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Цель исследования — оценка эффективности использования эндотелиальных колониеформирующих клеток (ECFCs) для 
заселения полимерного сосудистого графта в условиях пульсирующего биореактора.

Материалы и методы. Графты изготавливали методом электроспиннинга из смеси поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидрокси-
валерата), поли(ε-капролактона) и коллагена I типа. Для проведения экспериментов была использована коммерческая культура 
первичных эндотелиальных клеток коронарной артерии человека (HCAEC), культура эндотелиальных клеток пупочной вены че-
ловека (HUVEC) и полученные из периферической крови пациентов с ишемической болезнью сердца ECFCs. В графты вводили 
суспензию клеток в концентрации 700 тыс./мл, культивировали 2 сут в статических условиях, затем в пульсирующем биореакторе 
при напряжении сдвига 1,27 дин/см2 в течение одних суток и 2,85 дин/см2 — еще 5 сут. Проводили иммунофлюоресцентное окраши-
вание внутренней поверхности графта на выявление маркеров CD31, VEGFR-2, CD144, vWF, F-актина и коллагена IV типа, а также 
подсчет плотности клеток на 1 мм2 поверхности графта..

Результаты. Во всех культурах клеток при культивировании в динамических условиях регистрировали изменения, свидетель-
ствовавшие об их адаптации к напряжению сдвига, выразившиеся в усилении экспрессии специфических маркеров (VEGFR-2), 
увеличении секреторной активности в отношении vWF и коллагена IV типа, упорядочивании филаментов F-актина и ориентации 
клеток вдоль потока, стимуляции образования межклеточных контактов. Однако при этом происходило неизбежное частичное смы-
вание клеток с поверхности графта. Анализ плотности клеточного слоя после окончания динамического культивирования позволил 
заключить, что ECFCs отличаются наибольшей адгезией к полимеру и устойчивостью к смыванию потоком.

Заключение. С учетом возможности получения из легкодоступного источника (периферическая кровь) и продемонстрирован-
ной хорошей адаптации к условиям динамического культивирования ECFCs можно признать наиболее перспективной культурой 
для заселения тканеинженерных сосудистых протезов. Однако значительное уменьшение плотности клеточного слоя под воздейст-
вием напряжения сдвига свидетельствует о недостаточной адгезии клеток к поверхности и требует проведения дальнейших иссле-
дований по оптимизации фидерного слоя, покрывающего поверхность полимерного матрикса.

Ключевые слова: тканевая инженерия; полимерные сосудистые графты; эндотелиальные клетки; проточный пульсирующий 
биореактор.
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The aim of the investigation was to assess the effectiveness of using endothelial colony-forming cells (ECFCs) for populating polymer 
vascular grafts under the conditions of a pulsatile bioreactor.

Materials and Methods. Grafts were fabricated by electrospinning from mixture of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), 
poly(ε-caprolactone), and type I collagen. To carry out the experiments, a commercial culture of the primary human coronary artery 
endothelial cells (HCAEC), a culture of the human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), and ECFCs obtained from the peripheral 
blood of patients with IHD have been used. A suspension of the cells at a concentration of 700,000 per ml was introduced into the grafts, 
cultivated for 2 days under static conditions, then in the pulsatile reactor at shear stress of 1.27 dyn/cm2 for 1 day, and at 2.85 dyn/cm2 

for another 5 days. The graft luminal surface underwent immunofluorescent staining for detecting CD31, VEGFR-2, CD144, vWF, F-actin 
markers and type IV collagen, after that, cell density was also calculated on 1 mm2 of the graft surface.

Results. Changes signifying their adaptation to shear stress have been registered in all cell cultures during culturing under dynamic 
conditions. They manifested themselves in intensified expression of the specific markers (VEGFR-2), increased secretory activity with 
regard to vWF and type IV collagen, ordered F-actin filaments and orientation of the cells along the flow, stimulation of intercellular junction 
formation. However, inevitably, the cells were partially washed off from the graft surface. The analysis of cellular layer density after dynamic 
cultivation allowed us to conclude that ECFCs had the strongest adhesion to the polymer and resistance to washing away with a flow. 

