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Разработана новая гель-сублимационная методика изготовления пористых биорезорбируемых матрик-
сов из полиоксибутирата/полиоксивалерата. Полученные матриксы имеют полимодальную внутреннюю 
структуру с размерами пор от ~100 мкм до ~100 нм и пористость в диапазоне 80–90%. Исследовано не-
сколько вариантов обработки внутренней структуры объемных матриксов в электроразрядной плазме: ди-
электрический барьерный разряд, несамостоятельный объемный разряд, поддерживаемый электронным 
пучком; наносекундный диэлектрический барьерный разряд. Биологические испытания матриксов на ге-
молиз и цитотоксичность показали перспективность применения полученных матриксов для клеточных 
технологий.
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ВВЕДЕНИЕ
Последние достижения в области молекулярной 

и клеточной биологии открывают широкие перспек-
тивы для создания принципиально новых и эффек-
тивных биомедицинских технологий, с помощью 
которых становится возможным решение многих 
проблем восстановления поврежденных тканей и 
органов, лечение ряда тяжелых заболеваний чело-
века. Успешное их внедрение в практику экспери-
ментальной биологии позволило разработать новые 
методы клеточной и тканевой трансплантации, кото-
рые развиваются по трем основным направлениям: 
клеточная терапия, биоискусственные органы мета-
болического ряда, биоискусственные органы струк-
турного ряда. На этих направлениях в настоящее 
время получила широкое развитие стратегия созда-
ния гибридных искусственных тканей и органов пу-
тем биологического имитирования существующих 
естественных прототипов с участием клеточных 
технологий. Одним из необходимых компонентов 
для реализации этой стратегии являются носители 
клеток – матриксы, имитирующие естественные 
внеклеточные матриксы организма.

Главными требованиями к матриксам-носите-
лям являются высокая биосовместимость и способ-
ность стимулировать собственные регенерационные 
процессы поврежденного органа. Конструирование 
матриксов-носителей на основе объемных пористых 
материалов из биодеградируемых полимеров, ха-
рактеризующихся высокой биологической безопас-
ностью, а также возможностью регулировать время 
биорезорбции имплантата, является одним из новей-
ших направлений в биотехнологии. Разработка поли-
мерных носителей для внедряемых лекарственных 
препаратов и клеточных культур в виде трехмерных 
тонко-структурированных полимерных матриксов 
(губки, пространственные сетки) составляет ключе-
вую проблему для имплантационных хирургических 
материалов. К числу недавно разработанных поли-
мерных носителей из биорезорбируемого материала 
можно отнести, например, «ЭластоПОБ», разрабо-
танный в АНО «ИМБИИТ» [1–5].

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Целью настоящего исследования была разработ-

ка гель-сублимационной методики изготовления 
биорезорбируемых матриксов из сополимера по-
лиоксибутирата с полиоксивалератом, обладающих 
односвязной полимодальной внутренней структу-
рой с регулируемым размером пор в диапазоне от 
~100 мкм до ~100 нм, и пористостью более 90%, а 
также разработка и оптимизация методов плазмохи-
мического и радиационно-химического воздействия 
для повышения поверхностной и объемной биосов-
местимости полученных материалов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Диагностические методы
Для анализа пространственной структуры и по-

верхностной энергии матриксов были применены 
методы сканирующей электронной микроскопии, 
видимой микроскопии и измерения смачиваемос-
ти. Для измерения параметров плазмообразующих 
разрядов использован широкий набор методов 
плазменной и радиационной диагностики. По ре-
зультатам измерений вносились оперативные изме-
нения в режимы приготовления и обработки мат-
риксов. Для исследования биологических свойств 
матриксов были использованы стандартные мето-
ды анализа гемолитического действия матриксов 
при контакте с кровью и токсикологического дейс-
твия матриксов на клетки мышиных фибробластов 
линии 3Т3.

Методики изготовления матриксов
Известны различные подходы к созданию гете-

рогенных сред с высокой степенью пористости (80–
90%) из биосовместимых полимеров, в том числе: 
лиофилизация, высаливание, газовое вспенивание, 
электроспиннинг [6]. В некоторых экспериментах 
мы использовали матриксы, полученные методом 
электроспиннинга [7]. Детальное описание уста-
новки для электроспиннинга и параметры процесса 
формирования матрикса из ПОБ/ПОВ приведены в 
работе [8].

