
СТМ ∫ 2023 ∫ том 15 ∫ №4   41

биотехнологии

Новый ткаНеиНжеНерНый сосудистый матрикс  
На осНове регеНерироваННого фиброиНа шелка:  
исследоваНие in vitro
DOI: 10.17691/stm2023.15.4.04 
УДК 616.1–089.843–004.891.3 
Поступила 22.03.2023 г.

Е.С. Прокудина, к.м.н., научный сотрудник лаборатории тканевой инженерии  
и внутрисосудистой визуализации;
Е.А. Сенокосова, к.б.н., научный сотрудник лаборатории тканевой инженерии  
и внутрисосудистой визуализации;
Л.В. Антонова, д.м.н., ведущий научный сотрудник лаборатории тканевой инженерии  
и внутрисосудистой визуализации;
Е.О. Кривкина, младший научный сотрудник лаборатории клеточных технологий;
Е.А. Великанова, к.б.н., научный сотрудник лаборатории клеточных технологий;
Т.Н. Акентьева, младший научный сотрудник лаборатории новых биоматериалов;
Т.В. Глушкова, к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории новых биоматериалов;
В.Г. Матвеева, к.м.н., старший научный сотрудник лаборатории клеточных технологий;
Н.А. Кочергин, к.м.н., зав. лабораторией тканевой инженерии и внутрисосудистой визуализации

Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний,  
Сосновый бульвар, 6, Кемерово, 650002

Цель исследования — изготовить сосудистую заплату на основе регенерированного фиброина шелка (ФШ) и изучить ее 
физико-механические характеристики, биосовместимость и матриксные свойства в сравнении с материалом из полигидроксибути-
рата/валерата/поликапролактона с инкорпорированным сосудистым эндотелиальным фактором роста (ПГБВ/ПКЛ/VEGF) и коммер-
ческим лоскутом из бычьего ксеноперикарда (КП) в экспериментах in vitro.

Материалы и методы. Тканеинженерные матриксы изготавливали методом электроспиннинга. Исследовали структуру по-
верхности, физико-механические характеристики, гемосовместимость (гемолиз эритроцитов, агрегацию, адгезию и активацию 
тромбоцитов после контакта с материалом) и матриксные свойства сосудистых заплат (адгезию, жизнеспособность, метаболиче-
скую активность клеток EA.hy926 на материале).

Результаты. Поверхность матриксов на основе ФШ и тканеинженерных заплат на основе ПГБВ/ПКЛ/VEGF отличалась пори-
стой и волокнистой структурой по сравнению с более плотным и однородным КП-лоскутом. Физико-механические характеристики 
матриксов из ФШ были приближены к нативным сосудам. Наряду с этим тканеинженерные заплаты продемонстрировали высокие 
гемосовместимые свойства, которые не отличаются от таковых для коммерческого КП-лоскута. Адгезия, жизнеспособность и мета-
болическая активность эндотелиальных клеток EA.hy926 также соответствовали ранее разработанному нами матриксу ПГБВ/ПКЛ/
VEGF и КП-лоскуту, что говорит о нетоксичности и биосовместимости ФШ-матриксов.

Заключение. Матриксы, изготовленные из регенерированного ФШ, продемонстрировали удовлетворительные результаты, со-
поставимые с таковыми для ПГБВ/ПКЛ/VEGF и коммерческого КП-лоскута, а в случае адгезии и активации тромбоцитов они пре-
восходили указанные заплаты. В совокупности ФШ можно определить как материал с достаточной биологической совместимостью, 
что позволяет считать изготовленный из него тканеинженерный матрикс перспективным для имплантации в сосудистую стенку.
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New Tissue-Engineered Vascular Matrix  
Based on Regenerated Silk Fibroin: in vitro Study
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The aim of the study was to make a vascular patch based on regenerated silk fibroin (SF) and study its physical and mechanical 
characteristics, biocompatibility and matrix properties in comparison with polyhydroxybutyrate/valerate/polycaprolactone with incorporated 
vascular endothelial growth factor (PHBV/PCL/VEGF) and commercial bovine xenopericardium (XP) flap in experiments in vitro.

