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Цель исследования — анализ пригодности состава биочернил на основе коллагена высокой концентрации (40 мг/мл) и 
желатиновых гранул (6,25 мг/мл) для печати пористо-структурированных гидрогелевых конструкций с помощью экструзионного 
3D-биопринтера.

Материалы и методы. Биопечать проводили на биопринтере 3D Invivo (Rokit, Южная Корея). Оценивали непрерывность 
филамента при экструзии, изменение его толщины после тестовой печати и инкубирования, а также биодеградацию готовых 
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скаффолдов. Исследовали цитосовместимость гидрогеля по пролиферации инкорпорированных в скаффолды мультипотентных 
мезенхимных стромальных клеток жировой ткани человека (ММСК-ЖТ). Для определения иммунофенотипа ММСК-ЖТ проводи-
ли проточную цитометрию. Пролиферацию клеток in vitro в структуре скаффолдов исследовали спектрофотометрически после 
добавления реагента PrestoBlue в течение 28 сут. Анализ экспрессии целевых генов осуществляли методом количественной 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией на 21-е сутки культивирования. В работе использовали праймеры к 
матричной РНК, кодирующей синтез хондрогенных факторов и метаболитов (ACAN, SOX9, COL1A1, COL2A1), поверхностных 
маркеров (CD29, CD44, CD73, CD90, CD105), а также факторов гипоксии (HIF1A), пролиферации (PCNA) и апоптоза (BCL2, 
BAX). Морфологию скаффолдов изучали на 28-е сутки культивирования посредством световой микроскопии после фиксации и 
окраски гистологических срезов. 

Результаты. Экструзия гидрогелевого состава на основе коллагена высокой концентрации (40 мг/мл) и желатиновых гранул 
(6,25 мг/мл) в процессе печати была стабильной, без обрыва филамента. При инкубации в фосфатно-солевом буфере толщина 
филамента данного гидрогеля была статистически значимо выше толщины скаффолда после печати. Деградация скаффолдов 
из коллагена и желатина в растворе коллагеназы I типа начиналась раньше, чем коллагеновых. Инкубация в фосфатно-соле-
вом буфере в течение 14 сут приводила к меньшей потере массы при сушке скаффолдов из коллагена с гранулами желатина. 
Клетки, выделенные из жировой ткани человека, экспрессировали поверхностные маркеры, характерные для ММСК-ЖТ. Про-
лиферацию и дифференцировку ММСК-ЖТ в хондрогенном направлении наблюдали в обеих сравниваемых группах. Различия 
заключались в пространственном расположении клеток. В скаффолдах из коллагена большая часть клеток находилась на по-
верхности, а в скаффолдах из коллагена и желатина клетки были распределены по всему объему. Результаты количественной 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией по методу 2–ΔΔCt продемонстрировали повышенную экспрессию транс-
крипционного фактора SOX9 клетками в скаффолдах из коллагена и желатина, а также пониженную экспрессию антиапоптоти-
ческого гена BCL2 относительно скаффолдов из коллагена.

Заключение. В работе предложен состав биочернил на основе коллагена высокой концентрации (40 мг/мл) и желатино-
вых гранул (6,25 мг/мл) для биопечати пористо-структурированных гидрогелевых конструкций. Исследование показало, что ги-
дрогель пригоден для печати и проявляет свойства пористого материала. Гидрогель обеспечивал равномерное распределение 
ММСК-ЖТ в объеме скаффолда и способствовал их дифференцировке в хондрогенном направлении. Таким образом, предлага-
емый состав биочернил является перспективным материалом для применения в тканевой инженерии. 
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The aim of the study was to analyze the composition feasibility of the bioinks based on high-concentration collagen (40 mg/ml) and 
gelatin granules (6.25 mg/ml) for bioprinting of porous-structured hydrogel constructs using an extrusion 3D bioprinter.

Materials and Methods. Bioprinting was performed on a 3D Invivo bioprinter (Rokit, South Korea). We assessed the filament 
continuity during extrusion, the changes in its thickness after test printing and incubation, as well as the biodegradation of prepared 
scaffolds. The hydrogel cytocompatibility was studied by the proliferation of adipose-derived stem cells (ADSCs) incorporated into the 
scaffolds. Flow cytometry was performed to determine the immunophenotype of ADSCs. Cell proliferation in the scaffold structure was 
studied in vitro during 28 days spectrophotometrically after adding PrestoBlue reagent. The expression of target genes was analyzed by 
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) on day 21 of cultivation. We used the primers for mRNA encoding 
the synthesis of chondrogenic factors and metabolites (ACAN, SOX9, COL1A1, COL2A1), surface markers (CD29, CD44, CD73, CD90, 
CD105), as well as hypoxia (HIF1A), proliferation (PCNA), and apoptosis (BCL2, BAX) factors. The morphology of the scaffolds was 
studied on day 28 of culturing by light microscopy after fixing and staining the histological sections.

Results. The extrusion of the high concentration collagen-based hydrogel composition (40 mg/ml) and gelatin granules (6.25 mg/ml) 
during printing was stable, there was no filament breakage. When incubated in phosphate-buffered saline, the filament thickness of 
the hydrogel was statistically significantly higher than the scaffold thickness after printing. The degradation of the scaffolds from the 
hydrogel and gelatin in the solution of type I collagenase started earlier than the collagen scaffolds. The incubation in phosphate-buffered 
saline for 14 days resulted in less mass loss when drying the collagen scaffolds with gelatin granules. The cells isolated from human 
adipose tissue expressed surface markers characteristic of ADSCs. ADSCs proliferation and differentiation in chondrogenic direction 
were observed in both groups compared. The differences were in the spatial arrangement of the cells. In the collagen scaffolds the most 
cells were on the surface, while in the scaffolds from collagen and gelatin the cells were distributed throughout the whole volume. The 
2–ΔΔCt quantitative reverse transcription polymerase chain reaction results showed the increased expression of the transcription factor 
SOX9 by the cells in the collagen and gelatin scaffolds, as well as the decreased expression of the anti-apoptotic gene BCL2 relative to 
the collagen scaffolds.

Conclusion. The present study suggested the bioink composition based on high concentration collagen (40 mg/ml) and gelatin 
granules (6.25 mg/ml) for bioprinting of porous-structured hydrogel constructs. The study showed hydrogel to be appropriate for printing 
and exhibited the properties of a porous material. The hydrogel provided the uniform distribution of ADSCs in the scaffold volume, 
contributing to their differentiation in the chondrogenic direction. Thus, the suggested bioink composition appears to be a promising 
material to be used in tissue engineering.

Key words: tissue engineering; 3D bioprinting, scaffold; bioinks; ADSCs.

