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Реконструктивная хирургия испытывает острую 
потребность в биосовместимых материалах, необхо-
димых для восполнения дефектов тканей и органов. 
Наиболее проблематичным является замещение 
крупных дефектов, в частности, костных, обуслов-
ленных травмами, различными заболеваниями,  
а также их радикальным лечением. Мультипотент-
ные мезенхимные стромальные клетки костного 
мозга (ММСК-КМ) способны к дифференцировке  
в остеобластическом направлении, поэтому пер-
спективны для клеточной терапии пациентов с кост-
ными дефектами, что может быть реализовано как 
локальным введением суспензий клеток, так и при-
менением их в комбинации с носителями, что более 
эффективно [1–3]. 

В качестве носителей для клеток в настоящее 
время исследуются многочисленные материалы, 
разнообразие которых отчасти характеризует про-
гресс тканеинженерного направления биотехнологий.  
В отечественной литературе описаны различные 
варианты носителей, изготовленные из биоматери-
алов природного и синтетического происхождения, 
включая полиакрил [4], хитин [5], полилактид [6–7], 
политетрафторэтилен [8], биокерамики [9], полика-
пролактон [10], полипетиды [11], альгинат [12] и др.
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Наиболее востребованы в настоящее время био-
совместимые материалы, способные к резорбции in 
vivo без образования токсичных продуктов, изделия 
из которых, постепенно разрушаясь, замещаются 
новыми тканями, не вызывая грубых морфологи-
ческих изменений. Среди биодеградирующих поли-
меров наиболее освоены полиэфиры монокарбоно-
вых кислот, полилактиды (ПМК) и полигликолиды 
(ПГК), с 1970 г. разрешенные FDA (United States 
Food and Drug Administration) для использования в 
клинической практике на территории США. На вто-
ром месте по значимости – полигидроксиалканоа-
ты (ПГА), которые по сравнению с ПМК, термопла-
стичны, имеют меньшее воздействие на рН тканей 
и более длительные сроки резорбции in vivo [13]. 
ПГА исследуются сравнительно недавно, с конца 
80-х – начала 90-х гг. XX столетия, наиболее ак-
тивно – с 2000 годов. Несомненным достижением 
последних лет (2010–2011 гг.) стало решение FDA 
о допуске ряда изделий фирмы «Tepha» для приме-
нения в клинической практике. 

Исследованиями, выполненными в Институте 
биофизики СО РАН и Сибирском Федеральном уни-
верситете, установлена возможность получения из 
ПГА изделий в виде пленок и мембран, объемных 
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В работе охарактеризовано «семейство» клеточных 
носителей из резорбируемого полиэфира Биопластотан, 
представляющего собой сополимер 3- и 4-гидроксипро-
изводных масляной кислоты. С применением различных 
технологий сконструированы пленочные и 3D носители,  
а также наноматриксы, образованные ультратонкими во-
локнами, полученные методом электростатического фор-
мования. Все типы носителей обеспечивают адгезию муль-
типотентных мезенхимных стромальных клеток костного 
мозга и пригодны для культивирования и дифференцировки 
мультипотентных мезенхимных стромальных клеток в клетки 
остеобластического ряда. Последнее подтверждено детек-
тированием в культуре клеток внеклеточных преципитатов 
кальция, активности щелочной фосфатазы и продукции 
остеопонтина.

Ключевые слова: резорбируемый Биопластотан, 
мультипотентные мезенхимные стромальные клетки, диф-
ференцировка, щелочная фосфатаза, остеопонтин, внекле-
точные преципитаты кальция. 

Series of cell carriers made of resorbable polyester 
Bioplastotan, which is a copolymer of 3- and 4-hydroxybutyric 
acid, are characterized in this work. With use of various 
technologies membranes, 3D scaffolds, and nanomatrixes 
formed by ultrafine fibers produced with electrostatic spinning 
were constructed. All types of scaffolds provide adhesion of 
multipotent mesenchymal stromal cells and are suitable for the 
cultivation and differentiation of cells in the osteoblastes, that 
confirmed by detection of extracellular calcium precipitates, 
alkaline phosphatase activity and osteopontin production in 
cell culture.