Conclusion. ECFCs may be recognized to be the most promising culture for populating tissue-engineered vascular grafts owing to 
the possibility of being isolated from a readily available source (peripheral blood) and demonstrated good adaptation to the conditions of 
dynamic cultivation. However, significant reduction of cellular layer density caused by shear stress speaks of insufficient adhesion of the 
cells to the surface and requires further investigations to optimize a feeder layer covering the surface of a polymer scaffold. 

Key words: tissue engineering; polymer vascular grafts; endothelial cells; pulsatile flow bioreactor.

Введение

Одним из направлений тканевой инженерии являет-
ся разработка способа воссоздания структуры натив-
ного сосуда для использования полученных конструк-
тов в качестве протеза для замещения пораженных 
сосудов [1]. Как известно, стенка сосуда состоит из 
трех функционально различных слоев. При этом ми-
нимальным требованием к тканеинженерному сосуду 
является формирование внутреннего эндотелиально-
го слоя, который, как ожидается, будет предотвращать 
тромбирование протеза — осложнение, препятствую-
щее внедрению тканеинженерных сосудов малого ди-
аметра в клиническую практику [2, 3].

Существуют различные подходы к реализации этой 
задачи, включающие в себя имплантацию в кровенос-
ное русло графтов, модифицированных с целью при-
влечения эндотелиальных клеток (ЭК), для выращива-
ния сосуда in situ; различные варианты имплантации 
графта в ткани (например, под кожу) — для выращи-

вания сосуда in vivo и предварительное культивиро-
вание in vitro до получения полноценного эндотели-
ального монослоя на поверхности графта, готового к 
имплантации в сосудистое русло [1, 4].

Преимущество последнего подхода по сравнению с 
выращиванием in situ заключается в том, что создан-
ный на поверхности графта функциональный эндоте-
лиальный слой способен выполнять антитромбоген-
ную функцию начиная непосредственно с момента 
имплантации [5, 6].

Однако данный подход предъявляет определен-
ные требования к предварительному культивирова-
нию клеток на графте. Для успешной последующей 
адаптации к условиям организма и сохранения эн-
дотелиального слоя после имплантации необходимо 
обеспечить по возможности наиболее физиологичные 
условия культивирования клеток с помощью специа-
лизированных проточных биореакторов. Подбор опти-
мальных биохимических и механических воздействий 
на клетки в период формирования эндотелиального 
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слоя in vitro — одна из основных задач, которая долж-
на решаться в процессе создания такого протеза [7, 8].

Другой, не менее важной, задачей является выбор 
оптимального источника клеток для заселения вну-
тренней поверхности. Исследователями был исполь-
зован большой спектр клеток различного происхож-
дения. Широко применялись зрелые аутологичные ЭК 
из различных источников, ЭК из вены пуповины че-
ловека; также привлекают внимание исследователей 
эндотелиальные прогениторные клетки, которые мо-
гут быть получены из периферической и пуповинной 
крови, костного мозга, резидентных стволовых клеток 
тканей [9, 10]. 

Одним из наиболее перспективных кандидатов для 
использования в тканевой инженерии являются коло-
ниеформирующие эндотелиальные клетки (endothelial 
colony-forming cells, ECFCs), которые могут быть по-
лучены из периферической крови пациентов и соче-
тают в себе достоинства различных типов эндотели-
альных клеток. Преимуществами данного вида клеток 
являются низкая инвазивность процедуры их получе-
ния и достаточная пролиферативная активность для 
создания эндотелиального монослоя на поверхности 
сосудистого графта в условиях in vitro. Однако вызы-
вает опасение возможность снижения жизнеспособ-
ности и пролиферативной активности полученных 
ECFCs в культуре по причине преклонного возраста 
пациентов, нуждающихся в тканеинженерных сосуди-
стых протезах, или возможной эндотелиальной дис-
функции [10].

Цель нашей работы — оценка возможностей ис-
пользования ECFCs для заселения полимерного со-
судистого графта в условиях пульсирующего потока 
путем сравнения их характеристик с другими типами 
эндотелиальных клеток.

