
6  СТМ ∫ 2016 — том 8, №3

 оригинальные исследования   оригинальные исследования 

Для контактов: Агапов Игорь Иванович, e-mail: igor_agapov@mail.ru

English

Зависимость биологических свойств скаффолдов  
иЗ фиброина шелка и желатина от состава  
и технологии иЗготовления
DOI: 10.17691/stm2016.8.3.01 
УДК 576.535 
Поступила 4.03.2016 г.

А.И. Соколова, инженер лаборатории бионанотехнологий1;
М.М. Боброва, инженер лаборатории бионанотехнологий1; аспирант биологического факультета2;
Л.А. Сафонова, инженер лаборатории бионанотехнологий1; аспирант биологического факультета2;
о.И. Агапова, научный сотрудник лаборатории бионанотехнологий1;
М.М. Мойсенович, к.б.н., зав. лабораторией конфокальной микроскопии2;
И.И. Агапов, д.б.н., профессор, зав. лабораторией бионанотехнологий1

1Федеральный научный центр трансплантологии и искусственных органов им. академика В.И. Шумакова  
 Минздрава России, Москва, 123182, ул. Щукинская, 1; 
2Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, 119991, Москва, 1–12, Ленинские горы

Цель исследования — сравнение биологических свойств скаффолдов из фиброина шелка и желатина в зависимости от спо-
соба их получения и состава субстрата.

Материалы и методы. Методами электроспиннинга и полива были изготовлены скаффолды из фиброина шелка и желатина, 
а также композитов с различным массовым соотношением фиброина и желатина. Изучение структуры изделий проведено ме-
тодами световой микроскопии, сканирующей электронной микроскопии, лазерной конфокальной сканирующей микроскопии. Для 
проверки биосовместимости полученных изделий была изучена активность адгезии и пролиферации культуры мышиных фибро-
бластов линии 3Т3 на их поверхности.

Результаты. Подобраны оптимальные параметры получения волокна из растворов фиброина шелка и желатина. Показано, 
что пролиферативная активность фибробластов 3Т3 на скаффолдах, изготовленных методом электроспиннинга, выше, чем на 
пленках, полученных методом полива. Добавление желатина в состав скаффолда увеличивает пролиферацию клеток.

Заключение. Композитные скаффолды, полученные методом электроспиннинга из фиброина шелка с желатином в соотноше-
нии 1:3 по массе, обладают большей способностью поддерживать пролиферацию фибробластов 3Т3, чем скаффолды из чистых 
полимеров.
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The aim of the investigation was to research the effect of preparation method and composition of silk fibroin and gelatin scaffolds on 
biological properties.

Materials and Methods. Silk fibroin, gelatin and their blend with different mass ratio scaffolds were prepared by electrospinning. 
To research scaffold’s structure light microscopy, scanning electron microscopy and confocal laser scanning microscopy were applied. 
Adhesion and proliferation of mice fibroblast 3T3 cell line were investigated to test biocompatibility of constructed scaffolds. 

Results. Optimal parameters of device and fiber obtaining parameters were selected. Fibrous porous three-dimensional structure of 
investigated scaffolds was revealed. It was established that cell proliferative activity on electrospun scaffolds was significantly higher than 
on casting films. Addition of gelatin to scaffold composition increases cell proliferation. 

Conclusions. Electrospun silk fibroin/gelatin scaffolds contain such polymers with mass ratio equal to 1:3 have significant greater 
ability to maintain cell and proliferation than fibroin and gelatin scaffolds.

Key words: biodegradable scaffolds; silk fibroin; gelatin; electrospinning.

Одной из важных задач, стоящих перед совре-
менной тканевой инженерией, является создание 
конструкций (скаффолдов), имитирующих микроар-
хитектуру нативного внеклеточного матрикса тка-
ней и органов и создающих благоприятную среду 
для культивирования клеток. При создании таких 
конструкций большое значение имеет правильный 
подбор материала. В настоящее время в тканевой 
инженерии и регенеративной медицине использу-
ются как синтетические полимеры, так и природные. 
К преимуществам природных полимеров можно от-
нести отсутствие у них токсичных продуктов распа-
да и их включение в метаболические пути клеток. 
Природные полимеры, такие как коллаген, желатин, 
хитозан, альгинаты и т.д., успешно применяются в 
тканевой инженерии, однако ни один из них не яв-
ляется универсальным для создания конструкций с 
заданными свойствами, поскольку природные осо-
бенности полимеров (механические свойства, рас-
творимость, уровень иммуногенности) накладывают 
ограничения на их использование.

