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Цель исследования — сравнение гидрогелей на основе коллагена I типа и желатина метакрилоила (GelMA) по их способно-
сти поддерживать формирование гиалинового хряща в организме животных после подкожной имплантации скаффолдов.

Материалы и методы. Хондроциты выделяли из реберных хрящей новорожденных крысят 0,15% раствором коллагеназы в 
DMEM. Принадлежность клеток к хрящевой ткани определяли окрашиванием гликозаминогликанов альциановым синим. Скаф-
фолды с хондроцитами получали из 4% ателоколлагена свиньи I типа и из 10% GelMA методом микромолдинга и имплантировали 
подкожно в область холки двум группам крыс линии Wistar. Гистологические и иммуногистохимические исследования выполняли на 
12-й и 26-й дни после имплантации. Образцы тканей окрашивали гематоксилином и эозином, альциановым синим, коллагены I и 
II типов выявляли с помощью соответствующих антител. 

Результаты. При имплантации животным скаффолды вызывали умеренную воспалительную реакцию в обеих группах. К 26-му 
дню после имплантации как коллаген, так и GelMA подвергались почти полному рассасыванию. Образование хрящевой ткани на-
блюдали у животных обеих групп. Вновь образованная ткань интенсивно окрашивалась альциановым синим, клетки давали поло-
жительную реакцию на оба типа коллагена. Хрящевая ткань формировалась среди мышечных волокон.
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Заключение. Исследована способность гидрогелей на основе коллагена I типа и GelMA поддерживать развитие гиалинового 
хряща в организме животных после подкожной имплантации скаффолдов. Как коллаген, так и GelMА способствуют формированию 
хрящевой ткани гиалиноподобного типа в организме животных, но фенотип хондроцитов характеризуется как смешанный. Необхо-
димы более детальные исследования возможных механизмов хондрогенеза под влиянием каждого из гидрогелей.

Ключевые слова: скаффолд; фенотип хондроцитов; микромолдинг; ателоколлаген I типа; GelMA; хрящевая ткань. 
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The aim of the study was to compare type I collagen-based and methacryloyl gelatin-based (GelMA) hydrogels by their ability to form 
hyaline cartilage in animals after subcutaneous implantation of scaffolds.

Materials and Methods. Chondrocytes were isolated from the costal cartilage of newborn rats using 0.15% collagenase solution in 
DMEM. The cells was characterized by glycosaminoglycan staining with alcian blue. Chondrocyte scaffolds were obtained from 4% type I 
porcine atelocollagen and 10% GelMA by micromolding and then implanted subcutaneously into the withers of two groups of Wistar rats. 
Histological and immunohistochemical studies were performed on days 12 and 26 after implantation. Tissue samples were stained with 
hematoxylin and eosin, alcian blue; type I and type II collagens were identified by the corresponding antibodies. 

Results. The implanted scaffolds induced a moderate inflammatory response in both groups when implanted in animals. By day 26 
after implantation, both collagen and GelMA had almost completely resorbed. Cartilage tissue formation was observed in both animal 
groups. The newly formed tissue was stained intensively with alcian blue, and the cells were positive for both types of collagen. Cartilage 
tissue was formed among muscle fibers.

Conclusion. The ability of collagen type I and GelMA hydrogels to form hyaline cartilage in animals after subcutaneous implantation of 
scaffolds was studied. Both collagen and GelMA contributed to formation of hyaline-like cartilage tissue type in animals, but the chondrocyte 
phenotype is characterized as mixed. Additional detailed studies of possible mechanisms of chondrogenesis under the influence of each of 
the hydrogels are needed.

Key words: scaffold; chondrocyte phenotype; micromolding; type I atelocollagen; GelMA; cartilage tissue.
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Введение

Хрящ — плотная соединительная ткань с огра-
ниченными возможностями самовосстановления 
[1]. Высокоорганизованный внеклеточный матрикс 
(ВКМ) хрящевой ткани состоит преимущественно из 
протео гликанов и коллагенов [2]. Регенерация раз-
личных типов хряща является сложной задачей и 
требует разработки микросреды, способствующей 
развитию хрящевой ткани гиалинового, эластиче-
ского или волокнистого типов [3]. Одним из спосо-
бов восстановления локальных дефектов хряща в 
регенеративной медицине служит имплантация ау-
тологичных хондроцитов [4]. Процедура включает 
в себя использование клеток, полученных из здо-
ровых участков хрящевой ткани и размноженных 
в условиях in vitro [4–6]. Недостатками этого мето-
да являются ограниченное количество хондроци-
тов и их склонность к дедифференцировке в ходе 
2D-культивирования, а также возможные поврежде-
ния донорской зоны [7–9].

