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Проведено цитогенетическое исследование клеточных линий мезенхимных мультипотентных стромаль-
ных клеток (ММСК), выделенных из костного мозга, жировой ткани, плаценты и слизистой оболочки
десны человека. Кариологический анализ с использованием двух методов окраски хромосом (GTG и
mFISH) показал нормальный диплоидный кариотип большинства линий ММСК до 5 пассажа культиви-
рования. Клональные хромосомные транслокации были выявлены в 3 из 22 исследованных ММСК, что
составляет 14%. При анализе 22 линий ММСК выявлена достаточно низкая частота клеток с хромосомны-
ми аберрациями (ХА) (в пределах 5%). Среди клеток с хромосомными повреждениями (3–5%), выявлен-
ных при mFISH-анализе 1440 метафазных пластинок, на нестабильные хромосомные аберрации (фраг-
менты, дицентрические хромосомы) приходится около 65, а на стабильные (транслокации) – 35% всех по-
вреждений. Полученные результаты подтверждают важность цитогенетических исследований клеточных
линий ММСК, предназначенных для медицинских целей. Накопление данных о хромосомной и кариоти-
пической изменчивости при разных сроках культивирования позволит определить допустимые пределы
для отбора генетически стабильных диплоидных клеточных линий ММСК с целью предотвращения не-
желательных последствий их применения в терапевтических целях.

Ключевые слова: мезенхимные мультипотентные стромальные клетки, кариотип, хромосомные аберра-
ции, клонообразование, мультицветная флуоресцентная гибридизация
DOI: 10.31857/S0041377121030081

К диплоидным клеточным линиям человека от-
носят однородные клеточные популяции с ограни-
ченным сроком жизни и стабильным кариотипом с
диплоидным набором хромосом, их получают из
первичных клеточных культур тканей здоровых до-
норов. Диплоидные линии фибробластоподобных
клеток востребованы во многих отраслях науки и
практической медицины, а также при производстве
вакцинных и иммунобиологических препаратов (Pet-
ricciani, 2006; Полянская, 2018). Мезенхимные мульти-
потентные стромальные клетки (ММСК) – фибробла-
стоподобные, недифференцированные, диплоидные
соматические стволовые клетки с ограниченным чис-
лом генераций, редко трансформирующиеся и нету-
морогенные при введении интактным животным
(Soukup et al., 2006; Wang et al., 2012). Высокий проли-

феративный потенциал и способность к образова-
нию больших колоний клеток при культивировании
in vitro позволяет производить однородную стабиль-
ную клеточную популяцию за короткий промежуток
времени и делает ММСК удобной моделью изуче-
ния биологических процессов у человека. А благода-
ря значительному регенеративному потенциалу, низ-
кой иммуногенности и быстрой дифференцировке в
специализированные типы клеток ММСК востребо-
ваны в практической медицине (Mastrolia et al., 2019;
Neri, 2019; Costa et al., 2020).

Требования к первичным и перевиваемым кле-
точным линиям регулируются в РФ общей фармако-
пейной статьей (ОФС.1.7.2.0011.15), руководством по
проведению доклинических исследований лекар-
ственных средств (Миронов, 2013), федеральным за-
коном 180-ФЗ “О биомедицинских клеточных про-
дуктах”. Кариологический анализ является необхо-
димым элементом в первых двух. Его проведение
можно разделить на два этапа: видовая идентифика-
ция (анализ набора и строения хромосом, характер-

Принятые сокращения: ММСК – мезенхимные мультипотент-
ные стромальные клетки; ХА – хромосомные аберрации; GTG –
дифференциальная окраска хромосом с использованием
трипсина и красителя Гимза; mFISH – мультицветная флуо-
ресцентная гибридизация in situ.

УДК 57.085.2
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ных для клеток данного биологического вида) и
оценка стабильности кариотипа (оценка частоты
спонтанных хромосомных аномалий) исследуемой
клеточной линии. Часто кариологический анализ
линий ММСК, предназначенных для медицинских
целей, ограничивается первым этапом. Научные
данные о генетической стабильности ММСК чело-
века неоднозначны. Разными авторами продемон-
стрирована как неизменность кариотипа, так и раз-
личные типы клональных и неклональных хромо-
сомных аберраций (ХА) и анеуплоидий в ММСК
(Soukup et al., 2006; Wang et al., 2012; Barcholt et al.,
2013; Айзенштадт и др., 2018).

Выявление хромосомных аномалий в любой кле-
точной популяции, растущей in vitro, в первую оче-
редь связано со спонтанным уровнем ХА в клетках
донора, имеющим определенный темп возникнове-
ния и реализации в популяции человека (Бочков,
Чеботарёв, 1989). Он возникает в связи с постоян-
ным воздействием внешних и внутренних мутаген-
ных факторов физической (различных типов излу-
чений, в основном, естественного радиационного
фона, экстремальной температуры), химической
(химических мутагенов, загрязняющих окружаю-
щую среду, некоторых лекарственных препаратов) и
биологической (вирусов) природы. Во вторую – с
аберрантными клетками, возникшими de novo уже в
процессе культивирования при отсутствии тканевой
регуляции. ХА могут стать причиной возникновения
мутаций в генах, контролирующих процессы кле-
точной пролиферации, дифференцировки и гибели,
что ведет к генетической нестабильности клеток и,
возможно, к злокачественной трансформации (Ran-
gel, 2017). Поддержание нормального кариотипа яв-
ляется надежным индикатором генетической ста-
бильности и может рассматриваться как критерий
медицинского использования клеточной линии
(Borgonovo et al, 2014).

Целью настоящего исследования стало описание
кариотипов и оценка частот ХА в клеточных линиях
ММСК человека, выделенных из разных тканей.
Использовали два метода кариотипирования – GTG
и mFISH, которые позволяют с одинаковой чувстви-
тельностью оценить состав хромосом в кариотипе,
провести анализ отдельных хромосом, определить
ХА размером более 5–10 млн пар нуклеотидов, а так-
же описать точки разрывов хромосом в ММСК здо-
ровых доноров.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В работе использовали клеточные линии ММСК,

выделенные из: аспиратов костного мозга после
пункции подвздошной кости; липоаспирата перед-
ней брюшной стенки; слизистой оболочки зубодес-
невых карманов; пупочного канатика; плодной ча-
сти плаценты (хориональной пластинки и ворсин
плаценты) человека. Линии одного происхождения
были получены от разных здоровых доноров.

Плаценту получали от рожениц с одноплодной,
физиологически протекавшей беременностью, за-
кончившейся нормальными родами после самостоя-
тельного или оперативного родоразрешения. Инфор-
мированное согласие на забор, сохранение и исполь-
зование было получено от 22-х доноров клеточного
материала (табл. 1). Клеточные линии из плодной ча-
сти плаценты и пупочного канатика при изложении
результатов исследования объединены в одну группу
“ММСК плаценты”, так как они имеют общее про-
исхождение в эмбриогенезе внезародышевых орга-
нов.

Для выделения ММСК использовали механиче-
ский (в случае костного мозга) или ферментативный
метод (остальные ткани). Костный мозг разводили в
равном объеме фосфатно-солевого буферного рас-
твора рН 7.4 (Stem Cell Biology, USA) и наслаивали на
рабочий раствор с градиентом плотности (1.077 г/л),
центрифугировали 30 мин при 400 g. Мононуклеарные
клетки, собранные с границы раздела фаз, дважды от-
мывали фосфатно-солевым буфером (при 300 g,
7 мин).

Липоаспират отмывали фосфатно-солевым бу-
фером и суспендировали, после чего подвергали
ферментативной диссоциации с помощью 0.1%-ной
коллагеназы I типа (Worthington Biochemical Corpo-
ration, США). Дезагрегацию ткани проводили на
магнитной мешалке при температуре 37°С в течение
40 мин, затем центрифугировали 7 мин при 300 g.

Биоптат слизистой десны инкубировали в среде,
содержащей DMEM F12, 2% фетальной бычьей сы-
воротки, 2 мМ L-глутамина, 200 Ед/мл пеницилли-
на, 200 мг/мл стрептомицина, 200 Ед/мл амфотори-
цина и 100 Ед/мл гентамицина (StemCell Technology,
США), при 37°С не менее 8 ч. Затем диспергировали
и инкубировали в 0.25%-ном растворе трипсин–
EDTA при 37°С в течение 1 ч, отмывали фосфатно-
солевым буфером и инкубировали в 0.15%-ной колла-
геназе II типа (Sigma, США) при 37°С в течение 2 ч.

Фрагменты пупочного канатика, хориональной
пластинки или ворсин плаценты тщательно промы-
вали фосфатно-солевым буфером и подвергали фер-
ментативной диссоциации с помощью 0.075%-ной
коллагеназы I типа (Worthington Biochemical Corpo-
ration, США) в течение 40 мин при 37°С. Далее про-
водили фильтрацию через нейлоновое сито с разме-
ром пор 100 мкм (Corning, США), центрифугирова-
ли при 300 g 7 мин.

Полученные клеточные суспензии высаживали в
вентилируемые культуральные флаконы при 37°С и
5% СО2 в культуральной среде MesenCult™ MSC
Basal Medium Human (Stem Cell Biology, США). Че-
рез 1–3 сут неприлипшие клетки удаляли сменой
среды. Через 14 сут клетки снимали с пластика с по-
мощью 0.25%-ного раствора трипсин–EDTA и затем
пассировали каждые 7 сут до окончания культиви-
рования. Все клеточные линии культивировали в
одинаковых условиях в бессывороточной среде Mes-
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enCult™ MSC Basal Medium Human (Stem Cell Biolo-
gy, США).

Принадлежность к ММСК оценивали с учетом
требований международной организации клеточной
терапии (Dominici et al, 2006). Дифференцировку
клеток проводили по стандартным методикам со-
гласно инструкции производителя (Biological Indus-
tries, США). На 3-ем пассаже при достижении клет-
ками 80–90% конфлюентности проводили смену
питательной среды на индукционные среды: полные
питательные среды с дифференцировочными фак-
торами для остеогенной (MSCgo™ Osteogenic XF dif-

ferentiation media; Biological Industries, США), хон-
дрогенной (MSCgo™ Chondrogenic differentiation
medium; Biological Industries, США) и адипогенной
(MSCgo™ Adipogenic XF differentiation media; Biolog-
ical Industries, США) дифференцировки. В качестве
контроля использовали ММСК тех же образцов и
пассажей, культивированные в стандартной росто-
вой среде без добавления дифференцировочных до-
бавок.

Иммунофенотип ММСК исследовали на проточ-
ном цитометре BDFACS Canto II. Окрашивание кле-
ток проводили с помощью моноклональных антител

Таблица 1. Краткое описание клеточных линий и метода цитогенетического исследования

Линия Описание источника клеточной линии Метод

BM136 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости мужчины GTG

BM175 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости мужчины GTG

BM183 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости женщины GTG
mFISH

BM231 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости мужчины mFISH

DB1 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости мужчины mFISH

LB1 Аспират костного мозга из задней ости подвздошной кости мужчины mFISH

Adip360 Липоаспират передней брюшной стенки женщины mFISH

Adip381 Липоаспират передней брюшной стенки женщины mFISH

Adip442 Липоаспират передней брюшной стенки женщины mFISH

Adip685 Липоаспират передней брюшной стенки мужчины GTG

Adip690 Липоаспират передней брюшной стенки мужчины GTG

Chor-354 Плодная часть плаценты, срок гестации: 39 нед., самостоятельные роды mFISH

E1 Плодная часть плаценты, срок гестации: 40 нед., кесарево сечение mFISH

PEpl-10 Плодная часть плаценты, срок гестации: 39 нед., кесарево сечение mFISH

PE12 Плодная часть плаценты, срок гестации: 36 нед., кесарево сечение GTG

Plac115 Плодная часть плаценты, срок гестации: 39 нед., кесарево сечение GTG

Plac186 Плодная часть плаценты, срок гестации: 39 нед., кесарево сечение GTG

Plac674 Плодная часть плаценты, срок гестации: 36 нед., кесарево сечение GTG

Plate352 Плодная часть плаценты, срок гестации: 40 нед., кесарево сечение mFISH

Vart351 Вартонов студень пупочного канатика, срок гестации: 39 нед., самостоятельные роды mFISH

Dg15 Слизистая оболочка десны зубодесневых карманов мужчины GTG

Ging-Ram Слизистая оболочка десны зубодесневых карманов мужчины mFISH
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против поверхностных антигенов CD90, CD73,
CD105, CD34, CD45, HLA-DR, конъюгированных с
флюорохромами в соответствии с рекомендациями
производителя (BDBiosciences, США).

Для контроля происхождения и отсутствия
кросс-контаминации клеточных линий проводили
анализ коротких тандемных повторов (STR-типиро-
вание) с использованием набора реагентов COrDIS
Plus (Гордиз, Россия). Для выделения ДНК исполь-
зовали ПЦР-совместимый реагент для лизиса
COrDIS Sprint (Гордиз, Россия), а также мульти-
плексную амплификацию 19-ти STR-маркеров и ло-
куса амелогенина человека; капиллярный электро-
форез выполняли по инструкции производителя
(Гордиз, Россия).

Для проведения цитогенетического исследова-
ния через 2–3 сут после пассирования клеток при
достижении клетками фазы логарифмического ро-
ста во флакон добавляли колхицин на 4–5 ч, в от-
дельных случаях – на 18 ч для накопления митотиче-
ских клеток. После этого клетки снимали со дна
флакона с помощью раствора трипсин–ЭДТА
(StemCell, США) (2–5 мин при 37°С). Гипотониза-
цию проводили 0.55%-ным раствором KCl (10 мин
при 37°С). Фиксировали клетки смесью метилового
спирта и ледяной уксусной кислоты (в соотношении
3 : 1) с использованием 3-х смен фиксатора. Полу-
ченные клеточные суспензии раскапывали на охла-
жденные влажные стекла и подсушивали. Для GTG-
анализа цитогенетические препараты обрабатывали
0.25%-ным трипсином и окрашивали красителем
Гимза.

Для окраски mFISH цитогенетические препара-
ты подвергали щелочной денатурации, проводили
гибридизацию с дифференциально меченными спе-
цифичными ДНК-зондами (24XCyte; MetaSystems,
Germany) в течение 24–48 ч. Затем препараты отмы-
вали в растворе 0.4-кратного SSC при 72°С 2 мин и в
растворе 2-кратного SSC-Tween 20, 30 с при комнат-
ной температуре, контрастировали красителем
DAPI, следуя протоколу производителя (MetaSys-
tems, Germany). Препараты автоматически сканиро-
вали и фотографировали, а затем анализировали с
помощью программного обеспечения Ikarus или Isys
(Metasystems, Германия). Для анализа отбирали ме-
тафазные пластинки, в том числе полиплоидные, по
принципу общей цитологической пригодности. Ко-
личество полиплоидных клеток (%) оценивали по
общепринятым критериям (Миронов, 2013) с помо-
щью микроскопа при увеличении объектива 10× при
анализе 500–1000 метафазных пластинок после ска-
нирования препарата в системе MetaSystems Metafer
(Metasystems, Германия). Признаком клональности
в соответствии с международной цитогенетической
номенклатурой (Shaffer et al., 2013) считали выявле-
ние трех идентичных клеток с гипоплоидией или
двух с гиперплоидией или структурной хромосом-
ной аномалией.

Для статистической обработки эксперименталь-
ных данных использовали t-критерий Стьюдента
при альтернативной изменчивости. Различия счита-
ли достоверными при вероятности нулевой гипоте-
зы с уровнем значимости Р < 0.05 (Рокицкий, 1967).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведено исследование 22-х линий ММСК че-
ловека, выделенных из разных источников: костно-
го мозга (6), жировой ткани (5), плаценты (9), слизи-
стой оболочки десны (2) (табл. 1). Первичные куль-
туры разных тканей отличались по клеточному
составу. Наряду с веретеновидными клетками в
культурах костного мозга наблюдали округлые клет-
ки без митотического рисунка с частичным при-
креплением к пластику, плацентарных тканей (рас-
пластанные клетки полигональной или звездчатой
формы с несколькими отростками), жировой ткани
(полигональные клетки с вакуолями в цитоплазме) и
слизистой десны (эпителиоподобные клетки). По-
сле первого пассажа клеточные линии, выделенные
из разных тканей, морфологически практически не
отличались, были гомогенными по клеточному со-
ставу, состояли из фибробластоподобных клеток с
четко очерченным ядром, перинуклеарной зерни-
стостью и длинными отростками, образующими мо-
нослойные колонии.

Вне зависимости от первичного источника, во
всех линиях ММСК была подтверждена способ-
ность клеток к дифференцировке в остеогенном,
адипогенном и хондрогенном направлениях (дан-
ные не представлены). При анализе иммунофеноти-
па с помощью проточной цитометрии во всех кле-
точных линиях, вне зависимости от первичного ис-
точника, было выявлено присутствие в большом
коичестве (более 96%) маркеров ММСК: CD90 (N-
гликозилированный заякоренный белок с вариа-
бельным иммуноглобулиноподобным доменом),
CD105 (эндоглин), CD73 (экто-5'-нуклеотидаза); и
малое количество (менее 1.7%) маркеров гемопоэти-
ческого и лимфоцитарного происхождения – CD34,
CD45, а также HLA-DR.

Анализ амплифицированных ПЦР-продуктов
STR-локусов (электрофореграммы STR-профилей
не представлены) подтвердил стабильность генети-
ческих профилей и отсутствие кросс-контаминации
в исследованных клеточных образцах при культиви-
ровании.

Конституциональный кариотип доноров всех
клеточных линий был нормальным: 46,XX (жен-
ский) или 46,XY (мужской). Для анализа хромосом-
ной изменчивости во всех исследованных клеточ-
ных линиях оценивали частоты возникновения ХА:
одиночных и парных фрагментов, внутри- и межхро-
мосомных хроматидо-хроматидных обменов, круп-
ных делеций, дупликаций и инверсий, сбалансирован-
ных и несбалансированных транслокаций, дицентри-
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Рис. 1. Фрагменты метафазных пластинок с хромосомными аберрациями. Окраска по методу FISH (а, в, д) и красителем
DAPI (инвертированное изображение) (б, г, е). Стрелками обозначены: дицентрическая хромосома (а, б) и хроматидные
фрагменты (в, г, д, е).

а в д

б г е

Рис. 2. Метафазные пластинки со сбалансированными хромосомными транслокациями между хромосомами 1 и 15 (а), 8 и 9
(б), хромосомами Х и 17 (в), 2 и 15 (д); перестроенные хромосомы обозначены стрелками, окраска mFISH.

а

в

б

г

ческих хромосом (рис. 1, 2). Попарное межлинейное
сравнение долей аберрантных клеток во всех линиях
ММСК из разных источников показало отсутствие

значимых различий между линиями от разных доно-
ров из одинаковых и разных источников при разных
методах окраски хромосом (во всех случаях P > 0.01).
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Таблица 2. Хромосомная изменчивость в линиях ММСК

Примечание к табл. 2, 3. ХА – хромосомные аберрации; Хромат., Хромос. – хроматидные, хромосомные соответственно; ТЛ –
транслокации; ДЦ – дицентрические хромосомы.

Линия Метафазы, % Хромат. фрагменты, % Хромос. фрагменты, % ТЛ, % ДЦ, % Доли клеток с ХА, %

Окраска GTG
BM136 43 0(0) 0(0) 1(233) 0(0) 2.33 ± 2.30
BM175 35 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.00 ± 2.63
BM183 33 0(0) 1(303) 1(303) 0(0) 6.06 ± 4.15
Adip685 50 1(20) 0(0) 0(0) 0(0) 2.00 ± 1.98
Adip690 25 1(40) 0(0) 0(0) 0(0) 4.00 ± 3.90
Plac115 27 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.00 ± 3.03
Plac186 66 0(0) 0(0) 2(303) 0(0) 3.03 ± 2.11
Plac674 40 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.00 ± 2.09
PE12 105 1(095) 0(0) 1(095) 0(0) 1.90 ± 1.33
Dg15 22 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.00 ± 4.00
Всего метафаз 446
M ± m, % 067 ± 039 023 ± 022 112 ± 050 0 ± 0 2.02 ± 067

Окраска mFISH
BM183 115 3(261) 0(0) 0(0) 0(0) 2.61 ± 1.49
DB1 100 2(2) 0(0) 2(2) 0(0) 4.00 ± 1.96
LB1 64 0(0) 1(156) 1(156) 0(0) 3.13 ± 2.17
BM231 31 2(646) 1(3.23) 1(323) 0(0) 12.92 ± 6.02
Adip360 61 0(0) 1(164) 2(328) 0(0) 4.92 ± 2.77
Adip381 16 0(0) 0(0) 1(625) 0(0) 6.25 ± 6.05
Adip442 31 0(0) 0(0) 0(0) 1(323) 3.23 ± 3.17
Vart351 43 0(0) 0(0) 1(233) 0(0) 2.33 ± 2.30
Plate352 33 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0.00 ± 2.79
E1 122 0(0) 2(164) 0(0) 0(0) 1.64 ± 1.15
Ging-Ram 49 0(0) 1(204) 0(0) 0(0) 2.04 ± 2.02
Всего метафаз 665
M ± m, % 1.05 ± 0.40 0.91 ± 0.37 1.20 ± 0.42 0.15 ± 0.15 3.31 ± 0.69

В среднем, при окраске GTG было выявлено ХА в
ММСК костного мозга 2.80 ± 1.56%, жировой ткани –
3.00 ± 1.97%, плаценты – 1.23 ± 0.71%, десны – 0 ± 0%;
статистически достоверные отличия между этими
группами отсутствуют (P > 0.05). Суммарная частота
ХА при анализе 446 метафаз, окрашенных методом
GTG, составила 2.02 ± 0.67%. При окраске mFISH
было выявлено ХА в ММСК костного мозга в сред-
нем 5.66 ± 1.31%, жировой ткани – 4.80 ± 2.06%, пла-
центы – 1.32 ± 0.71%, десны – 2.04 ± 2.02%; стати-
стически достоверные отличия между этими значе-
ниями отсутствуют (P > 0.05). Суммарная частота ХА
в mFISH-окрашенных метафазах ММСК составила
3.31 ± 0.69% (табл. 2).

Кариотип клеточных линий PEpl-10 и Chor-354.
Для изучения структуры кариотипа ММСК был
проведен расширенный цитогенетический анализ

методом mFISH двух линий, выделенных из плацен-
тарной ткани (PEpl-10 и Chor-354, табл. 3). В 96.6%
случаев (426 из 441 митотических клеток) линии
PEpl-10 был определен нормальный диплоидный
кариотип 46,XX, а в 3.4% случаев выявлены ХА (табл.
3). 67% ХА приходилось на хроматидные, хромосом-
ные фрагменты и дицентрические хромосомы с пар-
ными фрагментами а 33% ХА – на транслокации, в
том числе робертсоновские.

Из 334 метафаз линии Chor-354 в 17 (5.1%) были
выявлены хромосомные повреждения, 312 (93.4%)
имели нормальный кариотип. Остальные клетки
(1.5%) несли клональные перестройки, ХА в них
учитывали как одно событие. Расчет доли ХА прово-
дили исходя из общего числа проанализированных
клеток. Соотношение частот хромосомных трансло-
каций и фрагментов составило 35 к 65. Кроме того, в
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этой линии выявили три клональных ХА со струк-
турными сбалансированными маркерными пере-
стройками хромосом (см. ниже), одна из которых
была дублирована в полиплоидной клетке, то есть
повреждение произошло в диплоидной клетке до
полиплоидизации.

Распределение спонтанных разрывов хромосом по
геному в ММСК. На рис. 3 представлены результаты
распределения частот разрывов на 1 Мб (1 млн пар
оснований) длины каждой из хромосом, рассчитан-
ные с использованием геномной базы Human Ge-
nome Assembly, версии GRCh38.p13. Клональные
аберрации учитывались как одно событие. Всего
1776 метафазных клеток и 93 хромосомных повре-
ждения были проанализированы в клеточных лини-
ях PEpl-10, Chor-354 и в объединенной группе ММСК
из разных тканей. Средние частоты разрывов хромо-
сом в этих группах не отличались (Р > 0.05). При ана-
лизе межхромосомных колебаний частот разрывов
статистически достоверных отличий не выявлено в
Chor-354 и в объединенной группе ММСК. В кле-

точной линии PEpl-10 разрывы в хромосомах 14 и 22
возникали чаще, чем в других (достоверные отличия от
основной генеральной совокупности данных, t-крите-
рий Р < 0.05) (рис. 3).

Клональные ХА. Эти ХА были обнаружены в 3-х из
22-х исследованных клеточных линий (двух из кост-
ного мозга и одной из плацентарной ткани). Все
клоны были небольшими, появлялись до 5-го пасса-
жа культивирования. В клональных аберрациях бы-
ли задействованы хромосомы X, 1, 2, 4, 5, 6, 7, 15, 16,
17. В двух линиях ММСК, выделенных из костного
мозга – BM136 и LB1 – выявлены малочисленные
клоны с кариотипами 46,XY,t(1;15)(q12;q21) (рис. 4)
и 46,XY,t(4;7)(q21;q22), составляющие 4.6 ± 3.2% и
3.1 ± 2.2% соответственно. В клетках Chor-354 выяв-
лено сразу три клона клеток с хромосомными пере-
стройками, доли которых составляют 0.9 ± 0.52, 1.2 ±
± 0.6 и 0.3 ± 0.3%. Для двух первых были характерны
простые реципрокные сбалансированные транслока-
ции с участием двух хромосом: 46,X,t(X;17)(p22.1;q21) и
46,XX,t(1;5)(q31;p13) (рис. 4). В третьем клоне была

Таблица 3. Хромосомные аберрации в клеточных линиях PEpl-10 и Chor354

Курсивом выделены клональные ХА, в квадратных скобках указано их число; t – транслокация, rob – робертсоновская транслокация,
dic – дицентрическая хромосома, chtb – хроматидный разрыв, chrb – хромосомный разрыв. * ХА, выявленные в полиплоидных клет-
ках, не учитывали при подсчете среднего; полиплоидные клетки не входят в общее число проанализированных метафаз.

Линия ММСК Метафазы Хромат. 
фрагмены

Хромос. 
фрагменты ТЛ ДЦ Всего

ХА

PEpl-10 441
(100%)

4
(0.91%)

4
(0.91%)

5
(1.13%)

2
(0.45%)

15
(3.40 ± 0.86%)

Выявленные ХА: t(3;10;22)(p13;q112;q112); t(11;14)(q12;p112); t(12;14)(p112;p112); rob(14;22)(q10;q10); 
t(16;20)(p112;p112),chrb(16;20)(p112;p112); dic(7;14)(q112;q24),chrb(7;14)(q112;q24)x2; 
dic(10;11)(q23;q13),chrb(10;11)(q23;q13); chtb(X)(q22); chtb(6)(q14); chtb(7)(q22); chtb(14)(q24); chrb(X)(q22); 
chrb(1)(p22); chrb(2)(p21); chrb(6)(q21)

Chor-354 334
(100%)

5
(1.50%)

6
(1.80%)

6
(1.80%)

0
(0%)

17
(5.09 ± 1.20%)

ХА, выявленные в диплоидных клетках: t(X;17)(p221;q21) [3]; t(1;5)(q31;p13) [4]; t(1;10)(p361;q112); 
t(2;6;16)(q31;q25;q112); t(8;21)(p21;p112); rob(14;14)(p10;p10); chtb(1)(p31); chtb(3)(q22); chtb(8)(q13); chtb(14)(q23); 
chtb(19)(p12); chrb(X)(q27); chrb(6)(q12); chrb(8)(q23); chrb(10)(q24); chrb(17)(p12); chrb(19)(p13)
полиплоидных клетках*: t(2;6;16)(q31;q25;q112)x2; t(11;14)(q22;q24); t(14;22)(p112;q112); chtb(X)(p21); chtb(2)(q32); 
chtb(3)(q26); chrtb(6); chrb(X)(?); chrb(1)(p10)
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определена комплексная перестройка с участием
хромосом 2, 6 и 16 с образованием трех дериватов:
der(2)(2pter→2q31::16q11.2→16qter); der(6)(6pter→
6q25::2q31→2qter); der(16)(16pter→16q11.2::6q25→6qter).
Такая же перестройка была дублирована в одной из
полиплоидных клеток.

Полиплоидия. Частота встречаемости полиплоид-
ных делящихся клеток в линиях ММСК значитель-
но варьировала (от 0 до 24.6%, табл. 4). В целом, в
клетках линий, выделенных из плаценты, частота
полиплоидов была выше (13.6%) по сравнению с
клетками линий, выделенных из костного мозга
(7.02%), жировой ткани (7.48%) и десны (2.0%). Пре-
делы вариабельности частоты полиплоидных клеток
были наименьшими в ММСК, выделенных из пла-
центы (7.6–18.6%) по сравнению с клетками линий
из костного мозга (1.8–17.1%) и жировой ткани (0–
24.6%).

При кариотипическом анализе в 4-х плацентар-
ных ММСК (Vart351, E1, PEpl-10 и Chor354) на 3–
5 пассажах культивирования были выявлены эндом-
тозы (эндоредупликации), обнаружившиеся в виде
квадрихромосом в метафазе (рис. 5). Это тип полип-
лоидии, характерный для быстроделящихся тканей,

при котором после репликации ДНК хромосомы не
расходятся к полюсам.

ОБСУЖДЕНИЕ

Первичные культуры ММСК имели фенотипиче-
ские особенности, свойственные тканям, из кото-
рых они были выделены. Ко второму пассажу культи-
вирования исследованные клеточные линии можно
было охарактеризовать как однородные фибробласто-
подобные, со схожими уровнями иммунологических
маркеров.

Несмотря на то, что разные по происхождению
ММСК окрашивали разными методами, мы замети-
ли некоторые особенности при определении ХА при
GTG- и mFISH-анализах. Разные методы в равной
степени хорошо выявляли хромосомные транслока-
ции (1.12 и 1.2% соответственно; табл. 2), но не ацен-
трические фрагменты и дицентрические хромосомы
с парными фрагментами. Фрагменты визуализиро-
вались хуже после обработки препаратов трипсином
(GTG-окраска), чем при DAPI-контрастировании
хромосом (mFISH). От общего числа хромосомных
повреждений на них приходилось 44% при GTG- и

Рис. 3. Распределение частот разрывов хромосом на 1 млн пар оснований (1 Mb) в ММСК линий PEpl-10, Chor-354 и в объ-
единенной группе ММСК (MSCall). а – Средние частоты разрывов (столбцы) по каждой из хромосом, X – половая хромосо-
ма Х, G – средняя частота разрывов хромосом. б – Средние частоты разрывов хромосом (квадратик внутри столбца), ошибки
средних значений (верхняя и нижняя границы столбца), стандартное отклонение (вертикальные отрезки). в – Распределение
частот разрывов хромосом (кружки) в клеточной линии PEpl-10; прямая линия – ожидаемые значения нормального распре-
деления Хромосомы 14 и 22 отличаются от основной генеральной совокупности данных (P < 0.05).
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59% при mFISH-окраске. Примерное соотношение
(65 : 35) между нестабильными (хромосомные и хро-
матидные фрагменты, дицентрические хромосомы)
и стабильными (транслокации) аберрациями было
характерно для всех исследованных ММСК при
окраске mFISH, а при GTG-анализе оно составляло
44 : 56 (табл. 2, 3). Метод mFISH позволил более точ-
но и однозначно интерпретировать большинство ХА
в метафазах с разной степенью конденсации ДНК.

Средние значения частот неклональных ХА со-
ставили 2–3% и соответствовали ранее описанным
для ММСК (Бочков, Никитина, 2008). Неклональ-
ные ХА выявляли в ММСК человека, выделенных из
кожи век, костного мозга, вены пупочного канатика
(Duarte et al., 2012; Borgonovo et al., 2014; Полянская,
2018). Исследование частот ХА является актуальной
задачей при оценке генетической стабильности
ММСК. Высокая частота хромосомных поврежде-
ний может быть признаком кариотипической неста-
бильности (Полянская, 2018) и причиной инактива-
ции генов опухолевой супрессии и амплификации
онкогенов в культивируемых клеточных линиях
(Borgonovo et al., 2014).

Нестабильность отдельных районов хромосом
можно описать распределением разрывов в них. Ис-
ходя из того, что основной вклад в спонтанный уро-
вень ХА в неопухолевых клетках человека вносит
естественный фон радиации, распределение разры-
вов по хромосомам должно было быть равномер-
ным. Это подтвердилось для среднегрупповых зна-
чений ММСК из разных тканей и клеток линии
Chor-354, но не для клеточной линии PEpl-10, в ко-
торой разрывы в хромосомах 14 и 22 происходили
чаще, чем в других. Однако небольшое количество
выявленных мутационных событий пока не позво-
ляет сделать окончательный вывод о специфичности
хромосомных повреждений и тканевой или индиви-
дуальной вариабельности. На ранних пассажах (3–5)
в процессе адаптации к условиям культивирования в
клеточных линиях могут возникать разные типы ХА,
их описание и анализ частот являются важными за-
дачами регулирования вопросов о цитогенетической
пригодности биомедицинских продуктов.

В независимых исследованиях в ММСК были
описаны цитогенетические клоны с три- и тетрасо-
мией 8, моносомией 6, сбалансированными хромо-
сомными транслокациями (Бочков и др., 2007; Буя-

Таблица 4. Частоты полиплоидии в разных линиях ММСК

ПП – полиплоидные.

Линия Метафазы ПП-метафазы, % Линия Метафазы ПП-метафазы, %

BM136 645 2.3 ± 0.6 Dg15 1000 2.0 ± 0.4

BM175 525 17.1 ± 1.6 Ging-Ram 812 2.0 ± 0.5

BM183 660 9.2 ± 1.1 Vart351 516 18.6 ± 1.7

DB1 1000 1.8 ± 0.4 Plate352 660 12.1 ± 1.3

LB1 960 2.0 ± 0.4 E1 1098 15.6 ± 1.1

BM231 775 9.7 ± 1.1 Plac186 660 7.6 ± 1.0

Adip360 610 24.6 ± 1.7 Plac674 600 12.5 ± 1.3

Adip381 512 6.3 ± 1.1 PE12 1050 15.2 ± 1.1

Adip442 496 6.5 ± 1.1 PEpl-10 995 11.5 ± 1.0

Adip685 875 0 ± 0.1 Chor-354 668 13.8 ± 1.3

Adip690 920 0 ± 0.1 115pl-p4 1000 15.2 ± 1.1
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новская и др., 2009; Serakinci et al, 2014; Nikitina et al,
2018; Кольцова и др., 2020) на разных пассажах куль-
тивирования. При длительном культивировании
рост патологических клонов мог прекращаться, при-
останавливаться или значительно подавлять пролифе-
рацию нормальных клеток в культуре. Например, по
результатам исследования линии BM136, не вошед-
шим в эту статью, клон с транслокацией t(1;15) не уда-
лось выявить уже на 7 пассаже культивирования.

Мы наблюдали клонообразование клеток с цито-
генетическими нарушениями в 14% (3-х из 22)
ММСК до 5-го пассажа культивирования. Все кло-

ны были небольшими и не превышали 10%-ный
уровень, допустимый Международным обществом
по клеточной терапии (Barkholt et al., 2013). Линия
Chor-354 отличалась от двух остальных выраженной
хромосомной нестабильностью как в диплоидных,
так и в кариотипированных полиплоидных клетках.
Кроме того, в ней было выявлено сразу три клональ-
ных транслокации, причем, одна из них была дубли-
рована в полиплоидной клетке. Известно, что по-
липлоидия является компенсаторным механизмом
восполнения части потерянного в результате деле-
ций, анеуплоидий и несбалансированных перестро-

Рис. 4. Кариограммы с клональными хромосомными транслокациями (обозначены стрелками). a – клетки BM136:
46,XY,t(1;15)(q12;q21), окраска GTG; б – клетки Chor-354: 46,XX,t(1;5)(q31;p13), окраска mFISH.
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ек генетического материала при формировании суб-
клонов в процессе адаптации постоянных опухоле-
вых клеточных линий к условиям in vitro (Мамаева,
1996). С другой стороны, прогрессию хромосомной
нестабильности и анеуплоидии в полиплоидных
клетках рассматривают как важное звено патогенеза
злокачественных опухолей и тканевых нарушений,
связанных со старением (Tanaka et al., 2018).

Полиплоидия встречается и в физиологических
условиях в некоторых тканях человека (Tanaka et al.,
2018), в диплоидных клеточных линиях фибробла-
стов она может достигать 3–5%, в ММСК костного
мозга после культивирования – до 2% (Borgonovo et al.,
2014). По результатам некоторых научных исследо-
ваний (Grimes et al., 2009; Borgonovo et al., 2014) и на-
шим данным частота полиплоидов может широко
варьировать не только в клеточных линиях из раз-
ных источников и от разных доноров, но и в разных
популяциях одной линии ММСК (Кольцова и др.,
2020). Повышенная частота полиплоидии в линиях
плаценты в нашей работе требует дальнейшего изу-
чения с использованием дополнительных методов
анализа (интерфазной цитогенетики, измерения ко-
личества ДНК в клетке). В тоже время, полученные
данные могут свидетельствовать о тканевой принад-
лежности полиплоидных клеток, что косвенно под-
тверждается сведениями о присутствии клеток с эн-
доредупликациями в тканях плаценты человека (Ed-
gar et al., 2014). Также известно, что высокая частота
тетраплоидии в прямых препаратах хориона доволь-
но регулярно встречается, причем при развиваю-
щейся нормальной беременности эта форма полип-
лоидии может быть ограничена исключительно пла-

центой (Баранов, Кузнецова, 2007). А в первичных
культурах ворсин хориона человека доля полипло-
идных клеток может достигать 12% (Grimes et al.,
2009).

В большинстве исследованных линий около 90%
клеток имели нормальный диплоидный кариотип. В
клетках Chor-354 это значение с учетом полиплои-
дии (13.8%), спонтанных ХА (5.1%) и клонов (2.4%)
составило всего около 79%. Допустимое количество
клональных, неклональных хромосомных или ге-
номных нарушений для диплоидных клеточных ли-
ний ММСК можно обсуждать в связи с их назначе-
нием. Для тех, которые используют только in vitro
подойдут регламенты оценки клеточных линий-
продуцентов иммунобиологических препаратов.
Поддержание диплоидного стабильного кариотипа в
75% клеток достаточно для сохранения биологиче-
ских свойств линии в фазе активного роста
(ОФС.1.7.2.0011.15). Для медицинского использова-
ния Международное общество клеточной терапии
не рекомендует к терапевтическому применению
ММСК с 10%-ыми клонами аберрантных клеток.
При этом предельная частота полиплоидии и некло-
нальных ХА не регулируются (Barkholt et al., 2013;
Полянская, 2018). Чаще всего такой подход дает
представление только о конституциональном кари-
отипе донора ткани, но не хромосомной стабильно-
сти клеточной линии.