Фиброин шелка тутового шелкопряда Bombyx 
mori является одним из наиболее перспективных 
природных полимеров для тканевой инженерии. 
Различными группами исследователей показано, что 
скаффолды на основе фиброина успешно поддержи-
вают регенерацию кишечника, восстановление нерв-
ной и костной ткани [1]. Фиброин является фибрил-
лярным белком с большим количеством повторов в 
первичной структуре. Вторичная структура фибро-
ина представляет собой антипараллельные β-слои, 
объединенные водородными связями. Аморфные 
участки белка образуют α-спирали, доля которых 
возрастает при гидратации фиброина. Механические 
свойства и скорость биодеградации изделий из фи-

броина шелка можно контро лировать, изменяя долю 
β-слоев в его структуре [2]. В третичной структуре 
фиброина выделяют две цепи: тяжелую и легкую с 
молекулярной массой 390 и 26 кДа соответственно, 
которые присутствуют в отношении 1:1 и соедине-
ны одной дисульфидной связью [3]. Такая структура 
фиброина шелка обеспечивает наличие свободных 
химических групп, которые могут быть использованы 
для создания конъюгатов и композитов с улучшен-
ными свойствами [4–6].

Одним из современных методов получения 
скаффолдов является метод электроспиннинга [7]. 
Принцип его заключается в том, что под действием 
электрического поля из раствора полимера происхо-
дит вытягивание тонких волокон, которые затем по-
падают на катод, где происходит их окончательное 
высыхание. Установка для электроспиннинга состоит 
из трех основных компонентов: устройства для пода-
чи раствора полимера, источника высокого напряже-
ния и коллектора, являющегося катодом. В зависи-
мости от выполняемой задачи применяют различные 
модификации установок, использующие изменение 
положения устройства подачи раствора, коллектора, 
расстояния между частями установки и др. При этом 
оптимальные параметры для получения волокон под-
бираются индивидуально для каждого материала в за-
висимости от целей эксперимента.

Электроспиннинг позволяет получать сети как с ха-
отичным, так и с ориентированным распределением 
волокон [8]. Ориентированная структура изделий дает 
возможность задавать направление роста клеток, что 
особенно важно при работе с мышечной или нервной 
тканью. Кроме того, этот метод позволяет создавать 
изделия со структурой, схожей с архитектурой костной 
ткани, что указывает на перспективы его использова-
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ния в восстановлении кости [9]. К достоинствам изде-
лий, полученных методом электроспиннинга, можно 
отнести высокое отношение поверхности к объему, 
значительную пористость, улучшенные физико-меха-
нические свойства, возможность варьирования тол-
щины волокна.

Метод электроспиннинга широко применяется в 
современных исследованиях для создания искусст-
венных сухожилий [10], восстановления нервной ткани 
[11], получения сосудистых имплантатов [12–14] и ре-
генерации кости [15]. Изделия, синтезированные с по-
мощью рассматриваемого метода, успешно испытаны 
в экспериментах как in vitro, так и in vivo [16]. В нашей 
работе впервые проведено сравнительное изучение 
биологических свойств полимеров и их композитов 
при использовании разных методов изготовления.

Цель исследования — сравнительный анализ би-
ологических свойств скаффолдов из фиброина шелка, 
композита фиброина и желатина и оценка влияния 
способа их получения на способность поддерживать 
клеточную адгезию и пролиферацию.

Материалы и методы
Получение фиброина шелка. Фиброин шелка 

получали из коконов тутового шелкопряда B. mori, 
предоставленных Республиканской научно-исследо-
вательской станцией шелководства Российской ака-
демии сельскохозяйственных наук. На первом этапе 
коконы подвергали очистке от серицина. Навеску шел-
ка из коконов массой 1 г кипятили на водяной бане 
в 500 мл бидистиллированной воды с добавлением 
1260 мг гидрокарбоната натрия (PanReac Applichem, 
Германия) в течение 40 мин. Затем промывали 3,6 л 
дистиллированной воды. Далее кипятили в 500 мл би-
дистиллированной воды 30 мин и промывали 3,6 л ди-
стиллированной воды. Последнюю процедуру повто-
ряли 3 раза. Очищенный фиброин шелка сушили на 
воздухе при комнатной температуре.

