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Исследование биологической совместимости пленок  
и нетканых мембран из сополимера 3-гидроксимасляной  
и 4-гидроксимасляной кислот в культурах клеток in vitro
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В работе представлены результаты исследования пленок и нетканых мембран, изготовленных  
из сополимера 3-гидроксимасляной и 4-гидроксимасляной кислот [П(3ГБ/4ГБ)] в качестве модели 
раневых покрытий. Исследованы структура и свойства поверхности изделий в зависимости от 
способа получения и механические свойства, на которые оказывает влияние ориентированность 
ультратонких волокон в нетканых мембранах, полученных методом электростатического 
формования. В культурах фибробластов мыши линии NIH 3T3 и диплоидных клеток эмбриона 
человека линии М-22 показано, что все исследованные образцы не проявляют при прямом 
контакте с клетками цитотоксичности, биосовместимы и обеспечивают высокую адгезию и 
пролиферацию клеток, а также сохранение высокой физиологической активности до 7 суток. 
Пленочные образцы и нетканые мембраны из П(3ГБ/4ГБ) пригодны для конструирования 
биотрансплантатов в качестве раневых покрытий.

Ключевые слова: полигидроксиалканоаты, сополимер П(3ГБ/4ГБ), получение, свойства, 
культивирование фибробластов, раневые покрытия.

Введение

Материалы для раневых покрытий долж-
ны обладать свойствами, необходимыми для 
лечения конкретного типа повреждения с 
учетом течения и фазы раневого процесса. 
Так, в фазе очистки раны покрытие должно 
поглощать избыточный экссудат и микро-
организмы, населяющие рану. В фазе грану-
ляции материал раневого покрытия должен 
обеспечивать необходимую влажность сре-
ды, стимулировать ангиогенез и заполнение 
области дефекта коллагеновыми волокнами. 
В фазе эпителизации необходимо стимули-

ровать клеточное деление и восстановление 
тканей (Минченко, 2003; Абаев, 2006).

В последнее время появилось большое 
число раневых покрытий, отличающихся по 
химическому составу основы и входящим в 
ее состав лекарственным веществам. Лечеб-
ные покрытия имеют различные свойства и 
показания к применению. По устойчивости 
покрытия подразделяются на биодегради-
рующие (рассасывающиеся) и биоинертные. 
Биодеградирующие покрытия в основном из-
готавливают из природных полимеров раз-
личного происхождения, а биоинертные – из 
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синтетических материалов. По форме раневые 
покрытия разделяют на губки, гели и пленоч-
ные раневые покрытия, которые получают все 
большее распространение. Отдельную группу 
раневых покрытий, применяющихся в комбу-
стиологии, составляют неприлипающие по-
крытия, не приводящие к дополнительному 
повреждению раны при удалении или смене 
раневого покрытия. 

До сих пор не существует универсально-
го изделия (препарата), подходящего для ис-
пользования во всех фазах раневого процесса 
при ожогах различной глубины. В этой связи 
актуальное направление исследований – кон-
струирование атравматичных раневых по-
крытий с использованием новых полимерных 
материалов. Рассасывающиеся биосовмести-
мые материалы представляют собой один из 
вариантов создания нетравмирующих сор-
бирующих покрытий. В данном случае при-
менение покрытий на основе растворимых 
или биодеградируемых полимеров (полисаха-
ридов, коллагена, яблочной кислоты, смесей 
аминокислот и т. д.) позволяет избежать по-
вреждения не до конца заживших ран. 

Перспективный класс биоразрушаемых 
природных полимеров микробиологического 
происхождения – это полимеры гидроксипро-
изводных алкановых кислот (полигидроксиал-
каноаты, ПГА). Семейство ПГА представлено 
полимерами различного химического строе-
ния, существенно различающихся физико-
химическими свойствами. Среди них различ-
ные материалы  – от высококристалличных 
термопластов до конструкционных эласто-
меров, что определяется химическим строе-
нием мономеров, образующих эти полимеры 
(Sudesh, 2004; Volova et al., 2013).

