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РЕФЕРАТ Трехмерные матриксы на основе регенерированного фиброина шелка были модифицированы 
компонентом костной ткани – наногидроксиапатитом и/или производным коллагена – желатином. Мо-
дификация одним из этих компонентов приводила к усилению адгезии и пролиферации эмбриональных 
фибробластов мыши (МЭФ) на поверхности матриксов. При этом адгезия и пролиферация МЭФ на поверх-
ности матрикса, содержащего одновременно две композитные добавки, достоверно выше, чем в присутствии 
одной из композитных добавок. Полученные композитные матриксы могут использоваться для ускорения 
заживления ран, регенерации костной и других тканей, создания биоискусственных органов. Кроме того, 
они пригодны для создания модельных систем, предназначенных для изучения in vitro взаимодействия 
клеток с субстратом, миграции клеток и других процессов, полноценное изучение которых в двумерных 
клеточных модельных системах невозможно. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА адгезия, гидроксиапатит, желатин, композитные биодеградируемые матриксы, проли-
ферация, фиброин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ GFP (green fluorescent protein) – зеленый флуоресцентный белок; RGD – трипептид 
Arg, Gly, Asp, участвующий в адгезии клеток; ГА – гидроксиапатит; КЛСМ – конфокальная лазерная ска-
нирующая микроскопия; МЭФ – эмбриональные фибробласты мыши; СЭМ – сканирующая электронная 
микроскопия.

ВВЕДЕНИЕ
Разработка и совершенствование способов восста-
новления поврежденных или утраченных органов 
и фрагментов тканей, создание биоискусственных 
органов – важнейшие задачи современной ткане-
вой инженерии и регенеративной медицины. Тех-
нологические прорывы в этих областях возмож-
ны при использовании биоматериалов, способных 
поддерживать адгезию и пролиферацию клеток, 
обладающих низкой иммуногенностью и со време-
нем деградирующих до химических производных, 
не наносящих вред организму. Примерами таких со-
временных материалов могут быть бактериальные 
полиоксиалканоаты [1]. Существенным преимуще-

ством данных полимеров являются их уникальные 
механические свойства, пластичность, способность 
выдерживать обработку экструзионными методами. 
Из бактериальных полиоксиалканоатов возможно 
изготовление изделий сложной формы, что делает 
эту группу материалов перспективными в развитии 
3D-прототипирования. Эти материалы уступают 
в таком показателе, как биосовместимость, колла-
гену и другим компонентам внеклеточного матрикса. 
При этом сам коллаген имеет существенные ограни-
чения в использовании из-за своих механических 
свойств. Изделия из фиброина шелка обладают 
хорошими показателями биосовместимости в соче-
тании с высокой механической прочностью и эла-
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стичностью. Другие важные преимущества шелка: 
доступность, возможность получения водных рас-
творов, способность к биологическому разложе-
нию с образованием аминокислот, термостабиль-
ность, наличие легкодоступных химических групп 
для функциональных модификаций, устойчивость 
к радиации, возможность газовой стерилизации, 
а также приготовления композитных материалов 
[2, 3]. Увеличивается число публикаций и ссылок 
на работы, посвященные использованию фиброи-
на для регенерации различных органов и тканей: 
сухожилий, связок, хрящей, костной ткани, кожи, 
печени, трахеи, нервов, роговицы, барабанной пере-
понки, мочевого пузыря, что указывает на высокий 
потенциал данного полимера в качестве биомеди-
цинского материала [4]. 