Materials and Methods. Tissue-engineered matrices were produced by electrospinning. The surface structure, physical and mechanical 
characteristics, hemocompatibility (erythrocyte hemolysis, aggregation, adhesion and activation of platelets after contact with the material) 
and matrix properties of vascular patches (adhesion, viability, metabolic activity of EA.hy926 cells on the material) were studied.

Results. The surface of SF-based matrices and PHBV/PCL/VEGF-based tissue engineered patches had a porous and fibrous structure 
compared to a denser and more uniform XP flap. The physical and mechanical characteristics of SF matrices were close to those of native 
vessels. Along with this, tissue-engineered patches demonstrated high hemocompatible properties, which do not differ from those for 
commercial XP flap. Adhesion, viability, and metabolic activity of EA.hy926 endothelial cells also corresponded to the previously developed 
PHBV/PCL/VEGF matrix and XP flap, which indicates the nontoxicity and biocompatibility of SF matrices.

Conclusion. Matrices produced from regenerated SF demonstrated satisfactory results, comparable to those for PHBV/PCL/VEGF 
and commercial XP flap, and in the case of platelet adhesion and activation, they outperformed these patches. In total, SF can be defined as 
material having sufficient biological compatibility, which makes it possible to consider a tissue-engineered matrix made from it as promising 
for implantation into the vascular wall.

Key words: vascular patch; tissue engineering; silk fibroin; electrospinning; biocompatibility.

Введение

Одной из наиболее распространенных патологий 
сердечно-сосудистой системы является атеросклероз. 
Образование атеросклеротических бляшек влечет за 
собой нарушение проходимости сосудов и ухудшение 
кровоснабжения тканей и органов. Атеросклероз вну-
тренней сонной артерии приводит к каротидному сте-
нозу [1], что в 15% случаев является причиной ишеми-
ческого инсульта [2].

Одним из способов восстановления кровотока при 
значимом стенозе внутренней сонной артерии (70% 
и более) является каротидная эндартерэктомия [3]. 
При наличии пролонгированных атеросклеротических 
бляшек предпочтительно проведение каротидной эн-
дартерэктомии с закрытием артериотомного доступа с 
помощью сосудистой заплаты [4].

Материал для сосудистой заплаты может быть 
био логического (природного) происхождения (бычий 
ксеноперикард (КП), децеллюляризованный матрикс, 
фибрин, коллаген) или искусственно синтезирован-

ным (полиуретан, поливиниловый спирт, полиэтилен-
терефталат, поликапролактон). Кроме того, перспек-
тивным научным направлением является создание 
сосудистых протезов методами тканевой инженерии 
[5]. Это позволяет изготавливать матриксы с заранее 
заданными свойствами: структурная стабильность и 
контролируемая биодеградация, привлечение клеток 
для заселения поверхности протеза, низкая иммуно-
генность [6].

Одним из материалов природного происхождения 
является фиброин шелка (ФШ), который получают из 
шелковых волокон Bombyx mori [7, 8]. ФШ демонстри-
рует в экспериментах in vitro и in vivo высокую способ-
ность к адгезии, пролиферации и дифференцировке 
стволовых клеток [9], используется для стимуляции 
регенерации тканей [10–12], обладает низкой имму-
ногенностью и антигенностью [13], а также не требует 
жестких условий для изготовления биологических ма-
триксов [14]. Кроме того, работы последних лет под-
тверждают перспективность разработки изделий из 
ФШ для нужд сердечно-сосудистой хирургии [15, 16].
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Цель настоящего исследования — изготовить 
со судистую заплату на основе регенерированного 
фиброина шелка и изучить ее физико-механические 
характеристики, биосовместимость и матриксные 
свойства в сравнении с заплатами из полигидрокси-
бутирата/валерата/поликапролактона с инкорпориро-
ванным сосудистым эндотелиальным фактором роста 
и лоскутом из бычьего перикарда в экспериментах 
in vitro.