Материалы и методы
Изготовление сосудистых графтов. Графты 

изготавливали методом электроспиннинга на приборе 
Nanon-01A (MECC Co., Ltd., Япония) из поли(3-гидрок-
сибутирата-ко-3-гидроксивалерата) (Sigma-Aldrich, 
США) и поли(ε-капролактона) (Sigma-Aldrich) в соот-
ношении 1:2, растворенных в 1,1,1,3,3,3-гексафтор-
2-пропаноле (Sigma-Aldrich). Коллаген I типа (Gibco, 
США) вводился в состав внутренней трети стенки 
графтов путем раздельной подачи смеси поли(3-ги-
дроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) с поли(ε-
капролактоном) и раствора коллагена в 1,1,1,3,3,3-гек-
сафтор-2-пропаноле в двух отдельных шприцах с 
конечной концентрацией коллагена 5 мг/мл. Диаметр 
намоточного коллектора составил 4 мм. Для изготов-
ления внутренней трети графтов использовалась игла 
калибра 27G, для изготовления других двух третей — 
22G. Напряжение на игле составило 23 кВ, скорость 
подачи раствора полимера — 0,3 мл/ч, скорость вра-
щения коллектора — 200 об./мин, расстояние от иглы 
до намоточного коллектора — 15 см.

Культивирование клеток. Данное исследова-
ние одобрено Этическим комитетом НИИ комплекс-
ных проблем сердечно-сосудистых заболеваний 
(Кемерово). У пациентов было получено информиро-
ванное согласие на применение биологического мате-
риала в научном исследовании.

Для проведения экспериментов использована ком-
мерческая культура первичных эндотелиальных кле-
ток коронарной артерии человека (human coronary 
artery endothelial cells, HCAEC) (Cell Applications, 
США), культура эндотелиальных клеток из вены пупо-
вины человека (HUVEC)  и полученные из перифери-
ческой крови пациентов с ИБС колониеформирующие 
эндотелиальные клетки (ECFCs). 

Согласно информации производителя, первичные 
эндотелиальные клетки человека были получены из 
артерий здоровых доноров с криоконсервацией на 
втором пассаже (500 000 клеток в базальной среде 
Mesoendo cell basal medium (Cell Applications), содер-
жащей 10% фетальной телячьей сыворотки и 10% ди-
метилсульфоксида). Клетки размораживали и культи-
вировали согласно рекомендациям производителя, в 
среде для роста клеток Mesoendo cell growth medium 
(Cell Applications).

Эндотелиальные клетки из пупочной вены челове-
ка выделяли согласно адаптированному протоколу 
Е.А. Jaffe с соавт. [11], пуповины забирали после бла-
гополучного родоразрешения от неосложненной бере-
менности. Клетки культивировали в среде MCDB 131 
(Gibco, США) с добавлением комплексной добавки 
для роста эндотелиальных клеток Microvascular growth 
supplement (Gibco). 

Колониеформирующие эндотелиальные клет-
ки получали по протоколу М. Kolbe с соавт. [12]. 
Мононуклеарную фракцию периферической крови 
пациентов с ИБС выделяли на градиенте плотности 
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich). 

Полученную суспензию клеток ресуспендировали в 
питательной среде EGM-2MV (Lonza, Швеция), засе-
ляли в покрытые бычьим коллагеном I типа (Thermo 
Fisher, США) культуральные матрасы 25 см2 и культиви-
ровали в течение недели в условиях CO2-инкубатора. 
Затем клетки пересевали, снимая с поверхности ма-
трасов с помощью аккутазы (Sigma-Aldrich) и культи-
вировали на планшетах, покрытых фибронектином че-
ловека (Sigma-Aldrich). Дальнейший пересев культуры 
проводили по достижении 70–80% конфлюэнтности.

Для заселения графтов использовали клетки 6–8-го 
пассажей. Все эксперименты с клетками выполняли в 
стерильных условиях, культивировали их в условиях 
CO2-инкубатора  при 37°C, 5% CO2.

