
96

Л.В. Антонова, В.В. Севостьянова, А.Г. Кутихин, Е.А. Великанова, В.Г. Матвеева, 
Т.В. Глушкова, А.В. Миронов, Е.О. Кривкина, О.Л. Барбараш, Л.С. Барбараш

На сегодняшний день тканеинженерные сосудистые протезы малого диаметра являются многообещаю-
щей альтернативой аутологичным сосудам для проведения шунтирующих операций и замены повреж-
денных сосудов. В связи с этим продолжается поиск биологически активных молекул для улучшения эн-
дотелизации трубчатых полимерных матриксов и стимуляции образования гладкомышечного слоя. Ранее 
нами было продемонстрировано, что инкорпорирование сосудистого эндотелиального фактора роста в 
трубчатые каркасы, изготовленные методом электроспиннинга из полигидроксибутирата/валерата/поли-
капролактона, способствовало ускоренному формированию эндотелиального монослоя. Однако сущест-
вует вероятность того, что необходимо дополнительное поддержание VEGF-опосредованной эндотели-
зации, а также стимуляция формирования других структур кровеносного сосуда.  Цель – оценить эффект 
основного фактора роста фибробластов (bFGF) и хемоаттрактантной молекулы SDF-1α в сравнении с 
одиночным использованием сосудистого эндотелиального фактора роста (VEGF), а также в комбинации 
с VEGF, инкорпорированных в биодеградируемые сосудистые протезы, на формирование новообразо-
ванной сосудистой ткани в зоне локации протезов после их имплантации в брюшную аорту крыс на 3, 6 
и 12 месяцев. Материалы и методы. Методом двухфазного электроспиннинга нами были изготовлены 
2 вида трубчатых матриксов: с инкорпорированием одного из факторов (GF: VEGF или bFGF или хемоат-
трактантная молекула SDF-1α) и каркасы с послойным инкорпорированием трех факторов (VEGF/bFGF/
SDF-1α: во внутреннюю 1/3 стенки графта – VEGF, во внешние 2/3 стенки – bFGF и хемоаттрактант-
ная молекула SDF-1α), с последующей оценкой морфологии, механических свойств и ремоделирования 
in vivo путем имплантации в брюшную аорту крыс. Результаты. Полимерные трубчатые матриксы с 
тремя биомолекулами имели 100% первичную проходимость. Послойное инкорпорирование биомолекул 
улучшало морфологию и механические свойства графтов, способствовало полноценной эндотелизации 
по сравнению с использованием только сосудистого эндотелиального фактора роста. Кроме того, ос-
новной фактор роста фибробластов ускорял формирование гладкомышечного слоя. Обсуждение. Полу-
ченные результаты показали, что послойное инкорпорирование сосудистого эндотелиального фактора 
роста, основного фактора роста фибробластов и хемоаттрактантной молекулы SDF-1α в полимерный со-
судистый протез обеспечивает его высокую проходимость и улучшает формирование новообразованной 
сосудистой ткани in situ.

Ключевые слова: тканевая инженерия, биодеградируемые полимеры, сосудистый протез, 
сосудистый эндотелиальный фактор роста, фактор роста фибробластов, стромальный 
фактор 1 альфа, эндотелиальные клетки, гладкомышечные клетки.
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Aim. To evaluate the potential synergistic effects of basic  broblast growth factor (bFGF) and stromal cell-deri-
ved factor-1α (SDF-1α) complemented with VEGF compared to VEGF alone when being added into poly(3-hyd-
roxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) / poly(ε-caprolactone) vascular grafts implanted into rat abdominal aorta for 
3, 6, or 12 months. Materials and methods. Utilizing emulsion electrospinning, we fabricated one-layer vascular 
grafts with either VEGF, bFGF, or SDF-1α, and two-layer vascular grafts with VEGF incorporated into the inner 
layer and bFGF and SDF-1α incorporated into the outer layer following structural evaluation, tensile testing, and 
in vivo testing using a rat abdominal aorta replacement model. Results. Grafts containing all three growth factors 
had a 100% primary patency rate. The combination of bFGF, SDF-1α and VEGF improved morphology and me-
chanical properties of the grafts. Furthermore, such combination of the bioactive factors promoted endothelializa-
tion compared to VEGF alone. In addition, bFGF induced a rapid formation of a SMC layer. Conclusion. Taking 
together, these  ndings show that the incorporation of bFGF and SDF-1α into the vascular grafts in combination 
with VEGF enhances vascular tissue regeneration and provides a higher primary patency rate.