Технология тканевой инженерии с использованием 
скаффолдов на основе гидрогелей природного про-
исхождения открывает новые возможности восста-
новления дефектов хряща. Гидрогели представляют 
собой сеть сшитых гидрофильных полимеров. При 
набухании в воде масса гидрогеля увеличивается, во 
много раз превышая его собственную. Физические и 
биохимические свойства гидрогелей во многом зави-
сят от их состава, методов полимеризации и плотно-
сти сшивания. Гидрогели могут служить универсаль-
ной платформой с желаемым сочетанием свойств 
для использования в регенеративной медицине и 
других смежных областях [10]. В частности, гидроге-
ли для биомедицинского применения разрабатыва-
ются так, чтобы воспроизводить характеристики на-
тивного ВКМ и обеспечивать трехмерную поддержку 
делящимся клеткам при формировании тканей [11]. 
Преимущества природных гидрогелей — лучшая био-
совместимость и минимальная воспалительная ре-
акция в организме [12–14]. Недостатком их являются 
плохие механические свойства, что требует добавле-
ния компонентов (материалов), увеличивающих жест-
кость, или использования различных способов поли-
меризации основного материала.

Важным является и вопрос, насколько гидрогели 
могут сами регулировать фенотип клеток в тканеин-
женерных конструкциях. В идеале гидрогель должен 
способствовать хондрогенезу и регенерации сложной 
зональной организации нативного хряща, при этом 
вновь образованный матрикс должен напоминать ис-
ходный гиалиновый хрящ, богатый коллагеном II типа 
и аггреканами [15]. С этой точки зрения представляет 
интерес изучение возможности различных гидрогелей 
поддерживать хондрогенез в условиях in vitro и после 
имплантации скаффолдов, содержащих хондроциты, 
животным. В составе скаффолдов для хрящевой тка-
ни применяют коллаген I типа [16–21] и желатин мета-

крилоил (GelMA) [9, 22–25]. При этом  получаемые ре-
зультаты часто довольно противоречивы.

Коллаген является основным компонентом ВКМ. 
Это фибриллярный белок, входящий в состав различ-
ных форм соединительной ткани, таких как кости, хря-
щи, сухожилия и собственно кожа [26–29]. Коллаген I 
типа в природе существует в виде тройной спирали 
(α1)2β2 [30, 31]. Как наиболее распространенный бе-
лок ВКМ коллаген содержит сайты клеточной адгезии 
на основе трипептида аргинин–глицин–аспарагиновая 
кислота (RGD), а также обладает низкой иммуногенно-
стью [32]. Коллаген и его производные наиболее ча-
сто используются в качестве биочернил в биопечати и 
основы для скаффолдов в целом, особенно если речь 
идет о работе с клетками [33, 34]. 

Желатин представляет собой белковое вещество, 
содержащее денатурированный и частично гидроли-
зованный нативный коллаген, в основном типа I [35]. 
Тепловая денатурация снижает антигенность жела-
тина по сравнению с коллагеном [36]. Биоактивные 
последовательности коллагена (например, RGD) для 
прикрепления клеток и чувствительные к матричной 
металлопротеиназе участки, ответственные за кле-
точно-опосредованную деградацию, сохраняются [37]. 
Желатин, модифицированный метакрилоильными 
(метакриламидными или метакрилатными) боковыми 
группами (GelMA), получает все большее распростра-
нение в тканевой инженерии, поскольку при сохране-
нии хорошей биосовместимости он обладает лучшими 
и настраиваемыми в широких пределах механически-
ми свойствами, особенно по сравнению с другими до-
ступными гелеобразующими биоматериалами [38, 39]. 
Введение фотосшиваемых метакрилоильных заме-
щающих групп обеспечивает удобное и быстрое геле-
образование при облучении ультрафиолетом в при-
сутствии фотоинициаторов [40]. Использование этого 
материала для трехмерного культивирования клеток 
не только позволяет имитировать естественную вне-
клеточную среду, но и дает возможность создавать 
четко определенные тканевые конструкции [9, 23].

Цель исследования состояла в том, чтобы срав-
нить гидрогели на основе коллагена I типа и GelMA по 
их способности поддерживать формирование гиали-
нового хряща в организме животных после подкожной 
имплантации скаффолдов.

