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перспектива использования этих полимеров для 

восстановления поврежденных кожных покровов, 

восполнения дефектов мягких и костной тканей, из-

готовления тканеинженерных эквивалентов крове-

носных сосудов и клапанов сердца и др. [4–7].

Наиболее изученный представитель семейства 

ПГА – полимер 3-гидроксимасляной кислоты (поли-

3-гидроксибутират, поли-3-ГБ) – высококристал-

личный (степень кристалличности – свыше 70%) 

термопласт. Высокая биосовместимость поли-3ГБ 

базируется на том, что гидроксимасляная кислота – 

естественный метаболит клеток и тканей высших 

животных и человека [8]. Недостатком этого типа 

ПГА является то, что он не кристаллизуются упоря-
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Тканевая инженерия, ориентированная на созда-

ние конструкций, обеспечивающих восстановление, 

укрепление и улучшение функций тканей и органов, 

остро нуждается в специализированных материалах, 

обладающих высокой биосовместимостью, механи-

ческой прочностью, способностью стимулировать 

пролиферацию и дифференциацию клеток [1–3]. 

Среди широкого спектра разрабатываемых биома-

териалов особое место принадлежит линейным по-

лиэфирам микробиологического происхождения, так 

называемым полигидроксиалканоатам (ПГА). ПГА в 

последние несколько лет начали активно исследо-

вать применительно к задачам клеточной и ткане-

вой инженерии. Многообещающей представляется 

Сравнительное исследование клеточных носителей, 
полученных из резорбируемых полигидроксиалканоатов 
различного химического состава

Е.Д. Николаева 1, Е.И. Шишацкая 1, 2, К.Е. Мочалов 3, Т.Г. Волова 1, 2, Э.Д. Сински 4

1 Институт биофизики СО РАН, Красноярск 
2 Сибирский Федеральный университет, Красноярск
3 Институт биоорганической химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва
4 Массачусетский технологический институт, Кембридж, США

Comparative investigation of polyhydroxyalkanoate scaffolds with various chemical compositions 
E.D. Nikolaeva 1, E.I. Shishatskaya 1, 2, K.E. Mochalov 3, T.G. Volova 1, 2, A.J. Sinsky 4

1 Institute of Biophisycs, SB RAS, Krasnoyarsk
2 Siberian Federal University, Krasnoyarsk
3 Shemyakin and Ovchinnikov Institute of bioorganic chemistry RAS, Moscow
4 Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA

В работе сконструировано и охарактеризовано се-

мейство опорных клеточных носителей в виде мембран, 

полученных из резорбируемых полигидроксиалканоатов 

(ПГА) – полимеров микробиологического происхожде-

ния различного состава. Исследованы 5 типов ПГА: го-

мополимер 3-гидроксимасляной кислоты, сополиме-

ры 3-гидроксимасляной и 4-гидроксимасляной кислот, 

3-гидроксимасляной и 3-гидроксивалериановой кислот, 

3-гидроксимасляной и 3-гидроксигексановой кислот. С 

использованием растровой электронной микроскопии и 

атомно-силовой микроскопии изучена микроструктура по-

верхности мембран и показано, что наиболее шерохова-

той поверхностью обладали мембраны из сополимеров с 

3-гидроксигексаноатом, наиболее гладкой – из сополиме-

ров 3-гидроксибутирата с 3-гидроксивалератом. Показано 

снижение краевых углов смачивания водой и возрастание 

гидрофильности у клеточных носителей из сополимеров 

по сравнению с носителями из высококристалличного го-

мополимера 3-гидроксимасляной кислоты. На примере 

культуры фибробластов мыши линии NIH 3T3 по резуль-

татам окрашивания культивируемых клеток флуоресцент-

ным зондом на ДНК DAPI и в МТТ-тесте выявлено, что все 

представленные типы ПГА не проявляют цитотоксичности 

при прямом контакте с клетками, обладают высокой био-

совместимостью; по адгезивным свойствам и способности 

поддерживать пролиферацию фибробластов сопоставимы 

с полистиролом и превосходят полимолочную кислоту. 

Ключевые слова: тканевая инженерия, биополимеры, 

клеточные носители.

