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Цель. Изучение влияния пленок на основе фиброина шелка, полученных методом полива, на процесс 
заживления полнослойной кожной раны у крыс породы Wistar. Материалы и методы. Было получено 
4 вида пленок с общей концентрацией белка 20 мг/мл: пленки из водного раствора фиброина шелка, 
пленки из раствора фиброина шелка в муравьиной кислоте, пленки из водного раствора фиброина шел-
ка с добавлением 30% коллагена по массе и пленки из раствора фиброина шелка в муравьиной кислоте 
с добавлением 30% коллагена по массе. Пленки были получены методом полива на поверхности по-
лированного тефлона. Методом сканирующей электронной микроскопии была исследована поверхнос-
тная структура пленок. Проведен анализ цитотоксичности полученных изделий на модели мышиных 
фибробластов линии 3Т3 методом МТТ. Полученные пленки использованы в качестве раневых покры-
тий для заживления полнослойной кожной раны у крыс породы Wistar. Результаты. Было показано, что 
поверхность полученных изделий имеет микро- и нанорельеф в виде шероховатостей. В эксперименте 
по изучению цитотоксичности пленок пролиферативная активность мышиных фибробластов линии 3Т3 
увеличивалась в течение 7 дней эксперимента. Полученные изделия ускоряют заживление полнослойной 
кожной раны крыс породы Wistar в среднем на 25%. Анализ гистологических срезов выявил структурное 
восстановление кожного покрова, очагов воспаления выявлено не было. Заключение. Полученные изде-
лия не являются токсичными для эукариотических клеток и имеют структуру, оптимальную для адгезии 
и пролиферации фибробластов. Использование пленок для покрытия полнослойной кожной раны уско-
ряет ее заживление, что подтверждается гистологическими исследованиями.
Ключевые слова: фиброин шелка, коллаген, метод полива, заживление полнослойной кожной раны.
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Aim of this study is to research an effect of silk fi broin fi lms fabricated by casting method upon Wistar rat’s 
full-thickness skin wound regeneration. Materials and methods. 4 different kinds of fi lms with protein concent-
ration equal to 20 mg/ml were fabricated: fi lms from silk fi broin aqueous solution, fi lms from silk fi broin formic 
acid solution, fi lms from silk fi broin aqueous solution containing 30% collagen by weight, fi lms from silk fi broin 
formic acid solution containing 30% collagen by weight. All kinds of fi lms were fabricated by casting method 
on polished Tefl on surface. Scanning electron microscopy was applied to research fi lms’ surface structure. Cyto-
toxicity test of the fi lms was realized on mouse 3T3 fi broblasts model by MTT assay. Manufactured fi lms were
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ВВЕДЕНИЕ
Кожа является самым большим по площади и 

при этом сложно устроенным органом позвоночных 
животных. В организме кожа выполняет важные 
функции: защищает внутренние ткани организма от 
повреждений, обеспечивает сенсорную функцию, 
а также регулирует постоянство внутренней среды 
организма. Повреждение кожного покрова может 
возникать вследствие ряда причин, при этом за-
живление кожных ран является комплексным про-
цессом и требует взаимодействий между собой раз-
личных типов клеток и регулируется множеством 
тканевых цитокинов и факторов роста [1].

Индукция заживления кожных ран в первую оче-
редь обеспечивается закрытием поверхности раны с 
помощью перевязочных материалов для превраще-
ния ее в хирургически чистую рану. Однако исполь-
зование перевязочных материалов само по себе не 
способствует регенерации кожного покрова, так как 
такие материалы являются биологически инертны-
ми. В связи с этим в тканевой инженерии становит-
ся актуальной задача разработки биологического 
эквивалента кожи, который бы позволил ускорить 
процесс заживления раны не только за счет сохра-
нения ее стерильности, но и за счет активизации в 
ней процессов восстановительной регенерации.

Основным методом устранения тяжелых пов-
реждений кожного покрова является аутологичная 
трансплантация кожи. Однако применение этого 
метода сопряжено с рядом трудностей и прежде 
всего необходимостью подготовки раневого ложа 
для трансплантата и необходимостью использова-
ния хорошо васкуляризованных трансплантатов, к 
которым кожа не относится. В связи с указанными 
проблемами возникает острая необходимость раз-
работки биоинженерного эквивалента кожи [1].