Key words: resorbable Bioplastotan, multipotent 
mesenchymal stromal cells, differentiation, alkaline phospha-
tase, osteopontin, extracellular calcium precipitates.
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трехмерных конструкций, микрочастиц и ультратон-
ких волокон, пригодных для культивирования клеток 
[14–18]. Уделено внимание закономерностям био-
разрушения ПГА in vivo и установлено, что полимеры 
этого класса в виде мононитей не разрушаются при 
длительной экспозиции (до 180 сут.) в фосфатном 
буфере. В крови и сыворотке потеря массы образцов 
не превышала 30% от исходной; нити, имплантиро-
ванные внутримышечно лабораторным животным, 
сохраняли 60% механической прочности в течение 
года [19]. ПГА в виде микрочастиц диаметром от 5 
до 50 мкм разрушились на 60–70% за 120 сут. при 
внутримышечной имплантации [20]. В эти же сроки 
частицы диаметром 4–5 мкм, введенные в кровоток, 
разрушились на 90% при депонировании во внутрен-
них органах, главным образом – в селезенке и пече-
ни [21]. Остаточная масса пленочных образцов ПГА 
различного химического состава, имплантированных 
подкожно, за 180 сут. составила от 25 до 56% от 
исходной. Наиболее активно разрушались пленки, 
изготовленные из сополимерных ПГА, содержащих 
мономеры 4-гидроксибутирата и 3-гидроксигекса-
ноата [22]. Таким образом, показано, что процесс 
биодеградации ПГА в целом длителен, а его течение 
зависит от типа полимерного изделия и места им-
плантации.

Работами нашего коллектива показано, что ПГА 
в композиции с гидроксиапатитом обладает выра-
женными остеопластическими свойствами, медлен-
но резорбируется in vivo, обеспечивая нормальное 
протекание репаративного остеогенеза [23, 24]. 
Зарегистрированная торговая марка материала и из-
делий – «Биопластотан» [25].

Цель настоящей работы – исследование роста и 
дифференцировки ММСК-КМ на носителях из Био-
пластотана, полученных различными методами.

Материал и методы

Для конструирования тканеинженерных носите-
лей использовали высокоочищенные образцы со-
полимера 3-гидроксимасляной и 4-гидрокисмасля-
ной кислот (П3ГБ/4ГБ), наиболее перспективного, 
но мало изученного и трудно синтезируемого пред-
ставителя семейства ПГА. Образцы сополимеров 
синтезированы в Институте биофизики СО РАН с 
использованием штамма-продуцента Cupriavidus 
eutrophus В-10646 по запатентованной технологии 
[26]. Сополимеры П3ГБ/4ГБ имеют самые низкие 
значения степени кристалличности (Сх) (20–40%) 
из всех известных типов ПГА, обладают свойствами 
эластомеров, поэтому наиболее перспективны для 
получения биомедицинских изделий [27, 28].

Двухмерные носители в виде пленок получали 
методом полива разогретого до 35°С полимерного 
раствора на обезжиренную поверхность (полиро-
ванный металл), предварительно нагретую до такой 
же температуры. Высушивали пленки в беспылевом 
боксе-ламинаре (Labconco, США) при комнатной 
температуре в течение нескольких суток. Нетканые 
наноматриксы, сформированные ультратонкими во-
локнами, были получены методом электростатиче-
ского формования (ЭСФ) на автоматической уста-
новке Nanon 01A (MECC Inc., Япония). 

Для получения пористых 3D носителей ис-
пользованы две технологии. По первому варианту 
образцы получали с использованием техники вы-
щелачивания. Кусочки сахарозы, предварительно 

спрессованные, размером (1×1×1 см), пропитывали 
раствором полимера в хлороформе, далее высуши-
вали при температуре 30°С. После испарения рас-
творителя образцы промывали в дистиллированной 
воде до полного удаления сахарозы. Из полученной 
объемной пористой формы вырезали фрагменты 
необходимых размеров. Второй метод изготов-
ления объемных пористых носителей реализован  
с использованием лиофилизации. Раствор полиме-
ра помещали в форму и замораживали при -80°С в 
морозильнике-кельвинаторе, далее замороженные 
образцы лиофилизировали в установке для ваку-
умной сушки ALPHA 1-2/LD (Martin Christ GmbH, 
Германия).

ММСК были получены из бедренных костей 
крыс линии Вистар, выведенных передозировкой 
эфирным наркозом. Содержание и использование  
лабораторных животных соответствовало правилам, 
принятым в Российской Федерации, рекомендациям 
локального этического комитета и национальным за-
конам [29].