The authors have constructed and characterized a series 

of membranes based on resorbable polyhydroxyalkanoates of 

different compositions. Five PHA types have been studied: a 

homopolymer of 3-hydroxybutyric acid, copolymers of 3-hy-

droxybutyric and 4-hydroxybutyric acids, 3-hydroxybutyric 

and 3-hydroxyvaleric acids, 3-hydroxybutyric and 3-hydroxy-

hexanoic acids. Scanning electron microscopy and atomic-

force microscopy were used to examine the microstructure 

of membrane surfaces, showing that membranes based on 

the copolymer of 3-hydroxybutyrate and 3-hydroxyhexanoate 

had the roughest surface, while membranes based on the co-

polymer of 3-hydroxybutyrate and 3-hydroxyvalerate had the 

smoothest surface. The contact angle for water in air was 

smaller and hydrophilic properties better in the copolymer 

membranes than in the membranes based on the high-crys-

tallinity homopolymer of 3-hydroxybutyric acid. The culture of 

mouse fibroblast cell line NIH 3Т3 was used to test PHA-

based membranes; results of fluorescent probes of DNA DAPI 

and the MTT assay show that membranes based on studied 

PHAs are not cytotoxic on direct contact with cells and are 

highly biocompatible; their adhesive properties and ability to 

maintain fibroblast proliferation are similar to those of poly-

styrene and better than those of polylactic acid membranes. 
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ния и термодеструкции оценивали по кривым диф-

ференциальной сканирующей калориметрии при 

данной скорости нагрева. Молекулярную массу и 

молекулярно-массовое распределение ПГА исследо-

вали с использованием хроматографа для гельпро-

никающей хроматографии Breeze System (Waters, 

США) относительно полистироловых стандартов 

(Fluka, Швейцария, Германия). Находили средневе-

совую (M
в
) и среднечисловую (M

н
) молекулярную 

массу, а также полидисперсность (ПД = M
в
/M

н
). 

Мембраны получены методом полива разогрето-

го до 35°С 1,5 % раствора полимера в трихлорме-

тане на обезжиренную поверхность предварительно 

нагретых до такой же температуры чашек Петри. 

С использованием специальной формы нарезали 

диски диаметром 10 мм. Стерилизацию мембран 

проводили Н
2
О

2
-плазмой в стерилизаторе Sterrad 

NX (Johnson&Johnson, США). В качестве контроля 

использованы мембраны из полилактида (Sigma) и 

полистирол (планшеты фирмы Orange Scientific). 

Микроструктуру поверхности мембран опреде-

ляли растровой электронной микроскопией (Phillips 

SEM 525 M, ЦКП ЛИН СО РАН, Иркутск). Свойства 

поверхности рассчитывали на базе измерения кон-

тактного краевого угла смачивания водой, исполь-

зуя уравнения Де Жена [28]; находили свободную 

поверхностную энергию (γ
S
), свободную энергию 

межфазовой поверхности (γ
SL

) и величину сил сце-

пления (W
SL

) (эрг/см2). 

Шероховатость поверхности мембран определяли с 

использованием атомно-силовой микроскопии (AСM) 

в полу-контактном режиме («SmartSPM™», ООО 

«АИСТ-НТ», Россия, Зеленоград). Для характеристи-

ки шероховатости поверхности образцов вычисляли 

среднюю шероховатость (Ra) и среднеквадратичную 

шероховатость (Rq) по 10 точкам как среднее ариф-

метическое абсолютных значений отклонений высоты 

5 самых высоких и 5 самых глубоких точек от сред-

ней линии профиля поверхности 2×2 мкм, используя 

стандартные уравнения [29]. Для оценки адгезион-

ных свойств поверхности мембран и их способности 

поддерживать пролиферативный потенциал клеток 

использовали линию фибробластов мыши NIH 3Т3, 

которыми засевали мембраны 5×103 кл/см2, разме-

щенные в 24-луночных планшетах. Культивирование 

фибробластов проводили по стандартной методике в 

среде DMEM, содержащей 10% эмбриональную бы-

чью сыворотку (Gibco, Invitrogen), раствор антибиоти-

ков (стрептомицин 100 мкг/мл, пенициллин 100 ЕД/мл 

(Gibco, Invitrogen)) в СО
2
-инкубаторе при 5% СО

2 

в атмосфере и 37°С. Замену среды производили раз 

в три дня. 

Анализ морфологии клеток и подсчет их количе-

ства в ходе культивирования выполняли через 1, 4 

и 7 сут. после засева окрашиванием азур-эозином. 

Для этого мембраны с прикрепленными клетками 

были промыты от питательной среды фосфатным бу-

фером, зафиксированы раствором Май-Грюнвальда, 

снова промыты буферным раствором и окрашены 

красителем. Визуализацию и подсчет клеток прово-

дили с помощью микроскопа Биолам П2-1 (ЛОМО) 

при увеличении ×300 в 10 полях зрения. Для коли-

чественного подтверждения результатов проведено 

окрашивание клеток с помощью флуоресцентного 

красителя DAPI (Sigma); подсчет клеток проводили 

на флуоресцентном микроскопе Axiovert 40 (Carl 

Zeiss). 