Key words: tissue engineering, biodegradable polymers, vascular grafts, vascular endothelial growth 
factor, basic  broblast growth factor, stromal cell-derived factor 1α, endothelial cells, smooth muscle cells.

Тканевая инженерия кровеносных сосудов явля-
ется одним из наиболее перспективных подходов 
для создания альтернативных сосудистых имп-
лантатов малого диаметра с оптимальными меха-
ническими свойствами и высокой биосовмести-
мостью [1]. Тканеинженерные сосудистые протезы, 
изготовленные преимущественно из природных 
или синтетиче ских биодеградируемых полимеров, 
представляют собой трехмерную подложку для ад-
гезии и пролиферации клеток с последующим фор-
мированием ткани кровеносного сосуда de novo [2]. 
Однако на сегодняшний день в клинической практи-
ке все еще отсутствуют готовые биодеградируемые 
протезы сосудов малого диаметра для регенерации 
кровеносного сосуда in situ, которые могут быть ис-
пользованы для проведения шунтирующих опера-
ций и замены поврежденных кровеносных соcудов.

Ранее нами была показана возможность инкорпо-
рирования в состав полимерных матриксов ростовых 
факторов с сохранением биологической активности 
последних [3], а также возможность спонтанной эн-
дотелизации трубчатых каркасов малого диаметра, 
изготовленных методом двухфазного электроспин-
нинга из полигидроксибутирата/валерата (PHBV) 
и поликапролактона (PCL) и содержащих в своем 
составе сосудистый эндотелиальный фактор роста 
(VEGF) [4, 5]. VEGF наиболее часто используют для 
стимуляции эндотелизации, так как он активирует 

и поддерживает миграцию, пролиферацию, выжи-
вание и дифференцировку эндотелиальных клеток 
(ЭК), увеличивает продукцию оксида азота и усили-
вает сосудистую проницаемость [6, 7].

В настоящем исследовании нами было предло-
жено дополнительное инкорпорирование основ-
ного фактора роста фибробластов (bFGF/FGF-2) и 
стромального фактора 1 альфа (SDF-1α/CXCL12) 
для поддержания и стабилизации эффектов VEGF 
в трубчатых полимерных матриксах. bFGF хорошо 
известен своей способностью стимулировать миг-
рацию, пролиферацию и выживание ЭК и гладко-
мышечных клеток (ГМК) [8]. В сравнении с VEGF 
bFGF имеет меньший проангиогенный эффект, 
однако обеспечивает созревание кровеносных со-
судов [9]. В свою очередь, SDF-1α является хемо-
аттрактантом для ЭК, стимулирует формирование 
длинных и разветвленных капиллярных сетей [10, 
11]. Более того, SDF-1α усиливает миграцию мезен-
химальных стволовых клеток костного мозга, кото-
рые способны дифференцироваться в гладкомышеч-
ные клетки (ГМК) внутри сосудистой стенки [12].
Цель – оценить эффект bFGF и SDF-1α в сравне-

нии с одиночным использованием VEGF, а также в 
комбинации с VEGF, инкорпорированных в биоде-
градируемые сосудистые протезы, на формирование 
новообразованной сосудистой ткани в зоне локации 
трубчатых полимерных матриксов после их имплан-
тации в брюшную аорту крыс на 3, 6 и 12 месяцев.
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Трубчатые матриксы диаметром 2 мм, содержа-
щие одну биологически активную молекулу (GF), из-
готавливали методом двухфазного электроспиннинга 
из смеси 5% полигидроксибутирата/валерата (PHBV, 
Sigma–Aldrich) и 10% поликапролактона (PCL, 
Sigma–Aldrich) в хлороформе на установке элект-
роспиннинга Nanon-01A (MECC) при напряжении 23 
kV, скорости подачи раствора 0,5 мл/ч, расстоянии до 
коллектора 150 мм, с использованием затупленной 
иглы 22G. В качестве биологически активных моле-
кул для инкорпорирования в матриксы использовали 
рекомбинантные ростовые факторы крысы: VEGF 
(Sigma–Aldrich) или bFGF (Sigma–Aldrich) или ре-
комбинантную хемоаттрактантную молекулу кры-
сы SDF-1α (Sigma–Aldrich), вводя их в полимерный 
раствор в соотношении 20:1. Конечная концентрация 
биомолекул составила 500 нг/мл полимерного раство-
ра. Трубчатые каркасы с комбинацией биологически 
активных молекул (VEGF/bFGF/SDF-1α) изготав-
ливали следующим образом: внутреннюю 1/3 стен-
ки каркаса – из суспензии PHBV/PCL с раствором 
VEGF, как описано выше. Далее электроспиннинг 
продолжали с эмульсией (20:1) из раствора PHBV/
PCL с bFGF и SDF-1α в равных количествах в PBS. 
Конечная концентрация каждого вида биомолекул 
составила 500 нг/мл полимерного раствора.