Получение водного раствора фиброина шелка. 
Для получения водного раствора фиброина навеску 
отмытого шелка переносили в раствор бромида лития 
(Sigma-Aldrich, США) с концентрацией 9,3 М из расче-
та 150 мг/мл и растворяли в течение 5 ч на водяной 
бане. Полученный раствор центрифугировали в те-
чение 7 мин при 12 100 g. Супернатант диализовали 
против 500 мл бидистиллированной воды, всего про-
водили 10 смен диализа по 30 мин. Раствор фиброина 
центрифугировали 7 мин при 12 100 g, концентрацию 
фиброина определяли спектрофотометрически при 
длине волны 280 нм, молярный коэффициент экс-
тинкции принимали равным 473 480 М–1см–1, что соот-
ветствует теоретически рассчитанному коэффициенту 
экстинкции по аминокислотной последовательности 
тяжелой цепи фиброина шелка (номер в базе данных 
UniProt: P05790).

Получение раствора фиброина в 1,1,1,3,3,3-гек-
софторизопропаноле-2. Предварительно из фибро-
ина получали высушенные пленки. Для изготовления 
пленки диаметром 1 см наносили 100 мкл водного 

раствора фиброина шелка на поверхность полиро-
ванного тефлона и высушивали в течение двух дней 
при комнатной температуре. Общая концентрация 
белка в растворе для изготовления пленки составля-
ла 20 мг/мл. Пленки снимали с поверхности тефлона 
с помощью скальпеля, предварительно инкубировав 
их в спирте в течение 15 мин, и хранили в 96% спир-
те при температуре 4°С. Раствор полимера получали 
путем растворения высушенной пленки из фиброина 
шелка в 1,1,1,3,3,3-гексофторизопропаноле-2 («ПиМ-
инвест», Россия) при температуре 37°С до концентра-
ции 75 мг/мл.

Получение раствора желатина в 1,1,1,3,3,3-гек-
софторизопропаноле-2. Для получения раствора 
желатина навеску сухого желатина типа А (Sigma-
Aldrich, США) растворяли в 1,1,1,3,3,3-гексофторизо-
пропаноле-2 при температуре 37°С до концентрации 
75 мг/мл.

Изготовление скаффолдов из фиброина шелка 
и желатина. Скаффолды получали методом электро-
спиннинга из подготовленных растворов полимеров в 
1,1,1,3,3,3-гексофторизопропаноле-2 с концентраци-
ей 75 мг/мл. Было изготовлено 5 групп образцов по 
5 штук, в каждой группе с разным соотношением ис-
пользуемых белков по массе: 1-я группа — фиброин; 
2-я группа — фиброин и желатин — 1:3; 3-я группа — 
фиброин и желатин — 1:1; 4-я группа — фиброин и 
желатин — 3:1; 5-я группа — желатин. Полученные 
растворы полимеров непосредственно перед элек-
троспиннингом центрифугировали в течение 10 мин 
при 12 100 g. Скаффолды получали на поверхности 
круглых стекол диаметром 2 см, обработанных 96% 
этиловым спиртом. Для подачи раствора использова-
ли иглу калибра 22G, внутренний диаметр которой со-
ставлял 0,41 мм, внешний диаметр — 0,70 мм (Messe 
Düsseldorf Japan Ltd.).

При получении волокон из образцов 1-й и 5-й 
групп использовали следующие параметры: напря-
жение источника тока — 5,8 кВ («Научная электрони-
ка», Россия), скорость подачи раствора — 0,2 мл/ч; 
для образцов из остальных групп напряжение источ-
ника тока составляло 7 кВ, скорость подачи раство-
ра — 0,3 мл/ч. Время напыления одного полиме-
ра — 20 мин. Стекла со скаффолдами высушивали 
при комнатной температуре в течение 2 ч. Образцы 
из 100% желатина с целью ковалентной перешивки 
дополнительно обрабатывали 0,3% раствором глута-
рового альдегида (Serva, Германия) в этиловом спир-
те в течение 12 ч в темноте при комнатной темпера-
туре. Все скаффолды окончательно обрабатывали 
96% этиловым спиртом на протяжении 1 ч, после 
чего высушивали и хранили при комнатной темпера-
туре.