Активация регенерации кожного покрова тре-
бует подбора материала, который обеспечивал бы 
структурное и функциональное восстановление 
кожи. В связи с этим для восстановления кожного 
покрова часто применяют изделия на основе кол-
лагена вследствие его высокого содержания в на-
тивном внеклеточном матриксе кожи. Однако конс-
трукции на основе коллагена тяжело подвергаются 
структурированию и не обладают достаточной ме-
ханической прочностью. Поэтому помимо колла-

гена рассматривается возможность применения 
других натуральных материалов, в том числе фиб-
роина шелка тутового шелкопряда Bombyx mori [2]. 
В настоящее время при регенерации поврежденных 
органов и тканей используются 2 подхода: создание 
тканеинженерных конструкций, в том числе со ство-
ловыми клетками [3], а также использование био-
полимерных матриц в качестве самостоятельных 
изделий, не содержащих клеточного компонента. 
Уникальные свойства фиброина шелка позволяют 
считать перспективным его использование в рамках 
обоих рассматриваемых подходов, а также для со-
здания композитов фиброина шелка с матриксными 
белками нативной кожи [4–6]. Помимо этого, для 
формирования изделий на основе фиброина шелка 
могут быть использованы различные растворители. 
Это позволяет получать нано- и микроструктури-
рованные изделия, которые имеют различные фи-
зико-химические свойства, в том числе различную 
пористость, которые оказывают существенное вли-
яние на биологические свойства изделия [7].

Фиброин шелка является фибриллярным бел-
ком, а его первичная структура характеризуется 
большим числом повторов [-Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-
Ala-]n. Вторичная структура фиброина шелка пред-
ставляет собой антипараллельные β-слои, связан-
ные водородными связями. Аморфные участки 
белка образуют α-спирали, доля которых возрас-
тает при гидратации белка. В третичной структуре 
фиброина выделяют 2 цепи: тяжелую цепь с моле-
кулярной массой 390 кДа и легкую цепь – 26 кДа, 
присутствующие в отношении 1:1 и соединенные 
дисульфидными связями [8]. Изменяя долю β-слоев 
в структуре фиброина шелка, можно контролиро-
вать механические свойства изделия и скорость его 
биодеградации [9].

Цель данной работы – изучение влияния пленок 
на основе фиброина шелка, полученных методом 
полива, на процесс заживления полнослойной кож-
ной раны у крыс породы Wistar.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение фиброина шелка

Фиброин шелка получали из коконов тутового 
шелкопряда B. mori. На первом этапе коконы под-
вергали очистке от серицина. Навеску шелка из ко-

utilized to regenerate full-thickness skin wounds in Wistar rats. Results. It was shown that fi lms’ surface was 
characterized by micro- and nanorelief in the form of roughness. The proliferative activity of mouse 3T3 fi bro-
blasts increased during 7 days of cytotoxicity test. Fabricated fi lms enlarge the regeneration rate of full-thickness 
Wistar rat skin wounds an average of 25%. Histological analysis indicated structural skin restoration without 
any infl ammatory tissue. Conclusion. All fabricated fi lms are non-cytotoxic and characterized by appropriate 
structure for the adhesion and proliferation of fi broblasts. The application of fi lms for full-thickness skin wound 
regeneration increases its restoration rate which is confi rmed by histological examination.
Key words: silk fi broin, collagen, casting method, full-thickness skin wound regeneration.
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конов массой 1 г кипятили на водяной бане в 500 мл 
бидистиллированной воды с добавлением 1260 мг 
соды в течение 40 минут. Затем промывали 3,6 л 
дистиллированной воды. Далее кипятили в 500 мл 
бидистиллированной воды 30 минут и промывали 
3,6 л дистиллированной воды. Последнюю проце-
дуру повторяли 3 раза. Очищенный фиброин шелка 
сушили на воздухе при комнатной температуре.