Сополимеры, образованные мономерами 
бета- и гамма-производных масляной кис-
лоты, в зависимости от соотношения моно-
меров различаются физико-механическими 

свойствами. С увеличением содержания в них 
мономеров 4-гидроксимасляной кислоты воз-
растает эластичность получаемых изделий и 
их привлекательность для разработки био-
разрушаемых пленочных раневых покрытий. 

Цель настоящего исследования – констру-
ирование и биологическое тестирование экс-
периментальных образцов раневых покрытий 
в виде гладких пленок и нетканых мембран, 
изготовленных из природных разрушаемых 
полимеров микробного происхождения, обра-
зованных мономерами 3-гидроксимасляной и 
4-гидроксимасляной кислот [П(3ГБ/4ГБ)].

Материалы и методы

Экспериментальные образцы раневых 
повязок в виде пленок и нетканых мембран 
получены из высокоочищенных образцов 
сополимера 3-гидроксимасляной и 4-ги-
дроксимасляной кислот [П(3ГБ/4ГБ)] с соот-
ношением мономеров как 90:10 мол. %, синте-
зированных в Институте биофизики СО РАН 
в соответствии с Техническими условиями 
«ТУ 2200-002-38580845-2012 «Сополимер 
3-гидроксимасляной и 4-гидроксивалериано-
вой кислот». Материал сертифицирован в ор-
ганах Федерального агентства по техническо-
му регулированию и метрологии (№  РОСС 
RU.АЯ08.Н007905 (№ 1423201). Зарегистри-
рована торговая марка материала «Биопла-
стотан» (Регистрационное свидетельство 
№ 315652, 2006).

Изготовление образцов раневых повязок 
выполнено в соответствии с Техническими 
условиями ТУ 9390-009-02067876-2014 «Ма-
териалы медицинские из биоразрушаемых 
природных сополимеров 3-гидроксимасля-
ной и 4-гидроксимасляной кислот». Раневые 
покрытия в виде нетканых мембран, образо-
ванных ориентированными и неориентиро-
ванными ультратонкими волокнами, получе-
ны методом электростатического формования 
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растворов сополимера в дихлорметане на 
автоматизированной установке Nanon 01A 
(MECC Inc., Япония). Гладкие пленки полу-
чали методом полива раствора сополимера в 
дихлорметане на полированную поверхность 
металла с последующим испарением раство-
рителя в беспылевом боксе.

Толщину образцов измеряли электрон-
ным цифровым микрометром «LEGIONER 
EDM-25-0.001» (Legioner, Китай); микро-
структуру поверхности анализировали при 
помощи электронного микроскопа ТМ 3000 
(Hitachi, Япония); предварительно образцы 
покрывали платиной (при 10 mA, 40 с) на 
установке для напыления Emitech K575X. 
Поверхностные характеристики образцов 
оценивали на приборе для измерения крае-
вых углов DSA-25E (Krüss, Германия) с ис-
пользованием программного обеспечения 
DSA-4 для Windows; измеряли краевые углы 
смачивания; из полученных значений мето-
дом Оунса-Вендта-Рабеля-Кьельбле рассчи-
тывали свободную поверхностную энергию, 
ее дисперсную и полярную составляющие; 
физико-механические характеристики реги-
стрировали с помощью универсальной раз-
рывной машины Instron 5565 (Великобрита-
ния) с регистрацией модуля Юнга (E, МПa), 
абсолютной разрывной прочности (σ, МПa) и 
удлинения при разрыве (ε, %).

Для работы с культурой клеток из пленок 
и мембран нарезали фрагменты размером 1,0 
х 0,5 см и размещали их на дне лунок культу-
ральных планшетов, которые стерилизовали 
плазмой Н2О2 в медицинском стерилизаторе 
Sterrad NX (Johnson&Johnson, США). В каче-
стве контроля использовали полистирол (пу-
стые лунки культуральных планшетов).