Материалы и методы
Клеточная культура. Получение первичной 

культуры хондроцитов осуществляли по протоколу, 
описанному ранее [20]. Для выделения клеток из ре-
берных хрящей использовали девять 5-дневных кры-
сят. Мягкие ткани удаляли инкубацией в растворах 
0,25% трипсина («ПанЭко», Россия) и 0,2% коллаге-
назы 1-го типа (Gibco, США) с умеренным перемеши-
ванием на магнитной мешалке (Biosan, Латвия) при 
+37°С. Реберные хрящи в растворе 0,15% коллаге-
назы оставляли на ночь при +37°С в СО2-инкубаторе 
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(Sanyo, Япония). Нерасщепленные фрагменты тка-
ни удаляли фильтрованием (100 нм, нейлон; SPL 
Lifesciences, Южная Корея). Фермент инактивирова-
ли добавлением эмбриональной телячьей сыворотки 
(Biosera, Бразилия) и отмывали центрифугированием 
(Elmi, Латвия). После последнего центрифугирования 
клеточный осадок ресуспендировали в питательной 
среде DMEM (содержание глюкозы — 4,5 г/л), затем 
отбирали 200 мкл суспензии, окрашивали 0,4% рас-
твором трипанового синего в фосфатно-солевом бу-
фере (рН — 7,4; «ЭКО-Сервис», Россия) и подсчиты-
вали количество живых клеток.

Клетки помещали во флаконы с площадью поверх-
ности 225 см2 (Corning, США) в питательную среду 
DMEM (содержание глюкозы — 4,5 г/л) с добавлени-
ем 10% эмбриональной телячьей сыворотки (Biosera, 
Бразилия), пенициллина-стрептомицина (по 50 ЕД/мл 
и мкг/мл соответственно), глютамина (649 мкг/мл). 
Культивировали в течение 7 дней до образования 
монослоя (~90%), после чего снимали с пласти-
ка и использовали для смешивания с гидрогелями. 
Принадлежность клеток к хрящевой ткани определяли 
по образованию гликозаминогликанов (ГАГ) в соответ-
ствии с ранее описанной методикой [19].

Гидрогель на основе коллагена. Гидрогель го-
товили на основе стерильного раствора ателокол-
лагена свиньи I типа (80 мг/мл; «Имтек», Россия) по 
ранее описанной методике [41]. В день эксперимен-
та хондроциты снимали с пластика раствором трип-
син : ЭДТА (1:1), после окрашивания трипановым 
синим подсчитывали количество живых клеток, цен-
трифугировали (400 g, 5 мин) и ресуспендировали в 
0,25 мл среды DMEM (содержание глюкозы — 4,5 г/л) 
без сыворотки. В клеточную суспензию добавляли 
0,25 мл буферного раствора для коллагена (Трис-
HCl; 0,3 М; pH — 8,0) и охлаждали при 4°С в течение 
10 мин. Этот раствор смешивали с 0,5 мл раствора 
коллагена, получив таким образом гидрогель с кон-
центрацией коллагена 4%. Конечная концентрация 
клеток составляла ~20·106 мл–1. До использования ги-
дрогель держали при 4°C.

Гидрогель на основе GelMA. Для его приготовле-
ния использовали GelMA (Bloom 300) (Sigma-Aldrich, 
США; 900496). Сначала взвешивали 6 мг фотоиници-
атора Irgacure 2959 (Sigma-Aldrich; 410896) и помеща-
ли его в 600 мкл стерильной дистиллированной воды. 
Растворяли при 70°С в течение 10–15 мин в твердо-
тельном термостате «Термит» («ДНК-технология», 
Россия), после чего охлаждали в темноте при ком-
натной температуре. Остывший раствор добавляли 
к 80 мг предварительно взвешенного GelMA и остав-
ляли на ночь при 4°С для набухания. На следующий 
день раствор выдерживали в термостате «Термит» 
3–4 ч при 40°С, периодически встряхивая, до полного 
растворения GelMA. Хондроциты снимали с пласти-
ка, после окрашивания трипановым синим подсчиты-
вали количество живых клеток, центрифугировали и 
ресуспендировали в 200 мкл среды DMEM без сыво-

ротки. Смешивали этот объем с 600 мкл GelMA, полу-
чив таким образом гидрогель с концентрацией жела-
тина 10%. Конечная концентрация клеток составляла 
~30·106 мл–1. До использования гидрогель держали 
при 37°С.

FDM-печать. За день до эксперимента из ПВА 
(поливинилацетат, диаметр филамента — 1,75 мм) 
методом FDM (fused deposition modelling) были напе-
чатаны каркасы в форме куба размером 5×5×5 мм 
с внутренней решеткой (рис. 1). Размеры ячеек 
составляли 1×1×1 мм. Печать осуществляли на 
3D-биопринтере Rokit INVIVO (Rokit, Южная Корея) 
с ПО версии 1.68. Слайсинг модели проводили в 
программе NewCreatorK версии 1.57.63. Печать осу-
ществляли на плоский печатный столик без нагрева, 
температура работы экструдера — 200°C. Толщина 
одного слоя составляла 0,2 мм при диаметре сопла 
0,2 мм. Перед печатью объекта выполнялась про-
грамма Skirt для более точного нанесения первого 
слоя. До печати проводили стерилизацию внутрен-
него пространства принтера c помощью встроенной 
УФ-лампы с длиной волны 254 нм. Готовые каркасы 
стерилизовали ультрафиолетом с той же длиной 
волны в течение 2 ч.