Материалы и методы
Исследование одобрено локальным этическим ко-

митетом Научно-исследовательского института ком-
плексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний 
(протокол №6 от 30.06.2022).

Изготовление сосудистых заплат. Сосудистые 
заплаты из 15% раствора регенерированного ФШ 
были изготовлены методом электроспиннинга на ап-
парате NANON-01A (MECC CO, Япония). В качест-
ве растворителя использовали гексафторпропанол. 
Последующую модификацию полученных матриксов 
проводили в 98% этаноле с целью перевода ФШ из 
регенерированной (водорастворимой) формы в водо-
нерастворимую посредством образования β-сшивок 
между молекулами белка [17]. Электроспиннинг мат-
риксов из ФШ осуществляли при следующих параме-
трах: игла — 22G, расстояние до коллектора — 15 см, 
напряжение — 20 кВ, скорость вращения коллекто-
ра — 200 об./мин, скорость подачи раствора — 1 мл/ч. 
В качестве коллектора использовали металлический 
штифт диаметром 8,0 мм.

Изготовление биодеградируемых заплат с инкорпо-
рированным сосудистым эндотелиальным фактором 
роста (vascular endothelial growth factor, VEGF; Sigma-
Aldrich, США) проводили методом эмульсионного 
электроспиннинга из смеси 5% полигидроксибутирата/
валерата (poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), 
ПГБВ; Sigma-Aldrich, США) и поликапролактона 
(poly(ε-caprolactone), ПКЛ; Sigma-Aldrich, США) в три-
хлорметане в соотношении 1:2, смешивая его с VEGF 
в физиологическом растворе (10 мкг/мл) в соотноше-
нии 20:1 [18]. Оптимальными параметрами электро-
спиннинга заплат ПГБВ/ПКЛ/VEGF были следующие: 
игла — 22G, расстояние до коллектора — 15 см, на-
пряжение — 20 кВ, скорость вращения коллектора — 
200 об./мин, скорость подачи раствора — 0,5 мл/ч. 
В качестве коллектора использовали металлический 
штифт диаметром 8,0 мм. Матриксы разрезали вдоль 
и снимали со штифта постепенными отслаивающими 
движениями.

Свойства тканеинженерных матриксов оценивали в 
сравнении с лоскутами из бычьего КП «КемПериплас-
Нео» (ЗАО «НеоКор», Россия), которые используются 
в качестве заплаты в сосудистой хирургии при прове-
дении каротидной эндартерэктомии.

Исследование поверхностной структуры за-
плат. Образцы сосудистых заплат размером 0,25 см2 

подвергали напылению Ag-Pd с помощью системы 
EM ACE200 (Leica Microsystems GmbH, Австрия) для 
получения покрытия толщиной 15 нм. Структурные 
особенности поверхности матриксов изучали на ска-
нирующем микроскопе S-3400N (Hitachi, Япония) в 
условиях высокого вакуума при ускоряющем напряже-
нии 10 кВ.

Оценка физико-механических свойств заплат. 
Вырубку всех образцов осуществляли в продольном 
направлении (n=5 в каждой группе). Оценку физико-
механических свойств сосудистых заплат проводили 
в соответствии с ГОСТ 270-75 в условиях одноосного 
растяжения на универсальной испытательной маши-
не серии Z (Zwick/Roell, Германия) с использовани-
ем датчика с номинальной силой 50 Н; скорость пе-
ремещения траверсы при испытании — 50 мм/мин. 
Прочность материала определяли по максимальному 
напряжению при растяжении образцов (MПa) и силе, 
приложенной к образцу до начала его разрушения 
(Fmax, Н). Упруго-деформативные свойства материала 
оценивали по относительному удлинению, скорректи-
рованному с учетом характера разрушения образцов 
(характеризует эластичность материала, %), и модулю 
Юнга (характеризует жесткость материала, MПa).