В тоже время, данные об осложнениях клеточной
терапии (в том числе, глионейрональных новообра-
зованиях из донорских клеток) у людей после транс-
плантации ММСК и других стволовых клеток, куль-
тивируемых in vitro, вызывают настороженность

Рис. 5. Пример клетки с эндоредупликацией, окраска mFISH.
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(Bauer et al., 2018). Пока патологическая значимость
тех или иных хромосомных нарушений и их влияние
на физиологические, биологические свойства и он-
когенность ММСК обсуждается, решение об их те-
рапевтическом применении принимается с учетом
оптимального соотношения риска и пользы (Neri,
2019). Накопление данных о частоте хромосомной и
кариотипической изменчивости и характере распре-
деления разрывов в хромосомах позволит опреде-
лить допустимые пределы для отбора генетически
стабильных диплоидных клеточных линий ММСК,
предназначенных для медицинских целей.
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The Cytogenetic Characteristic of Mesenchymal Multipotent Stromal Cell Diploid Lines
V. A. Nikitinaa, *, T. A. Astrelinaa, I. V. Kobzevaa, V. Yu. Nugisa, E. E. Lomonosovaa, V. V. Seminaa,

V. A. Brunchukova, D. Yu. Usupzhanovaa, V. A. Brumberga, A. A. Rastorguevaa,
T. V. Karasevaa, and A. S. Samoylova

aState Research Center Burnasyan Federal Medical Biophisical Center of FMBA of Russia, Moscow, 123098 Russia
*e-mail: nikitinava@yandex.ru

The cytogenetic study of mesenchymal multipotent stromal cells (MMSC) lines isolated from bone marrow, adipose
tissue, placenta and mucous human have been carried out Karyological analysis had showed a normal diploid karyo-
type of MMSC up to the 5th passage of cultivation Clonal chromosomal translocations have detected in 3 of the 22
(14%) MMSCs The rate of cells with chromosomal aberrations in GTG analysis was 202 ±0 67% (10 cell lines), and
in mFISH – 331 ± 069% (11 cell lines) Unstable chromosomal aberrations (fragments, dicentric chromosomes)
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have been accounted for 65%, and stable (translocations) – 35% of all cells with chromosomal damages (3–5%)
identified by mFISH analysis of 1440 metaphase These results have been confirmed the importance of cytogenetic
studies of MMSCs intended for medical purposes The accumulation of chromosomal and karyotypic variability data
at different periods of cultivation will have been made determination of limits for the selection of genetically stability
diploid MMSCs in order to prevent unwanted consequences of their use for therapeutic purposes

Keywords: Mesenchymal multipotent stromal cells, karyotype, chromosome aberrations, clone formation, multicol-
or f luorescent in situ hybridization
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По публикациям последних 20 лет проведен обзор тонких аморфных пленок, состоящих из углерода в со-
стоянии sp3 (алмаз) и sp2 (графит) гибридизации атомных орбиталей, и называемых поэтому алмазоподоб-
ными (diamond-like carbon, DLC). Основной акцент сосредоточен на связи биомедицинских и физико-хи-
мических параметров анализируемых покрытий. Представлены: методы формирования и общие требова-
ния к DLC покрытиям для сердечнососудистых имплантатов; in vitro реакция белков крови, тромбоцитов,
лейкоцитов, фибробластов, эндотелиальных и гладкомышечных клеток; влияние легирования DLC-по-
крытий кремнием и его оксидами на клеточные и молекулярные параметры их гемо- и биосовместимости.
Широкие вариации физико-химических, механических и трибологических свойств DLC-пленок, разброс
методов их биомедицинского тестирования in vitro не позволяют пока выделить наиболее подходящие по-
крытия для конкретных приложений в области стентов, сердечных клапанов и перфузионных насосов.
Сделано заключение о необходимости смещения разрозненных фундаментальных исследований DLC-
покрытий в направлении прикладных разработок, а также изучения поведения конкретных покрытий, ис-
ходя из конструкторских, (био)механических, физико-химических и биомедицинских требований для
каждого вида медицинских изделий, контактирующих с кровью.

Ключевые слова: клетки крови, клетки сосудистой стенки, фибриноген, альбумин, in vitro реакция, тонкое
углеродное покрытие, легирование кремнием, физико-химические свойства
DOI: 10.31857/S0041377121030093

Сердечнососудистые заболевания (ССЗ) широко
распространены во всем мире и являются одной из
ведущих причин смертности населения (Чазова и
др., 2015). Несмотря на то, что общее число сердеч-
нососудистых операций и манипуляций, проведен-
ных в США, снизилось на 6% в сравнении с 2004 г., в
2014 г. кардиохирургическим манипуляциям были

подвергнуты 8 миллионов пациентов (Benjamin et al.,
2019). А согласно прогнозам American Heart Associa-
tion, к 2030 г. 40.5% жителей США будут страдать од-
ной из форм ССЗ (болезни коронарных сосудов,
сердечная недостаточность, заболевания клапанов,
кардиомиопатия, гипертензия и инсульт) (Roger et al.,
2012). В Российской Федерации в 2016 году смерт-
ность от ССЗ более чем в 1.5–9 раз превышала соот-
ветствующие показатели в США и европейских
странах (Benjamin et al., 2019).

Ведущими инвазивными методами лечения ССЗ
остаются стентирование, замена клапанов сердца,
ангиопластика, шунтирование сосудов и трансплан-

Принятые сокращения: АЧТВ – активированное частичное
тромбопластиновое время; ГМК – гладкомышечные клетки;
КОЕ-Ф – колониеобразующие единицы фибробластов; МСК –
мезенхимные стволовые клетки; ССЗ – сердечнососудистые
заболевания; DLC – алмазоподобные углеродные (diamond
like carbon) покрытия; MCP-1 – моноцитарный хемотаксиче-
ский протеин 1; PDGF – тромбоцитарный фактор роста.

УДК 576.524:616-005:544.72.023.2:546.26-162
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тация сердца. Для этого применяются кардиоваску-
лярные имплантаты (стенты, катетеры, клапаны,
протезы сосудов) и компоненты экстракорпораль-
ного кровообращения (трубки, мембраны, насосы)
активно контактирующие с кровью (Hedayati et al.,
2019). А одним из основных классов современных
материалов и покрытий в приложении к биологии и
медицине, включая кардиологию, является углерод
(Ratner et al., 2004). Существует не менее 9 известных
аллотропных модификаций углерода в интервале
аморфных, графитоподобных, алмазоподобных и
полностью кристаллических форм, содержащих ато-
мы углерода в нескольких состояниях гибридизации
атомных орбиталей углерода: в sp1 (линейно-цепо-
чечный карбин), sp2 (слоевой графит) и sp3 (алмаз), а
также в смешанных и промежуточных состояниях
spn (Беленков, Грешняков, 2013). Такое структурное
разнообразие углерода обусловливает многообразие
его физико-химических свойств и соответствующих
биомедицинских приложений (Ratner et al., 2004).

Углеродсодержащие покрытия в начале XXI в.
рассматривались как перспективные решения в сер-
дечнососудистой хирургии, ортопедии и дентальной
имплантологии, а также для модификации контакт-
ных линз (Roy, Lee, 2007). К 2019 году добавились та-
кие направления, как системы доставки лекарств,
тканевая инженерия и регенеративная медицина
(Owonubi et al., 2019). Во многом благодаря графену
(sp2 пленка толщиной в один атом углерода), как но-
вой перспективной форме карбоновых наноматери-
алов и покрытий, к ним прибавились и разработки в
области молекулярных биосенсоров, биологической
визуализации, фототермической и генной терапии
(Yang et al., 2013; Ansari et al., 2019), покрытий на
стентах (Podila et al., 2013) и искусственных сердеч-
ных клапанов (Lancelotti et al., 2016).

Растущий интерес к биоматериалам на основе уг-
лерода показывает анализ публикаций в базе
Pubmed Национального института здоровья США
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). Согласно запросу
по ключевому словосочетанию “carbon coatings” об-
наружено 13920 работ, начиная с 1961 г. Публикаци-
онная активность постепенно нарастала до 100 ста-
тей в год к 1997 г., затем составляла более 100 публи-
каций в год и в 2015 г. превысила ежегодный предел
в 1000 статей. Максимальная активность отмечена в
2019 г. – 1380 публикаций по теме запроса. В XXI в.
резко возрос интерес к покрытиям, выполненным из
графена и его оксидов, выражающийся ростом соот-
ветствующих публикаций: с 9 статей в 2000 г. до
642 публикаций в 2020 г. Однако покрытие из графе-
на для кардиохирургического применения встреча-
ется лишь в единичных публикациях (например:
Lancelotti et al., 2016).

Своеобразной оказалась ситуация с открытыми
источниками, касающимися так называемых алма-
зоподобных углеродных (diamond like carbon, DLC)
покрытий. Подобные аморфные углеродные пленки
являются твердыми, гладкими и в высшей степени
биоинертными; до 50% их физических и механиче-
ских свойств, особенно твердость, определяются sp3

типом гибридизации при возможном наличии в со-
ставе высоких концентраций кислорода, водорода и
азота (Nistor, May, 2017). По мнению некоторых ав-
торов, sp3/sp2-гибридизация атомов углерода сочета-
ется с хорошей гемосовместимостью (Kwok et al.,
2005; Sheeja et al., 2005). По конфигурации углерод-
ных связей и содержанию водорода DLC-пленки
классифицируют как: 1) тетрагональный аморфный
углерод (ta-C) с высокой долей (более 70%) sp3-ги-
бридизации электронных орбиталей и малой кон-
центрацией водорода; 2) аморфный углерод (a-C) с
sp3/sp2 соотношением в диапазоне 0.4–0.7; 3) гидро-
генизированный аморфный углерод (a-C : H) с вы-
соким содержанием водорода (Santos et al., 2015).

Поиск в базе Pubmed по словосочетанию diamond
like carbon (DLC) coatings обнаружил 394 ссылки в
приложении к различным направлениям биомеди-
цины (ортопедические и дентальные имплантаты,
антимикробные свойства, кардиохирургия). Еди-
ничные публикации в первые 15 лет (1981–1996 гг.)
впоследствии сменились постепенным нарастанием
числа выходящих статей до 32 в год к 2017 г. Тем не
менее, по запросу diamond like coatings for cardiovas-
cular surgery/implants выявлено всего 8–12 публика-
ций, рассматривающих, начиная с 1999 г., вопросы
гемо- и биосовместимости подобного типа покры-
тий для стентов, искусственных клапанов сердца и
частей насосов для искусственного кровообраще-
ния. Проведенный поиск по ключевым словам не
отражает степень интереса кардиохирургов к дан-
ным покрытиям за последние 20 лет, поскольку уже
проведены клинические испытания DLC-покрытий
на стентах, как с позитивными (Salahas et al., 2007;
Wöhrle et al., 2009), так и неудовлетворительными
результатами (Airoldi et al., 2004; Meireles et al., 2007).

В связи с этим, в настоящем обзоре анализируют-
ся публикации, вышедшие, в основном, в XXI в. и
посвященные клеточным и молекулярным аспектам
in vitro гемо- и биосовместимости DLC-покрытий, а
также их форм, модифицированных кремнием, с ак-
центом на связь биомедицинских и физико-химиче-
ских параметров.
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МЕТОДЫ ФОРМИРОВАНИЯ 
И ОБЩИЕ ТРЕБОВАНИЯ 

К АМОРФНЫМ УГЛЕРОДНЫМ ПОКРЫТИЯМ 
ДЛЯ СЕРДЕЧНОСУДИСТЫХ ИМПЛАНТАТОВ

Тонкие аморфные углеродные пленки, состоя-
щие из углерода в состоянии sp3- и sp2-гибридизации
(соотношение варьирует в пределах ~10–90%), на-
зываемые поэтому алмазоподобными (DLC), вклю-
чающие до 40–50% водорода, известны с 1971 г.
(Aisenberg, Chabot, 1971; Ohtake et al., 2021) и рас-
сматриваются в последние 20 лет как многообещаю-
щие покрытия для защиты подложки имплантатов
от коррозии, разрушения, выхода токсичных эле-
ментов и частиц износа, улучшения гемо- и биосов-
местимости материалов (Santos et al., 2015).

Технические подробности нанесения DLC-пле-
нок (ta-C; a-C; a-C : H) с различными физико-хими-
ческими характеристиками представлены в специа-
лизированных обзорных статьях (см., например:
Santos et al., 2015; Wen et al., 2017; Ohtake et al., 2021).
Для получения DLC-плeнок используют множество
разновидностей физического (physical vapor deposi-
tion, PVD) и химического газофазного осаждения
(chemical vapor deposition, CVD): магнетронное рас-
пыление (magnetron sputtering deposition, MSD); им-
пульсное лазерное напыление (pulsed laser deposition,
PLD); вакуумно-дуговое осаждение с фильтрацией
(filtered cathodic vacuum arc, FCVA); ассистированное
плазмой газофазное осаждение (plasma-assisted vapor
deposition, PAVD); ассистированное плазмой хими-
ческое газофазное осаждение (plasma-assisted chemi-
cal vapor deposition, PACVD); стимулированное вы-
сокочастотной плазмой химическое газофазное оса-
ждение (radio frequency plasma enhanced chemical
vapor deposition, r.f.-PECVD); плазменно-иммерси-
онную ионную имплантацию и осаждение (plasma
immersion ion implantation and deposition, PIIID); ком-
бинированное физическое и химическое газофазное
осаждение (hybrid physical-chemical vapor deposition,
HPCVD) и другие технологические подходы (Roy,
Lee, 2007; Wen et al., 2017; Ohtake et al., 2021).

В публикациях по проблеме представлено широ-
кое разнообразие физико-химических (толщина,
шероховатость, соотношение sp3/sp2, содержание
водорода и легирующих добавок, смачиваемость,
свободная поверхностная энергия и др.), механиче-
ских и трибологических свойств (твердость, адгези-
онная прочность, коэффициент трения, скорость
износа и др.) аморфных DLC-ленок. Свойства не
всегда полностью контролируются, что обусловлено
использованием разнообразных типов подложек и
особенностями методов нанесения. Как следствие, к
настоящему времени классифицировано не менее
74 типов аморфных DLC-пленок (Ohtake et al., 2021).

Воспалительные реакции вокруг кардиоваску-
лярного имплантата являются основным звеном в
развитии осложнений, приводящих к его неуспеху
(Ratner et al., 2004). Повреждение эндотелиальных
клеток и раздражение, вызываемое инородным те-
лом, является причиной тромбоза и рестеноза (по-
вторного сужения) просвета артерий в области стен-
тирования (Newby, Zaltsman, 2000).

В 25–30% случаев в ранние сроки после установки
на поверхности внутрисосудистого имплантата (стен-
та) фиксируются фибриноген и тромбоциты крови,
что приводит к образованию тромба (Virmani et al.,
2004). Причина этих состояний, как правило, связа-
на с низкой гемосовместимостью искусственного
материала.

Отдаленным последствием установки внутрисо-
судистых имплантатов является развитие повторно-
го сужения просвета сосуда, требующим повторного
оперативного вмешательства. После установки го-
лометаллических стентов рестеноз развивается в те-
чение 2 лет в 14–46% случаев (Schillinger et al., 2007;
Ando et al., 2017).

В основе тканевого ремоделирования в ответ на
атрофию от давления и недостаточную биосовме-
стимость имплантата лежит миграция гладкомы-
шечных клеток (ГМК) из стенки кровеносного сосу-
да в очаг посттравматического воспаления, их про-
лиферация, приводящие к увеличению толщины
внутренней части сосудистой стенки (формированию
неоинтимы) и сужению просвета артерии (Qiu et al.,
2014). Покрытия для кардиоваскулярных импланта-
тов в идеале должны сочетать тромборезистентность,
способность стимулировать миграцию и пролифера-
цию эндотелиальных клеток, подавлять воспалитель-
ные процессы, прикрепление и избыточный рост
ГМК (Santos et al., 2015).

Многогранность проблемы привела к тому, что
нашлось не так много работ, в которых аккуратно и
относительно подробно были представлены физиче-
ские, химические, биологические данные в сочета-
нии с адекватной статистической обработкой ре-
зультатов. Сведения, полученные разными группа-
ми исследователей, в сжатом виде отражены в табл. 1
и обсуждаются ниже в соответствующих разделах.

КЛЕТОЧНО-МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПРОБЛЕМЫ 
ГЕМОСОВМЕСТИМОСТИ АМОРФНЫХ 

УГЛЕРОДНЫХ ПОКРЫТИЙ IN VITRO
В данном разделе рассмотрены результаты экспе-

риментального in vitro моделирования поведения
DLC-пленок на межфазной границе кровь/покры-
тие без акцента на гемолиз эритроцитов, который
подробно изучен в конце XX в., а его отсутствие под-
тверждено недавно (Subramanian et al., 2018).
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Таблица 1. Вариации клеточно-молекулярных реакций in vitro на аморфные алмазоподобные углеродные покрытия

Тип 
покрытия

Толщина 
покрытия, 

нм

Способ 
формирования 

покрытия

Материал 
подложки Изученный субстрат Клеточно-молекулярная 

реакция на покрытие
Источник 

литературы

I декада XXI в.

Улучшение гемо- и биосовместимости in vitro

a-C : H 60 IBD или IBAD Полиметил-
метакрилато-
вые диски

Суспензия нейтро-
филов или тромбо-
цитов человека

Снижение в 1.45–3 раза 
числа адгезировавших кле-
ток

Li et al., 1999

a-C : H Не указана PECVD Углеродные 
пластины

ГМК аорты крысы 1.5–2-кратное улучшение 
адгезии в 1-е сут; 2–3-
кратный прирост клеточ-
ности за 4 сут

Bacáková et al., 
2001

a-C : H 70 PACVD Стекло Моноциты крови 
человека

Повышение адгезии, но 
снижение степени распла-
стывания

Linder et al., 
2002

ta-C 48–75 FCVA Медицинская 
сталь

Макрофаги линии 
J774

2.5-кратное снижение про-
дукции H2O2

Maguire et al., 
2005

Не указан Не указана MSD Медицинская 
сталь 316L

Мононуклеарные 
лейкоциты крови

Стимуляция секреции 
фактора роста тромбоци-
тов

Santin et al., 
2004a

a-C : H 70–310 PIIID Кремниевые 
пластины

Плазма крови чело-
века

Уменьшение адгезии тром-
боцитов, пролонгация 
АЧТВ

Yang, Kwok et 
al., 2003a

a-C : H Не указана r.f.-PECVD Не указан Эндотелиальные 
клетки человека

2-кратное усиление
6-ч адгезии

Okpalugo et al., 
2006

a-C : H 40–50 r.f.-PECVD Поликарбонат Бычий сывороточ-
ный альбумин, 
фибриноген 
плазмы крови 
быка; тромбоциты 
человека

Снижение адсорбции бел-
ков и увеличение отноше-
ния 
альбумин/фибриноген;
2.5-кратное
падение адгезии тромбо-
цитов

Hasebe et al., 
2007

Ухудшение гемосовместимости in vitro

a-C Не указана PAVD с 
использова-
нием неустой-
чивого MSD

Медицинская 
сталь 316L, 
диски

Плазма крови чело-
века

Активация адсорбции 
фибриногена и альбумина, 
адгезии тромбоцитов

Mikhalovska et 
al., 2004

a-C : H Не указана PIIID Кремниевые 
пластины

Плазма крови чело-
века, обогащенная 
тромбоцитами

1.3-кратное усиление адге-
зии тромбоцитов в сравне-
нии с изотропным 
углеродом

Kwok et al., 2005

a-C : H 70–310 PIIID Пиролитиче-
ский углерод

Плазма крови чело-
века, обогащенная 
тромбоцитами

Морфологическая актива-
ция (распластывание) 
тромбоцитов

Yang et al., 
2003b
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Примечание. Публикации представлены в хронологическом порядке; a-C : H – гидрогенизированный аморфный углерод; a-C – не-
гидрогенизированный аморфный углерод; ta-C – тетрагональный негидрогенизированный аморфный углерод; FCVA – вакуумно-
дуговое осаждение с фильтрацией; IBD – ионно-лучевое осаждение углеводородов на подложку; IBAD – распылениe графитовой
мишени с одновременной бомбардировкой углеводородами (ассистирование ионным пучком) растущей DLC-пленки; MSD – маг-
нетронное распыление; PAVD – ассистированное плазмой газофазное осаждение; PIID – плазменно-иммерсионная ионная им-
плантация и осаждение; r.f.-PECVD – стимулированное высокочастотной плазмой химическое газофазное осаждение.

II декада XXI века

Улучшение гемо- и биосовместимости in vitro

a-C Не указана Не указан Пористый 
титан

Клетки костного 
мозга кроликов

Рост жизнеспособности 
миелокариоцитов; увели-
чение числа КОЕ-Ф

Макарова и др., 
2011

a-C : H Не указана r.f.-PECVD Полистирол Миобласты мыши 
линии C2C12

Падение на 20% (в сравне-
нии с подложкой) степени 
24-ч клеточной адгезии

Stoica et al., 
2015

ta-C
a-C : H

34.1
37.5

FCVA
r.f.-PECVD

Кремниевые 
диски

Плазма крови чело-
века, обогащенная 
тромбоцитами; 
фибриноген

2.5-кратный рост 1-ч 
адсорбции фибриногена 
(a-C : H); падение в 1.6 раза 
1-ч адгезии тромбоцитов

Nandakumar
et al., 2016

a-C : H Не указана Импульсное 
плазменное 
CVD

TiNb; Ti Плазма крови чело-
века, обогащенная 
тромбоцитами

Модулирование 15-мин 
адгезии тромбоцитов:
2-кратное снижение пло-
щади клеток в сравнении с 
TiNb; 1.5-кратный рост в 
сранении с Ti

Liza et al., 2017

Не указан 2000–4000 MSD TiNi Моноциты чело-
века

Снижение активности 
дегидрогеназы в митохон-
дриях и секреция IL-1b

Markhoff et al., 
2017

Фибробласты чело-
века

Снижение активности 
дегидрогеназы в митохон-
дриях и экспрессия гена 
IL-8

a-C : H 75 r.f.-PECVD Кремниевые 
пластины

Остеосаркома чело-
века, линия Saos-2

Не влияет на активность 
щелочной фосфатазы и 
кальцификацию межкле-
точной среды

Subramanian 
et al., 2018

a-C 250 MSD Сплав 
Ti6Al7Nb

Эндотелиальные 
клетки человека

Рост клеточности и жизне-
способности

Bociaga et al., 
2019

По-види-
мому,
a-C

220 MSD Ti пластины Лимфоидные
эндотелиальные 
клетки SVEC

Усиление роста в 3-сут, но 
не 5-сут культуре

Bhaskar et al., 
2020

Цельная кровь и 
плазма крови кро-
ликов

Не влияет на гемолиз, 2-
кратно снижает адгезию 
тромбоцитов

Тип 
покрытия

Толщина 
покрытия, 

нм

Способ 
формирования 

покрытия

Материал 
подложки Изученный субстрат Клеточно-молекулярная 

реакция на покрытие
Источник 

литературы

Таблица 1.  Окончание
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Считается, что адсорбция белков из крови и тка-
невой жидкости является определяющей для гемо-
совместимости медицинских изделий. При этом
фибриноген и гамма-глобулины способствуют, а
альбумин препятствует клеточной адгезии. В связи с
этим, соотношение адсорбирующихся альбумина и
фибриногена рассматривается как прогностический
фактор атромбогенности (тромборезистентности)
покрытий (Hauert, 2003). В то же время, адсорбция
альбумина к DLC-пленкам одновременно способ-
ствует прикреплению грамположительных и грамот-
рицательных бактерий (Liu et al., 2016).

Адсорбция фибриногена имеет принципиальное
значение для прикрепления тромбоцитов к искус-
ственным поверхностям в статических условиях (в
сравнении с фибронектином, витронектином и фак-
тором фон Виллебранда) и в потоке жидкости (Hor-
bett, 2018). Кроме того, белок способствует также ад-
гезии нейтрофильных лейкоцитов, моноцитов (мак-
рофагов) и некоторых субпопуляций лимфоцитов
посредством интегринов на клеточной поверхности
(Ugarova, Yakubenko, 2001).

In vitro адсорбция белков на DLC-пленку (толщи-
ной 40–50 нм), нанесенную в атмосфере ацетилена
на поликарбонатную подложку методом r.f.-PECVD,
изучена в работе (Hasebe et al., 2007). Покрытие
a-C : H в 2.5 раза снижало 60-минутную адгезию
тромбоцитов из плазмы крови человека в сравнении
с подложкой, что могло быть обусловлено, по мне-
нию авторов, преимущественным снижением оса-
ждения фибриногена по отношению к альбумину
(использовали белки крови быка). Как следствие,
соотношение альбумин/фибриноген росло в сравне-
нии с подложкой. Полученные выводы во многом
повторили более ранние многочисленные результа-
ты, представленные в обзорной статье (Hauert,
2003).

В работе Ли и коллег (Li et al., 1999) DLC-пленки
(толщиной 60 нм) были нанесены на диски из поли-
метилметакрилата с помощью ионно-лучевого оса-
ждения (ion beam deposition, IBD) углеводородов на
подложку или распыления графитовой мишени в ат-
мосфере аргона с одновременной бомбардировкой
углеводородами (ассистированием ионным пучком)
растущей DLC-пленки (ion beam-assisted deposition,
IBAD). В двухчасовом in vitro тесте DLC-пленки, по-
лученные методом IBD, и, в большей степени, DLC-
покрытия, полученные методом IBAD, однозначно
уменьшали количество адгезированных тромбоци-
тов (примерно в 3 раза) или нейтрофилов (до 69%)
по сравнению с контролем (полимерной подлож-
кой). По мнению авторов, обусловленный IBAD
технологией рост sp3/sp2 соотношения в DLC-по-
крытии улучшает его атромбогенные и противовос-
палительные свойства.

Янг с коллегами (Yang et al., 2003) синтезировали
вариации пленки a-C : H (толщиной 70–310 нм) на
кремниевых пластинах с помощью метода PIIID в
атмосфере ацетилена и аргона и изучали in vitro реак-
цию компонентов коагуляционного и тромбоцитар-
но-сосудистого гемостаза. Результаты показали, что
в процессе двукратного увеличения sp2/(sp3 + C–H)
соотношения (сдвига аллотропного состояния угле-
рода в сторону графита) падала толщина покрытия.
В сравнении с контролем (медицинская сталь) плен-
ки a-C : H в целом уменьшали долю адгезированных
тромбоцитов при 15-минутном контакте с плазмой
крови и пролонгировали (до 10 с) активированное
частичное тромбопластиновое время (АЧТВ). Авто-
ры сделали вывод, что покрытия в состоянии (sp3 +
C–H) обладают более высоким гемосовместимым
потенциалом.

Однако в сравнении с подложкой из пиролитиче-
ского углерода, пленки a-C : H с прогрессивным
уменьшением поверхностной плотности распреде-
ления молекул углерода и толщины покрытия от 310
до 70 нм способствовали (от 0 до 15%) морфологиче-
ской активации (распластыванию) тромбоцитов плаз-
мы крови человека в 15-минутном тесте (Yang et al.,
2003). В то же время отсутствие в этой публикации
статистической обработки результатов затрудняет
восприятие заключений авторского коллектива.
Кроме того, авторы (Yang et al., 2003) не учитывают
тот факт, что толщина углеродного покрытия значи-
тельно влияет на физико-химические и механиче-
ские свойства его поверхности.

В частности, амплитуда отрицательного электро-
статического потенциала растет пропорционально
увеличению толщины пленки a-C : H : SiOx (Грена-
дёров и др., 2021). Отрицательный знак заряда ис-
кусственной поверхности имеет известное значение
для реакций клеток крови, несущих негативный дзе-
та-потенциал (Stoltz, 1983; Lima et al., 2020), и стро-
мальных клеток (Khlusov et al., 2018) сосудистой
стенки.

Для гидрофильных пленок a-C : H (краевой угол
смачивания водой 68.4°; 74.9° для изотропного угле-
рода), изготовленных на кремниевых пластинах с
помощью PIIID технологии в атмосфере ацетилена
показано усиление 2-часовой адгезии тромбоцитов из
плазмы крови человека (в 1.3 раза в сравнении с низко-
температурным изотропным углеродом) (Kwok et al.,
2005).

В другой работе (Fedel et al., 2008) подтверждено,
что коммерческие DLC-покрытия на различных суб-
стратах (поливинилизобутиловый эфир; CoCr-сплав;
Si-сколы) в 2–3 раза снижают адгезию активированных
(распластанных) тромбоцитов в (5–25)-минутных те-
стах с плазмой человека. Число адгезировавших кровя-
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ных пластинок росло линейно с увеличением соотно-
шения фибриногена и альбумина, адсорбированных на
поверхностях. Тромборезистентность DLC-покрытий
обусловлена преимущественным осаждением моле-
кул альбумина.

Противоположные результаты были получены in
vitro другим коллективом авторов (Mikhalovska et al.,
2004). Алмазоподобное (преобладание в структуре
sp3-типа гибридизации) или графитоподобное (пре-
обладание в структуре sp2-типа гибридизации) a-C
покрытия (99.9% углерода) на медицинской стали
марки 316L повышали (примерно на 10°) гидрофоб-
ность поверхности экспериментальных образцов,
резко стимулировали адсорбцию фибриногена (в 5–
6 раз) и альбумина (до 900%) из плазмы крови чело-
века. В обогащенной тромбоцитами плазме в интер-
вале времени 30–60 мин значимо росла адгезия кро-
вяных пластинок к покрытию в сравнении со сталью
и стеклом (Mikhalovska et al., 2004).

Таким образом, в первую декаду XXI в. наиболее
изученной оказалась модификация покрытия a-C : H.
Большинство исследований подчеркивало их хоро-
шую гемосовместимость. Однако не был достигнут
консенсус о биологическом значении sp3-типа ги-
бридизации, смачиваемости (свободной поверх-
ностной энергии), поверхностного натяжения на
границе кровь/покрытие, переноса заряда с белков
крови на искусственную поверхность или структу-
рировании покрытия. Тем не менее, важным для
дальнейших исследований оказалось заключение,
что толстые (более 1 мкм) DLC-пленки испытывают
серьезные внутренние напряжения и неустойчивы к
внешней нагрузке (Alakoski et al., 2008).

Кроме того, вариации даже одной технологии на-
несения (в частности, магнетронного напыления)
вызывали значительные изменения гемосовмести-
мости DLC-пленок (a-C : H) (Lousinian et al., 2007),
а также соотношения биологических и физических
свойств поверхности. Так, увеличение потока аргона
в рабочей камере при магнетронном распылении
влияет на адгезию тромбоцитов и ухудшает твер-
дость и износостойкость DLC-покрытия (Wen et al.,
2017). В свою очередь, различные стандартные спо-
собы стерилизации (дезинфекции) способны ме-
нять морфологию DLC-пленок. Например, автокла-
вирование и погружение изделий в этанол не подхо-
дят для таких покрытий на пластиковой подложке
(Rohrbeck et al., 2014).

Во второй декаде XXI в. результаты in vitro тести-
рования гемосовместимости DLC-покрытий оказа-
лись в целом более позитивными и комплексными
(табл. 1), с некоторой детализацией для разных ви-
дов подложек и смещением акцента исследований в
сторону вопросов клеточной биосовместимости. От-

меченное авторами улучшение гемо- и биосовмести-
мости in vitro может быть связано с решением неко-
торых технических проблем, например, возможного
загрязнения пленок нежелательными микроприме-
сями во время напыления.

Ограничение 1-часовой адгезии и активации
тромбоцитов на DLC-покрытиях отмечено в недав-
них работах. При этом наноструктурированные тон-
кие пленки обладали более выраженным атромбо-
генным эффектом в сравнении с гладким слоем
(Nandakumar et al., 2016).

Однако получены неоднозначные результаты
тромборезистентности (a-C : H)-пленок, сформиро-
ванных импульсным плазменным химическим газо-
фазным осаждением в атмосфере ацетилена на под-
ложки из сплава TiNb (23 ат. % Nb) и титана (Ti)
grade 2 (JIS H 4600). DLC-покрытие значительно
уменьшало шероховатость металлических поверхно-
стей, повышало их гидрофобность (рост контактно-
го угла смачивания водой от 50°–52° до 65°), модули-
ровало в 15-минутном тесте реакцию тромбоцитов,
активированных хлоридом кальция (Liza et al., 2017).
Авторами отмечено 2-кратное снижение площади
адгезии клеток в сравнении с TiNb и, напротив, 1.5-
кратный рост в сравнении с Ti.

DLC-пленка толщиной 220 нм, нанесенная мето-
дом высокочастотного MSD в атмосфере аргона (по-
видимому, a-C модификация) на пластины из ком-
мерчески чистого титана, оказывала следующее дей-
ствие: повышала твердость поверхности; придавала
ей гидрофильность (угол смачивания водой снижал-
ся от 73° до 34°) и высокую (в 1.6 раза больше, чем
для Ti) свободную поверхностную энергию за счет
роста дисперсионной и полярной компонент; досто-
верно увеличивала in vitro число лимфоидных эндо-
телиальных клеток SVEC в 3-суточных, но не 5-су-
точных культурах; не влияла на степень 1-часового
гемолиза цельной крови кроликов; более чем в 2 раза
снижала прикрепление тромбоцитов из плазмы кро-
ви кролика в 60-минутном тесте (Bhaskar et al., 2020).

КЛЕТОЧНО-МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ВОПРОСЫ 
БИОСОВМЕСТИМОСТИ АМОРФНЫХ 
УГЛЕРОДНЫХ ПОКРЫТИЙ IN VITRO

Согласно работам (Farb et al., 1999; Santin et al.,
2005), сужение просвета коронарных сосудов у чело-
века в первые 11 сут после имплантации голометал-
лических стентов обусловлено отложением фибри-
на, накоплением нейтрофилов и макрофагов; к 30-м
сут в неоинтиме присутствуют, преимущественно,
макрофаги и ГМК (появляются через 12 сут наблю-
дения).

Изучение in vitro ответа клеток, которые могут
обусловливать развитие рестеноза сосудистой стен-
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ки в ответ на DLC (a-C : H)-покрытия, полученные
ионно-пучковыми, PAVD или PACVD методами,
было массовым в 90-х годах XX в. В различных ис-
следованиях, представленных в одной из глав моно-
графии (Thull, Grant, 2001), DLC-пленки либо не
проявляли цитотоксичности, либо даже стимулиро-
вали адгезию и пролиферацию фибробластов и мак-
рофагов без явных маркеров активной воспалитель-
ной реакции.

Макрофаги (Roy, Lee, 2007), фибробласты и мезен-
химные стволовые клетки (МСК) активно участвуют в
воспалительных реакциях во всех видах тканей (Slany
et al., 2014). Гидрогенизированное (a-C : H) DLC-по-
крытие (толщиной 70 нм) на стекле, полученное ме-
тодом PACVD (в атмосфере метана/гелия в соотно-
шении 1.5 об. %/98.5 об. %), на 10% усиливало адге-
зию моноцитов крови человека в 6-суточной
культуре клеток, но не влияло на их поляризацию
(удлинение) и снижало (~ на 12%) распластывание
на подложке и образование филоподий (Linder et al.,
2002). Макрофаги линии J774 уменьшали продук-
цию перекиси водорода в ответ на in vitro контакт с
ta-C (доля sp3-гибридизации >80%) вариантом DLC-
пленки (толщиной 48–75 нм), сформированной на
медицинской стали FCVA-способом (Maguire et al.,
2005).

В свою очередь, в другом исследовании DLC-
пленка, нанесенная на диски из стали марки AISI
316L методом магнетронного распыления, не влияла
на секрецию провоспалительных цитокинов (IL-1,
TNFα) мононуклеарными лейкоцитами крови при
3-часовом культивировании. В то же время, актива-
ция секреции фактора роста из тромбоцитов
(PDGF), одного из стимуляторов пролиферации
ГМК, позволила авторам предположить потенци-
альную неэффективность DLC-покрытий для пре-
дупреждения рестеноза артерий при их стентирова-
нии (Santin et al., 2004а).

Пленки a-C : H, сформированные методом r.f.-
PECVD (подложка и толщина пленки не указаны),
содержащие 85–90 ат. % углерода и 10–15 ат. % кис-
лорода, двукратно повышали 6-часовую адгезию эн-
дотелиальных клеток человека in vitro (Okpalugo et al.,
2006; Ogwu et al., 2007). Однако показатели МТТ-те-
ста падали ниже значений в контроле (подложка без
покрытия) (Ogwu et al., 2007).

В 2011 г. группа российских авторов (Макарова и др.,
2011) показала, что DLC-покрытие (a-C модифика-
ция) на пористом титане не влияет in vitro на адгезию
миелокариоцитов кроликов, но снижает их гибель
при 4-часовом контакте с тестируемыми изделиями.
В 1.4–1.5 раз выросли (в сравнении с подложкой без
напыления): число колониеобразующих единиц
фибробластов (КОЕ-Ф) через 7 сут, а также площадь

культуры и количество фибробластоподобных кле-
ток в лунках через 18–32 сут.

По мнению других авторов (Liao et al., 2016) низ-
кое соотношение sp2/sp3 (сдвиг в сторону алмазопо-
добности) для гидрофобных (контактный угол сма-
чивания 80.4°–92.3°) DLC-пленок, полученных ме-
тодом FCVA, существенно усиливает (в сравнении с
дисками CoCrMo) 2-часовую адсорбцию бычьего
сывороточного альбумина, что способствует росту
(24–72)-часовой жизнеспособности фибробластов
мыши линии 3Т3, снижению секреции провоспали-
тельных цитокинов (IL-6, TNF-α) и повышению
концентрацию противовоспалительного IL-10 в
(12–24)-часовых культурах макрофагов мыши ли-
нии RAW 264.7. В то же время, лучшая адгезия и про-
лиферация фибробластов с ростом sp3-фазы алмаза в
покрытии (Wen et al., 2017) может провоцировать, на
наш взгляд, процессы рестеноза.

Комплексный анализ физико-химического со-
стояния DLC-покрытий и его влияния на поведение
клеток in vitro проведен в немногочисленных рабо-
тах. Например, показано, что число эндотелиальных
клеток человека линии ECV304, адгезирующих к
DLC-пленке (состава a-C : H) на кремниевой под-
ложке, нанесенной способом r.f.-PECVD, снижается
в 3 раза в 72-часовой культуре с увеличением индек-
са шероховатости образцов Ra с 10 до 25 нм. При
этом гидрофобность покрытия, его низкая свобод-
ная поверхностная энергия, малое содержание водо-
рода и высокое остаточное напряжение в пленке
также негативны для роста эндотелиальных клеток
(Wei et al., 2013). В то же время, не совсем понятны
однозначные выводы авторов этой работы, посколь-
ку клетки контактировали с покрытием не напря-
мую, а опосредовано, через слой предварительно на-
несенного коллагена крысы.