доченно, его весьма сложно перерабатывать в изде-

лия, которые характеризуются низкой ударной проч-

ностью, жесткостью и «старятся» во времени [9].

Особо ценным в ПГА является возможность син-

теза полимеров различного состава, образованных 

мономерами с различной длиной С-цепи. Сополи-

мерные ПГА более перспективы, так как в зависимо-

сти от соотношения мономеров их базовые свойства 

могут изменяться в достаточно широких пределах 

[4, 7, 10]. Однако наличие в ПГА, помимо гидрок-

симасляной кислоты, других мономеров делает не-

обходимым проверку биосовместимости материала 

в полном объеме. 

Вторым объектом активного изучения после поли-

3-гидроксибутирата стали более технологичные сопо-

лимеры 3-гидроксибутирата с 3-гидроксивалератом, 

которые имеют пониженную степень кристаллично-

сти (50–60%). Однако понадобилось около 10 лет 

для доказательства биосовместимости этого типа 

ПГА [11–16].

Относительно других типов ПГА информация весь-

ма отрывочна. Например, в США компанией Tepha 

проводятся исследования резиноподобного полиме-

ра 3-гидроксиоктановой кислоты (полигидроксиокта-

ноата, ПГО) с низкой температурой плавления (40–

60оС) [17–18]. Группа ученых в Китае с недавних пор 

активно исследуют сополимеры 3-гидроксибутирата 

с 3-гидроксигексаноатом (3ПГБ/3ПГГ) [19]. Имеются 

немногочисленные данные о трехкомпонентных ПГА, 

образованных мономерами масляной, валериановой 

и гексановой кислот [20–22]. Одним из перспектив-

ных, но мало изученных ПГА, является сополимер 

3-гидроксибутирата/4-гидроксибутирата, для кото-

рого характерна высокая скорость биодеградации in 

vivo, он является эластомером, имеет более высокие 

показатели удлинения при разрыве и относительно 

высокий предел прочности на разрыв в отличие от 

большинства общеизвестных полимеров этого клас-

са [18, 24]. Опубликованные данные фрагментарны 

и весьма противоречивы, поэтому для ответа на во-

прос о том, какие типы ПГА наиболее перспективны, 

необходимы комплексные исследования. 

Цель настоящей работы – конструирование и 

сравнительное исследование свойств клеточных но-

сителей из ПГА различной химической структуры.

Материалы и методы

В работе использована серия высокоочищен-

ных образцов ПГА, полученных в Институте био-

физики СО РАН: гомополимер 3-гидроксимасляной 

кислоты (П3ГБ), сополимеры 3-гидроксимасляной 

и 4-гидроксимасляной кислот (П3ГБ/4ГБ), 3-гид-

роксимасляной и 3-гидроксивалериановой кислот 

(П3ГБ/3ГВ), 3-гидроксимасляной и 3-гидроксигек-

сановой кислот (П3ГБ/3ГГ) [25–27].

Химическую структуру образцов ПГА определяли 

после предварительного метанолиза проб по ме-

тиловым эфирам жирных кислот на хроматомасс-

спектрометре GCD plus (Hewlett Packard, США). 

Рентгеноструктурный анализ и определение сте-

пени кристалличности образцов ПГА выполнены на 

рентгеноспектрометре D8 ADVANCE «Bruker» (Гер-

мания) (графитовый монохроматор на отраженном 

пучке). Термические свойства биополимеров были 

исследованы методом дифференциальной скани-

рующей калориметрии с использованием прибора 

фирмы «NETZCH» (Германия). Температуры плавле-
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значение С
х
 зарегистрировано для сополимера 

3ГБ/3ГГ (32%); для других сополимеров величина 

С
х
 оказалась близкой (43–50%). 

Важным показателем биосовместимости кле-

точных носителей служит физико-химическая реак-

тивность поверхности. Поверхностная топография, 

шероховатость, структура, химический и фазовый 

состав – факторы, оказывающие влияние на при-

крепление клеток к поверхности клеточных носите-

лей. При этом первоначальное поведение клетки на 

поверхности в значительной степени определяет 

дальнейшие процессы дифференцировки и про-

лиферации клеток, формирования межклеточного 

матрикса [30–31].