Введение

Повреждения хряща чаще всего возникают в ре-
зультате травм, хронических и аутоиммунных заболе-
ваний. Человеческий организм обладает ограничен-
ными возможностями регенерации хрящевой ткани 
из-за ее аваскулярной структуры и низкой метаболи-
ческой активности хондроцитов [1, 2]. В настоящее 
время хирургические процедуры восстановления 
хряща основаны на микроперфорировании, хондро-
пластике, а также трансплантации кадаверных мате-
риалов. Однако часто вместо полного восстановле-

ния целостности хрящевого дефекта данные методы 
только отдаляют наступление рецидива [3, 4]. Все 
это побуждает продолжать поиск новых методов со-
здания тканеинженерных аналогов хрящевой ткани.

Трехмерная (3D) экструзионная биопечать отно-
сится к аддитивным технологиям послойной печа-
ти цитосовместимых гидрогелевых материалов [5]. 
Сам по себе процесс биопечати подразумевает со-
здание тканеинженерной конструкции (скаффолда). 
Скаффолд формируется путем нанесения гидро-
гелевого состава с инкорпорированными клетка-
ми непосредственно на подложку биопринтера или 
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культуральный пластик с помощью автоматизирован-
ной системы дозирования [6]. Гидрогелевые составы 
c клетками и другими необходимыми компонентами 
(питательная среда, буферный раствор, сшивающие 
агенты и т.д.), применяемые в 3D-биопечати, называ-
ются биочернилами [7]. Разработка новых биосовме-
стимых материалов для 3D-биопечати и оптимизация 
состава существующих являются одними из главных 
задач как для тканевой инженерии, так и для регене-
ративной медицины в целом [8].

Зачастую в исследованиях по реконструкции хря-
ща используют дифференцированные клетки, такие 
как хондроциты, а также клетки на стадии тканеспе-
цифической дифференцировки — хондробласты 
[9]. Процедура включает в себя получение клеток 
из здоровых участков хрящевой ткани пациента и 
их экспансию в условиях in vitro. Недостатком этого 
метода является ограниченная доступность хондро-
цитов и их склонность к дедифференцировке после 
2  нед культивирования на адгезивном пластике в 
фибробласты [10, 11]. Кроме того, возможны повре-
ждения донорской зоны в месте взятия хрящевой 
ткани [12, 13]. 

Альтернативным источником клеточного мате-
риала может выступать липоаспират, полученный 
из жировой ткани пациента, содержащий мультипо-
тентные мезенхимные стромальные клетки (ММСК-
ЖТ) [14]. Большим преимуществом ММСК-ЖТ яв-
ляется менее инвазивная процедура получения, в 
отличие от хондроцитов и хондробластов, высокий 
выход клеток, а также способность к хондрогенной 
дифференцировке после 6 циклов пассирования и 
криоконсервации [15].

Клиническое применение полноразмерных скаф-
фолдов толщиной от 1 мм сопряжено с рядом труд-
ностей, связанных как непосредственно с процессом 
биопечати, так и с интеграцией клеток в скаффолд 
[16]. Инкапсулированные клетки часто ограничены в 
миграции и пролиферации плотными сетями биома-
териала, формирующимися в процессе гелеобразо-
вания биочернил.

Цель данного исследования — анализ пригод-
ности состава биочернил на основе коллагена высо-
кой концентрации (40 мг/мл) и желатиновых гранул 
(6,25 мг/мл) для печати пористо-структурированных 
гидрогелевых конструкций с помощью экструзионно-
го 3D-биопринтера. Оценивали пригодность состава 
для печати, изменение толщины филамента после 
тестовой печати и инкубирования, биодеградацию го-
товых скаффолдов, а также их цитосовместимость и 
функциональность.

Материалы и методы

Процедура смешивания биочернил. Приготов
ление биочернил осуществляли в шприцах (1 мл; 
Vogt Medical, Германия), соединенных при помощи 
пластикового комбификс-адаптера (тип соединения 

Luer Lock; Leiko Injekto, Китай), в соответствии с ме-
тодикой производителя коллагена [17]. Для получе-
ния 1 мл исследуемого состава смешивали 500 мкл 
стерильного ателоколлагена свиньи I типа в концен-
трации 80 мг/мл («Имтек», Россия), 250 мкл Tris-HCl 
(100 мМ; «ПанЭко», Россия), 250 мкл клеточной су-
спензии в питательной среде DMEM (Gibco, США), 
6,25 мг желатиновых гранул (G1890; тип A, прочность 
геля ~300 g Bloom; Sigma-Aldrich, США). Биочернила 
того же состава, но без гранул желатина, использова-
ли для печати скаффолдов группы сравнения.

Определение диаметра гранул желатина. 
До смешивания проводили оценку диаметра ис-
пользуемых гранул желатина. Для этого на сте-
кла наносили образец гранул, фотографировали 
с использованием инвертированного микроскопа 
«Биомед-3» («Биомед», Россия) и камеры ToupCam 
UCMOS03100KPA (ToupTek Photonics, Китай). 
Изображения обрабатывали с помощью программно-
го обеспечения ImageJ v. 1.52a. Диаметр вычисляли 
по формуле:

2 SD=
π

,

где D — диаметр гранул, S — площадь среза гранул.
Основные параметры печати. Биопечать осу-

ществляли на биопринтере 3D Invivo (Rokit, Южная 
Корея). Экструзию материалов выполняли через 
иглы 21G (~514 мкм) типа Luer Lock. Перед процес-
сом печати проводили юстировку печатного стола 
и выравнивание давления в шприцевом дозаторе. 
G-код создавали в среде NewCreatorK (v.  1.57.63). 
Скаффолды печатали в виде цилиндров высо-
той 4 мм и диаметром 3,2 мм. Параметры: высо-
та слоя — 514 мкм, процент заполнения — 80, тип 
заполнения  — концентрический, скорость печати 
первого слоя — 2 мм/c, скорость печати — 5 мм/с, 
толщина стенки — 1,028 мм, процент толщины пер-
вого слоя — 133, процент выхода материала — 100. 
Использовали параметр Skirt, который заключался 
в построении контура вокруг печатаемой области 
для исключения обрыва материала на первом слое. 
Температура столика, как и температура гидрогеля в 
шприце, поддерживалась на уровне 4°С.