С целью управления размерами волокон и ячеек, 
образующих внутреннюю структуру матрикса, их 
количеством и распределением по объему матрик-
са нами разработан способ приготовления матрик-
сов, который является развитием метода лиофили-
зации. Материалом для биоматрикса был выбран 
сополимер полиоксибутирата с полиоксивалератом, 
(ПОБ/ПОВ) – не растворимый в воде биорезорби-
руемый полимер бактериального происхождения. 
Данный сополимер растворяется с образованием 
гелей в жидкостях, имеющих низкую температуру 
замерзания, например, в дихлорэтане (–36,6 °С), 
хлороформе (–63,5 °С) и т. д. Для лиофильной суб-
лимационной сушки замороженных гелей в твер-
дом состоянии требуются специальные холодиль-
ные установки с отрицательной температурой ниже 
–40 °С, что усложняет и удорожает технологию.

Новая гель-сублимационная методика изготов-
ления пористых полимерных матриксов позволяет 
управлять полимодальной структурой односвяз-
ных пор за счет использования двухкомпонентного 
растворителя, программируемых режимов замора-
живания образца, его откачки и регулируемой тем-
пературы проведения вакуумной сублимационной 
сушки.
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Применяемая методика отличается от стандарт-
ной методики лиофилизации прежде всего тем, что 
после приготовления геля на основе ПОБ/ПОВ и 
дихлорэтана в него вводится дополнительная жид-
кость с высокой температурой затвердевания, на-
пример, ледяная уксусная кислота (tпл = +16,6 °С). 
Приготовленный таким образом трехкомпонентный 
раствор заливали в форму из алюминиевой фоль-
ги с прокладкой из фторопластовой пленки, и по-
лученную заготовку охлаждали до температуры, 
при которой вязкость рабочего раствора позволяла 
снять с заготовки пленку и фольгу и открыть ее по-
верхность для вакуумной сушки. Рабочий раствор 
«ПОБ/ПОВ + дихлорэтан + уксусная кислота» не 
имеет определенной температуры замерзания, поэ-
тому охлаждение вели до температуры в диапазоне 
–20 ÷ –30 °С в зависимости от соотношения концен-
траций полимера, дихлорэтана и ледяной уксусной 
кислоты.

Затем образец помещали в вакуумную камеру на 
сетку из тонких полимерных нитей. Откачку про-
изводили при комнатной температуре стенок ваку-
умной камеры. Сохранение формы затвердевшего 
рабочего раствора обеспечивалось его самоохлаж-
дением в процессе вакуумной сублимации.

Процесс вакуумирования камеры вели по про-
грамме, определяющей соотношение количества 
крупноразмерных и микроразмерных пор в заго-
товке матрикса. Сначала регулированием скорости 
откачки и напуском внешнего воздуха устанавли-
вали давление ~100 Торр и визуально контролиро-
вали процесс испарения дихлорэтана из заготовки. 
По прекращении испарения дихлорэтана давление 
в вакуумной камере снижали до ~ 0,01 Торр.

Необходимость управления вакуумированием 
обусловлена следующими обстоятельствами. Про-
чность охлажденного рабочего раствора опреде-
ляется остовом из кристаллов ледяной уксусной 
кислоты, между которыми расположен гель «ПОБ/
ПОВ + дихлорэтан». Кристаллы ледяной уксусной 
кислоты и мицеллы геля взаимодействуют друг 
с другом, задавая грубую и тонкую структуру пор 
будущего матрикса. При вакуумировании, прежде 
всего, испаряется жидкая фаза, основу которой со-
ставляет дихлорэтан. При этом внутри каркаса из 
твердой уксусной кислоты могут образовываться 
относительно крупные капли геля, влияющие, при 
их испарении в вакуум, на образование крупных 
пор в будущем матриксе. В этот период сублимаци-
онной сушки давление в камере составляет от ~100 
до ~10 Торр.

После испарения легколетучей фазы затвердев-
шего рабочего раствора начинает испаряться жест-
кий остов твердой ледяной уксусной кислоты, с ко-
торым теперь связаны мицеллы – нити ПОБ/ПОВ. 
Интенсивность испарения при этом поддержива-

лась на таком уровне, чтобы жесткость заготовки 
сохранялась. На этой фазе вакуум в камере посте-
пенно достигал предельного значения ~0,01 Торр. 
Длительность этой фазы 2–4 часа. В ходе второй 
фазы сублимационной сушки происходила некото-
рая усадка заготовки. Примерный ход температуры 
образца от времени для одного из вариантов гель-
сублимационной сушки показан на рис. 1.