Различия базовых физических свойств исследуе-

мых полимеров влияли на характеристики получен-

ных мембран. Электронная микроскопия структуры 

поверхности мембран, полученных из образцов ПГА 

различного химического состава и различающихся 

базовыми физико-химическими свойствами, пока-

зала некоторые отличия (рис. 1). Поверхность мем-

бран, полученных из гомополимерного П3ГБ, имела 

минимальную рельефность и была плотной и прак-

тически без пор. На поверхности мембран, получен-

ных из сополимера П3ГБ/4ГБ видны множественные 

поры размером около 1 мкм. Поверхность мембран, 

полученных из сополимеров 3-гидроксибутирата 

и 3-гидроксивалерата, более гладкая и однород-

ная. У мембран, изготовленных из сополимера 

3-гидроксибутирата и 3-гидроксигексаноата, по-

верхность наиболее рельефная с многочисленными 

порами различного диаметра от 0,5 до 5,0 мкм. По-

верхность мембран, полученных из полилактида, 

лишена пор и образована сферическими слоистыми 

структурами.

Значимым показателем, косвенно характеризую-

щим биологическую совместимость и оказывающим 

влияние на адгезию и жизнеспособность клеток, 

является гидрофильно/гидрофобный баланс поверх-

ности [32, 33]. Показателем этого соотношения 

служит величина краевого угла смачивания водой. 

Измерение этой величины позволяет вычислить так-

же такие важные характеристики поверхности, как 

величину сил сцепления, поверхностное натяжение и 

свободную энергию межфазовой поверхности. Самое 

высокое значение краевого угла имели мембраны, 

полученные из полилактида (71,8±4,8), следующи-

ми были мембраны из П3ГБ (70,0±0,4°) (табл. 2). 

Уровень клеточного метаболизма культивируе-

мых фибробластов NIH 3Т3 изучали в реакции с МТТ 

(3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразол 

бромидом (Sigma)), основанной на способности деги-

дрогеназ живых клеток восстанавливать МТТ до фор-

мазана, что характеризует активность митохондрий и 

количество живых клеток и косвенно отражает способ-

ность клеток к пролиферации на матриксах. Для этого 

в лунку с каждым типом полимера было добавлено по 

50 мкл 5% раствора МТТ и 950 мкл полной питатель-

ной среды. Через 3,5 ч культивирования среду с рас-

творов МТТ заменяли ДМСО для растворения образо-

вавшихся кристаллов МТТ-формазана. Через 30 мин 

супернатант был перенесен в 96-луночный планшет и 

проведено измерение оптической плотности при дли-

не волны 540 нм на микропланшетном фотометре Bio-

Rad 680 (Bio-Rad Laboratories Inc, США). Количество 

клеток оценивали по калибровочному графику.

Статистическую обработку результатов проводили 

общепринятыми методами с использованием стан-

дартного пакета программ Microsoft Excel. Резуль-

таты представлены как средние арифметические со 

стандартными отклонениями. Статистическую зна-

чимость результатов определяли по критерию Стью-

дента (уровень значимости р = 0,05).

Результаты и обсуждение

Характеристика химического состава и физико-

химических свойств образцов ПГА и контрольного 

полилактида, использованных для изготовления 

мембран, представлены в табл. 1. Полилактид в от-

личие от образцов ПГА имел существенно более низ-

кую величину средневесовой молекулярной массы 

(М
в 
= 100 кДа) – в 5 раза ниже по сравнению с по-

казателем у сополимера 3ГБ/3ГГ и на порядок ниже, 

чем у остальных сополимерных образцов, а также 

гомополимера 3-гидроксибутирата. Весьма важным 

показателем высокомолекулярных материалов слу-

жит значение степени кристалличности, которое ха-

рактеризует соотношения аморфной и упорядоченной 

фаз и оказывает значительное влияние на пере-

рабатываемость материала и свойства получаемых 

изделий, в частности, гидрофобно-гидрофильные 

характеристики поверхности. Среди исследуемых об-

разцов ПГА гомополимер 3-гидроксибутирата имел 

наиболее высокое значение показателя С
х
 (76%). 

Степень кристалличности сополимерных образцов 

ПГА – существенно ниже, при этом минимальное 

 

Состав полимеров, мол.%
Свойства полимеров

M
n
, кДа М

в
 , кДа ПД С

х
 % Т

пл.
 °С Т

дегр.
 °С

Полилактид (ПМК)100 50,6 100 1.78 аморфен 50 -

П3ГБ 100 722,9 1 200 1,66 76 179,7 273

П3ГБ/4ГБ 89,3/10,7 477,1 1 100 2,32 43 171,9 268

П3ГБ/3ГВ 87/13 332,8 1 115 3,35 50 162 266

П3ГБ/3ГВ 72,4/27,6 347,4 1 077 3,1 45 157 263

П3ГБ/ГГ 93/7 253,5 507 2,0 32 158 240

Примечание: M
n 
– среднечисловая молекулярная масса; М

в
 – средневесовая молекулярная масса;

 
ПД – полидисперс-

ность; С
х
 – степень кристалличности; Т

пл
 – температура плавления; Т

дегр
 – температура деградации.