Для получения ММСК использовали ранее 
описанную методику [30], в ходе которой костный 
мозг выделяли в асептических условиях после 
удаления шейки кости; в открытый костномозго-
вой канал с помощью шприца вводили 1 мл среды 
α-МЕМ с добавлением 20% телячьей сыворотки 
и 50 ЕД гепарина, костный мозг вымывали и тща-
тельно суспендировали. Клетки дважды отмывали 
питательной средой при центрифугировании. Су-
спензию клеток переносили в чашку Петри диаме-
тром 90 мм и помещали в СО2-инкубатор. Через 
24 ч среду заменяли свежей, удаляя при этом не-
прикрепившиеся клетки, что позволяет избавить-
ся практически от всех клеток гемопоэтического 
происхождения и получить популяцию мезенхим-
ных клеток чистотой до 90%. Для дальнейших 
исследований использованы клетки после 3–4  
пассажей. 

Для индукции дифференцировки ММСК в осте-
областы использована среда DMEM с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки, раство-
ра антибиотиков, 0,15 мМ аскорбиновой кислоты, 
10 нМ дексаметазона и 10 мМ β-глицерофосфата. 
Культивирование проводили в течение 21 сут. с за-
меной среды на каждый третий день. 

Морфологию клеток изучали с помощью скани-
рующей электронной микроскопии. Использовали 
растровый микроскоп HITACHI TM-3000 с систе-
мой микроанализа BRUKER XFlash 430 H (Япония). 
Клетки предварительно фиксировали 4% раствором 
формалина, затем трижды отмывали этанолом и 
лиофильно высушивали. Далее производили напы-
ление золотом (10 мA, 40 с) с помощью установ-
ки вакуумного напыления Emitech K575X (Quorum 
Technologies Ltd., Великобритания), съемку произво-
дили при напряжении 5 и 15 кВ. 

Жизнеспособность клеток оценивали с помощью 
МТТ-теста. Для этого в лунку с каждым типом носи-
теля было добавлено по 50 мкл раствора МТТ (5%) 
и 950 мкл полной питательной среды. Через 3,5 ч 
культивирования среду с раствором МТТ заменяли 
ДМСО для растворения образовавшихся кристаллов 
МТТ-формазана. Через 30 мин супернатант перено-
сили в 96-луночный планшет и проводили измере-
ние оптической плотности при длине волны 540 нм  
на микропланшетном фотометре Bio-Rad 680 (Bio-Rad  
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LABORATORIES Inc.). Количество живых, метаболи-
чески активных клеток оценивали по калибровочному 
графику. 

Для подтверждения дифференцировки ММСК-
КМ в остеобласты использовали следующие ре-
комендуемые маркерные показатели: активность 
щелочной фосфатазы, продукцию остеопонтина и 
наличие внеклеточных преципитатов кальция [31]. 
Активность щелочной фосфатазы культивируемых 
клеток регистрировали с использованием набора 
«Alkaline Phosphatase Detection Kit» (Sigma). Пред-
варительно образцы с клетками помещали в лизис-
ный буфер (NaCl 250 мМ, 0,1 % Triton-X 100, Hepes 
50 мМ, pH 7,5) и подвергали 3 циклам заморажи-
вания и оттаивания для полного разрушения клеток.  
В 96-луночный планшет переносили по 20 мкл полу-
ченного клеточного лизата каждого образца, инку-
бировали 20 мин. при 65°С, охлаждали и в каждую 
лунку добавляли по 20 мкл буфера разведения и 
160 мкл флуоресцентного буфера, входящих в со-
став набора. Затем добавляли по 1 мкл субстрата и 
измеряли интенсивность флуоресценции на мульти-
модальном микропланшетном люминометре Mithras 
LB 940 (BERTHOLD TECHNOLOGIES, Германия) при 
λex 360 нм и λem 440 нм. Активность ЩФ оцени-
вали по заранее приготовленному калибровочному 
графику.

Синтез остеопонтина детектировали иммуноци-
тохимически. Для этого клетки фиксировали 4% 
раствором формальдегида, затем дважды промыва-
ли фосфатно-солевым буфером, обрабатывали 1% 
раствором Triton Х-100 в фосфатно-солевом буфере 
в течение 5 мин и 1% раствором альбумина в тече-
ние 10 мин при комнатной температуре. Затем до-
бавляли первичные антитела, меченные FITC, в раз-
ведении 1:100 (Anti-Osteopontin IgG, Abcam, США) 
и инкубировали 45 мин при комнатной температуре. 
Далее полученные образцы трижды промывали фос-
фатно-солевым буфером и исследовали с помощью 
микроскопа Leica DM 6000 (Германия).

Внеклеточные преципитаты продуцируемых клет-
ками солей кальция и фосфатов анализировали с 
помощью системы микроанализа BRUKER XFlash 
430 H, входящей в состав растрового микроскопа 
HITACHI TM-3000 (Япония). Результаты рентгено-
спектрального анализа обрабатывали с помощью 
программы QUANTAX 70.