В качестве первичной оценки биологи-
ческой совместимости полученных образцов 
использовали клеточные культуры. Оценку 
проводили с применением теста на цитоток-

сичность in vitro (ГОСТ Р ИСО 10993-5-2009 
«Изделия медицинские. Оценка биологиче-
ского действия медицинских изделий. Часть 
5. Исследования на цитотоксичность: методы 
in vitro»). Использовали культуру фибробла-
стов мыши линии NIH 3T3 и культуру дипло-
идных клеток эмбриона человека (ЛДКЧ)  – 
фибробласты линии М-22. Анализировали 
морфологию клеток, в том числе их форму, 
состояние цитоплазматической мембраны, 
наличие вакуолизации, зернистости, включе-
ний, а также культуральные свойства: время 
адгезии и распластывания клеток на иссле-
дуемой поверхности, индекс пролиферации.

Культуральные планшеты с размещенны-
ми в них фрагментами образцов пленок или 
нетканых мембран засевали тестовыми куль-
турами клеток и помещали в СО2-инкубатор. 
Культивирование проводили в гумидной сре-
де (содержание СО2 составляло 5 %) при тем-
пературе 37  °С. Анализ клеточных культур 
проводили в течение 12 сут со сменой пита-
тельной среды через каждые 3 сут. 

Для оценки биосовместимости исследуе-
мых пленок и нетканых мембран ежедневно 
определяли общее количество прикреплен-
ных клеток на поверхности исследуемых об-
разцов (тыс. на 1 см2). Для этого исследуемый 
образец извлекали из лунки, удаляли из нее 
культуральную жидкость и отделяли клетки 
от поверхности роста смесью 0,25%-го рас-
твора трипсина и 0,02%-го раствора Версе-
на. Клетки ресуспендировали в питательной 
среде и брали пробу для подсчета в камере 
Фукс-Розенталя. Индекс пролиферации (ИП3) 
рассчитывали как отношение количества 
клеток в лунке на третьи сутки культивиро-
вания к количеству клеток на первые сутки 
культивирования. Для этого проводили под-
счет окрашенных клеток в не менее чем 10 
полях зрения с помощью микроскопа Nikon 
Eclipse 80i при увеличении х10. Проводили 
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морфофункциональный анализ культуры 
фибробластов линии М-22 с помощью мето-
да оценки клеточного компонента биотранс-
плантатов (Макаров с соавт., 2013), который 
основан на окрашивании клеток витальными 
флуорохромными красителями трипафлави-
ном и родамином с последующим анализом 
во флуоресцентном микроскопе при различ-
ном увеличении. Определяли целостность 
клеточных мембран (ЦКМ, в баллах), которая 
отражает структурную целостность клеток. 
Для окрашивания фибробластов линии NIH 
3T3 использовали флуоресцентные красители 
DAPI (окраска ядерной ДНК) и FITC (окраска 
цитоплазмы). 

Результаты и обсуждение

Нетканые мембраны, полученные ме-
тодом электростатического формования 
полимерных растворов, имели различия в 
структуре и физико-механических свойствах 
(рис. 1, табл. 1). Средний диаметр ультратон-
ких неориентированных волокон в мембране 
составил 2,9 мкм, это превосходит показа-
тель у мембран из ориентированных волокон 
(2,0 мкм) при близких показателях плотности 
собственно мембраны. Нетканые мембраны 
и пленки имели близкие показатели контакт-
ного краевого угла смачивания водой (по-

рядка 75-77°), однако отличались значения-
ми физико-механических характеристик. В 
особенности это проявлялось при измерении 
удлинения при разрыве (показатель эластич-
ности изделий): показатели эластичности не-
тканых мембран на порядок превосходили 
пленки. Ориентированные мембраны имели 
более высокие значения механической проч-
ности, характеризуемой по величине модуля 
Юнга, по сравнению с неориентированными 
мембранами, но значительно меньше, чем у 
пленок (табл. 1).

