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Нетканые материалы на основе поликапролактона, по-
лученные методом электроформования, являются перспек-
тивными имплантатами для эндопротезирования. Заселение 
таких имплантатов мультипотентными мезенхимальными 
стромальными клетками способствует замещению протеза 
собственной соединительной тканью реципиента.

Целью настоящего исследования являлось сравнение 
эффективности трех методов заселения клетками нетка-
ных носителей на основе поликапролактона, обладающих 
различными пространственными характеристиками.

Методом электроформования были получены три образ-
ца поликапролактоновых матриц, отличающихся толщиной, 
диаметром пор и волокон, биомеханическими свойствами. 
Заселение носителей мечеными мультипотентными мезен-
химальными стромальными клетками пупочного канатика 
проводили тремя способами: статичным, динамическим и 
методом с использованием капиллярного эффекта. Оце-
нивали распределение клеток по поверхности и толщине 
образцов, метаболическую активность клеток измеряли  
с помощью МТТ-теста.

Статичный метод позволил получить носители с равно-
мерным покрытием поверхности, однако клетки в основном 
располагались в верхней трети матрикса. Динамический ме-
тод оказался эффективен только для носителей толщиной 
более 500 мкм, независимо от диаметра пор. Метод засе-
ления с использованием капиллярного эффекта был эффек-
тивен только для носителей с диаметром пор 20–30 мкм, 
независимо от толщины материала.

Биорезорбируемые нетканые материалы на основе по-
ликапролактона, полученные методом электроформования, 
обладают подходящими биомеханическими свойствами для 
выполнения пластики дефектов стенок брюшной полости, 
имеют сходное с матриксом нативной ткани строение. Выбор 
наиболее эффективного метода заселения носителей клетка-
ми зависит от его пространственных характеристик – толщины 
материала, диаметра пор и волокон, которые, в свою очередь, 
определяются условиями электроформования материала.

Ключевые слова: тканевая инженерия, электрофор-
мование, поликапролактон, нетканый материал, мультипо-
тентные мезенхимальные стромальные клетки пупочного 
канатика, эндопротезирование.

Nonwoven polycaprolactone materials produced by elec-
trospinning are perspective internal prosthetic implants. 
Seeding these implants with multipotent mesenchymal stro-
mal cells stimulates the replacement of the prosthesis with 
recipient’s own connective tissue.

Electrospinning method was used for producing polycap-
rolactone matrices differing in thickness, pore diameter, fiber 
size, and biomechanical properties. Labeled cells were seeded 
on scaffolds in three ways: (1) static, (2) dynamic, and (3) 
directed flow of the cell suspension generated by capillary 
action. Cell distribution on the surface and the interior of 
the scaffolds was studied; the metabolic activity of cells was 
measured by MTT assay.

Static seeding method yielded fully confluence of cells cov-
ered the entire scaffold surface, but the cells were located 
primarily in the upper third of the matrix. Dynamic method 
proved to be effective only for scaffolds of thickness greater 
than 500 microns, irrespective of the pore diameter. The 
third method was effective only for scaffolds with the pore 
diameter of 20-30 microns, regardless of the material thick-
ness.

Resorbable nonwoven polycaprolactone electrospun ma-
terials have appropriate biomechanical properties and similar 
to native tissue matrix structures for internal prosthesis. The 
choice of the most effective cell seeding method depends on 
the spatial characteristics – the material thickness, pore di-
ameter, and fibers size, which are determined by the electro-
spinning conditions.

Keywords: tissue engineering, electrospinning, 
polycaprolactone, nonwoven material, umbilical cord-derived 
multipotent mesenchymal stromal cells, internal prosthesis.
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введение

Применение сетчатых имплантатов широко рас-
пространено в хирургической практике, в частности, 
является наиболее оптимальным и часто используе-
мым методом лечения грыж стенок брюшной полости 
[1]. Применяются синтетические протезы на основе 
политетрафторэтилена, полиэтилена или полипро-
пилена [2, 3]. Основным недостатком таких матери-
алов считается их небиорезорбируемость: протезы  
в течение всей жизни остаются в теле реципиента, не 
растут вместе с окружающими тканями (что особен-
но важно в детской хирургии), вызывают хроническое 
воспаление в виде гранулемы инородных тел, могут 
деформировать окружающие ткани, инфицироваться. 
Так, например, при пластике обширных дефектов диа-
фрагмы с помощью нерезорбируемых протезов ча-
стота рецидивов может достигать 50% [4].