Изготовление пленок из полимеров мето-
дом полива. Для изготовления пленок методом 
полива раствор желатина или фиброина шелка в 
1,1,1,3,3,3-гексофторизопропаноле-2 с концентрацией 
75 мг/мл наносили на стекла диаметром 2 см и высу-
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шивали в течение 12 ч при комнатной температуре. 
Пленки из желатина дополнительно обрабатывали 
0,3% раствором глутарового альдегида в этиловом 
спирте в течение 12 ч в темноте при комнатной тем-
пературе.

Анализ структуры скаффолдов методом ска-
нирующей электронной микроскопии. Образцы 
скаффолдов фиксировали в 2,5% растворе глутаро-
вого альдегида в фосфатно-солевом буфере. Затем 
их дегидратировали возрастающими концентрациями 
этанола — 10, 30, 50, 70, 95% и помещали в ацетон 
(«Химмед», Россия). После этого образцы высушива-
ли методом перехода критической точки с помощью 
прибора HCP-2 (Hitachi Ltd., Япония). Высушенные 
образцы покрывали слоем хрома толщиной 20 нм в 
атмосфере аргона при ионном токе 6 мА и давлении 
0,1 мм рт. ст. с использованием прибора IonCoater 
IB-3 (Eiko Engineering, Япония), затем анализировали 
с помощью сканирующего электронного микроскопа 
Camscan S2 (Cambridge Instruments, Великобритания) 
с разрешением 10 нм, рабочим напряжением 20 кВ. 
Изображения получали с использованием программ-
ного обеспечения MicroCapture.

Анализ адгезии и пролиферативной актив-
ности мышиных фибробластов линии 3Т3 на 
скаффолдах. Для исследования адгезии и пролифе-
ративной активности образцы стекол с нанесенными 
скаффолдами переносили в культуральные чашки 
диаметром 35 мм. В качестве контроля использова-
ли стекло без скаффолда. Перед проведением теста 
скаффолды в чашках подвергали стерилизации об-
работкой 70% спиртом в течение 12 ч. Затем в чаш-
ки вносили стерильный раствор фосфатно-солевого 
буфера на 30 мин, смену фосфатно-солевого буфера 
проводили 3 раза. Далее в чашки вносили по 1,5 мл 
среды инкубации, состоящей из Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium — low glucose (Sigma-Aldrich, США) и 
Ham’s F12 (Flow laboratories, Великобритания) в соот-
ношении 1:1, содержащей 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (HyClone, США), 40 мкг/мл гентами-
цина («Ферейн», Россия), 4 мМ глутамина («ПанЭко», 
Россия), и инкубировали в течение 15 мин.

Суспензию мышиных фибробластов 3Т3 в среде 
инкубации вносили в культуральные чашки по 2 мл, из 
расчета 9000 клеток на 1 см2 поверхности. Клетки ин-
кубировали в термостате при 37°С, в среде 5% CO2. 
Анализ адгезии проводили через 12 ч после культиви-
рования, а пролиферативную активность клеток оце-
нивали на 3-и и 5-е сутки культивирования.

Оценку пролиферативной активности клеток про-
водили визуально с помощью микроскопа Carl Zeiss 
Axiovert 25 (Carl Zeiss, Германия). Изображения кле-
ток на скаффолдах в проходящем свете и в режиме 
фазового контраста получали с помощью камеры 
AxioCam HRC (Carl Zeiss, Германия), далее изобра-
жения обрабатывали в программе AxioVision 3.1 
(Carl Zeiss, Германия). По этим изображениям про-
водили подсчет клеток в поле зрения микроскопа. 

Полученное среднее значение количества клеток 
при данном увеличении пересчитывали на площадь 
скаффолда.

Анализ структуры скаффолдов методом ла-
зерной конфокальной сканирующей микроскопии. 
Образцы скаффолдов фиксировали параформальде-
гидом (Sigma-Aldrich, США), отмывали от фиксатора 
фосфатно-солевым буфером в течение 10 мин, сме-
ну буфера проводили 3 раза. Затем готовили раствор 
красителя TRITC (Sigma-Aldrich, США) с концентраци-
ей 10 мкг/мл в фосфатно-солевом буфере, после чего 
вносили его в культуральные чашки со скаффолдами 
в фосфатно-солевом буфере и инкубировали 1 ч при 
комнатной температуре. Реакцию останавливали, по-
мещая образец в 0,1 М раствор трис(гидроксиметил)
аминометана (Helicon, Россия) на 30 мин. Отмывку 
образцов проводили фосфатно-солевым буфером 
3 раза по 10 мин, потом инкубировали их в 70% этило-
вом спирте в течение 30 мин. После этого снова про-
водили трехкратную отмывку образцов фосфатно-со-
левым буфером. Полученные образцы исследовали с 
помощью лазерного сканирующего конфокального ми-
кроскопа Axiovert 200M LSM510 META (Carl Zeiss Jena, 
Германия). Флюоресценцию в образцах возбуждали 
гелиево-неоновым лазером с длиной волны 543 нм. 
Анализ полученных изображений проводили с помо-
щью программы LSM Image Browser (Carl Zeiss Jena, 
Германия).