Оценка толщины линий и площади ниш. Для 
оценки толщины филамента полученного гидроге-
левого состава использовали тестовую пластину с 
шириной линии 0,5 мм и 8 нишами площадью 4 мм2 
в соответствии с методикой, приведенной в наших 
предыдущих работах [18, 19]. Высота объекта — 
600  мкм, высота слоя печати — 342 мкм. С учетом 
потенциальной ошибки процесса калибровки базово-
го слоя выход материала на первом слое составил 
115%. После печати пластину заливали фосфатно-
солевым буфером (ФСБ) («ПанЭко», Россия) и инку-
бировали в нем же в течение суток при температуре 
37°C. После этого ФСБ удаляли и фотографировали 
напечатанные объекты с использованием инвертиро-
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ванного микроскопа «Биомед-3» («Биомед», Россия) 
и камеры ToupCam UCMOS03100KPA (ToupTek 
Photonics, Китай). Изображения обрабатывали в про-
грамме ImageJ v. 1.52a.

Оценка биодеградации тканеинженерных кон-
струкций. Для оценки времени биодеградации пе-
чатали 2 группы скаффолдов: коллагеновые 4% и 
коллагеновые 4% с включением желатиновых гранул 
в концентрации 6,25 мг/мл. После 3D-печати скаф-
фолды заливали теплым раствором ФСБ (37°С) и по-
мещали в СО2-инкубатор MCO-5AC (Sanyo, Япония) 
на сутки для завершения полимеризации. На следу-
ющий день распределяли образцы на две группы. 
Биодеградацию полученных скаффолдов исследо-
вали при инкубации в растворах ФСБ и коллагена-
зы I типа с концентрацией 0,1 мг/мл (Gibco, США). 
Степень деградации после инкубации в растворе 
коллагеназы оценивали через 2, 4 и 6 ч; в раство-
ре ФСБ — через 7 и 14 сут. Образцы выдерживали 
при 37°С, после чего промывали ФСБ двукратно. 
Скаффолды (n=5) размещали в чашки Петри по груп-
пам и оставляли для сушки при комнатной темпера-
туре до следующего дня. Далее скаффолды помеща-
ли в сушильный шкаф ГП-40 МО (АО «Касимовский 
приборный завод», Россия). Использовали програм-
му «Сушка» (85°С) в течение часа. Скаффолды 
взвешивали на аналитических весах Adventurer Pro 
AV114C (Ohaus, США).

Культура мультипотентных мезенхимных 
стромальных клеток жировой ткани. Экспе
риментальные исследования по цитосовместимо-
сти были выполнены с использованием ММСК-ЖТ. 
Донорство жировой ткани осуществлялось при про-
ведении плановых операций по липосакции после 
подписания пациентами информированного согла-
сия. Изолированные при помощи коллагеназы II типа 
(Sigma-Aldrich, США) клетки переносили в культу-
ральные флаконы из расчета 5·104 клеток на 1 см2 и 
культивировали в среде DMEM («ПанЭко», Россия) 
с содержанием 1 г/л глюкозы и с добавлением 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки — ЭТС (Biosera, 
Франция), пенициллина–стрептомицина (100 ЕД/мл и 
100 мкг/мл соответственно), глутамина (150 мкг/мл) 
в СО2-инкубаторе MCO-5AC (Sanyo, Япония) при 
37°С до 9-го пассажа. Морфологию клеток оценива-
ли с помощью фазово-контрастной световой микро-
скопии на инвертированном микроскопе Leica DMi1 
(Leica Microsystem, Германия). Изображения клеток 
получали с помощью камеры Flexacam C1 (Leica 
Microsystem, Германия). Для оценки жизнеспособ-
ности клеток до их включения в скаффолды суспен-
зию окрашивали 0,4% раствором трипанового синего 
(«ПанЭко», Россия) в ФСБ.

Проточная цитометрия. Перед встраивани-
ем клеток в структуру биочернил проводили проточ-
ную цитометрию на приборе Macs Quant 16 (Miltenyi 
Biotec, Германия) для определения иммунофеноти-
па ММСК-ЖТ. Клетки снимали с пластика раствором 

трипсина-ЭДТА («ПанЭко», Россия), после чего от-
мывали от ферментов ФСБ (400 g, 5 мин) и вносили 
в пробирки Falcon 12×75 мм (Thermo Fisher Scientific, 
США) в количестве 5·105 клеток на 50 мкл окраши-
вающего буфера (ФСБ c 1% ЭТС). Далее добав-
ляли мышиные моноклональные антитела к CD29, 
CD90, СD105 (130-101-27, 130-114-859, 130-112-163; 
Miltenyi Biotec, Германия); CD44, CD73 (REF 347943, 
REF 561254; Becton Dickinson, США); CD45, CD34 
(SAB4700480, SAB4700682; Sigma-Aldrich, Германия) 
согласно инструкции производителей. Инкубировали 
в течение 30 мин при 4°С в холодильнике. По истече-
нии этого срока клетки центрифугировали, отмывали 
дважды в ФСБ, доводили объем пробы до 400 мкл. 
Каждый образец записывали в трех повторностях с 
количеством событий 30 000. Для измерения флуо-
ресценции FITC (CD44, CD73, CD90, CD45) исполь-
зовали канал B1 (525/50 нм), для PE (CD29, СD105, 
CD34) — канал B2 (579/34 нм). В качестве отрица-
тельного контроля служили клетки, не окрашенные 
антителами.

Оценка пролиферации клеток, инкорпори-
рованных в скаффолды. Для исследования про-
лиферации клеток внутри скаффолдов печатали 
конструкции с ММСК-ЖТ (концентрация — 2·106 в 
1 мл гидрогеля). Изучали две группы скаффолдов: 
напечатанные из 4% коллагенового гидрогеля и 
из биочернил на основе коллагена и желатина. 
Напечатанные скаффолды цилиндрической фор-
мы инкубировали в 24-луночных планшетах (Nunc, 
Дания) в хондрогенной среде, состоящей из DMEM с 
GlutaMAX (Gibco, США) и содержащей 4,5 г/л глюко-
зы, с добавлением 5% эмбриональной телячьей сы-
воротки (Biosera, Франция), 1% пенициллина–стреп-
томицина (Gibco, США), 100 нг/мл фактора роста 
фибробластов («ПанЭко», Россия), 100 нг/мл инсу-
линоподобного фактора роста I типа (Sigma-Aldrich, 
США), 10 нг/мл трансформирующего фактора рос
та (Sigma-Aldrich, США), 100 МЕ инсулина (РУП 
«Белмедпрепараты», Беларусь), 10 мкг/мл аскор-
биновой кислоты (50 мг/мл; ОАО «Дальхимфарм», 
Россия) при стандартных условиях в течение 3, 
7, 14, 21 и 28 сут. Смену среды проводили каждые 
2 сут. Скаффолды по истечении срока инкубирова-
ния перемещали в 96-луночный планшет, заливали 
питательной средой без сыворотки (180 мкл/лунку) 
и добавляли реагент PrestoBlue (Invitrogen, США) в 
количестве 20 мкл на лунку. Скаффолды инкуби-
ровали в течение 2 ч при 37°С. Измерение оптиче-
ской плотности проводили на спектрофотометре 
INNO-S (LTeK, Южная Корея) в диапазоне длин 
волн 500–630 нм с шагом 10 нм. Итоговое значение 
оптической плотности вычисляли на двух длинах 
волн — 560 нм (максимум поглощения) и 600 нм (ре-
ференсная длина волны).