Попытка решить данную проблему была предпри-
нята около 15 лет назад, когда было предложено 
использование биологических протезов. Такие про-
тезы представляют собой тканевые матриксы, полу-
ченные из дермы или подслизистой оболочки тонкой 
кишки после децеллюляризации [5]. Несмотря на их 
очевидное преимущество в виде высокой биосовме-
стимости, такие протезы обладают и рядом недо-
статков: быстрая резорбция после трансплантации  
и связанное с этим критическое снижение механи-
ческой прочности, высокая себестоимость и потен-
циальная иммуногенность [6, 7].

Таким образом, в современной хирургии акту-
альной является проблема создания принципиально 
новых биорезорбируемых материалов для пласти-
ки стенок брюшной полости. Основные требования  
к данным материалам – биосовместимость, дли-
тельный срок резорбции, соответствие биомехани-
ческих свойств характеристикам замещаемой ткани.

Появление технологии электроформования 
(электроспиннинга) сделало возможным получение 
полимерных материалов с заданными структурными 
и биомеханическими свойствами, приближающими 
их к натуральным матриксам тканей [8]. Одним из 
наиболее перспективных можно считать нетканый 
материал на основе поликапролактона (ПКЛ), ко-
торый обладает оптимальными физико-химически-
ми свойствами, биосовместим, недорог, а срок его 
резорбции в организме исчисляется месяцами или 
даже годами, что значительно превышает показа-
тели других алифатических полиэфиров – поли-
лактидов и полигликолидов [9–11]. Опубликованы 
обнадеживающие результаты экспериментальных 
исследований использования ПКЛ для протезирова-
ния сосудов малого диаметра [12, 13], восполнения 
дефектов костной ткани [14] и кожи [15].

ПКЛ также используют в качестве носителя для 
клеток, чаще всего фибробластов и мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК), 

выделенных из костного мозга, жировой ткани, пу-
повинной крови и др. [16–19]. По литературным 
данным, заселение имплантатов ММСК стимулиру-
ет их васкуляризацию и интеграцию с окружающими 
тканями, повышая эффективность их применения 
при герниопластике [20]. Было показано, что ММСК 
в больше степени, чем фибробласты, стимулируют 
врастание ткани в имплантат при подкожной или 
перитонеальной трансплантации [21]. Иммуномо-
дулирующая активность ММСК улучшает биосовме-
стимость имплантатов [22], и носители, заселенные 
ММСК, менее иммуногенны, чем носители, засе-
ленные фибробластами [23]. Результаты сравнения 
иммуномодулирующей активности ММСК из раз-
личных источников достаточно противоречивы [24], 
однако многие исследователи считают, что наиболее 
перспективными являются ММСК, выделенные из 
пупочного канатика [25, 26].

Эффективность заселения носителя клетками во 
многом определяет судьбу имплантата [27]. Извест-
но, что условия электроформования ПКЛ материала 
задают его биомеханические свойства и простран-
ственные характеристики (микро- и наноструктуру), 
что в свою очередь влияет на выбор оптимального 
способа заселения носителя [28, 29].

Целью настоящего исследования являлось срав-
нение эффективности трех методов заселения клет-
ками нетканых носителей на основе поликапролак-
тона, обладающих различными пространственными 
характеристиками.

материал и методы

Процесс электроформования  
волокнистых материалов на основе 
поликапролактона

Структурные характеристики трехмерных волок-
нистых материалов, полученных методом электро-
формования, зависят от скорости отверждения 
жидкой нити в процессе ее растяжения в электри-
ческом поле, которая определяется давлением пара 
и теплотой испарения растворителя. Таким образом, 
варьируя тип растворителя и объемный расход поли-
мерного раствора, можно влиять на размер волокна 
и структуру получаемого материала.