Получение водного раствора 
фиброина шелка

Для получения водного раствора фиброина к 
130 мг отмытого шелка добавляли раствор, содержа-
щий 389 мг CaCl2, 388 мкл C2H5OH и 544 мкл H2O на 
1 мл раствора. Смесь нагревали в течение 5 часов на 
водяной бане до полного растворения шелка. Полу-
ченный раствор центрифугировали в течение 7 ми-
нут при 12 100 g. Супернатант диализовали против 
500 мл бидистиллированной воды, всего проводили 
5 смен диализа по 30 минут. Раствор фиброина цен-
трифугировали 7 минут при 12 100 g, концентра-
цию фиброина определяли спектрофотометрически 
при длине волны 280 нм, молярный коэффициент 
экстинкции принимали равным 473 480 М–1см–1, что 
соответствует теоретически рассчитанному коэф-
фициенту экстинкции по аминокислотной последо-
вательности тяжелой цепи фиброина шелка (номер 
в базе данных UniProt: P05790).

Получение водного раствора коллагена
Раствор коллагена из крысиных хвостов в ук-

сусной кислоте [10] центрифугировали в течение 
20 минут при 5000 g. Супернатант диализовали 
против 1 л бидистиллированной воды при комнат-
ной температуре, смену диализата проводили 5 раз 
через каждый час. Концентрация полученного рас-
твора составила 9 мг/мл. Полученный раствор со-
держит от 60 до 85% коллагена, 60% которого со-
ставляет коллаген I типа [11].

Получение раствора фиброина шелка 
в муравьиной кислоте

Навеску отмытого шелка растворяли в муравь-
иной кислоте из расчета 20 мг/мл при нагревании 
до 40 °С на водяной бане в течение 30 минут. По-
лученный раствор центрифугировали 5 минут при 
12 100 g.

Изготовление пленок из фиброина шелка 
и смеси фиброина шелка с коллагеном

Пленки получали методом полива. Для изготов-
ления пленки диаметром 1 см наносили 100 мкл 
раствора c заданным составом (табл. 1) на поверх-
ность полированного тефлона и высушивали в тече-

ние двух дней при комнатной температуре. Общая 
концентрация белка в растворе для изготовления 
пленки составляла 20 мг/мл, содержание коллагена 
в смеси с фиброином шелка – 30% по массе. Пленки 
снимали с поверхности тефлона с помощью скаль-
пеля, предварительно инкубировав их в спирте в 
течение 15 минут, и хранили в 96%-ном спирте при 
температуре 4 °С.

Анализ структуры пленок методом 
сканирующей электронной микроскопии

Образцы пленок фиксировали глутаровым аль-
дегидом, дегидратировали возрастающими концен-
трациями этанола – 10, 30, 50, 70, 95% – и помеща-
ли в ацетон (Химмед, Россия). После этого образцы 
высушивали методом перехода критической точки 
с помощью прибора HCP-2 (Hitachi Ltd., Япония). 
Высушенные образцы покрывали слоем золота тол-
щиной 20 нм в атмосфере аргона при ионном токе 
6 мА и давлении 0,1 мм рт. ст. с использованием 
прибора IonCoaterIB-3 (Eiko Engineering, Япония), 
затем анализировали с помощью сканирующего 
электронного микроскопа Camscan S2 (Cambridge 
Instruments, Великобритания). Разрешение микро-
скопа 10 нм, рабочее напряжение 20 кВ. Изобра-
жения получали с использованием программного 
обеспечения «Micro Capture» (SMA, Россия).

Анализ цитотоксичности пленок
Оценку цитотоксичности проводили путем 

оценки пролиферативной активности фиброблас-
тов. Для этого пленки прикрепляли к поверхности 

Таблица 1
Группы животных в эксперименте 
по регенерации кожного покрова

Groups of animals in the experiment 
of skin regeneration

Номер 
группы

Метод и состав пленки, применяемой 
для регенерации

1 Контроль – заживление без пленки

2
Пленка, полученная высушиванием водного 
раствора фиброина шелка с концентрацией 
20 мг/мл

3

Пленка, полученная высушиванием водного 
раствора фиброина шелка, содержащего 30% 
коллагена по массе, с общей концентрацией 
белка 20 мг/мл