Состояние полимерных носителей оценивали, 
помимо электронной микроскопии, взвешиванием 
образцов в конце эксперимента на весах 4 клас-
са точности (Adventurer RV 214, Ohaus, Япония) и 
определением молекулярно-массовых характери-
стики полимера в качестве показателей биоразру-
шения. Для этого с использованием ВЭЖХ («Agilent 
Technologies» 1260 Infinity, USA) измеряли значения 
средневесовой (Мв) и среднечисловой (Мн) моле-
кулярной массы и величину полидисперсности (ПД) 
относительно полистироловых стандартов («Fluka», 
Германия).

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием программы Microsoft Excel. Оценива-
ли средние значения и ошибки среднего. Статистиче-
скую значимость различий показателей контрольных 
и экспериментальных групп проверяли в зависимости 
от соответствия закону нормального распределения 
по U-критерию Манна – Уитни и t-критерию Стьюден-
та (уровни значимости: 0,05 и 0,01).

Результаты и обсуждение

Для культивирования ММСК исследована линия 
сконструированных полимерных носителей (рис. 1), 
среди которых гладкие пленочные носители (кра-
евой угол смачивания водой 65°, шероховатость  
113 нм); носители, сформированные ультратонкими 
волокнами диаметром 1,5 мкм; 3D пористые носите-
ли (пористость 88 %) с размером пор 100–120 мкм  
и образцы, полученные лиофилизацией (пористость 
82%) c размером пор 40–60 мкм.

Все носители были совмещены с ММСК-КМ с 
добавлением факторов остеогенной дифференци-
ровки. По результатам МТТ-теста (рис. 2), прове-
денного на 3, 7 и 14 сут., наибольшее количество 
клеток на крайнем сроке зарегистрировано на нано-
матриксах из ультратонких волокон и 3D носителях, 
полученных методом выщелачивания (2,0–2,3×105 
кл/мл); достоверно меньшее количество клеток 
определялось на пленках и 3D носителях, получен-
ных в результате лиофильного высушивания поли-
мерного раствора (1,3–1,6×105 кл/мл). Есть данные, 
что для развития остеобластов наиболее пригодны-
ми являются пористые носители с крупными порами, 
диаметром от 100 до 300 мкм [32]. Этим парамет-
рам отвечают исследуемые в настоящей работе  
носители из ультратонких волокон и 3D носители, по-
лученные с применением техники выщелачивания, в 
то время, как носители, сформированные методом 
лиофильного высушивания полимерного раствора, 
имели поры меньшего размера (40–60 мкм), что, 
по всей видимости, повлияло на прикрепляемость и 
последующее развитие клеток.

Результаты определения активности щелочной 
фосфатазы (маркера остеобластической диффе-
ренцировки) согласуются с результатами МТТ-
теста (рис. 3). На 21 сут. культивирования ММСК 
в среде с остеогенными факторами активность 
фермента составила: 4,023 ммоль/мин × 105 кле-
ток в случае носителей, полученных методом ЭСФ;  
3,908 ммоль/мин × 105 клеток на носителях, сфор-
мированных выщелачиванием; в то время как  
в группе носителей, полученных лиофилизацией, 
составляла 3,0 ммоль/мин × 105 клеток.

Реакция на остеопонтин на 21 сут. культивиро-
вания подтвердила синтез белка клетками на всех 
исследованных носителях (рис. 4). На поверхности 
пленок клетки были круглой формы, на наноматрик-
сах – располагались вдоль ультратонких волокон, 
образующих носитель. На объемных носителях визу-
ально клеток было меньше, скорее всего, из-за про-
никновения последних через поры в толщу образцов. 

При адекватных условиях адгезия и пролифе-
рация остеогенных клеток может сопровождаться 
формированием костной ткани. Остеобласты син-
тезируют белки, экскретируемые в межклеточное 
пространство, в результате этого формируется орга-
нический матрикс костной ткани, который далее мине-
рализуется посредством выделения клетками солей 
кальция. На РЭМ-снимках видно, что клетки, распо-
ложенные на поверхности исследуемых полимерных 
носителей, продуцировали соли, которые минерали-
зировали внеклеточный матрикс и откладывались на 
поверхностях клеток в виде преципитатов (рис. 5). 
Аналогичную морфологию остеобластов, продуциру-
ющих кальций-фосфаты, с кристаллами преципита-
тов солей на поверхности, наблюдали авторы других 
работ [33–35].
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чиванием, что коррелирует с адгезией меньшего ко-
личества клеток к этому типу носителей. Результаты 
количественного определения состава минеральных 
веществ, продуцируемых остеобластами, представ-
лены на рис. 6 и в таблице.