В качестве растворителей ПКЛ (Sigma-Aldrich, 
США, Mn 80 кДа) были выбраны хлороформ (ХФ) 
(P = 21,66 кПа; ΔHисп. = 31,28 кДж/моль) и этила-
цетат (ЭА) (P = 9,86 кПа; ΔHисп. = 35,6 кДж/моль). 
На основе данных растворителей в смеси с этило-
вым спиртом (ЭС) были приготовлены растворы ПКЛ 
различной концентрации. Диапазон оптимальных кон-
центраций растворов, приводящий к получению без-
дефектных волокон, был определен ранее [29].

Три варианта ПКЛ материалов изготавливали при 
параметрах электроформования, указанных в таб л. 1. 

таблица 1. Параметры получения нетканых материалов на основе ПКЛ

№
  

о
б

р
а

з
ц

а

Состав полимерного 
раствора

Напряжение, 
приложенное  

к шприцевой игле, кВ

Расстояние между 
иглой и приемным 

электродом, см

Объемный расход 
полимерного 

раствора, мл/ч

1 ПКЛ 8,6%: (ЭА 90%+ЭС 10%) 13,2 28 1

2 ПКЛ 8,6%: (ХФ 90%+ЭС 10%) 13,8 29 5

3 ПКЛ 15%: (ХФ 90%+ЭС 10%) 15,9 39 70
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Процесс электроформования проводили в герме-
тичном пластиковом коробе при комнатной темпера-
туре и относительной влажности воздуха 30–40%. 
С целью предотвращения подсыхания прядильного 
раствора на конце дозирующего капилляра прово-
дили его обдувку растворителем из паровоздушной 
смеси (10 л/ч.). Изготовленные образцы подвергали 
вакуумированию при разрежении 1 мбар до полного 
удаления растворителя в течение 24 ч.

Определение среднего диаметра  
волокна материалов

Морфологию поверхности нетканых волокнистых 
материалов изучали с помощью сканирующего элек-
тронно-ионного микроскопа Versa 3D DualBeam (FEI, 
США) в режиме высокого вакуума с использованием 
ICE-детектора вторичных электронов. Исследова-
ние проводили при низком ускоряющем напряжении  
(1 кВ), что позволило избежать накопления электри-
ческого заряда на образцах, усилить топографиче-
ский контраст, а также увеличить пространственное 
разрешение изображений. С помощью программы 
ScopePhoto Image Software (ScopeTek, Китай) опре-
деляли диаметр 100 волокон.

Определение пористости материалов

Пористость образцов определяли по соотношению 
объема, занимаемого волокнами, и объема всего 
материала. Образец взвешивали на аналитических 
весах Sartorius CPA324S-0CE (Sartorius, Германия), 
затем вычисляли объем, занимаемый волокнами. 
Определение общего объема материала проводили  
с помощью толщиномера для мягких материалов.

Определение размера пор материалов

Размер пор образцов определяли методом точки 
пузырька, который основан на эффекте капиллярно-
сти. Данным методом можно рассчитать размер круп-
ных (образование первого пузырька) и средних пор 
(начало кипения) в материале по уравнению Лапласа:

D = 4 · γ · (cos θ)/Р, 

где γ – поверхностное натяжение на границе этило-
вый спирт-воздух, мН/м; θ – краевой угол смачива-
ния; Р – давление в точке пузырька, Па.

Для измерения краевых углов смачивания ис-
пользовали систему анализа формы капли DSA 30E 
(KRUSS, Германия).

Определение механических характеристик 
материалов

Исследования механических характеристик об-
разцов нетканых волокнистых материалов прово-
дили на разрывной машине Инстрон-5965 (Instron, 
США) при следующих условиях: температура 37°С; 
относительная влажность 60%, скорость растяже-
ния 10 мм/мин., рабочий размер образца 5×10 мм. 
Расчет производили по результатам испытания не 
менее пяти параллельных образцов.