Гистологический анализ полученных скаф-
фолдов. Проверку морфологии скаффолда осу-
ществляли на 28-е сутки посредством создания 
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фиксированных гистологических срезов и световой 
микроскопии. Скаффолды фиксировали в течение 
24 ч в кислой жидкости Буэна, содержащей 1,3% три-
нитрофенол (Sigma-Aldrich, Германия) и 40% форма-
лин («БиоВитрум», Россия). После отмывки в 70% 
этаноле выполняли стандартную гистологическую 
проводку образцов с их последующим заключением 
в парафиновую среду «Гистомикс» («БиоВитрум», 
Россия). Парафиновые срезы толщиной 5 мкм, по-
лученные на микротоме RM2235 (Leica Microsystem, 
Германия), помещали на силанизированные стекла 
S3003 (Dako, США). Для гистологических исследо-
ваний депарафинированные срезы окрашивали ге-
матоксилином и эозином и альциановым синим 8GX 
(Sigma-Aldrich, Германия). После обезвоживания в 
спиртах и просветления в орто-ксилоле препараты 
заключали в канадский бальзам (Merck, Германия). 
Иммуногистохимические исследования проводили 
с использованием моноклональных кроличьих ан-
тител к коллагену II типа (SAB4500366; 1:50; Sigma-
Aldrich, Германия). Для иммуновизуализации кроли-
чьих антител применяли вторичные козьи антитела 
к кроличьим IgG, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (ab205718; 1:1000; Abcam, США). Растворы 
для иммуногистохимии готовили на ФСБ. Согласно 
протоколу иммуногистохимических исследований, 
до нанесения первичных антител к коллагену II типа 
депарафинированные срезы, погруженные в ци-
тратный буфер (рН=6,0), кипятили в течение 5 мин. 
Эндогенную пероксидазу блокировали в 3% рас-
творе перекиси водорода. В блокирующий буфер 
добавляли 2% нормальной сыворотки, 1% бычье-
го сывороточного альбумина и 0,1% Тритона Х-100 
(Sigma-Aldrich, США). В растворе первичных антител 
препараты инкубировали в течение ночи во влаж-
ной камере при 4°С. После отмывки препаратов в 
ФСБ на срезы наносили вторичные козьи антикро-
личьи антитела на 1 ч при комнатной температуре. 
Субстратную пероксидазу выявляли с использова-
нием диаминобензидина (Liquid DAB+; К3468; Dako, 
Дания). После обезвоживания в спиртах и просвет-
ления в ксилоле препараты заключали в канадский 

бальзам. Гистологические срезы изучали с помощью 
микроскопа 3 ЛЮМ LED («Микромед», Россия) со 
встроенной камерой U3CMOS05100KPA ToupCam 
(ToupTek Photonics, Китай).

Анализ экспрессии целевых генов методом 
количественной ПЦР с обратной транскрипци-
ей. Суммарную РНК получали с помощью реаген-
та ExtractRNA («Евроген», Россия) из скаффолдов, 
культивируемых 21 сут в хондрогенной среде. 
Для этого скаффолды помещали в пробирки типа 
Эппендорф (1,5 мл; NEST, Китай), заливали 100 мкл 
реагента ExtractRNA, после чего конструкции расти-
рали полипропиленовым пестиком до гомогенного 
состояния. Далее добавляли ExtractRNA в количе-
стве 1000 мкл; содержимое пробирки перемешива-
ли на вортексе (V-1 plus; BioSan, Латвия) в течение 
16 с. Следующие этапы выполняли согласно стан-
дартному протоколу производителя. Для повыше-
ния степени чистоты выделенной РНК использова-
ли осаждение в 100 мкл раствора LiCl (12 М; 310468; 
Sigma-Aldrich, США). В качестве контроля выступа-
ла культура ММСК-ЖТ 9-го пассажа, выращенная в 
чашках Петри (60 мм; Wuxi NEST Biotechnology Co., 
Ltd, Китай). Концентрацию РНК измеряли на спек-
трофотометре Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Синтез комплементарной ДНК про-
водили с помощью набора для обратной транскрип-
ции M-MuLV–RH (R03-10; «Биолабмикс», Россия) 
в соответствии с протоколом производителя с ис-
пользованием случайных гексануклеотидных прай-
меров на амплификаторе «БИС» М111-05-60 (ООО 
«БИС-Н», Россия). Все образцы комплементарной 
ДНК хранили при температуре −20°C до количест-
венного анализа ПЦР.

Количественную ПЦР проводили в 96-луночном 
планшете (B96NS-01N; GenFollower, Китай) с ис-
пользованием набора «БиоМастер» HS-qPCR SYBR 
Blue 2× (МНС030-2040; «Биолабмикс», Россия) на 
приборе CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, США). 
Последовательности праймеров, используемые для 
количественной ПЦР (см. таблицу), были сконстру-
ированы с помощью онлайн-инструмента Primer-

Последовательность праймеров, использованных в эксперименте

Ген Последовательность праймера 5’→3’
(F — прямой, R — обратный)

Размер продукта ПЦР, 
пар оснований

ALAS1 F: TTGGGGATCGGGATGGAGTC
R: GAGAACTCGTGCTGGCGATG

102

GAPDH F: CCTCTGACTTCAACAGCGACA
R: GTTGTCATACCAGGAAATGAGCTTG

101

GUSB F: GCGTAGGGACAAGAACCACC
R: TCCAAGGATTTGGTGTGAGCG

120

IPO8 F: GCAGAGTGTCATGCAGCTAAAC
R: GACCCCTCGAGTTAATCTCTCCA

120

YWHAZ F: TGGTGATGACAAGAAAGGGATTGT
R: AGTTAAGGGCCAGACCCAGT

119
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Ген Последовательность праймера 5’→3’
(F — прямой, R — обратный)