Структуру поверхности изготовленных поли-
мерных трубчатых каркасов изучали с помощью 
сканирующего электронного микроскопа Hitachi 
S-3400N (Hitachi), предварительно осуществляя 
золото-палладиевое напыление внутренней, вне-
шней поверхности образцов размером 0,5 × 0,5 см 
и поперечного среза – с образованием проводящего 
покрытия толщиной 30 нм. Оценку изображений 
проводили с использованием программы ImageJ 
(National Institutes of Health). Для определения сред-
него диаметра волокна, размера пор и пористости 
проводили минимум 100 измерений.

Прочность и упруго-деформативные свойства 
трубчатых каркасов изучали в условиях одноос-
ного растяжения в соответствии с ГОСТ 270-75 
на универсальной испытательной машине Zwick/
Roell (Zwick GmbH). Вырубку образцов осущест-
вляли в продольном направлении сосудистого сег-
мента. Предел прочности материала оценивали как 
максимальное напряжение при растяжении (МПа) 

до начала разрушения. В качестве альтернативно-
го критерия прочности использовали абсолютное 
значение максимальной силы, приложенной к об-
разцу до начала разрушения (Fmax, Н). Упруго-
деформативные свойства материала оценивали по 
относительному удлинению до начала разрушения 
образца (%) и модулю Юнга (МПа), который опре-
деляли в диапазонах физиологического давления 
(80–120 мм рт. ст.). В качестве контроля использо-
вали участки внутренней грудной артерии (internal 
mammary artery, IMA) человека, которые забирали 
при проведении операции аортокоронарного шун-
тирования у пациентов, подписавших Договор ин-
формированного согласия на забор биоматериала.

Для имплантации графтов использовали 6-ме-
сячных самцов крыс популяции Wistar массой 400–
450 г (n = 48). Все процедуры осуществляли, соблю-
дая принципы гуманного обращения с животными, 
регламентированные требованиями Европейской 
конвенции (Страсбург, 1986). Животных вводили в 
наркоз 3% изофлураном, во время проведения опе-
рации использовали ингаляционный наркоз 1,5% 
изофлурана. Биодеградируемые сосудистые проте-
зы с внутренним диаметром 2 мм и длиной 10 мм 
после стерилизации γ-излучением имплантировали 
в брюшную часть аорты крыс по методике «конец 
в конец». Все процедуры проводили в асептичес-
ких условиях. После оперативного вмешательства 
животных содержали в условиях вивария при сво-
бодном доступе к пище и воде на рационе пита-
ния. Крыс с имплантированными протезами выво-
дили из эксперимента через 3, 6 и 12 месяцев (n = 
4 на точку вывода в каждой группе). Полимерные 
сосудистые протезы выделяли с участками приле-
жащей аорты и делили на две части. Одну часть 
замораживали при –140 °C для последующего про-
ведения иимунофлуо ресцентного анализа, вторую 
часть фиксировали в 10% забуференном формали-
не (Electron Microscopy Sciences) в течение 24 ча-
сов при температуре 4 °C, после чего осуществляли 
гистологическое и гистохимическое исследования.