Изготовление тканеинженерных конструк-
ций (скаффолдов). Скаффолды получали методом 
микромолдинга. В день эксперимента 12 каркасов из 
ПВА помещали в стерильные чашки Петри (Corning, 
США) диаметром 35 мм по 3 штуки. Потом 6 карка-
сов заливали охлажденным гидрогелем на основе 
коллагена, добавляли теплую питательную среду и 
помещали в СО2-инкубатор (Sanyo, Япония) (37°С, 
5% СО2) для полимеризации. Другие 6 каркасов рас-
полагали на хладоэлементе, заливали теплым ги-
дрогелем на основе GelMA, выдерживали 30 мин, 
заливали холодной питательной средой и 10 мин 
облучали ультра фио летом (365 нм) во внутреннем 
пространстве принтера при температуре печатно-

Рис. 1. Внешний вид ПВА-формы
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го столика 0…+4°С. После облучения выдержива-
ли еще 30 мин на холоде, после чего помещали в 
СО2-инкубатор (Sanyo, Япония). Через несколько ча-
сов, когда каркасы из ПВА подверглись растворению, 
полученные скаффолды отмывали фосфатно-соле-
вым буфером от остатков ПВА, помещали в новые 
стерильные чашки Петри, добавляли среду DMEM 
(содержание глюкозы — 4,5 г/л) с 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки и оставляли в инкубаторе 
до следующего дня. После полимеризации гидроге-
лей и растворения ПВА готовые конструкции имели 
форму решетки (рис. 2).

Имплантация скаффолдов животным. После 
примерно 18-часовой инкубации скаффолды имплан-
тировали подкожно в область холки восьми 2-месяч-
ным крысам-самцам линии Wistar с массой тела ~200 г. 
Животные были разделены на две группы по 4 особи. 
Крысам 1-й группы имплантировали скаффолды на 
основе коллагена, животным 2-й группы — на основе 
GelMA. Все операции осуществляли с применением 
ингаляционного эфирного («Химмед», Россия) нарко-
за. Животным выстригали шерсть в месте импланта-
ции, операционное поле обрабатывали 70% раство-
ром этанола (РФК, Россия), делали разрез ножницами 
и с помощью скальпеля формировали под кожей кар-
ман, в который помещали имплантат. При зашивании 
раны края кармана стягивали, место вживления им-
плантата помечали цветной нитью шовного матери-
ала (Monocryl Poliglecaprone 25; Ethicon, США). Шов 
обрабатывали 3% раствором перекиси водорода. Для 
лучшей фиксации сверху наносили медицинский клей 
БФ-6 («Вертекс», Россия). Область вокруг операцион-
ного поля дополнительно обезболивали 0,5% раство-
ром новокаина («Дальхимфарм», Россия). В течение 
эксперимента крысы находились изолированно друг от 
друга в одиночных клетках со свободным доступом к 
воде и пище. Место операции осматривали ежеднев-

но. По два животных из каждой группы подвергали 
эвтаназии с интервалом ~2 нед — на 12-й и 26-й дни 
после имплантации — и отбирали материал для гисто-
логического и иммуногистохимического исследований. 
Все работы с лабораторными животными проведены 
в соответствии с Европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
ментов или в иных научных целях, и согласованы с ло-
кальной комиссией по био этическому контролю.

Гистологические и иммуногистохимические 
исследования. Скаффолды с фрагментами окружа-
ющих тканей фиксировали 24 ч в кислой жидкости 
Буэна: 1,3% тринитрофенол (Sigma-Aldrich, США), 
40% формалин («БиоВитрум», Россия). После от-
мывки в 70% этаноле выполняли стандартную гисто-
логическую проводку образцов с их последующим 
заключением в парафиновую среду «Гистомикс» 
(«Эргопродакшн», Россия). Парафиновые срезы тол-
щиной 5 мкм, полученные на микротоме (Leica RM 
2235; Leica Microsystems, Германия), помещали на 
силанизированные стекла (S3003; Dako, Дания). Для 
гистологических исследований депарафинирован-
ные срезы окрашивали гематоксилином и эозином 
и альциановым синим (8GX; Sigma-Aldrich). После 
обезвоживания в спиртах и просветления в орто-
ксилоле препараты заключали в канадский бальзам 
(Merck, Германия).