Прочность рассчитывали по формуле, определяя 
условное сечение образцов через их массу и плот-
ность полимера [30]:

P =  
 Fр    

=
   l · ρ · Fр  ,

                                              Sусл          m

где Fр – разрывная нагрузка, Н; l – длина рабочей 
части образца, м; m – масса рабочей части образца, 
кг; ρ – плотность ПКЛ, кг/м3.

Подготовка носителей к заселению клетками

Образцы размером 9×12 мм последовательно 
помещали на 20 мин. в 96° и 70° этанол для смачи-
вания и стерилизации, трижды по 5 мин. отмывали 
от этанола в фосфатно-солевом буфере pH = 7,4 
(ПанЭко, Россия) и оставляли на ночь в среде для 
культивирования [16].

ММСК пупочного канатика человека  
для заселения носителей

Первичную культуру клеток выделяли фермента-
тивным способом из вартонова студня, культивиро-
вали в ростовой среде DMEM/F12 (ПанЭко, Россия) 
с добавлением эмбриональной телячьей сыворотки 
(РАА, США) до 10%. Принадлежность клеточных 
культур к ММСК подтверждали, оценивая экспрес-
сию поверхностных антигенов и возможность ин-
дуцированной дифференцировки в остеогенном, 
хондрогенном и адипогенном направлениях in vitro. 
Культивирование клеток и заселение образцов про-
водили при стандартных условиях: 5% СО2, 37°С, 
насыщенная влажность.

Витальное мечение клеток

Непосредственно перед заселением образ-
цов клетки метили витальным красителем РКН26 
(Sigma Aldrich, США) в соответствии с рекоменда-
циями фирмы-производителя. После отмывки кра-
сителя клетки ресуспендировали в ростовой среде 
до конечной концентрации 1×105 кл/мл.

Статичный метод заселения

Образцы (n = 3 для каждого типа) помещали  
в лунки 24-луночного планшета и наслаивали сверху 
2 мл клеточной суспензии. Через 24 ч. заселенные 
образцы переносили в новые лунки планшета и ин-
кубировали еще 48 ч.

Динамический метод заселения

Образцы (n = 3 для каждого типа) переносили в 
пробирки-биореакторы (SPL Biosciences, Южная Ко-
рея), содержащие 5 мл клеточной суспензии. Про-
бирки помещали на орбитальный шейкер (BioSan, 
Латвия), находящийся в СО2-инкубаторе, и при  
75 об/мин. инкубировали 24 ч. Далее заселенные 
образцы переносили в лунки 24-луночного планшета 
и инкубировали еще 48 ч.

Метод заселения с использованием капиллярного 
эффекта

Образцы (n = 3 для каждого типа) помещали на 
стопку стерильной фильтровальной бумаги толщиной 
5 мм. Суспензию клеток (общий объем 2 мл) по ка-
плям наносили в центр образца, выдерживая 4–5 с  
после каждой капли, чтобы среда могла пройти че-
рез образец и впитаться в фильтровальную бумагу. 
Образцы помещали в лунки 24-луночного планше-
та, наслаивали 2 мл культуральной среды. Через  
24 ч. заселенные образцы переносили в новые лунки 
24-луночного планшета и культивировали еще 48 ч.

Флуоресцентная микроскопия

Прижизненную съемку поверхности заселенных 
образцов проводили с помощью флуоресцентного 
микроскопа Leica DM 4000 B и программного обеспе-
чения LAS AF v.3.1.0 build 8587 (Leica Microsystems, 
Германия). Для визуализации метки РКН26 ис-
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пользовали систему фильтров «S-Orange» (воз-
буждающий фильтр – 546/12 нм, пропускающий –  
585/40 нм).

Для исследования распределения клеток в тол-
ще материала образцы переносили в среду для за-
ключения Tissue-Tek® OCT Compound (Sakura Finetek, 
США) и замораживали при -70°С. Поперечные крио-
срезы толщиной 7 мкм изготавливали с помощью 
криотома Leica СМ1900 (Leica, Германия), исполь-
зуя стекла SuperFost (Menzel, Германия). Для визу-
ализации клеток в образце использовали совмещен-
ные изображения флуоресцентной и темнопольной 
микроскопии. Определяли общее количество клеток 
на поперечном криосрезе в поле зрения (ув. ×200) 
и долю клеток в каждом из трех равных по толщине 
участков носителя (центральная область, верхняя и 
нижняя области, определяемые по положению носи-
теля во время 48-ч. инкубации).