Покрытие DLC (a-C : H), полученное на
Ti6Al7Nb-сплаве в атмосфере аргона и метана спо-
собом r.f.-PACVD, в сравнении с металлической
подложкой повышало контактный угол смачивания
водой (примерно с 65° до 90°) и дисперсную компо-
ненту свободной поверхностной энергии, способ-
ствовало росту и жизнеспособности эндотелиаль-
ных клеток человека линии EA.hy926 в 48-часовой
культуре (Swiatek et al., 2016).

В одном исследовании (Hang et al., 2012) DLC-по-
крытие (80 ат. % С, 16 ат. % О, 2 ат. % N, 2 ат. % Ar)
на пластинах никелида титана, сформированное в
атмосфере аргона MSD-методом с электродуговым
усилением, напротив, повышало гидрофильность
поверхности (контактный угол смачивания водой
снизился с 63° до 55°) и величину свободной поверх-
ностной энергии (на ~7 мДж/см2). Среди биологиче-
ских эффектов покрытия следует отметить резкое
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ограничение выхода Ni с подложки на протяжении
10 сут, статистически значимое уменьшение 30–
120 мин адгезии бычьего сывороточного альбумина.
Однако эндотелиальные клетки линии CRL-2922
увеличивали свою адгезию к покрытию, измерен-
ную в течение 30−120 мин. Кроме того, покрытие
усиливало жизнеспособность клеток на протяжении
всего эксперимента (1–6 сут). В то же время, в эндо-
телиальных клетках на DLC-пленке в 1.5–2.5 раза
повышалась относительная экспрессия генов, коди-
рующих факторы свертывания крови: ингибитора
активатора плазминогена 1 (на 3-е и 7-е сут), ткане-
вого тромбопластина, тромбомодулина и фактора
фон Виллебранда (в течение всего периода наблюде-
ний – 7 сут).

DLC-пленка (89.48 ат. % С, 9.84 ат. % О, 0.68 ат. %
N; состояние a-C), полученная методом MSD на
Ti6Al7Nb-сплаве, имеющая соотношение sp2/sp3,
равное 3.3 при толщине примерно 250 нм, повышает
дисперсионную компоненту свободной поверхност-
ной энергии, статистически значимо увеличивает
клеточность и жизнеспособность 48-часовой культу-
ры эндотелиальных клеток человека линии EA.hy926
(Bociaga et al., 2019).

В другой работе (Markhoff et al., 2017) изучена кле-
точная биосовместимость достаточно толстой DLC-
пленки (толщина 2–4 мкм, индекс шероховатости
Ra = 0.15 мкм), нанесенной на подложку из никелида
титана (TiNi) MSD-способом на постоянном токе.
Авторы использовали 72–96-часовые культуры кле-
ток человека (первичные остеобласты, опухолевые
остеобласты линии MG-63, фибробласты кожи, а
также моноциты (макрофаги) крови) и тестировали
различные показатели: активность дегидрогеназы
митохондрий, экспрессию генов матриксной метал-
лопротеиназы 1 типа (MMP-1), IL-6, IL-8, моноци-
тарного хемотаксического протеина 1 (MCP-1), про-
воспалительных цитокинов (хемокинов) IL-1b, IL-6,
IL-8, MCP-1, фактора роста эндотелия сосудов
VEGF), а также синтез проколлагена I типа остеоб-
ластами или фибробластами. В сравнении с метал-
лической подложкой, покрытие выборочно ингиби-
ровало ферментативную активность (фибробласты,
моноциты), экспрессию гена IL-8 в фибробластах,
секрецию моноцитами IL-1. Полученные авторами
результаты можно считать позитивными в плане
определенного противовоспалительного потенциа-
ла DLC-покрытия и отсутствия его in vitro влияния
на остеобласты, которые могут формироваться из
МСК в условиях постимплантационного воспале-
ния сосудистой стенки.

Согласно данным из литературы (Subramanian et al.,
2018), DLC-пленка (a-C : H; толщиной ~75 нм),
сформированная способом r.f.-PECVD в атмосфере

ацетилена (C2H2) на кремниевых пластинах, несмот-
ря на изменение контактного угла смачивания водой
(74° с DLC-пленкой, 65° для исходной подложки) и
свободной поверхностной энергии (19.7 мДж/м2 с
DLC-пленкой, 30.65 мДж/м2 для Si-подложки), так-
же не обладала способностью индуцировать остео-
генную дифференцировку (по показателям активно-
сти щелочной фосфатазы и концентрации кальция)
клеток остеосаркомы человека линии Saos-2 в 28-су-
точной культуре в присутствии остеогенных добавок
(бета-глицерофосфата, дексаметазона и аскорбино-
вой кислоты).

В литературе удивительно мало публикаций на
протяжении последних 20 лет, посвященных in vitro
реакции ГМК на DLC-покрытия. Известно, что по-
вреждение эндотелия кровеносных сосудов при
установке стентов вызывает избыточную миграцию
и пролиферацию ГМК, вызывающую гиперплазию
неоинтимы и повторное сужение (рестеноз) просве-
та сосудов (Kornowski et al., 1998).

Бакакова с соавторами (Bacáková L. et al., 2001)
изучали углеродный матрикс, усиленный углеволок-
ном, с нанесенным двухслойным PECVD-покрыти-
ем из титана (внутренний слой толщиной 1 мкм) и
углерода a-C : H (наружный слой толщиной
2.3 мкм). На образцы засеивали ГМК аорты крысы
(после 9-го пассажа). Через 1 сут клетки в 1.5–2 раза
лучше прикреплялись к покрытию; через 4 сут культи-
вирования количество ГМК на покрытии в 2–3 раза
превышало таковое на углеродной подложке. Умень-
шение шероховатости подложки (снижение индекса
Ra от 1.39–3.24 до 0.5–0.86 мкм) с помощью предва-
рительного шлифования усиливало пролифератив-
ную реакцию клеток.

ГМК склонны in vitro к выраженной пролифера-
ции и секреции цитокинов в ответ на фактор роста
из тромбоцитов (PDGF) в присутствии медицин-
ской стали (Santin et al., 2004b). Поэтому ограниче-
ние адгезии тромбоцитов к искусственным поверх-
ностям, включая DLC-пленки, способно снижать
риск рестеноза (Santin et al., 2005).

Миобласты мыши линии C2C12, способные ак-
тивно пролиферировать и дифференцироваться в
клетки скелетной мускулатуры и кардиомиоциты,
снижали на 20% (в сравнении с подложкой) степень
своей 24-часовой адгезии к гидрофобному (контакт-
ный угол смачивания водой 71°–81°) a-C : H покры-
тию (62% С, 31% Н, 2% О, 5% N), полученному спо-
собом r.f.-PECVD в атмосфере метана на полистиро-
ловой подложке культуральных планшетов. Напротив,
6-месячное “старение” покрытий в амбиентных усло-
виях (на воздухе при комнатной температуре) вызыва-
ло увеличение концентрации кислорода в ущерб уг-
лероду и водороду; 1-суточный прирост числа при-



230

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 3  2021

ПОЛУХИНА и др.

крепившихся миобластов при этом достигал 10–30%
только в течение 2–7 нед. после изготовления по-
крытия. Введение SiOx в DLC-пленку (14–20%) ни-
велировало клеточную реакцию (Stoica et al., 2015). Ав-
торы рассуждают о клеточной пролиферации, что со-
мнительно, исходя из времени культивирования (24 ч)
и обычного подсчета клеточности с помощью про-
точного цитометра после открепления миобластов
от подложки.

ВЛИЯНИЕ КРЕМНИЯ И ЕГО ОКСИДОВ 
НА ГЕМО- И БИОСОВМЕСТИМОСТЬ 

АМОРФНЫХ УГЛЕРОДНЫХ ПОКРЫТИЙ
IN VITRO

Аморфная природа DLC-покрытий позволяет
внедрить в них различные химические элементы
(Asakawa et al., 2011); начиная с 2000-х гг. модифика-
ция DLC-пленок легированием различными хими-
ческими элементами стала устойчивой тенденцией.

Одним из перспективных направлений является
силиконирование DLC-покрытий, благодаря воз-
можности с помощью введения Si и его оксидов мо-
дифицировать механические (твердость, коэффици-
ент трения, устойчивость к износу) и биомедицин-
ские свойства тонких пленок (Bociaga et al., 2017).

Физико-химические свойства SiOx-DLC-пленок
представлены в специализированном обзоре (Meški-
nis, Tamulevičiene, 2011), согласно которому в них па-
дает остаточное напряжение, что позволяет форми-
ровать пленки толщиной до 10 мкм; ударопрочность
выше, чем в DLC-покрытии; контактный угол смачи-
вания водой может варьироваться в пределах 56°–
100°.

Группа авторов (Maguire et al., 2005) с помощью
метода r.f.-PECVD в атмосфере аргона и ацетилена с
добавлением тетраметилсилана получила на сталь-
ной подложке a-C : H и a-C : H : Si пленки толщиной
100–400 нм с содержанием Si до 10%. Ими было по-
казано, что введение Si в состав покрытия a-C : H
повышало его гидрофобность (контактный угол
смачивания водой возрастал на 17° с ростом содер-
жания Si до 7%), усиливало в 4 раза 6-часовую адге-
зию эндотелиальных клеток человека и тормозило
30-минутную адгезию тромбоцитов. Максимальный
эффект проявлялся при концентрации Si в покры-
тии порядка 7–8%.

Похожие данные для пленок a-C : H : Si (5–10% Si),
полученных r.f.-PECVD-технологией на кремние-
вой подложке в атмосфере аргона и ацетилена с до-
бавлением тетраметилсилана, представлены в дру-
гой работе (Okpalugo et al., 2004). В сравнении с
DLC-покрытием в состоянии a-C : H, рост концен-
трации Si до 5% приводил, как минимум, к 3-крат-
ному усилению 6-часовой адгезии микрососудистых

эндотелиальных клеток человека с последующим
выходом на плато. При этом поверхностная энергия
слоев a-C : H : Si значительно уменьшалась по отно-
шению к значению для a-C : H. В концентрации
7.6% Si авторы отметили двукратное падение числа
агрегатов тромбоцитов человека в 15-минутном те-
сте (Okpalugo et al., 2004).

В еще одной работе (Ong et al., 2007) приведены
результаты исследования DLC-плeнок (a-C), содер-
жащих кремний в диапазоне 0–37 ат. %, наносимых
методом магнетронного распыления графитового и
кремниевого катода на кремниевую подложку. Рост
содержания Si вызывал снижение уровня sp2 в поль-
зу sp3-гибридизированных атомов углерода и прогрес-
сивное 2-кратное уменьшение адгезии кровяных пла-
стинок из плазмы крови, обогащенной тромбоцитами.
Изменение структуры углерода и повышение поляр-
ной компоненты свободной поверхностной энергии
рассмотрены как механизмы улучшения гемосовме-
стимости искусственной поверхности.

Другим механизмом атромбогенных свойств Si-
DLC-покрытий (толщиной 182–239 нм), нанесен-
ных методом r.f.-PECVD в атмосфере тетраметилси-
лана, считается повышение in vitro адгезии альбуми-
на с ростом содержания Si в покрытии (4.5–17 ат. %).
Как описано выше, это снижает адсорбцию фибри-
ногена и адгезию тромбоцитов. Прогрессивно уве-
личивается и шероховатость поверхности Si-DLC
(Ahmed et al., 2015), что может иметь, на наш взгляд,
негативные последствия для контакта с кровью in vivo.

Пленки a-C : H : Si, сформированные методом
r.f.-PECVD (подложка и толщина пленки не указа-
ны), содержащие (10–15)–(18–20) ат. % кремния,
13–24 ат. % кислорода и 62–69 ат. % углерода, ли-
нейно повышают 6-часовую адгезию эндотелиальных
клеток человека в сравнении с покрытием a-C : H (Ok-
palugo et al., 2006). Авторы заключили, что усиление
гидрофобности поверхности (рост на 12°–15° кон-
тактного угла смачивания водой) улучшает в 5–6 раз
in vitro взаимодействие с эндотелиальным слоем кро-
веносных сосудов. В похожей работе установлено,
что при 5–11 ат. % Si в DLC-покрытии формируются
положительно заряженные диполи, что также спо-
собствует in vitro адгезии негативно заряженных эн-
дотелиальных клеток без снижения их жизнеспособ-
ности (Ogwu et al., 2007).

В то же время существует предел содержания фаз
кремния и его оксидов (Si-C/SiOxCy) в DLC-пленке,
оказывающий in vitro положительный эффект на
рост и поведение клеток. Напыление пленок одина-
ковой толщины (~250 нм) на сплав Ti6Al7Nb авторы
проводили в одинаковых условиях в атмосфере арго-
на и воздуха в гибридной магнетронной распыли-
тельной системе, высокочастотной и на постоянном
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токе. С ростом концентрации Si (0–22 ат. %) и кис-
лорода (10–29 ат. %) соотношение sp2/sp3 в DLC-по-
крытии варьировало в пределах 3.14–5.3; росла гид-
рофильность (угол смачивания водой прогрессивно
падал от 70° до 25°). Si-DLC-пленки линейно повы-
шали (в сравнении с титановым сплавом и DLC-сло-
ем) число и жизнеспособность эндотелиальных кле-
ток человека линии EA.hy926 в 48-часовой культуре
только до концентрации Si 14 ат. %. При максималь-
ном силиконировании покрытия (22 ат. %) показа-
тели не отличались от таковых для металлического
сплава без покрытия (Bociaga et al., 2019). При этом
ранее авторский коллектив показал однозначное по-
давление адгезии и активации тромбоцитов (в срав-
нении со сталью 316L) на DLC-покрытии при увели-
чении в нем концентрации Si в пределах 4–16 ат. %
(Bociaga et al., 2016).

Снижение степени прикрепления и агрегации
тромбоцитов в течение 24 ч, отсутствие токсическо-
го влияния на мононуклеарные лейкоциты крови
человека обнаружено in vitro для пленок а-C : H : SiOx
толщиной 400 нм, приготовленных на полипропиле-
новых пластинах методом PACVD в атмосфере арго-
на и полифенилметилсилоксана (Grenadyorov et al.,
2020). Негативный (по знаку заряда) поверхностный
потенциал пленки DLC-SiOx рассматривается как
механизм их биомедицинского эффекта (Grenadyor-
ov et al., 2021).

В то же время, пленка Si-DLC (83.5 ат. % С, 2 ат. % N,
11 ат. % О, 3.3 ат. % Si) толщиной 30 нм, полученная
ионно-ассистированным напылением, ингибирова-
ла активность калликреин-кининовой системы
плазмы крови человека (в 4 раза по отношению к
стальной подложке SUS316L; время тестирования
1 ч), но 1-часовая адгезия тромбоцитов повышалась
в 2.5–3 раза в сравнении с контрольными подложка-
ми (полиэтилентерефталат; SUS 316L), несмотря на
отрицательный заряд поверхности покрытия (Mo-
chizuki et al., 2011).

Существуют настораживающие в плане потенци-
альной минерализации покрытий Si-DLC в крове-
носных сосудах в условиях постимплантационного
воспаления данные (Subramanian et al., 2018). Гидро-
фобное (угол смачивания водой 84.4°; свободная по-
верхностная энергия 7.1 мДж/м2) покрытие a-C : H : Si
(толщиной ~75 нм), сформированное на кремние-
вых пластинах способом r.f.-PECVD в атмосфере
тетраметилсилана, при близком коэффициенте ше-
роховатости Ra (0.416–0.652 нм) способствовало, в
отличие от чистой пленки a-C : H (угол смачивания
водой 74.3°; свободная поверхностная энергия
19.7 мДж/м2), остеогенной дифференцировке кле-
ток остеосаркомы человека линии Saos-2 (28-суточ-
ная культура) в присутствии остеогенных добавок

(бета-глицерофосфата, дексаметазона, аскорбино-
войя кислоты). При этом достоверно возрастала ак-
тивность щелочной фосфатазы (на 25%) и концен-
трация кальция в межклеточной среде (более чем на
1000%).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Широкие вариации физико-химических, меха-

нических и трибологических свойств аморфных
DLC-пленок (толщины, шероховатости, соотноше-
ния sp3/sp2, смачиваемости, твердости, адгезионной
прочности, коэффициента трения, скорости износа
и др.), не всегда полностью контролируемых и обу-
словленных, в том числе, разнообразными подлож-
ками и методами нанесения (Ohtake et al., 2021), а
также разброс методов биомедицинского тестирова-
ния in vitro (Wen et al., 2017) и неоднозначные клини-
ческие данные (Meireles et al., 2007; Salahas et al.,
2007) не позволяют пока выделить наиболее подхо-
дящие покрытия по их гемо- (био-) совместимости
для стентов, сердечных клапанов или перфузионных
насосов.

В последние годы предприняты попытки связать
физико-химические свойства DLC-пленок различ-
ных типов (ta-C, a-C, a-C : H) между собой и с тех-
нологией их формирования, в том числе, в виде меж-
дународного стандарта ISO 20523:2017 (Carbon based
films – classification and designations. The international
organization for standardization. Vernier: Geneva, Swit-
zerland, 2017). Например, установлено линейное убы-
вание sp3-фазы алмаза и нанотвердости покрытий с
ростом в них содержания водорода, сделано предпо-
ложение о наибольшей пригодности слоев a-C : H для
биомедицинских изделий (Ohtake et al., 2021).

Было проведено ранжирование клеточной реак-
ции in vitro на 43 вида покрытия a-C : H, произведен-
ного в Японии различными компаниями и универ-
ситетами методами CVD или PVD и стерилизован-
ного ультрафиолетом (Ohgoe et al., 2012). Изучали
только адгезию эмбриональных фибробластов мы-
ши линии NIH-3T3 в 4-суточной культуре; результа-
ты классифицировали по количеству прикрепив-
шихся клеток по 5-бальной шкале от низкой (1 балл)
до очень высокой (5 баллов). В процессе тестирова-
ния 12 покрытий отслоились от кремниевой под-
ложки. В оставшихся образцах удалось установить ин-
тервал концентрации водорода (0–40 ат. %) и плотно-
сти покрытия (1.5–2.5 г/см3), в пределах которых
широко (1–5 баллов) варьировала клеточная реакция.
В этом диапазоне клетки активнее (3–5 баллов) адге-
зировали к пленкам, полученным методами CVD (7
из 16 тестируемых образцов), чем к покрытиям, из-
готовленным методами PVD (2 из 9 образцов). Для
соотношения sp2/sp3 типов гибридизации явные за-
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висимости не обнаружены (Ohgoe et al., 2012). Кроме
того, авторы не учитывали шероховатость поверхно-
сти и многие другие показатели (устойчивость к из-
носу и коррозии, электросопротивление, химиче-
скую инертность, ширину запрещенной зоны).

Наиболее сложными представляются медико-
технические решения для формирования DLC-по-
крытий на стентах, поскольку ажурная конструкция
внутрисосудистых имплантатов и наличие трех меж-
фазных границ (кровь/покрытие, покрытие/под-
ложка, покрытие/стенка артерии) требуют одновре-
менного решения технологических вопросов, проблем
тромборезистентности, ограничения воспалительных
реакций и фиброза, рекрутирования и пролиферации
эндотелиальных клеток, ингибиции миграции и из-
быточного роста ГМК (Santos et al., 2015).

В настоящее время требуется, по-видимому, сме-
щение акцента с разрозненных фундаментальных
исследований DLC-пленок к прикладным разработ-
кам и изучению поведения конкретных покрытий
для каждого вида медицинских изделий, контакти-
рующих с кровью, исходя из комплекса конструк-
торских, (био)механических, физико-химических и
биомедицинских требований.
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Thin amorphous films consisting of sp3 (diamond) and sp2 (graphite) hybridization of carbon atomic orbits and
named therefore diamond-like carbon (DLC) have been reviewed according to the publications in the past two de-
cades. A connection of biomedical and physical-chemical features of analyzed coatings was focused, mainly. The
methods of coating depositions and general criteria to DLC films for cardiovascular implants, in vitro reaction of
blood proteins, thrombocytes, leukocytes, fibroblasts, endothelial and smooth muscle cells, and cellular and molec-
ular aspects of hemo- and biocompatibility influenced by DLC films doped with silicon and its oxides have been
provided. Wide variation of physical-chemical, mechanical and tribological properties of DLC films, a scatter of
methods of their in vitro biomedical testing make it impossible to determine the most relevant coatings for specific
applications in the field of stents, cardiac valves, and blood pumps. A necessity of shift of emphasis from discrete
fundamental investigations of DLC films to applied elaborations as well an observation of certain coating behavior
based on the engineering, biomechanical, physical-chemical, and biomedical specifications for each type of devices
contacted with blood has been concluded.s
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По частоте встречаемости фолликулярная лимфома (ФЛ) занимает второе место среди неходжкинских
лимфом. В настоящей работе проведен сравнительный анализ транскриптомов образцов опухолевой тка-
ни пациентов с ФЛ в сравнении с контрольными образцами лимфоузлов с реактивной фолликулярной ги-
перплазией с целью поиска внутриклеточных сигнальных путей иммунного ответа, функционирование
которых изменено в опухоли и ее микроокружении. Было обнаружено 997 генов, экспрессия которых раз-
личается в опухолевых и контрольных образцах. Из них 430 генов имеют повышенную экспрессию при
ФЛ, а 567 генов демонстрируют пониженную экспрессию. Активированы сигнальные пути регуляции кле-
точного цикла, ответа клетки на стресс и повреждение ДНК, организации хромосом и процессинга РНК.
Среди генов с пониженной экспрессией преобладают гены, ассоциированные с сигнальными путями,
контролирующими иммунный ответ. Один из наиболее подавленных при ФЛ сигнальных путей контро-
лирует активацию Т-лимфоцитов. Из 29 генов, участвующих в активации Т-клеток, экспрессия которых
подавлена при ФЛ, три гена (CD28, LAT, ZAP70) вовлечены в передачу сигнала при анти-PD-1 терапии.
Таким образом, уровень экспрессии этих генов у пациента потенциально может быть одним из биомарке-
ров, имеющим прогностическое значение при анти-PD-1 терапии при ФЛ.

Ключевые слова: фолликулярная лимфома, опухолевое микроокружение, контрольные иммунные точки,
рецептор PD-1
DOI: 10.31857/S0041377121030032

Постулируемым неопухолевым аналогом клеток
фолликулярной лимфомы (ФЛ) считаются В-лим-
фоциты центров размножения лимфоидных фолли-
кулов. На первых этапах терапии ФЛ хорошо отвеча-
ет (как правило) на лечение, но в дальнейшем опу-
холь прогессирует и теряет чувствительности к
терапии. Для лечения В-клеточных лимфом приме-
няется химиотерапия и таргетная терапия монокло-
нальными антителами, обладающими специфично-
стью к CD20 антигену, обнаруживаемому на поверхно-
сти нормальных и малигнизированных В-лимфоцитов.
Тем не менее, актуальна потребность в разработке ме-
тодов лечения резистентных к терапии ФЛ.

Наиболее перспективным подходом считается
применение ингибиторов иммунных контрольных
точек, а именно антител против рецептора програм-
мируемой клеточной гибели (анти-PD-1), таких как
ниволумаб и пембролизумаб, и антител против ци-
тотоксических Т-лимфоцит-ассоциированных ан-
тигенов (анти-CTLA-4), таких как ипилимумаб. Ме-
ханизм работы этих антител состоит в ингибирова-
нии молекул, блокирующих противоопухолевое
действие иммунной системы организма (Pardoll,
2012). Клинические испытания ингибитора кон-
трольных иммунных точек ниволумаба продемон-
стрировали низкую эффективность анти-PD-1 тера-
пии у пациентов с ФЛ по сравнению с классической
лимфомой Ходжкина. Общий показатель объектив-
ного ответа в случаях ФЛ был почти в два раза ниже,
чем при классической лимфоме Ходжкина (40%
против 87%). Было выдвинуто предположение о том,

Принятые сокращения: ФЛ – фолликулярная лимфома; BAM –
бинарный файл для хранения нуклеотидных последовательно-
стей после выравнивания на референсный геном (binary align-
ment map); FDR– частота ложноположительных результатов
(false discovery rate).
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что устойчивость опухоли к ингибиторам контроль-
ных иммунных точек и химиотерапии может быть свя-
зана с сигнальными путями, ассоциированными с
клетками микроокружения опухоли (Klemm, Joyce,
2015).

Таким образом, для разработки новых методов
терапии ФЛ перспективным является изучение ме-
ханизмов подавления противоопухолевого иммун-
ного ответа. Для этого необходимо найти и исследо-
вать сигнальные пути, связанные с иммунным отве-
том, функционирование которых изменено в опухоли
и ее микроокружении, а также выявить потенциаль-
ные биомаркеры эффективности терапии ингибито-
рами иммунных контрольных точек при ФЛ.

Для решения этой задачи в настоящей работе
проведен сравнительный полнотранскриптомный
анализ образцов опухолевой ткани пациентов с ФЛ
контрольных образцов лимфоузлов с неопухолевой
реактивной фолликулярной гиперплазией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материал. В работу включено 39 биопсийных об-
разцов лимфатических узлов с ФЛ (цитологических
подтипов 1−2 и 3а) и 9 контрольных биопсийных об-
разцов лимфоузлов с реактивной фолликулярной
гиперплазией. От всех пациентов было получено ин-
формированное согласие на хранение образцов и
использование их для молекулярно-биологических
исследований. Для установления морфологического
диагноза использовали стандартные гистологиче-
ские и иммуногистохимические исследовании со-
гласно классификации опухолей кроветворной и
лимфоидной тканей (ВОЗ, 2017). Образцы опухоле-
вой ткани криоконсервировали в жидком азоте не
позднее, чем через 2 ч после проведения биопсии.

Получение суспензии одиночных клеток. Предва-
рительно измельченные ткани помещали в среду
DMEM (Gibco, США), содержащую 10% FBS (Hy-
clone, США), 2 мг/ мл коллагеназы (Sigma, США) и
50 мкг/мл ДНКазы I (Roche, Германия) при 37°С на
30 мин. Суспензию клеток пропускали через фильтр
с размером пор 70 мкм (BD Falcon, США), центри-
фугировали при 300 g 15 мин и осадок растворяли в
буферном растворе PBS без ионов Ca2+ и Mg2+

(PBS–/–; Sigma, США). Жизнеспособность клеток
проверяли визуально под микроскопом по окраши-
ванию трипановым синим (BioRad, США).

Подготовка библиотек РНК и секвенирование. Для
полнотранскриптомного анализа РНК выделяли из
криоконсервированных образцов лимфоузлов реак-
тивом TRIZOLTM (Invitrogen, США). Библиотеки го-
товили согласно рекомендациям производителя с
помощью набора TruSeq Stranded mRNA Library Prep
Kit for Illumina (with Ribo-Zero Human/Mouse/Rat)
(Illumina, США). Секвенирование проводили на се-
квенаторе HiSeq 2500 (Illumina, США). Подготовку

библиотек и секвенирование проводили в ресурсном
центре “Центр Биобанк”, СПбГУ.

Контроль качества прочтений и выравнивание.
Контроль качества полученных данных осуществля-
ли с помощью программы FastQC. Прочтения низ-
кого качества отфильтровывали и удаляли инстру-
ментом Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Прошедшие
контроль качества прочтения выравнивали на рефе-
ренсный геном человека (версия GRCh38.p12) с ис-
пользованием программы STAR (Spliced Transcripts
Alignment to a Reference) (Dobin et al., 2013).

Анализ экспрессии генов. Количественный анализ
данных на файлах формата BAM, полученных в ре-
зультате выравнивания для каждого образца, прово-
дили программой HTSeq-count. Для статистическо-
го анализа использовали пакет edgeR (Robinson et al.,
2010), при помощи функции glmFit строили итого-
вую модель и выбрали для дальнейшего анализа дан-
ных гены с FDR < 0.05. Анализ представленности
функциональных групп генов проводили на базе
программы gprofiler (Raudvere et al., 2019).

Приготовление библиотек и секвенирование оди-
ночных клеток. Подготовка библиотек и секвениро-
вание одиночных клеток проводили с использова-
ния оборудования 10x Genomics согласно инструк-
циям производителя (10x Genomics, Inc., США).

Анализ данных секвенирования одиночных клеток.
Данные, полученные при секвенировании библио-
тек, демультиплексировали с использованием про-
граммного обеспечения 10x CellRanger и выравнива-
ли на референсный геном человека (версия hg38).
Для последующего анализа использовали клетки, со-
держащие не менее 1000 молекул. Клетки низкого ка-
чества дополнительно отфильтровывали с помощью
функции gene.vs.molecule.cell.filter из пакета pagoda2
(https://github.com/kharchenkolab/pagoda2). Затем
образцы визуализоровали с использованием алго-
ритма машинного обучения, клеточные субпопуля-
ции были определены с использованием алгоритма
Лейдена (r = 1.8). Аннотации проводили вручную с
помощью браузера pagoda2 на основе дифференци-
ально экспрессируемых генов и известных литера-
турных маркеров.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полнотранскриптомный анализ позволяет коли-
чественно оценить уровень экспрессии каждого из
более чем 20000 генов. Для исследования профиля
экспрессии генов в экспериментальной (ФЛ) и кон-
трольной группах анализировали дифференциаль-
ную экспрессию генов. Было обнаружено 997 генов,
экспрессия которых статистически достоверно
(FDR < 0.05) различается в опухолевых и контроль-
ных образцах (рис. 1). Из них 430 генов имеют повы-
шенную экспрессию при ФЛ (в том числе известные
ранее гены BCL2, BCL6, BCL7A, BLK, BTK, CD79A,
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CD79B, PAX5) и 567 генов демонстрируют понижен-
ную экспрессию.

Анализ обогащенности функциональных групп
генов, представленных в каталоге GeneOntology, по-
казал, что при ФЛ активированы такие группы ге-
нов, молекулярные функции которых относятся к

регуляции клеточного цикла, ответу клетки на
стресс и повреждение ДНК, организации хромосом
и процессинга РНК. Активация этих процессов и
связанных с ними сигнальных путей и функцио-
нальных групп генов характерна для всех типов зло-
качественных опухолей, включая В-клеточные лим-

Рис. 1. Экспрессия генов в образцах фолликулярной лимфомы (ФЛ, синие и зеленые столбцы) и неопухолевых образцах (кон-
троль, красные столбцы). Цитологический тип ФЛ: 1−2 (синие столбцы) и 3 (зеленые столбцы). Степень их близости по профи-
лю экспрессии отображена в виде дендрограммы. Уровень экспрессии каждого из генов (строки) обозначен цветом:
красный – высокая, синий – низкая.
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фомы. В ФЛ по сравнению с солидными опухолями
закономерно активирован сигнальный путь В-кле-
точного рецептора.

Среди генов с пониженной экспрессией преобла-
дали гены, ассоциированные с сигнальными путя-
ми, контролирующими иммунный ответ. Один из
наиболее подавленных при ФЛ сигнальных путей
контролирует активацию Т-лимфоцитов.

Экспрессия 29 генов из этой функциональной
группы понижена при ФЛ (табл. 1). Некоторые из
них (LAT и BCL11B) ассоциированы с синдромом
приобретенного иммунодефицита. Из 29 генов,
участвующих в активации Т-клеток, экспрессия ко-
торых подавлена при ФЛ, три гена (CD28, LAT,
ZAP70) вовлечены в передачу сигнала при анти-PD-
1 терапии. Уровень экспрессии этих генов в опухоли
потенциально может быть биомаркером, имеющим
предиктивное значение для анти-PD-1 терапии ФЛ.

Маркерный белок CD28 играет ключевую роль в
активации наивных Т-клеток, которая возможна
только при костимуляции за счет связывания Т-кле-
точного рецептора (TCR) с главным комплексом ги-
стосовместимости (MHC) на поверхности антиген-
презентирующей клетки и одновременного связы-
вания рецептора CD28 с его лигандом B7.
Ассоциация Т-клеточного рецептора наивной
Т-клетки с комплексом MHC без костимуляции вза-
имодействием CD28 и B7 приводит к анергии Т-лим-
фоцита. Показана (Hui et al., 2017) ключевая роль
CD28 в эффективности анти-PD-1 терапии, по-
скольку CD28 непосредственно участвует в сигналь-
ном пути PD-1. Белок CD28 необходим при анти-
PD-1 терапии для обеспечения эффективной эли-
минации опухолевых клеток (Kamphorst et al., 2017).
Было обнаружено прогностическое значение уровня
экспрессии CD28 при аденокарциноме легкого
(Zheng et al., 2018) и диффузной крупноклеточной В-
клеточной лимфоме (Wang et al., 2019).

Ген LAT (Linker for Activation of T-cells) кодирует
трансмембранный белок, необходимый для внутри-
клеточной передачи сигнала с Т-клеточного рецеп-
тора (TCR) в Т-лимфоцитах на всех стадиях их раз-
вития. Белок LAT служит субстратом для белка
ZAP70 и необходим для активации Т-клеток (Zhang
et al., 1998). Известно, что мутации в этом гене, при-
водящие к потере функции белка и утрате Т-клетка-
ми способности к нормальному функционирова-
нию, сопровождаются развитием тяжелого иммуно-
дефицита (Keller et al., 2016).

Белок ZAP70 (zeta chain of T Cell receptor associat-
ed protein kinase 70) является частью Т-клеточного
рецептора и выполняет критическую роль в передаче
сигналов Т-клеток. Анализ экспрессии генов в оди-
ночных клетках опухолевой ткани показал неодно-
родность уровня экспрессии генов, контролирую-
щих активацию Т-клеток, в различных субпопуля-
циях лимфоцитов (рис. 2).

Таблица 1. Список генов, относящихся к функциональ-
ной группе активации Т-лимфоцитов, уровень экспрес-
сии которых статистически значимо (FDR < 0.05) пони-
жен при фолликулярной лимфоме

Обозначение 
гена Полное название гена

BCL11B BAF chromatin remodeling complex sub-
unit BCL11B

CAMK4 Calcium/calmodulin dependent protein 
kinase IV

CCR2 C-C motif chemokine receptor 2

CCR7 C-C motif chemokine receptor 7

CD28 CD28 molecule

CLEC7A C-type lectin domain containing 7A

DPP4 Dipeptidyl peptidase 4

FCER1G Fc fragment of IgE receptor Ig

GATA3 GATA binding protein 3

GRAP2 GRB2 related adaptor protein 2

IDO1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1

IL15 Interleukin 15

IL23R Interleukin 23 receptor

IL6R Interleukin 6 receptor

IL7R Interleukin 7 receptor

IRF1 Interferon regulatory factor 1

ITK IL2 inducible T cell kinase

LAT Linker for activation of T cells

LEF1 Lymphoid enhancer binding factor 1

PRKCQ protein kinase C theta

RUNX2 Runt related transcription factor 2

SPN Sialophorin

TCF7 Transcription factor 7

THEMIS Thymocyte selection associated

TMIGD2 Transmembrane and immunoglobulin 
domain containing 2

TNFSF13B TNF superfamily member 13b

VSIR V-set immunoregulatory receptor

XBP1 X-box binding protein 1

ZAP70 Zeta chain of T cell receptor associated pro-
tein kinase 70
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Экспрессия гена CD20 (рис. 2: красный – высо-
кий уровень экспрессии, синий – низкий) маркиру-
ет В-клетки, присутствующие в образце. В-клетки
образуют единый кластер, состоящий из опухолевых
клеток, которые относительно однородны по харак-
теру экспрессии генов.

Все остальные клеточные субпопуляции пред-
ставляют собой микроокружение опухоли, состоя-
щее из неопухолевых клеток. Как можно отметить на
рис. 2, большая часть микроокружения образована
Т-лимфоцитами (эти клетки маркирует экспрессия
гена CD3). Помимо Т-лимфоцитов можно отметить
еще два хорошо заметных (хотя и немногоклеточ-
ных) кластера NK-клеток и макрофагов. Количество
макрофагов в данных секвенирования одиночных
клеток очень невелико по сравнению с их количе-
ством в соответствующем гистологическом препара-
те, что, вероятно, объясняется большими размерами
этих клеток, так как крупные клетки гораздо легче

разрушаются при замораживании тканей и в процес-
се приготовления библиотек для секвенирования.
Количество NK-клеток также невелико по сравне-
нию с популяциями Т-клеток.

Т-лимфоциты, присутствующие в микроокруже-
нии ФЛ, представляют собой неоднородную группу,
состоящую из отдельных субпопуляционных класте-
ров. Несколько таких кластеров маркированы экс-
прессией гена CD4, в то время как другие кластеры
экспрессируют ген CD8.

Один из кластеров CD4+ представляет собой по-
пуляцию Т-регуляторных лимфоцитов FOXP3+, ко-
торые способны регулировать иммунный ответ пу-
тем подавления активности цитотоксических CD8+-
клеток. Второй CD4+-кластер характеризуется очень
высокой экспрессией гена PD-1, которая отмечается
во всех популяциях Т-клеток, однако на значитель-
но более низком уровне. Экспрессия гена LEF1 (lym-

Рис. 2. Экспрессия генов в популяциях клеток опухоли и микроокружения по данным анализа одиночных клеток методом
главных компонент. Каждая точка представляет собой отдельную клетку. Клетки объединены в кластеры на основе сходства
профиля экспрессии генов. Красным цветом обозначен высокий уровень экспрессии гена, синим – низкий. Кластер клеток,
маркированный высокой экспрессией гена CD20, объединяет опухолевые клетки. Кластер клеток с высокой экспрессией ге-
на CD3 – T-лимфоциты микроокружения опухоли.

CD20 CD3 CD4

CD8 GZMK FOXP3

PD1 LEF1 LAT

ZAP70 CD28
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phoid enhancer binding factor 1) маркирует кластеры
наивных Т-лимфоцитов, не имевших контакта с ан-
тигеном.