Ранее мы сравнили свойства матриксов из фи-
броина и из рекомбинантного спидроина. Эти иссле-
дования показали, что регенерированный фиброин 
поддерживает адгезию и пролиферацию фибробла-
стов, одного из основных компонентов, вовлеченных 
в процессы заживления ран и регенерации тканей, 
существенно хуже, чем субстрат, сформированный 
полимеризированным рекомбинантным спидроином 
из Nephila clavipes. Возможно, именно из-за пони-
женной способности поддерживать адгезию клеток 
и их пролиферацию регенеративная способность 
фиброиновых матриксов в экспериментах с искус-
ственным повреждением кости у животных была 
существенно хуже, чем у спидроиновых. Регене-
ративные свойства фиброиновых матриксов в по-
добных опытах удалось существенно улучшить 
за счет их минерализации наногидроксиапатитом 
[5]. В нашей работе с целью повышения способно-
сти поддерживать адгезию и пролиферацию фибро-
бластов в состав фиброиновых матриксов одновре-
менно ввели две композитные добавки – компонент 
костной ткани наногидроксиапатит и производное 
коллагена – желатин. Показано, что композитный 
субстрат, сформированный всеми тремя компонен-
тами, оптимален для поддержания адгезии и про-
лиферации МЭФ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Коконы тутового шелкопряда Bombyx mori были 
предоставлены директором Республиканской 
научно-исследовательской станции шелководства 
Российской академии сельскохозяйственных наук 
В.В. Богословским (Ставропольский край, г. Железно-
водск). Для получения чистого фиброина шелк из ко-
конов подвергали очистке методом «десерициниза-
ции». Серицин и другие примеси из коконов удаляли 
кипячением в течение 1.5 ч в 0.03 М растворе naHcO3

 
(pH 8.4), промывали водой и высушивали. Гидрок-

сиапатит природного происхождения предоставлен 
проф. В.В. Гузеевым (Северский технологический ин-
ститут, Национальный исследовательский ядерный 
университет «МИФИ»).

Изготовление матриксов
Для получения матриксов навеску фиброина 
(250 мг) растворяли в 1000 мкл 10% раствора хло-
ристого лития в 90% муравьиной кислоте в течение 
30 мин при температуре 60–70оС. При изготовлении 
композитных матриксов с 10% содержанием жела-
тина использовали смесь из 225 мг фиброина и 25 мг 
желатина в 1000 мкл раствора. Полученный рас-
твор центрифугировали в течение 5 мин при 12100g, 
супернатант использовали для формирования ма-
триксов. 50 мкл подогретого супернатанта послой-
но помещали в форму, смешивая со 100 мг хлорида 
натрия, варьируя размер частиц. В качестве поро-
образующего агента использовали кристаллы nacl 
диаметром 150–300 мкм. Для изготовления композит-
ных матриксов с 30% содержанием ГА навеску по-
рошкообразного ГА смешивали с порообразующими 
частицами хлорида натрия диаметром 150–300 мкм. 
Концентрацию частиц соли подбирали таким обра-
зом, чтобы получить матрикс со сложной внутренней 
пористой поверхностью, не содержащей изолиро-
ванных полостей. Полученные образцы высушивали 
в течение 3 ч при температуре 75–80°С, далее выдер-
живали при комнатной температуре в течение 16 ч. 
Полученные матриксы в течение 120 мин обрабаты-
вали 96% этанолом, отмывали бидистиллированной 
водой (120 мин), дегазировали и хранили в 70% эта-
ноле. 

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ)
Структуру матриксов изучали с использованием ска-
нирующей электронной микроскопии.

Образцы для электронной микроскопии подго-
тавливали стандартным методом, включающим 
фиксацию глутаровым альдегидом, обезвоживание 
возрастающими концентрациями этанола и ацето-
на. Далее препараты высушивали методом пере-
хода критической точки в приборе HcP-2 critical 
point dryer (Hitachi Ltd., Япония). Образцы напы-
ляли слоем золота толщиной 20 нм в атмосфере 
аргона при ионном токе 6 мА и давлении 0.1 мм рт. 
ст. на приборе Ion coater IB-3 (eiko engineering, 
Мито, Япония). Для сканирующей электронной ми-
кроскопии использовали camscan S2 (cambridge 
Instruments, Кембридж, Великобритания) в ре-
жиме SeI. Разрешение микроскопа 10 нм, рабочее 
напряжение 20 кВ. Изображения были получе-
ны с использованием программного обеспечения 
Microcapture (SMA, РФ). 
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Конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия (КЛСМ)
Использовали конфокальную лазерную сканирую-
щую систему производства «Никон Корпорейшн» 
(Япония) – микроскоп медико-биологический инвер-
тированный для лабораторных исследований eclipse 
с конфокальным модулем А1. Для достижения высо-
кого разрешения изображений получали серии опти-
ческих срезов с установленным согласно рекоменда-
циям производителей размером пинхола (pinhole), 
лазеров и анализирующих фильтров. 