Размер продукта ПЦР, 
пар оснований

SOX9 F: GGCAAGCTCTGGAGACTTCTG
R: CCCGTTCTTCACCGACTTCC

138

ACAN F: ACACTGGCGAGCACTGTAAC
R: GCTGGGAAGGCATAAGCATGT

113

COL1A1 F: CTGACGCACGGCCAAGAG
R: TCCACACGTCTCGGTCATGG

106

COL2A1 F: AAGGATGGCTGCACGAAACA
R: TGTCCATGGGTGCAATGTCAA

106

PCNA F: GGCGCTAGTATTTGAAGCACCA
R: CACCAGAAGGCATCTTTACTACACA

131

HIF1A F: CATCCAAGAAGCCCTAACGTGT
R: TCGCTTTCTCTGAGCATTCTGC

111

BAX F: CGGGTTGTCGCCCTTTTCTA
R: GGAAGTCCAATGTCCAGCCC

106

BCL2 F: TGATGGGATCGTTGCCTTATGC
R: CAGTCTACTTCCTCTGTGATGTTGT

106

CD105 F: TAGCCCTGCGTCCCAAGAC
R: GGACGAGGCCTTTGCTTGTG

114

CD90 F: TCACAGTGCTCAGAGACAAACTG
R: AAATCCGTGGCCTGGAGGA

115

CD73 F: CAATGGTGGAGATGGGTTCCAG
R: TTGATCCGACCTTCAACTGCTG

135

CD44 F: ACCCAGAAGGAACAGTGGTTTG
R: TTGGATGGCTGGTATGAGCTG

118

CD29 F: ACCAACCGTAGCAAAGGAACAG
R: AATGTCTGTGGCTCCCCTGAT

107

Окончание таблицы

BLAST NCBI [20]. Синтез праймеров осуществля-
ли в ООО «Бигль» (Россия). Количественную ПЦР 
проводили в трех повторах для каждого образца. 
Предварительная денатурация — 95°C, 5 мин; 40 ци-
клов: денатурация (95°C, 10 с), отжиг (61°C, 20 с), 
элонгация (72°C, 10 c). Относительные уровни экс-
прессии матричной РНК устанавливали с помощью 
метода 2–ΔCt в зависимости от референса. В коллаге-
новых скаффолдах и скаффолдах на основе колла-
гена и желатина методом 2–ΔΔCt определяли кратные 
изменения уровней экспрессии. Референсные гены 
подбирали среди пяти генов-кандидатов: ALAS1, 
GAPDH, GUSB, IPO8 и YWHAZ согласно методике 
F. Xie и соавт. [21].

Статистическая обработка. Визуализацию 
и анализ полученных данных проводили при помо-
щи статистического программного обеспечения R 
v. 3.4.1 и GraphPad Prism v. 9.5.0. Применяли одно-
факторный дисперсионный анализ (one-way ANOVA) 
совместно с критерием Тьюки. T-критерий Стьюдента 
использовали для оценки толщины филамента и 
площади ниш, U-критерий Манна–Уитни — для ана-
лиза экспрессии генов. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05.

Результаты

Пригодность состава биочернил для печати. 
Межквартильный размах диаметра гранул желати-
на, включенных в коллагеновый гидрогель, составил 
[69,26; 154,57] мкм при медиане 112,60 мкм (n=350) 
(рис. 1). Экструзия данного гидрогеля через иглы 
21G в процессе печати тестовой пластины была ста-
бильной, без обрыва филамента. После печати не 
выявлено статистически значимых различий между 
коллагеновым гидрогелем и биочернилами на основе 
коллагена и желатиновых гранул (p>0,05).

В результате инкубации филамента из гидроге-
ля на основе коллагена и желатина в растворе ФСБ 
произошло его набухание (рис. 2, б), что привело не 
только к утолщению филамента, но и к снижению 
объема образовавшихся ниш (рис.  2, а). Степень 
набухания полученного состава биочернил для ли-
ний увеличена на 47,4%, для ниш — на 42,2%. Таким 
образом, гидрогель из коллагена с желатиновыми 
гранулами проявлял свойства пористого материа-
ла, гидратация которого выражена сильнее.

Биодеградация скаффолдов. Данные, по-
лученные в ходе исследования биодеградации 
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Рис. 1. Гистограмма плотности вероятности диаметра сухих гранул желатина (300 g Bloom), 
инкорпорированных в коллагеновый гидрогель (n=350)

скаффолдов в растворе коллагеназы I типа, пред-
ставлены на рис. 3. Статистически значимое разли-
чие наблюдается между группами после 2 ч инкуба-
ции (p<0,05). Масса скаффолдов из исследуемого 
состава биочернил была ниже, поскольку расще-
пление молекул коллагена и желатина ферментом 
в них началось быстрее, вероятно за счет лучше-
го доступа. Достоверных различий в массе скаф-

фолдов двух групп после нахождения в растворе 
коллагеназы I типа в течение 4 и 6 ч не наблюда-
лось (p>0,05). Значения сухой массы скаффолдов, 
инкубированных в растворе ФСБ (рис. 4), стати-
стически значимо различаются между группами на 
14-е сутки (p<0,05). Для скаффолдов из коллагена 
и желатина установлено более высокое значение. 
Так как время сушки было одинаковым, вероятно, 
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Рис. 2. Результаты тестовой печати скаф-
фолдов на основе 4% коллагена и на осно-
ве биочернил 
Размеры ниш (а) и линий (б) после печати и 
после суток инкубации в фосфатно-солевом 
буфере. На гистограмме приведены средние 
значения и 95% доверительный интервал; 
ns — p>0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Рис. 3. Изменение веса скаффолдов при ин-
кубации в растворе коллагеназы в концент-
рации 0,1 мг/мл
На точечном графике приведены средние зна-
чения веса и 95% доверительный интервал; 
ns — p>0,05, * p<0,05 (n=5 на каждую точку)
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Рис. 5. Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки, выделенные из жиро-
вой ткани человека
Световая микроскопия; 10× (а); 20× (б)

при добавлении гранул желатина к коллагену про-
изошло изменение коллоидно-физических свойств 
гидрогеля, вследствие чего увеличилась его спо-
собность связывать молекулы воды.

Культура мультипотентных мезенхим-
ных стромальных клеток жировой ткани. 
Культивируемые в монослое ММСК-ЖТ имели фи-
бробласто-подобную морфологию: крупные распла-
станные клетки веретеновидной или неправильной 
формы (рис. 5) с 2–4 длинными отростками; цито-
плазма — однородная, прозрачная, без включений. 
Ядра располагались ближе к периферии (эксцент-
рично) с равномерным распределением хроматина. 
Жизнеспособность клеток 9-го пассажа составила 
96,34±0,76%.