Наиболее важная с точки зрения противоопухо-
левого ответа популяция цитотоксических Т-лим-
фоцитов CD8+ маркирована экспрессией гена
GZMK, который кодирует основной компонент ци-
тотоксических гранул. Видно, что количество цито-
токсических клеток в микроокружении сопоставимо
с количеством клеток самой опухоли. Эти клетки
экспрессируют костимулирующие молекулы CD28 и
ZAP70 на том же уровне, что и другие субпопуляции
Т-клеток. В то же время, гены LAT и LEF1, также
участвующие в активации Т-лимфоцитов, экспрес-
сируются в цитотоксических Т-клетках на заметно
более низком уровне, чем в других субпопуляциях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные данные позволяют

предположить, что вероятной причиной низкой эф-
фективности применения ингибиторов контроль-
ных точек иммунитета при ФЛ является низкий уро-
вень экспрессии генов, участвующих в передаче сиг-
нала при анти-PD-1 терапии, прежде всего, CD28.
Уровень экспрессии этих ключевых генов потенци-
ально может быть одним из биомаркеров, имеющих
предиктивное значение в отношении эффективно-
сти терапии ингибиторами иммунных контрольных
точек.
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Tumor and Its Microenvironments Gene Expression in Follicular Lymphoma
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Follicular lymphoma (FL) is the second most common non-Hodgkin lymphoma. For searching the signaling path-
ways associated with the immune response, the functioning of which is altered in the tumor and its microenviron-
ment, a comparative analysis of transcriptomes of tumor tissue samples from patients with FL was carried out in
comparison with control samples of lymph nodes without tumor growth. We identified a total of 997 differentially
expressed genes, including 430 upregulated and 567 downregulated genes in tumor samples. Upregulated genes were
enriched in the canonical pathway gene sets associated with cell cycle, cellular response to stress, DNA repair, chro-
mosome organization and RNA processing. Downregulated genes were enriched in gene sets related to the immune
response. One of the most suppressed signaling pathways in FL controls the activation of T-lymphocytes. Out of the
29 genes involved in the activation of T cells, the expression of which is suppressed in FL, three (CD28, LAT, ZAP70)
are involved in signal transduction in anti-PD-1 therapy. Thus, the level of expression of these genes in a patient can
potentially be one of the biomarkers that have predictive value in anti-PD-1 therapy in FL.

Keywords: follicular lymphoma, tumor microenvironment, immune checkpoints, PD-1 recepto
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Селективный скрининг лекарственных средств с использованием моделей in vitro на основе монослойных
2D-культур широко используется в фармакологии, однако впоследствии полученные данные не всегда хо-
рошо коррелируют с результатами клинических исследований. В связи с этим всe большее распростране-
ние получают 3D-модели, отражающие все виды межклеточных взаимодействий и взаимодействие клеток
с внеклеточным матриксом, позволяющие адекватнее моделировать специфическую архитектуру ткани.
Одной из таких моделей являются трехмерные сфероиды. В настоящей работе проведена оценка антипро-
лиферативной и цитотоксической активности препаратов цисплатина, доксорубицина, фторурацила и
этопозида на клеточных линиях Vero CCL-81 и HEK293 в условиях 2D- (монослойная культура) и 3D-
культивирования (сфероиды). Сравнительный анализ антипролиферативной (IC50) и цитотоксической
(CC50) активности цитостатиков для этих двух методов культивирования показал, что антипролифератив-
ная активность была выше в условиях 2D-, в то время как цитотоксичность эффективнее выявлялась в
условиях 3D-культивирования. Пониженная антипролиферативная активность препаратов в 3D-услови-
ях может быть объяснена большей устойчивостью клеток к действию агентов благодаря физиологическим
условиям культивирования. При этом более выраженное проявление цитотоксических эффектов в усло-
виях 3D по сравнению с 2D позволяет предположить, что использование сфероидов будет способствовать
выявлению ранней токсичности на стадии доклинических исследований in vitro. Наши данные показали,
что при тестировании лекарственных средств необходимо учитывать тип клеток, скорость их пролифера-
ции, а в случае сфероидов дополнительно подбирать их оптимальный диаметр для клеток каждого типа.

Ключевые слова: сфероиды, монослой, лекарственные препараты, антипролиферативная активность, ци-
тотоксичность
DOI: 10.31857/S0041377121030068

Многие перспективные кандидаты на лекар-
ственные средства отсеиваются на стадии клиниче-
ских исследований из-за несовершенства существу-
ющих тест-систем доклинического скрининга
in vitro, использующих исключительно монослой-
ные культуры (Brajša et al., 2016a; Fang, Eglen, 2017).
При культивировании в 2D-условиях клетки вынуж-
дены адаптироваться к плоской поверхности, при-

обретая уплощенную распластанную форму, неха-
рактерную для клеток в живом организме. Кроме то-
го, в монослойной культуре отсутствует большая
часть видов межклеточных контактов и контактов
клеток с внеклеточным матриксом. Это приводит к
нарушению клеточного метаболизма, кинетики кле-
точного цикла и влияет на функциональность кле-
ток. Например, гепатоциты, культивируемые в мо-
нослое, теряют признаки биохимической специали-
зации за один цикл репликации, при этом в составе
сфероидов остаются в дифференцированном состоя-
нии длительное время (Thomas et al., 2005; Jasmund et
al., 2007). В настоящее время появляется все больше

Принятые сокращения: CC50 – концентрация препарата, при
которой наблюдается гибель 50% клеток (cytotoxic concentra-
tion); IC50 – концентрация препарата, которая вызывает сни-
жение количества живых метаболически активных клеток на
50% (inhibitory concentration).

УДК 576.5;57.085.23
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исследований, посвященных созданию трехмерных
моделей, более точно отражающих архитектуру тка-
ней и органов (Pampaloni et al., 2007; Baker, Chen,
2012; Bissell, 2017).

Среди 3D-структур можно выделить два основ-
ных типа: 1) трехмерные структуры на основе карка-
сов из биополимеров (коллагена, матригеля, фибри-
на и т.п.), содержащие внутри клетки; 2) сфероиды,
представляющие собой шарообразные агрегаты,
сформированные одним или несколькими типами
клеток (Langhans, 2018). В последнее время стреми-
тельно развиваются методики получения органои-
дов, представляющих собой микроструктуры, спон-
танно образуемые при культивировании в слое гид-
рогеля кусочков тканей, эмбриональных стволовых
клеток или индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (Lancaster, Knoblich, 2014; Fatehullah et al.,
2016).

Обсуждая возможность использования 3D-струк-
тур в качестве моделей для доклинического скрининга,
следует помнить о ряде требований, предъявляемых к
in vitro моделям. Они должны быть относительно недо-
рогими, простыми, хорошо воспроизводимыми, т.е.
стандартизованными; их создание не должно зани-
мать много времени. С этой точки зрения очевидно,
что сфероиды являются наиболее перспективными
3D-структурами для создания in vitro моделей. Ис-
пользование трехмерных каркасов из биополимеров
не позволяет унифицировать и масштабировать про-
цесс производства 3D-структур, а также не подразу-
мевает автоматическую количественную оценку об-
разцов.

Формирование органоидов является очень дли-
тельным и дорогостоящим процессом и не может
быть использовано на начальных стадиях доклини-
ческого скрининга. В противоположность этому
формирование сфероидов в большинстве случаев за-
нимает 24 ч и происходит в многолуночных культу-
ральных планшетах, совместимых с любыми автома-
тическими системами дозирования, визуализации и
анализа (Monjaret et al., 2016; Eke et al., 2016). Варьиро-
вание первоначального количества клеток в сфероиде
позволяет влиять на диаметр сфероида и скорость про-
лиферации клеток внутри сфероида (Koudan et al.,
2020). Известно, что расстояние, на которое возможно
проникновение кислорода и питательных веществ, со-
ставляет 100–150 мкм (Kinney et al., 2014). Это означа-
ет, что для эффективного проникновения лекарствен-
ных препаратов и красителей в сфероид, а также отсут-
ствия некроза в центре сфероида, его диаметр не
должен превышать 200–250 мкм. Также не менее важ-
ным параметром является скорость пролиферации
клеток в сфероиде. Особенно это важно при тести-
ровании цитостатиков, действие которых основано
на подавлении пролиферации клеток.

Известно, что не все типы клеток пролиферируют
внутри сфероидов (Koudan et al., 2020). Для настоя-
щей работы были выбраны клеточные линии Vero
CCL-81 и HEK293, сохраняющие способность к
пролиферации в условиях 3D-культивирования. В
работе исследована антипролиферативная и цито-
токсическая активность цисплатина, доксорубици-
на, фторурацила и этопозида на монослойной куль-
туре и в сфероидах, сформированных из клеточных
линий Vero CCL-81 и HEK293. Сравнительный ана-
лиз активности цитостатиков в условиях 2D и 3D по-
казал, что сфероиды оптимального диаметра, состо-
ящие из пролиферирующих клеток, могут являться
отличным дополнением к существующим 2D-моде-
лям для тестирования лекарственных средств in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Формирование сфероидов. В работе использовали

клетки линий HEK293 и Vero CCL-81 (из коллекции
ATCC). Клетки культивировали в среде DMEM
(Gibco, США), содержащей 2 мМ L-глутамина
(Панэко, Россия) и 1-кратный раствор антибиоти-
ка-антимикотика (Gibco, США) с добавлением 10%
(v/v) фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США)
при 37°C и 5% CO2. Для снятия клеток с подложки
использовали раствор Версена (Панэко, Россия) и
0.25% раствор трипсина−ЭДТА (Gibco, США).

Сфероиды получали с помощью агарозных форм
и с помощью 96-луночных планшетов с низкоадге-
зивным покрытием. Оба метода используют один и
тот же принцип формирования сфероидов, а имен-
но: в условиях неадгезивной поверхности клетки не
прикрепляются и не распластываются на субстрате,
а взаимодействуют друг с другом, устанавливая меж-
клеточные контакты и образуя сфероиды.

Формирование сфероидов с помощью агарозных
форм проводили с использованием микро-молдов
для создания агарозных форм (Microtissues, США)
согласно протоколу производителя. Готовили 2%-
ный раствор агарозы (Хеликон, Россия) в фосфатно-
солевом буферном растворе (Gibco, США). Вносили
в микро-молды для создания агарозных форм по
450 мкл расплавленной агарозы. После застывания
агарозы (~4 мин) переворачивали микро-молды и
извлекали образовавшиеся агарозные формы. Гото-
вили суспензию клеток в культуральной среде с кон-
центрацией 337000 кл./мл. В каждую агарозную
форму, содержащую 256 ячеек, вносили по 190 мкл
суспензии. Таким образом, итоговая концентрация
составляла 250 клеток на ячейку или 250 клеток на
сфероид. Агарозные формы с клетками помещали в
ячейки 12-луночных планшетов, содержащие куль-
туральную среду, и инкубировали при 37°C и 5% CO2
в течение 24 ч для формирования сфероидов.
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Для формирования сфероидов с помощью 96-луноч-
ных планшетов с низкоадгезивным покрытием ис-
пользовали планшеты фирмы Corning (США). Гото-
вили суспензию клеток в культуральной среде с кон-
центрацией 2500 кл./мл. В каждую ячейку планшета
вносили по 100 мкл суспензии. Для формирования
сфероидов планшеты инкубировали при 37°C и 5% CO2
в течение 24 ч.

Изучение кинетики роста сфероидов. Для форми-
рования сфероидов нами был использован метод их
получения при помощи агарозных форм, так как он
позволяет получить большее количество статистиче-
ских данных для анализа по сравнению с методом
формирования в планшетах. Сфероиды получали с
помощью агарозных форм согласно процедуре, опи-
санной выше. Для формирования сфероидов ис-
пользовали следующие концентрации клеток: 2000,
1000, 500 и 250 клеток на сфероид. Для изучения ки-
нетики роста тканевых сфероидов проводили оцен-
ку их диаметров на протяжении 7 сут. Для этого фо-
тографировали сфероиды во временных точках 1, 2,
3, 4 и 7 сут с помощью инвертированного микроско-
па Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония).

Оценка жизнеспособности клеток с помощью тест-
системы CellTiter-Glo 3D и путем измерения диамет-
ров сфероидов. С помощью 96-луночных планшетов
с низкоадгезивным покрытием сформировали сфе-
роиды с первоначальной концентрацией 250 клеток
на 1 сфероид. Для формирования монослоя с такой
же концентрацией клеток в каждую ячейку 96-лу-
ночных культуральных планшетов с плоским дном
посадили по 250 клеток. Через 24 ч к клеткам в моно-
слое и к сфероидам добавили препараты в тестируе-
мых концентрациях (10–3–10–8 М для цисплатина,
доксорубицина и этопозида (Эбеве Фарма, Австрия)
и 10–2–10–7 М для фторурацила (Тева, Нидерланды),
шаг разбавления 3.16) и культивировали в течение
72 ч. Через 72 ч фотографировали сфероиды с помо-
щью инвертированного микроскопа Nikon Eclipse
Ti-S (Nikon, Япония) для последующего расчета
диаметров сфероидов, после чего в каждую лунку
планшетов добавляли CellTiter-Glo 3D (Promega,
США) в соотношении 1 : 1 по объему и инкубирова-
ли на протяжении 30 мин (для клеток) или 90 мин
(для сфероидов).

Тест-система CellTiter-Glo 3D включает в себя бе-
лок-люциферазу, его субстрат люциферин и лизирую-
щий буфер. В присутствии клеточного АТФ люцифе-
раза катализирует окисление люциферина в возбуж-
денный оксилюциферин. Переход оксилюциферина
из возбужденного состояния в основное сопровожда-
ется испусканием люминесценции, интенсивность
которой прямо пропорциональна количеству моле-
кул клеточного АТФ в растворе, то есть количеству

живых метаболически активных клеток. Люминес-
ценцию оксилюциферина измеряли с помощью
мультифункционального ридера Victor X3 (Perkin El-
mer, США), далее абсолютные значения люминесцен-
ции нормализовали следующим образом: cигнал лю-
минесценции клеток или сфероидов, необработанных
цитостатиками, принимали за 100% жизнеспособно-
сти. Относительную жизнеспособность рассчитывали
как процентное отношение сигналов люминесценции
обработанных и необработанных цитостатиками кле-
ток или сфероидов. Для каждого цитостатика рассчи-
тывали IC50 – концентрацию, при которой относи-
тельная жизнеспособность равна 50%.

Объем сфероидов пропорционален количеству
живых клеток в сфероиде и может служить показате-
лем жизнеспособности сфероидов. Расчет диамет-
ров сфероидов проводили в программе ImageJ 1.48v
software (NIH, Bethesda, MD). Объем сфероидов (V,
мкм3) рассчитывали по формуле: V = 1/6πd3, где d –
диаметр сфероидов. При нормализации за 100%
принимали объем сфероидов, необработанных ци-
тостатиками. Относительный объем сфероидов рас-
считывали как процентное отношение объемов обра-
ботанных и необработанных цитостатиками сферои-
дов. Для каждого цитостатика рассчитывали IC50 –
концентрацию, при которой относительный объем
сфероидов равен 50%.

Оценка жизнеспособности клеток с помощью реза-
зурина. С помощью агарозных форм, содержащих
256 углублений и помещенных в ячейки 12-луноч-
ных планшетов (по 1 форме в каждую ячейку), фор-
мировали сфероиды с первоначальной концентра-
цией 250 клеток на 1 фероид. Для формирования моно-
слоя с такой же концентрацией клеток в каждую ячейку
12-луночных планшетов рассевали по 64000 клеток
(256 × 250 клеток). Через 24 ч к клеткам в монослое
и к сфероидам добавляли препараты в тестируемых
концентрациях и культивировали в течение 72 ч.

Для оценки жизнеспособности клеток использо-
вали натриевую соль резазурина (Sigma, США). Ре-
зазурин представляет собой нетоксичный краси-
тель, который восстанавливается за счет аэробного
дыхания метаболически активных клеток до флуорес-
цирующего резоруфина, интенсивность флуоресцен-
ции которого прямо пропорциональна количеству жи-
вых клеток. Во все лунки добавляли 0.02%-ный рас-
твор натриевой соли резазурина в питательной среде в
соотношении 1:10 по объему и инкубировали на про-
тяжении 6 ч (для клеток) или 18 ч (для сфероидов).
Интенсивность флуоресценции резоруфина измеря-
ли с помощью мультифункционального ридера Victor
X3 (Perkin Elmer, США), длина волны возбуждения со-
ставляла 555 нм, длина волны испускания составляла
580 нм, далее абсолютные значения флуоресценции
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нормализовали следующим образом: сигнал флуо-
ресценции клеток или сфероидов, необработанных
цитостатиками, принимали за 100% жизнеспособ-
ности. Относительную жизнеспособность рассчи-
тывали как процентное отношение сигналов флуо-
ресценции обработанных и необработанных цито-
статиками клеток или сфероидов. Для каждого
цитостатика рассчитывали значение IC50.

Оценка цитотоксичности тестируемых препаратов.
С помощью 96-луночных планшетов с низкоадге-
зивным покрытием формировали сфероиды с пер-
воначальной концентрацией 250 клеток на сфероид.
Для формирования монослоя с такой же концентра-
цией клеток в каждую ячейку 96-луночных культу-
ральных планшетов с плоским дном рассеивали по
250 клеток. При формировании сфероидов и моно-
слоя в клеточные суспензии добавляли реагент Cell-
Tox Green (Promega, США) в соотношении 1 : 500 по
объему. CellTox Green содержит краситель, который
проникает в мертвые клетки через поврежденную
мембрану и связывается с ДНК, что вызывает разго-
рание флуоресценции, интенсивность которой про-
порциональна количеству мeртвых клеток. Через
24 ч к клеткам в монослое и к сфероидам, содержа-
щим реагент CellTox Green, добавляли один из пре-
паратов в тестируемой концентрации (см. выше) и
культивировали в течение 72 ч. Через 72 ч фотогра-
фировали сфероиды с помощью инвертированного
флуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse Ti-S
(Nikon, Япония). Интенсивность флуоресценции
измеряли с помощью мультифункционального ри-
дера Victor X3 (Perkin Elmer, США), длина волны

возбуждения составляла 485 нм, длина волны испус-
кания составляла 535 нм. Для цитостатиков рассчи-
тывали СC50 – концентрацию, при которой выпол-
нялось равенство: (Ft – Fmin)/(Fmax – Fmin) × 100% =
= 50%, где Ft – сигнал флуоресценции для тестируе-
мой концентрации, Fmin – минимальный сигнал
флуоресценции, соответствующий сигналу для кле-
ток или сфероидов, необработанных цитостатика-
ми, Fmax – максимальный сигнал флуоресценции,
соответствующий сигналу для клеток или сферои-
дов, обработанных лизирующим буфером, вызыва-
ющим 100%-ную гибель клеток или сфероидов.

Анализ данных. Обработку экспериментальных
данных и статистический анализ проводили в про-
грамме GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). Все
исследуемые концентрации препаратов тестировали
в квадруплетах. Рассчитывали значения концентраций
IC50 и CC50 методом нелинейной регрессии с использо-
ванием трехпараметрической модели доза–эффект.
Все эксперименты проводили в четырех независимых
повторах. В качестве описательных статистик в работе
приведены среднее арифметическое и стандартное
отклонение (SD). Для сравнения количественных
признаков в группах применяли критерий Манна–
Уитни. Достоверным уровнем отличий считали ве-
роятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кинетика роста сфероидов. С помощью агарозных
форм были сформировны сфероиды из клеточных
линий HEK293 и Vero CCL-81, используя различные

Рис. 1. Фазово-контрастные изображения сфероидов из клеток Vero CCL-81 (а) и HEK293 (в) и зависимость их объeма V (б, г) от
концентрации клеток через 1 сут после внесения клеточной суспензии в агарозные формы. Показаны средние значения и их стан-
дартные отклонения (n = 512).
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первоначальные концентрации клеток: 250, 500,
1000 и 2000 клеток на 1 сфероид. Через 24 ч для обеих
линий для всех концентраций клеток наблюдали об-
разование сфероидов округлой формы с четкими
краями и едиными размерами в пределах одной кон-
центрации. В течение первых суток зависимость
объёма сфероидов (значения которого оценивали,
измеряя его диаметр) от первоначальной концентра-
ции клеток была линейной (рис. 1).

Конечной целью действия всех цитостатиков яв-
ляется ингибирование пролиферации клеток. В свя-
зи с этим, для использования сфероидов в качестве
адекватной 3D-модели in vitro важно подобрать кон-
центрацию клеток, при которой будет наблюдаться
пролиферация клеток в сфероидах. С этой целью мы
изучили кинетику роста сфероидов, сформирован-
ных из клеточных линий HEK293 и Vero CCL-81, в
зависимости от первоначальных концентраций кле-
ток. Полученные результаты представлены на рис. 2.
Для обеих клеточных линий наблюдается обратная
зависимость скорости роста объема сфероида от
первоначальной концентрации клеток. Максималь-
ная скорость роста наблюдается для наименьшей
концентрации, составляющей 250 клеток на 1 сфе-
роид. Проведено сравнение объемов сфероидов на
4-е и 1-е сут культивирования, поскольку цитоста-
тики добавляли к 1-суточным сфероидам и культи-
вировали в течение 72 ч. Показано, что различия
между значениями объемов являются статистически
достоверными для всех концентраций обеих клеточ-
ных линий. На основе полученных данных для даль-
нейших экспериментов была выбрана первоначаль-
ная концентрация 250 клеток на сфероид.

Влияние цитостатиков на пролиферацию клеток.
Существует большое количество реагентов, позво-
ляющих оценить жизнеспособность клеток или сфе-
роидов. Однако ни один из них не является идеаль-

ным. Поэтому для оценки влияния цитостатиков на
пролиферацию клеток мы использовали три разных
метода: с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D, с
помощью натриевой соли резазурина, а также на ос-
нове измерения диаметров сфероидов.

Тест-система CellTiter-Glo 3D основана на изме-
рении количества молекул клеточного АТФ в АТФ-
зависимой люциферазной реакции. Окисление лю-
циферина люциферазой в присутствии клеточного
АТФ приводит к образованию оксилюциферина. Ре-
акция сопровождается люминесценцией, сигнал ко-
торой пропорционален количеству живых метаболи-
чески активных клеток. Кривые зависимости относи-
тельной жизнеспособности клеток от концентрации
тестируемых препаратов представлены на рис. 3. Рас-
считанные из кривых значения IC50 приведены в таб. 1.

Сравнение полученных значений IC50 показало,
что в случае Vero CCL-81 антипролиферативная ак-
тивность препаратов для монослоя клеток выше,
чем для сфероидов. В случае HEK293 доксорубицин
и этопозид демонстрируют незначительное сниже-
ние активности при тестировании на сфероидах, в то
время как для цисплатина и фторурацила не наблю-
дается заметной разницы в активности между 2D- и
3D-вариантами.

Резазурин – кислотно-основной индикатор си-
него цвета, который в присутствии метаболически
активных клеток необратимо восстанавливается до
розового флуоресцирующего резоруфина. Наблюда-
емый флуоресцентный сигнал прямо пропорциона-
лен количеству живых клеток. Кривые зависимости
относительной жизнеспособности клеток от кон-
центрации тестируемых препаратов представлены
на рис. 4. Рассчитанные из кривых значения IC50
приведены в табл. 1.

Рис. 2. Кинетика роста объема сфероидов (V), сформированных из Vero CCL-81 (а) и HEK293 (б). По горизонтали показано
число клеток в 1 сфероиде (кл./сф.), показаны средние значения и стандартные отклонения (n = 512). Для сравнения величин
V в группах (1-е и 4-е сут) применяли критерий Манна–Уитни.
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Рис. 3. Кривые зависимости относительной жизнеспособности Vero CCL-81 (верхний ряд) и HEK293 (нижний ряд) от концен-
трации цитостатиков, полученные с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D. Штриховая кривая (кружки) – клетки, сплош-
ная (треугольники) – сфероиды. Показаны средние значения и их стандартные отклонения (n = 4). Для всех случаев, кроме
цисплатина и фторурацила для HEK293, различия между значениями IC50 для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, кри-
терий Манна–Уитни).
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Рис. 4. Кривые зависимости относительной жизнеспособности Vero CCL-81 (верхний ряд) и HEK293 (нижний ряд) от концен-
трации цитостатиков, полученные с помощью резазурина. Штриховая кривая (кружки) – клетки, сплошная (треугольники) –
сфероиды. Показаны средние значения и их стандартные отклонения, n = 4. Для всех случаев различия между значениями
IC50 для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, критерий Манна–Уитни).

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

Vero CCL-81 клетки Vero CCL-81 сфероиды

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
 ж

из
не

сп
ос

об
но

ст
ь,

 %

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

100
80
60
40
20

0
10–7 10–6 10–5 10–4 10–3 10–2

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

HEK293 клетки HEK293 сфероиды

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

100
80
60
40
20

0
10–7 10–6 10–5 10–4 10–3 10–2

100
80
60
40
20

0
10–8 10–7 10–6 10–5 10–4 10–3

Доксорубицин, М Цисплатин, М Фторурацил, М Этопозид, М

При оценке антипролиферативной активности с
помощью резазурина для обеих клеточных линий
наблюдается снижение активности всех препаратов
в условиях 3D-культивирования по сравнению с 2D.

При этом наиболее заметные различия значений
IC50 получены для цисплатина.

Анализ сфероидов по многим параметрам являет-
ся технически более сложной задачей, чем анализ
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монослоя клеток. Однако некоторые виды исследо-
ваний для сфероидов могут быть проведены даже
проще, чем для монослоя клеток, благодаря их фор-
ме. Так, оценить пролиферацию клеток в сфероидах
можно и без использования каких-либо реагентов и
красителей. Для этого достаточно измерить диамет-
ры сфероидов при разных концентрациях тестируе-
мых препаратов. На основе диаметров можно рас-
считать объемы сфероидов, которые прямо пропор-
циональны количеству живых клеток в сфероиде.
Кривые зависимости относительного объема сферо-
идов от концентрации тестируемых препаратов

представлены на рис. 5. Рассчитанные из кривых
значения IC50 приведены в табл. 1.

Сравнение полученных значений IC50 показало,
что фторурацил демонстрирует одинаковую анти-
пролиферативную активность на обеих клеточных
линиях, цисплатин чуть более активен в отношении
клеток HEK293, а доксорубицин и этопозид гораздо бо-
лее активны в отношении HEK293, чем Vero CCL-81.

Цитотоксичность цитостатиков. Для оценки цито-
токсичности цитостатиков использовали реагент
CellTox Green, действие которого основано на изме-
нении целостности мембраны клеток вследствие
клеточной смерти. CellTox Green содержит краси-

Таблица 1. Антипролиферативная активность препаратов (IC50) для клеток Vero CCL-81 и HEK293 в монослое и в со-
ставе сфероидов. Оценка с помощью трех тестов

Оценка с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 3.5 ± 0.3 9.3 ± 1.9 0.15 ± 0.02 0.23 ± 0.03

Цисплатин 2.7 ± 0.3 11.0 ± 0.8 7.5 ± 1.8 6.9 ± 2.2

Фторурацил 6.7 ± 0.9 18.0 ± 4.0 7.0 ± 0.7 8.1 ± 0.8

Этопозид 6.4 ± 0.5 26.1 ± 3.5 0.49 ± 0.1 0.73 ± 0.08

Оценка с помощью резазурина; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 1.4 ± 0.3 3.1 ± 0.2 0.02 ± 0.01 0.12 ± 0.02

Цисплатин 3.8 ± 0.3 15.9 ± 1.3 1.7 ± 0.2 8.1 ± 0.3

Фторурацил 11.9 ± 1.5 17.9 ± 1.9 10.4 ± 0.4 13.5 ± 0.5

Этопозид 12.5 ± 1.0 20.4 ± 1.3 0.24 ± 0.03 0.55 ± 0.05

Оценка путем измерения диаметров сфероидов; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин − 9.3 ± 1.4 − 0.27 ± 0.04

Цисплатин − 10.4 ± 1.5 − 5.5 ± 1.3

Фторурацил − 7.3 ± 0.8 − 5.8 ± 0.4

Этопозид − 12.9 ± 4.5 − 0.35 ± 0.06
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тель, не способный проникнуть в живые клетки, но
свободно проникающий в мертвые клетки через по-
врежденную мембрану. При связывании красителя с
ДНК мертвой клетки наблюдается разгорание флуо-
ресценции. Наблюдаемый флуоресцентный сигнал
прямо пропорционален количеству мертвых клеток.
Полученные результаты представлены в табл. 2 и на
рис. 6.

Как видно из табл. 2, фторурацил не токсичен на
обеих клеточных линиях как в 2D, так и в 3D. Циспла-
тин нетоксичен на HEK293 и клетках Vero CCL-81 и
слаботоксичен на сфероидах из Vero CCL-81. Этопо-
зид проявляет незначительную токсичность при вы-
соких концентрациях. Доксорубицин проявляет за-
метную токсичность, причем значение CC50
(~20 мкМ) приблизительно одинаково для обеих
клеточных линий и обоих способов культивирова-
ния. На рис. 6 приведены изображения сфероидов,
обработанных препаратами в концентрациях, близ-

ких к CC50, мертвые клетки окрашены с помощью
CellToxGreen.

ОБСУЖДЕНИЕ
Сфероиды привлекают широкое внимание ис-

следователей в качестве моделей in vitro для скри-
нинга лекарственных препаратов. Несмотря на зна-
чительный прогресс, достигнутый в области био-
фабрикации, визуализации и анализа трехмерных
структур, работа со сфероидами все еще вызывает
определенные сложности по сравнению с работой
на монослойной культуре клеток.

В настоящей статье описана процедура формиро-
вания и последующего анализа сфероидов с помо-
щью двух различных методов. Показано, что наряду
с использованием достаточно дорогих 96-луночных
планшетов с низкоадгезивным покрытием и ком-
мерческого реагента CellTiter-Glo, возможно уде-
шевление процесса за счет формирования сферои-
дов с помощью агарозных форм и их анализа посред-
ством натриевой соли резазурина. Полученные
значения IC50 для цитостатиков близки по значени-
ям, что свидетельствует о сравнимой предиктивно-
сти обоих методов.

Для скрининга большого количества химических
соединений мы рекомендуем формировать сферои-
ды с помощью коммерческих 96-луночных или 384-
луночных планшетов с низкоадгезивным покрыти-
ем, так как планшеты хорошо совместимы с роботи-
ческим оборудованием, обеспечивают образование
сфероидов единого стандартного диаметра, позво-
ляют оперировать маленькими объемами реагентов
и красителей. Единственным минусом метода явля-
ется высокая стоимость планшетов. Формирование
сфероидов с помощью агарозных форм целесообраз-
но проводить в тех случаях, когда последующий ана-
лиз предполагает использование низко чувствитель-
ных реагентов или требуется большое количество
статистических данных. Одна агарозная форма поз-

Таблица 2. Цитотоксическая активность препаратов
(CC50) для клеток Vero CCL-81 и HEK293 в монослое и в
составе сфероидов

Соединение

CC50, мкМ (М ± SD)

Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 18 ± 4 17 ± 3 24 ± 7 25 ± 6

Цисплатин >100 60 ± 8 >100 >100

Фторурацил >1000 >1000 >1000 >1000

Этопозид 620 ± 70 300 ± 60 >1000 97 ± 15

Рис. 5. Кривые зависимости относительного объeма сфероидов из Vero CCL-81 и HEK293 от концентрации цитостатика.
Штриховая кривая (кружки) – Vero CCL-81, сплошная (треугольники) – HEK293. Показаны средние значения и их стандарт-
ные отклонения (n = 4). Для всех случаев, кроме фторурацила, различия между значениями IC50 для сфероидов из Vero CCL-
81 и HEK293 достоверны (р < 0.05, критерий Манна–Уитни).
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воляет сформировать 256 сфероидов, поэтому тести-
рование каждой концентрации препарата на одной
агарозной форме в 256 раз увеличивает порог чув-
ствительности анализа. Дополнительным преиму-
ществом данного метода является его низкая стои-
мость. Однако метод не совместим с роботическими
системами дозирования.

При формировании сфероидов особое внимание
следует уделять первоначальному числу клеток в
сфероиде, т.к. оно задает скорость пролиферации

клеток и, соответственно, финальный диаметр и
объем сфероидов. В сфероидах большого диаметра
(больше 250 мкм) развивается некроз, поскольку
кислород и питательные вещества не достигают цен-
тра сфероида. Соответственно при тестировании
цитотоксической активности лекарственных препа-
ратов невозможно отделить гибель клеток под дей-
ствием препарата от гибели клеток вследствие не-
кроза. Кроме того, сами лекарственные вещества и
красители также могут не доходить до центра сферо-

Рис. 6. Фазово-контрастные и флуоресцентные изображения клеточных сфероидов из Vero CCL-81 (а) и HEK293 (б), обрабо-
танных цитостатиками и окрашенных с помощью CellTox Green.

а
Контроль 31.6 мкМ Доксорубицин 100 мкМ Цисплатин 316 мкМ Этопозид

б
Контроль 31.6 мкМ Доксорубицин 100 мкМ Цисплатин 316 мкМ Этопозид

200 мкм

200 мкм

200 мкм

200 мкм
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ида, что неизбежно повлияет на результаты экспери-
мента. Учитывая вышесказанное, очевидно, что ис-
пользование сфероидов маленького диаметра более
предпочтительно. В настоящей работе проведена
оценка кинетики роста сфероидов в зависимости от
первоначальной концентрации клеток и подобрана
оптимальная концентрация, обеспечивающая фор-
мирование на 4-е сут сфероидов с диаметром, не
превышающим 250 мкм (V ≤ 8.2 × 106 мкм3).

Сравнение значений IC50 и CC50, полученных для
Vero CCL-81 и HEK293, независимо от методов
культивирования, демонстрирует различную актив-
ность цитостатиков на этих двух клеточных линиях
(табл. 1, 2). Доксорубицин и этопозид значительно бо-
лее эффективно тормозят пролиферацию HEK293,
чем Vero CCL-81, при этом цитотоксический эффект
на обеих клеточных линиях одинаков для всех пре-
паратов. Учитывая, что обе клеточные линии пред-
ставляют собой почечный эпителий, такой результат
может объясняться тем, что антипролиферативная
активность препаратов напрямую зависит от скоро-
сти пролиферации клеток, которая в случае HEK293
в 4 раза выше, чем в случае Vero CCL-81. Получен-
ные нами данные хорошо согласуются с результата-
ми работы, в которой установлено, что один и тот же
препарат может проявлять разную активность в за-
висимости от выбранной для теста клеточной линии
(Brajša et al., 2016b), что еще раз подтверждает необ-
ходимость обращать внимание на тип клеток при те-
стировании препаратов.

Сравнительный анализ активности препаратов
на монослое клеток и на сфероидах показал, что в
большинстве случаев антипролиферативный эф-
фект цитостатиков более выражен в 2D-условиях
(табл. 1), при этом их цитотоксическая активность
ярче проявляется в 3D (табл. 2). Наши данные по ан-
типролиферативной активности цитостатиков в мо-
нослое клеток хорошо согласуются с результатами
работ, в которых оценивали активность тех же пре-
паратов в 2D-условиях на тех же клеточных линиях
(Quispe-Mauricio et al., 2009; Hall et al., 2011; Li et al.,
2011; Sangmalee et al., 2016; Gupta et al., 2019; Valsalam
et al., 2019; Wu et al., 2020). Более высокая активность
цитостатиков в условиях 2D по сравнению с 3D мо-
жет быть связана с более высокой доступностью кле-
ток в монослое для тестируемых веществ.

Таким образом, нами проведена оценка антипро-
лиферативной и цитотоксической активности четы-
рех цитостатиков на клетках Vero CCL-81 и HEK293
в условиях 2D- и 3D-культивирования. Согласно на-
шим данным, цитостатики проявляли в 3D-услови-
ях такую же или меньшую антипролиферативную
активность по сравнению с 2D-условиями, но были
более токсичны. Можно предположить, что исполь-

зование 3D-культур при разработке новых лекар-
ственных средств позволит выявить потенциальную
токсичность препарата на ранних стадиях доклини-
ческих исследований. Полученные нами данные по-
казывают, что сфероиды могут быть использованы
для оценки эффективности лекарственных препара-
тов in vitro, как более точно отражающие архитектуру
ткани и обеспечивающие более физиологичное
окружение для клеток. Нами предложены два воз-
можных алгоритма формирования и анализа сферо-
идов, один из которых является дорогим, чувстви-
тельным, быстрым и совместимым с роботическим
оборудованием на всех стадиях процесса, другой –
более дешевый, позволяющий получить большое
количество статистических данных, но менее чув-
ствительный, не роботизируемый и более медлен-
ный на стадии анализа. Для получения адекватных
данных об активности химических соединений все-
гда следует учитывать восприимчивость клеточной
культуры, скорость пролиферации клеток, а в случае
сфероидов дополнительно подбирать оптимальный
диаметр для каждой используемой клеточной ли-
нии, чтобы гарантировать отсутствие некроза и пол-
ное проникновение тестируемых веществ. Развитие
методов формирования и анализа сфероидов в сово-
купности с развитием персонализированного подхо-
да может вывести доклинические исследования, а
также подбор эффективных доз препарата при кли-
ническом применении на качественно новый уро-
вень. При выборе таргетной терапии для конкретно-
го пациента наилучшую предиктивную способность
будут иметь сфероиды, сформированные из аутоло-
гичных клеток.
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The Determination of Cytostatic Activity on a 3D Spheroids-Based Model in Comparison 
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It is becoming approved that screening of compounds on a platform applying two-dimensionally (2D)-cultured cell
lines is incapable to precisely predict clinical activity of drugs; therefore three-dimensional (3D)-culture systems are
emerging and show potential for better simulating the physiological cell microenvironment. In this regard, a 3D
models that reflect all types of intercellular interactions, as well as the interaction of cells with the extracellular ma-
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trix, are becoming increasingly accepted. Spheroids represent one of these models. The purpose of our study was to
reveal the antiproliferative and cytotoxic activity of cisplatin, doxorubicin, f luorouracil, and etoposide on Vero
CCL-81 and HEK293 cell lines under 2D (monolayer) and 3D (spheroids) culture conditions. The comparison of
antiproliferative activity (IC50) and cytotoxic activity (CC50) obtained in different culture conditions revealed that
the antiproliferative activity of compounds was higher in 2D while cytotoxic effect was more prominent in 3D. We
suggest that cells in 3D are cultured in more physiological conditions, consequently they are more resistant to anti-
proliferative activity of compounds. More prominent cytotoxic effect in 3D allowed us to theorize that implementa-
tion of 3D spheroids-based model will allow to recognize early toxicity at the initial steps of preclinical studies in vi-
tro. Our data approved that in the course of determination of compounds specific activity, cell type, the cell prolif-
eration rate and in the optimal diameter of spheroids for each cell type should be taken into account.

Keywords: spheroids, monolayer, drugs, antiproliferative activity, cytotoxicity
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Целью данной работы является изучение морфологии поверхности хондросфер после обработки цитоха-
лазином Д. Хондросферы c концентрацией клеток 8000 на 1 сфероид получали из первичных хондроцитов
барана. Подсчитывали диаметры хондросфер, количества микроворсинок и округленных клеток (%) на
поверхности. Для оценки диаметра хондросфер использовали фотографии, полученные с помощью ин-
вертированного светового микроскопа, оснащенного цифровой фотокамерой. Для оценки количества
округленных клеток и микроворсинок использовали фотографии, полученные в ходе сканирующей элек-
тронной микроскопии. Морфометрический анализ показал, что после действия цитохалазина Д диаметр
хондросфер увеличивается, хондроциты округляются, подавляющее большинство хондроцитов сохраняет
на своей поверхности плотно расположенные микроворсинки. При этом в незначительной части клеток
наблюдается ранее не описанный феномен прогрессирующей депопуляции микроворсинок. Таким обра-
зом, цитохалазин Д оказывает существенное влияние на размеры и морфологию поверхности хондросфер.