Иммуногистохимические исследования проводили с 
использованием моноклональных кроличьих антител к 
коллагену II типа (SAB4500366, 1:50; Sigma-Aldrich) и 
поликлональных кроличьих антител к коллагену I типа 
(FNab01836, 1:100; Fine Test, China). Для иммунови-
зуализации кроличьих антител применяли вторич-
ные козьи антитела к кроличьим IgG, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (ab205718, 1:1000; Abcam, 
США). Растворы для иммуногистохимии готовили на 
фосфатно-солевом буфере. Согласно протоколу им-
муногистохимических исследований, до нанесения 
первичных антител к коллагенам I и II типов депара-
финированные срезы, погруженные в цитратный бу-
фер (рН — 6,0), кипятили 5 мин. Эндогенную перокси-
дазу блокировали в 3% растворе перекиси водорода. 
В блокирующий буфер добавляли 2% нормальной 
сыворотки животных-доноров вторичных антител, 1% 
бычьего сывороточного альбумина и 0,1% Тритона 
Х-100. В растворе первичных антител препараты ин-
кубировали в течение ночи во влажной камере при 
+4°С. После отмывки препаратов в фосфатном бу-
фере на срезы наносили вторичные козьи антикро-
личьи антитела на 1 ч при комнатной температуре. 
Субстратную пероксидазу выявляли с использовани-
ем диаминобензидина (Liquid DAB+, К3468; Dako North 
America, Inc., США). После обезвоживания в спиртах 
и просветления в ксилоле препараты заключали в ка-
надский бальзам. Гистологические срезы изучали под 
микроскопом Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) с 
микрофотосъемкой на цифровую камеру Canon Power 
Shot A640 (Canon, Япония).

Рис. 2. Внешний вид полученных скаффолдов после 
растворения ПВА-формы
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Результаты

Изоляция клеток из реберных хрящей. При пер-
вичной изоляции из реберных хрящей новорожден-
ных крысят количество клеток составляло ~16,5 млн, 
содержание живых клеток — 93,9%. Клетки нулевого 
пассажа имели характерную для хондроцитов куби-
ческую форму и зернистую цитоплазму, образовыва-
ли плотный монослой на 7-е сутки культивирования. 
Окрашивание альциановым синим выявляло в меж-
клеточном пространстве специфические метаболиты 
хондроцитов — ГАГ (рис. 3), на основании чего выде-

ленные клетки были идентифицированы как хряще-
вые. Жизнеспособность клеток 0-го пассажа, снятых 
с пластика в день эксперимента, до смешивания с ги-
дрогелями составляла ~95%.

Исследование на животных
1-я группа (ателоколлаген I типа), 12-й день по-

сле имплантации. На гистологических препаратах 
кожи с подкожной жировой клетчаткой и мышцами, 
взятыми у животных на этом сроке, место импланта-
ции скаффолда определяется по присутствию остат-
ков нити шовного материала и некротизированным 
тканям (рис. 4). Имплантат представлен пучками 
коллагеновых волокон, разделенных прорастающи-
ми в него соединительнотканными клетками (рис. 5). 
К этому сроку уже сформирована умеренно разрос-
шаяся соединительнотканная капсула, в которой 
видны многоядерные макрофаги и клетки рассасы-
вания инородных тел (рис. 6). Вдоль кровеносных 
сосудов в подкожной клетчатке наряду с элементами 
волокнистой соединительной ткани располагаются 
крупные клетки, цитоплазма которых дает интенсив-
ную реакцию с альциановым синим, что позволяет 
отнести эти клеточные элементы к категории тучных 
клеток, учитывая их расположение и интенсивное 
окрашивание цитоплазмы в кислой среде (рис. 7). 
Окрашивания на коллагены на этом сроке не прово-
дили. Признаков формирования хрящевой ткани не 
выявлено. 

1-я группа (ателоколлаген I типа), 26-й день по-
сле имплантации. На этом сроке в зоне имплантации 
обнаруживаются остатки скаффолда, разделенные на 
небольшие фрагменты круглоклеточным инфильтра-
том (рис. 8). В соединительнотканной капсуле выявля-
ются многоядерные макрофаги. У одного из животных 
среди поперечнополосатых мышц, расположенных в 

Рис. 3. Хондроциты 0-го пассажа через 7 дней культи-
вирования в чашке Петри
Окрашивание альциановым синим, гликозаминогликаны; 
об. ×25

Рис. 4. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлаге-
на); 12-й день после имплантации
Некротизированные ткани в области расположения им-
плантата; окрашивание гематоксилином и эозином; об. ×20. 
Звездочками отмечены остатки нити шовного материала, 
обозначавшего место имплантации

Рис. 5. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлаге-
на); 12-й день после имплантации
Скаффолд, окруженный соединительнотканной капсулой 
(обозначен буквами Ск); окрашивание гематоксилином и 
эозином; об. ×20