Группой сравнения выступали КП-лоскуты. В качест-
ве контроля использовали сонную артерию (a. carotis) 
овцы и внутреннюю грудную артерию человека 
(a. mammaria), которую получали при проведении опе-
рации аортокоронарного шунтирования у пациентов, 
подписавших добровольное информированное согла-
сие на взятие материала.

Оценка гемосовместимости сосудистых за-
плат. Гемосовместимость тканеинженерных сосуди-
стых заплат определяли по степени гемолиза эритро-
цитов, агрегации, адгезии и активации тромбоцитов 
после контакта с исследуемым материалом.

Оценка степени гемолиза эритроцитов. 
Степень гемолиза эритроцитов устанавливали по-
сле контакта исследуемого материала со свежей 
цитратной кровью. Образцы заплат (n=6) размером 
25 см2 инкубировали в кюветах с 10 мл физиологиче-
ского раствора в термостате при 37°С в течение 2 ч. 
Далее в каждую кювету вносили по 200 мкл свежей 
цитратной крови, перемешивали и продолжали вы-
держивать в термостате при 37°С в течение 60 мин. 
Физиологический раствор и дистиллированную воду 
использовали в качестве положительного и отрица-
тельного контроля соответственно. После заверше-
ния инкубации раствор из кювет отбирали в пробир-
ки и центрифугировали при 2800 об./мин в течение 
10 мин с целью осаждения эритроцитов. На спек-
трофотометре Genesys 6 (Thermo Fisher Scientific, 
США) измеряли оптическую плотность надосадоч-
ных растворов при длине волны 545 нм. Степень 
гемолиза (H, %) определяли по формуле (Dt–Dne)/
(Dрe-Dne)·100%, где Dt — оптическая плотность 
пробы, инкубируемой с экспериментальным образ-
цом; Dne — оптическая плотность отрицательного 
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конт роля (пробы с физиологическим раствором); 
Dрe — оптическая плотность положительного конт-
роля (пробы после 100% гемолиза) [19, 20]. В каче-
стве положительного контроля (полное отсутствие 
гемолиза) принимали среднее значение оптической 
плотности при измерении проб физиологического 
раствора с кровью (было равно 0). В качестве отри-
цательного контроля принимали среднее значение 
оптической плотности проб после инкубации крови с 
дистиллированной водой (100% гемолиз).

Оценка агрегации тромбоцитов. Оценку агрега-
ции тромбоцитов проводили после контакта донорской 
плазмы с исследуемым материалом в соответствии 
со стандартом ISO 10993.4. К свежей донорской крови 
добавляли 3,8% раствор цитрата натрия (в соотноше-
нии 9:1) и затем центрифугировали при 1000 об./мин 
в течение 10 мин. Полученную обогащенную тромбо-
цитами плазму (ОТП) использовали в качестве поло-
жительного контроля реакции агрегации тромбоцитов. 
Для калибровки прибора применяли бедную тромбоци-
тами плазму, которую получали в результате повторно-
го центрифугирования ОТП при 4000 об./мин в течение 
20 мин. Исследуемые образцы помещали в кюветы с 
ОТП на 3 мин, затем добавляли индуктор агрегации 
тромбоцитов АДФ (АГРЕНАМ, АГ-6; НПО «РЕНАМ», 
Россия) в концентрации 20 мкМ/л. Агрегацию тром-
боцитов оценивали с помощью полуавтоматическо-
го 4-канального анализатора АРАСТ 4004 (LABiTec, 
Германия). Спустя 5 мин регистрировали максималь-
ный процент агрегации тромбоцитов (%).