Таблица 1. Состав и свойства полимеров, использованных для получения мембран
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Таблица 2. Свойства поверхности мембран, изготовленных из ПГА разных типов

Состав полимера 
мол.%

Контактный краевой 
угол смачивания 

водой, θ, град

Поверхностное 
натяжение γ, 

эрг/см2

Свободная энергия 
межфазовой 

поверхности, γ
SL

, 
эрг/см2

Величина сил 
сцепления, W

SL
,

 эрг/см2

Полилактид, 100 71,8±4,8 31,3 8,6 95,5

П3ГБ, 100 70,0±0.4 32,8 7,9 97,7

П3ГБ/4ГБ 89,3/10,7 57,4±0,6 43,1 3,9 112,0

П3ГБ/3ГВ 87/13 60,3±2,8 40,7 4,6 108,9

П3ГБ/3ГВ 72,4/27,6 62,5±2,0 38,9 5,3 106,4

П3ГБ/ГГ 93/7 60,9±1,6 42,4 4,1 111,1

Рис. 1. Поверхность мембран из ПГА различного химического состава и полилактида. Растровая электронная микроскопияРис. 1. Поверхность мембран из ПГА различного химического состава и полилактида. Растровая электронная микроскопия
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низкие значения поверхностного натяжения и ве-

личины сил сцепления характерны для мембран из 

полилактида и поли-3-гидроксибутирата, (порядка 

31–32 и 95–97 эрг/см2), имеющих самую низкую 

гидрофильность (см. табл. 2). У сополимерных мем-

бран эти значения выше, соответственно, 38,9–43,1 

и 106,4–112,0 эрг/см2.

Шероховатость поверхности на уровне наноме-

тров, как известно, может определять адгезию, рас-

пластывание и двигательную активность клеток, а 

также влиять на синтез специфических белков [38]. 

При этом по одним данным, адгезия клеток увеличи-

вается на шероховатых поверхностях по сравнению с 

полированными, по другим – изменение шерохова-

тости не сопровождается какими-либо клеточными 

эффектами [39]. 

В наших исследованиях при оценке шерохова-

тости поверхности мембран из ПГА получены сле-

дующие результаты (рис. 2, табл. 3): среднеквадра-

тичная шероховатость (Rq) поверхности мембран из 

полилактида составила 241,629 нм, что в 2 раза 

выше, чем у мембран из ПГА всех типов. Значение 

Rq оказалось близким как для гопополимера П3ГБ, 

так и сополимеров 3-гидроксибутирата с 4ГБ, 3ГВ, 

3ГГ, в диапазоне 109-113 нм. Это согласуется с ре-

зультатами, полученными для сополимера П3ГБ/3ГВ 

(82,37 нм) в работе [7], но ниже Rq, определенной 

для гомополимера П3ГБ (165 нм) в работе [40]. 

Мембраны, изготовленные из сополимерных ПГА 

трех типов, имели существенно меньшую величину 

краевого угла смачивания водой. Сополимерные мем-

браны из 3-гидрокисбутирата/3-гидроксивалерата и 

3-гидроксибутират/3-гидроксигексаноата по этому 

показателю практически не различались (60–62,5°). 
Это соответствует значению показателя у клеточных 

планшетов из полистирола (контроль). Величина 

краевого угла поверхности матриксов из сополи-

мера 3-гидроксибутират/4-гидроксибутирата была 

достоверно ниже и составила 57,4±0,6°. Это про-

межуточная область между гидрофобными и гидро-

фильными поверхностями. По вычисленным харак-

теристикам, наиболее низкие значения соотношения 

гидрофильность/гидрофобность поверхности имели 

сополимерные образцы, следовательно, они более 

благоприятны для культивирования клеток. 