Рис. 1. График зависимости температуры от времени 
при вакуумной сублимационной сушке образца (гель-
сублимационный метод с самоохлаждением)

Дальнейшая работа над полученным порис-
тым полупродуктом сводилась к его механиче ской 
обработке: резке на куски заданного размера и 
формы, обработке поверхностей для получения 
необходимой поверхностной структуры матрик-
са. Фотография одного из вариантов матрикса, по-
лученного по этой методике, и микрофотографии 
его тонкой внутренней структуры, полученные на 
сканирующем электронном микроскопе, показаны 
на рис. 2 и 3.

ЭЛЕКТРОФИЗИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА 
ПОРИСТЫХ МАТРИКСОВ

Исследуемый полимер является гидрофобным, 
то есть обладает низкой поверхностной энергией. 
Гидрофобность является нежелательным фактором, 
снижающим жизнеспособность клеток, инфильтро-
ванных в матрикс. Для преодоления этой пробле-
мы поверхность полимера обрабатывают в плазме 
кислородсодержащих газов. Образование полярных 
кислородсодержащих групп приводит к увеличе-
нию полярной составляющей свободной энергии и, 
следовательно, к повышению гидрофильности по-
верхности матрикса.

Для обработки однородных поверхностей поли-
мерных пленок используются разряды, создающие 
пространственно распределенную плазму с высо-
коэнергичными электронами и температурами ион-
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ной и нейтральной компонент, близкими к комнат-
ной. В таких процессах необходимо предотвратить 
процесс контракции плазмы, то есть уменьшение 
ее радиуса до миллиметровых и субмиллиметро-
вых размеров, характерных для искровых разрядов. 
В искровых разрядах концентрация энергии недо-
пустимо велика, что может привести к нарушению 
однородности пленки или тонкой структуры порис-
того матрикса в процессе обработки.

К пространственно распределенным разрядам 
относится, например, диэлектрический барьерный 
разряд атмосферного давления (ДБР). Обрабаты-
ваемая полимерная пленка вводится в межэлект-
родный зазор разряда. В плазме ДБР присутствуют 
разнообразные активные частицы, которые могут 
реагировать с поверхностью полимера. Глубины 
проникновения всех активных частиц в материал не 
превышают нескольких микрометров. Толщина мо-
дифицируемого слоя может изменяться от несколь-

ких микрон до сотых долей микрона. Применение 
в качестве плазмообразующих газов воздуха O2, N2, 
CO2, NH3 приводит к улучшению гидрофильности 
[9, 10]. Применение фтор-, водород- и кремнийсо-
держащих газов и паров (SF6, C2F4, CH4, силокса-
ны) приводит к плазмохимической полимеризации 
и образованию на поверхности новых полимерных 
структур. Поверхность приобретает либо гидро-
фобные свойства (в случае обработки во фторсодер-
жащих газах) [11, 12], либо гидрофильные свойства 
(в случае обработки в полимеризующихся кисло-
родсодержащих газах) [13]. В данной работе ДБР в 
воздухе [14] применяли для обработки матриксов, 
полученных различными методами. Разряд зажига-
ли от высоковольтного источника переменного на-
пряжения. Высоковольтный электрод был покрыт 
слоем диэлектрика (кварц), в то время как другой, 
заземленный электрод, представлял собой медную 
пластинку. Высоковольтный источник обеспечивал 
импульсное напряжение с частотой следования им-
пульсов 1 кГц, амплитудой 15 кВ и длительностью 
импульса 5 мкс. Зазор между электродами состав-
лял 2 мм. В этот зазор и помещали обрабатываемый 
образец матрикса толщиной 0,3–1 мм. Обработку 
производили в воздухе при атмосферном давлении 
в диапазоне времени от 10 с до 10 мин.

В случае пористого объемного матрикса плаз-
менная обработка поверхности волокон, образу-
ющих его внутреннюю структуру, как правило, 
затруднена. Причина состоит в том, что характе-
ристическая длина каналов в матриксе составляет 
несколько миллиметров, а поперечные размеры ка-
нала – несколько микрон. Газоразрядная плазма, эф-
фективная при обработке открытых поверхностей 
полимеров, не проникает в такие каналы. Однако в 
газоразрядном промежутке ДБР генерируется вы-
сокая концентрация химически активных молекул 
озона [14], которые при этом оказываются доста-
точно долгоживущими частицами, для того чтобы 
проникать в поры обрабатываемого материала и вы-
зывать гидрофилизацию внутренней поверхности 
матрикса. Измерения гидрофильности матрикса до 

Рис. 2. Микроструктура ПОБ/ПОВ матрикса, полученного по гель-сублимационной методике (сканирующий элект-
ронный микроскоп)

Рис. 3. Образец ПОБ/ПОВ матрикса, полученного 
по гель-сублимационной методике

ф16 мм

2–4 мм
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и после обработки в плазме ДБР методом погруже-
ния показали правильность данного подхода.