Получение первичной культуры эмбриональных 
фибробластов мыши, экспрессирующих GFP 
Клетки МЭФ получали из эмбрионов GFP+ на 13.5 
день внутриутробного развития. Для получения 
датированной беременности двух самок линии 
c57Bl/6 подсаживали к самцу GFP+ на ночь, утром 
у самок проверяли наличие копулятивной пробки. 
Момент обнаружения копулятивной пробки считали 
0.5-м днем беременности. На 13.5 день беременности 
мышь эвтаназировали, извлекали матку, у эмбрио-
нов удаляли голову и внутренние органы, определяли 
в них экспрессию GFP на УФ-трансиллюминаторе. 
Оставшиеся ткани измельчали глазными ножницами 
в стерильных условиях, диссоциировали в 0.05% рас-
творе трипсин/eDТА и центрифугировали в течение 
5 мин при 1000 об/мин, а затем клеточную суспен-
зию переносили во флакон площадью 25 см2 для ад-
гезивных культур (Grenier). Далее клетки культиви-
ровали в среде DMeM, содержащей 4.5 г/л глюкозы 
(Hyclone) и 10% эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота (Hyclone), при 37°С в условиях 5% СО

2 
и 95% влажности. Каждые 3 дня при достижении 80–
85% монослоя клетки рассевали в соотношении 1 : 3. 

Самки линии c57Bl/6 получены из питомни-
ка для лабораторных животных «Пущино» (ФИБХ 
РАН), трансгенные самцы с экспрессией GFP любез-
но предоставлены Н.Н. Логуновой (ЦНИИТ РАМН).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы создали матриксы из фиброина шелка 
[6], а также матриксы на основе фиброина шелка 
и ГА [5], и изучили биологические свойства экспе-
риментальных образцов. Матриксы являются био-
совместимыми, механически прочными, пористы-
ми и обладают всеми необходимыми свойствами 
для применения в костной хирургии. В результате 
данной работы получены матриксы на основе фи-
броина шелка, композитные матриксы на основе 
фиброина шелка и желатина, на основе фиброина 
шелка и ГА, а также композитные матриксы, содер-
жащие три основных компонента: фиброин шелка, 
желатин и ГА (рис. 1). Для создания этих матриксов 

был выбран порообразующий агент с заданным диа-
метром частиц. 

Полученные экспериментальные образцы под-
держивали свою целостность, принимали заданную 
цилиндрическую форму и не разрушались. Компо-
зитные матриксы на основе фиброина шелка и жела-
тина упруго деформировались при непосредственном 
механическом нажатии, на основе фиброина шелка 
и ГА – не деформировались. Диаметр пор матрик-
сов, изготовленных методом выщелачивания, соот-
ветствовал внесенным частицам порообразователя 
(150–300 мкм). 

Поверхность изделий изучали методом скани-
рующей электронной микроскопии (СЭМ) (рис. 2). 
Полученные матриксы имели ячеистую сетчатую 
структуру. Порообразователь полностью вымывался 
из структуры матрикса, какие-либо его остатки ни-
где не были обнаружены (рис. 2, 3). Соединенность 
пор матрикса была подтверждена тестом на прони-
цаемость трехмерных конструкций для суспендиро-
ванных окрашенных частиц туши. 

Изучение структуры образцов показало, что ко-
личество желатина и ГА, внесенного в составе ком-

Рис. 1. Внешний вид трехмерных пористых матриксов 
на основе фиброина шелка (А) и композитных матрик-
сов на основе фиброина шелка и желатина (Б), фи-
броина шелка и гидроксиапатита (В), фиброина шелка, 
желатина и гидроксиапатита (Г). Введение в структуру 
матрикса желатина и гидроксиапатита не приводит 
к изменениям его внешнего вида

А Б

В Г
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позитного матрикса, не влияет на соединенность пор, 
внешний вид изделий, проницаемость для окрашен-
ных частиц туши. Пористость и внешний вид трех 
опытных образцов матриксов были абсолютно иден-
тичны. Это связано с тем, что пористость определя-
ется свойствами порообразователя, который фор-
мирует поры диаметром 150–300 мкм, и не зависит 
от количества добавленного желатина и ГА.