Ск

*

*
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Рис. 6. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлаге-
на); 12-й день после имплантации
Соединительнотканная капсула вокруг скаффолда: а, б — 
соединительная ткань с многоядерными клетками расса-
сывания инородных тел (отмечены стрелками на рис. 6, 
а, б, в); звездочкой обозначены остатки нити шовного ма-
териала в месте имплантации. Окрашивание гематоксили-
ном и эозином; об. ×20; в — фрагмент рис. 6, б; об. ×40

а б

в

Рис. 7. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлаге-
на); 12-й день после имплантации
Тучные клетки в соединительнотканной капсуле вокруг им-
плантата (показаны стрелками). Окрашивание альциано-
вым синим; об. ×40

Рис. 8. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлаге-
на); 26-й день после имплантации
Фрагменты решетки имплантата (показаны стрелками). 
Окрашивание гематоксилином и эозином; об. ×20

*
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Рис. 9. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколлагена); 26-й день после имплантации
Островок хрящевой ткани на месте скаффолда: а — окрашивание гематоксилином и эозином; б — окрашивание альциа-
новым синим; в — иммуногистохимическая реакция на коллаген II типа; г — иммуногистохимическая реакция на коллаген 
I типа; об. ×20

Рис. 10. 1-я группа (скаффолды на основе ателоколла-
гена); 26-й день после имплантации
Бурый жир (многокапельные липоциты) в подкожной 
клетчатке крыс. Окрашивание гематоксилином и эози-
ном; об. ×20

Рис. 11. 2-я группа (скаффолды на основе GelMA); 12-й 
день после имплантации
Фрагменты решетки имплантата в подкожной клетчатке 
крыс (показаны стрелками). Окрашивание гематоксили-
ном и эозином; об. ×40

а б

в г
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Рис. 12. 2-я группа (скаффолды на основе GelMA); 12-й 
день после имплантации
Многоядерные клетки рассасывания инородных тел в 
соединительнотканной капсуле (показаны стрелками). 
Окрашивание гематоксилином и эозином; об. ×40

Рис. 13. 2-я группа (скаффолды на основе GelMA); 12-й день после имплантации
Хрящевая ткань на месте имплантата: а — окрашивание гематоксилином и эозином; б — окрашивание альциановым си-
ним; об. ×20

зоне имплантации, обнаружились очаги разрастания 
хрящевой ткани (рис. 9, а), которая окрашивалась 
альциановым синим (рис. 9, б) и хондроциты которой 
давали положительную иммуногистохимическую реак-
цию на коллаген II типа (рис. 9, в). В клетках, распо-
ложенных ближе к перихондру, выявляется также кол-
лаген I типа (рис. 9, г). Обращает на себя внимание 
выраженное разрастание в зоне имплантации бурого 
жира (рис. 10).

2-я группа (GelMA), 12-й день после имплантации. 
У животных, подвергнутых эвтаназии, на этом сроке 
в зоне нахождения имплантата отмечается присут-
ствие фрагментов хаотично расположенных волокон 
(рис. 11). В близлежащей соединительной ткани рас-
полагаются  немногочисленные многоядерные клет-
ки рассасывания инородных тел (рис. 12). По ходу 
кровеносных сосудов в подкожной соединительной 
ткани, как и у животных 1-й группы, обнаруживают-

ся крупные клетки, цитоплазма которых интенсивно 
окрашивается альциановым синим. У одного из жи-
вотных среди мышечных волокон в зоне импланта-
ции обнаружен островок хрящевой ткани (рис. 13, а), 
интенсивно окрашивающийся альциановым синим 
(рис. 13, б). Окрашивания на коллагены на этом сро-
ке не проводили.

2-я группа (GelMA), 26-й день после импланта-
ции. У одного из животных, подвергнутых эвтаназии 
на этом сроке, среди поперечнополосатых мышц об-
наружен островок хрящевой ткани со слабо разви-
тым перихондром (рис. 14, а). Хрящ состоит из редко 
расположенных хондробластов, как правило, одиноч-
ных, не образующих изогенных групп. Интенсивную 
реакцию при окрашивании альциановым синим по-
казывают цитоплазма хрящевых клеток и неболь-
шие зоны территориального матрикса (рис. 14, б). 
В цитоплазме хондроцитов, расположенных ближе 

а б
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к перихондру, при иммуногистохимическом окраши-
вании выявляется высокое содержание коллагена II 
типа (рис. 14, в), в этих же клетках выявлен и колла-
ген I типа (рис. 14, г).

Обсуждение
В этом исследовании была изучена способность 

гидрогелей на основе природных полимеров — колла-
гена I типа и GelMА — сохранять фенотип реберных 
хондроцитов и стимулировать хондрогенез в условиях 
in vivo.