 Было показано, что наиболее активно процесс 
минерализации проявляется на носителях из ультра-
тонких волокон и 3D носителях с крупными порами. 
Самое низкое содержание минеральных кристаллов 
характерно для 3D носителей, полученных выщела-

Рис. 1. Полимерные носители, полученные из резорбируемого Биопластотана:  
А – пленочный носитель; Б – носитель из ультратонких волокон; В, Г – 3D носитель, полученный выщелачиванием сахарозы; 
Д, Е – 3D носитель, полученный лиофильным высушиванием раствора; Б, Г, Е – сканирующая электронная микроскопия

А Б

В Г

Д Е
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Рис. 2. Количество ММСК на носителях,  
изготовленных из Биопластотана, при культивировании 
в остеогенной среде: 
1 – наливные пленки; 
2 – носители из ультратонких волокон; 
3 – 3D носители, полученные методом выщелачивания; 
4 – 3D носители, изготовленные в результате 
лиофильного высушивания

Рис. 3. Активность щелочной фосфатазы в культуре 
клеток на ПГА-носителях разных типов после индукции 
остеогенной дифференцировки: 
1 – наливные пленки; 
2 – носители из ультратонких волокон; 
3 – 3D носители, полученные методом выщелачивания; 
4 – 3D носители, изготовленные в результате 
лиофильного высушивания

Рис. 4. Остеобласты на разных типах носителей, полученных из Биопластотана: 
А – наливные пленки; 
Б – носители из ультратонких волокон; 
В – 3D носители, полученные методом выщелачивания; 
Г – 3D носители, изготовленные в результате лиофильного высушивания. 
Иммуноцитохимическая реакция с антителами к остеопонтину. Флуоресцентная микроскопия. 
Маркер 100 мкм

А Б

В Г
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Рис. 5. Дифференцировка ММСК-КМ, культивированных на разных типах носителей:  
А – наливные пленки;  
Б – носители из ультратонких волокон;  
В – 3D носители, полученные методом выщелачивания;  
Г – 3D носители, изготовленные в результате лиофильного высушивания
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Рис. 6. Элементный состав минеральных преципитатов, продуцируемых клетками, культивируемыми  
на разных полимерных носителях: 
А – наливные пленки; 
Б – носители из ультратонких волокон; 
В – 3D носители, полученные методом выщелачивания; 
Г – 3D носители, изготовленные в результате лиофильного высушивания
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Спектральный анализ показал наличие преципи-
татов фосфатов кальция на всех типах носителей, 
сконструированных из Биопластотана. Самое высо-
кое содержание Ca и P зарегистрировано на носите-
лях из ультратонких волокон и 3D носителях с круп-
ными порами, полученными выщелачиванием частиц 
сахарозы, в 2,0–2,5 раза выше, чем на пленочных 
носителях; самое низкое – на лиофилизированных 
матриксах (см. табл.). Соотношение Ca/P при этом 
было различным и составило 1,88 на лиофильном 
3D носителе; 2,46 на носителе, сформированном 
ультратонкими волокнами; 2,78 на пленках и 3,12 
на 3D образцах с крупными порами, изготовленными 
выщелачиванием.

Результаты взвешивания очищенных и тщательно 
отмытых носителей в конце эксперимента, а также 
исследование молекулярно-массовых характеристик 
собственно сополимера не зафиксировали количе-
ственных изменений, что свидетельствует об отсут-
ствии процесса разрушения всех типов изделий в эти 
сроки in vitro.

В целом, показано, что все типы носителей, скон-
струированные из резорбируемого Биопластотана, 
представляющего собой сополимер мономеров 3- и 
4-гидроксипроизводных масляной кислоты, пригод-
ны для культивирования ММСК костного мозга и не 
препятствуют их дифференцировке в клетки остео-
бластического ряда под действием индуцирующих 
факторов.
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Спектральный анализ минеральных преципитатов, продуцируемых остебластами,  
полученными из ММСК-КМ при культивировании на полимерных носителях  
из Биопластотана разных типов

Тип носителя
Содержание элементов, % по массе

C O Ca P

Пленка 50,5 37,4 8,9 3,2

Носитель из ультратонких волокон (ЭСФ) 34,1 37,4 20,2 8,2

3D (выщелачивание) 50 36,46 10,3 3,3

3D (лиофилизизация) 55,7 39,4 3,2 1,7
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