Диаметр пор обуславливает механические свой-
ства конструкции, скорость биодеградации, взаимо-
действие клеток с поверхностью матрикса, а также 
влияет на тканевый ответ после имплантации. Боль-
ший размер пор способствует лучшему и более бы-
строму врастанию новообразованной ткани, ее ва-
скуляризации и более эффективной биорезорбции 
имплантата. 

Незамкнутая структура матрикса необходима 
для трехмерного культивирования клеток. Поры, 
соединенные отверстиями и каналами, образуют 
сложную незамкнутую внутреннюю поверхность, 
способствующую миграции клеток во внутренние 
слои искусственного матрикса. Незамкнутое строе-

ние пор также обеспечивает обмен питательной сре-
ды, удаление продуктов метаболизма и таким обра-
зом способствует созданию гомогенной среды внутри 
матриксов [5, 7–9].

Изучение матриксов методом КЛСМ показа-
ло, что водная среда ни непосредственно после по-
гружения, ни через 1 ч, ни через 1 сут не влияет 
на целостность и пористость матриксов как фиброи-
нового, так и всех композитных. Это очень важное 
свойство изделий, так как разрушение и изменение 
базовой структуры и физических свойств имплан-
тата в водной среде может сделать невозможным его 
применение in vivo. Изделия не обладали какими-
либо значительными гигроскопичными свойствами 
и не набухали, что позволило им сохранить заданные 
параметры.

Для поддержания жизнеспособности субстрат-
зависимых клеток в трехмерной культуре необхо-
дима их адгезия на поверхность матрикса [10, 11]. 
Субстрат влияет на продукцию клетками компонен-
тов внеклеточного матрикса, на его синтез и состав. 
Способность поддерживать адгезию клеток и их про-
лиферацию считается важным показателем биосов-
местимости in vitro материала, служащего субстра-
том [10–12]. Материал, оказывающий ингибирующее 
действие, будет замедлять восстановление тканей 
in vivo.

Фиброин шелка – белок, обладающий свойствами 
материала, необходимого для регенерации костной 

Рис. 2. Структура трехмерных пористых матриксов 
на основе фиброина шелка (А) и композитных ма-
триксов на основе фиброина шелка и желатина (Б), 
гидроксиапатита (В), желатина и гидроксиапатита (Г). 
Изображения получены методом сканирующей элек-
тронной микроскопии. Введение в структуру матрикса 
желатина и гидроксиапатита не приводит к изменениям 
размера пор и общей структуры матриксов 

Рис. 3. Поверхность стенки поры матриксов на осно-
ве фиброина шелка (А) и композитных матриксов 
на основе фиброина шелка и желатина (Б), гидрокси-
апатита (В), желатина и гидроксиапатита (Г). Изобра-
жения получены методом сканирующей электронной 
микроскопии. Введение в структуру матрикса гидрок-
сиапатита и желатина приводит к изменению тонкой 
архитектуры поверхности пор матрикса 
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ткани. Фиброин не обладает канцерогенным, токси-
ческим и аллергенным действием на организм, не вы-
зывает местной воспалительной реакции, не прово-
цирует развитие инфекции, замещается со временем 
нативной тканью пациента, сохраняет функциональ-
ные свойства в течение предусмотренного срока и яв-
ляется высокопрочным материалом [5–7]

Фиброин – это амфифильный белок со значитель-
ным перевесом в сторону гидрофобности [13]. Его изо-
электрическая точка pI 4.2. По этой причине фиброин 
нерастворим в воде, разбавленных растворах многих 
кислот и щелочей [13], а при физиологическом зна-
чении pH 7 становится отрицательно заряженным, 
в отличие от положительно заряженного спидроина 
[5], что способствует снижению адгезии и увеличе-
нию скорости пролиферации клеток [5].