Образцы для рутинного гистологического иссле-
дования заключали в парафин, получали по 6 се-
рийных срезов толщиной 5 мкм из центральной 
части графта и зоны анастомоза. Срезы окрашивали 
гематоксилином-эозином. Полученные препараты 
изучали по всей поверхности среза сосудистого 
протеза (до 30 полей зрения в зависимости от уве-
личения) методом световой микроскопии на микро-
скопе AXIO Imager A1 (Carl Zeiss) при увеличениях 
объектива ×5, ×10, ×20, ×40.
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Для проведения иммуногистохимической реак-
ции использовали набор Spring (Spring Bioscience, 
США) и кроличьи антитела к α-актину гладкомышеч-
ных клеток (α-smooth muscle actin, α-SMA) (Spring 
bioscience). Парафиновые срезы эксплантированных 
биодеградируемых сосудистых протезов толщиной 
5 мкм монтировали на предметные стекла (Bio opti-
ca) с полилизиновым покрытием. После депарафи-
низации и высокотемпературной демаскировки на 
срезы наносили ингибитор эндогенной пероксидазы 
(Hidrogen Peroxidase Bloke) в течение 10 мин, пос-
ле чего срезы промывали в 2 порциях фосфатного 
буфера (0,01 М, pH 7,4) по 5 мин. Для снижения не-
специфической окраски использовали полимерный 
блок (Protein Block). Затем на срезы наносили по 
50 мкл первичных антител к α-SMA и инкубировали 
во влажной камере в течение 1 часа. По завершении 
этапа инкубации срезы обрабатывали биотинилиро-
ванными антикроличьими вторичными антителами 
(Second Antibody). После промывки в фосфатном 
буфере (0,01 М, pH 7,4) наносили стрептавидин-
пероксидазный комплекс (Polymer Block), а также 
хромоген (диаминобензидин, DAB). Реакцию оста-
навливали помещением срезов в дистиллированную 
прохладную воду, после чего докрашивали гематок-
силином Майера и заключали в канадском бальза-
ме. В качестве положительного и отрицательного 
контролей использовали нативные сосуды и раствор 
для разведения антител (Ab Diluent) соответственно. 
Препараты изучали с помощью светового микроско-
па AXIO Imager A1 (Carl Zeiss).

Из замороженных образцов с помощью криотома 
Microm HM 525 (Thermo Scienti  c) изготавливали 
срезы толщиной 8 мкм и помещали на стекла, по-
крытые L-полилизином (Menzel). Иммунофлуорес-
центную окраску срезов проводили с использовани-
ем следующих специфических первичных антител: 
антитела мыши к CD31 крысы (ab119339, Abcam) и 
антитела кролика к CD34 крысы (ab185732, Abcam), 
или антитела мыши к коллагену I крысы (ab28028, 
Abcam) и антитела кролика к коллагену IV кры-
сы (ab6586, Abcam), или антитела к фактору фон 
Виллебранда, конъюгированные с FITC (ab8822, 
Abcam). В случае неконъюгированных первичных 
антител на срезы наносили смесь вторичных анти-
тел: антитела козы к Ig мыши, конъюгированные с 
AlexaFluor568 (ab175473, Abcam), и антитела осла 
к Ig кролика, конъюгированные с AlexaFluor488 
(ab150105, Abcam). Автофлуоресценцию удаляли с 
помощью реагента Auto  uorescence Eliminator Re-
agent (Millipore) согласно инструкции производите-
ля. Срезы докрашивали ядерным красителем DAPI 

(Sigma-aldrich, США) и заключали в ProLong (Life 
Technologies) под покровное стекло. В качестве по-
ложительного контроля на CD31 и vWF использова-
ли образцы нативной аорты крысы, на CD34 – сре-
зы эмбриона крысы, на коллаген I и IV – срезы кожи 
крысы. Отрицательный контроль окрашивания осу-
ществляли заменой первичных антител на раствор 
BSA в фосфатно-солевом буфере с сохранением 
протокола окрашивания. Полученные препараты 
анализировали с помощью конфокального лазерно-
го сканирующего микроскопа LSM 700 (Carl Zeiss).

Для проведения статистического анализа исполь-
зовали GraphPad Prism (Graph Pad Software). Нор-
мальность распределения оценивали при помощи 
критерия Колмогорова – Смирнова. Достоверность 
различий между двумя независимыми группами оп-
ределяли с помощью непараметрического критерия 
Манна–Уитни. При сравнении трех и более неза-
висимых групп использовали непараметриче ский 
дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса, для по-
парного сравнения групп применяли критерий Дан-
на. Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05. Данные представлены как медиана и 
25-й и 75-й процентили Мe (25%; 75%).

Для оценки синергичного действия VEGF, bFGF 
или SDF-1α был разработан биодеградируемый со-
судистый протез, содержащий инкорпорированный 
VEGF во внутреннем слое стенки, а bFGF с SDF-1α – 
во внешнем слое. Таким образом, VEGF и bFGF/
SDF-1α были разделены по их хемоаттрактантной 
активности. В данной модели VEGF использовали 
с целью стимуляции миграции прогениторных и 
зрелых эндотелиальных клеток на внутреннюю по-
верхность трубчатого каркаса, в то время как bFGF 
и SDF-1α были выбраны для привлечения функци-
ональных клеток, таких как ГМК, которые впослед-
ствии могут продуцировать гликозаминогликаны, 
коллаген, эластин и другие компоненты межклеточ-
ного матрикса в стенке каркаса. Протезы кровенос-
ного сосуда с отдельно инкорпорированными VEGF, 
bFGF или SDF-1α служили моделью для изучения 
вклада отдельно взятой биомолекулы в формирова-
ние новообразованной сосудистой ткани.