При другом подходе химически активная плазма 
создается в разрядах, проникающих внутрь объема 
пористого матрикса. В данной работе применяли 
два таких разряда. В первом разряде полимерный 
пористый матрикс помещали между электрода-
ми, которые создавали в нем электрическое поле 
с напряженностью ниже пробойной, а для иници-
ирования несамостоятельного объемного разряда в 
пористом матриксе использовали пучок электронов 
высокой энергии (1–5 МэВ), пронизывающий мате-
риал матрикса по всей толщине [15].

Электроны в пористом, гетерогенном веществе 
матрикса производят следующие действия.
– В объеме газовой фазы, заполняющей про-

странство между волокнами и обладающей 
сравнительно малой плотностью, электронный 
пучок тормозится сравнительно слабо, но при 
этом он производит объемную первичную ио-
низацию газа, заполняющего ячейки. Если при 
этом на матрикс наложено электрическое поле 
достаточной напряженности, то во внутренней 
структуре матрикса возникает объемный, про-
странственно однородный несамостоятельный 
электрический разряд. Разряд существует, пока 
пространственную трехмерную сетку матрик-
са пронизывает электронный пучок. При этом 
разряд пространственно однороден, не образует 
узких токовых каналов. Образующаяся газораз-
рядная плазма действует на поверхность твер-
дотельной сетки внутри матрикса, осуществляя 
ее модифицирование в заданном направлении, 
например, увеличивая гидрофильность или по-
вышая биосовместимость матрикса с соответс-
твующими биологическими объектами. Элек-
троны газоразрядной плазмы не проникают 
вглубь полимера и не изменяют его объемных 
характеристик. Но они изменяют молекуляр-
ную структуру поверхности волокон, образую-
щих матрикс.

– В объеме полимерных волокон, твердой фазы, 
плотность которой на три порядка больше плот-
ности газовой фазы, электроны пучка тормозят-
ся существенно сильнее, производя в веществе 
полимера различные радиационно-химические 
процессы, которые могут привести к изменению 
молекулярного состава и структуры полимера. 
Полная поглощенная полимером радиационная 
доза от электронного пучка не должна достигать 
предела, при котором в веществе полимера, об-
разующего матрикс, наступают необратимые из-
менения физико-химических и биохимических 
характеристик. Это ограничивает допустимую 
дозу значением ~10–20 кГр. Названное значение 
дозы известно из опыта радиационной стерили-

зации биомедицинскх препаратов и материалов, 
в том числе, и для ПОБ/ПОВ.
Проведенное нами исследование смачиваемос-

ти в воде исходных и обработанных в плазменно-
пучковом разряде матриксов ПОБ/ПОВ, получен-
ных гель-сублимационным методом, показало, что 
такая обработка обеспечивает полную объемную 
смачиваемость первоначально гидрофобных мат-
риксов. В этих экспериментах энергия электронов 
пучка была 3,5 МэВ, импульсный ток пучка был 
около 30 мА, дежурное напряжение между элект-
родами 8 кВ, импульсный ток несамостоятельного 
разряда в воздухе ~1,3 А, длительность импульса 
3 мкс.

В другом методе в зазоре между электродами 
зажигается импульсный диэлектрический барьер-
ный разряд (ИДБР) с частотой импульсов ~1 кГц 
и с длительностью импульса ~ 10–40 наносекунд. 
При такой длительности разряда искровые каналы 
не успевают формироваться как в газовой фазе, так 
и в пористом матриксе [16]. Можно предположить, 
что пробой в наносекундном диапазоне происхо-
дит однородно во всем объеме диэлектрической 
пористой среды матрикса, что позволяет обрабаты-
вать внутренние полости пористых образцов. Для 
обработки образцов большой толщины использу-
ется вакуумная камера, в которой поддерживается 
давление ниже атмосферного. В наших условиях 
имелась возможность варьирования следующих па-
раметров – время обработки: 1 с – 1 час, давление: 
0,05–3 атм, вид газа: воздух, азот, углекислый газ, 
аргон, гелий, длительность импульсов 20–40 нс, 
частота следования: 100 Гц – 1,5 кГц. Амплитуда 
импульса тока в ИДБР составляла 23 А, амплитуда 
импульса напряжения 9 кВ. Зазор между электрода-
ми составлял 0–1 см. Наносекундный ИДБР обла-
дал однородной пространственной структурой.

РЕЗУЛЬТАТЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ ИСПЫТАНИЙ
Матриксы из ПОБ/ПОВ, сформированные мето-

дом электроспиннинга и гель-сублимационным ме-
тодом, как исходные, так и обработанные в плазме 
ДБР и ИДБР, подвергались испытаниям на гемолиз и 
цитотоксичность по стандартным методикам [17].

На рис. 4 приведены результаты исследования ге-
молитического действия для матриксов ПОБ/ПОВ, 
полученных методом электроспиннинга и обрабо-
танных в диэлектрическом барьерном разряде в те-
чение 15, 30 и 60 с. Там же приведены результаты 
для образцов, полученных методом гель-сублима-
ционной сушки и обработанных в наносекундном 
барьерном диэлектрическом разряде в течение 60 с. 
Гемолиз проводился с использованием человече-
ской крови. Для всех исследуемых образцов вели-
чина гемолиза была меньше 2%, что свидетельству-
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ет о пригодности малых времен обработки (< 1 мин) 
для модифицирования образцов.

Для тех же образцов были проведены испытания 
на цитотоксичность, результаты которых приведе-
ны на рис. 5. Можно констатировать практически 
полное отсутствие цитотоксичности для всех иссле-
дуемых образцов, как обработанных, так и не об-
работанных. Плазменная обработка, как следует из 
полученных данных, в среднем приводит к некото-
рому увеличению доли пролиферирующих клеток, 
т. е. к уменьшению цитотоксичности по отношению 
к клеткам фибробластов. Исходя из полученных 
данных, можно сделать вывод, что, по-видимому, 
время обработки в плазме, равное 60 с, является 
оптимальным по совокупности критериев: гидро-
фильность, цитотоксичность и пролиферация.

ВЫВОДЫ
С использованием метода электроспиннин-

га и гель-сублимационного метода приготовлены 

лабораторные образцы объемных матриксов из 
биорезорбируемого полимера, ПОБ/ПОВ. В гель-
сублимационном методе при соответствующем со-
отношении концентраций полимера и растворите-
лей и оптимизированных режимах замораживания 
и сублимации заготовок получены матриксы, име-
ющие уникальную полимодальную внутреннюю 
структуру с размерами в диапазоне от ~100 мкм до 
~100 нм. Пористость полученных матриксов нахо-
дится в диапазоне 80–90%.

Исследовано несколько вариантов обработки 
объемных матриксов в электроразрядной плазме: 
диэлектрический барьерный разряд, несамостоя-
тельный объемный разряд, поддерживаемый элек-
тронным пучком; наносекундный диэлектриче-
ский барьерный разряд. Все примененные разряды 
обеспечивают объемную смачиваемость пористых 
матриксов. Биологические испытания, проведен-
ные для исходных матриксов, полученных методом 
электроспиннинга и гель-сублимационным методом 
и обработанных в плазме ДБР и ИДБР, показали от-

Рис. 5. Результаты исследований цитотоксичности для образцов, полученных методами электроспиннинга (а) и гель-
сублимации (б) и обработанных в ДБР в течение различного времени

Рис. 4. Результаты исследований гемолитического действия для образцов, полученных методом электроспиннинга (а) 
и гель-сублимационным методом (б), исходных и обработанных в ДБР в течение различного времени

а б

а б
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сутствие токсичности и хорошую совместимость 
матриксов с клетками мышиных фибробластов ли-
нии 3Т3.

Разработанные и изготовленные лабораторные 
образцы матриксов, исследования их структуры, 
морфологии и биологических свойств показали, 
что матриксы, изготовленные методами гель-суб-
лимации и электроспиннинга и обработанные в 
электрических барьерных и электронно-пучковом 
разрядах, являются технологичным и перспектив-
ным материалом для их использования в качестве 
имплантируемых носителей клеток.

Работа выполнена при поддержке Федерально-
го агентства по науке и инновациям, Госконтракт 
02.512.11.2236.
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