Известно, что трехмерные каркасы не только слу-
жат субстратом для прикрепления клеток, синтеза ВКМ 
и накопления биоактивных молекул, но также способ-
ны направлять клеточную дифференцировку, влияя на 
взаимодействия между клетками и между клетками и 
ВКМ [42]. Такие каркасы могут поддерживать редиф-

ференцировку дедифференцированных хондроцитов 
в условиях как in vitro [43], так и in vivo [38].

Для сохранения формы полученных скаффолдов 
и приближения механических свойств конструкций 
к свойствам нативного хряща мы взяли гидрогели 
с высокой концентрацией коллагена (4%) и GelMA 
(10%). Гидрогель с такой концентрацией коллагена 
мы уже использовали в своих предыдущих иссле-
дованиях по тканевой инженерии [20, 21, 44] и про-
демонстрировали его пригодность для этих целей. 
Увеличение концентрации полимера — самый про-
стой подход к непосредственному повышению жест-
кости и прочности гидрогеля. Однако в плотных ги-
дрогелях без дополнительных каналов диффузия 
метаболитов может быть затруднена [38, 44], поэ-
тому для уменьшения диффузионного расстояния 
тканеинженерные конструкции были изготовлены в 
виде решетки. Микромолдинг — это быстрый и эко-

Рис. 14. 2-я группа (скаффолды на основе GelMA); 26-й день после имплантации
Хрящевая ткань на месте имплантата: а — окрашивание гематоксилином и эозином; б — окрашивание альциановым си-
ним; в — иммуногистохимическая реакция на коллаген II типа; г — иммуногистохимическая реакция на коллаген I типа; 
об. ×20

а б

в г
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номичный подход к изготовлению скаффолдов на ос-
нове гидрогелей [40]. 

ПВA — водорастворимый полимер с высокой сте-
пенью набухания — нетоксичный, биосовместимый 
[45], биоразлагаемый, обладающий хорошими адге-
зивными свойствами [46], что позволяет использовать 
его в экспериментах с клетками. Примененный спо-
соб получения скаффолдов дал удовлетворительные 
результаты: после растворения ПВA решетка каркаса 
сохранялась, доступ питательных веществ к клеткам, 
заключенным внутри гидрогелей, мог осуществляться 
с нескольких сторон. 

При имплантации животным каркасы вызывали 
умеренную воспалительную реакцию в обеих груп-
пах, о чем говорит присутствие макрофагов и тучных 
клеток в окружающей соединительнотканной капсуле. 
Известно, что воздействие провоспалительных ци-
токинов способно стимулировать миграцию хондро-
цитов [47, 48]. К 26-му дню после имплантации как 
коллаген, так и GelMA подверглись почти полному 
рассасыванию. Хрящевая ткань, как и в наших преды-
дущих исследованиях [20, 21], формировалась среди 
мышечных волокон, что можно объяснить хорошим 
кровоснабжением мышечной ткани.

Специфическими маркерами гиалинового хряща 
считаются коллаген II типа и ГАГ, выявляемые окра-
шиванием альциановым синим в кислой среде [15]. 
Качественное обнаружение этих продуктов в гистологи-
ческих и иммуногистохимических исследованиях позво-
лило заключить, что у одного из животных 1-й группы 
с имплантированными скаффолдами на основе ате-
локоллагена наблюдалось формирование хрящевой 
ткани гиалиноподобного типа на 26-й день после им-
плантации. У животных 2-й группы, которым были им-
плантированы скаффолды на основе GelMА, хрящевая 
ткань гиалинового типа формировалась как на 12-й, так 
и на 26-й день после имплантации. Мы не считаем, что 
этот результат обязательно обусловлен материалом 
каркаса, так как в нашем предыдущем исследовании 
[20] хрящевая ткань формировалась в скаффолдах из 
ателоколлагена с крысиными реберными хондроцита-
ми у всех экспериментальных животных с 5-го по 40-й 
день наблюдения. Количественную оценку содержания 
ГАГ не проводили, так как, по некоторым данным, ин-
фильтрация клеток хозяина в имплантированный кар-
кас может искажать результаты исследований in vivo 
[38]. Выявление коллагена I типа в цитоплазме хондро-
цитов может быть связано в первую очередь с незрело-
стью вновь образованной хрящевой ткани на 26-й день 
после имплантации скаффолдов. В работе A.J. Sophia 
Fox с соавт. [2] отмечено, что в гиалиновом хряще кро-
ме коллагена II типа, на долю которого в ВКМ приходит-
ся от 90 до 95%, присутствуют коллагены I, IV, V, VI, IX и 
XI типов [2]. Возможно, в более поздние сроки исследо-
вания экспрессия коллагена I типа хондроцитами была 
бы незначительной.