Сканирующая электронная микроскопия

Для изучения распределения клеток на поверх-
ности носителей образцы фиксировали 2,5% глута-
ровым альдегидом (Sigma-Aldrich, США) в течение  
24 ч. Фиксатор отмывали фосфатно-солевым бу-
фером в течение 30 мин. Далее образцы инкуби-
ровали в 1% растворе осмия (Sigma-Aldrich, США)  
в течение 60 мин., не связавшийся осмий отмыва-
ли дистиллированной водой. Образцы обезвоживали  
в восходящих спиртах. После высушивания на возду-
хе в течение 24 ч. образцы покрывали слоем золо-
та с помощью вакуумной напылительной установки 
(Eiko, Япония). Затем образцы приклеивали к сто-
лику электропроводящим серебряным клеем Dotite 
(Fujikura Kasei, Япония) и исследовали с помощью 
СЭМ S-500 (Hitachi, Япония).

МТТ-тест

Количество живых клеток в заселенных образцах 
оценивали с помощью колориметрического МТТ-
теста. МТТ (Sigma-Aldrich, США) добавляли в лунки 
с образцами до конечной концентрации 1 мг/мл и 
инкубировали 3 ч. при 37°С.

На этапе образования кристаллов формазана 
проводили макросъемку заселенных образцов для 
оценки равномерности распределения клеток. Ма-
крофотографии обрабатывали в программе Adobe 
Photoshop CS5: переводили в режим «Градации се-
рого» и определяли среднее значение серого (в со-
ответствии со шкалой серого цвета, имеющей 256 
градаций) в 16 непересекающихся областях ради-
усом 450 мкм, лежащих по каждой из диагоналей 
образца. 

После удаления среды с МТТ в лунки вносили 
500 мкл ДМСО (Sigma-Aldrich, США), встряхивали 
на шейкере 15 мин. при 150 об/мин. и измеряли оп-
тическую плотность (λ = 570 нм, нормирование при 
λ = 650 нм) с помощью спектрофотометра Multiskan 
GO (ThermoFisher Scientific, США).

Статистический анализ

Для множественных сравнений в случае нормаль-
ного распределения данных использовали однофак-
торный дисперсионный анализ (one-way ANOVA), 
при отличном от нормального распределении дан-
ных использовали ранговый дисперсионный анализ 
(ANOVA on ranks). Различия считали достоверными 
при 5% уровне значимости. Данные были проана-

лизированы с помощью программы Sigma Stat 3.5 
(Systat Software, США).

результаты исследования

Характеристика культур

Выделенные из пупочного канатика человека кле-
точные культуры представляли собой ММСК – они 
были способны к клоногенному росту на необрабо-
танном пластике, экспрессировали CD73, CD90, 
CD105, не экспрессировали CD45, CD34, CD11b, 
CD19 и HLA-DR, были способны к направленной 
дифференцировке в адипогенном, хондрогенном  
и остеогенном направлениях [31].

Характеристика носителей

Внешний вид образцов до заселения представ-
лен на рис. 1А. Структурные и механические харак-
теристики исследованных образцов представлены  
в табл. 2.

Заселение образца 1

Статичный метод заселения и метод с исполь-
зованием капиллярного эффекта позволили полу-
чить равномерное покрытие поверхности образца 1, 
клетки были хаотично ориентированы в простран-
стве, распластываясь на нескольких волокнах 
одновременно. Динамический метод приводил к 
неравномерному заселению образца: плотные ско-
пления клеток располагались случайным образом, 
чередуясь с практически незаселенными участками  
(рис. 1Б и 2А).

Исследование криосрезов показало, что метод 
заселения с использованием капиллярного эффекта 
был наиболее продуктивным (рис. 2Б и 2В), однако 
только динамический метод приводил к равномерно-
му распределению клеток по толщине (рис. 2Г).