При прямом контакте с исследуемыми об-
разцами раневых покрытий всех типов призна-
ки цитотоксичности в культуре фибробластов 
мыши линии NIH 3T3 отсутствовали (рис. 2). 
Морфология фибробластов, культивируемых 
на всех образцах, имела незначительные от-
личия, но без видимых негативных измене-
ний. РЭМ-изображения, демонстрирующие 
формирование межклеточного матрикса, 
свидетельствуют о благоприятной среде для 
клеток на всех исследуемых образцах. Ре-
зультаты количественного анализа клеток, 
окрашенных флуоресцентными красителями, 
показали влияние ориентированности ульт
ратонких волокон на расположение и коли-
чество клеток. Фибробласты, выращиваемые 
на мембранах из ориентированных волокон, 

 
 
Рис. 1 

№ 1                                                            № 2                                                 № 3 

Рис. 1. РЭМ-снимки экспериментальных образцов раневых покрытий, изготовленных из сополимера 
П(3ГБ/4ГБ): 1  – пленка; 2  – нетканая неориентированная мембрана; 3  – нетканая ориентированная 
мембрана
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были распределены вдоль волокон и были 
преимущественно веретеновидной формы. 
На неориентированных мембранах клетки 
также распределялись по волокнам, при этом 
преобладали клетки треугольной формы, с 
3-4 отростками, с помощью которых клетки 
крепились к волокнам. Более крупные клет-
ки зафиксированы на неориентированных 
мембранах. Так, средние размеры фибробла-
стов, культивируемых на неориентирован-
ных мембранах, составили (429,93±158) мкм2, 
на ориентированных  – значительно мельче, 
(274,79±28,59) мкм2. Количество клеток на 
неориентированных мембранах было самым 
высоким – (2,41±0,20·105) кл/cм2. Количество 
жизнеспособных фибробластов на пленках 
и ориентированных мембранах было ниже, 
чем на неориентированных, соответственно 
(1,41±0,18·105) и (1,65±0,28·105) кл/cм2, однако 
в целом сопоставимым с контролем (культу-
ральные планшеты, полистирол). Таким об-
разом, все типы исследуемых полимерных 
образцов биосовместимы и пригодны для 
культивирования клеток, однако для иссле-
дуемой линии фибробластов мыши NIH 3T3 
наиболее благоприятны пленки и неориенти-
рованные нетканые мембраны.

При исследовании экспериментальных 
образцов раневых покрытий в культуре ди-
плоидных клеток эмбриона человека (фибро-
бласты линии М-22) клетки были прозрачны, 

четко очерчены и имели характерную для 
культуры морфологию: не содержали вклю-
чений, сохраняли свою исходную структур-
ную целостность (рис. 3). Пролиферативная 
активность клеток не претерпевала видимых 
изменений на протяжении всего срока куль-
тивирования и была сопоставима с контролем 
(полистирол), что отражено в значениях ин-
декса пролиферации (табл. 2).

Присутствие всех типов образцов изде-
лий из П(3ГБ/4ГБ) в культуре не оказывало 
влияния на пролиферативную активность 
клеток линии М-22 при прямом контакте. При 
смене среды 1 раз в 3 сут фибробласты линии 
М-22, адгезированные на поверхности ис-
следуемых полимерных образцов, сохраняли 
нормальную морфологию, были метаболиче-
ски активными и размножались без токсиче-
ских изменений на протяжении всего срока 
наблюдения (рис. 3). 

Процесс заселения всех образцов по-
крытий клетками линии М-22 был весьма 
выраженным, начиная с третьих суток куль-
тивирования. Так, на гладких пленках от-
дельные клетки обнаруживались уже через 
1 сут культивирования изделий, через 2 сут 
их количество составило 2,5 тыс/см2, через 
3 сут – 5 тыс/см2, через 5 сут – 15 тыс/см2, че-
рез 7 сут – 20 тыс/см2, т.е. спустя неделю куль-
тивирования на поверхности образца был 
сформирован полноценный конфлюентный 