Статистическая обработка данных. Данные 
обрабатывали методом дисперсионного анализа. 
Статистическую значимость результатов оценивали с 
помощью критерия Манна–Уитни. Уровень статисти-
ческой значимости p принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение. Один из методов изго-
товления искусственных конструкций для тканевой ин-
женерии — электроспиннинг, преимуществом которого 
является возможность получения структур, состоящих 
из микро- и нановолокон. Данные волокна имитиру-
ют структуру внеклеточного матрикса органов и тка-
ней. Схема стандартной установки для изготовления 
скаффолдов методом электроспиннинга приведена на 
рис. 1.

Установка состоит из насоса, шприца с тупоконеч-
ной иглой, соединенной с источником высокого напря-
жения, а также отрицательно заряженного коллектора. 
В результате проведения ряда экспериментов были 
подобраны оптимальные параметры установки для 
работы с растворами фиброина шелка и желатина: 
насос располагали под углом 45° к плоскости опоры, 
расстояние между коллектором и концом иглы — 3 см. 
Варьирование параметров установки дает возмож-
ность изменять диаметр и плотность распределения 
волокна, что позволяет получать конструкции с задан-
ным показателем пористости.

В качестве растворителя нами был выбран 
1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол-2, являющийся од-
ним из часто применяемых растворителей для элек-
троспиннинга вследствие его высокой летучести, что 
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лучаемого скаффолда оказывают влияние концент-
рация рабочего раствора полимера и диаметр иглы. 
Неправильный подбор параметров приводит к обрыву 
волокон полимера и формированию капель раствора 
полимера в составе скаффолда (рис. 3).

Такие дефекты негативно сказываются на характе-
ристиках получаемой конструкции, что в свою очередь 
негативно влияет на адгезию и пролиферацию клеток. 
Параметры, подобранные в данной работе, не вызы-
вают описанных выше процессов и не приводят к по-
явлению дефектов.

Структуру полученных скаффолдов изучали мето-
дами микроскопии. Методом световой микроскопии 
установлено, что скаффолды представляют собой 
равномерно распределенные по поверхности стекла 
волокна, уложенные в несколько слоев (рис. 4, а). 
Полученная структура была подтверждена методом 
сканирующей электронной микроскопии (рис. 4, б). 
В ходе анализа образца было выявлено, что волок-
на фиброина шелка в составе скаффолда образуют 
многослойную пористую структуру. Это явление может 
способствовать пролиферации и миграции клеток вну-
три изделия, тем самым улучшая его свойства как им-
плантата [17]. Аналогичная структура была отмечена 
для образцов других групп.

Для анализа структуры скаффолда из фиброина 
шелка в водной среде использован метод лазерной 
сканирующей конфокальной микроскопии. С целью 
измерения толщины волокна в составе скаффолдов, 
на которых предварительно культивировали фибро-
бласты линии 3Т3 (рис. 5), получены изображения 
волокон фиброина шелка. Средняя толщина волокна 
составила 0,5±0,2 мкм.

Для доказательства влияния структуры получен-
ных конструкций, природы и состава используемых 
полимеров на адгезию и пролиферацию клеток про-
ведено сравнение активности адгезии и пролифе-
рации фибробластов линии 3Т3 на скаффолдах из 
фиброина шелка и желатина, изготовленных двумя 

Насос
Шприц

Раствор полимера

Игла

Коллектор

Источник высокого напряжения

45°

3 см

Рис. 1. Схема установки для изготовления скаффолдов 
из фиброина шелка и желатина

Рис. 2. Внешний вид скаффолда из фиброина шелка 
на стекле, полученного методом электроспиннинга; диа-
метр стекла — 2 см

Рис. 3. Дефект волокна, вызванный неправильным под-
бором параметров напыления (фиброин шелка; ×100; 
световая микроскопия; волокна не окрашены)

позволяет обеспечить быстрое высыхание волокна в 
процессе его оседания на коллекторе.