График распределения интенсивности образова-
ния формазана, представленный на рис. 2Д, под-
твердил, что наименее равномерным заселение 
было при использовании динамического метода: 
общая амплитуда колебаний значений серого дости-
гала 80 единиц, амплитуда между двумя соседними 
точками – 65 единиц.

МТТ-тест показал, что эффективность статиче-
ского метода заселения была значимо ниже, чем 
динамического, а динамического – значимо ниже, 
чем метода с использованием капиллярного эффек-
та (рис. 2Е).

Заселение образца 2

Все три метода заселения позволили получить 
равномерное покрытие поверхности образца 2. Как 
и при заселении образца 1, клетки были хаотично 
ориентированы в пространстве (рис. 1Б и 3А).

При исследовании криосрезов было обнаружено, 
что статичный метод заселения оказался наименее 
эффективным (рис. 3Б и 3В), кроме того, около 
80% клеток располагалось в верхней трети образца 
(рис. 3Г). Другие два метода заселения приводили 
к равномерному распределению клеток по толщи-
не носителя (рис. 3Г), но метод с использованием  
капиллярного эффекта был более продуктивен  
(рис. 3Б и 3В).

График распределения интенсивности образо-
вания формазана, представленный на рис. 3Д, 
подтвердил равномерность заселения образца 3. 
При этом наибольшую амплитуду значений серого,  
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таблица 2. Структурные и механические характеристики нетканых материалов на основе ПКЛ

№
 

о
б

р
а

з
ц

а

Толщина 
материала, мкм

Пористость, %
Диаметр волокна, 

мкм  
(сред.±ст.откл.)

Диаметр max 
поры, мкм

Прочность при 
t = 37°C, МПа 

(сред.±ст.откл.)

1 160 87 3,3±1,1 24 10,7±0,9

2 540 87 6,1±0,7 29 6,9±0,2

3 770 90 20,6±3,5 80 6,1±1,5

Рис. 1. Микроструктура образцов на основе ПКЛ, изготовленных методом электроформования: 
А – образцы до заселения клетками; Б – образцы после заселения клетками при использовании статичного 
метода заселения. Сканирующая электронная микроскопия

как и при заселении образца 1, показал динамиче-
ский метод: общая разница между минимальным 
и максимальным значениями серого достигала  
60 единиц, между двумя соседними точками – пре-
вышала 30 единиц.

МТТ-тест обнаружил, что продуктивность метода 
заселения с использованием капиллярного эффекта 
была значимо выше по сравнению с динамическим 
и статичным методами (рис. 3Е).

Заселение образца 3

При заселении образца 3 скопления клеток отсут-
ствовали, сами клетки в основном были ориентирова-
ны вдоль крупных волокон, однако при использовании 
капиллярного метода на поверхности располагались 
лишь единичные клетки (рис. 1Б и 4А).

Количество клеток в поле зрения на поперечных 
криосрезах было значимо меньше при заселении 
образца методом с использованием капиллярно-
го эффекта (рис. 4Б и 4В). Динамический метод  
заселения оказался наиболее эффективным при 
сохранении равномерного распределения клеток по 
толщине (рис. 4В и 4Г).

Колебания интенсивности окрашивания ста-
тичного и динамического методов не отличались  
(рис. 4Д). Метод с использованием капиллярного 
эффекта давал очень слабое окрашивание (рис. 4Д).

МТТ-тест показал, что продуктивность метода за-
селения с использованием капиллярного эффекта 
была значимо ниже, чем статического метода засе-
ления, а статического – значимо ниже, чем динами-
ческого (рис. 4Е).