Ключевые слова: цитохалазин Д, хондросферы, микроворсинки, сканирующая электронная микроскопия
DOI: 10.31857/S0041377121030044

Тканевые сфероиды представляют собой плотно
упакованные шарообразные агрегаты живых клеток,
использующиеся в качестве “строительных блоков”
в тканевой инженерии (Mironov et al., 2009). Некото-
рые виды тканевых сфероидов находят применение
в клинической практике. Так, сфероиды, состоящие
из первичных хондроцитов, или хондросферы, уже
более десяти лет успешно применяются в качестве
одной из форм клеточной терапии для лечения по-
вреждений хряща (Schubert et al., 2009). Таким обра-
зом, изучение хондросфер является перспективным
направлением в современной регенеративной меди-
цине.

Для ускоренного созревания хрящевой ткани ре-
комендуется применять химическую стимуляцию
(Huang et al., 2018). В качестве одного из важных
компонентов химического хондрогенного коктейля
для такой стимуляции впервые было предложено ис-
пользовать цитохалазин Д (Huang et al., 2018). Цито-
халазин Д является метаболитом некоторых видов
плесневых грибов и широко используется в клеточ-

ной биологии как классический ингибитор полиме-
ризации актина (Brown, Spudich, 1979). Показано,
что цитохалазин Д вызывает деполимеризацию ак-
тиновых микрофиламентов в хондроцитах при куль-
тивировании в монослое, приводящую к округлению
клеток и усилению синтеза компонентов внеклеточно-
го матрикса хряща, в основном гликозоаминоглика-
нов (Newman, Watt, 1988). Включение цитохалазина Д
в состав химического хондрогенного коктейля, по-
видимому, обусловлено именно этим фактом. Сле-
довательно, в настоящее время цитохалазин Д мож-
но рассматривать в качестве хондрогенного агента.
Несмотря на большое количество работ, посвящен-
ных изучению свойств цитохалазина Д, мы не нашли
в литературе данных о его влиянии на хондроциты в
условиях 3D-культивирования – в составе хондро-
сфер.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияния цитохалазина Д на морфологию поверхно-
сти хондросфер с помощью метода сканирующей
электронной микроскопии.

УДК 57.085.23
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Культура клеток. Первичные хондроциты барана

были любезно предоставлены Н.П. Омельяненко
(Национальный медицинский исследовательский
центр травматологии и ортопедии им. Н.Н. Приоро-
ва, Москва, Россия). Клетки выращивали в культу-
ральной среде DMEM (Gibco, США), содержащей
10% фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США),
1% антибиотика/антимикотика (Gibco, США) и
2 мM L-глутамина (ПанЭко, Россия). Клетки инку-
бировали при температуре 37°С во влажной атмосфере
при 5% CO2 до достижения 85–95% конфлюэнтности.
Отсутствие микоплазменного заражения подтвержда-
ли по протоколу окрашивания Hoechst 33258 (Sigma,
США).

Получение хондросфер. Для фабрикации хондро-
сфер использовали хондроциты 3 пассажа. Хондро-
сферы получали с использованием планшетов с низ-
коадгезивным покрытием Corning Spheroid Micro-
plates (Corning, США) по протоколу производителя.
После достижения 85–95% конфлюэнтности клетки
промывали раствором Версена (ПанЭко, Россия),
добавляли 0.25%-ный раствор трипсина с 0.53 мМ
ЭДТА (Gibco, США) и суспендировали в культу-
ральной среде DMEM. Для получения хондросфер
использовали клеточную суспензию с концентраци-
ей клеток 80000 кл./мл. В каждую ячейку 96-луноч-
ного планшета Corning Spheroid Microplate помеща-
ли 100 мкл готовой суспензии. Таким образом, кон-
центрация клеток в одном сфероиде составила 8000.

Обработка цитохалазином Д. Через 3 сут хондро-
сферы, находившиеся в ячейках 96-луночного план-
шета Corning Spheroid Microplate, обрабатывали рас-
твором цитохалазина Д (Sigma, США) в концентрации
10 мкM в культуральной среде DMEM и оставляли на
24 ч. По истечении 24 ч хондросферы фиксировали в
2.5%-ном растворе глутаральдегида (Sigma, США) для
дальнейшего сканирующего электронно-микроско-
пического исследования.

Сканирующая электронная микроскопия. Образцы
клеток фиксировали в 1%-ном растворе OsO4 в фос-
фатном буфере в течение 1–2 ч и дегидратировали в
серии спиртов возрастающей концентрации. Дегид-
ратированные образцы высушивали методом пере-
хода критической точки на установке HCP-2 (Hita-
chi Koki Co. Ltd., Япония) и подвергали напылению
золотом с помощью установки ионного напыления
IB-3 (EIKO, Япония). Затем образцы исследовали на
сканирующем электронном микроскопе JSM-6510
LV (JEOL, Япония).

Морфометрический анализ. Для оценки диамет-
ров хондросфер использовали фотографии, полу-
ченные на инвертированном световом микроскопе
Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Япония), оснащенном
цифровой фотокамерой. Для оценки количества
округленных клеток и микроворсинок использовали
фотографии, полученные в ходе сканирующей элек-
тронной микроскопии. Подсчет диаметров хондро-

сфер, а также количества округленных хондроцитов и
микроворсинок на их поверхности проводили с ис-
пользованием программного обеспечения ImageJ 1.51
(NIH, Bethesda, США). При подсчете диаметров ис-
пользовали 96 фотографий хондросфер в каждой
группе. При подсчете микроворсинок анализирова-
ли 10 фотографий поверхности хондросфер, в каж-
дой из которых подсчитывали количество микро-
ворсинок в 3-х произвольных областях площадью
10 × 10 мкм2.

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку проводили с использованием однофакторного
дисперсионного анализа ANOVA в программном
обеспечении GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Soft-
ware, Inc., La Jolla, CA, США). Эксперимент повто-
ряли 3 раза. Результаты измерений представлены
средними значениями и их ошибкой, различия меж-
ду группами считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфометрический анализ с использованием

световой микроскопии показал существенное уве-
личение диаметров хондросфер, обработанных ци-
тохалазином Д (365.31 ± 2.40 мкм), по сравнению с
контрольной группой (287.28 ±1.55 мкм). Следова-
тельно, диаметр увеличился более чем на 20%
(рис. 1а–в). При действии цитохалазина Д также на-
блюдали округление практически всех хондроцитов
на поверхности хондросфер (97.44 ± 1.95%), тогда
как в контрольной группе количество округленных
клеток составляло 10.10 ± 3.39% (рис. 1г–е).

По данным сканирующей электронной микро-
скопии подавляющее большинство хондроцитов со-
хранило на своей поверхности плотно расположен-
ные микроворсинки после обработки цитохалази-
ном Д. Тем не менее, в незначительной части клеток
наблюдали ранее не описанный феномен прогрес-
сирующей депопуляции микроворсинок (рис. 1з).
Редко можно было заметить хондроциты, практиче-
ски полностью лишенные микроворсинок (рис. 1и).
Таким образом, диаметр хондросфер, плотность
упаковки клеток в их составе, а также форма самих
клеток претерпевают существенные изменения по-
сле обработки цитохалазином Д.

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование показало существен-

ное влияние цитохалазина Д на морфологию хон-
дросфер, которое проявилось прежде всего в увели-
чении их диаметра. Такое увеличение, по нашим
данным, не связано с пролиферацией хондроцитов в
составе сфероидов, но может быть сопряжено с син-
тезом внеклеточного матрикса, хотя обычно для его
накопления требуется более продолжительное вре-
мя культивирования (Newman, Watt, 1988; Omelya-
nenko et al., 2020). Декомпактизация хондросфер,
наиболее вероятно, связана с округлением хондроци-
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тов в их составе, что является следствием деполиме-
ризации актиновых микрофиламентов под воздей-
ствием цитохалазина Д. Примечательным является
феномен депопуляции микроворсинок, наблюдае-
мый в некоторых хондроцитах на поверхности хон-
дросфер. В качестве продолжения анализа этого фе-
номена необходимо проведение дополнительных ис-
следований, затрагивающих влияние цитохалазина
Д на кинетику слияния хондросфер между собой и
на кинетику распластывания хондросфер на различ-

ных субстратах, включая поверхность поврежденно-
го хряща. Еще одним важным аспектом является
изучение синтеза и накопления внеклеточного мат-
рикса хряща в присутствии цитохалазина Д. Нако-
нец, имеет значение включение в состав хондросфер
микро- или наночастиц, содержащих цитохалазин Д
как отдельно, так и в комбинации с другими хондро-
генным факторами (Dang et al., 2016).

Известно, что обработка хондроцитов цитохала-
зином Д способствует восстановлению их хондро-

Рис. 1. Влияние цитохалазина Д на размеры и морфологию поверхности хондросфер: фазово-контрастные микрофотографии
контрольного сфероида (а) и сфероида после обработки 10 мкM цитохалазина Д (б); изменение диаметра хондросфер в про-
цессе эксперимента (в); микрофотографии поверхности контрольного сфероида (г) и сфероида после обработки цитохалази-
ном Д (д); изменение количества округленных клеток в процессе эксперимента (е); варианты поверхности клеток в составе
контрольного сфероида (ж) и сфероида после обработки цитохалазином Д (з, и). Размерные шкалы: 100 мкм (а, б, г, д), 2 мкм
(ж–и). Различия между группами достоверны при p ≤ 0.0001 (звездочки).
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генного фенотипа (Newman, Watt, 1988). Перестрой-
ка актиновых микрофиламентов по данным из лите-
ратуры приводит к увеличению экспрессии коллагена
II типа и к повышению содержания протеогликанов в
матриксе хондроцитов (Nofal, Knudson, 2002). В свою
очередь, накопление компонентов внеклеточного
матрикса вызывает увеличение модуля упругости
хондросфер, характеризующего их биомеханиче-
ские свойства (Omelyanenko et al., 2020). Усиление
упругости хондросфер позволит им выдерживать
высокое давление при встраивании в место дефекта
и распределять возникающие сжимающие напряже-
ния по подлежащей субхондральной кости.

Таким образом, использование цитохалазина Д
при культивировании хондросфер может помочь по-
высить их эффективность при замещении дефектов
хрящевой ткани.
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Chondrospheres Surface Morphology after Cytochalasin D Treatment
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The aim of the study is to investigate chondrospheres surface morphology after cytochalasin D treatment. Primary
sheep chondrocytes from passage 3 were used for chondrospheres fabrication. The initial concentration was 8000
cells per spheroid. Chondrospheres diameters, number of microvilli and rounded cells on chondrospheres surface
were calculated. Chondrospheres diameters examination was performed using inverted light microscope equipped
with digital camera. Microphotographs from scanning electron microscopy were used to estimate the number of mi-
crovilli and rounded cells. Morphometric analysis showed that chondrospheres diameter increases and chondrocytes
become rounded while the densely packed microvilli remain intact in the majority of chondrocytes after cytochalasin
D treatment. However, a previously undescribed phenomenon of progressive microvilli depopulation is observed in
a small part of cells. Thus, cytochalasin D significantly affects chondrospheres size and surface morphology.

Keywords: cytochalasin D, chondrospheres, microvilli, scanning electron microscopy



ЦИТОЛОГИЯ, 2021, том 63, № 3, с. 260–271

260

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОЛЛАГЕНА ВЫСОКОЙ КОНЦЕНТРАЦИИ В ТКАНЕВОЙ 
ИНЖЕНЕРИИ ХРЯЩА МЕТОДОМ ТРЕХМЕРНОЙ БИОПЕЧАТИ

© 2021 г.   Е. В. Исаева1, *, Е. Е. Бекетов1, В. В. Южаков1, Н. В. Аргучинская1, А. А. Кисель1,
Е. П. Малахов 1, Т. С. Лагода1, Н. Д. Яковлева1, П. В. Шегай2, С. А. Иванов1, А. Д. Каприн2

1Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба – филиал Национального медицинского исследовательского 
центра радиологии Министерства здравоохранения РФ, Обнинск, 249036 Россия

2Национальный медицинский исследовательский центр радиологии Министерства здравоохранения РФ,
Обнинск, 249036 Россия

*E-mail: e1esa@yandex.ru
Поступила в редакцию 26.10.2020 г.

После доработки 24.11.2020 г.
Принята к публикации 30.11.2020 г.

3D-биопечать – перспективная технология создания тканеинженерных конструкций для замещения по-
врежденных тканей и органов. Коллаген обладает такими преимуществами, как биодеградируемость, био-
совместимость и низкая иммуногенность, поэтому он широко используется в 3D-биопечати в тканевой
инженерии. Однако при использовании коллагена в традиционной низкой концентрации процесс биопе-
чати затруднен и не обеспечивает высокую точность. Цель настоящего исследования – оценка пригодно-
сти коллагена высокой концентрации для создания скаффолдов с инкорпорированными хондроцитами
методом 3D-биопечати для формирования хрящевой ткани in vitro и in vivo. Результаты исследования
показали, что собственной пористости 4%-ного коллагенового геля было недостаточно для сохранения
жизнеспособности клеток в течение длительного времени в условиях in vitro. Сразу после начала культи-
вирования скаффолдов наблюдали массовую миграцию клеток к свободным поверхностям и за их преде-
лы. Клетки, оставшиеся в коллагене, большей частью погибли в течение 4 нед. В эксперименте на живот-
ных через 2 нед. после имплантации скаффолдов наблюдали картину слабовыраженного гранулематозно-
го воспаления. Через 6 нед. в зоне имплантата под эпидермисом сформировалась соединительная ткань, в
которой рядом с кровеносными сосудами обнаруживали макрофаги и группы мелких клеток с округлыми
ядрами, по морфологическим критериям соответствующие молодым хондроцитам, однако количества
этих клеток было недостаточно для начала формирования хрящевой ткани.

Ключевые слова: тканевая инженерия, 3D-биопечать, скаффолд, биочернила, коллаген, хондроциты, ги-
стология, иммуногистохимия
DOI: 10.31857/S0041377121030056

Все большее распространение в регенеративной
медицине и тканевой инженерии приобретает 3D-
биопечать. Она позволяет получать тканеинженер-
ные конструкции (скаффолды) строго заданной
формы, распределять клетки и поддерживающие
биоматериалы определенными способами, чтобы
имитировать микроархитектуру различных тканей
человека. Ожидается, что технология трехмерной
биопечати в будущем радикально изменит регенера-
тивную медицину (Nguyen et al., 2017). В основе 3D-
биопечати лежит использование “биочернил” –
биосовместимых материалов, дополняемых живыми
клетками (стволовыми или дифференцированны-
ми). В последнее время как сами биочернила, так и
технологии изготовления тканеинженерных кон-
струкций на их основе являются предметом интен-
сивных исследований. На основании уже имеющих-
ся данных сформулированы основные требования,

предъявляемые к биочернилам (Murphy, Atala, 2014;
Kesti et al., 2015; Бекетов и др., 2019; Zhang et al., 2019):

1) они должны быть совместимыми с определен-
ными типами клеток и организмов, не вызывать ги-
бель клеток или иммунный ответ и оказывать поло-
жительное влияние на прикрепление, пролифера-
цию, миграцию и функцию как эндогенных, так и
экзогенных клеток;

2) биочернила должны быть пригодны для печа-
ти, обеспечивать стабильный выход материала, на-
носиться как на культуральную посуду, так и на другие
поверхности, например, вспомогательный гидрогель
(sacrificial hydrogel), обеспечивать своевременную по-
лимеризацию;

3) биоматериалы должны иметь контролируемую
кинетику деградации и нетоксичные продукты рас-
пада, поскольку встроенные клетки секретируют

УДК 57.085.23
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протеазы и продуцируют белки внеклеточного мат-
рикса, которые определяют новую ткань;

4) структуры на основе биоматериалов должны
обладать хорошими механическими свойствами, ко-
торые необходимы для продолжения функциониро-
вания конструкции.

В настоящее время исследования с использова-
нием 3D-биопечати для восстановления хрящевой и
костной тканей, а также кожи доведены до стадии
клинического применения (Murphy et al., 2020). Хря-
щевая ткань характеризуется относительно простым
строением с низкой плотностью клеток, не содержит
кровеносных сосудов и нервов, что упрощает изготов-
ление тканеинженерных конструкций (Grogan et al.,
2003; Murphy et al., 2020). В случае хрящевой ткани для
экструзионной 3D-биопечати используют такие мате-
риалы, как желатинметакриламид (Schuurman et al.,
2013; Levato et al., 2017), коллаген (Ren et al., 2016), по-
лиэтиленгликольдиметакрилат (Cui et al., 2012), на-
ноцеллюлоза с добавкой альгината (Nguyen et al.,
2017), децеллюляризованный хрящевой матрикс с по-
лисахаридами гелланом и альгинатом (Kesti et al., 2015).

Коллаген – это природный белковый полимер,
молекула которого представляет собой правозакру-
ченную спираль из трех α-цепей. Эти белковые цепи
содержат сайты клеточной адгезии на основе три-
пептида аргинин–глицин–аспарагиновая кислота
(RGD) (Chaisri et al., 2015). Молекулярные структура
и масса, а также температурные условия влияют на
физико-химические характеристики коллагена и
определяют вязкость и образование гидрогелей на
его основе (Zhang et al., 2019). Коллаген входит в со-
став внеклеточного матрикса и в основном содер-
жится в соединительной ткани животных и челове-
ка. В настоящее время описано 29 типов коллагена, ко-
торые кодируются более чем 40 генами (Chaisri et al.,
2015), однако более 90% всего коллагена высших орга-
низмов приходится на I, II, III и IV типы (Abraham et
al., 2008). Коллаген I типа участвует в многочислен-
ных физиологически важных взаимодействиях, мо-
дулируя клеточную пролиферацию, миграцию, диф-
ференцировку и специфическую экспрессию генов
(Liu et al., 2008). Коллаген характеризуется биодегра-
дируемостью, биосовместимостью и низкой имму-
ногенностью, поэтому он широко используется в
3D-биопечати в тканевой инженерии (Liu et al.,
2008; Osidak et al., 2019; Zhang et al., 2019).

Традиционно для биопечати применяют биочер-
нила на основе коллагена низкой концентрации –
до 1% (Drobnik et al., 2019; Okubo et al., 2019), что объ-
ясняется необходимостью доступа питательных ве-
ществ и газов к инкорпорированным в скаффолд
клеткам. Однако дальнейшее развитие метода 3D-
биопечати направлено на повышение точности пе-
чати и лучшее сохранение геометрических парамет-
ров сформированных конструкций, что требует при-
менения более вязких гидрогелей (Skardal et al.,
2015). Один из вариантов – применение биочернил

на основе коллагена высокой концентрации (Osidak
et al., 2019). Цель настоящего исследования – оценка
пригодности коллагена высокой концентрации для
создания скаффолдов с инкорпорированными хон-
дроцитами методом 3D-биопечати для формирова-
ния хрящевой ткани in vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение клеток. В эксперименте использовали
клетки, полученные из мечевидных хрящей двух
беспородных белых крыс-самцов (масса 300 г, воз-
раст 4 мес.). Хрящ отделяли от грудины, удаляли все
мягкие ткани, измельчали ножницами на кусочки
толщиной 3–4 мм, дважды промывали стерильным
фосфатным буфером и помещали в стакан с 0.15%-
ным раствором коллагеназы в среде DMEM. Фраг-
менты ткани инкубировали при 37°C и 5% CO2 в те-
чение ~20 ч (MCO-5AC, Sanyo, Япония). После ин-
кубации для окончательного разделения клеток рас-
твор перемешивали 30 мин на магнитной мешалке
(Biosan, Латвия), затем клетки осаждали в течение
5 мин при 400 g (центрифуга ELMI CM-6M, Латвия).
Для отмывания от фермента клеточный осадок ре-
суспендировали в среде, дополненной 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Biosera, Франция) и
центрифугировали в том же режиме. Процедуру по-
вторяли дважды. После этого клетки ресуспендиро-
вали в среде с сывороткой, отбирали 200 мкл суспен-
зии, окрашивали 0.4%-ным раствором трипанового
синего в фосфатном буфере и подсчитывали количе-
ство живых клеток.

Культивирование клеток. Клеточную суспензию
(~450000 мл–1) переносили в культуральный флакон
с площадью поверхности 25 см2 (Corning, США), до-
бавляли среду с 10% сыворотки, пенициллином-
стрептомицином (по 50 ЕД/мкг/мл), глютамином
(649 мкг/мл), помещали в СО2-инкубатор для при-
крепления. Через 48 ч производили замену среды на
свежую. Культивировали до образования монослоя
(примерно 7 сут), после чего переносили в новые фла-
коны. Для эксперимента использовали клетки 2-го
пассажа.

Подготовка биочернил. Биочернила готовили на
основе стерильного ателоколлагена свиньи I типа в
соответствии с описанной методикой (Osidak et al.,
2019). В день эксперимента клетки снимали с пла-
стика раствором трипсина−ЭДТА, после окрашива-
ния трипановым синим подсчитывали в камере Го-
ряева (Минимед, Россия) количество живых клеток,
центрифугировали (400 g, 5 мин) и ресуспендирова-
ли в 0.25 мл среды без сыворотки. Клеточную сус-
пензию в объеме 0.25 мл смешивали с 0.25 мл буфер-
ного раствора для коллагена и охлаждали при 4°С в
течение 10 мин. Этот раствор смешивали с 0.5 мл
раствора коллагена, получив таким образом биочер-
нила с концентрацией коллагена 4%. До печати био-
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чернила держали при 4°C. Конечная концентрация
клеток составляла 20 млн мл–1.

Параметры печати. Для создания скаффолдов был
использован 3D-биопринтер Rokit Invivo (Южная
Корея) с ПО версии 1.68. Слайсинг модели проводи-
ли в программе NewCreatorK версии 1.57.63. Гидро-
гель находился в шприце с внутренним диаметром
8.24 мм. Подача материала осуществлялась через иг-
лу 21G (внутренний диаметр 514 мкм) длиной
0.5 дюймов типа “Luer-Lock”. Печать осуществляли
в стерильные чашки Петри диаметром 60 мм (Corn-
ing, США). Высота слоя составляла 386 мкм – 75% от
диаметра сопла (Аргучинская и др., 2019). Для полу-
чения стабильного филамента печать проводили с
увеличенным в 1.5 раза выходом материала с про-
порционально (до уровня 66%) сниженной плотно-
стью заполнения и концентрическим алгоритмом пе-
чати. Выход материала на первом слое увеличивался на
30% для учета погрешности определения нулевого
уровня. Скорость печати составляла 5 мм/с. Темпера-
тура диспенсера была установлена на уровне 4°C,
температура печатного столика соответствовала ком-
натной. Перед печатью проводили стерилизацию
внутреннего пространства принтера с помощью
встроенной УФ-лампы с длиной волны 254 нм. В
каждой чашке размещали по три печатных конструк-
ции размером 4 × 4 × 4 мм.

Инкубирование после печати. После окончания
печати чашки заливали теплой питательной средой в
количестве, полностью покрывающем печатные
конструкции. Состав среды: DMEM с содержанием
глюкозы 4.5 г/л, 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки, 50 ЕД/мкг/мл пенициллина-стрептомицина,
649 мкг/мл глютамина, 100 нг/мл фактора роста
фибробластов, 100 нг/мл инсулиноподобного фак-
тора роста I типа, 10 нг/мл трансформирующего
фактора роста β1. Каркасы инкубировали в стан-
дартных для культур клеток условиях. Среду меняли
два раза в неделю.

Эксперименты на животных. Через 1 ч после печа-
ти два скаффолда были имплантированы двум бес-
породным белым крысам-самцам. Все операции с
животными осуществляли с применением ингаля-
ционного эфирного наркоза. Животным выстригали
шерсть в области холки, операционное поле обраба-
тывали 70%-ным раствором этанола. Делали разрез
ножницами и с помощью скальпеля формировали
под кожей карман, в который помещали имплантат.
При зашивании раны края кармана стягивали, место
вживления имплантата помечали цветной нитью
шовного материала. Шов обрабатывали 3%-ным
раствором перекиси водорода. Второй шов наклады-
вали на кожу, повторно обрабатывали перекисью
водорода. Для лучшей фиксации сверху наносили
медицинский клей. Для обезболивания вокруг опе-
рационного поля в холку в трех местах вводили по
0.1 мл 0.5%-ного раствора новокаина. В течение экс-
перимента крыс содержали изолированно друг от

друга в одиночных клетках со свободным доступом к
воде и пище. Место операции визуально осматрива-
ли ежедневно. Животных подвергли эвтаназии через
2 и 6 нед. после имплантации, отбирали материал
для гистологического исследования.

Гистологические и иммуногистохимические иссле-
дования. Гистологическому исследованию подверга-
ли напечатанные конструкции через 1 ч, 2 и 4 нед.
после печати. Материал, полученный в эксперимен-
тах с животными, исследовали через 2 и 6 нед. после
имплантации. Коллагеновые каркасы и фрагменты
тканей фиксировали 24 ч в кислой жидкости Буэна.
После отмывки в 70%-ном этаноле выполняли стан-
дартную гистологическую проводку образцов с их
последующим заключением в парафиновую среду.
Парафиновые срезы толщиной 5 мкм, полученные
на микротоме (Leica RM2235, Германия), помещали
на силанизированные стекла (S3003, Dako, Дания).
Для гистологических исследований депарафиниро-
ванные срезы окрашивали гематоксилином и эози-
ном и альциановым синим по Моури. После обезво-
живания в спиртах и просветления в ксилоле препа-
раты заключали в канадский бальзам.

Иммуногистохимические исследования на серий-
ных срезах проводили с использованием поликлональ-
ных кроличьих антител к ядерному антигену пролифе-
рирующих клеток – PCNA (1 : 100) и моноклональных
кроличьих антител к маркеру эндотелия – адгезионной
молекулы тромбоцитов/эндотелиальных клеток-1 –
PECAM-1 (1 : 250). Для иммуновизуализации кроли-
чьих антител применяли козьи антитела к кроли-
чьим IgG, конъюгированные с пероксидазой хрена
(1 : 1000). Растворы для иммуногистохимии готови-
ли на фосфатно-солевом буфере.

Выявление антигенов на гистологических срезах
выполнено согласно основным требованиям для им-
мунопероксидазных методов. Предварительно все
антитела и наборы были протестированы на пози-
тивном контроле экспериментального материала.
Оптимальные условия иммуноокрашивания опре-
деляли по соотношению интенсивности иммунопо-
ложительной реакции к “фону”. Согласно протоко-
лу иммуногистохимических исследований, до нане-
сения первичных антител к PCNA и CD31
депарафинированные срезы, погруженные в цитрат-
ный буфер (рН 6.0), прогревали в микроволновой
печи (5 мин, 720 Вт). Эндогенную пероксидазу бло-
кировали в 3%-ном растворе перекиси водорода. В
блокирующий буфер добавляли 2% нормальной сы-
воротки животных-доноров вторых антител, 1% бы-
чьего сывороточного альбумина и 0.1% Тритона Х-100.
В растворе первичных антител препараты инкубиро-
вали в течение ночи во влажной камере при 4°С. По-
сле отмывки препаратов в фосфатно-солевом буфе-
ре на срезы наносили вторичные антитела на 1 час
при комнатной температуре. Субстратную перокси-
дазу выявляли с использованием диаминобензидина
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(Liquid DAB+, DAKO, К3468). Ядра клеток докра-
шивали гематоксилином Майера.

Гистологические препараты изучали в микроско-
пе Leica DM 1000 (Германия) с камерой Leica ICC50
HD (Германия).

Использованные реактивы. Альциановый синий
(8GX), инсулиноподобный фактор роста I типа
(IGF-1), сыворотка козья, трансформирующий фак-
тор роста β1, тринитрофенол (для приготовления
жидкости Буэна, 1.3%), тритон X-100 (Sigma-Aldrich,
США); ацетон, ксилол (орто) (ЧДА), перекись водо-
рода (3%), хлороформ (ХЧ) (Россия); бычий сыворо-
точный альбумин (Santa Cruz, США); гематоксилин
Майера, парафиновая среда (Гистомикс), формалин
(для приготовления жидкости Буэна, 40%), эозин
(1%-ный спиртовой раствор) (БиоВитрум, Россия);
глютамин, коллагеназа II типа (Clostridium histolyti-
cum, 315 ед/мг), пенициллин-стрептомицин, среда
DMEM (содержание глюкозы 4.5 г/л), раствор трип-
сина–ЭДТА, трипановый синий, фактор роста фиб-
робластов (ООО НПП “ПанЭко”, Россия); диами-
нобензидин (Dako, Дания); канадский бальзам
(Merck, Германия); козьи антитела, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (ab205718), моноклональ-
ные кроличьи антитела к CD31/PECAM-1 (ab182981)
(Abcam, Великобритания); комплект ателоколлаге-
на свиньи I типа с буферным раствором (80 мг/мл,
ИМТЕК, Россия); медицинский клей БФ-6 (МПЗ,
Россия); новокаин (ОАО “Дальхимфарм”, Россия);
поликлональные кроличьи антитела к PCNA (PA5-
27214, Invitrogen, США); фосфатно-солевой буфер
(рН 7.4, ЭКОсервис, Россия); шовный материал
(Monocryl poliglecaprone 25, Ethicon, США−Бель-
гия); эмбриональная телячья сыворотка (Biosera,
Франция); этанол медицинский (95%, ЗАО “РФК”,
Россия); эфир для наркоза (Химмед, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты исследований in vitro. При первичной
изоляции клеток из хрящевой ткани животных с по-
мощью фермента коллагеназы общее их количество
было невелико (~775 тыс.), что, вероятно, объясня-
ется возрастом доноров. Выход живых клеток при
описанном способе изоляции составил 86.4%. Клет-
ки нулевого пассажа имели характерную для хондро-
цитов кубическую форму и зернистую цитоплазму,
образовывали плотный монослой на 7 сут культиви-
рования. Жизнеспособность клеток 2-го пассажа,
которые использовали в эксперименте, до смешива-
ния с коллагеном составляла 99.9%.

Состояние клеток в составе коллагеновой кон-
струкции через 1 ч после печати, в течение которого
она находилась в питательной среде в СО2-инкуба-
торе, представлено на рис. 1: коллаген окрашен в ро-
зовый цвет, клетки имеют базофильную окраску.
Распределение клеток по объему скаффолда нерав-
номерно. Клетки концентрировались большей ча-
стью у воздушных пузырей внутри конструкции и
вблизи свободных поверхностей скаффолда. Через
1 сут нахождения в инкубаторе и в следующие не-
сколько дней наблюдали массовую миграцию кле-
ток из коллагеновых каркасов и прикрепление их ко
дну чашек (рис. 2). В дальнейшем ее темпы снижа-
лись. Для того, чтобы предотвратить истощение пи-
тательной среды клетками, мигрировавшими из
коллагеновых конструкций, скаффолды были пере-
несены в новые чашки Петри.

Со второй недели наблюдали уменьшение разме-
ров, деформацию и, в некоторых случаях, частичное
разрушение скаффолдов. На рис. 3а представлена
микрофотография срезов разных каркасов через 14 сут
после печати. Здесь видна неравномерная окраска кол-
лагена, присутствуют более светлые (рыхлые) и темные

Рис. 1. Распределение хондроцитов в коллагеновых кон-
струкциях через 1 ч после печати. Окрашивание гематок-
силином и эозином. Увел. об.: 2.5×.

Рис. 2. Миграция хондроцитов из коллагеновых каркасов
на дно чашек Петри через 1 сут после печати. Фазовый
контраст. Увел. об.: 10×.
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(плотные) участки. Вероятно, плотность коллагена из-
менилась вследствие разрушения, а также действия
клеточных протеолитических ферментов. В более
плотных участках воздушные пузыри отсутствовали.
Клетки сосредоточены в более рыхлых участках
(рис. 3б). Много клеток располагалось на поверхно-
сти конструкций (рис. 3в). PCNA-положительная
реакция ядер наблюдалась только в отдельных клет-
ках (рис. 3г), что, на наш взгляд, свидетельствует о
том, что основная часть клеток находилась в состоя-
нии покоя. В следующие 14 сут большая часть кле-
ток, заключенных в коллаген, погибла.

На срезах, сделанных через 28 сут после печати,
можно видеть, что конструкции уменьшились в раз-
мерах и деформировались (рис. 4а), присутствовал
клеточный детрит (рис. 4б). На микрофотографиях
отчетливо видно, что через 4 нед. в коллагене сохра-
нились только отдельные живые клетки (рис. 4в, г).

Результаты исследований in vivo. Гистологическое
исследование показало, что через 2 нед. в отдельных
участках зоны введения имплантата животным при-
сутствовал клеточный детрит, состоявший из фраг-
ментов каркаса, погибших полиморфноядерных

лейкоцитов и некротизированных подкожных мы-
шечных волокон (рис. 5а, б). Вокруг скаффолда фор-
мировалась капсула из соединительной ткани, кото-
рая прорастала в коллаген, разделяя его на отдельные
фрагменты (рис. 6). Вокруг кровеносных сосудов рас-
полагались макрофаги, по-видимому, вовлеченные в
процесс рассасывания органического каркаса, и гра-
нулемы инородных тел (рис. 7). Гранулематозные
узелки, окруженные кровеносными сосудами, со-
держали большое количество клеточных элементов,
концентрически располагавшихся вокруг фрагмен-
тов деградирующего матрикса. При иммуногистохи-
мическом окрашивании на CD-31 в зонах рассасы-
вания скаффолда выявлялись многочисленные фор-
мирующиеся мелкие кровеносные сосуды (рис. 8).
Положительная реакция ядер на PCNA наблюдалась
в клетках соединительной ткани, эндотелии сосудов
и в клеточных элементах гранулем (рис. 9). В окру-
жающей соединительной ткани отмечалось присут-
ствие клеточных элементов с округлыми ядрами и
узким ободком цитоплазмы (возможно, хондроци-
тов). Таким образом, результаты патоморфологиче-
ского исследования свидетельствуют о том, что че-
рез 2 нед. после имплантации скаффолда под кожу

Рис. 3. Хондроциты в составе тканеинженерных коллагеновых конструкций через 14 сут после печати. а–в – Окрашивание
гематоксилином и эозином, г – иммуноокрашивание на PCNA. Увел. об.: а – 2.5×, б – 20×, в – 10×, г – 40×.

a б

в г
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крыс наблюдается гранулематозное воспаление с
разрушением органического матрикса макрофагами
и гигантскими клетками.

Через 6 нед. в зоне введения имплантата под эпи-
дермисом сформировалась соединительная ткань
(рис. 10а), в которой, рядом с кровеносными сосуда-

Рис. 4. Коллагеновые конструкции через 28 сут после печати. Окрашивание гематоксилином и эозином. Стрелками показаны
живые клетки; звездочки – клеточный детрит. Увел. об.: а – 2.5×, б – 10×, в, г – 40×.

a б

в г

Рис. 5. Место введения скаффолда через 2 нед. после его имплантации под кожу холки крысы. Звездочками показаны
области с признаками воспалительной реакции в зоне имплантации. Окрашивание гематоксилином и эозином. Увел. об.: а –
2.5, б – 5×.

a б
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ми, обнаруживались макрофаги и группы мелких
клеток с округлыми ядрами, по морфологическим
критериям соответствующие молодым хондроцитам
(рис. 10б, в). Цитоплазма этих клеток дала положи-
тельную реакцию на гликозаминогликаны при окра-
шивании альциановым синим (рис. 10г). В то же вре-
мя данные свидетельства формирования хрящевой
ткани можно считать косвенными и требующими
дальнейшего подтверждения.

ОБСУЖДЕНИЕ

Трехмерная (3D) культура хондроцитов считается
предпочтительной для регенерации хрящевой ткани
(Okubo et al., 2019). Сочетание 3D условий культиви-

рования с добавлением факторов роста позволяет
сохранить специфический фенотип хондроцитов
(Nguyen et al., 2017; Okubo et al., 2019), обеспечивая
синтез и накопление молекул внеклеточного мат-
рикса – протеогликанов и коллагенов, которые мо-
гут быть потеряны в условиях in vitro (Grogan et al.,
2003; Бекетов и др., 2019). Трехмерные условия куль-
тивирования создаются, в основном, с помощью
каркасов из различных материалов, которые служат
для прикрепления, жизнедеятельности и пролифе-
рации клеточных элементов. Жизнеспособность
клеток в искусственных тканях зависит от того, на-
сколько эффективно они снабжаются кислородом и
питательными веществами. Ограниченный поток
метаболитов в тканевых конструкциях – одна из
проблем всей тканевой инженерии (Brown et al.,
2007). В статических условиях культивирования ос-
новным способом переноса веществ в гидрогелях
является диффузия. Предполагается, что кислород
постоянно поступает в периферические зоны ткане-
инженерной конструкции: он растворяется в пита-
тельной среде, при этом его концентрация пропорци-
ональна парциальному давлению газа и коэффициен-
ту растворимости (Brown et al., 2007). Поскольку в
искусственных тканях диффузия кислорода часто
происходит медленнее, чем его потребление, кисло-
род является лимитирующим фактором в выживании
клеток в конструкциях толще 100–200 мкм (Malda et
al., 2004). На доступность кислорода кроме длины пу-
ти диффузии влияет плотность клеточной массы,
так как способность кислорода диффундировать че-
рез клетки значительно меньше, чем через воду (Ra-
disic et al., 2005; Brown et al., 2007). В каркасах с до-
статочно большой объемной долей клеток затруд-
ненная диффузия метаболитов будет дополняться их
повышенным потреблением. Поэтому в статических
клеточных конструкциях, где питательные вещества
распространяются только путем диффузии, неиз-

Рис. 6. Формирование соединительнотканной капсулы
на границе с подкожной жировой клетчаткой (отмечено
стрелками). Окрашивание гематоксилином и эозином.
Увел. об.: 2.5×.

Рис. 7. Зона рассасывания скаффолда. а – Макрофаги и гранулемы инородных тел в зоне элиминации имплантата; б – фраг-
мент а при большем увеличении. СК – Скаффолд, ГИТ – гранулема инородных тел, стрелками показаны макрофаги. Окра-
шивание гематоксилином и эозином. Увел. об.: а – 20×, б – 40×.

a б
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СКСКСК
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бежно возникают области, в которых преобладает
пролиферация клеток, – это наружная поверхность
скаффолда (Lewis et al., 2005).