В данной работе методом электроспиннинга на по-
верхности стекол были изготовлены скаффолды на 
основе двух полимеров — фиброина шелка и желати-
на, а также их композита с различным массовым соот-
ношением фиброина и желатина. Каждый скаффолд 
представлял собой равномерно распределенные по 
поверхности стекла волокна, уложенные в несколько 
слоев (рис. 2).

Количественные характеристики скаффолда за-
висят от параметров получения волокна. К таким па-
раметрам относятся скорость подачи раствора, на-
пряжение, подаваемое на конец иглы, а также время 
нанесения волокна [7]. Кроме того, на свойства по-
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разными способами: методом электроспиннинга и 
методом полива (рис. 6). В отличие от скаффолдов, 
выполненных методом электроспиннинга, конструк-
ции, получаемые методом полива, характеризуются 
отсутствием пористости.

Адгезию оценивали через 12 ч после начала 
эксперимента. Выяснено, что количество фибро-
бластов линии 3Т3, прикрепившихся к различным 
образцам скаффолдов, существенно не отличалось. 
Пролиферацию клеток оценивали на 3-и и 5-е сутки 
эксперимента. Количество клеток на скаффолдах, 
изготовленных из желатина методом электроспин-
нинга, на 3-и сутки эксперимента было незначи-
тельно больше, чем на покрытиях аналогичного со-
става, полученных методом полива. Однако на 5-е 
сутки эксперимента статистически значимых раз-
личий пролиферативной активности клеток между 
рассматриваемыми образцами не было. Это может 

объясняться тем, что желатин, являясь продуктом 
денатурации коллагена, содержит в своей структу-
ре последовательность RGD, которая связывается 
с рецепторами-интегринами на мембранах фибро-
бластов, тем самым запуская их пролиферацию [18]. 
Таким образом, в данном случае различия в пористо-
сти изделия не оказывают влияния на пролифера-
тивную активность клеток. Желатин характеризуется 
хорошей способностью к поддержанию пролифера-
тивной активности клеток [19].

Напротив, пролиферативная активность клеток 
на скаффолдах, изготовленных из фиброина шелка 
двумя различными методами, существенно различа-
лась и была выше на изделиях, полученных методом 
электроспиннинга, поскольку такие конструкции ха-
рактеризуются высокой пористостью и волокнистой 
структурой, которая создает благоприятные условия 
для пролиферации фибробластов, так как имитиру-

Рис. 4. Структура скаффолда из фиброина шелка; изображение волокон фиброина шелка, полу-
ченное: а — методом световой микроскопии, ×100, образец не окрашен; б — методом сканирующей 
электронной микроскопии

а б

а б в

Рис. 5. Изображения фибробластов линии 3Т3 на скаффолдах из фиброина шелка, полученные методом конфокаль-
ной сканирующей микроскопии: а — скаффолд из фиброина шелка, окрашенный красителем TRITC, ×200; б — изо-
бражение в проходящем свете; в — наложение изображений а и б; белыми стрелками обозначены клетки
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ет архитектуру нативного внеклеточного матрикса. 
Уменьшение пролиферативной активности клеток на 
скаффолдах, полученных методом электроспиннинга, 
на 5-е сутки эксперимента можно объяснить контакт-
ным торможением [20].

Количество клеток на изделиях из желатина уве-
личивалось в течение эксперимента, а распределе-
ние клеток в образцах было равномерным, что также 
подтверждает способность желатина поддерживать 
пролиферацию клеток. Это согласуется с большим 
количеством литературных данных о том, что исполь-
зование желатина в качестве материала для куль-
тивирования клеток и изготовления конструкций для 
тканевой инженерии значительно повышает уровень 
клеточной адгезии [21–23], запускает пролиферацию 
и дифференцировку остеогенных клеток, действуя 
как натуральный компонент внеклеточного матрик-
са [24]. В то же время существуют работы, в кото-
рых отмечаются недостаточные для осуществления 
хирургических манипуляций значения механических 
характеристик изделий из желатина, что ограничива-
ет возможное применение последних. Помимо этого, 
использование желатина ограничивается его высокой 
растворимостью в воде и быстрой биорезорбцией в 
организме [25].