Подготовка графтов и заселение в биореак-
торе. Полимерные графты стерилизовали замачива-
нием в 70% этиловом спирте в течение 60 мин. Затем 
с целью улучшения адгезивных свойств внутренней 
поверхности их помещали на 12 ч в раствор фибро-
нектина человека (Sigma-Aldrich) в концентрации 
10 мкг/мл.
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В подготовленные таким образом графты вводили 
суспензию клеток в концентрации 700 тыс./мл. В пер-
вые 8 ч после заселения графты переворачивали ка-
ждые 30 мин для равномерного расселения клеток по 
поверхности. Через сутки проводили замену культу-
ральной среды. Общее время культивирования граф-
тов в статических условиях составило 2 сут. После 
этого протезы подключали к системе пульсирующего 
биореактора (рис. 1) и культивировали на предвари-
тельных настройках, обеспечивающих напряжение в 
1,27 дин/см2 в течение суток. Затем постепенно увели-
чивали напряжение, доводя его до значений рабочего 
режима — 2,85 дин/см2. В таком режиме культивиро-
вали еще 5 сут. 

Часть графтов, составлявших контрольную группу, 
продолжали культивировать в статических условиях 
аналогичный промежуток времени с заменой культу-
ральной среды дважды в сутки.

Проведение анализа. После окончания экспери-
мента выполняли иммунофлюоресцентное окраши-
вание внутренней поверхности графта. Для этого его 
фиксировали в 4% растворе параформальдегида в 
течение 10 мин, затем разрезали вдоль и фиксиро-
вали в раскрытом состоянии на предметных стеклах 
внутренней поверхностью вверх. Клетки на внутрен-
ней поверхности окрашивали на выявление марке-
ров эндотелиальных клеток: CD31, VEGFR-2, CD144, 
vWF, маркера адгезии F-актина и на коллаген IV 
типа. Перед окрашиванием на внутриклеточные мар-
керы (vWF, F-актин) проводили пермеабилизацию 
0,1% раствором Triton X-100 (Sigma-Aldrich, США). 
На наличие маркера F-актина выполняли окраши-
вание фаллоидином, конъюгированным с флюорес-
центным красителем Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher, 
США), в соответствии с инструкцией производите-
ля. Для остальных маркеров использовали первич-
ные антитела: mouse anti-CD31 (ab119339), rabbit 
anti-VEGFR-2 (ab2349), rabbit anti-CD144 (ab33168), 
sheep anti-vWF — FITC (ab8822), rabbit anti-collagen IV 
(ab8866) (Abcam, Великобритания) и вторичные анти-
тела: donkey anti-mouse IgG highly cross-adsorbed — 
AF555 (A-31570), donkey anti-rabbit IgG highly 
cross-adsorbed — AF488 (A-21206) (Thermo Fisher). 
Инкубацию с первичными антителами проводили при 
4оС в течение 16 ч, с вторичными — при комнатной 
температуре в течение часа. Для блокировки неспе-
цифического связывания использовали раствор 1% 
бычьего сывороточного альбумина. Образцы докра-
шивали красителем DAPI (Sigma-Aldrich). Готовые сте-
кла заключали в реагент ProLong (Life Technologies, 
США) под стекло. Препараты анализировали с помо-
щью лазерного сканирующего микроскопа LSM 700 
(Carl Zeiss, Германия).

Дополнительно проводили анализ на плотность за-
селения поверхности графта клетками. На окрашен-
ных DAPI препаратах подсчитывали количество ядер 
в поле зрения, анализировали не менее 20 случайно 
выбранных полей зрения при увеличении в 20 раз. 

Полученные результаты пересчитывали на единицу 
площади и представляли как ед./мм2.

Обработка данных. Статистическую обработку 
полученных результатов проводили с использованием 
программы Statistica 6.0. Соответствие распределения 
данных нормальному оценивали при помощи критерия 
Колмогорова–Смирнова. Данные представлены как ме-
диана и квартили (Ме [25%; 75%]). Статистическую зна-
чимость различий оценивали с помощью U-критерия 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на множествен-
ность сравнений. Достоверными считали различия при 
уровне значимости р<0,05.

Результаты
Оценка плотности заселения поверхности 

графтов клетками. Микроскопический анализ по-
казал различную тенденцию в заселении поверхности 
графта разными типами клеток. Для культуры HCAEC 
характерно образование локальных скоплений клеток 
с плотными межклеточными контактами. ECFCs бо-
лее равномерно расселялись по поверхности графта. 
Культура HUVEC демонстрировала наиболее опти-
мальное заселение, обеспечивая достаточно полное 
покрытие поверхности с выраженными контактами 
между клетками.