4
Пленка, полученная высушиванием раствора 
фиброина шелка в муравьиной кислоте с кон-
центрацией 20 мг/мл

5

Пленка, полученная высушиванием раство-
ра фиброина шелка в муравьиной кислоте, 
содержащий 30% коллагена по массе, с общей 
концентрацией белка 20 мг/мл
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лунок 96-луночного планшета с помощью 5% рас-
твора желатина. В качестве контроля использовали 
культуральный пластик. Перед проведением теста 
планшет подвергали стерилизации: обрабатывали 
70% спиртом 30 минут и облучали ультрафиолетом 
в течение 30 минут. В лунки планшета вносили сте-
рильный раствор фосфатно-солевого буфера (рН = 
7,4) на 15 минут, а затем на 30 минут стерильный 
0,9% раствор NaCl. Далее в лунки планшета вноси-
ли по 300 мкл среды инкубации Dulbecco’s Modifi ed 
Eagle’s Medium – low glucose (Sigma, США) и Ham’s 
F12 (Flow laboratories, Великобритания) в соотноше-
нии 1:1, содержащую 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (HyClone, США), 40 мкг/мл гентамици-
на (Ферейн, Россия), 4 мМ глутамина (ПанЭко, Рос-
сия), и инкубировали 15 минут. Суспензию мыши-
ных фибробластов 3Т3 в среде инкубации вносили 
в лунки планшета из расчета 9000 клеток на 1 см2 

поверхности. Клетки инкубировали в термостате 
при 37 °С, 5% CO2 в течение 7 дней.

Оценку цитотоксичности проводили согласно 
ГОСТ Р ИСО 10993-2-2011 «Изделия медицинские. 
Оценка биологического действия медицинских из-
делий. Часть 5. Исследования на цитотоксичность: 
методы in vitro» с помощью МТТ-теста [12] на 3, 6 
и 9-й дни эксперимента. Для этого в каждую лунку 
планшета вносили по 50 мкл раствора 3-[4,5-диме-
тилтиазолил-2-ел]-2,5-дифенилтетразолиум броми-
да (МТТ). Инкубировали в термостате при 37 °С 
при содержании 5% CO2 в течение 3–4 часов до вы-
падения темно-синих кристаллов формазана. Затем 
планшет центрифугировали в течение 5 минут при 
1500 об/мин. Супернатант удаляли, осадок форма-
зана растворяли в ДМСО и измеряли оптическую 
плотность раствора при длине волны 540 нм с по-
мощью анализатора иммуноферментных реакций 
Пикон (Пикон, Россия).

Моделирование полнослойной кожной 
раны у крыс

Эксперимент in vivo проводили на модели за-
живления полнослойной кожной раны у крыс поро-
ды Wistar.

Все операции с животными осуществляли под 
ингаляционным эфирным наркозом, обеспечива-
емым с помощью эксикатора, из расчета 50 мг/кг 
массы тела. При этом животные находились на 
спонтанном дыхании с частотой 75 ± 10 дыхатель-
ных циклов в минуту, что соответствует хирурги-
ческой стадии наркоза.

Экспериментальных животных распределяли на 
5 групп в зависимости от материала, используемого 
в процессе создания пленок для раневого покрытия. 
Количество животных в каждой группе было рав-
ным 5 (табл. 1).

Для формирования раны крысе удаляли шерсть 
на спине в области лопаток с помощью лезвия и 
депиляционного крема, после чего кожу обрабаты-
вали 0,05% раствором хлоргексидина. Далее крысе 
наносили полнослойную рану диаметром 15 ± 1 мм 
с помощью хирургических ножниц и скальпеля. 
При этом глубина повреждения соответствовала 
толщине кожного покрова крысы, включающего 
эпидермис, дерму и гиподерму. Рану обрабатывали 
0,05% раствором хлоргексидина.