Сканирующая электронная микроскопия поверх-
ности образцов показала, что все виды полимерных 
трубчатых матриксов были образованы хаотично 
расположенными волокнами микро- и наноразмер-
ного диаметра, которые образовывали незамкну-
тые, взаимосвязанные поры. Различий по диаметру 
волокон и пористости между двумя типами матрик-
сов не обнаружено (рис. 1). Оценку механических 
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Рис. 1. Сканирующая электронная микроскопия структуры трубчатых полимерных матриксов: a – изображения внут-
ренней и внешней поверхностей матриксов, модифицированных отдельно VEGF, bFGF или SDF-1α  (GF) либо тремя 
факторами одновременно с образованием двухслойной структуры (VEGF/bFGF/SDF-1α), ×1000; б – количественный 
анализ изображений (по шесть снимков с общим количеством волокон и пор >100), данные представлены как медиана 
и 25-й и 75-й квартили, для сравнения данных использован критерий Краскела–Уоллиса с последующим применени-
ем критерия Данна для множественных сравнений, p-уровень с поправкой на множественные сравнения представлен 
в числовом виде, n.s. – отсутствие достоверных отличий

Fig. 1. Scanning electron microscopy of the grafts: a – pre-implantation representative scanning electron microscopy images 
of the grafts modi  ed exclusively with either VEGF, bFGF or SDF-1α (merged in GF group due to being one-layer), or with 
all three factors having a two-layer structure; б – quantitative image analysis (six images per group containing in total > 100 
 bers and pores), data are represented as the median with interquartile range, Kruskal–Wallis test with the further Dunn’s mul-

tiple comparisons test, p values adjusted for multiple comparisons are reported in a numerical manner, n.s. is for not signi  cant
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свойств полимерных сосудистых протезов проводи-
ли в сравнении со свойствами внутренней грудной 
артерии человека, так как она широко применяет-
ся при проведении аортокоронарного шунтирова-
ния [13]. Выявлено, что прочность полимерных кар-
касов PHBV/PCL/VEGF/bFGF/SDF-1α составляла 
3,5 (2,88; 3,24) МПа и превышала прочность карка-
сов с изолированным введением ростовых факторов 
и хемоаттрактантной молекулы – 2,04 (1,70; 2,35) 
МПа, при равной толщине выдерживая большую на-
грузку при растяжении (р < 0,05), и соответственно, 
характеризовались большим напряжением (рис. 2). 
Некоторое увеличение прочности двухслойных 

трубчатых полимерных матриксов приближало их 
по физико-механическим свойствам к внутренней 
грудной артерии человека. Достоверных различий 
между двумя типами протезов по относительному 
удлинению и модулю Юнга не выявлено.

Синтетические протезы кровеносных сосудов 
PHBV/PCL с VEGF, bFGF, SDF-1α, а также комп-
лексом VEGF/bFGF/SDF-1α имплантировали в аор-
ту крыс на 3, 6 и 12 месяцев. Поскольку для крыс 
характерна активная миграция клеток из нативного 
сосуда в сосудистый протез через зону анастомо-
за [14], в последующем проводили исследование 
средней части имплантированных конструкций. 
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Рис. 2. Механические испытания полимерных трубчатых каркасов, модифицированных отдельно VEGF, bFGF или 
SDF-1α (GF) либо тремя факторами одновременно (VEGF/bFGF/SDF-1α). Данные представлены в виде диаграммы 
рассеяния с медианой, каждая точка представляет собой измерения от одного каркаса, для сравнения данных исполь-
зован критерий Краскела–Уоллиса с последующим применением критерия Данна для множественных сравнений, 
p-уровень с поправкой на множественные сравнения представлен в числовом виде, n.s. – отсутствие достоверных 
отличий

Fig. 2. Mechanical testing of the grafts modi  ed exclusively with either VEGF, bFGF or SDF-1α (merged in GF group due to 
being one-layer), or with all three factors having a two-layer structure. Data are represented as a univariate scatterplot with the 
median, each dot represents a measurement from one graft, Kruskal–Wallis test with the further Dunn’s multiple comparisons 
test, p values adjusted for multiple comparisons are reported in a numerical manner, n.s. is for not signi  cant. For a stress-
strain curve, each dot represents the median of respective measurements for all six graft samples from the testing
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Рис. 3. Проходимость биодеградируемых сосудистых протезов, модифицированных комбинацией VEGF/bFGF/SDF-
1α, после имплантации в кровеносное русло в сравнении с протезами с одним из этих факторов: a – изображения 
световой микроскопии гистологических срезов с окраской гематоксилином и эозином протезов с одним из факторов – 
VEGF, bFGF или SDF-1α и комбинацией этих факторов через 3, 6 и 12 месяцев после имплантации, ×50; б – количес-
твенный анализ изображения, каждая точка представляет собой количество проходимых протезов в соответствующей 
экспериментальной группе в каждую временную точку