Для культуры ECFCs было характерно умерен-
ное заселение поверхности графта (161,35 [110,93; 
252,11]) в ходе культивирования в течение 7 сут при 
статических условиях (рис. 2). При этом при культиви-
ровании в течение аналогичного срока в условиях ди-
намической нагрузки данный показатель оказался ста-
тистически значимо (p<0,05) выше и составил 252,11 
[201,69; 312,62]. 

Клетки коммерческой линии HCAEC в целом также 
продемонстрировали умеренное заселение поверх-
ности графта, при этом не было обнаружено разницы 
при культивировании в статичных или динамических 
условиях — 211,77 [161,35; 262,20] и 201,69 [141,18; 
211,77] соответственно. Однако плотность заселения 
HCAEC в динамике была значимо ниже (p<0,05), чем 

Рис. 1. Схема проточного биореактора
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в аналогичных условиях при использовании для засе-
ления ECFCs (cм. рис. 2).

На культуре HUVEC была получена максимальная 
плотность покрытия поверхности при культивировании 
в статике — 453,80 [383,21; 594,99] (p<0,05 при срав-
нении с ECFCs и HCAEC). Однако полученный эндо-
телиальный монослой не был достаточно устойчивым 
к воздействию напряжения сдвига: при культивирова-
нии в динамике плотность клеток составила 216,82 
[171,44; 252,11] (p<0,05 при сравнении со статикой), 
что сравнимо с данными, полученными на ECFCs и 
HCAEC.

Иммунофлюоресценция. На основе результатов 
окраски специфическими антителами был выполнен 
анализ влияния пульсирующего потока на фенотип 

клеток, межклеточные контакты, функциональную ак-
тивность, адгезию клеток к поверхности. Выявлено, 
что для всех типов клеток, используемых в экспе-
рименте, характерен высокий уровень экспрессии 
маркеров, специфичных для эндотелиальных клеток 
CD31, VEGFR-2, CD144. При этом фенотип клеток со-
хранялся при культивировании как в статичных усло-
виях, так и в условиях пульсирующего потока.

Культура ECFCs очень интенсивно экспрессирова-
ла маркеры эндотелиальных клеток CD31, CD144 как 
в статичных, так и динамичных условиях культивиро-
вания (рис. 3). Клетки синтезировали vWF и колла-
ген IV типа. В статике была отмечена умеренная экс-
прессия VEGFR-2, значительно усиливавшаяся под 
воздействием напряжения сдвига.  Как в статике, так 
в динамике в клетках обнаруживали выраженные фи-
ламенты F-актина, при этом в случае культивирования 
в динамических условиях отмечали их бóльшую упо-
рядоченность и тенденцию к ориентированию по на-
правлению потока.

Культура HUVEC также демонстрировала высокую 
экспрессию эндотелиальных маркеров (СD31, CD144) 
в статике и динамике (рис. 4). Выраженность фор-
мирования межклеточных контактов (по окраске на 
CD144) была самой высокой среди всех исследуемых 
культур. Отмечалось значительное усиление синтеза 
vWF в динамичных условиях культивирования. В ста-
тике клетки характеризовались низкой экспрессией 
VEGFR-2, значительно усиливавшейся в динамике. 
Наблюдали очень интенсивный синтез коллагена IV и 
сборку F-актина в статике и динамике.

В отношении экспрессии специфических маркеров 
для культуры HCAEC в целом сохранялась выше-
описанная тенденция (рис. 5). Особенностью их яви-
лась слабая выраженность межклеточных контактов 

Рис. 2. Количество клеток на внутренней поверхности 
графта на единицу площади
* — статистически значимые отличия от графтов, культиви-
рованных в статике, р<0,05; ** — от графтов, заселенных 
ECFCs, р<0,05

а

б

Рис. 3. Иммунофлюоресцентное окрашивание внутренней поверхности графтов, заселенных ECFCs:
а — образцы, культивированные в статике; б — образцы, культивированные в условиях пульсирующего потока. Стрелками 
указано направление потока; ×630; бар — 50 мкм