Иммунофенотипирование мультипотент-
ных мезенхимных стромальных клеток жи-
ровой ткани. Стратегия гейтирования проточной 
цитометрии заключалась в отсечении всех собы-
тий от клеточного дебриса, построении региона 
P1 по SSC-А против FSC-A на диаграмме плотно-
сти (рис.  6,  а). Для отсечения клеточных дуплетов 
строился регион P2 по гейту 1 (P1/P2) на диаграмме 
FSC-H против FSC-A (рис. 6, б). События гейта 2 от-
кладывались на гистограмму интенсивности флуо-
ресценции PE и FITC. Регион P3 (P1/P2/P3) учиты-
вал события с положительным уровнем экспрессии 
поверхностных маркеров (рис. 6, в–и). Процент 

клеток, экспрессирующих поверхностные маркеры, 
характерные для ММСК-ЖТ, по результатам цито-
метрического анализа был следующим: 2,35±0,03% 
для CD34; 1,95±0,02% для CD454; 93,13±0,20% 
для CD90; 89,73±0,43% для CD73; 90,29±0,17% для 
CD44; 98,24±0,08% для CD29; 65,22±1,35% для 
CD105 (рис. 6, к).

Оценка пролиферации клеток внутри со-
зданных скаффолдов. При культивировании скаф-
фолдов, полученных из коллагенового гидрогеля, 
и скаффолдов из биочернил на основе коллагена с 
гранулами желатина наблюдали пролиферацию ин-
корпорированных клеток на всем сроке наблюдения. 
Статистически значимой разницы средних значений 
оптической плотности между группами скаффолдов 
на 3, 7, 14, 21 и 28-е сутки культивирования не обна-
ружено (рис. 7).

Гистологический анализ полученных скаф-
фолдов. Скаффолды после 28 сут инкубирования 
в стандартных условиях представлены на рис.  8. 
Пролиферацию и дифференцировку ММСК-ЖТ 
в хондрогенном направлении наблюдали в обеих 
сравниваемых группах, при этом между ними были 
выявлены различия. В коллагеновом скаффолде 
клетки располагались одиночно в толще каркаса и 
единым слоем на его поверхности. Коллаген II типа 
и гликозаминогликаны были выявлены преимуще-
ственно на поверхности коллагенового скаффолда; 
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Рис. 4. Изменение веса скаффолдов при ин-
кубации в фофатно-солевом буфере 
На точечном графике приведены средние зна-
чения веса и 95% доверительный интервал; 
ns — p>0,05, * p<0,05 (n=5 на каждую точку)
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в центральной части окрашивание отсутствовало. 
В  случае скаффолдов на основе коллагена и жела-
тина наблюдалось объединение клеток в обширные 
группы внутри скаффолда; гликозаминогликаны и 
коллаген II типа распределены по всему образцу с 
преобладанием окрашивания клеточных скоплений.

Анализ экспрессии целевых генов. В качест-
ве референсных генов была выбрана пара GUSB 

и GAPDH. При применении метода 2–ΔCt в скаф-
фолдах двух исследуемых групп наблюдался про-
цесс дифференцировки ММСК-ЖТ, на это указывает 
статистически значимое уменьшение экспрессии ге-
нов поверхностных маркеров CD44 и CD90 (рис. 9). 
Экспрессия CD90 в ММСК-ЖТ (1,93±0,50) статисти-
чески значимо (p<0,05) отличалась от экспрессии в 
коллагеновом скаффолде (0,73±0,04) и в скаффолде 

а б в

г д е

ж з и

к

Рис. 6. Определение иммунофенотипа мультипотентных мезенхимных стромальных клеток жи-
ровой ткани человека (ММСК-ЖТ) 9-го пассажа
Диаграмма плотности SSC-A vs FSC-A с выбранным регионом P1 (а); диаграмма плотности FSC-H vs 
FSC-A c выбранным регионом P1/P2 (б); гистограмма количества событий по каналу PE, P3 регион 
включает в себя события с положительной экспрессией по кластеру дифференцировки CD29 (в), CD34 
(д) и CD105 (з); гистограмма количества событий по каналу FITC, P3 регион включает в себя события 
с положительной экспрессией по кластеру дифференцировки CD45 (г), CD90 (е), CD44 (ж) и CD73 (и). 
Записанный образец отображен красной линией, неокрашенный контроль — серой линией. На гисто-
грамме (к) — процентное содержание клеток ММСК-ЖТ, позитивных к поверхностным маркерам; при-
ведены средние значения и стандартное отклонение
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Рис. 7. Значения оптической плотности 
после добавления реагента PrestoBlue, 
полученные на 3, 7, 14, 21 и 28-е сутки ин-
кубации 4% коллагеновых тканеинженер-
ных конструкций и скаффолдов на основе 
биочернил
На гистограмме приведены средние значения 
оптической плотности и 95% доверительный 
интервал; ns — p>0,05
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из коллагена и желатина (0,78±0,17). Экспрессия 
CD44 в контроле (0,031±0,0034) статистически зна-
чимо отличалась от коллагеновых скаффолдов 
(0,008±0,0006) и группы исследуемого состава 
биочернил (0,009±0,0003). Аналогично экспрессия 
CD29 в ММСК-ЖТ (1,85±0,18) статистически значимо 
(p<0,05) отличалась от коллагенового скаффолда 
(1,21±0,14). Статистически значимых различий в 
экспрессии маркеров CD105 и CD73 между тремя 

группами не выявлено. Клетки внутри скаффолдов 
из коллагена с гранулами желатина продуциро-
вали характерные для матрикса хрящевой ткани 
гены COL2A1 и ACAN, а также ген транскрипцион-
ного фактора, отвечающего за регуляцию хондро-
генеза,  — SOX9. Экспрессия ACAN и SOX9 в двух 
группах скаффолдов статистически значимо отли-
чалась от контроля. Экспрессия гена COL2A1 мето-
дом 2–ΔCt в культуре ММСК-ЖТ (0,00008±0,000028) 
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Рис. 8. Скаффолды на основе коллагенового гидрогеля (а–г) и на основе биочернил (д–з) через 28 сут куль-
тивирования
Окрашивание гематоксилином и эозином (а, б, д, е), окрашивание альциановым синим (в, ж), иммуногистохимиче-
ская реакция к коллагену II типа (г, з). Стрелки указывают на зоны интереса — клетки, синтезирующие гликозамино-
гликаны и коллаген II типа; 1× (а, д); 10× (б–г, е–з)
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Рис. 9. Анализ экспрессии генов 
методом 2–ΔCt