Fig. 3. Primary patency of the grafts modi  ed with a combination of VEGF, bFGF, and SDF-1α after the implantation into ab-
dominal aorta compared to the grafts modi  ed with either of these factors: a – representative images of the H&E-stained grafts 
modi  ed with either VEGF, bFGF, SDF-1α, or all three factors at 3, 6, and 12 months postimplantation, ×50; б – quantitative 
image analysis, each dot represents a primary patency rate with respect to the experimental group and time point

После трех месяцев имплантации первичная прохо-
димость для всех типов протезов была одинаковой 
и составила 75% (3 из 4), а через 6 и 12 месяцев она 
снижалась до 50% (2 из 4) для каркасов, модифи-
цированных bFGF и SDF-1α, но при этом достига-
ла 75% (3 из 4) для сосудистых протезов с VEGF и 

100% (4 из 4) для протезов с тремя инкорпорирован-
ными биоактивными молекулами. Непроходимость 
биодеградируемых сосудистых протезов была обус-
ловлена формированием пристеночного тромба в 
зоне анастомоза, перекрывавшего большую часть 
просвета (рис. 3).
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В проходимых имплантатах через 3 месяца на 
внутренней поверхности определяли неоинтималь-
ную выстилку. В протезах с VEGF и комбинацией 
биомолекул неоинтима была представлена тонким 
слоем, в образцах с SDF-1α имела вариабельную 
толщину, а с bFGF неоинтимальная выстилка име-
ла форму полулуния и значительно варьировала по 
своей толщине, порой превышая толщину стенки 
самого сосудистого протеза. Однако к 6 и 12 меся-
цам имплантации ни в одном из графтов не отме-
чали увеличения размера неоинтимы или ее гипер-
плазии.
Возможным эффектом введения bFGF и SDF-1α 

в структуру тканеинженерного трубчатого карка-
са является привлечение специфических клеток в 
место регенерации и улучшение их выживаемос-
ти. Поэтому для оценки влияния bFGF и SDF-1α 
на эндотелиализацию внутренней поверхности 
матриксов PHBV/PCL образцы на первом этапе 
окрашивали на фактор фон Виллебранда (vWF) 
(рис. 4). vWF представляет собой гликопротеин, 
который синтезируется эндотелиальными клетка-
ми и осуществляет их связывание с коллагеном и 
ламинином [15]. bFGF и SDF-1α, отдельно инкор-
порированные в полимерные каркасы, не стиму-
лировали формирование эндотелиального слоя по 
сравнению с VEGF на всех сроках имплантации. 
Однако наличие эндотелиальных клеток отмечали 
на внутренней поверхности всех образцов. Учиты-
вая неспособность bFGF и SDF-1α самостоятель-
но стимулировать формирование эндотелиального 
слоя, была выдвинута гипотеза о возможном под-
держании VEGF-опосредованной эндотелизации 
этими двумя факторами. Для изучения этого воп-
роса проводили оценку эндотелиальных клеток 
предполагаемого монослоя, с двойным иммуно-
флуоресцентным окрашиванием на маркер зрелых 
(CD31) и прогениторных (CD34) эндотелиальных 
клеток. Результаты показали, что введение bFGF 
и SDF-1α в дополнение к VEGF приводило к уве-
личению содержания CD31-позитивных клеток 
на внутренней поверхности тканеинженерных 
сосудистых протезов через 6 и 12 месяцев после 
имплантации, что не было отмечено для проте-
зов с введением только bFGF или SDF-1α (рис. 5). 
Никаких специфических эффектов биологически 
активных молекул в отношении CD34-позитив-
ных клеток не отмечено, что может быть связано 
с быстрой дифференцировкой CD34-позитивных 
клеток в более зрелые после адгезии к поверхнос-
ти матрикса.
Оценку влияния bFGF и SDF-1α на привлече-

ние в стенку биодеградируемого протеза крове-
носного сосуда коллаген-продуцирующих клеток 
по сравнению с действием только VEGF проводи-
ли с помощью флуоресцентного окрашивания на 