Поверхностная энергия также являются фунда-

ментальной характеристикой, способной влиять на 

«поведение» клеток [34–36]. Однако влияние на 

клетки гидрофильно-гидрофобного баланса поверх-

ности, определяющее поверхностную энергию и дру-

гие показатели, не универсально: в одних случаях 

функции клеточных структур увеличиваются на ги-

дрофильных поверхностях, в других – на гидрофоб-

ных [37]. В ходе исследования клеточных мембран, 

изготовленных из ПГА различного химического со-

става, в настоящей работе показано, что наиболее 

Рис. 2. AСM-карты поверхности мембран из ПГА различного химического 
состава и полилактида
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количество клеток было близким и составило (кл/

поле) n = 440±27,4 на П3ГБ; n = 366±18,9 – на 

П3ГБ/4ГБ (близко к контролю); n = 423±32,6 – на 

П3ГБ/3ГВ-13, n = 452±13,8 – на П3ГБ/3ГВ-27,6 

и n = 402±19,4 на П3ГБ/ГГ. Таким образом, коли-

чество клеток на мембранах сравнения (полилактид) 

было на всех сроках достоверно меньшим, чем на 

исследуемых мембранах из всех типов ПГА. Это со-

гласуется с результатами многих авторов, которые, 

изучая адгезию и пролиферацию различных клеток 

– остеобластов [40], фибробластов [41], кератино-

цитов [20], показали, что мембраны и пленки из по-

лилактида, а также сополимеров полилактида с по-

лигликолидом уступают аналогичным изделиям из 

ПГА. Это связано с тем, что в жидких средах поли-

лактид в отличие от ПГА подвергается гидролитиче-

ской деградации, а образуемые при этом мономеры 

молочной кислоты (рН = 3.2) вызывают значитель-

ное закисление среды [41].

Выявленные в результате окрашивания незначи-

тельные отличия в количестве клеток, пролифери-

рующих на мембранах, изготовленных из ПГА разных 

типов, не позволяют отдать предпочтение какому-

либо из исследованных типов полимеров и, в целом, 

свидетельствуют об высокой биосовместимости ПГА и 

пригодности для выращивания клеток in vitro. Об этом 

же свидетельствую результаты исследования морфо-

логии фибробластов. На всех этапах культивирования 

клетки были активными, имели звездчатую форму. 

О высокой биосовместимости мембран, полу-

ченных из всех исследованных типов ПГА, свиде-

тельствуют также результаты МТТ-теста (рис. 6). 

Однако, анализируя полученные результаты, нельзя 

не отметить, что имеющиеся весьма противоречи-

вые результаты исследования биологической со-

вместимости ПГА разного химического состава не 

дают сегодня однозначного ответа на вопрос, какому 

из типов ПГА по этому тесту можно отдать предпо-

чтение. Так, в работе [41] показано, что первичная 

культура остеобластов в тесте МТТ дала лучшие 

результаты на сополимере 3-гидроксибутирата с 

3-гидросигексаноатом, а на П3ГБ и полилактиде 

дыхательная активность клеток была ниже на 40 и 

60% соответственно Исследование потенциальной 

цитотоксичности пленок и нетканого полотна из 

П3ГБ и П3ГБ/ГВ (5 мол. %) в культурах человече-

ских остеобластов SaOS-2 и фибробластов мыши L 

929 цитотоксичности со стороны всех типов полиме-

ров не зафиксировано и влияния состава полимера 

на количество клеток не выявлено. 

Таблица 3. Показатели шероховатости поверхности мембран из ПГА разных типов, 
вычисленные по результатам АСМ

Состав ПГА, мол%
Rz – высота 

неровностей профиля 
по десяти точкам, нм

Ra – среднее 
арифметическое 

отклонение профиля 
(шероховатость), нм

Rq – 
среднеквадратичная 

шероховатость, нм

П3ГБ (100) 1307,2 93,200 109,390

П3ГБ/4ГБ (89,3/10,7) 1405,6 92,909 113,062

П3ГБ/3ГВ 87,0/13,0) 644,6 98,682 107,931

П3ГБ/3ГГ (93,0/7,0) 577,8 99,12 113,466

ПМК (100) 2188,6 226 241,629

Подсчет фибробластов NIH 3Т3, окрашенных 

азур-эозином (рис. 3), прикрепленных и растущих на 

исследуемых мембранах на всех сроках наблюдения 

выявил достоверно меньшее (р = 0,05) количество 

клеток на мембране из полилактида по сравнению с 

мембранами из ПГА всех типов. Через 24 ч после 

засева количество клеток (в поле зрения) состави-

ло на мембранах из П3ГБ – n = 24,3, П3ГБ/4ГБ 

– n = 16,7), П3ГБ/3ГВ (13 и 27,6 мол.%) – n = 

30,3 и n = 38,3. Через 4 суток количество клеток 

на мембранах из ПГА было более равномерным и на-

ходилось в пределах n = 139–150. Спустя 7 сут. ко-

личество клеток на мембранах из ПГА измерялось на 

уровне n = 402,7–498,0, что выше показателей на 

полилактиде и близко к контролю, соответственно, n 

= 265 и n = 380. Таким образом, мембраны из ПГА 

при прямом контакте с фибробластами мыши линии 

NIH 3Т3 не оказывали негативного влияния на их 

адгезию и рост. Следует отметить, что прикреплен-

ные клетки на всех исследуемых мембранах были 

хорошо распластаны, в основном имели звездчатую 

форму; то есть были в активном состоянии. 