На гистограмме приведены средние 
значения экспрессии генов и 95% до-
верительный интервал; * p<0,05
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статистически значимо отличалась (p<0,05) от уров-
ня экспрессии в скаффолде из коллагена с грану-
лами желатина (0,00024±0,000079). Статистически 
значимых различий в экспрессии COL1A1 в груп-
пах не выявлено. Экспрессия PCNA в ММСК-ЖТ 
(0,40±0,03) была существенно выше (p<0,05), чем в 
коллагеновом скаффолде (0,28±0,02) и скаффолде 
из исследуемого гидрогеля (0,28±0,01). Экспрессия 
HIF1A в ММСК-ЖТ (0,54±0,05) существенно отлича-
лась (p<0,05) от экспрессии в коллагеновом скаф-
фолде (0,33±0,04) и в скаффолде из исследуемого 
гидрогеля (0,33±0,03). Экспрессия гена антиапоп-
тического фактора BCL2 для группы исследуемого 
состава биочернил (0,0006±0,0004) отличалась как 
от коллагеновых скаффолдов (0,0016±0,0003), так и 
от контрольной группы (0,0020±0,0002). В экспрес-
сии BAX статистически значимых различий меж-
ду группами не наблюдалось. С помощью метода 
2–ΔΔCt (рис. 10) были выявлены статистически значи-
мые различия (p<0,05) в экспрессии гена SOX9 для 
группы коллагеновых скаффолдов и скаффолдов 
из коллагена с гранулами желатина (12,50±1,47 и 
17,32±0,27 соответственно). Наблюдались также 
различия в экспрессии BCL2 (0,78±0,15 и 0,32±0,18 
соответственно).

Обсуждение

Трансплантаты, созданные методом экструзион-
ной 3D-бипечати, должны не только точно воспроиз-
водить форму хрящевого дефекта, но и обеспечивать 
пролиферацию клеток внутри тканеинженерной кон-
струкции [22]. Основным ограничением клинического 
применения скаффолдов, которые в должной степе-
ни воспроизводят реальный объем тканевого дефек-
та, является сложность доставки питательных ве-
ществ к клеткам, особенно кислорода, из-за плотной 

структуры биоматериалов. Использование комби-
нации несмешивающихся фаз позволяет создавать 
пористую структуру, обеспечивающую эффективную 
диффузию [23]. G.L. Ying и соавт. [24] применяли со-
став на основе желатина метакрилоила (GelMA) и по-
лиэтиленоксида (PEO). В работе J. Tao и соавт. [25] 
основным компонентом служил гидрогель GelMa, а 
порообразующим — наночастицы β-лактоглобулина 
(β-LG) в растворе декстрана. Как в первом, так и во 
втором исследовании наблюдались равномерная 
миграция клеток по всей структуре пористого скаф-
фолда, повышение их жизнеспособности и пролифе-
ративной активности.

В настоящей работе исследовали биочернила на 
основе коллагена высокой концентрации (40 мг/мл), 
модифицированные добавлением желатиновых гра-
нул (6,25 мг/мл), в качестве материала для биопе-
чати пористо-структурированных гидрогелевых кон-
струкций. Принято считать, что с точки зрения 
гомогенности биочернил и лучшей пригодности для 
печати микрогранулы должны быть не более 50 мкм 
[26]. В нашей работе диаметр гранул желатина со-
ставлял [69,26; 154,57] мкм при медиане 112,60 мкм, 
что не препятствовало процессу печати. Биочернила 
стабильно наносились экструзионной насадкой 
послойно, без обрывов филамента. Гидрогель на 
основе коллагена и желатина проявлял свойства 
пористого материала. Существенное влияние на из-
менение геометрии конструкций после печати оказы-
вало инкубирование в ФСБ: в группах скаффолдов с 
добавлением желатиновых гранул после инкубации 
фиксировали увеличение объема филамента, что со-
гласуется с результатами для пористого материала 
на основе желатина в работе H.W. Liu и соавт. [27]. 
Повышение степени набухания биочернил для линий 
составило 47,4%, для ниш — 42,2%. При выдержи-
вании в растворе коллагеназы биодеградация скаф-

2–ΔΔCt

скаффолд на основе коллагена
скаффолд на основе биочернил

0       2      4       6       8     10    12    14     16     18     20

Рис. 10. Анализ экспрессии генов методом 
2–ΔΔCt

На гистограмме приведены средние значения экс-
прессии генов и 95% доверительный интервал; 
* p<0,05. Серая линия — монослойная культура 
мультипотентных мезенхимных стромальных кле-
ток жировой ткани человека (контроль)
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фолдов из коллагена и желатина начиналась рань-
ше, что также косвенно указывает на его пористость. 
Ранее проведенные исследования [28] показали, что 
пористость 4% коллагенового геля с концентрацией 
крысиных хондроцитов 20·106 мл–1 была недостаточ-
ной для обеспечения инкорпорированных клеток кис-
лородом и питательными веществами. Это негатив-
но сказывалось на их жизнеспособности в течение 
28 сут культивирования в условиях in vitro. В текущем 
исследовании использовали гидрогель с ММСК-ЖТ в 
концентрации 2·106 мл–1, т.е. в 10 раз меньше. При 
культивировании в условиях in vitro наблюдалось 
динамическое увеличение клеточной пролиферации 
на протяжении 28 сут как в группе скаффолдов, по-
лученных только из коллагенового гидрогеля, так и 
в группе скаффолдов из исследуемых биочернил. 
Однако образование клеточных скоплений внутри 
конструкций отмечалось преимущественно в скаф-
фолдах, изготовленных из коллагена и гранул же-
латина, в то время как в коллагеновом гидрогеле 
присутствовали одиночные клетки, а бóльшая часть 
клеток находилась на поверхности. Таким образом, 
повышение пористости гидрогеля способствовало 
улучшению условий существования инкорпорирован-
ных в каркас клеток.

В ряде более ранних исследований [29–31] отме-
чено преимущество коллагена в качестве основного 
материала скаффолда по сравнению с другими ма-
териалами (GelMA, альгинат, агароза, гиалуроновая 
кислота, фибрин, децеллюляризированный внекле-
точный матрикс). Инкапсулированные клетки де-
монстрировали в нем хорошую жизнеспособность, 
высокое содержание ДНК, а также повышенную экс-
прессию генов-маркеров пролиферации.

Известно, что ММСК-ЖТ способны дифферен-
цироваться в хондрогенном направлении [32, 33]. 
В  работе S. Ichinose и соавт. [34] описан процесс 
дифференцировки ММСК-ЖТ в сферических кон-
струкциях, где на 7-й день в поверхностной зоне по-
являлись фибробласты, в средней — апоптотические 
клетки, а в глубокой — хондроцитоподобные клетки. 
На 21-й день культивирования происходило посте-
пенное истончение поверхности и преобладание 
хондроцитоподобных клеток в хрящевых лакунах. 
Исследование M.J. Farrell и соавт. [35] продемон-
стрировало влияние условий нормоксии (~21% O2) и 
гипоксии (2% O2), а также глюкозы (в концентрациях 
1,0 и 4,5 г/л) на жизнеспособность и хондрогенную 
дифференцировку клеток в скаффолдах. Авторы от-
метили, что недостаток глюкозы и гипоксия нарушали 
эти процессы, при этом отсутствие глюкозы значи-
тельно снижало жизнеспособность клеток и затруд-
няло функциональное созревание 3D-конструкций.