Результаты, полученные в нашем исследовании,
являются хорошей иллюстрацией всему вышеска-
занному. Уже через 1 ч нахождения тканеинженер-
ных конструкций в статических условиях инкубато-
ра произошло перемещение клеток к наружным по-
верхностям скаффолда и воздушным пузырям. В
течение следующих нескольких дней наблюдали
массовый выход клеток за пределы коллагеновой
конструкции и прикрепление их ко дну культураль-
ной посуды. О гетерогенном распределении клеток
внутри тканеинженерных каркасов сообщают и дру-
гие авторы. Так, Левис с соавторами (Lewis et al.,
2005) наблюдали увеличение плотности бычьих хон-

дроцитов в периферических слоях пористого карка-
са из терефталата/полибутилентерефталата в тече-
ние первых 14 сут. культивирования. В литературе
также сообщается (Radisic et al., 2005), что концен-
трация кислорода и жизнеспособность сердечных
миоцитов крыс снижались линейно и плотность жи-
вых клеток уменьшалась экспоненциально с ростом
расстояния от поверхности конструкции (коллаге-
новая губка диаметром 6 мм и толщиной 1.5 мм).

Хрящ – аваскулярная ткань и относительно мед-
ленная диффузия веществ в глубину конструкции не
считается преобладающей проблемой в инженерии
хряща (Grogan et al., 2003). Однако в искусственных
каркасах используется высокая плотность клеток
для получения более “функциональной” ткани, так
как она имеет решающее значение для установления
межклеточных контактов и осуществления ткане-
вых функций (Radisic et al., 2005; Brown et al., 2007;
Cigan et al., 2016). При биопечати высокая плотность
клеток необходима также для достижения хорошей
выживаемости после печати (Nguyen et al., 2017). Та-
ким образом, в диффузно-ограниченных конструк-
циях возникает противоречие между высокой плот-
ностью клеток и достаточным содержанием кислоро-
да. Это становится особенно важным в свете выводов,
сделанных Окубо с соавторами (Okubo et al., 2019). По
их мнению, эффективность хондрогенеза напрямую
зависела от плотности клеток в скаффолдах (чем вы-
ше, тем лучше) и фактор высокой жизнеспособно-
сти клеток являлся более важным с точки зрения
формирования ткани, чем попытки стимулировать
хондрогенез.

В соответствии с представленными данными при
культивировании скаффолда в течение 4 нед. про-
изошло его частичное разрушение и сжатие. Одной
из причин, вызвавшей разрушение коллагена, могло
быть выделение клетками протеолитических фер-
ментов (Zhang et al., 2019). Деформация и сжатие

Рис. 8. Васкуляризация зоны рассасывания скаффолда. а – Ангиогенез на границе скаффолда, б – ангиогенез в области фор-
мирования гранулем инородных тел (ГИТ) с многоядерными клетками рассасывания. Стрелками показана иммуногистохи-
мическая реакция эндотелия сосудов с антителами к CD31. Увел. об.: 20×.

a б

ГИТГИТГИТ

Рис. 9. Иммуногистохимическая реакция ядер клеток с
антителами к PCNA в зоне рассасывания скаффолда.
Увел. об.: 20×.
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конструкций из натуральных материалов, например,
внеклеточного матрикса хряща или коллагена
вследствие жизнедеятельности клеток также описа-
ны в литературе (Liu et al., 2008; Rowland et al., 2013).
Клеточно-опосредованное сжатие пористого материа-
ла может уменьшить диффузию кислорода и питатель-
ных веществ к центру, и, как следствие, объем, доступ-
ный для клеточной пролиферации (Rowland et al.,
2013), что также не способствует формированию пол-
ноценной ткани. Дробник с соавторами (Drobnik et al.,
2019) исследовали долговечность трехмерных губча-
тых пористых каркасов на основе коллагена I типа с
нервными эмбриональными крысиными клетками
или без клеток после имплантации в головной мозг
крысам. Было показано, что имплантаты оставались
структурно не поврежденными в течение 4 нед., но
индуцировали гранулематозное воспаление, вклю-
чающее накопление многоядерных макрофагов, мо-
нонуклеарных воспалительных клеток и образова-
ние кровеносных сосудов. Авторы предположили,
что иммунные реакции, включая воспаление, окис-

лительный стресс и низкий уровень трофических
факторов могут вызывать гибель клеток внутри ин-
женерных конструкций после имплантации. Мы на-
блюдали сходную картину воспаления после под-
кожной имплантации коллагеновых каркасов кры-
сам. Но в нашем исследовании каркасы полностью
рассосались в течение 4–6 нед., вероятно, по причи-
не того, что состояли из немодифицированного кол-
лагена. Обнаружение кровеносных сосудов, прорас-
тающих в каркас, является положительным фактором,
так как васкуляризация считается критически важным
событием в тканевой инженерии (Murphy et al., 2020).
Несмотря на то, что жизнеспособные клетки, по
морфологическим критериям соответствующие мо-
лодым хондроцитам, сохранились, полноценного
формирования хрящевой ткани не произошло. Ве-
роятно, это также связано как с быстрым рассасыва-
нием коллагенового скаффолда, так и небольшим
количеством выживших клеток. Оставшиеся клетки
не успели сформировать собственный матрикс, ха-
рактерный для хрящевой ткани.

Рис. 10. Зона имплантации скаффолда под кожу холки крысы через 6 недель. а – В верхнем левом углу виден фрагмент шов-
ной нити в месте имплантации; б, в – в окружающих тканях видны группы мелких клеток с округлыми ядрами, по морфоло-
гическим критериям соответствующие молодым хондроцитам, г – группа клеток с положительной реакцией на гликозами-
ногликаны в подкожной соединительной ткани крысы (показаны стрелками) в зоне рассасывания органического матрикса.
а–в – Окрашивание гематоксилином и эозином, г – окрашивание альциановым синим. Увел. об.: а – 10×, б–г – 40×.

a б

в г
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Для клинического применения трансплантаты
должны быть объемными (не плоскими) и содержать
физиологическую плотность метаболически актив-
ных дифференцированных клеток (Radisic et al.,
2005). В тканеинженерных конструкциях, толщина
которых составляет несколько мм, снабжение кле-
ток питательными веществами и особенно кислоро-
дом является критической проблемой. Ограничение
диффузии питательных веществ приводит к про-
странственно неоднородным свойствам искусствен-
ной ткани (Bian et al., 2009). Как показывает анализ
литературы, более высокая жизнеспособность кле-
ток достигается в менее плотных гелях, в которых
лучше осуществляется диффузия (Nguyen et al., 2017;
Okubo et al., 2019). Однако в трехмерной биопечати
плотность материала должна обеспечивать возмож-
ность получения стабильной конструкции заданной
формы, иначе все преимущества технологии будут
сведены к нулю. Это противоречие может быть раз-
решено с помощью включения дополнительных кана-
лов и пор, например, из вспомогательных материалов
(sacrificial hydrogel), которые удаляются из готовых из-
делий (Levato et al., 2017), или с использованием дина-
мических систем культивирования – биореакторов. В
то же время существует мнение, что перфузионные
системы могут не подходить для получения хряще-
вой ткани, так как способны удалять специфические
метаболиты (коллаген) и приводить к апоптозу кле-
ток (Grogan et al., 2003). Результаты нашего исследо-
вания показали, что собственной пористости ис-
пользованного 4%-ного коллагенового геля было
недостаточно для снабжения инкорпорированных
клеток кислородом и питательными веществами и
сохранения их жизнеспособности в течение дли-
тельного времени в условиях in vitro. Вторым недо-
статком материала была его быстрая (в течение ме-
сяца) деградация в организме животных. Это в свою
очередь не позволило необходимое время поддержи-
вать условия для формирования хрящевой ткани в
месте имплантации. Таким образом, в дальнейших
исследованиях целесообразно использовать моди-
фицированные варианты коллагена или другие по-
лимеры, в том числе синтетические, характеризую-
щиеся более длительным сроком деградации.
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The Use of Collagen in a High Concentration for the Engeineering of Cartilage 
Tissue with 3D-Bioprinting
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3D-bioprinting is a promising technology for tissue engineering structure formation in the case of damaged tissue
and organ replacement. Collagen is one of the most appropriate hydrogels for the purpose, due to its exceptional bio-
compatibility. However, the use of collagen with conventionally low concentration makes bioprinting difficult and
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does not provide high accuracy. The purpose of this study was evaluation of suitability of collagen with high concen-
tration in case of chondrocyte-laden scaffold fabrication via 3D-bioprinting for cartilage formation in vitro and in
vivo. Immediately after the beginning of the scaffold incubation, cell migration to the surface and out of the scaffold
was observed. The results of the study showed that the 4% porosity inherent for collagen is not enough for cells to
survive in case of long-term incubation in vitro. The cells remaining in the collagen mostly died within 4 weeks. As
for in vivo study, 2 weeks after implantation of the scaffold, a weak granulomatous inflammation was observed. After
6 weeks, connective tissue was formed in the area of implantation, where macrophages and the groups of small cells
with rounded nuclei were found. In accordance with morphological criteria, these cells could be considered as young
chondrocytes. However, their amount was not sufficient to start the formation of cartilage tissue.

Keywords: tissue engineering, 3D-bioprinting, scaffold, bio-ink, collagen, chondrocytes, histology, immunohisto-
chemistry
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Коллаген – один из важнейших белков внеклеточного матрикса. Благодаря своей высокой биосовмести-
мости, он является привлекательным природным полимером и материалом для создания тканеинженер-
ных матриц, в частности матриц, имитирующих строму роговицы глаза. В данной работе из тканей живот-
ных был экстрагирован и охарактеризован коллаген I типа, и на его основе сформированы коллагеновые
пленки. С целью создания дополнительных ковалентных связей в пленках применяли сшивающий агент
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид и N-гидроксисукцинимид (EDC/NHS). Исследовано
влияние обработки EDC/NHS на механические свойства и деградацию пленок из коллагена I типа. Пока-
зано увеличение жесткости матриц и их устойчивости к биодеградации после обработки коллагена. Про-
веден анализ влияния обработки коллагена EDC/NHS на жизнеспособность и морфологию клеток рого-
вицы линии SIRC. Показано, что обработка пленок сшивающим агентом повышает жизнеспособность
клеток линии SIRC и не изменяет их морфологию.

Ключевые слова: коллаген I типа, карбодиимид, клеточная линия SIRC, биодеградация, механические
свойства коллагеновых пленок
DOI: 10.31857/S004137712103007X

Согласно данным ВОЗ, на 2017 г. в мире насчиты-
вают около 36 млн людей, страдающих от слепоты.
Поражения роговицы являются одной из основных
причин слепоты. Заболевания роговицы имеют раз-
личную этиологию, но все они проявляются в разру-
шении структуры ткани. При серьезных осложнени-
ях показана пересадка кадаверной (трупной) донор-
ской роговицы – кератопластика (Bourges, 2017; Di
Zazzo et al, 2017). Помимо ряда достоинств, керато-
пластика имеет существенныe недостатки и, прежде
всего, большую вероятность тканевой несовмести-
мости трансплантата, несмотря на хорошую биосов-
местимость по отношению к органу зрительной си-

стемы – глазу. Также остро стоят вопросы дефицита и
хранения донорского материала (Gain et al., 2016). Аль-
тернативой донорской роговице может служить ис-
кусственный кератопротез и тканеинженерные кон-
струкции, которые представляют собой пленку или
матрицу, с выращенными на них клетками. Пер-
спективным материалом для формирования такой
пленки является белок внеклеточного матрикса –
коллаген I типа. Коллаген – основной структурный
белок внеклеточного матрикса, он составляет около
30% от всех белков тела человека. Молекула коллаге-
на включает в себя три левозакрученных полипептид-
ных α-цепи, которые в свою очередь образуют право-
закрученную тройную спираль (Holmes et al., 2018).
Коллаген в нативном виде обладает значительной
прочностью и устойчивостью к биодеградации за
счет многочисленных межмолекулярных ковалент-
ных связей. Однако при обработке ферментами или
кислотами во время экстракции коллагена из тканей
нативные незрелые ковалентные связи разрывают-
ся, и в раствор выходит молекулярный коллаген.
Коллагеновые матрицы, изготавливаемые из раство-
ра коллагена, обладают низкими прочностными ха-

Принятые сокращения: ГА – глутаровый альдегид; ЛСК –
лимбальные стволовые клетки; DMEМ F-12 – питательная
среда Игла в модификации Дюльбекко: питательная смесь F-
12; EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид;
MES – 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота; МТТ – 3-
(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид;
NHS – N-гидроксисукцинимид; PBS – фосфатно-солевой бу-
фер; SDS – додецилсульфат натрия; SIRC – клеточная линия
из ткани роговицы кролика “Statens Seruminstitut Rabbit Cor-
nea”.

УДК 577.12



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 3  2021

ВЛИЯНИЕ КАРБОДИИМИДА НА СТРУКТУРНО-МЕХАНИЧЕСКИЕ 273

рактеристиками и требуют обработки сшивающими
агентами для образования дополнительных межмо-
лекулярных связей. На сегодняшний день в литера-
туре представлен достаточно широкий спектр раз-
личных способов сшивания молекул коллагена (На-
щекина и др., 2020б). Все подобные методы условно
можно разделить на два класса – физические и хими-
ческие методы сшивания. К физическим методам от-
носятся дегидротермальный и радиационный мето-
ды. Дегидротермальный метод заключается в нагре-
вании образца до температуры свыше 90°С в
глубоком вакууме для его обезвоживания. В результа-
те образуются ковалентные связи между амидной и
карбоксильной группами, а также между амидной и
гидроксильной группами (Oliveira et al., 2019). Сши-
вание коллагена путем облучения матрицы ультра-
фиолетовым или рентгеновским излучением позво-
ляет точно регулировать время и интенсивность воз-
действия, а также одновременно стерилизовать
образец (Rýglová et al., 2017).

Большинство химических сшивающих агентов
можно подразделить на реагирующие с ε-амино-
группами коллагена и реагирующие с карбоксиль-
ными группами коллагена. К первой группе отно-
сятся эпоксиды, хиноны, формальдегид, глутаровый
альдегид и изоционат, ко второй группе – карбодии-
мид и ацилазид (Paul et al., 2003; Rýglová et al., 2017).
Среди химических сшивающих агентов наибольшую
популярность имеют глутаровый альдегид и карбо-
диимид.

Глутаровый альдегид (ГА) образует ковалентные
сшивки между свободными первичными аминами
лизина, иногда аргинина и карбоксильной группой
глутаминовой кислоты. Реакция сшивания ГА с
остатками лизина или гидроксилизина приводит к
образованию промежуточного основания Шиффа, а
дальнейшая реакция приводит к альдольной кон-

денсации, в результате чего образуются ГА-связи
(Rýglová et al., 2017; Нащекина и др., 2020а). Карбо-
диимиды относятся к типу сшивающих агентов, ко-
торые при образовании межмолекулярных связей не
включаются в конечный продукт и образуют так на-
зываемые “связи нулевой длины”, из-за чего они
имеют низкую цитотоксичность (Rýglová et al., 2017).
Наиболее часто используемым карбодиимидом яв-
ляется 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбоди-
имид (EDC) (Paul et al., 2003).

EDC активирует карбоксильную группу глутами-
новой или аспарагиновой кислоты в полипептидной
цепи, которые затем могут реагировать с аминогруп-
пами лизина или гидроксилизина в других цепях, с
образованием амидной связи. Добавление N-гид-
роксисукцинимида (NHS) снижает скорость гидро-
лиза активированной группы и повышает эффек-
тивность реакции. Побочные продукты реакции
(производные мочевины) проявляют определенную
степень цитотоксичности, но они растворимы в воде
и могут быть вымыты из конструкции после сшива-
ния (Rose et al., 2014; Rýglová et al., 2017; Oryan et al.,
2018). Реакция сшивки с карбодиимидом представ-
лена на рис. 1.

Несмотря на большое количество опубликован-
ных данных по использованию карбодиимида для
сшивания коллагена, все еще недостаточно инфор-
мации о влиянии разных концентраций EDC на
свойства коллагеновых пленок, обработанных этим
сшивающим агентом. Также в литературе полно-
стью отсутствуют данные по взаимодействию клеток
роговицы с коллагеновыми пленками, сшитыми
EDC. Целью настоящего исследования была оценка
структурно-механических свойств коллагеновых
пленок, обработанных раствором EDC разной кон-
центрации, а также исследование цитосовместимо-

Рис. 1. Схема реакции сшивания коллагена (Col) с помощью имидов.
EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид, NHS – N-гидроксисукцинимид.
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сти полученных пленок по отношению к клеткам
роговицы линии SIRC.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение коллагена I типа. Коллаген I типа вы-

деляли из сухожилий крысиных хвостов путем кис-
лотной экстракции (Швед и др., 2007). Коллаген
экстрагировали в 0.5 М растворе уксусной кислоты и
осаждали NaCl, доведя концентрацию соли в рас-
творе до 0.9 М. После проведения ряда диализов в
уксусной кислоте и фосфатов натрия коллаген сте-
рилизовали диализом против 0.5%-ного раствора
хлороформа и снова диализовали против раствора
уксусной кислоты. Чистоту выделенного белка под-
тверждали методом SDS-электрофореза.

Приготовление коллагеновых пленок. Из получен-
ного раствора коллагена I типа с концентрацией
4.6 мг/мл методом полива формировали пленки.
Пленки были высушены при температуре 37°С в те-
чении 2 сут. Для изучения взаимодействия клеток с
коллагеновой поверхностью пленки отливали на дно
лунок 24 и 96-луночных плат.

Сшивание коллагена в пленках. Сшивающие аген-
ты 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид
(EDC) (Sigma-Aldrich, США) и N-гидроксисукци-
нимид (NHS) (Sigma-Aldrich, США) растворяли в
0.05 М 2-(N-морфолино) этансульфоновой кислоте
(MES-буфере) (Sigma-Aldrich, США) при pH 5.5.
Сшивающие агенты растворяли до конечной кон-
центрации, соответствующей определенному моль-
ному соотношению к количеству карбоксильных
групп коллагена (их количество в коллагене состав-
ляет 1.2 мМ на 1 г коллагена). Мольное соотношение
EDC, NHS и карбоксильных групп коллагена I типа
представлено в табл. 1. Пленки, полученные из рас-
твора коллагена I типа, инкубировали в растворе в
течение 1 ч. Затем для удаления непрореагировав-
ших веществ и побочных продуктов реакции пленки
промывали 2 раза по 10 мин в растворе фосфатно-со-
левого буфера (PBS) и 2 раза по 10 мин в бидистил-
ляте “Super-Q”. Пленки стерилизовали под действи-
ем UV-излучения в течение 20 мин.

Оценка механических свойств пленок. Исследова-
ние механических свойств пленок проводили на
установке INSTRON 1122 (Instron, США), при ско-
рости растяжения 10 мм/мин. В процессе испыта-
ний записывали диаграммы растяжения материа-
лов, на основе которых определяли следующие ве-
личины: прочность (σр), измеряемую в мегапаскалях
(МПа); эластичность (ε) – относительное удлинение
при разрыве в процентах (%); модуль упругости (Е) в
гигапаскалях (ГПа).

Оценка биодеградации пленок под действием про-
теолитического фермента коллагеназы. Бактериаль-
ную коллагеназу (Sigma-Aldrich, США) растворяли в
буфере TES-Ca (50 мМ TES и 0.36 CaCl2) (Sigma-Al-
drich, США) и добавляли к образцу в количестве 1 U

на 1 мг коллагена. Затем образцы инкубировали в те-
чение 1 ч при постоянном перемешивании и темпе-
ратуре 37°С. Биодеградацию пленок оценивали по
количеству растворившегося коллагена методом
определения оксипролина в растворе.

Измерение оксипролина в растворе. Оксипролин –
одна из основных аминокислот коллагена, которая
отсутствует в большинстве других белков. Измере-
ние оксипролина в растворе позволяет определить
количество коллагена в образце. Коллагеновые
пленки до и после обработки коллагеназой гидроли-
зовали в стеклянных ампулах в 6 М HСl при 120°С в
течение 1 сут. Полученные гидролизаты высушива-
ли в лиофилизаторе FreeZone (Labconco, Германия).
Затем к сухим образцам добавляли 200 мкл воды и
1 мл реактива A (0.62 М хлорамин Т в растворе, со-
держащем 1 часть изопропанола, 1 часть H2O и 8 ча-
стей ацетатного-цитратного буфера (рН = 6.0)). Из
полученного раствора отбирали по 1 мл смеси и ин-
кубировали 20 мин при комнатной температуре. По-
сле этого добавляли 1 мл реагента Б (32.3 М 4-Диме-
тиламинобензальдегид (ПДАБА) в растворе, содержа-
щем 7 частей изопропанола и 3 части HClO4 (60%)) и
инкубировали 15 мин при температуре 65°С. Затем
раствор охлаждали и фотометрировали на спектро-
фотометре ПЭ-5400УФ (Экросхим, Россия) при
длине волны 550 нм; сравнение проводили с кон-
трольным образцом.

Культивирование клеток линии SIRC. Клетки ро-
говицы кролика линии Seruminstitut Rabbit Cornea
(SIRC) были предоставлены ЦКП “Коллекция куль-
тур клеток позвоночных” (Институт цитологии
РАН). Клетки культивировали в среде DMEM-F12
(Биолот, Россия), содержащей 10% телячьей эмбри-
ональной сыворотки (HyClone, США), 0.4% гента-
мицина (Gibco, США) и 0.5% L-глутамина (Lonza,
США) при 37°С в атмосфере 5% СО2. Для экспери-
ментов клетки рассевали в лунки 96-луночных плат
в количестве 700 и 6500 клеток на лунку, а также на
стекла диаметром 11 мм в лунки 24-луночных плат в
количестве 6500 клеток на лунку.

Флуоресцентная микроскопия. Клетки культиви-
ровали на пленках в течение 1 сут, после чего пленки
с клетками промывали в PBS и фиксировали в 4%-

Таблица 1. Мольное соотношение EDC, NHS и карбок-
сильных групп коллагена I типа

Сшивающий агент Мольное соотношение

EDC 0.2 5.2

NHS 0.1 2.6

COOH 1 1
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ном растворе формальдегида (Sigma-Aldrich, США)
в течение 20 мин. Затем пленки обрабатывали 0.1%-
ным раствором Тритон X-100 (Sigma-Aldrich, США).
Окраску цитоскелета проводили путем обработки
8%-ным раствором родамин-фаллоидина (Invitro-
gen, США). Препараты фиксировали на предметном
стекле, ядра клеток окрашивали DAPI с помощью
заключающей среды Mounting Medium with DAPI
(Abcam, США).

Организацию актинового цитоскелета анализи-
ровали с помощью лазерного сканирующего конфо-
кального микроскопа Olympus FV3000 (Германия) и
флуоресцентного микроскопа LSM 5 PASCAL (Carl
Zeiss AG, Германия).

МТТ анализ. Жизнеспособность клеток после 1 и
4 сут культивирования оценивали с помощью МТТ
метода. После культивирования клеток линии SIRC
в каждую лунку 96-луночной платы вносили 50 мкл
раствора 3-(4,5-диметилтиазол 2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида (МТТ) (5 мг/мл) в среде
DMEМ-F-12 и клетки инкубировали еще 2 ч при
37°С в атмосфере 5% СО2. По окончании инкубации
среду с МТТ осторожно удаляли, и в каждую лунку
добавляли 50 мкл DMSO (Биолот, Россия). Клетки в
растворе ресуспендировали и инкубировали 15 мин
при комнатной температуре. Показатели оптиче-
ской плотности измеряли на спектрофотометре при
длине волны 570 нм. Значение оптической плотно-
сти для контрольного образца принимали 100%.

Статистическая обработка данных. Для установле-
ния достоверности различий полученных данных
использовали t-критерий Стьюдента. Данные пред-
ставляли в виде средних значений ± SD (Standard
Deviation, стандартное отклонение) (n = 3 для иссле-
дования биодеградации, n = 5 для МТТ-теста).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Коллаген I типа, выделенный из сухожилий кры-

синых хвостов, был охарактеризован методом SDS-
электрофореза в полиакриламидном геле. Важным
признаком структурной целостности выделенного
коллагена является наличие на электрофореграмме
определенного набора (5 и более) бандов, соответ-
ствующих описанным ранее в литературных источ-
никах (Lillie et al., 1987; Rýglová et al., 2013). Образец
коллагена I типа содержит два банда (размером 120–
140 кДа, в зависимости от источника коллагена), со-
ответствующих мономерам двух α-цепей (α1 и α2).
Кроме того, в образце присутствуют димеры и три-
меры α-цепей, которые представлены в виде так на-
зываемых β- и γ-компонентов соответственно.

На основе выделенного коллагена формировали
пленки. Далее пленки обрабатывали в растворе сши-
вающего агента. Количество сшивающего агента для
эксперимента рассчитывали в мольном соотноше-
нии относительно карбоксильных групп коллагена
(EDC/NHS/COOH). Нами были использованы кон-
центрации компонентов в составе сшивающего
агента близкие к использованным другими авторами
(Duan, Sheardown 2007; Ahmad et al., 2015):
EDC/NHS/COOH – 0.2/0.1/1 и 5.2/2.6/1.

На первом этапе было проанализировано влия-
ние сшивающих агентов на механические свойства
пленок. Пленки испытывали в режиме растяжения,
результаты исследований представлены на рис. 2 и в
табл. 2. Полученные результаты показывают, что
эластичность сшитых пленок обратно пропорцио-
нальна концентрации сшивающего агента: наиме-
нее эластичными оказались пленки с высокой кон-
центрацией EDC. В тоже время прочность и модуль
упругости сшитых пленок несколько снижаются по
сравнению с контрольными образцами. Это согла-
суется с данными, представленными в работах дру-
гих авторов (Angele et al., 2004; Powell, Boyce 2006;
Liu et al., 2018).

Исследование влияния сшивающих агентов на
скорость деградации проводили путем обработки
пленок бактериальной коллагеназой. Количество
растворенного коллагена определяли по количеству
оксипролина в пробе. Результаты представлены на
рис. 3. Анализ показал значительное повышение
устойчивости сшитых коллагеновых пленок к дей-
ствию коллагеназы.

При формировании коллагеновых пленок для
улучшения их механических характеристик мы ис-
пользовали сшивающие агенты, которые могут ока-
зывать токсическое влияние на культивируемые
клетки. В связи с чем, важной характеристикой пле-
нок, которую необходимо исследовать, является их
цитотоксичность. Для выявления возможной цито-
токсичности пленок, обработанных сшивающим
агентом, мы оценивали жизнеспособность клеток с
помощью МТТ теста. Для исследования была вы-
брана линия клеток SIRC роговицы кролика. Клет-

Рис. 2. Кривые растяжения образцов. Зависимость де-
формации растяжения от напряжения: Кривая 1 – пленка
на основе коллагена I типа (Col); кривые 2 и 3 – пленки на
основе Col, обработанные соответственно сшивающим
агентом 0.2/0.1/1 и 5.2/2.6/1 (указано мольное соотноше-
ние EDC, NHS и карбоксильных групп (COOH) молеку-
лы коллагена.
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ки стандартной линии SIRC имеют преимущество
по сравнению с первичными лимбальными стволо-
выми клетками (ЛСК), популяция которых гетеро-
генна; также свойства ЛСК зависят от возраста и со-
стояния здоровья донора.

Жизнеспособность клеток, культивируемых на
коллагеновых пленках, обработанных сшивающим
агентом, исследовали в сравнении с контрольными
образцами (покровное стекло и пленки, обработан-
ные растворителем для сшивающего агента – MES).
Так как EDC/NHS относится к сшивающим агентом
“нулевой длины”, то есть реагент участвует в реак-
ции сшивания молекул коллагена, но сам не встраи-
вается в новообразованную связь, ожидается, что он
не должен оказывать негативного эффекта на клет-
ки. Полученные результаты подтверждают это пред-
положение (рис. 4). Негативное влияние могут ока-
зывать остатки сшивающего агента в случае недоста-
точного отмывания его после обработки пленок.
Обработка сшивающим агентом не только не несет
отрицательного эффекта, что свидетельствует о пол-
ном удалении остатков непрореагировавшего сши-
вающего агента, но и оказывает достоверное поло-
жительное влияние на жизнеспособность клеток по-
сле 1 сут культивирования в случае обработки
пленок сшивающим агентом в меньшей концентра-
ции. Данная тенденция (в пределах погрешности)
наблюдается и при использовании более высокой
концентрации сшивающего агента. К тому же было
показано достоверное положительное влияние сши-
тых пленок на жизнеспособность клеток после 4 сут
культивирования. Увеличение количества жизне-
способных клеток линии SIRC на сшитых пленках
через 1 и 4 сут после посева, вероятно, связана не с
химическими, а с механическим свойствами пленки.
Сравнительно недавно было показано, что жест-
кость матриц прямо пропорционально влияет на
распластанность, адгезию и пролиферацию культи-
вируемых клеток (Wong et al., 2004).

Морфологию клеток и организацию их актиново-
го цитоскелета оценивали с помощью световой и
флуоресцентной микроскопии. Результаты пред-
ставлены на рис. 5. Было продемонстрировано, что

клетки, растущие на обработанных сшивающим
агентом пленках, являются намного более распла-
станными по сравнению с контролем. В контроль-
ных образцах (стекло) клетки имеют округлую форму,
собраны в агрегаты, цитоскелет имеет неорганизован-
ную структуру. На коллагеновых пленках, не обрабо-
танных или обработанных растворителем MES, боль-
шинство клеток имеют округлую форму, единичные
клетки распластаны. На сшитых пленках большее
количество клеток находятся в распластанном со-
стоянии. В клетках наблюдается хорошо организо-
ванный цитоскелет, ядра несколько увеличены.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Коллаген широко используется в тканевой инже-
нерии, этот белок имеет ряд преимуществ по сравне-
нию с другими синтетическими и природными мате-
риалами, поскольку обладает высокой биосовмести-

Таблица 2. Характеристика и параметры механических свойств пленок на основе коллагена I типа при растяжении*

* Состав образцов указан в подписи к рис. 2

Образец Ширина, мм Толщина, мм Прочность, МПа Удлинение 
при разрыве, %

Модуль упругости, 
ГПа

Col 1 5 0.008 92 ± 9 10.3 ± 2 2.4 ± 0.4

0.2/0.1/1 3 0.012 83 ± 7 6.4 ± 2 2.3 ± 0.3

5.2/2.6/1 3 0.011 71 ± 9 4.3 ± 1 2.1 ± 0.5

Рис. 3. Диаграмма, иллюстрирующая характер деграда-
ции коллагеновых пленок под действием коллагеназы.
Col – пленка на основе коллагена I типа, EDC-0.2 и
EDC-5.2 пленки, обработанные раствором с соотноше-
нием компонентов сшивающего агента к карбоксильным
группам коллагена (EDC/NHS/COOH) 0.2/0.1/1 и
5.2/2.6/1 соответственно. Звездочкой отмечены статисти-
чески достоверные отличия от контроля (p ≤ 0.05).
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мостью и присутствует в подавляющем большинстве
тканей животных и человека.

Кислотная экстракция позволяет получить кол-
лаген I типа близкий к его нативной структуре. На-
тивный коллаген, в отличие от сформированных
коллагеновых пленок, имеет незрелые и зрелые ко-
валентные связи. При кислой экстракции коллагена
разрушаются незрелые альдиминовые ковалентные
связи, а также электростатические и гидрофобные
связи в фибриллах. В раствор выходит молекулярный
коллаген. Поэтому необработанные пленки, получен-
ные из раствора коллагена, имеют нестабильные меха-
нические свойства и большую скорость биодеградации
по сравнению с нативным коллагеном.

Рис. 4. Жизнеспособность клеток линии SIRC, культиви-
руемых на сшитых коллагеновых пленках в течение 1 сут
(а) и 4 сут (б). На диаграмме представлены относитель-
ные значения данных, полученных в MTT-тесте; за
100% был принята оптическая плотность контроля. Кон-
троль – клетки на культуральном пластике, контроль
(MES) – клетки на пленках на основе коллагена I типа,
обработанных растворителем для сшивающего агент
(MES-буфером), EDC-0.2 и EDC-5.2 – клетки на плен-
ках, обработанных раствором с соотношением компо-
нентов сшивающего агента к карбоксильным группам
коллагена (EDC/NHS/COOH) 0.2/0.1/1 и 5.2/2.6/1 соот-
ветственно. Звездочкой отмечены статистически досто-
верные отличия от контроля (p ≤ 0.05).
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Рис. 5. Морфология и структура актинового цитоскелета
клеток линии SIRC в разных условиях культивирования.
Стекло – контрольные клетки на покровном стекле, кон-
троль (MES) – клетки на пленках на основе коллагена I
типа, обработанных растворителем для сшивающего
агента (MES-буфером), EDC-0.2 и EDC-5.2 – клетки на
пленках, обработанных раствором с соотношением ком-
понентов сшивающего агента к карбоксильным группам
коллагена (EDC/NHS/COOH) 0.2/0.1/1 и 5.2/2.6/1 соот-
ветственно. Левая панель – световая микроскопия, ув.
об. 8×, правая панель – конфокальная микроскопия, ув.
об. 40×. Красный цвет – актиновые микрофиламенты,
окраска родамин-фаллоидином; синий цвет – ядра кле-
ток, окраска DAPI.
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Для улучшения механических свойств и сниже-
ния скорости биодеградации, пленки на основе мо-
лекулярного коллагена I типа обрабатывали раство-
ром сшивающего агента EDC/NHS. Данный сшива-
ющий агент – один из наиболее распространенных и
часто используемых химических сшивающих аген-
тов в тканевой инженерии. EDC/NHS имеет важное
преимущество, поскольку он не высвобождается в
процессе биодеградации пленок, так как реагент не
встраивается в конечную цепь, образуя так называе-
мые “связи нулевой длины”.

При испытании механических свойств коллаге-
новых пленок было показано, что эластичность пле-
нок снижается при увеличении концентрации сши-
вающего агента. Снижение эластичности можно
объяснить увеличением числа ковалентных связей,
препятствующих перегруппировке структурных эле-
ментов в процессе деформирования. Такие резуль-
таты согласуются с литературными данными. Так,
например, было показано (Powell, Boyce, 2006), что
эластичность матриц уменьшается с увеличением
количества сшивающего агента, а прочность и модуль
упругости при этом имеют нелинейную зависимость
от этого параметра. Однако встречаются работы, в ко-
торых получены противоречащие нашим результатам
данные: увеличение эластичности коллагеновых мат-
риц и снижение прочности и модуля упругости с уве-
личением количества сшивающего агента (Liu et al.,
2008). Подобный эффект, вероятно, связан с влаж-
ностью исследуемых матриц. Даже незначительное
количество воды в пленках существенно влияет на
их механические свойства (Angele et al., 2004).

Результаты наших исследований показали значи-
тельное увеличение устойчивости к биодеградации
сшитых пленок. Увеличение ковалентных и некова-
лентных внутри- и межмолекулярных связей колла-
гена повышает устойчивость пленок к действию
матриксных металлопротеаз, в частности коллагена-
зы. Эти результаты хорошо согласуются с данными о
значительном повышении биостабильности пленок,
обработанных сшивающим агентом EDC/NHS (An-
gele et al., 2004; Powell, Boyce, 2006).

Для исследования возможности применения по-
лученных пленок коллагена для решения задач оф-
тальмологии мы культивировали на них клетки ро-
говицы кролика линии SIRC. Клетки линии SIRC
относятся к самоиммортализованным линиям кле-
ток. Обычно данную линию применяют для первич-
ного скрининга токсичности и пронициаемости
глазных капель (Rönkkö et al., 2016). При использо-
вании сшитых коллагеновых пленок регистрирова-
ли достоверное увеличение жизнеспособности кле-
ток в случае использования сшивающего агента в
малой концентрации как через 1 сут, так и через 4 сут
после посева (в случае обработки пленок сшиваю-
щим агентом в большей концентрации наблюдали
тенденцию к увеличению жизнеспособности через 1
сут после посева). Было показано увеличение рас-

пластанности клеток на пленках, обработанных
сшивающим агентом. Эти результаты хорошо согла-
суются с данными других авторов (Wong et al., 2004)
о том, что распластанность клеток, показатели их ад-
гезии и пролиферации обратно пропорциональны
эластичности матриц. Отсутствие отрицательного
эффекта обработки пленок сшивающим агентом на
жизнеспособность клеток также подтверждается в
других исследованиях (Wang et al., 2017). Из литера-
туры известно о положительном влиянии обработки
пленок EDC/NHS на пролиферативную активность
клеток по сравнению с контролем (Powell, Boyce,
2006; Zhao et al., 2015).

Полученные данные позволяют сделать заключе-
ние, что коллагеновые пленки, обработанные рас-
твором EDC/NHS, могут быть перспективным мате-
риалом для изготовления тканеинженерных кон-
струкций и использоваться для кератопластики при
восстановлении роговицы.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работы по механическим испытаниям и исследования
взаимодействия клеток с пленками выполнены при фи-
нансовой поддержке Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (проект № 20-03-00400_а). Разработка
метода приготовления пленок выполнена при финансо-
вой поддержке Минобрнауки России в рамках темы госу-
дарственного задания № 0103-2019-0012.
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Effect of Carbodiimide on the Structural, Mechanical and Biological Properties
of Collagen Films

Yu. А. Nashchekinaa, *, М. Yu. Sirotkinaa, D. М. Darvisha, I. А. Barsukb,
О. А. Moskalyukc, and N. А. Mikhailovaa

aInstitute of Cytology, Russian Acsdemy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
bKirov Military Medical Academy, St. Petersburg, 194044 Russia

cSaint Petersburg State University of Industrial Technologies and Design, St. Petersburg, 191186 Russia
*e-mail: yuliya.shved@gmail.com

Collagen is one of the most important proteins in the extracellular matrix. Due to its high biocompatibility, it is an
attractive natural polymer and material for the creation of tissue-engineered matrices, in particular matrices that
mimic the stroma of the cornea of the eye. In this work, type I collagen was extracted and characterized from animal
tissues, and collagen films were formed on its basis. In order to create additional covalent bonds in the films, the
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crosslinking agent 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide and N-Hydroxysuccinimide (EDC/NHS)
were used. The effect of EDC/NHS treatment on the mechanical properties and degradation of type I collagen films
was investigated. An increase in the stiffness of matrices and their resistance to biodegradation after collagen pro-
cessing has been shown. An analysis of the effect of collagen processing with EDC/NHS on viability and morphol-
ogy of SIRC corneal cells was carried out. It was shown that the treatment of films with a cross-linking agent increas-
es the viability of SIRC cells and does not have a negative effect on their morphology.