После этого на поверхности раны размеща-
ли пленку, предварительно стерилизованную 70% 
спиртом в течение 12 часов, и пришивали к поверх-
ности раны тремя швами с помощью хирургиче-
ских полипропиленовых нитей. В процессе опера-
ции следили за тем, чтобы пленка была влажной, и 
при необходимости увлажняли ее 0,05% раствором 
хлоргексидина. Затем рану с пришитым раневым 
покрытием вновь обрабатывали 0,05% раствором 
хлоргексидина, после чего накладывали стериль-
ную марлевую повязку, которую снимали на третий 
день проведения эксперимента.

В течение эксперимента крысы находились изо-
лированно друг от друга в одиночных клетках со 
свободным доступом к воде и пище.

Оценка заживления полнослойной 
кожной раны

Оценку заживления ран проводили на 3, 9, 14, 18, 
23, 28, 35 и 40-й дни эксперимента. Качественную 
оценку заживления ран проводили визуально. Изоб-
ражения получали с помощью цифровой фотокаме-
ры Nikon D5100 18-105 VR kit и объектива Nikon 
модели AF-S DX 18-105 мм f/3,5-5,6 G ED VR. Для 
количественной оценки заживления кожной раны 
измеряли диаметр раны (d) и вычисляли процент 
уменьшения раны (А) в каждый из контрольных 
дней эксперимента по следующей формуле:

 %100
)0(

)28,23,18,14,9,3,0()0( ×
−

=
d

dd
A  .

Проводили анализ полученных значений, отоб-
ражающих изменение площади раны по исследуе-
мым срокам.

Гистологическое исследование
Образцы кожи крыс размером 20 ± 3 мм фик-

сировали с помощью смеси формалина, этанола и 
уксусной кислоты в объемном соотношении 4:1:0,3. 
Далее образцы кожи заливали в парафин, после 
чего получали срезы с помощью микротома Leica 
CM 1900 UV (Leica Microsystems GmbH, Germany) 
толщиной 14 мкм. Окрашивание срезов производи-
ли гематоксилин-эозином. Полученные окрашен-
ные срезы заключали в канадский бальзам и анали-
зировали с помощью микроскопа Leica DM 4000B 
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(Leica Microsystems GmbH, Germany). Изображения 
фрагментов полученных срезов получали с помо-
щью цифровой камеры Leica DFC310 Fx (Leica Mi-
crosystems GmbH, Germany). Обработку изображе-
ний проводили в программе Leica Application Suite 
V4 (Leica Microsystems GmbH, Germany).

Обработка данных
Статистический анализ результатов проводили 

методом дисперсионного анализа. Статистическую 
значимость оценивали с помощью критерия Ман-
на–Уитни, уровень статистической значимости р 
принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для выполнения данного исследования методом 

полива были получены пленки следующего состава: 
пленка из водного раствора фиброина шелка туто-
вого шелкопряда B. mori, пленка из раствора фибро-
ина шелка в муравьиной кислоте, пленка из водного 

раствора фиброина шелка с добавлением коллагена 
и пленка из раствора фиброина шелка в муравьиной 
кислоте с добавлением коллагена (табл. 1). Общая 
концентрация белка во всех изделиях была равной 
20 мг/мл. Содержание коллагена в изделиях, полу-
ченных из смесей полимеров, составляло 30% по 
массе. Все изделия были получены в одинаковых 
условиях.

Толщина полученных изделий была равной 30 ± 
10 мкм, все полученные изделия являлись бесцвет-
ными.

Анализ поверхностной структуры пленок 
методом сканирующей электронной 
микроскопии

Поверхностная структура пленок, исследован-
ная методом сканирующей электронной микро-
скопии, представляет собой микро- и нанорельеф 
в виде шероховатостей (рис. 1) и характеризуется 
волокнистой структурой.