В нашем исследовании скаффолды были инкуби-
рованы в питательной среде с высоким содержанием 
глюкозы. Необходимым условием дифференцировки 
стволовых клеток в хондрогенном направлении явля-
ется добавление факторов роста TGF-β3 (transforming 

growth factor beta 3, трансформирующий фактор 
роста бета 3), BMP2 (bone morphogenetic protein 2, 
костный морфогенетический белок 2) и декстрана, 
а также поддержание их концентраций путем обнов-
ления питательной среды [36]. Витамин С повышает 
пролиферацию ММСК-ЖТ, индуцирует хондрогенную 
дифференцировку и усиливает паракринный эф-
фект [37, 38]. После имплантации скаффолдов in vivo 
структура гиалинового хряща может формироваться 
благодаря интенсивному массопереносу метаболитов 
[39] и наличию функционально активных макрофагов, 
способных к слиянию и образованию многоядерных 
клеток [40]. Внедрение скаффолда в хрящевой де-
фект стимулирует миграцию стволовых клеток паци-
ента и предшественников хондроцитов [3, 41].

Сравнение экспрессии генов в клетках в состо-
янии монослоя и при культивировании в структуре 
скаффолда помогает ответить на вопросы о времени 
хондрогенной дифференцировки ММСК-ЖТ в скаф-
фолде, изменении фенотипа, а также делении и ги-
поксии внутри конструкций. Экспрессия гена HIF1A 
подчеркивает гипоксическую природу ММСК-ЖТ в 
монослое в отличие от клеток внутри скаффолдов, 
что согласуется с работой B. Dionigi [42]. Экспрессия 
PCNA может быть связана как с высоким потенци-
алом деления ММСК-ЖТ, так и с выходом клеток в 
скаффолдах после 21 сут на стадию плато [43–45].

В данной работе экспрессия гена COL2A1 ММСК-
ЖТ в скаффолдах на основе исследуемых биочер-
нил статистически значимо выше по сравнению с 
экспрессией этого гена в клетках, культивируемых в 
монослое. Коллаген II типа является типичным мар-
кером дифференцированных хондроцитов, в то вре-
мя как экспрессия коллагена I типа увеличивается во 
время дедифференцировки [46, 47].

Адгезия к пластику, фибробластоподобная струк-
тура и экспрессия поверхностных рецепторов CD105, 
CD90, CD73, CD44, CD29 являются условием для 
типирования ММСК-ЖТ [48]. В настоящем иссле-
довании клетки соответствовали иммунофенотипу 
ММСК-ЖТ: CD105 больше 65%; CD90, CD73, CD44, 
CD29 — больше 90%; CD34 и CD45 — больше 3%. 
CD29, представляющий собой белок интегрин β-1, 
был исследован с точки зрения его корреляции со 
способностью клеток дифференцироваться в хон-
дрогенном направлении, что подтверждено рабо-
той C. Cicione и соавт. [49], где подчеркивается важ-
ность высокого уровня экспрессии CD29 при выборе 
ММСК-ЖТ с высоким хондрогенным потенциалом. 
Следует также отметить, что CD90 (Thy1) участвует 
во взаимодействии между клетками и внеклеточным 
матриксом, а повышенная экспрессия CD90 указы-
вает на способность клеток к дифференцировке [50]. 
Результаты исследования C.B. Chang и соавт. по-
казывают, что антигены CD29, CD44, CD73 и CD90 
экспрессировались более чем в 60% ММСК-ЖТ на 
стадии их выделения. Кроме того, авторы пришли к 
выводу о ценности поверхностных маркеров CD105 
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и CD166 и связывают их с хондрогенным потенциа-
лом [51]. Уровень экспрессии CD105 в данной работе 
составил более 65%, что может свидетельствовать 
о наличии значительного количества хондрогенных 
предшественников среди культивируемых ММСК-ЖТ 
после 9-го пассажа.

Ген SOX9 является ключевым транскрипционным 
фактором, регулятором хондрогенеза и действует как 
самостоятельно, так и в комплексе с SOX5 и SOX6, 
образуя хондрогенное трио [52]. Он участвует в акти-
вации экспрессии генов, таких как COL2A1 и ACAN, 
которые являются основными макромолекулярными 
компонентами хрящевой ткани, играя ключевую роль 
в поддержании нормальной структуры и функции 
суставного хряща [53, 54]. Культивирование ММСК-
ЖТ в каркасах, напечатанных из гидрогеля на осно-
ве коллагена и желатиновых гранул, в хондрогенной 
среде на протяжении 21 сут приводит к увеличению 
экспрессии гена SOX9 клетками. Это свидетельст-
вует об активном процессе их дифференцировки в 
хондрогенном направлении. Данные согласуются с 
исследованием J. Tao и соавт. [25], где по сравнению 
со стандартной группой использование напечатан-
ного пористого гидрогеля привело к значительному 
увеличению экспрессии SOX9 в инкапсулированных 
клетках. 

Белки BCL2 и BAX играют ключевую роль в регу-
ляции проницаемости митохондриальных мембран 
и высвобождении цитохрома С [55]. В нашей работе 
экспрессия гена BCL2 в группе исследуемых биочер-
нил была статистически значимо ниже по сравнению 
с коллагеновыми скаффолдами, а также контролем. 
Однако в экспрессии BAX статистически значимых 
различий между группами не наблюдалось. Это мо-
жет указывать на запуск механизма апоптоза в ре-
зультате дифференцировки ММСК-ЖТ в хондроген-
ном направлении. Полученные данные согласуется 
с работой Q. Wang и соавт. [56]. Авторы указывают 
на снижение уровня экспрессии BCL2 при направ-
ленной нейрогенной дифференцировке ММСК-ЖТ 
после 8-часовой индукции. В работе X. Yuan и соавт. 
[57] отмечено снижение экспрессии BCL2 на 21-е сут-
ки после запуска направленной дифференцировки 
ММСК-ЖТ в астроциты.

Заключение

В работе предложен состав биочернил на основе 
коллагена высокой концентрации (40 мг/мл) и жела-
тиновых гранул (6,25 мг/мл) в качестве материала 
для биопечати пористо-структурированных гидро-
гелевых конструкций. Исследование показало, что 
гидрогель пригоден для печати и проявляет свой-
ства пористого материала. Гидрогель обеспечивал 
равномерное распределение ММСК-ЖТ в объеме 
скаффолда и способствовал их дифференцировке 
в хондрогенном направлении. Таким образом, пред-
лагаемый состав биочернил является перспектив-

ным материалом для применения в тканевой инже-
нерии. 
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