phase imaging mode (scan size: 29.0×27.0 μm; region indicated by a rectangle in б). Labels: 1 – fibrin fibers; 
2 – fibroblasts

а б

в г
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продемонстрировано на СЗМ-изображениях, приве-
денных на рис. 6.

При этом средняя площадь сечения микроволокон 
скаффолда «Фиброплен-Атлас 80» уменьшилась при 
модификации на 19,4%, а средняя доля периметра 
сечения клеток, взаимодействующая с поверхностью 
микроволокон, показывает тенденцию к увеличению 
от k = 0,13 ± 0,07 до уровня 0,19 ± 0,08.

Наблюдаемое взаимодействие клеток с микрово-
локнами внутри нитей скаффолда может служить 
ускорению биодеградации скаффолдов, продемонс-
трированному нами в предыдущих работах [21, 22]. 
Учитывая высокую регенеративную активность 
фиброина шелка [1–4, 6–9], можно предположить, 
что модифицированные тканевые скаффолды «Фиб-
роплен-Газ 80» и «Фиброплен-Атлас 80» могут луч-
ше стимулировать регенерацию раневых поверх-
ностей, чем немодифицированные скаффолды, так 
как в данном случае как внешние, так и внутренние 
поверхности микроволокон внутри нитей доступ-
ны для взаимодействия с клетками, и соответствен-
но, оно может происходить более интенсивно. При 
этом выбор более или менее плотных скаффолдов 
(«Фиброплен-Атлас 80» или «Фиброплен-Газ 80» 
соответственно) может определяться в том числе 
и конкретной терапевтической или хирургической 
задачей в зависимости от требуемых механических 
свойств используемых изделий [23]. Однако экспе-
риментальное подтверждение выдвинутых предпо-
ложений о регенеративном потенциале скаффолдов 

Рис.  5. СЗМ-изображение поверхности поперечного среза нити тканевого скаффолда «Фиброплен-Атлас  80» с 
культивированными фибробластами мыши 3Т3 (срок культивирования 7  суток), режим топографии, размер скана 
116,0×106,0 мкм, вариация высоты 70 нм. Обозначения: 1 – фиброиновые волокна; 2 – фибробласты

Fig. 5. SEM image of the cross-section of a Fibroplen-Atlas 80 tissue scaffold fiber following 7 days of culture with mouse 
3T3 fibroblasts, acquired in topography mode (scan size: 116.0×106.0 μm; height variation: 70 nm). Labels: 1 – fibroin fibers; 
2 – fibroblasts

Рис. 4. СЭМ-изображение поверхности скаффолда «Фиб-
роплен-Атлас 80» с культивированными фибробластами 
мыши 3Т3 (срок культивирования 7  суток): а  – ×1800; 
б – ×4630. стрелками указаны примеры фибробластов

Fig. 4. SEM image of the surface of the Fibroplen-Atlas 80 
scaffold following 7 days of culture with mouse 3T3 fibro-
blasts: а  – magnification ×1800; б  – magnification ×4630. 
Arrows indicate representative of fibroblasts

а

б
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требует проведения сравнительных экспериментов 
по регенерации тканей in vivo.

Заключение
Наноструктурный анализ фибробластов мыши 

3Т3, культивированных на тканевых скаффолдах 
на основе натурального шелка «Фиброплен-Газ», 
«Фиброплен-Газ 80», «Фиброплен-Атлас» и «Фиб-
роплен-Атлас  80», позволил получить данные о 
топологических и морфологических особенностях 
взаимодействия клеток с модифицированными и не-
модифицированными тканевыми скаффолдами. Вза-
имодействие клеток с микроволокнами внутри нитей 
модифицированных скаффолдов может способство-
вать ускорению биодеградации данных скаффолдов. 
Совокупность полученных наноструктурных данных 
и результатов клеточных экспериментов in vitro поз-
воляет сделать вывод о том, что исследуемые шелко-
вые скаффолды поддерживают адгезию клеток 3T3 
и формирование клеточно-матриксных контактов.
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