Оценка адгезии тромбоцитов. Степень адге-
зии тромбоцитов определяли после инкубации ис-
следуемых образцов размером 0,25 см2 с 300 мкл 
ОТП в течение 1 ч при 37°С. С целью удаления не-
адгезированных тромбоцитов препараты промывали 
в фосфатно-солевом буфере (ФСБ; рН=7,4), затем 
фиксировали в 4% растворе параформальдегида 
в течение 10 мин. Далее образцы инкубировали с 
кроличьими антителами к CD41 (ab134131; Abcam, 
Великобритания) и мышиными антителами к CD62P 
(ab54427; Abcam, Великобритания) в течение 12 ч при 
4°С. После этого матриксы отмывали ФСБ с добавле-
нием 0,1% Tween 20. Затем образцы инкубировали в 
течение 1 ч при комнатной температуре со вторичны-
ми антителами козы к IgG кролика, конъюгированны-
ми с Alexa Fluor 488 (A11034; Thermo Fisher Scientific, 
США) и антителами козы к IgG мыши, конъюгиро-
ванными с Alexa Fluor 555 (A31570; Thermo Fisher 
Scientific, США). Срезы повторно отмывали ФСБ с до-
бавлением 0,1% Tween 20. Для анализа препаратов 
использовали конфокальный микроскоп (LSM700; Carl 
Zeiss, Германия).

Изучение матриксных свойств. Адгезионные 
свойства матриксов исследовали по площади, занима-
емой белком фокальной адгезии Talin. Для этого под-
готовленные образцы фиксировали в течение 10 мин 
в 4% растворе параформальдегида, пермеабилизи-
ровали 0,1% Triton X100 15 мин. Неспецифическое 

связывание блокировали 1% раствором бычьего 
сывороточного альбумина в ФСБ в течение 1 ч при 
комнатной температуре. Далее образцы инкубирова-
ли с первичными антителами кролика Talin (abcam, 
ab71333; Abcam, Великобритания) при 4°C в течение 
ночи. После отмывания в ФСБ образцы инкубировали 
1,5 ч со вторичными антителами Donkey anti-Rabbit 
IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody 
Alexa Fluor 488 (A21206; Thermo Fisher Scientific, 
США) и Phalloidin Alexa Fluor 568 (A12380; Invitrogen, 
США). Далее образцы повторно отмывали ФСБ от 
несвязавшихся вторичных антител и контрастиро-
вали ядра с помощью 10 мг/мл DAPI (4’,6-diamidino-
2-phenylindole dihydrochlorid) (D9542; Sigma-Aldrich, 
США) в течение 40 мин. Готовые образцы отмывали и 
монтировали под покровные стекла в ProLong medium 
(P36930, Life Technologies, США) и исследовали на 
конфокальном лазерном сканирующем микроскопе 
LSM 700 (Carl Zeiss, Германия).

Статистическая обработка данных. Ста тис-
ти ческую обработку данных проводили с помощью 
программы Prism (Graph Pad Software). Соответствие 
распределения полученных данных нормальному 
оценивали с применением критерия Колмогорова–
Смирнова. Сравнение двух независимых групп выпол-
няли с использованием критерия Манна–Уитни. Для 
оценки межгрупповых различий у трех и более групп 
применяли непараметрический критерий Краскела–
Уоллиса, при попарном сравнении групп — критерий 
Данна. Достоверными считали различия при уровне 
значимости p<0,05, при попарном сравнении групп — 
р<0,05/k, где k — количество сравниваемых групп. 
Данные представляли в виде медианы, 25-го и 75-го 
процентилей (Ме [25%; 75%]).

Результаты и обсуждение
Структурные особенности сосудистых за-

плат. Сканирующая электронная микроскопия образ-
цов из ФШ показала, что их внутренняя поверхность 
представлена тесно переплетенными между собой 
плоскими волокнами; присутствовали участки спаек 
волокон, а также небольшое количество неглубоких 
пор (рис. 1, а). Средний диаметр волокон на поверхно-
сти — 4,80±1,39 мкм.

Исследование поверхности матриксов ПГБВ/ПКЛ/
VEGF также показало их высокопористую волокни-
стую структуру, представленную разнонаправленными 
фибриллами толщиной 1,47±0,67 мкм (рис. 1, б).

Сканирующая электронная микроскопия КП-лоску-
тов показала сохранность их нативной структуры, 
наблюдалась рельефность поверхности, обуслов-
ленная извитым расположением волокон коллагена. 
Наличие единичных пор на поверхности можно объяс-
нить плотным расположением коллагеновых фибрилл 
(рис. 1, в).