Во многих работах отмечено, что гидрогели на ос-
нове чистого или модифицированного коллагена I 

типа поддерживали хондрогенез в условиях как in vitro 
[43, 49], так и in vivo [50]. В то же время опубликованы 
и другие результаты. Так, в работе G.Z. Jin и H.W. Kim  
[51] крысиные суставные хондроциты при культивиро-
вании в хондрогенной среде в геле на основе колла-
гена I типа (концентрация — 3,87 мг/мл) подверглись 
процессу дедифференцировки, в отличие от тех же 
хондроцитов в гелях на основе альгината и альгината 
с коллагеном, которые сохранили специфический фе-
нотип. В исследовании W. Schlegel с соавт. [52] также 
показано, что хондроциты могут принимать фибро-
бластоподобную (распластанную) форму в гидрогелях 
коллагена I типа.

Желатин, являясь продуктом денатурации колла-
гена, в биохимическом отношении мало от него от-
личается. Но желатин метакрилоил содержит мета-
криламидные или метакрилатные функциональные 
группы, подвергающиеся фотосшиванию под дейст-
вием ультрафиолета в присутствии фотоинициатора. 
В тканеинженерных конструкциях на основе желатина 
метакрилоила как источник желатина, так и тип фо-
тоинициатора могут оказывать влияние на редиф-
ференцировку хондроцитов [53], а облучение клеток 
снижает их жизнеспособность [54]. Результаты, полу-
ченные для этого гидрогеля, также противоречивы. 
В работе A.С. Daly с соавт. [3] сообщается, что гидро-
гели на основе GelMA и коллагена I типа в условиях 
in vitro в хондрогенной среде способствовали синтезу 
компонентов матрикса, соответствующего волокни-
стому хрящу, в то время как агароза и альгинат сти-
мулировали развитие гиалиноподобной хрящевой тка-
ни мезенхимальными стволовыми клетками костного 
мозга. В работе W. Schuurman с соавт. [23] гидрогели 
на основе GelMА поддерживали жизнеспособность 
и дифференцированное состояние инкапсулирован-
ных суставных лошадиных хондроцитов при куль-
тивировании в условиях in vitro в течение 4 нед. 
А К.W. Boere с соавт. [38] исследовали способность 
человеческих суставных хондроцитов синтезировать 
в каркасах из GelMА, усиленных смесью полиме-
ров поли(гидроксиметилгликолид-со-ε-капролактон)/
поли(ε-капролактон), специфические продукты хря-
щевой ткани. Показано, что инкапсулированные хон-
дроциты демонстрировали значительную продукцию 
хрящевого матрикса в этих конструкциях как in vitro, 
так и in vivo. P.A. Levett с соавт. [15] сообщают, что ги-
дрогели на основе GelMA низкой упругости (1,5 кПа) 
поддерживали пролиферацию клеток и накопление 
матрикса, богатого ГАГ. Однако хондроциты имели 
смешанный фенотип с высокой экспрессией коллагена 
I типа. На основании этого авторы делают вывод о не-
обходимости применения сразу нескольких индикато-
ров формирования хрящевой ткани, поскольку широко 
используемые показатели, такие как продукция ГАГ 
и окрашивание альциановым синим, не обязательно 
коррелируют с хондрогенезом в условиях in vitro.

В нашем исследовании анализ гистологической 
картины показал, что как коллаген, так и GelMA после 
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имплантации каркасов способствовали формирова-
нию в организме животных хрящевой ткани гиалино-
подобного типа. Однако хондроциты вновь образо-
ванной ткани экспрессировали как коллаген II типа, 
так и коллаген I типа. Следует отметить, что среда in 
vivo очень сложна и, как следствие, может по-разному 
влиять на продукцию компонентов ВКМ и деградацию 
каркаса, что затрудняет прямое сравнение результа-
тов с исследованиями in vitro. На основании получен-
ных данных мы можем сделать вывод, что хондроци-
ты вновь образованной хрящевой ткани на 26-й день 
после имплантации скаффолдов животным имели 
смешанный фенотип. 

Заключение 
Опубликованные данные о способности гидроге-

лей на основе коллагена I типа и GelMA поддерживать 
формирование гиалинового хряща часто противоречи-
вы. В нашем исследовании как коллаген, так и GelMA 
способствовали формированию хрящевой ткани ги-
алиноподобного типа в организме животных на 26-й 
день после имплантации скаффолдов, но хондроциты 
имели смешанный фенотип. Поскольку каждый ма-
териал обладает определенными преимуществами и 
недостатками, необходимы более детальные исследо-
вания возможных механизмов хондрогенеза под влия-
нием каждого из гидрогелей.

Источники финансирования. Данная работа про-
водилась в рамках выполнения тем государственного 
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