CD144/vWF/DAPI CD31/DAPI VEGFR-2/DAPI Коллаген IV/DAPI F-актин/DAPI
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в связи с низкой плотностью слоя клеток. Умеренная 
экспрессия VEGFR-2 отмечена как в статике, так и в 
динамике. Воздействие пульсирующего потока значи-
тельно усиливало синтез клетками коллагена IV. При 
культивировании в статичных условиях внутри клеток 
обнаруживали упорядоченные филаменты F-актина, 
тогда как в условиях пульсирующего потока клетки 

становились значительно менее распластанными, а 
филаментная структура нарушалась.

Обсуждение
Напряжение сдвига, которому подвергаются эндо-

телиальные клетки, выстилающие сосудистую стенку, 

CD144/vWF/DAPI CD31/DAPI VEGFR-2/DAPI Коллаген IV/DAPI F-актин/DAPI

а

б

CD144/vWF/DAPI CD31/DAPI VEGFR-2/DAPI Коллаген IV/DAPI F-актин/DAPI

а

б

Рис. 4. Иммунофлюоресцентное окрашивание внутренней поверхности графтов, заселенных HUVEC:
а — образцы, культивированные в статике; б — образцы, культивированные в условиях пульсирующего потока. Стрелками 
указано направление потока; ×630; бар — 50 мкм

Рис. 5. Иммунофлюоресцентное окрашивание внутренней поверхности графтов, заселенных HCAEC:
а — образцы, культивированные в статике; б — образцы, культивированные в условиях пульсирующего потока. Стрелками 
указано направление потока; ×630; бар — 50 мкм
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играет центральную роль в регулировании их жизне-
деятельности. Воздействие данного фактора стиму-
лирует ориентацию клеток относительно друг друга и 
относительно направления потока, способствует фор-
мированию межклеточных контактов, регулирует акти-
вацию механосенсоров, внутриклеточных сигнальных 
путей, специфических транскрипторных факторов и 
экспрессию генов и белков [13, 14]. Поэтому учиты-
вать данное условие культивирования — ключевой 
момент при создании клеточно-заселенных тканеин-
женерных сосудистых протезов in vitro.

В организме эндотелиальные клетки подвер-
гаются напряжению сдвига в диапазоне значений  
5–20 дин/см2 [15]. При этом исследователями исполь-
зуются различные значения этого показателя для мо-
делирования условий выращивания тканеинженерных 
сосудистых протезов. Так, было показано, что для 
успешной адаптации заселенных эндотелиальных 
клеток к воздействию потока необходимо постепенное 
увеличение уровня напряжения сдвига [16]. Также от-
мечена успешная эндотелизация протезов в условиях 
in vitro при воздействии низких значений напряжения 
сдвига [17, 18]. Поэтому в своей работе мы использо-
вали два различных режима работы: адаптационный, 
предполагающий воздействие в течение суток напря-
жения сдвига величиной 1,27 дин/см2, и рабочий, с 
напряжением сдвига 2,85 дин/см2  и культивировани-
ем в течение 5 сут. Подобные режимы культивирова-
ния были выбраны с целью адаптации клеток к потоку 
и для улучшения удержания их на поверхности, что 
свойственно этим режимам.

Анализ плотности заселения клетками графтов в 
статических и динамических условиях показал, что на-
илучшая адаптация к динамическим условиям была 
характерна для культуры ECFCs. После культивирова-
ния в статических условиях в течение недели графты, 
заселенные ECFCs, демонстрировали относительно 
невысокую плотность клеточного слоя, сравнимую с та-
ковой у HCAEC, и значительно ниже — в 2,8 раза, чем 
у HUVEC. Однако на графтах с ECFCs, культивирован-
ных в условиях пульсирующего потока, данный показа-
тель был в 1,5 раза выше (р<0,05), чем в статике. При 
этом плотность клеточного слоя на графтах с HCAEC 
после динамического культивирования осталась пра-
ктически на одном уровне со статикой (и значимо ниже, 
чем на графтах с ECFCs), а на графтах с HUVEC — 
значительно снизилась, до одного уровня с ECFCs.