Таким образом, образцы из ФШ и ПГБВ/ПКЛ/VEGF 
обладали более «рыхлой» и пористой структурой по 
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Рис. 1. Ультраструктура материалов:
а — внутренняя поверхность матрикса из фиброина шелка; б — внутренняя поверхность матрикса из поли-
гидроксибутирата/валерата/поликапролактона с инкорпорированным сосудистым эндотелиальным фактором роста 
(ПГБВ/ПКЛ/VEGF); в — серозная сторона лоскута из бычьего ксеноперикарда. Сканирующая электронная микроскопия, 
×1000

Рис. 2. Физико-механические характеристики тканеинженерных сосу-
дистых заплат:
а — напряжение, характеризует прочность материала; б — Fmax — сила, не-
обходимая для разрыва материала; в — относительное удлинение, характе-
ризует эластичность материала; г — модуль Юнга, характеризует жесткость 
материала. ФШ — фиброин шелка, КП — бычий ксеноперикард, ПГБВ/ПКЛ/
VEGF — полигидроксибутират/валерат/поликапролактон с инкорпорирован-
ным сосудистым эндотелиальным фактором роста

а б

в г

сравнению с КП-лоскутом. Такая особенность уль-
траструктуры тканеинженерных матриксов может 
давать преимущество при заселении их эндотели-
альными клетками после имплантации в сосудистую 
стенку [21].

Физико-механические характери-
стики сосудис тых заплат. Заплаты 
из ФШ по прочности схожи с нативны-
ми сосудами — a. mammaria человека 
и a. carotis овцы (p<0,01) (рис. 2, а, б). 
Эластичность матриксов из ФШ была 
в 2,8 раза ниже, чем у сонной артерии, 
при этом в 2,3 раза превосходила эла-
стичность внутренней грудной артерии 
(p<0,01) (рис. 2, в). Жесткость заплат 
из ФШ находилась в промежутке меж-
ду значениями данного показателя у 
нативных сосудов (p<0,01) (рис. 2, г). 
Вероятно, такие физико-механические 
характеристики ФШ обусловлены осо-
бенностями его полукристаллической 
ультраструктуры [22].

Прочность матриксов ПГБВ/ПКЛ/
VEGF соответствовала таковой у 
a. carotis овцы и a. mammaria челове-
ка (см. рис. 2, а). Однако сила, при-
кладываемая к образцу до начала 
его разрушения, у заплат ПГБВ/ПКЛ/
VEGF оказалась в 2 раза выше, чем у 
внутренней грудной артерии (p<0,01) 
(см. рис. 2, б). Матриксы из ПГБВ/ПКЛ/
VEGF были почти в 2 раза менее эла-
стичными, чем a. carotis (p<0,01), и в 3 
раза более растяжимыми, чем a. mam-
maria (p<0,01) (см. рис. 2, в). При этом 
жесткость ПГБВ/ПКЛ/VEGF-материала 
была самой высокой среди всех образ-
цов (см. рис. 2, г).

Физико-механические характеристи-
ки КП-лоскутов отличались от таковых 

у нативных сосудов (см. рис. 2). Прочность и устойчи-
вость к разрыву у КП была максимальной среди всех 
исследуемых материалов (см. рис. 2, а, б). Схожие 
результаты были получены при оценке прочности 
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биологических заплат в кардиохирургических опера-
циях [23]. Эластичность КП-лоскутов была почти в 2 
раза ниже, чем у сонной артерии овцы, и в 3,5 раза 
выше, чем у внутренней грудной артерии человека 
(p<0,01) (см. рис. 2, в). Жесткость КП-лоскута была 
в 9 раз ниже, чем у ПГБВ/ПКЛ/VEGF-заплат (p<0,01) 
(см. рис. 2, г).