Рис. 1. Изображения поверхности пленок, полученных методом сканирующей электронной микроскопии: а – из вод-
ного раствора фиброина шелка; б – из водного раствора фиброина шелка с добавлением 30% коллагена по массе; 
в – из раствора фиброина шелка в муравьиной кислоте; г – из раствора фиброина шелка в муравьиной кислоте с до-
бавлением 30% коллагена по массе

Fig. 1. Scanning electron microscopy images of fi lms surface: a – from silk fi broin aqueous solution; б – from silk fi broin 
aqueous solution contains 30% collagen by mass; в – from silk fi broin formic acid solution; г – from silk fi broin formic acid 
solution contains 30% collagen by mass

а б

в г
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Рис. 2. Данные о цитотоксичности пленок различного состава на 3, 5 и 7-й дни эксперимента на модели пролифера-
ции мышиных фибробластов линии 3Т3. * – р < 0,05

Fig. 2. Cytotoxicity data of fi lms with different composition on 3, 5 and 7 days of experiment on mice 3T3 fi broblasts model. 
* – р < 0,05

Анализ цитотоксичности пленок
Полученные изделия исследовали на цито-

токсичность на модели пролиферации мышиных 
фибробластов линии 3Т3 в течение 7 дней. В качес-
тве контроля использовали культуральный пластик. 
Пролиферативная активность клеток, культивиру-
емых на полученных изделиях, возрастала в ходе 
эксперимента (рис. 2). Это означало, что все полу-
ченные изделия не оказывают негативного влияния 
на жизнеспособность эукариотических клеток, од-
нако пролиферативная активность фибробластов на 
пленках, полученных из водных растворов полиме-
ров, на 5-й и 7-й дни была достоверно выше, чем на 
других полученных изделиях.

Моделирование полнослойной кожной 
раны у крыс породы Wistar и оценка 
заживления раны

У животных в 5 экспериментальных группах 
(табл. 1) в день проведения операции, а также на 3, 
9, 14, 18, 23, 28, 35 и 40-й дни эксперимента были 

получены изображения ран (рис. 3). На рисунке не 
приведены изображения на 35-й и 40-й дни экспери-
мента, так как они не являются показательными – к 
этому времени произошло зарастание раны во всех 
группах, за исключением контрольной.

По полученным измеренным значениям диамет-
ра ран была составлена табл. 2, отражающая изме-
нение процента уменьшения раны с течением вре-
мени.

Раневые покрытия на основе фиброина шелка 
ускоряют регенерацию кожного покрова. Пленки, 
полученные из растворов полимеров, ускоряют за-
живление кожной раны на 12 дней по сравнению 
с контролем. На 28-й день эксперимента наблю-
далось полное заживление ран, покрытых пленка-
ми из фиброина шелка, рубцовой ткани на месте 
раны не было обнаружено. В контрольной группе 
№ 1 полное заживление раны было достигнуто на 
40-й день. Различия в динамике заживления кож-
ной раны между группами были выявлены на 23-й 
день: в группах № 2, 3, 4, 5 скорость заживления 
раны увеличилась в среднем на 25% по сравнению 
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Рис. 3. Динамика макроскопического изменения площади ран, полученных у крыс породы Wistar в день проведения 
операции, на 3, 9, 14, 18, 23 и 28-й дни эксперимента в разных группах

Fig. 3. Macroscopic alteration dynamics of Wistar rats wound area at the day of experiment and 3, 9, 14, 18, 23, 28 days of 
experiment in different groups

с группой № 1. Визуально заживление характери-
зовалось восстановлением волосяного покрова жи-
вотных и отсутствием рубца на коже.

Гистологическое исследование
Забор образцов проводили в день полного зарас-

тания раны (A = 100%). Были получены образцы 
кожи и проведено их микроскопическое исследова-

ние (рис. 4). На всех полученных срезах выявлено 
наличие трех слоев кожи: эпидермис, дерма и гипо-
дерма. Присутствие этих слоев свидетельствует об 
успешном заживлении раны. Морфология срезов 
образцов кожи животных из экспериментальных 
групп не отличается от морфологии срезов натив-
ной неповрежденной кожи крысы. Эпидермис кожи 
крысы состоит преимущественно из кератиноци-

Таблица 2
Динамика зарастания кожной раны у крыс породы Wistar. Указаны значения стандартного 