В то же время фиброин шелка характеризуется 
уникальными механическими свойствами, однако 
пролиферативная активность клеток на изделиях из 
фиброина шелка ниже, чем на изделиях из желатина 
[26, 27].

Одним из возможных путей решения данной про-
блемы является создание композитных материалов с 
улучшенными адгезионными свойствами и оптималь-

ными значениями механических показателей. Поэтому 
задача второго эксперимента заключалась в поиске 
оптимального соотношения желатина и фиброина в 
составе композита, которое бы обеспечивало адгезию 
и пролиферацию клеток, но при этом позволяло избе-
жать быстрой резорбции волокна.

Нами были изготовлены три группы образцов с 
различным массовым соотношением фиброина шел-
ка и желатина: 3:1, 1:1 и 1:3. Через 12 ч после нача-
ла эксперимента произошла успешная и примерно 
равная адгезия фибробластов ко всем образцам. 
Пролиферативная активность клеток на различных 
образцах оценивалась на 3-и и 5-е сутки эксперимен-
та (рис. 7).

На 3-и сутки эксперимента произошло увеличение 
пролиферативной активности клеток на образцах, 
содержащих желатин, на 5-е сутки — увеличение 
количества клеток на всех композитных покрытиях. 
При этом была отмечена прямая зависимость проли-
феративной активности клеток от содержания жела-
тина в образце. Однако на скаффолдах из желатина 
количество клеток на 5-е сутки эксперимента не из-
менилось по сравнению с 3-ми сутками. Это можно 
объяснить тем, что образцы, полученные из жела-
тина без композитной добавки, фиксировали 0,3% 
раствором глутарового альдегида, чтобы избежать 
нарушения их структуры вследствие растворения 
желатина в ходе эксперимента. Известно, что глу-
таровый альдегид является токсичным для клеток и 
негативно влияет на пролиферацию клеток в изде-
лии [28].

Наибольшая пролиферативная активность клеток 
была выявлена на скаффолдах с массовым соотно-
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Стекло Покрытие  
из фиброина, 
метод полива

Покрытие  
из фиброина,  

метод электро- 
спиннинга

Покрытие  
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Рис. 6. Сравнение скаффолдов, полученных методом полива и электроспиннинга из фиброина шелка и желатина. 
Данные об адгезии и пролиферативной активности культуры мышиных фибробластов 3Т3 на различных изделиях че-
рез 12 ч, на 3-й и 5-й дни эксперимента. Указаны значения стандартного отклонения для 5 независимых эксперимен-
тов. Звездочкой отмечены значения, для которых p<0,05
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шением фиброина и желатина 1:3. Количество кле-
ток на данных образцах было в 2,5 раза больше, чем 
на покрытиях из чистого желатина, и в 5 раз больше, 
чем на покрытиях из фиброина шелка. Достижение 
этого эффекта может быть связано с тем, что такое 
сочетание полимеров обеспечивает оптимальное 
распределение на поверхности волокна аминокис-
лотной последовательности RGD в составе жела-
тина, а также образование нерастворимого высо-
копористого скаффолда за счет наличия фиброина 
шелка в композите. Кроме того, на эффективность 
адгезии, жизнеспособность, скорость пролифера-
ции и миграции клеток влияет заряд поверхности 
субстрата. Внесение желатина в состав пленок на 
основе несущего отрицательный заряд при ней-
тральном pH фиброина могло позволить улучшить 
эффективность адгезии клеток к такому субстрату. 
Так, пористые скаффолды и микрогели из рекомби-
нантного аналога спидроина — структурного белка 
шелка паутины, обладающего положительным за-
рядом при физиологических значениях pH, являют-
ся прекрасным субстратом для адгезии и пролифе-
рации клеток in vitro, а также индуцируют нейро- и 
ангиогенез in vivo, что очень важно для регенерации 
различных типов тканей, включая полые органы же-
лудочно-кишечного тракта, костную ткань, кожу и др. 
[29, 30].

Заключение. Сравнительный анализ биологиче-
ских свойств скаффолдов из фиброина шелка и же-
латина, полученных разными способами, показал, что 
метод электроспиннинга позволяет изготавливать из-
делия с улучшенными физико-химическими свойства-

ми, которые оказывают позитивное влияние на их био-
совместимость. Оптимального сочетания структуры и 
биосовместимости можно достичь путем использова-
ния композитных скаффолдов с массовым соотноше-
нием фиброина и желатина 1:3, полученных методом 
электроспиннинга.
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