ядра клеток (DAPI) и коллагены I и IV (рис. 6), так 
как преимущественно коллагены данных типов 
входят в состав артериальной стенки [16, 17]. Ре-
зультаты показали, что значительное содержание 
коллагеновых волокон присутствовало в стенке 
всех трансплантатов, но каких-либо существен-
ных различий по количеству коллаген-продуци-
рующих клеток между всеми типами протезов не 
было (рис. 6).
Большое количество α-SMA-позитивных кле-

ток, формирующих группы клеток и слои в стенке 
тканеинженерного сосудистого протеза, опреде-
ляли в протезах с bFGF и с тремя биоактивными 
молекулами уже после 3-го месяца имплантации 
(рис. 7). Таким образом, вероятно, что bFGF ока-
зывает стимулирующие действие на образование 
гладкомышечного слоя. При этом стоит отметить, 
что слой ГМК наблюдали во всех полимерных 
трубчатых каркасах через 12 месяцев после имп-
лантации.

Общепризнанным является то, что сформиро-
ванный непрерывный эндотелиальный слой на 
внутренней поверхности сосудистых имплантатов 
препятствует тромбообразованию, в то время как 
слой ГМК и организованная структура межклеточ-
ного матрикса с достаточным содержанием колла-
гена и эластина обеспечивают сократимость стен-
ки и строение, близкое к нативным артериям, что 
обеспечивает оптимальную комплаентность стенки 
[6, 18–20]. Инкорпорирование ростовых факторов в 
полимерные тканеинженерные матриксы методом 
электроспиннинга представляет собой перспектив-
ный подход для создания материалов, способных 
привлекать на свою поверхности клетки, а также 
стимулировать их адгезию, пролиферацию и жиз-
неспособность [21, 22].
Для изготовления трубчатых полимерных мат-

риксов использовали двухфазный электроспин-
нинг. Данная технология обеспечивает не только 
контролируемое стабильное высвобождение одно-
го или нескольких биоактивных веществ из биоде-
градируемого материала, но и позволяет разделять 
биологические молекулы и полимер посредством 
изготовления эмульсии раствора полимера в орга-
ническом неполярном растворителе, с образова-
нием отдельных капель с биомолекулами внутри 
полимерного волокна в результате испарения ор-
ганического растворителя в процессе электроспин-
нинга [23, 24].
В настоящей работе среди множества доступ-

ных биологически активных факторов для введе-
ния в биодеградирумые сосудистые протезы были 
выбраны VEGF, bFGF и SDF-1α благодаря их спо-
собности активировать и привлекать ЭК и ГМК. 
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Рис. 4. Изображения конфокальной микроскопии биодеградируемых сосудистых протезов с одним из факторов – 
VEGF, bFGF или SDF-1α и комбинацией этих факторов через 3, 6, и 12 месяцев имплантации: а – окраска на vWF 
(зеленый) и DAPI (синий), ×200; б – количественный анализ изображений – данные представлены в виде диаграммы 
рассеяния с медианой, каждая точка представляет собой количество клеток на одном изображении, для сравнения 
данных использован критерий Краскела–Уоллиса с последующим применением критерия Данна для множественных 
сравнений, p-уровень с поправкой на множественные сравнения представлен в числовом виде, n.s. – отсутствие до-
стоверных отличий

Fig. 4. Confocal laser scanning microscopy images of the grafts modi  ed with either VEGF, bFGF, SDF-1α, or all three fac-
tors at 3, 6, and 12 months postimplantation: a – vWF (green) and DAPI (blue) staining, ×200; б – quantitative image analysis, 
data are represented as a univariate scatterplot with the median, each dot represents a count from one image, Kruskal–Wallis 
test with the further Dunn’s multiple comparisons test, p values adjusted for multiple comparisons are reported in a numerical 
manner, n.s. is for not signi  cant
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Рис. 5. Изображения конфокальной микроскопии биодеградируемых сосудистых протезов с одним из факторов – 
VEGF, bFGF или SDF-1α и комбинацией этих факторов через 3, 6, и 12 месяцев имплантации: а – окраска на CD31 
(красный), CD34 (зеленый) и DAPI (синий), ×630; б – количественный анализ изображения, данные представлены в 
виде диаграммы рассеяния с медианой, каждая точка представляет собой количество клеток на одном изображении, 
для сравнения данных использован критерий Краскела–Уоллиса с последующим применением критерия Данна для 
множественных сравнений, p-уровень с поправкой на множественные сравнения представлен в числовом виде, n.s. – 
отсутствие достоверных отличий