Keywords: type I collagen, carbodiimide, SIRC cell line, biodegradation, mechanical properties
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Поликапролактон (ПКЛ) широко применяется для конструирования сосудистых трансплантатов малого
диаметра благодаря своим биомеханическим свойствам, медленной скорости деградации, а также хоро-
шей биосовместимости. В настоящей работе тестировали тканеинженерную конструкцию (ТИК) на осно-
ве трубчатой матрицы, заселенной гладкомышечными (ГМ) клетками аорты, на модели замещения
брюшной аорты крысы. Полиэфирные трубчатые матрицы получали методом термического разделения
фаз и заселяли ГМ-клетками. Чтобы проследить дальнейшую судьбу ГМ-клеток, использовали суперпа-
рамагнитные наночастицы оксида железа, которые являются эффективным маркером имплантированных
клеток для их долгосрочной визуализации. Гистологическую оценку миграции аутологичных эндотели-
альных клеток и образования эндотелиальной оболочки проводили через 4, 8 и 12 нед. после введения
трансплантата. Миграция эндотелия в просвет имплантированной конструкции с последующим образо-
ванием клеточного монослоя была выявлена через 4 нед. Помеченные наночастицами ГМ-клетки были
обнаружены на всем протяжении ТИК, что свидетельствовало о роле этих клеток в эндотелизации ТИК.
В конце 12-недельного периода наблюдения архитектура неоинтимы и неоадвентиции имела большое
сходство с таковыми у нативного сосуда. Сравнение с бесклеточной конструкцией показало лучшую про-
ходимость клеточной ТИК без возникновения каких-либо осложнений и хорошие биоинтегративные
свойства.

Ключевые слова: гладкомышечные и эндотелиальные клетки, поликапролактон, сосуд малого диаметра,
суперпарамагнитные наночастицы оксида железа, тканеинженерная конструкция, трубчатая матрица
DOI: 10.31857/S0041377121030111

Шунтирование является основным подходом к
лечению сердечно-сосудистых заболеваний, связан-
ных с облитерацией кровеносных сосудов. Однако
недостаток аутологичных сосудов пациентов (вен
или артерий) из-за повторных операций или сопут-
ствующей патологии (атеросклероза) приводит к не-
обходимости развития тканеинженерных сосуди-
стых трансплантатов. Создание клинически приме-
нимых сосудов малого диаметра (менее 6 мм) в
качестве альтернативы аутологичным венозным или

артериальным сосудистым заменителям в настоя-
щее время является предметом интенсивных иссле-
дований в области трансляционной медицины (Li et al.,
2014; Xu et al., 2017). Несмотря на большое количество
исследований, до сих пор нет выводов о клиниче-
ской пригодности сосудистых тканеинженерных
конструкций (ТИК). Для обеспечения структурной
целостности и долгосрочной проходимости идеаль-
ный сосудистый трансплантат должен обладать ан-
титромботической поверхностью, устойчивостью к
образованию аневризмы и иметь низкий риск
осложнений, таких как гиперплазия интимы или
кальцификация.

За последние десятилетия были разработаны раз-
личные биологические сосудистые трансплантаты

Принятые сокращения: ГМ – гладкомышечные клетки; ПКЛ –
поликапролактон; ЭК – эндотелиальные клетки; СЭМ – ска-
нирующая электронная микроскопия; ТИК – тканеинженер-
ная конструкция; ТЭМ – трансмиссионная электронная мик-
роскопия.

УДК 57.085.1;57.085.23
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на основе децеллюлированных тканей (Hibino et al.,
2015; Negishi et al., 2017), фиброина шелка (Catto et al.,
2015), гидрогелей (Aussel et al., 2017), внеклеточного
матрикса, синтезированного клетками (Rosellini et al.,
2010). Различная степень успеха у применяемых кон-
струкций частично определяется химическими и меха-
ническими свойствами материала (Pashneh-Tala et al.,
2015). В настоящее время для приготовления сосуди-
стых ТИК широко используют биодеградируемые
синтетические полимеры (de Valence et al., 2012;
Aussel et al., 2017). Полимеры играют решающую
роль в технологии тканевой инженерии, поскольку
представляют собой наиболее подходящий материал
для применения в сердечно-сосудистой хирургии,
главным образом, благодаря их свойствам и практи-
ческим преимуществам (простота изготовления,
удобство имплантации, хранения и т.д.). Кроме того,
скорость деградации полимера можно регулировать
путем изменения множества факторов, включая мо-
лекулярную массу, отношение площади поверхно-
сти к объему и др. По сравнению с биологическими
материалами синтетические полимеры демонстри-
руют улучшенные биомеханические свойства, кото-
рые делают их хорошими кандидатами на размеще-
ние трансплантата в сосудах с высоким артериаль-
ным давлением.

Поликапролактон (ПКЛ) является одним из наи-
более перспективных кандидатов при разработке со-
судистых ТИК благодаря таким свойствам как био-
совместимость, медленная скорость деградации и
превосходные биомеханические свойства (Fukuni-
shi et al., 2016). Важную роль при разработке ТИК
играют технологии изготовления трубчатых мат-
риц. Наиболее часто используемые методы включа-
ют электроспиннинг, выщелачивание порогенов
или биопринтинг (Hoch et al., 2014). К сожалению,
применение синтетических материалов в сосуди-
стой хирургии часто приводит к возникновению раз-
личных осложнений, включая тромбоз, гиперпла-
зию интимы и кальцификацию трансплантата (Mel
et al., 2008; Mehta et al., 2011).

Одной из стратегий, позволяющих избежать воз-
никновения подобных осложнений, является засе-
ление биодеградируемых синтетических материалов
клетками сосудов двух основных типов: эндотели-
альными клетками и (или) гладкомышечными (ГМ).
Эндотелий обладает плейотропным эффектом и иг-
рает важную роль в регуляции гомеостаза и проходи-
мости кровеносных сосудов (Dharmashankar et al.,
2010; Wilson et al., 2014). Неполная эндотелизация
ТИК, особенно в случае регенерации кровеносных
сосудов малого диаметра, приводит к тромбозу, про-
теканию швов, псевдоаневризмам и т.д. (Stowell,
Wang, 2018; Zhao et al., 2018). Известно, что на обра-
зование эндотелиальной оболочки значительное
влияние оказывает рельеф матриц. Для того, чтобы
модулировать образование эндотелиального моно-
слоя, предпринимались многочисленные попытки
образования гребней и канавок на поверхностях

матриц (Wang et al., 2019) или изменения жесткости
волокон (Stekelenburg et al., 2008; Bingcheng et al.,
2020). Однако эффективного и быстрого решения
проблемы эндотелизации ТИК пока не достигнуто.

Другими клетками, играющими важную роль в
регуляции тонуса сосуда и диаметра просвета, явля-
ются ГМ-клетки. Показано, что низкая способность
ГМ-клеток заселять трансплантат, а также снижение
эффективности синтеза коллагена и эластина, при-
водят к образованию нарушений в стенке сосуда,
ухудшению параметров вазомоторности и эластично-
сти, а также к длительным осложнениям, связанным с
трансплантатом (de Valence et al., 2012). Сосудистые
ТИК, заселенные аутологичными эндотелиальными
клетками, безусловно являются предпочтительными,
так как не вызывают иммунных реакций хозяина.
Однако получение и культивирование аутологичных
эндотелиальных клеток имеет ряд ограничений,
включая болезненность забора биопсии, длитель-
ный период масштабирования клеток, а также сни-
жение их жизнеспособности, что в значительной
степени связано с возрастом пациента и сопутствую-
щими заболеваниями. Для заселения трансплантата
можно использовать аллогенные эндотелиальные
клетки, однако это связано с повышенным риском
их отторжения (Radke, et al., 2018).

В настоящей работе реконструировали брюшную
аорту крысы, используя трубчатую матрицу на осно-
ве ПКЛ, заселенную аллогенными ГМ-клетками
аорты крысы. Мы предположили, что после внесе-
ния ТИК, заселенной ГМ-клетками, клетки эндоте-
лия хозяина будут активно мигрировать из прилежа-
щей части нативной аорты и образовывать клеточ-
ный монослой во внутреннем просвете каркаса, что
позволит улучшить биосовместимость транспланта-
та. Для отслеживания последующей судьбы ГМ-кле-
ток в условиях in vivo их метили суперпарамагнитны-
ми наночастицами оксида железа. В течение 12-не-
дельного периода наблюдения с помощью методов
гистологии оценивали характер реконструкции со-
судов и наличие осложнений. Было показано, что
внутренний просвет сосудистых ТИК полностью
покрывался эндотелиальными клетками, а помечен-
ные наночастицами ГМ-клетки присутствовали на
всем протяжении формируемого нео-сосуда.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали самцов крыс

Вистар, полученных из питомника Рапполово
РАМН (Санкт-Петербург, Россия). Исследования
проводили согласно ГОСТ 33216-2014 “Правила ра-
боты с лабораторными грызунами и кроликами” и
Протокола № 1-208 от 21 марта 2018 этического ко-
митета Первого государственного медицинского
университета им. И.П. Павлова (Санкт-Петербург,
Россия). Всех животных лечили в соответствии с ру-
ководящими принципами Федерации европейской
лабораторной научной ассоциации.
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Выделение ГМ-клеток аорты крысы. Клетки выде-
ляли из брюшной аорты крыс (n = 6), используя ме-
тод ферментативной обработки (Song et al., 2009).
ГМ-клетки культивировали в среде DMEM (Биолот,
Россия), содержащей 10% эмбриональной сыворот-
ки и 50 мкг/мл гентамицина (Capricorn, Германия).
Смену питательной среды выполняли два раза в не-
делю. После достижения клетками 80–90% конфлу-
ентности выполняли пересев посредством обработ-
ки культуры 0.25%-ным раствором трипсин−ЭДТА
(Gibco, США). В экспериментах использовали клет-
ки 4–6 пассажей.

Интернализация наночастиц ГМ-клетками. Супер-
парамагнитные наночастицы оксида железа (Fe3O4)
c размерами менее 50 нм были покрыты декстраном
для повышения биосовместимости и снижения аг-
регации. Клетки, достигшие состояния монослоя,
культивировали в среде ДМЕМ, содержащей 10%
фетальной сыворотки и гентамицин, в присутствии
суперпарамагнитных наночастиц (150 мкг/мл) в те-
чение 24 ч в условиях СО2-инкубатора. После инку-
бации среду меняли на свежую. Клетки трижды от-
мывали от неинтернализованных наночастиц рас-
твором PBS и оценивали жизнеспособность с
помощью окраски трипановым синим (0.4%; Био-
лот, Россия). Дополнительно с помощью МТТ-теста
анализировали цитотоксичность наночастиц, ис-
пользуя набор Vybrant® MTT в соответствии с про-
токолом производителя (Life Technologies, США).

Приготовление и модификация трубчатой матрицы
на основе поликапролактона (ПКЛ). На первой ста-
дии готовили матрицу из расплавленного сахара.
Матрица имела форму стержня диаметром 1.1 мм и
длиной 60 мм. Сахарный стержень последовательно
покрывали тремя слоями раствора полимера ПКЛ
(мол. масса 80000; Sigma-Aldrich, США), растворен-
ного в хлороформе в концентрации 2%. После пол-
ного выпаривания растворителя воздействием воз-
духа в течение 24 ч трубчатую матрицу промывали
дистиллированной водой для удаления кристаллов
сахара, а затем стерилизовали с помощью газообраз-
ного озона в режиме 200 ppm в течение 120 мин при
относительной влажности 80%. Для усиления при-
крепления клеток матрицу выдерживали в растворе
фибриногена (Sigma-Aldrich, США) в концентрации
0.1 мг/мл при 4°С в течение ночи. Для анализа пара-
метров и архитектуры образцы матрицы использовали
сканирующую электронную микроскопию (СЭМ)
(FE-SEM; JEOL, Япония). Механические свойства
образцов определяли с помощью универсальной ис-
пытательной машины (Instron, США).

Заселение ГМ-клетками трубчатой матрицы на ос-
нове ПКЛ. Суспензию клеток (20 мкл) в концентра-
ции 106 кл./мл вводили микропипеткой в просвет
трубчатой матрицы. Заселенную клетками матрицу
вращали каждые 30 мин в течение 4 ч для равномер-
ного распределения клеток по всей внутренней по-
верхности. Затем добавляли среду DMEM, содержа-

щую 10% фетальной сыворотки и гентамицин, до
полного погружения матрицы и культивировали при
температуре 37°С и 5% CO2. Питательную среду ме-
няли два раза в неделю. Характер распределения кле-
ток оценивали с помощью конфокальной микроско-
пии (Olympus FV3000, Япония) через 3 сут и 3 нед.
культивирования образцов.

Иммунофлуоресцентный анализ. ГМ-клетки в
слайд-флаконах (IBIDI, Германия), а также образцы
трубчатых матриц, заселенные ГМ-клетками, три-
жды промывали раствором PBS и фиксировали рас-
твором 10%-ного нейтрального формалина (Sigma-
Aldrich, США) в течение 15 мин. Затем образцы
трубчатых матриц, заселенных ГМ-клетками, поме-
щали в реактив Tissue-Tek (Sakura, Япония) и храни-
ли при −80°C. В дальнейшем с помощью криотома
из них готовили срезы толщиной 10–15 мкм. Для
пермеабилизации клеточной мембраны вносили
0.1%-ный раствор Тритона Х100 (Sigma-Aldrich,
США) на 15 мин. Затем трижды отмывали и инкуби-
ровали в растворе 0.2%-ного бычьего сывороточного
альбумин в течение 1 ч для блокировки сайтов не-
специфического связывания.

В качестве первичных антител использовали ан-
титела против альфа-ГМ-актина (anti-alpha smooth
muscle actin (α-SMA); Abcam, Великобритания) в
разведении 1 : 250. Инкубацию клеток и криосрезов
с антителами проводили в течение ночи при темпе-
ратуре 4°С. В качестве вторичных антител использо-
вали Rabbit Anti-Mouse IgG FITC-labeled (Sigma-Al-
drich, США) в разведении 1 : 500. Инкубирование
выполняли в течение 45 мин при комнатной темпе-
ратуре в темноте. После трехкратной отмывки пре-
паратов раствором PBS для окраски ядер на 10 мин
вносили краситель DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylin-
dole) (Thermo Fisher Scientific, США), затем отмыва-
ли раствором PBS и заключали в среду Mounting medi-
um (Thermo Fisher Scientific, США). В качестве отрица-
тельного контроля использовали клетки, окрашенные
только вторичными антителами. Для выявления им-
мунофлуоресценции и детекции ядер использовали
диодный лазера с длиной волны соответственно 488
и 405 нм. Для анализа внутриклеточной локализа-
ции магнитных наночастиц применяли сканирова-
ние отраженным лазером (504 нм). В работе был ис-
пользован конфокальный микроскоп (Olympus
FV3000, Япония) с использованием конфокальной
системы Olympus IX83 microscope (Olympus Corpora-
tion, Япония).

Операция по реконструкции брюшной аорты. Живот-
ных делили на две группы (n = 6): экспериментальная
группа получала ТИК, заселенную ГМ-клетками;
контрольная группа – бесклеточную ТИК. При опе-
рационных манипуляциях применяли ингаляцион-
ную анестезию, состоящую из 3%-ного изофлурана
(Laboratorios Karizoo, Испания). Проводили Y-об-
разную лапаротомию и мобилизацию инфрареналь-
ной части брюшной аорты (рис. 1а). Для рекон-
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струкции использовали ТИК длиной 6 мм (рис. 1б).
После мобилизации брюшной аорты от левой по-
чечной вены и сперматической артерии бесклеточ-
ную ТИК или ТИК, заселенную ГМ-клетками, вши-
вали 12-узловыми швами, используя шовный мате-
риал (нейлон 9/0) (рис. 1в, г). Проходимость ТИК
оценивали по классической методике сразу и через
30 мин после имплантации (Acland, 1972). Антикоа-
гулянты в послеоперационном периоде не применя-
ли. Животные получали свободный доступ к воде и
стандартную диету. Кроме того, все животные полу-
чали послеоперационную профилактику антибио-
тиками (энрофлоксацин, 5 мг/кг; Laboratorios Kar-
izoo, Испания) в течение 7 сут.

Гистологический анализ. На сроках 4, 8 и 12 нед.
животных выводили из эксперимента и фиксирова-
ли реконструированные сосуды в 10%-ном форма-
лине в течение 24 ч. Далее материал проходил стан-
дартную обработку в изопропиловом спирте и па-
рафине для приготовления гистологических и
гистохимических препаратов с толщиной серийных

парафиновых срезов 3–5 мкм. Для микроскопиче-
ского исследования срезы окрашивали гематокси-
лином и эозином. Все образцы проанализировали на
инфильтрацию лимфоцитами, гистиоцитами, эпи-
телиоидными и гигантскими многоядерными клет-
ками. Кроме того, срезы окрашивали антителами
против α-SMA (Diagnostic BioSystems, США). После
инкубации при комнатной температуре в течение
30 мин с последующим несколькими промывками
PBS проводили окрашивание ядер с использовани-
ем гематоксилина Майера. Затем для визуализации
α-SMA применяли систему детекции мышь/кролик
UnoVue™ HRP/DAB (Diagnostic BioSystems, США) в
соответствии с протоколом производителя. Морфо-
логическое исследование гистологических препара-
тов и препаратов, окрашенных гистохимическим
методом, проводили при помощи светооптического
микроскопа (Leica DM LS, Германия). Микрофото-
графирование проводили при помощи цифровой
фотокамеры (Leica DC320, Германия). В качестве

Рис. 1. Модель замещения брюшной аорты крысы. а – Мобилизация инфернальной части брюшной аорты крысы (аорта по-
казана черными стрелками); б – ТИК (белые стрелки) длиной 6 мм; в – замена аорты с использованием ТИК; г – ТИК, запол-
ненная кровью.

a б

в г
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контроля использовали нативную аорту интактных
животных.

Приготовление криосрезов. Для обнаружения кле-
ток, помеченных наночастицами, образцы рекон-
струированных сосудов помещали в Tissue-Tek
(Sakura, Япония) и хранили при –80°C. Срезы (тол-
щиной 5–7 мкм), полученные из этих блоков, поме-
щали на предметные стекла Superfrost Plus (Thermo
Fisher Scientific, США) и анализировали с помощью
конфокальной микроскопии. Дополнительно срезы
окрашивали, используя первичные антитела, специ-
фические для ГМ-клеток (против α-SMA; Abcam,
США) в разведении 1 : 100. В качестве вторичных ан-
тител использовали Rabbit Anti-Mouse FITC-labeled
antibody (Sigma-Aldrich, США) в разведении 1 : 500.
Срезы дополнительно окрашивали DAPI и монтиро-
вали в среде Mounting medium. Флуоресцентные
изображения получали с использованием конфо-
кальной системы (Olympus FV3000, Япония). Имму-
нофлуоресценцию и ядра, а также локализацию маг-
нитных наночастиц детектировали так же, как и при
иммунофлуоресцентном анализе (см. выше).

Статистический анализ. Данные по оценке меха-
нических свойств трубчатых матриц, а также полу-
ченные гистологические показатели обрабатывали
статистически методами вариационной статистики
при помощи программы Microsoft Exel с определе-
нием показателей среднего значения (М), ошибки
среднего (m), достоверности различий между груп-
пами сравнения с вычислением критерия Стьюдента
(t), уровня значимости (α), доверительного интерва-
ла (р). Различия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выделенные из аорты крысы ГМ-клетки пред-

ставляли собой однородную популяцию с биполяр-
ной веретенообразной морфологий (рис. 2а) и окра-
шивались антителами против α-SMA (рис. 2б). Ис-
пользуемые суперпарамагнитные наночастицы
оксида железа в соответствии с данными ТЭМ име-
ли размеры менее 50 нм (рис. 2в). Культивирование
ГМ-клеток с наночастицами в течение 24 ч приводи-
ло к высокому уровню их интернализации. Поглощен-
ные наночастицы располагались в цитоплазме клеток,
окружая ядро, но не проникая в него (рис. 2г). Цито-

токсического влияния наночастиц на ГМ-клетки
после совместного культивирования в течение 24 ч
не отмечено (данные не приводятся). Отсутствие ци-
тотоксического действия на клетки наночастиц в ис-
пользуемом режиме подтверждено и в нашей более
ранней работе, в которой суперпарамагнитные нано-
частицы оксида железа применяли как в качестве мет-
ки, введенной в стволовые клетки (Yudintceva et al.,
2018), так и для диагностических целей (Shevtsov et al.,
2015). При оценке характера распределения ГМ-кле-
ток, заселенных в трубчатые матрицы, было показа-
но, что через 3 сут культивирования ГМ-клетки, по-
меченные наночастицами, образовывали монослой
на внутренней поверхности (рис. 2д), а через 3 нед.
распределялись по всей толще и на всем протяжении
матрицы (рис. 2е).

Согласно данным СЭМ, внутренний диаметр
трубчатой матрицы из ПКЛ (рис. 3а) составлял
1.1 мм (рис. 3б), а толщина стенки – 100 мкм (рис. 3в).
ГМ-клетки, заселенные вовнутрь трубчатой матри-
цы, имели нормальную морфологию (рис. 3г).

Для бесклеточных трубчатых матриц на основе
ПКЛ и нативных образцов аорты крыс определяли
модуль упругости (модуль Юнга), предел прочности
и деформацию при растяжении. Значения механи-
ческих свойств у матрицы из ПКЛ (прочность на
разрыв, растяжение и модуль Юнга) были суще-
ственно выше, чем у нативной аорты, несмотря на
меньшую толщину ее стенки (табл. 1).

Гистологический анализ реконструированных
сосудов выявил наличие в контрольной группе (при-
менение бесклеточной ТИК) раннего (≤24 ч) тром-
боза ТИК у пяти из шести животных. Одно из живот-
ных в этой группе выжило до конца периода наблюде-
ния, однако последующая оценка (после 12 нед.)
подтвердила поздний тромбоз ТИК с реканализо-
ванным тромбом, припаянным к стенке в просвете
аорты (рис. 4). В экспериментальной группе, полу-
чавшей ТИК, заселенные ГМ-клетками, никаких
осложнений не обнаружено. На всех сроках наблю-
дения сосудистые ТИК, заселенные клетками, оста-
вались проходимыми, патологического влияния
(воспаления, кровоизлияния) на окружающие ткани
выявлено не было. Неоинтима аорты была представ-
лена в виде волокнистой соединительной ткани с

Таблица 1. Механические свойства трубчатой матрицы на основе ПКЛ

Отличия от контрольной группы (нативная аорта крысы) достоверны (а) при Р ≤ 0.05 (t-критерий Стьюдента).

Образец Толщина стенки, мкм Прочность на разрыв, МПа Модуль Юнга, МПа Растяжение, %

ПКЛ матрица 100 23 ± 2.36а 226 ± 8.1а 800 ± 66а

Нативная аорта 150 2.27 ± 0.56 17.3 ± 5.1 139 ± 32
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внутренней эластичной мембраной, покрытой эндо-
телием. Признаков гиперплазии неоинтимы также
не выявлено (рис. 4). В качестве дополнительного
контроля использовали аорту интактного животного
(рис. 4).

С помощью иммуногистохимического анализа
была показана тенденция к постепенному упорядо-
чиванию гладкомышечных волокон в стенке рекон-
струированных сосудов от раннего (4 нед.) к поздне-
му (12 нед.) сроку имплантации ТИК по сравнению

Рис. 2. ГМ-клетки аорты. а – Морфологическая картина ГМ-клеток аорты в монослое, световая микроскопия. б – Иммуно-
флуоресценция клеток (зеленый цвет), окрашенных на α-SMA с использованием специфических антител; ядра окрашены
DAPI (синий цвет). в – Наночастицы (ТЭМ). г – Интернализация наночастиц клетками (красный цвет). д, е – ГМ-клетки
(окрашенные на α-SMA и DAPI), заселенные в трубчатые матрицы, через 3 сут и 3 нед. соответственно. б, г, д, е – Конфо-
кальная микроскопия. Масштабная линейка: 200 (а, б), 100 (в–е) мкм.

а б

в г

д е
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с контрольным бесклеточным нео-сосудом (рис. 4).
Наличие материала ТИК в адвентиции со слабой
воспалительной инфильтрацией одиночными ги-
стиоцитами, эпителиоидными клетками и гигант-
скими многоядерными клетками подтверждалось
визуально. Последующий анализ с помощью конфо-
кальной микроскопии продемонстрировал, что по-
сле 12-недельного периода присутствие клеток, по-
меченных наночастицами и дополнительно окра-
шенных на α-SMA, выявляется в толще и на всем
протяжении ТИК (рис. 4).

Полиэстер является широко используемым син-
тетическим материалом для реконструкции сосудов
малого калибра благодаря его превосходной биосов-
местимости и подходящей механической прочности
(Gao, 2016; Bouchet et al., 2019). Известно, что макси-
мальный модуль упругости составляет приблизи-
тельно 130 МПа для вен и 17 МПа для артерий чело-
века (Donovan et al., 1990; Porter et al., 1993), а проч-
ность на разрыв у вен составляет около 6.5 МПа, у
артерий это значение несколько ниже (Stegemann et al.,
2007). Значения прочности и устойчивости к дефор-
мации приготовленной трубчатой матрицы на осно-
ве ПКЛ были значительно выше, чем у нативных
кровеносных сосудов, что указывает на возможность
ее применения в качестве биорезорбируемого сосу-
дистого трансплантата (табл. 1). Однако у разрабо-
танных in vitro сосудистых трансплантатов малого
диаметра на основе биодеградируемых полимеров
после имплантации часто возникают различные
осложнения (стеноз, гиперплазия интимы, кальци-
фикации трансплантата и т.д.).

Долгосрочная проходимость ТИК малого диа-
метра продолжает оставаться одной из главных про-
блем в области исследований сердечно-сосудистый
ткани из-за возникновения тромбоза. Один из под-
ходов к снижению тромбогенности синтетических
материалов, хотя и с ограниченным успехом, осно-
ван на покрытии просветной поверхности каркаса
антикоагулянтами (Devine et al., 2001; Ren et al.,
2015). Другой стратегией повышения биосовмести-
мости трансплантата и снижения риска осложнений
является заселение трансплантата клетками сосуда
(Cui et al., 2019; Generali et al., 2019). Многообещаю-
щим источником клеток, благодаря простоте выде-
ления, культивирования, а также их способности
индуцировать эндотелиолизацию (Arias et al., 2018;
Hassan et al., 2018) являются ГМ-клетки сосудов.

Представленное исследование продемонстриро-
вало возможность применения аллогенных ГМ-кле-
ток, заселенных в трубчатую матрицу на основе
ПКЛ, индуцировать миграцию аутологичного эндо-
телия в условиях in vivo. Данные гистологического
анализа подтвердили, что просвет ТИК, заселенной
ГМ-клетками, был полностью покрыт монослоем
эндотелия уже через 4 нед. после операции, а также
биоинтеграцию и хорошую проходимость по срав-
нению с бесклеточной (рис. 4). Можно предпола-

гать, что миграция аутологичных клеток эндотелия в
раннем послеоперационном периоде предотвращает
образование тромбоза в ТИК (рис. 4). Ранее в не-
скольких исследованиях сообщалось об антикоагу-
лянтных свойствах эндотелиальных клеток, которые
способствуют регуляции гемостаза (van Hinsbergh et al.,
2012; Yau et al., 2015).

Полученные биомеханические свойства заселен-
ной клетками ПКЛ-матрицы можно сравнить с ре-
зультатами, полученными в исследованиях, в кото-
рых ГМ-клетки использовали для заселения децеллю-
ляризированного (Neff et al., 2011) или синтетического
(Cheng et al., 2008) скаффолда. Скорость резорбции
ПКЛ-матрицы не превышала скорости пролиферации
клеток внутри нее в течение периода наблюдения, что
позволяет предположить возможное использование
этой матрицы для генерации нео-сосудов с хорошей
долгосрочной проходимостью. Интересно, что по-
меченные наночастицами ГМ-клетки обнаруживали
на протяжении всей ТИК в течение анализируемого
периода длительностью 12 нед. (рис. 4), что может
указывать на участие этих клеток в формировании
стенок нео-сосудов, а также в индуцировании ми-
грации эндотелия по внутреннему просвету транс-
плантата.

Полученные данные свидетельствуют о возмож-
ности использовать аллогенные ГМ-клетки сосуда
для конструирования сосудистых ТИК и демонстри-
руют успешное использование клеточной ТИК,

Рис. 3. Трубчатая матрица на основе ПКЛ. а – Внешний
вид и параметры матрицы. б, в – Поперечный и продоль-
ный срезы матрицы соответственно. г – ГМ-клетки на
внутренней поверхности матрицы. СЭМ. Масштабная
линейка: 10 мкм.
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Рис. 4. Гистологическое (ГЛ), иммуногистохимическое (ИГХ) и иммунофлуоресцентное (ИФ) детектирование сосудов, ре-
конструированных с помощью ТИК, через 4, 8 и 12 нед. после введения трансплантата. Интактная брюшная аорта крысы слу-
жила контролем. Черные стрелки на ГЛ-препаратах, окрашенных гематоксилин-эозином (H&E), указывают на материал
ПКЛ матрицы. Красные стрелки (ИГХ) указывают на ГМ-клетки, положительно окрашенные на α-SMA (коричневый цвет).
ИФ: меченные наночастицами ГМ-клетки (красный цвет) и окрашенные на α-SMA с помощью специфических антител (зе-
леный цвет) в реконструированной стенке сосуда; вставки – фотоувеличение (10×) части изображения. Область тромбоза со-
суда с использованием бесклеточной ТИК выделена эллипсом (ГЛ).
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приготовленной на основе биодеградируемого по-
лиэфирного полимера ПКЛ.
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Poly(ε-caprolactone) (PCL) is widely applied for the construction of small-diameter tissue-engineered vascular
grafts (TEVGs) due to its biomechanical properties, slow degradation, and good biocompatibility. In the present
study the TEVG based on a tubular scaffold seeded with smooth muscle aortic cells (SMCs) in a rat abdominal aorta
replacement model was tested. Polyester tubular scaffolds were generated by thermally induced phase separation and
seeded with rat SMCs. To track the implanted SMCs in vivo, cells were labeled with superparamagnetic iron oxide
nanoparticles (SPIONs). Histological evaluation of the migration of autologous endothelial cells (ECs) and forma-
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tion of the endothelial lining was performed 4, 8, and 12 weeks after graft interposition. TEVG demonstrated a high
patency rate without any complications at the end of the 12-week period. The migration of ECs into the lumen of
the implanted TEVG and formation of the cell monolayer were already present at 4 weeks, as confirmed by histo-
logical analysis. The architecture of both neointima and neoadventitia were similar to those of the native vessel. SPI-
ON-labeled SMCs were detected throughout the TEVG, indicating the role of these cells in the endothelization of
scaffolds. The SMC-seeded scaffolds demonstrated improved patency and biointegrative properties when compared
to the acellular grafts.

Keywords: smooth muscle and endothelial cells, polycaprolactone, tubular scaffold, small diameter vessel, super-
paramagnetic iron oxide nanoparticles, tissue engineering graft
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Лимфома Беркитта является агрессивной и быстрорастущей формой не-Ходжкинской лимфомы, харак-
теризующейся самым высоким инвазивным потенциалом среди всех известных типов лимфом. Ионы
кальция являются одними из основных внутриклеточных сигнальных мессенджеров, контролирующих
процесс диссеминации раковых клеток в организме. Лимфома Беркитта является распространенной кле-
точной моделью для исследований, направленных на понимание патофизиологических особенностей и
механизмов лечения лимфом, однако практически ничего неизвестно о физиологических путях, обеспе-
чивающих поступление кальция из внеклеточной среды в цитоплазму этих клеток. В настоящей работе
впервые были проведены электрофизиологические исследования нативных кальций-проницаемых ион-
ных каналов, участвующих в клеточном ответе на механическую стимуляцию клеток лимфомы Беркитта
линии Raji. Регистрация ионных токов в конфигурации cell-attached позволила обнаружить механочув-
ствительные кальций-проницаемые каналы (SAC-каналы), активирующиеся в ответ на растяжение участ-
ка клеточной мембраны. При анализе записей токов через одиночные каналы выявлено потенциальное
участие SAC-каналов в транспорте ионов кальция в клетках Raji. Мы показали, что локальный вход ионов
кальция через каналы SAC контролирует активность кальций-зависимых калиевых каналов двух типов – ВК
и SK, не обладающих собственной механочувствительностью. Полученные результаты впервые демонстри-
руют участие механоуправляемых каналов SAC в формировании физиологически значимых путей транспор-
та кальция, регулирующих активность кальций-зависимых молекул в клетках лимфомы Беркитта.
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Лимфома Беркитта (Burkitt’s Lymphoma) – это
агрессивная и быстрорастущая не-Ходжкинская B-
клеточная лимфома. Встречаемость лимфомы Бер-
китта составляет примерно 1–5% от всех неходж-
кинских лимфом, но при этом диагностируется при-
мерно в 30% случаев детских лимфом в США (Allen
et al., 2015). Для лимфомы Беркитта характерен по-
вышенный уровень пролиферативной активности и
самый высокий инвазивный потенциал среди всех
лимфом (Xiong et al., 2012). Известно, что ионы каль-
ция являются одними из основных внутриклеточ-
ных сигнальных мессенджеров, которые контроли-
руют инвазию, миграцию и метастазирование рако-
вых клеток (Iamshanova et al., 2017). В то же время
физиологические пути, которые могут обеспечивать
регулируемое поступление кальция в цитоплазму
клеток лимфомы, в настоящее время практически не

изучены, несмотря на очевидную важность данной
проблемы для понимания особенностей малигниза-
ции лимфоидных клеток.

Поступление кальция в цитоплазму из внекле-
точной среды опосредуется катионными кальций-
проницаемыми каналами плазматической мембра-
ны, как высокоселективными по отношению к каль-
цию (например, семейством ионных каналов
STIM/Orai и кальциевыми потенциал-зависимыми
каналами Cav), так и неселективными (ионными ка-
налами семейства TRP, Piezo).

В наших работах было выявлено, что механочув-
ствительные кальций-проницаемые ионные кана-
лы, которые активируются при растяжении мембраны
(stretch-activated channels или каналы SAC), обеспечи-
вают эффективный путь для высоколокализованного
поступления ионов кальция в цитоплазму клеток раз-
личного происхождения, включая мезенхимные ство-
ловые клетки человека (Chubinskiy-Nadezhdin et al.,
2017), нормальные и трансформированные фиброб-

Принятые сокращения: КСа – кальций-зависимые калиевые
каналы.

УДК 576.32/.36



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 3  2021

ЛОКАЛЬНЫЙ МЕХАНОЗАВИСИМЫЙ ВХОД КАЛЬЦИЯ 293

ласты мыши (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014, 2018,
2020) и клетки миелоидной лейкемии человека
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019a).

Задача настоящей работы заключалась в электро-
физиологическом исследовании ионных каналов,
участвующих в клеточном ответе на механическую
стимуляцию клеток лимфомы Беркитта линии Raji.
Мы применили апробированный ранее подход для
проверки предположений о присутствии механо-
управляемых SAC-каналов и определения их потен-
циального участия в транспорте ионов кальция в
клетках лимфомы Беркитта. В этой работе нами
впервые показана и проанализирована механозави-
симая активация ионных токов в мембране культи-
вируемых клеток лимфомы Беркитта линии Raji.

Результаты демонстрируют, что SAC-опосредо-
ванное высоколокализованное поступление каль-
ция стимулирует активность различных типов каль-
ций-зависимых калиевых каналов (КСа; высокой и
низкой проводимости, BK и SK).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Культивируемая клеточная линия лим-

фомы Беркитта Raji была получена из Российской
коллекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Санкт-Петербург). Клетки культивировали на
среде RPMI-1640, содержащей 10% эмбриональной
телячьей сыворотки для суспензионных клеточных
культур (Sus-Biol, Биолот, Россия) и 80 мкг/мл ген-
тамицина при 37°С и 5% CO2. Клетки пересевали
3 раза в неделю в соотношении 1 : 3. За 1 ч до экспе-
риментов клетки высевали на покровные стекла
(4 × 4 мм), предварительно покрытые поли-DL-ли-
зином (Sigma-Aldrich, США).

Метод локальной фиксации потенциала. Установ-
ка для регистрации ионных токов состоит из опера-
ционного усилителя Axon 200B (Molecular Devices,
США) c регистрирующей головкой Axon CV203BU
(Molecular Devices, США), аналогово-цифрового
преобразователя Digidata 1550A (Molecular Devices,
США) и персонального компьютера под управлени-
ем ОС Windows 7 (Microsoft, США). Управление экс-
периментом, регистрацию и запись данных осу-
ществляли с помощью специализированного пакета
программного обеспечения pClamp 10.7 (Molecular
Devices, США). При регистрации ионных токов ча-
стота дискретизации сигнала составляла 10 кГц,
фильтр нижних частот – 0.3 кГц. Стекла с клетками
помещали в экспериментальную камеру, заполнен-
ную стандартным наружным раствором (состав см.
ниже). Оптические наблюдения осуществляли с по-
мощью инвертированного микроскопа с дифферен-
циальным контрастом по Номарскому (объектив
PlanApochromat 16×/0.25, Carl Zeiss, Германия, оку-
ляр 16×).

Стеклянные микропипетки изготавливали из бо-
росиликатных заготовок со стандартной толщиной

капилляра (внешний/внутренний диаметр капилля-
ра 1.5/0.86 мм, кат. № BF-150-86-10, Molecular De-
vices, США) на горизонтальной автоматизированной
микрокузнице Флеминга−Брауна (Flaming/Brown
Puller, модель P-97, Sutter Instruments, США) и за-
полняли стандартным наружным раствором (состав
см. ниже), контактирующим с внеклеточной сторо-
ной участка мембраны. Электрическое сопротивле-
ние пипеток составляло 5–8 МОм. Стеклянную
микропипетку подводили к клетке с помощью микро-
манипулятора, касание микропипеткой клеточной по-
верхности наблюдали в микроскоп. Для формирова-
ния сверхплотного гигаомного контакта с плазматиче-
ской мембраной (Giga-seal) через стеклянную
микропипетку подавали и запасали в системе “отрица-
тельное” давление (suction, около 70–80 мм. рт. ст.).
При подаче отрицательного давления наблюдали
быстрое увеличение электрического сопротивления
(R) контакта между микропипеткой и плазматиче-
ской мембраной клетки. При достижении значений
R > 200 МОм давление в системе сбрасывали, что
приводило к дальнейшему повышению R до значе-
ний 3–5 ГОм и стабилизации гигаомного контакта,
после чего приступали к регистрации ионных токов.
Все эксперименты проводили при комнатной тем-
пературе (22–23°С).

Растворы. В электрофизиологических экспери-
ментах стандартный наружный раствор в регистри-
рующей микропипетке содержал (в мМ): 145 NaCl,
2 СаCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES/TrisOH. В режиме отве-
дения токов cell-attached раствор в камере был ана-
логичен стандартному наружному раствору с экви-
валентной заменой ионов Na+ на K+ для установле-
ния потенциала покоя мембраны клетки близким к
нулю. Величину pH всех растворов поддерживали на
уровне 7.2–7.3.