В целом физико-механические испытания показа-
ли, что матриксы из ФШ по своим характеристикам 
наиболее приближены к свойствам нативных артерий, 
что может способствовать адекватной интеграции ма-
териала при дальнейшей имплантации заплат в сосу-
дистую стенку.

Результаты оценки гемолиза эритроцитов. 
Степень гемолиза эритроцитов после контакта кро-
ви с матриксами из ФШ и ПГБВ/ПКЛ/VEGF была не-
значительной и статистически значимо не отлича-
лась между группами (см. таблицу), что указывает 
на высокую гемосовместимость исследуемых мате-
риалов [24].

Гемолиз эритроцитов после контакта с КП-лоскутом 
был выше, чем после контакта с ФШ и ПГБВ/ПКЛ/
VEGF — в 3,3 и 10,0 раз соответственно (p<0,017) 
(см. таблицу), однако не превышал максимально до-
пустимых значений [24].

Результаты оценки агрегации тромбоци-
тов. После контакта плазмы с исследуемыми об-
разцами статистически значимых межгрупповых 
различий в агрегации тромбоцитов не выявлено. 
Все материалы вызывали незначительную агрега-
цию тромбоцитов, которая не отличалась от таковой 
у ОТП (см. таблицу).

Результаты оценки адгезии и активации 
тромбоцитов. На матриксах из ФШ регистрируется 
наименьшая адгезия тромбоцитов. Аналогичная кар-
тина наблюдалась и для КП-лоскутов. На ПГБВ/ПКЛ/
VEGF-заплатах адгезия тромбоцитов была более вы-
раженной (рис. 3, а). Наряду с этим на ФШ-матриксах 
наблюдалась наименьшая активация адгезированных 
тромбоцитов, уровень которой статистически значимо 
отличался от таковой для ПГБВ/ПКЛ/VEGF-матриксов 
и КП-лоскутов (p<0,017) (рис. 3, б).

На основе полученных данных можно сделать вы-
вод об оптимальной гемосовместимости матриксов из 
ФШ, которая соответствует таковой для заплат на ос-
нове ПГБВ/ПКЛ/VEGF и КП, а в случае адгезии и акти-
вации тромбоцитов гемосовместимость ФШ-образцов 
даже превосходит другие препараты.

Результаты оценки матриксных свойств 
со су дистых заплат. Культивирование EA.hy926-

клеток на поверхности изучаемых матрик-
сов в течение 3 сут показало идентичную 
биологическую привлекательность всех 
изучаемых материалов. Так, общее ко-
личество адгезированных клеток на всех 
видах матриксов в среднем по медиа-
нам находилось на уровне 105,7 кл./мм2, 
что в 4 раза ниже плотности заселения 
EA.hy926 на культуральном пласти-
ке — 444,2 [425,3; 491,4] кл./мм2, p<0,05 
(рис. 4, а). Жизнеспособность эндотели-
альных клеток также не достигла высо-
ких значений и варьировала от 0 до 33% 
(рис. 4, б). Жизнеспособность неотъем-

Результаты гемолиза и агрегации тромбоцитов 
(n=6 в каждой группе), Ме [25%; 75%]

Образец Степень гемолиза  
эритроцитов, %

Максимум агрегации 
тромбоцитов, %

Фиброин шелка 0,006 [0,004; 0,024] 86,41 [84,45; 90,03]
ПГБВ/ПКЛ/VEGF 0,002 [0,001; 0,002] 86,02 [83,02; 87,62]
Бычий ксеноперикард 0,020 [0,016; 0,025]* 85,03 [83,57; 87,16]
Обогащенная тромбоцитами плазма — 83,97 [81,75; 86,14]

* р<0,017 в сравнении с ПГБВ/ПКЛ/VEGF (полигидроксибутиратом/ва-
лератом/поликапролактоном с инкорпорированным сосудистым эндо-
телиальным фактором роста).