Полученные нами результаты о влиянии пульси-
рующего потока на физиологию клеток в целом соот-
ветствуют данным литературы [14]. Культуры всех вы-
бранных клеточных линий (ECFCs, HUVEC, HCAEC) 
продемонстрировали увеличение синтетической ак-
тивности и механотрансдукции при культивировании в 
динамических условиях.

Все культуры независимо от условий культивиро-
вания сохраняли выраженную экспрессию маркера 
эндотелиальных клеток CD31. Для культуры HCAEC 
как зрелых эндотелиальных клеток была характерна 

экспрессия VEGFR-2 как в статике, так и в динамике. 
При этом клетки линий ECFCs и HUVEC при культиви-
ровании в статике демонстрировали низкую экспрес-
сию этого маркера, однако воздействие напряжения 
сдвига стимулировало усиление экспрессии VEGFR-2, 
что рассматривается некоторыми исследователями 
как часть механизма, способствующего поддержанию 
жизнеспособности эндотелиальных клеток в кровенос-
ном сосуде [19].

Активный синтез vWF свидетельствует о функцио-
нальной активности эндотелиальных клеток. В нашем 
исследовании все типы клеток усиливали синтез vWF 
в динамических условиях по сравнению со статиче-
скими, что служит стандартным ответом эндотелиаль-
ных клеток на воздействие напряжения сдвига [20].

Было отмечено, что под воздействием потока уве-
личивается синтез коллагена IV типа, являющегося 
компонентом внеклеточного матрикса и базальной 
мембраны сосудов. Его накопление представляется 
необходимым процессом для формирования стабиль-
ного эндотелиального слоя.

Таким образом, во всех культурах клеток при куль-
тивировании в динамических условиях регистрирова-
ли изменения, свидетельствовавшие об их адаптации 
к напряжению сдвига. Однако при этом происходило 
неизбежное частичное смывание клеток с поверхно-
сти графта. По данным плотности клеточного слоя по-
сле окончания динамического культивирования можно 
утверждать, что ECFCs проявляют наибольшую адге-
зию к полимеру и устойчивость к смыванию потоком. 
Напротив, при использовании HCAEC по причине их 
относительно низкого пролиферативного потенциала 
и меньшей адгезии к полимеру не удалось получить 
достаточного слоя даже при культивировании в стати-
ке. С учетом того, что получение аутологичных зрелых 
эндотелиальных клеток сопряжено с высокой инва-
зивностью и представляет значительные сложности, а 
также того, что у данного вида клеток снижена проли-
ферирующая активность, эту культуру можно признать 
малопригодной для использования в тканевой инже-
нерии. На культуре HUVEC были получены достаточ-
но хорошие результаты по заселению графтов в стати-
ческих условиях, однако полученный эндотелиальный 
слой оказался недостаточно устойчивым к действию 
потока. Одним из преимуществ HUVEC считается 
высокая пролиферативная способность, позволяю-
щая получать большое количество клеточной массы. 
Однако эта культура не подразумевает возможности 
аллогенного использования. Напротив, аутологичные 
ECFCs можно выделить из крови пациентов, и они 
обладают достаточным пролиферативным потенциа-
лом для использования при создании персонифици-
рованных тканеинженерных сосудистых протезов [21].

Заключение
Доступность источника (периферическая кровь) и 

хорошая адаптация к условиям динамического куль-
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тивирования позволяют признать ECFCs наиболее 
перспективной культурой для заселения тканеинже-
нерных сосудистых протезов. Однако значительное 
уменьшение плотности клеточного слоя под воздейст-
вием напряжения сдвига свидетельствует о недоста-
точной адгезии клеток к поверхности и требует про-
ведения дальнейших исследований по оптимизации 
фидерного слоя, покрывающего поверхность поли-
мерного матрикса.

Финансирование исследования. Данное ис-
следование выполнено при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (грант №17-75-20004 
«Раз работка физиологически обоснованной техноло-
гии изготовления персонифицированного тканеинже-
нерного сосудистого импланта малого диаметра 
in vitro в условиях имитации естественного кровотока 
с использованием клеточных технологий»).
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