отклонения для 3 независимых измерений
Skin wound regeneration dynamics of Wistar rats. Standard deviation values 

for 3 several experiments are noted
День эксперимента

Группа
Процент уменьшения раны, %

0 3 9 14 18 23 28
1 0 0 12,5 ± 4,0 50,0 ± 5,1 68,8 ± 4,0 75,0 ± 2,2 87,5 ± 3,7
2 0 5,0 ± 3,8 21,2 ± 8,2 63,5 ± 8,2 75,0 ± 2,7 96,2 ± 5,4 100
3 0 9,2 ± 7,2 25,0 ± 3,0 69,0 ± 3,4 72,9 ± 2,9 98,2 ± 2,5 100
4 0 9,8 ± 3,0 42,3 ± 3,3 70,0 ± 6,6 80,0 ± 2,8 96,2 ± 5,4 100
5 0 3,8 ± 0,6 35,4 ± 2,9 63,3 ± 4,7 85,7 ± 3,0 93,3 ± 9,4 100
Примечание. Различия между группой 1 (контроль) и всеми остальными во все дни после операции являются досто-
верными (р < 0,05).
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Рис. 4. Изображения гистологических срезов кожи крыс в зоне полного заживления раны (А = 100%), окрашенных 
гематоксилин-эозином, увеличение ×100, масштаб – 100 мкм: а – здоровая кожа крысы (норма); б – группа 1 на 40-й 
день эксперимента; в – группа 2 на 28-й день эксперимента; г – группа 3 на 28-й день эксперимента; д – группа 4 на 
28-й день эксперимента; е – группа 5 на 28-й день эксперимента

Fig. 4. Histological sections images of rat’s skin in complete regeneration area (А = 100%) provided by haematoxilin-eosin 
staining, magnifi cation ×100, scale – 100 mcm: a – native rat skin (normal skin); б – group 1 on 40 day of experiment; в – 
group 2 on 28 day of experiment; г – group 3 on 28 day of experiment; д – group 4 on 28 day of experiment; е – group 5 on 
28 day of experiment
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тов, образующих между собой плотные контакты. 
Образцы групп № 2, 3 и 4 характеризуются более 
интенсивной пролиферацией фибробластов в слое 
дермы, что свидетельствует о более полном восста-
новлении дермы по сравнению с образцами кожи 
группы 5 и контрольной группы 1, и следовательно, 
большей эффективностью применения данных из-
делий для заживления кожной раны. Очагов воспа-
ления на полученных срезах выявлено не было, что 
также является важным показателем, характеризу-
ющим успешное заживление кожного покрова.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе рассматривается возможность 

использования пленок из фиброина шелка, полу-
ченных методом полива, для ускоренного заживле-
ния кожного покрова у крыс породы Wistar. В ходе 
работы были изготовлены 4 группы образцов пле-
нок на основе фиброина шелка и его смеси с колла-
геном, полученным методом экстракции из хвостов 
крыс породы Wistar, с использованием двух различ-
ных растворителей – воды и муравьиной кислоты. 
Известно, что метод полива позволяет получать 
непористые изделия, которые возможно использо-
вать в качестве подложек для культивирования кле-
ток [13]. Поверхность полученных пленок характе-
ризуется микро- и нанорельефом. Согласно данным 
литературы, такая структура является оптимальной 
для культивирования эукариотических клеток [14]. 
Наличие микро- и нанорельефа положительно вли-
яет на адгезию эукариотических клеток и дальней-
шее их взаимодействие с поверхностью изделия – 
адгезия и пролиферация фибробластов происходит 
тем быстрее, чем выше шероховатость субстрата.

Данные эксперимента по изучению цитоток-
сичности изделий, а также ранее полученные дан-
ные [15] свидетельствует о том, что изготовлен-
ные пленки не являются токсичными для клеток, 
характеризуются оптимальными механическими 
свойствами, подвергаются деградации и могут быть 
использованы в системе in vivo. Это согласуется с 
данными других исследований, которые предлага-
ют применять изделия на основе фиброина шелка 
для восстановления различных органов и тканей, в 
том числе и кожи [16, 17].

В данной работе было проведено изучение дина-
мики заживления кожных ран у крыс при покрытии 
ран различными видами пленок на основе фиброи-
на шелка. Различия в свойствах изделий определяют 
процесс покрытия. Пленки, изготовленные из вод-
ных растворов, являются гигроскопичными и легко 
фиксируются на поверхности раны даже без нало-
жения швов. Вследствие высокой проницаемости 
они способны удерживать в себе влагу и в процессе 
имплантации не требуют постоянного увлажнения. 