а б

Рис. 3. Конфокальная микроскопия тромбоцитов: зеленый — CD41; красный — CD62р; желтый — наложение окра-
сок, бар — 50 мкм (а), и интенсивность сигнала CD41 и CD62р (б)
ФШ — фиброин шелка, КП — бычий ксеноперикард, ПГБВ/ПКЛ/VEGF — полигидроксибутират/валерат/поликапролактон с 
инкорпорированным сосудистым эндотелиальным фактором роста
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Рис. 4. Матриксные свойства сосудистых заплат:
а — плотность клеток на 1 мм2; б — жизнеспособность; в — метаболическая активность. ФШ — фиброин шелка, КП — бычий 
ксеноперикард, ПГБВ/ПКЛ/VEGF — полигидроксибутират/валерат/поликапролактон с инкорпорированным сосудистым 
эндотелиальным фактором роста

а

б

Рис. 5. Конфокальная микроскопия клеток EA.hy926: синий — DAPI; зеленый — Talin; красный — f-актин, бар — 
50 мкм (а), и площадь Talin и f-актина (б)
ФШ — фиброин шелка, КП — бычий ксеноперикард, ПГБВ/ПКЛ/VEGF — поли гидрокси бутират/валерат/поликапролактон с 
инкорпорированным сосудистым эндо те лиальным фактором роста
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лема от метаболической активности клеток, которая 
держалась на равном для всех видов матриксов уров-
не — 0,1 усл. ед. (рис. 4, в).

Иммунофлуоресцентное окрашивание эндоте-
лиальных клеток на белок фокальной адгезии Talin 
и белок цитоскелета f-актин показало особенно-
сти ландшафта каждого исследуемого материала 
(рис. 5, а). На культуральном пластике был получен 

эталонный монослой клеток, которые стремились к 
своей правильной гексагональной форме и плотно 
контактировали между собой. Схожая картина на-
блюдается на ранних этапах эндотелизации сосуди-
стых протезов [25].

Площадь фокальной адгезии белка Talin для культу-
рального пластика была наибольшей и соответствова-
ла плотности белка цитоскелета — f-актина (рис. 5, б). 
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На всех видах матриксов не обнаружен монослой 
клеток. На ФШ активация интегриновых рецепторов 
и формирование очагов фокальной адгезии были 
максимальными в сравнении с другими матриксами: 
отмечена наибольшая площадь Talin и f-актина. На 
поверхности ФШ обнаружены очаги скопления клеток 
веретенообразной формы с малым количеством кон-
тактов, однако вместе с тем присутствовали конгло-
мераты ошаренных клеток. На ПГБВ/ПКЛ/VEGF и КП 
форма и характер распределения флуоресцирующих 
белков были схожи: от округлой до более равно вытя-
нутой во всех направлениях. Межклеточных контактов 
немногим больше на ПГБВ/ПКЛ/VEGF (видимо, вслед-
ствие выделения из полимерных нитей сосудистого 
фактора роста).

В целом можно заключить, что матриксные свой-
ства и адгезионность нового разрабатываемого мате-
риала на основе 15% ФШ находятся на уровне раз-
работанного нами ранее искусственного ПГБВ/ПКЛ/
VEGF-материала, а также децеллюризированного 
ком мер ческого бычьего КП.

Заключение
В настоящем исследовании проведена комплекс-

ная сравнительная оценка в экспериментах in vitro 
физико-механических характеристик и биосовме-
стимости тканеинженерных сосудистых заплат. По 
большинству исследуемых показателей матриксы, из-
готовленные из 15% фиброина шелка, продемонстри-
ровали удовлетворительные результаты, сопостави-
мые с таковыми для ранее разработанного материала 
ПГБВ/ПКЛ/VEGF, а также коммерческого КП-лоскута, а 
в случае адгезии и активации тромбоцитов — превос-
ходили указанные заплаты.

В совокупности фиброин шелка можно определить 
как материал с достаточной биологической совмести-
мостью, что позволяет считать изготовленный из него 
тканеинженерный матрикс перспективным для им-
плантации в стенку кровеносных сосудов. Однако не-
обходимы дальнейшие исследования этих матриксов 
в качестве сосудистых заплат.
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