Образец 1 Образец 2 Образец 3
А

Б
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Статичный метод Динамический метод метод с использованием 
капиллярного эффекта

А

Б

В Г Д

Е
Рис. 2. Результаты заселения образца 1 ММСК: 
А – вид сверху; флуоресцентная микроскопия; 
Б – поперечное сечение образцов; совмещение темнопольной  
и флуоресцентной микроскопии; 
В – оценка количества клеток в поле зрения на поперечных 
криосрезах; данные представлены в виде минимального значения, 
25-го перцентиля, медианы, 75-го перцентиля и максимального 
значения (*p<0,05); 
Г – оценка распределения клеток по толщине образца; данные 
представлены в виде средних и стандартного отклонения; 
Д – оценка интенсивности окрашивания образцов после 
формирования клетками кристаллов формазана; 
Е – результаты МТТ-теста; данные представлены в виде 
минимального значения, 25-го перцентиля, медианы,  
75-го перцентиля и максимального значения (*p<0,05).  
Масштабный отрезок А, Б – 200 мкм
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А

Б

В Г

Статичный метод Динамический метод метод с использованием 
капиллярного эффекта

Д

Е
Рис. 3. Результаты заселения образца 2:
А – вид сверху; флуоресцентная микроскопия; 
Б – поперечное сечение образцов; совмещение темнопольной  
и флуоресцентной микроскопии; 
В – оценка количества клеток в поле зрения на поперечных 
криосрезах; данные представлены в виде минимального 
значения, 25-го перцентиля, медианы, 75-го перцентиля  
и максимального значения (*p<0,05); 
Г – оценка распределения клеток по толщине образца; данные 
представлены в виде средних и стандартного отклонения; 
Д – оценка интенсивности окрашивания образцов после 
формирования клетками кристаллов формазана; 
Е – результаты МТТ-теста; данные представлены в виде 
минимального значения, 25-го перцентиля, медианы,  
75-го перцентиля и максимального значения (*p<0,05).  
Масштабный отрезок А, Б – 200 мкм
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А

Б

Статичный метод Динамический метод
метод с использованием 
капиллярного эффекта

В Г Д

Рис. 4. Результаты заселения образца 3:
А – вид сверху; флуоресцентная микроскопия; 
Б – поперечное сечение образцов; совмещение темнопольной  
и флуоресцентной микроскопии; 
В – оценка количества клеток в поле зрения на поперечных 
криосрезах; данные представлены в виде минимального 
значения, 25-го перцентиля, медианы, 75-го перцентиля  
и максимального значения (*p<0,05);  
Г – оценка распределения клеток по толщине образца; 
данные представлены в виде средних и стандартного 
отклонения; Д – оценка интенсивности окрашивания образцов 
после формирования клетками кристаллов формазана; 
Е – результаты МТТ-теста; данные представлены в виде 
минимального значения, 25-го перцентиля, медианы,  
75-го перцентиля и максимального значения (*p<0,05).  
Масштабный отрезок А, Б – 200 мкм
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обсуждение

Поиск «идеального материала» для герниопласти-
ки идет уже не одно десятилетие [2]. Еще в 1959 г.  
были выдвинуты основные требования к такому ма-
териалу: неметаллический, синтетический, неаб-
сорбирующий, устойчивый к инфицированию [32].  
В настоящее время список требований к «идеаль-
ному материалу» значительно расширен, и одно из 
наиболее значимых – соответствие биомеханиче-
ских свойств материала замещаемой ткани [2, 3].

Опубликовано множество работ, в которых опре-
делены характеристики (механическая прочность, 
толщина, пористость) наиболее распространенных  
в хирургической практике материалов. Механиче-
ская прочность большинства синтетических эндо-
протезов колеблется в пределах 0,25–4,29 МПа 
[2, 33], у натуральных протезов этот показатель, 
по данным некоторых исследователей, достигает  
15,7 МПа (дермальный аллографт) [34] и даже  
22,4 МПа (субмукоза) [35]. При этом следует учи-
тывать, что после трансплантации механическая 
прочность децеллюляризированной ткани резко па-
дает до 0,4 МПа [34], что все же превышает соот-
ветствующее значение для нативных тканей, которое 
составляет 0,1–0,2 МПа [33]. Таким образом, ме-
ханическая прочность даже наиболее тонкого из по-
лученных нами образцов на основе ПКЛ (6,1 МПа) 
достаточно высока для выполнения армирующей 
функции при проведении пластики стенок брюшной 
полости.