Эти свойства значительно облегчают и ускоряют 
процесс имплантации изделия, а отсутствие необ-
ходимости пришивать изделие к поверхности раны 
позволяет сделать процедуру менее болезненной и 
не наносить дополнительные повреждения в про-
цессе операции. Напротив, пленки, изготовленные 
из растворов полимеров в муравьиной кислоте, не 
фиксируются на поверхности раны, а их непроница-
емость создает трудности, связанные с возможным 
высыханием пленки в процессе ее имплантации.

Изделия, полученные для данного исследования, 
ускоряют заживление кожного покрова по сравне-
нию с контрольной группой крыс. Между различ-
ными группами образцов не было выявлено досто-
верных различий в динамике заживления кожного 
покрова. Результаты были подтверждены макроско-
пическими изображениями ран в динамике и гисто-
логическим исследованием, которое показало, что 
успешное заживление кожного покрова происходи-
ло во всех экспериментальных группах.

Полученные результаты согласуются с данны-
ми литературы, в которых показано, что изделия на 
основе фиброина шелка, полученные различными 
методами, в том числе методом полива, могут быть 
использованы для регенерации кожного покрова in 
vivo [18]. Имплантация конструкций из фиброина 
ускоряла процесс заживления раны, вызывала вос-
становление эпителия и дермы, увеличение синтеза 
коллагена. Рубец, образовавшийся на месте пов-
реждения, после имплантации конструкции из фиб-
роина был практически незаметным.

Для более успешной регенерации кожного пок-
рова могут применяться различные полимерные 
добавки. Известны примеры использования смесей 
фиброина шелка с различными полимерами для 
достижения более высокой скорости регенерации. 
Пленки, изготовленные из смеси фиброина с хи-
тозаном, поддерживают адгезию и пролиферацию 
фибробластов, обеспечивают межклеточные взаи-
модействия. В адгезировавших клетках наблюдали 
экспрессию β-актина, а также секрецию коллаге-
на I типа, присутствие которого в межклеточном 
матриксе характерно для дермы кожи [19]. Другой 
композитный материал представляет собой смесь 
фиброина с эластином. Пленки, изготовленные из 
такого материала, поддерживают адгезию фибро-
бластов in vitro. Испытания кожного эквивалента на 
модели ожога показали, что изделия способствуют 
успешному восстановлению эпителия и заживле-
нию раны [20].

В данной работе в качестве полимерной добавки 
был выбран коллаген из хвоста крысы. Состав кол-
лагена, использованного для изготовления пленки, 
близок к составу коллагена кожи крыс, так как ос-
новой межклеточного матрикса кожи крыс является 
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коллаген I типа, на долю которого приходится 80% 
от сухой массы матрикса дермы, а также в его со-
став входит коллаген III и V типов [21]. Технология 
получения раствора коллагена, используемая в дан-
ной работе, позволяет выделить из сухожилий крыс 
коллаген I и III типов. Таким образом, мы полагали, 
что коллаген в составе пленки будет стимулировать 
процесс заживления раны за счет деградации под 
действием ферментов-коллагеназ, расщепляющих 
коллаген типов I и III, выделяемых фибробласта-
ми. Однако по результатам экспериментов не было 
показано влияния добавки коллагена на скорость 
и динамику заживления кожной раны. Это может 
быть связано с особенностями взаимодействия по-
лимеров в структуре использованного нами изде-
лия, которое не позволяет ферментам расщеплять 
коллаген.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изученные свойства фиброиновых пленок поз-

воляют считать их биосовместимыми изделиями, 
которые могут быть использованы для восстанов-
ления органов и тканей. В данной работе было про-
ведено заживление полнослойной кожной раны у 
крыс породы Wistar. Полученные изделия ускоряют 
заживление кожной раны и способствуют образова-
нию кожного покрова, морфология которого не от-
личается от нативной кожи. Это позволяет считать 
пленки на основе фиброина шелка перспективными 
изделиями для заживления кожного покрова.
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