В качестве добавки в композитный материал ис-
пользовали желатин – производное коллагена. Кол-
лаген – основной фибриллярный компонент внекле-
точного матрикса и соединительной ткани, имеет 
молекулярную массу 300 кДа и составляет около 30% 
общей массы белков у млекопитающих. Коллаген 
присутствует почти во всех типах ткани, обеспечивая 
прочность и структурную стабильность. Этот мате-
риал не токсичен и обладает слабыми аллергенными 
свойствами. К серьезным недостаткам коллагеновых 
матриксов можно отнести быстрое и лишь частично 

регулируемое бифункциональными агентами время 
биодеградации, ограничивающее срок функциони-
рования коллагеновых изделий 1 мес., и низкие ме-
ханические свойства. Желатин является продуктом 
денатурации коллагена. Желатин содержит большое 
количество остатков глицина, пролина и 4-гидрокси-
пролина, а также последовательности из трех ами-
нокислот – аргинина, глицина и аспартата (rGD), 
с которыми связываются клеточные рецепторы ин-
тегрины, что обуславливает адгезию и пролифера-
цию клеток. Подобные последовательности найдены 
и в других белках внеклеточного матрикса. Однако 
использование их значительно увеличивает себесто-
имость изделий. 

В ходе работы нами изучено влияние внесения до-
бавок при изготовлении матрикса на адгезию и про-
лиферацию первичной культуры МЭФ. Фибробла-
сты представляют собой гетерогенную популяцию 
клеток, способную продуцировать такие компоненты 
внеклеточного матрикса, как проколлаген, фибро-
нектин, проэластин, глюкозаминогликаны, нидоген, 
ламинин, тенасцин, хондроитин-2-сульфат. Фибро-
бласты активно участвуют в процессах заживления 
ран и эпителизации [14]. Кроме того, они способны 
к секреции факторов роста сосудистого эндотелия 
(VeGF), что стимулирует ангиогенез и образование 
лимфатических сосудов [15, 16]. Мы выбрали первич-

Рис. 4. Эмбриональные 
фибробласты мыши 
(МЭФ), экспрессирую-
щие GFP на матриксах 
из фиброина шелка (А, 
Д, И) и композитных 
матриксах на основе 
фиброина шелка и же-
латина (Б, Е, К), гидрок-
сиапатита (В, Ж, Л), 
желатина и гидрокси-
апатита (Г, З, М), через 
1 (А–Г), 4 (Д–З) и 7 
(И–М) дней культиви-
рования. Представлены 
изображения проекции 
серий оптических сре-
зов на плоскость
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Рис. 5. Увеличение общего количества МЭФ при куль-
тивировании на трехмерных пористых матриксах 
на основе фиброина шелка и композитных материалов
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ную культуру эмбриональных фибробластов мыши, 
пролиферативный потенциал которой больше, чем 
у клеток постнатальных культур.

Изображения, полученные методом КЛСМ, пред-
ставляли собой серии горизонтальных оптических 
срезов матрикса. Для наблюдения были доступны 
клетки и структуры матрикса на глубине до 300 мкм 
(рис. 4). Изображения использовали для подсчета 
клеток. Проводили сравнительный анализ измене-
ния во времени количества клеток, культивируемых 
на разных матриксах. Введение в структуру матрик-
са ГА и желатина увеличивает адгезию и ускоряет 
пролиферацию МЭФ (рис. 5). При этом одновремен-
ное включение в структуру и желатина, и ГА приво-
дит к увеличению адгезии и скорости пролиферации. 

Так через 1 сут количество клеток на композитном 
матриксе было в 2.5 раза больше, чем на матриксе 
из фиброина, а на 4 и 7 день разница увеличилась бо-
лее чем в 3 раза. 

ВЫВОДЫ
В результате проведенной работы были изготовлены 
матриксы на основе фиброина шелка, а также ком-
позитные матриксы с добавлением желатина и ГА. 
Такие матриксы обладают незамкнутой структурой, 
поддерживают свою целостность и не разрушают-
ся при механических воздействиях. Модификация 
фиброиновых матриксов одновременно желатином 
и ГА изменяет свойства их поверхности. Эти измене-
ния приводят к увеличению адгезии и пролиферации 
МЭФ в трехмерной культуре, что делает модифи-
цированные матриксы перспективными для исполь-
зования в регенеративной медицине, в частности 
при регенерации костной ткани.  
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