Толщина полученных образцов нетканых матери-
алов варьировала от 160 до 770 мкм, при этом ис-
пользуемая технология позволяет создавать носите-
ли толщиной до 1,5–2,0 мм с сохранением заданной 
структуры. Для сравнения: толщина 4-слойной субму-
козы свиней равна 220 мкм [35], толщина дермаль-
ных графтов может превышать 1,8 мм [36], а диа-
метр нитей для изготовления сетчатых синтетических 
протезов колеблется в пределах 153–313 мкм [2].

Еще одной важной характеристикой протезов яв-
ляется диаметр пор, который у исследованных об-
разцов 1 и 2 составил 24 и 29 мкм соответственно. 
Схожие значения имеют натуральные материалы 
для протезирования: диаметр пор тканевого матрик-
са, полученного из подслизистой оболочки тонкой 
кишки, также колеблется в пределах 20–30 мкм 
[35]. Однако некоторые исследователи считают, что 
диаметр пор должен составлять не менее 75 мкм, 
чтобы обеспечить инфильтрацию и васкуляризацию 
протеза [37], поэтому в наше исследование также 
был включен образец 3 с диаметром пор 80 мкм.

При оценке возможности заселения полученных 
вариантов нетканых носителей ММСК пупочного 
канатика мы сравнили три метода соединения ком-
понентов тканеинженерной конструкции: статичный  
и динамический, которые являются наиболее распро-
страненными в тканевой инженерии [38], а также ме-
тод с использованием капиллярного эффекта.

Как видно из рис. 2–4, статичный метод засе-
ления позволил получить носители, поверхность  

которых была равномерно покрыта клетками. Однако 
даже у образца 3, который обладал более крупными 
порами, лишь около 35% клеток проникали глубже 
верхней трети матрикса в течение 72 ч. культиви-
рования, а у образцов 1 и 2 доля таких клеток со-
ставила всего 20%. Таким образом, данный метод 
не позволяет заселять внутреннюю часть нетканых 
ПКЛ носителей, но может быть использован при не-
обходимости создания асимметричной поверхности 
(например, заселения эпителиальными клетками 
или кератиноцитами только одной стороны тканеин-
женерной конструкции).

Динамический метод заселения не подходит для 
тонких материалов (образец 1): при вращении в био-
реакторе образцы не сохраняли форму, а клетки на 
их поверхности распределялись крайне неравномер-
но. При этом для более толстых носителей 2 и 3, 
независимо от диаметра пор, динамический метод 
заселения показал хорошие результаты: равномер-
ное распределение ММСК как по поверхности, так 
и по толщине носителя. Сходный с использованным 
нами протокол динамического способа заселения 
(в англоязычной литературе его обычно называют 
«agitated method» или «agitation») был признан наи-
более эффективным из 4 опробованных методов 
при заселении субмукозы свиней толщиной около  
300 мкм для тканевой инженерии уретры [39].

Третий опробованный нами метод (оригинальное 
название «method with a filter paper») был изна-
чально разработан для заселения пористых ма-
триксов на основе полилактогликолида толщиной 
до 2 мм и диаметром пор от 11 до 320 мкм [40]. 
Данный метод достаточно прост в использовании 
и показал высокую эффективность для нетканых 
носителей 1 и 2 с диаметром пор до 30 мкм. Опи-
санный метод неожиданно оказался крайне неэф-
фективным при заселении образца 3 с диаметром 
пор около 80 мкм; по-видимому, суспензия клеток 
просто проходила образец насквозь, не задержива-
ясь в его толще.

Таким образом, методом электроформования 
нами получены 3 варианта биорезорбируемых не-
тканых материалов на основе поликапролактона, 
которые обладают подходящими для выполнения 
пластики брюшной полости тела биомеханически-
ми свойствами, имеют сходное с матриксом заме-
щаемой ткани строение при отсутствии недостатков 
алло- и ксенотрансплантатов. Данные материалы 
обладают высокой биосовместимостью и могут быть 
использованы в качестве матрикса-носителя для 
тканевой инженерии. При этом выбор наиболее эф-
фективного метода заселения носителей клетками 
зависит от его пространственных характеристик –  
толщины материала и диаметра пор, которые, в свою 
очередь, определяются условиями электроформова-
ния материала.
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