Результаты подсчета клеток с использованием 

флуоресцентного зонда на ДНК DAPI дали результа-

ты, в общем, сходные с окрашиванием азур-эозином 

(рис. 4). Применение флуоресцентных красителей, 

в частности, DAPI позволяет по сравнению с други-

ми реактивами более корректно произвести подсчет 

физиологически активных клеток. 

Спустя 24 ч после засева мембран фибробласта-

ми NIH 3Т3 их количество в контроле (полистирол) 

и на мембранах из ПМК было достоверно ниже, 

чем на мембранах из ПГА (рис. 5); это отставание 

сохранялось на сроке 4 сут. Однако к концу наблю-

дения количество клеток на полистироле было со-

поставим с экспериментальными мембранами из 

ПГА, но достоверное отставание количества клеток 

на полилактиде сохранилось. На мембранах, изго-

товленных из ПГА, получены следующие результаты: 

через 4 суток количество клеток на мембранах из 

П3ГБ составило n = 154±13,4; на П3ГБ/4ГБ – n 

= 139±12,2; на П3ГБ/3ГВ (13 и 27,6 мол. %), со-

ответственно, n = 180±13,9 и n = 150,7±14,8; 

на П3ГБ/3ГГ – несколько ниже – n = 120,7±9,5 

кл/поле, при этом статистически значимых различий 

между П3ГБ и сополимерными мембранами всех ти-

пов не выявлено. В конце наблюдения (7 суток после 

засева) количество клеток было достоверно самым 

низким – n = 300±14,6 кл/поле на мембранах, из-

готовленных из полилактида. На мембранах из ПГА 
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Рис. 3. 
Фибробласты мыши линии 
NIH 3T3, окрашенные 
азур-эозином, 
культивированные 
на мембранах разных типов, 
контроль – полистирол: 
1 – ПМК; 
2 – П3ГБ; 
3 – П3ГБ/4ГБ(10,7 мол. 
%); 4 и 5 – П3ГБ/3ГВ 
(13 и 27,6 мол. %); 
6 – П3ГГ (7 мол. %)
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Рис. 4. 
Фибробласты мыши линии 
фибробластов NIH 3T3 DAPI 
на мембранах разных типов, 
окраска DAPI: 
контроль – полистирол; 
1 – ПМК; 
2 – П3ГБ; 
3 – П3ГБ/4ГБ(10,7 мол. %); 
4 и 5 – П3ГБ/3ГВ 
(13 и 27,6 мол. %); 
6 – П3ГГ (7 мол. %)
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не выявили различий в количестве клеток в МТТ-

тесте через 24 ч после засева [24]; и только через 

4 сут. обнаружено минимальное количество клеток 

на П3ГБ, максимальное – на П3ГБ/4ГБ (7 мол. %). 

Однако при увеличении содержания мономера 4ГБ 

количество клеток снижалось, приближаясь к пока-

зателям на других типах пленок. Другие исследова-

тели при сравнении биосовместимости полилактид-

гликолида с П3ГБ и П3ГБ/4ГБ (11,22, 30 и 45 мол. %) 

в культуре фибробластов линии L 929 показали, что 

через 4 сут. в МТТ-тесте количество активных кле-

ток на сополимере П3ГБ/4ГБ (45 мол. %) составило 

12,2×105, что в 4 раза выше, чем на П3ГБ (3,1×105), 

однако сопоставимо с контрольным полилактид-

гликолидом (11,3×105 клеток/мл) [43].

Таким образом, имеющиеся результаты не дают 

однозначного ответа о биосовместимости того или 

иного типа ПГА, и это вполне объяснимо. Связано 

это с тем, что в экспериментах были использованы 

различные типы ПГА, различной степени очистки (об 

этом важном моменте информация в публикациях 

не представлена). Анализируемые изделия (плен-

ки, мембраны и др.) были изготовлены различными 

методами, и далеко не во всех работах биосовме-

стимость матриксов оценена комплексно, то есть 

с учетом физико-химических свойств полимеров, 

структуры и свойств поверхности.