Регистрация ионных токов и анализ данных. После
образования гигаомного контакта в условиях отве-
дения токов от участка плазматической мембраны
неповрежденной клетки (вариант cell-attached, «ка-
лиевый» наружный раствор) в начале эксперимента
в течение 1–2 мин регистрировали фоновую актив-
ность ионных каналов в контрольных условиях при
различных уровнях поддерживаемого трансмембран-
ного потенциала в диапазоне от –70 до 30 мВ (непре-
рывная регистрация с ручной установкой значения
потенциала, протокол gap-free). Далее эксперимен-
ты проводили по стандартному протоколу, состоя-
щему из следующих последовательных этапов:
1) установка трансмембранного потенциала (Е) на
заданный уровень;
2) регистрация фоновой активности каналов при за-
данном значении Е;
3) подача механического стимула (отрицательного
давления) и регистрация ответа;
4) снятие давления, регистрация активности после
прекращения стимуляции;
5) повторение этапов 1, 2 и др.
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Использовали широко распространeнный способ
механической стимуляции участка плазматической
мембраны нативных клеток, который состоял в на-
тяжении (деформации) мембраны посредством сни-
жения гидростатического давления Р (ΔP < 0, suc-
tion) или его повышения (ΔP > 0, pressure) в реги-
стрирующей пипетке. Упрощенная схема активации
механозависимых ионных токов в ответ на растяже-
ние плазматической мембраны представлена в на-
ших ранних публикациях (например: Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2018). Контроль и регистрацию
уровня стимула, необходимого для активации кана-
лов, осуществляли по манометру.

Обработку и анализ записей токов проводили в
программном обеспечении Clampfit 10.7. Для филь-
трации записей использовали фильтр Гаусса ниж-
них частот с частотой среза 170 Гц (–3 dB cut off fre-
quency); кроме того, записи дополнительно филь-
тровали от электрических помех с опорной частотой
50 Гц (частота переменного тока в электрической сети).
Из записей токов при различных уровнях мембранного
потенциала получали характеристики одиночных ка-
налов и идентифицировали их по проводимости и се-
лективности. Амплитуды токов рассчитывали из ам-
плитудных гистограмм, описанных функцией Гаусса,
или измеряли вручную с помощью программы Clampfit
10.7. Для проверки корректности значений определяе-
мых амплитуд в некоторых случаях использовали оп-
цию “Single-channel search”, встроенную в программ-
ное обеспечение.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Механочувствительные ионные каналы в клетках

лимфомы Беркитта линии Raji. В наших предыдущих
исследованиях была описана активность механочув-
ствительных SAC-каналов в различных клеточных
типах, включая трансформированные клетки крови.
Нами были разработаны и апробированы протоколы
для регистрации и анализа одиночных механозави-
симых ионных токов, которые мы и использовали в
настоящей работе для проверки предположений о
функциональной активности SAC-каналов в клет-
ках лимфомы Беркитта линии Raji. Действительно,
подача механического стимула (отрицательного или
положительного давления) приводила к активации
механочувствительных каналов в 30 экспериментах
(из 49 стабильных патчей, что составляет около 60%)
при отведении от участка плазматической мембраны
нативных клеток (конфигурация cell-attached). При
этом в остальных 19 экспериментах мы не наблюда-
ли активации механозависимых токов, и фоновая
активность каких-либо других ионных каналов была
крайне незначительна или совсем отсутствовала.

На рис. 1а представлена запись тока, демонстри-
рующая активность SAC-каналов в плазматической
мембране клеток лимфомы при различных уровнях
поддерживаемого потенциала. Амплитудные гисто-
граммы, соответствующие представленным записям

токов, приведены на рис. 1б. Вольтамперная характе-
ристика зарегистрированных SAC-каналов, получен-
ная на основании измеренных значений амплитуд в
диапазоне от –20 до –70 мВ, аппроксимирована ли-
нейной зависимостью; унитарная проводимость со-
ставляет 23.7 пСм (рис. 1в). Потенциал реверсии бли-
зок к нулю, что означает отсутствие натрий-калиевой
избирательности и является характерной особенно-
стью SAC-каналов в клетках млекопитающих. Актива-
ция SAC-каналов развивалась без видимой задерж-
ки, и после снятия стимула уровень активности ка-
налов возвращался к фоновому значению, близкому
к нулю (рис. 1а). На рис. 1 приведен эксперимент, в
котором регистрировали активность одного SAC-
канала в участке мембраны нативной клетки. В
большинстве случаев наблюдали несколько кратных
уровней тока, отражающих одновременные откры-
вания пор нескольких независимых канальных мо-
лекул (см. рис. 2, 3).

Сопряженная механозависимая активация каналов
SAC и KCa в клетках лимфомы Беркитта линии Raji.
Ранее нами был продемонстрирован феномен каль-
ций-зависимого функционального сопряжения
между каналами SAC и KCa в различных типах кле-
ток (см. вводную часть). Возник вопрос о том, может
ли присутствовать феномен сопряженной актива-
ции каналов SAC и KCa в клетках лимфомы Беркит-
та линии Raji. Это предположение опирается, прежде
всего, на данные мРНК-скрининга на микрочипах,
представленного в транскриптомной базе данных:
так, в клетках Raji наблюдаются высокие уровни экс-
прессии мРНК некоторых типов KCa-каналов (на-
пример, KCa2.3, ген KCNN3; Wu et al., 2016).

Результаты наших электрофизиологических экс-
периментов по регистрации одиночных ионных то-
ков позволили документировать феномен сопря-
женной активации в клетках лимфомы Беркитта ли-
нии Raji (рис. 2 и 3). В результате проведенного
анализа механозависимых токов в 18 экспериментах
(из 30 стабильных патчей с SAC-каналами) была вы-
явлена сопряженная активация колокализованных
Са2+-транспортирующих SAC-каналов и Са2+-управ-
ляемых KCa-каналов. Важно отметить, что в клетках
Raji мы наблюдали сопряженную активацию SAC-ка-
налов и KCa-каналов различных типов, значительно
различающихся по значениям амплитуд открываний
одиночных каналов и, соответственно, по унитар-
ной проводимости. Так, на основании амплитуд мы
можем четко разделить наблюдаемые KCa-каналы
на два типа: калиевые каналы высокой проводимо-
сти (BK, рис. 2а) и калиевые каналы низкой прово-
димости (SK, рис. 2б). Близкие значения амплитуд и
проводимости для BK-каналов мы регистрировали
ранее в стволовых клетках эндометрия человека
(Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2017, 2019b), а каналы
SK, имеющие сходные характеристики, были описа-
ны нами в клетках миелоидной лейкемии человека
линии К562 (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2019a) и
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Рис. 1. Активация механочувствительных SAC-каналов в плазматической мембране клеток лимфомы Беркитта линии Raji.
а – Репрезентативные записи токов I (конфигурация cell-attached), демонстрирующие активацию SAC-каналов в ответ на
приложение механического стимула (отрицательного давления, ΔP < 0, около 40 мм рт. ст.). Значения поддерживаемого мем-
бранного потенциала указаны над записями токов. б – Амплитудные гистограммы, построенные по представленным записям
токов; расстояние между пиками соответствует амплитуде одиночного открывания канала при соответствующем мембран-
ном потенциале. в – Вольтамперная характеристика SAC-каналов, соответствует унитарной проводимости 23.7 пСм. Здесь и
на рис. 2, 3: з – закрытое состояние каналов (уровень нулевого тока); открывание SAC-каналов (входящие токи) отмечено
нижней штриховой линией.
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Рис. 2. Активация кальций-зависимых калиевых каналов (КСа) различной проводимости, вызванная высоколокализован-
ным входом ионов Са2+ через SAC-каналы. Показаны результаты двух независимых репрезентативных экспериментов. Под-
держиваемый мембранный потенциал –20 мВ. а – Функциональное сопряжение кальций-проницаемых SAC-каналов и ка-
налов КСа большой проводимости (ВК). б – Сопряженная активация кальций-проницаемых каналов SAC и КСа малой про-
водимости (SK). Здесь и на рис 3. открывания BK- и SK-каналов обозначены красной и зеленой штриховыми линиями
соответственно. Предполагаемые модели сопряжения между SAC- и KCa-каналами представлены справа от записей токов.
[Ca2+]i – внутриклеточная концентрация Ca2+.
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фибробластах мыши (клеточные линии BALB/3Т3 и
3T3B-SV40; Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014, 2018).

Сопряженную активацию каналов SAC и SK на-
блюдали в 7 экспериментах, а сопряжение между
SAC- и BK-каналами наблюдали в 6 экспериментах
из 18. На рис. 2 показаны типичные записи ионных
токов, представляющих последовательное развитие
активности SAC-каналов и функционально солока-
лизованных с ними каналов BK (рис. 2а) или SK
(рис. 2б). Механическая стимуляция вызывала
стретч-активацию токов входящего направления че-
рез Са2+-проводящие SAC-каналы в клетках Raji
(см. также рис. 1: активация токов через SAC-кана-
лы). Далее, в том же патче наблюдали развитие токов
выходящего направления, отражающих опосредо-
ванную активацию KCa-каналов, не имеющих соб-
ственной механочувствительности. Имеющиеся
данные (рис. 2) согласуются c результатами наших
предшествующих работ и позволяют заключить, что
активация KCa-каналов в клетках лимфомы челове-
ка, наблюдаемая через 1–2 с после подачи стимула,
и активации Са2+-проницаемых SAC-каналов, обу-
словлена кратковременным локальным повышени-
ем уровня Са2+ в околомембранной зоне кластериза-
ции SAC- и KCa-каналов.

В 5 из 18 экспериментов на клетках Raji актива-
ция SAC-каналов сопровождалась развитием актив-
ности как BK-, так и SK-каналов в одном фрагменте
клеточной мембраны (рис. 3). Важно отметить (рис. 3),
что снятие механического стимула, приводящее к
инактивации SAC-каналов (а, следовательно, пре-
кращению локального входа кальция), приводила к
постепенному исчезновению активности сначала

BK-, а затем и SK-каналов. Это хорошо коррелирует
с различной степенью кальциевой чувствительности
каналов BK (активация при уровне внутриклеточно-
го свободного ионизированного кальция >1 мкМ) и
SK (активация при концентрациях >0.1 мкМ: Fakler,
Adelman, 2008). Соответственно SK-каналы, активи-
рующиеся при более низких значениях уровня внут-
риклеточного кальция, работают дольше и инакти-
вируются позже каналов BK в условиях прекраще-
ния локального входа кальция через SAC-каналы.

ОБСУЖДЕНИЕ

В клетках лимфомы Беркитта впервые выявлены
механоуправляемые катионные каналы, активирую-
щиеся при растяжении участка плазматической
мембраны (стретч-активация, SAC-каналы). В ион-
ных условиях, близких к физиологическим, было
продемонстрировано функциональное сопряжение
между SAC-каналами и КСа-каналами различных
типов: высоколокализованный вход кальция через
SAC-каналы стимулирует активность калиевых ка-
налов SK и BK в плазматической мембране. Таким
образом, SAC-каналы, по-видимому, формируют
один из физиологически значимых путей для эф-
фективного входа ионов кальция в клетках Raji.

Учитывая высокие пролиферативную и инвазив-
ную способности лимфомы Беркитта (Xiong et al.,
2012), в которых очевидна важная роль кальций-за-
висимых сигнальных путей и молекул, SAC-каналы
могут являться определяющими регуляторами пове-
дения клеток лимфомы. Следует отдельно отметить,
что ионные механизмы транспорта кальция в клет-

Рис. 3. Сопряженная активация кальций-проводящих SAC-каналов c калиевыми каналами BK и SK в одном мембранном
патче. Поддерживаемый потенциал –20 мВ. Активность BK- и SK-каналов показана в расширенном масштабе времени на
врезках вверху. Схема регуляции активности каналов ВК и SК локальным входом ионов кальция через механоуправляемые
SAC-каналы показана под записью токов.
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ках различных лимфом практически не изучены. Те-
перь, после выявленного нами присутствия и актив-
ности кальций-проницаемых SAC-каналов, важным
вопросом является идентификация их потенциаль-
ных молекулярных коррелятов в клетках данного ти-
па. По значению унитарной проводимости (около
25 пСм), которая является важной биофизической
характеристикой одиночного канала, SAC-каналы в
клетках Raji близки к каналам, идентифицирован-
ным нами ранее в стволовых клетках эндометрия че-
ловека (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2017) и транс-
формированных фибробластах мыши линии 3T3B-
SV40 (Chubinskiy-Nadezhdin et al., 2014, 2018, 2019с).
В клетках 3T3B-SV40 мы показали, что наиболее ве-
роятным коррелятом SAC-каналов являются белки
Piezo1: мы обнаружили соответствие биофизических
характеристик каналов, активируемых в ответ на
растяжение мембраны и в присутствии селективного
активатора каналов Piezo1 низкомолекулярного ге-
тероциклического соединения Yoda1 (Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2019с). Анализ баз данных тран-
скриптом (Wu et al., 2019) позволил обнаружить
крайне высокий уровень экспрессии мРНК PIEZO1
в клетках Raji: он находится на втором месте среди
более 80 образцов различных клеток и тканей, ис-
пользованных в тесте (oligonucleotide array). Таким
образом, весьма вероятно, что белки Piezo1 форми-
руют кальций-проницаемые SAC-каналы в клетках
лимфомы Беркитта. Это предположение может быть
использовано для формирования отдельного на-
правления исследований.

Ранее детально были изучены SAC-каналы в
клетках другого рака (крови) – клетках миелоидной
лейкемии человека линии К562 (Staruschenko, Ved-
ernikova, 2002; Staruschenko et al., 2005, 2006), показа-
на их проницаемость для ионов кальция, исследова-
ны некоторые механизмы регуляции их активности
мембранными липидами и актиновым цитоскеле-
том (Morachevskaya et al., 2007; Chubinskiy-Nadezh-
din et al., 2011). С помощью анализа записей одиноч-
ных ионных токов в участке клеточной мембраны
нативных клеток К562 нами было показано, что
кальциевый вход через SAC-каналы в клетках К562
вызывает активацию кальций-зависимых калиевых
каналов SK. Напротив, в мезенхимных стволовых
клетках эндометрия человека SAC-каналы стимули-
руют активность калиевых каналов BK, но не SK,
которые, несмотря на их присутствие в том же мем-
бранном фрагменте, не активируются SAC-опосре-
дованным локальным входом кальция (Chubinskiy-
Nadezhdin et al., 2017).

В представленной работе на клетках лимфомы
Беркитта мы обнаружили, что активация SAC-кана-
лов может стимулировать активность как каналов
BK или SK по отдельности, так и одновременно двух
типов KCa-каналов в одном мембранном фрагменте.
Феномен SAC-зависимой стимуляции активности
одновременно каналов SK и BK может быть интер-
претирован двумя предположениями.

Первая гипотеза – в мембране присутствуют два
независимых типа канальных кластеров – SAC/SK и
SAC/BK, и их случайное попадание в один фрагмент
плазматической мембраны в эксперименте приво-
дит к наблюдениям сопряжения SAC-каналов одно-
временно с двумя типами KCa-каналов. В таком слу-
чае, активация разных SAC-каналов внутри незави-
симых кластеров управляет активностью своих, со-
локализованных с ними, SK- или BK-каналов.

Альтернативная гипотеза – присутствие каналь-
ных кластеров, состоящих из функционально соло-
кализованных каналов трех типов – SAC + BK + SK.
Наши результаты свидетельствуют в пользу альтерна-
тивной гипотезы – совместной локализации 3-х типов
каналов в плазматической мембране клеток Raji. Этот
вывод может быть сделан нами на основании запи-
сей токов с активностью трех типов ионных каналов:
во всех 5 экспериментах после снятия механическо-
го стимула (и постепенного снижения активности
SAC-каналов) вначале мы наблюдали инактивацию
каналов BK, а только затем – каналов SK. Учитывая
известную разницу в чувствительности каналов BK и
SK к уровню внутриклеточного кальция (см. раздел
Результаты и Fakler, Adelman, 2008), при прекраще-
нии локального входа кальция через каналы SAC ка-
налы BK должны инактивироваться раньше, чем SK.
В случае первой гипотезы (присутствия независи-
мых кластеров каналов SAC/BK и SAC/SK) феномен
последовательного снижения активности KCa кана-
лов не наблюдали, а временные рамки процессов
инактивации BK- и SK-каналов имели бы случай-
ный характер. В совокупности, наши данные в оче-
редной раз демонстрируют уникальность метода
патч-кламп для анализа и оценки взаимодействий
одиночных канальных белков в плазматической
мембране живых клеток, в частности анализа меха-
низмов передачи локального кальциевого сигнала.

Связь функций калий-селективных ионных ка-
налов с различными патофизиологическими про-
цессами и реакциями в трансформированных клет-
ках различного происхождения являются актуаль-
ным и перспективным направлением исследований.
Калиевые каналы предлагаются как терапевтиче-
ская мишень в персонифицированной онкотерапии
(Huang, Jan, 2014). Мы впервые идентифицировали
функциональную активность КСа-каналов BK и SK
в клетках лимфомы Беркитта линии Raji. С учетом
наличия высокоселективных ингибиторов для дан-
ных каналов, в дальнейших исследованиях может
быть оценена перспектива использования BK- и SK-
каналов как молекулярных мишеней для снижения
агрессивных патофизиологических свойств лимфом.
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Local Mechano-Dependent Calcium Influx Controls the Activity of Calcium-Dependent 
Potassium Channels of Big and Small Conductance in Human Lymphoma Cells
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Burkitt’s lymphoma is an aggressive and fast-growing form of non-Hodgkin’s lymphoma with the highest invasive
potential of all types of lymphomas. Calcium ions are one of the main intracellular signaling messengers that control
the dissemination of cancer cells in the body. Burkitt’s lymphoma is a common cell model for research aimed at un-
derstanding the pathophysiology and mechanisms of treatment of lymphomas, but little is known about the physi-
ological pathways that provide calcium influx from the extracellular environment to the cytoplasm of these cells. In
current work, we performed, for the first time, electrophysiological studies of native calcium-permeable ion chan-
nels involved in the cellular response to mechanical stimulation of Burkitt’s lymphoma Raji cells. Registration of ion
currents in the cell-attached configuration allowed us to detect mechanosensitive calcium-permeable channels
(SAC-channels), which are activated in response to stretching of fragment of the cell membrane. Analysis of record-
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ings of single ionic currents revealed the potential involvement of SAC channels in the transport of calcium ions in
Raji cells. We have shown that the local entry of calcium via the SAC channels controls the activity of two types of
calcium-dependent potassium channels – BK and SK, which do not have their own mechanosensitivity. The results
demonstrate, for the first time, the participation of SAC channels in the formation of physiologically significant cal-
cium transport pathways that regulate the activity of calcium-dependent molecules in Burkitt’s lymphoma cells.

Keywords: cell membrane, patch-clamp, mechanosensitive channels, local calcium signaling, human lymphoma,
Raji cells, calcium-dependent potassium channels
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В работе проведена комплексная фазовая микроморфометрия эритроцитов крыс при черепно-мозговой
травме (ЧМТ) и действии цитофлавина (ЦФ) в посттравматическом периоде. У животных моделировали
закрытую ЧМТ путем свободного падения груза на теменно-затылочную область черепа. Через 1 ч после
нанесения травмы и затем в течение 10 сут крысам ежедневно внутрибрюшинно вводили ЦФ в дозе
0.2 мл/кг. Контрольным животным вводили изотонический раствор хлорида натрия в том же объеме. Ана-
лиз крови проводили через 1, 3, 7 и 12 сут после нанесения травмы. ЧМТ вызывала увеличение фазовой
высоты и фазового диаметра, объема, площади и среднего диаметра эритроцитов на 1–7 сут относительно
значений интактной группы, что сочеталось с эхиноцитарной и сфероэхиноцитарной трансформацией
эритроцитов, а также смещением спектра длин волн фазовых портретов в сторону 650 нм. Влияние ЦФ на
морфометрические показатели эритроцитов в посттравматическом периоде проявлялось в восстановле-
нии фазовой высоты, фазового диаметра, площади, объема и периметра эритроцитов. Начиная с 3–7-х сут
действия ЦФ наблюдали уменьшение количества эхиноцитов, сферичности клеток, длины волны фазо-
вых портретов до 600 нм. Оценены возможности лазерной интерференционной микроскопии при неин-
вазивном исследовании эритроцитов при ЧМТ и действии ЦФ в посттравматическом периоде. Анализ ин-
терференционных изображений эритроцитов свидетельствует о снижении окислительных процессов в
клетках, восстановлении состояния гемоглобина, улучшении метаболизма эритроцитов при действии ЦФ
в посттравматический период.

Ключевые слова: лазерная интерференционная микроскопия, эритроциты, цитофлавин, черепно-мозго-
вая травма
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При черепно-мозговой травме (ЧМТ) поврежде-
ние головного мозга определяется степенью выклю-
чения тканевого кровотока в момент ишемии и дли-
тельностью самого ишемического периода (Царёв,
2018). Доставку кислорода тканям затрудняют нару-
шения микрореологических свойств крови. Ключе-
вая роль в формировании микрореологического по-
ведения крови принадлежит эритроцитам, наруше-
ние формы и структуры мембран которых может
приводить к снижению их деформируемости, нару-
шению газотранспортной функции, ухудшению

реологических свойств крови (Ciccoli et.al., 2012).
При этом использование препаратов, обладающих
антигипоксическим действием, предполагает иссле-
дование их влияния на морфометрические показате-
ли эритроцитов. Комбинированным антигипоксан-
том является цитофлавин (ЦФ) – комплексный цито-
протектор, состоящий из двух метаболитов (янтарной
кислоты и рибоксина) и двух коферментов витаминов
(рибофлавинмононуклеотида (витамин В2) и никоти-
намида (витамин РР)). Установлено, что ЦФ улуч-
шает окислительный метаболизм в условиях ише-
мии, препятствуя резкому снижению уровня АТФ в
клетках любого типа (Джумагазиев и др., 2015).

Принятые сокращения: ЦФ – цитофлавин; ЧМТ – черепно-
мозговая травма.

УДК 57.033
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Для оценки состояния живых клеток целесооб-
разно использование неинвазивных методик, внося-
щих наименьшее количество повреждений и умень-
шающих таким образом погрешность метода изме-
рений. В качестве такого метода используется метод
лазерной интерференционной микроскопии, спо-
собный создавать высококонтрастные изображения
живых объектов без их модификации красителями
(Василенко и др., 2018). Проведение комплексной фа-
зовой микроморфометрии позволяет визуализировать
модификацию клеток в режиме реального времени и
исследовать динамику процессов, протекающих на
мембране и примембранной областях клеток.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
влияние ЦФ на морфометрические показатели эрит-
роцитов в посттравматическом периоде с использова-
нием лазерной интерференционной микроскопии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. Работу проводили на 30 белых нели-

нейных красах-самках массой 180 ± 20 г в возрасте
14 нед. (из питомника г. Крюково). Животных со-
держали в индивидуальных боксах с естественной
12-часовой сменой света и темноты, при влажности
воздуха 60% и температуре 22 ± 2°С, со свободным
доступом к воде и пище. Содержание животных и
проводимые с ними манипуляции осуществляли в
соответствии с нормативными документами, пред-
ставленными в руководстве “Guide for care and use of
laboratory animals” и требованиями приказа Мини-
стерства здравоохранения РФ от 1 апреля 2016 г.
№ 199н “Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики”.

Моделирование закрытой ЧМТ. Животным нано-
сили ЧМТ путем свободного падения груза массой
100 г с высоты 80 см на теменно-затылочную область
черепа. Падение груза направлялось при помощи
цилиндрической трубы с внутренним диаметром
20 мм, которая была жестко закреплена на штативе
двумя держателями и центрирована над головой кры-
сы. Голова животного при этом была не зафиксирова-
на. Травму наносили без анестезии на неповрежден-
ный череп без предварительных манипуляций. Прило-
жение такой механической энергии обеспечивает
моделирование сотрясения головного мозга, очаговые
повреждения, в том числе ушиб мозга, который сопро-
вождается формированием эпидуральных и субду-
ральных гематом (Цымбалюк, Кочин, 2008). После
нанесения травмы животных переносили в специ-
альную пластиковую клетку и вели за ними наблю-
дение вплоть до восстановления нормальных пове-
денческих реакций. Летальность при падении груза
составила 0–10%, а время рефлекторного выпрямле-
ния 2–4 мин. Это указывает на развитие легкой
ЧМТ. Сразу после травмы у крыс наблюдали асфик-
сию, судороги, кровотечения и пр. Через 30–40 мин
отмечали восстановление и возврат к нормальному
режиму жизни и питания.

Через 1 ч после нанесения ЧМТ, а затем в течение
10 сут крысам ежедневно вводили внутрибрюшинно
либо ЦФ (ООО “НТФФ "ПОЛИСАН”, Санкт-Пе-
тербург) в дозе 0.2 мл/кг (группа ЧМТ + ЦФ, n = 10),
либо изотонический раствор хлористого натрия в
том же объеме (группа ЧМТ, n = 10) для контроля
действия ЦФ в посттравматическом периоде. Уро-
вень физиологической нормы исследуемых показа-
телей определяли у интактых (контрольных) живот-
ных (n = 10). Образцы крови брали из подъязычной
вены в 1, 3, 7 и 12 сут после нанесения травмы.

Лазерная модуляционная интерференционная мик-
роскопия. Для комплексной фазометрии эритроци-
тов использовали микроскоп МИМ-340 (Уральский
оптико-механический завод им. Э.С. Яламова,
Россия), лазер с длиной волны 650 нм и объектив с
увеличением 30× (NA = 0.65), разрешение по поверх-
ности – до 15 нм, разрешение по вертикали – 0.1 нм,
возможность контроля изделий с глубиной рельефа –
до 600 нм. Для захвата изображений применяли
CCD-видеокамеру VS-415U (НПК “Видеоскан”,
Россия) с разрешением 782 × 582 пикселей. Реги-
страция морфологии нативных клеток без предвари-
тельной фиксации позволяла визуализировать мо-
дификацию клеток в режиме реального времени,
изучать их морфологию и динамику внутриклеточ-
ных процессов.

В ходе работы биологические объекты размещали
на зеркальной подложке, от которой отражается
проходящий через клетку свет. В результате фикси-
руется двойной сдвиг фазы луча когерентного источ-
ника света в каждой точке объекта, а с помощью до-
полнительной волны от того же источника форми-
руется интерференционное изображение клетки.
Для исследования получали изображения 10 участ-
ков с монослойным расположением клеток в интер-
ференционном канале и отраженном свете в каждой
пробе. Состояние эритроцитов человека оценивали,
регистрируя среднюю величину оптической разно-
сти хода и площадь фазового изображения эритро-
цита. Для получения достоверного результата пока-
затели рассчитывали, используя не менее 100 клеток
от каждого образца.

Полученные данные были обработаны с помо-
щью пакетов прикладных программ BIOSTAT (Ana-
lystsoft, США) и Microsoft Excel (Microsoft, США) с
использованием методов одномерной статистики.
Результаты представлены в виде средних арифмети-
ческих значений и их стандартной ошибки. Досто-
верность различий средних определяли по t-крите-
рию Стьюдента. Различия считали достоверными
при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По данным анализа фазово-интерференционной
микроскопии у животных после ЧМТ на 1–7 сут ста-
тистически значимо были увеличены значения фа-
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зовой высоты и фазового диаметра, объема, площа-
ди и периметра эритроцитов относительно значений
этих же показателей у интактной группы животных
(табл. 1). Наиболее выраженные изменения значе-
ний фазовой высоты и площади эритроцитов в груп-
пе ЧМТ регистрировали в 1-е сут посттравматиче-
ского периода, которые составили 14 и 13% от значе-
ний интактной группы соответственно. На 3-и сут
максимально увеличивались фазовый диаметр (на
10%), объем (на 34%) и периметр клеток (на 8%) в
группе ЧМТ относительно значений интактной
группы.

При действии ЦФ в постравматический период у
крыс (в группе ЧМТ + ЦФ) фазовый объем и пери-
метр эритроцитов уменьшились соответственно на
20 и 10.3% по сравнению с показателями в группе
ЧМТ на 3-и сут. При этом фазовый диаметр эритро-
цитов через 3 сут уменьшался на 5.7% относительно
группы ЧМТ, а через 7 сут восстановился до показа-
телей интактной группы. Начиная с 7-х сут, в группе
ЧМТ + ЦФ регистрировали снижение фазовой вы-
соты и объема клеток соответственно на 6 и 8.65% и
увеличение фазовой площади на 4% по сравнению с
этими параметрами в 1-е сут после травмы.

При сравнении фазового портрета эритроцитов в
группах ЧМТ и ЧМТ + ЦФ были выявлены измене-
ния топографии и рельефа поверхности мембраны
эритроцитов по сравнению с интактной (контроль-
ной) группой. Фазовый портрет интактного эритро-
цита показан на рис. 1. У крыс с ЧМТ (в отсутствие

ЦФ) диаметр клеток и толщина в области краев
уменьшались, а размер центральной зоны увеличи-
вался, имелась неравномерность распределения
уровня гемоглобина в примембранных слоях. К 1 сут
преобладали сфероэхиноцитарные формы (рис. 2а),
тогда как через 3 и 7 сут на поверхности клеток отме-
чали появление большого количества шипов и спи-
кул (рис. 2б, в соответственно), которые сохранялись
у клеток к 12-м сут посттравматического периода
(рис. 2г). Наблюдали значительное количество эхи-
ноцитов и сфероэхиноцитов. Регистрировали сме-

Таблица 1. Влияние цитофлавина (ЦФ, 0.2 мл/кг ежесуточно, внутрибрюшинно) на морфометрические показатели
эритроцитов при моделировании ЧМТ у крыс

Примечание. Различия статистически значимы по сравнению с интактными животными (а) и с животными в группе ЧМТ (физио-
логический раствор после ЧМТ) (б) при р < 0.05 (t-критерий Стьюдента). Даны средние и их ошибки.

Показатель Интактные Группа
Время после ЧМТ, сут

1 3 7 12

Фазовый диаметр,
мкм

6.28 ± 0.07 ЧМТ 6.65 ± 0.05а 6.92 ± 0.07а 6.52 ± 0.08а 6.31 ± 0.08

ЧМТ + ЦФ 6.69 ± 0.06а 6.54 ± 0.07а 6.24 ± 0.08 6.02 ± 0.08а

Площадь, мкм2 2.88 ± 0.06 ЧМТ 3.26 ± 0.08а 3.16 ± 0.12а 3.14 ± 0.10а 2.93 ± 0.10

ЧМТ + ЦФ 3.29 ± 0.03 а 3.19 ± 0.09а 3.39 ± 0.13а.б 2.92 ± 0.09

Объем, мкм3 4.03 ± 0.11 ЧМТ 4.92 ± 0.12а 5.41 ± 0.11а 4.66 ± 0.12а 4.22 ± 0.14

ЧМТ + ЦФ 4.62 ± 0.14а. б 4.34 ± 0.18 4.23 ± 0.21 3.92 ± 0.17

Периметр, мкм 21.97 ± 0.31 ЧМТ 21.56 ± 0.36 23.82 ± 0.39а 21.84 ± 0.53 20.98 ± 0.49а

ЧМТ + ЦФ 22.64 ± 0.32 21.36 ± 0.4б 22.32 ± 0.51 20.07 ± 0.45а. б

Фазовая высота, 
мкм

8.83 ± 0.16 ЧМТ 10.13 ± 0.1а 9.56 ± 0.02а 9.63 ± 1.19а 9.43 ± 0.12а

ЧМТ + ЦФ 9.68 ± 0.13а. б 9.28 ± 0.15а 8.87 ± 0.14б 9.62 ± 0.16б

Рис. 1. Фазовый портрет эритроцита у интактных крыс.
Лазерная интерференционная микроскопия.
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Рис. 2. Фазовые портреты нефиксированных эритроцитов крыс после черепно-мозговой травмы (ЧМТ) на 1-е, 3-и, 7-е и
12-е сут посттравматического периода.
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щение спектра длин волн фазовых портретов в сто-
рону 650 нм.

Фазовые портреты эритроцитов при действии
ЦФ в посттравматический период на начальном эта-
пе характеризовались появлением значительного
количества эхиноцитов (рис. 3а). Начиная с 3–7 сут,
наблюдали восстановление формы эритроцитов,
уменьшение количества эхиноцитов и сферичности
клеток в экспериментальной группе ЧМТ + ЦФ
(рис. 3б, в). При этом дискоциты имели различную
степень двояковогнутости с сохранением шипов
(рис. 3в). Длины волн фазовых портретов находи-
лись в области 600 нм. К 12-м сут посттравматиче-
ского периода в группе ЧМТ + ЦФ фазовые портре-
ты эритроцитов (рис. 3г) были сопоставимы с груп-
пой интактных (контрольных) животных (рис. 1).

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что при ЧМТ увеличиваются морфометрические по-
казатели клеток, что сочетается с увеличением сферо-
эхиноцитов. Показано, что чем интенсивнее развива-
ется патологический процесс, тем сильнее проявля-
ется стресс, что обусловливает рост патологически
измененных эритроцитов с сфероэхиноцитарной
трансформацией (Дерюгина и др., 2019). Очевидно,
что выявленные эффекты при ЧМТ определяются
изменением их метаболических показателей. Сме-

щение спектра длин волн фазовых портретов свиде-
тельствует об усилении окислительного метаболиз-
ма и снижении энергетических показателей клеток
(Дерюгина и др., 2018). Интенсификация процессов
перекисного окисления липидов сопряжена с увели-
чением количества гемина и опосредует образова-
ние спикул и формирование эхиноцитов (Сергунова
и др., 2016; Дерюгина и др., 2021). При этом увеличе-
ние фазовой высоты может быть обусловлено умень-
шением в клетках воды (Загубиженко и др., 2011),
что оказывает негативное воздействие на протека-
ние биохимических процессов в эритроцитах. Кро-
ме того, показано, что в ответ на снижение оксиге-
нации компенсаторно увеличивается объем эритро-
цитов. Однако отдача кислорода в ткани при этом
замедляется (Mohanty et al., 2014). Следует отметить,
что при ухудшении морфологических показателей
эритроцитов не только снижается скорость доставки
кислорода к тканям в системе эритроцит–капилляр,
но и уменьшается количество функционирующих
капилляров (Hogan et al., 2019). Эритроциты с изме-
ненной структурой и морфологией способствуют за-
купорке сосудов (Kviatkovsky et al., 2017).

Внутрибрюшинное введение ЦФ способствовало
восстановлению фазовых портретов эритроцитов,
что, исходя из вышесказанного, свидетельствует о
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снижении окислительных процессов, восстановле-
нии состояния гемоглобина, улучшении метаболиз-
ма эритроцитов. Обсуждая выявленные эффекты
сукцинатсодержащего препарата ЦФ, следует отме-
тить, что антигипоксическое действие сукцината
пролонгируется его влиянием на стабильность и ак-
тивность чувствительного к гипоксии фактора HIF-
1α. Этот фактор является кислород-чувствительным
протеиновым комплексом и запускает экспрессию
целого ряда пептидов, в том числе эритропоэтина
(EPO), белков-транспортeров глюкозы (GLUT 1, 3),
ферментов гликолиза (Liu et al., 2020). Кроме того,
выявлено наличие сукцинатных рецепторов на
эритроидных клетках-предшественниках, действие
которых сопряжено с G-белками и определяет по-
вышение концентрации внутриклеточного Са2+

(Grimolizzi, 2018). По всей видимости, введение ЦФ
у крыс в послеоперационном периоде стимулирует
эритропоэз и метаболизм клеток, что отражается на
динамике фазово-интерференционных показателей
эритроцитов.

Таким образом, полученные интерференцион-
ные изображения эритроцитов с детализацией мор-
фологических параметров позволяют использовать
их для качественной оценки морфофункциональ-
ной активности клеток и свидетельствуют, что при
использовании ЦФ происходит восстановление со-

стояния гемоглобина, энергетического и окисли-
тельного метаболизма эритроцитов. На основании
проведенной работы можно сделать следующие вы-
воды.

1) Применение лазерной интерференционной мик-
роскопии позволяет выявить существенные измене-
ния фазовых изображений эритроцитов при ЧМТ.

2) Влияние ЦФ на морфометрические показатели
эритроцитов в посттравматическом периоде прояв-
ляется в восстановлении фазовой высоты, фазового
диаметра, площади, объема, периметра эритроци-
тов, начиная с 3–7 сут после травмы, что сочетается
с уменьшением количества эхиноцитов и длин волн
фазовых портретов клеток.

3) Анализ интерференционных изображений
эритроцитов позволяет провести качественную
оценку функциональной активности клеток, свиде-
тельствуя о ее снижении при ЧМТ и восстановлении
при действии ЦФ.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Эксперименты выполнены в соответствии с требова-
ниями этического комитета Института биологии и био-
медицины Национального исследовательского Нижего-

Рис. 3. Фазовые портреты нефиксированных эритроцитов крыс после ЧМТ на 1-е, 3-и, 7-е и 12-е сут посттравматического
периода в присутствии цитофлавина (группа ЧМТ + ЦФ).
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Erythrocyte Condition in the Post-Traumatic Period of Craniocerebral Trauma 
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In this study, we considered complex phase micromorphometry of red blood cells in traumatic brain injury (TBI)
and in response to therapy with cytoflavin in the post-traumatic period. TBI was simulated by free fall of a weight
on the parietal-occipital region of the skull. The animals of experimental group was intraperitoneally injected daily
with сytoflavin (LLC “NTFF "POLISAN”, St. Petersburg) in the dose 0.2 mL/kg, the control animals were injected
with isotonic sodium chloride solution in the same volume for 10 days. Blood tests were performed out 1, 3, 7 and
12 days after injury. TBI caused an increase in the phase height and phase diameter, volume, area, and average di-
ameter of red blood cells on the 1st–7th days relative to the values of the intact group. These changes were combined
with echinocytic and spheroechinocytic transformation of red blood cells and a shift in the wavelength spectrum of
phase portraits towards 650 nm. The effect of cytoflavin on the morphometric parameters of red blood cells in the
post-traumatic period was manifested in the restoration of the phase height, phase diameter, area, volume, perimeter
of red blood cells. Restoration of erythrocyte shape, reduction of echinocyte number, sphericity of cells, wavelength
of phase portraits up to 600 nm were observed from 3–7 days under cytoflavin action. The potential of laser inter-
ference microscopy for non-invasive examination of erythrocytes in traumatic brain injury and the effects of cyto-
flavin in the post-traumatic period has been evaluated. Analysis of interference images of red blood cells demon-
strates a decrease in the oxidative processes in cells, restoration of hemoglobin state, improvement of erythrocyte
metabolism of red blood cells under the action of cytoflavin in the post-traumatic period of TBI.

Keywords: laser interference microscopy, erythrocytes, cytoflavin, traumatic brain injury