Fig. 5. Confocal laser scanning microscopy images of the grafts modi  ed with either VEGF, bFGF, SDF-1α, or all three fac-
tors at 3, 6, and 12 months postimplantation: a – CD31 (red), CD34 (green), and DAPI (blue) staining, ×630; б – quantitative 
image analysis, data are represented as a univariate scatterplot with the median, each dot represents a count from one image, 
Kruskal–Wallis test with the further Dunn’s multiple comparisons test, p values adjusted for multiple comparisons are repor-
ted in a numerical manner, n.s. is for not signi  cant
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а Окраска на коллаген I / коллаген IV / DAPI

Анализ изображения: окраска на коллагенб
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Рис. 6. Изображения конфокальной микроскопии биодеградируемых сосудистых протезов с одним из факторов – 
VEGF, bFGF или SDF-1α и комбинацией этих факторов через 3, 6, и 12 месяцев имплантации: а – окраска на коллаген 
I (красный), коллаген IV (зеленый) и DAPI (синий), ×200; б – количественный анализ изображения, данные представ-
лены в виде диаграммы рассеяния с медианой, каждая точка представляет собой количество клеток на одном изоб-
ражении, для сравнения данных использован критерий Краскела–Уоллиса с последующим применением критерия 
Данна для множественных сравнений, p-уровень с поправкой на множественные сравнения представлен в числовом 
виде, n.s. – отсутствие достоверных отличий

Fig. 6. Confocal laser scanning microscopy images of the grafts modi  ed with either VEGF, bFGF, SDF-1α, or all three 
factors at 3, 6, and 12 months postimplantation: a – collagen I (red), collagen IV (green), and DAPI (blue) staining, ×200; б – 
quantitative image analysis, data are represented as a univariate scatterplot with the median, each dot represents a count from 
one image, Kruskal–Wallis test with the further Dunn’s multiple comparisons test, p values adjusted for multiple comparisons 
are reported in a numerical manner, n.s. is for not signi  cant
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а Окраска на α-актин гладкомышечных клеток
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Рис. 7. Изображения световой микроскопии гистологических срезов с иммуногистохимической окраской на α-актин 
гладкомышечных клеток биодеградируемых сосудистых протезов с одним из факторов – VEGF, bFGF или SDF-1α и 
комбинацией этих факторов через 3, 6 и 12 месяцев после имплантации: а – окраска на α-актин (коричневый), ×400; 
б – количественный анализ изображения, каждая точка представляет собой количество проходимых протезов в соот-
ветствующей экспериментальной группе в каждую временную точку

Fig. 7. Light microscopy images, α-SMA immunohistochemistry of the grafts modi  ed with either VEGF, bFGF, SDF-1α, 
or all three factors at 3, 6, and 12 months postimplantation: a – α-SMA (brown) staining, ×400; б – quantitative image ana-
lysis, data are represented as a univariate scatterplot with the median, each dot represents a count from one image
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Было показано, что bFGF и SDF-1α самостоятельно 
не стимулировали эндотелизацию по сравнению с 
VEGF, однако они поддерживали VEGF-индуциро-
ванную эндотелиализацию трубчатых каркасов и 
при этом не оказывали влияния на привлечение кол-
лаген-продуцирующих клеток. Кроме того, следует 
отметить, что bFGF способствовал формированию 
гладкомышечного слоя, как самостоятельно, так и 
в комбинации с биомолекулами. Эти два эффекта 
могли способствовать высокой первичной проходи-
мости сосудистых имплантатов с VEGF/bFGF/SDF-
1α по сравнению с протезами, содержащими один 
вид биомолекул.

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными других исследований, несмотря на различия 
в технологии введения биомолекул в состав поли-
мерного материала, то есть инкорпорирование в 
полимерные волокна и иммобилизация на поверх-
ности [25, 26].

Таким образом, биодеградируемые сосудистые 
протезы малого диаметра, изготовленные методом 
двухфазного электроспиннинга, с VEGF, инкорпо-
рированным во внутренний слой, и bFGF совмес-
тно с SDF-1α, инкорпорированными во внешний 
слой, способны к быстрой эндотелизации и форми-
рованию гладкомышечного слоя, обеспечивающих 
высокую первичную проходимость.

Работа выполнена при поддержке комплексной 
программы фундаментальных научных исследова-
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КПССЗ № 0546-2015-0011 «Патогенетическое 
обоснование разработки имплантатов для сердеч-
но-сосудистой хирургии на основе биосовместимых 
материалов, с реализацией пациент-ориентиро-
ванного подхода с использованием математическо-
го моделирования, тканевой инженерии и геномных 
предикторов».
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