Результаты исследования фибробластов мыши 

линии NIH 3Т3, культивированных на разработанных 

мембранах, оцененные в тесте МТТ, представлены на 

рис. 6. Через 24 ч после засева количество клеток 

было одинаковым в контроле (полистирол) и на всех 

мембранах, изготовленных из всех типов ПГА и не-

сколько выше, чем на полилактиде. Через 4 сут. ко-

личество клеток на мембранах из ПГА всех типов, а 

также в контроле было сопоставимым, а количество 

клеток на полилактиде – практически вдвое ниже. Че-

рез 7 суток количество клеток на мембранах из П3ГБ, 

П3ГБ/4ГБ, П3ГБ/3ГВ (13 и 27,6 мол. %) было прак-

тически одинаковым – соответственно n = 89, 92, 94 

и 87×106/мл, а на мембранах, изготовленных из сопо-

лимера П3ГБ/3ГГ – несколько ниже (n = 79×106/мл), 

что аналогично контролю (полистирол). Количество 

клеток на мембранах из полилактида было ниже в 

2 раза по сравнению с данными, полученными для 

всех типов исследованных ПГА.

Таким образом, на примере фибробластов лини 

NIH 3Т3 показано, что для культивирования клеток 

пригодны мембраны, изготовленные из всех иссле-

дованных ПГА. Количество жизнеспособных клеток, 

культивируемых на мембранах из ПГА различного 

химического состава, достоверно не отличалась, 

поэтому для изготовления конструкций, необхо-

димых для клеточных технологий, могут быть ис-

пользованы как гомополимер 3-гидроксимасляной 

кислоты, так и сополимерные ПГА, образованные 

мономерами 3-гидроксибутирата и другими мономе-

рами (4-гидроксибутиратом, 3-гидроксивалератом, 

3-гидроксигексаноатом).

Работа выполнена по проекту по постановлению 

Правительства РФ № 220 от 09.04.2010 для го-

сударственной поддержки научных исследований, 

проводимых под руководством ведущих учёных в 

Российских образовательных учреждениях выс-

шего профессионального образования (договор 

№ 11.G34.31.0013)и Программе интеграционных 

исследований СО РАН (проект № 96). 

Рис. 5. Прирост количества фибробластов мыши линии 
NIH 3T3 (окраска DAPI) на мембранах разных типов: 
контроль – полистирол; 1 – ПМК; 2 – П3ГБ; 
3 – П3ГБ/4ГБ(10,7 мол. %); 4 и 5 – П3ГБ/3ГВ 
(13 и 27,6 мол. %); 6 – П3ГГ (7 мол. %)
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Рис. 6. Прирост количества фибробластов мыши линии 
NIH 3T3 на мембранах разных типов по результатам 
МТТ-теста: контроль – полистирол; 1 – ПМК; 2 – П3ГБ; 
3 – П3ГБ/4ГБ(10,7 мол. %); 4 и 5 – П3ГБ/3ГВ 
(13 и 27,6 мол. %); 6 – П3ГГ (7 мол. %) 
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В ходе сравнительного исследования полилактида, 

П3ГБ, П3ГБ/3ГГ (5, 12 и 20 мол. %), обнаружено по-

зитивное влияние гидроксигексаноата на жизнеспо-

собность остеобластов только на самом гидрофобном 

матриксе из сополимера П3ГБ/3ГГ с 12 мол. % 

фракции 3ГГ (величина краевого угла 85°), в то вре-

мя, как при 5 и 20 мол. % этого мономера в сополи-

мере результаты были сопоставимы с полученными 

на матриксах из П3ГБ и ПМК; при этом в культуре 

фибробластов линии L 929, напротив, самые высо-

кие показатели получены на пленках из П3ГБ/3ГГ 

при 20 мол. % 3ГГ [42]. В другой работе при культи-

вировании клеток костного мозга на пленках из ПГА, 

пролиферативная активность клеток на 3 день куль-

тивирования была выше на 30% на трехкомпонент-

ном полимере (П3ГБ/3ГВ/3ГГ) по сравнению с П3ГБ/

ГГ, при этом результаты, полученные на П3ГБ/ГГ 

и на полилактиде были сходными [22]. При срав-

нении поверхностей пленок с различной степенью 

шероховатости и гидрофильности изготовленных из 

полилактида, П3ГБ, сополимеров 3ГБ с 3ГГ(12 мол. %) 

и с 4ГБ (7,12, 20 и 40 мол. %) в культуре гладко-

мышечных клеток сосудов кролика RaSMCs авторы 
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