Таблица 2. Индекс пролиферации диплоидных фибробластов человека линии М-22 в контроле и в 
присутствии раневых покрытий, изготовленных из сополимера П(3ГБ/4ГБ) (среднее±стандартная 
ошибка, n=10)

Номер пассажа 
культуры М-22

Индекс пролиферации на третьи сут

Контроль 
(полистирол) Пленка

Нетканая 
неориентированная 

мембрана

Нетканая 
ориентированная 

мембрана
1 1,83±0,07 1,87±0,09 1,80±0,11 2,08±0,11
2 2,13±0,11 2,14±0,14 2,08±0,12 2,10±0,80
3 1,96±0,07 1,96±0,09 1,88±0,10 1,96±0,10
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Рис. 2 

№ 1                                                            № 2                                                 № 3 

Рис. 2. Морфология фибробластов мыши линии NIH 3T3 (7-суточная культура), выращиваемых на 
экспериментальных образцах раневых покрытий, изготовленных из сополимера П(3ГБ/4ГБ): 1 – пленка; 
2  – нетканая неориентированная мембрана; 3  – нетканая ориентированная мембрана. Верхний ряд  – 
окраска FITC, маркер 50 мкм; нижний ряд – РЭМ-снимки, маркер 200 мкм

 
 
Рис. 3 Рис. 3. Морфология фибробластов линии М-22 (7-суточная культура), выращиваемых на 

экспериментальных образцах раневых покрытий, изготовленных из сополимера П(3ГБ/4ГБ): 1 – пленка; 
2  – нетканая неориентированная мембрана; 3  – нетканая ориентированная мембрана. Витальное 
окрашивание флуорохромными красителями трипафлавином и родамином С, маркер 50 мкм

(занимающий более 80  % всей поверхности) 
монослой клеток (рис. 4).

Клетки имели характерную для них рас-
пластанную или фибробластоподобную, реже 
полигональную, форму и были биологически 
полноценными. Скорость заселения клетка-
ми неориентированной и ориентированной 

нетканой мембран была ниже. Отдельные 
клетки были обнаружены на поверхности 
мембран на третьи сутки культивирования; 
через 5 сут их количество составило 8 тыс/см2, 
через 7 суток  – 16 тыс/см2 (субконфлюэнт-
ный монослой); большинство клеток имели 
не распластанную, а веретеновидную форму 
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при сохранении целостности их внутреннего 
состава. Максимальная заселенность пленок 
и мембран наблюдалась на 7-8-е сут, затем 
численность клеток начинала постепенно 
снижаться вплоть до 10-х сут, когда количе-
ство клеток на пленках сократилось на 25 %, 
на мембранах значительнее – на 30-40 %. На-
чиная с 11-х сут наблюдали незначительный 
рост численности клеток на всех образцах, и 
численность клеток к исходу 12-х сут достиг-
ла уровня 18 тыс/см2 на пленках и 12 тыс/см2 
на мембранах. При этом подавляющее боль-
шинство прикрепленных клеток имели ха-
рактерную для них фибробластоподобную 
форму.

Таким образом, при стандартных мето-
дах культивирования образцы обеспечивают 
длительное сохранение прикрепленных кле-
ток.

Биологическая полноценность прикре-
пленных клеток, определяемая параметром 
целостности клеточных мембран (ЦКМ), со-
хранялась в течение 7-8 сут с момента нача-
ла заселения на высоком уровне: 36,0 баллов 
для гладких пленок и 36,5 балла для ориен-
тированных и неориентированных нетканых 
мембран (при норме 28-42 балла). Незначи-

тельное снижение значения ЦКМ прикре-
пленных клеток (30,0 баллов) отмечено на 
10-11-е сут культивирования; на этом этапе 
исследования в популяции клеток отмечено 
максимальное содержание поврежденных 
клеток (20  %). К 12-м сут значения ЦКМ 
несколько увеличивались и составили 34,6 
балла. В то же время доля клеток с наруше-
ниями мембранных компонентов (10 %) была 
выше, чем на 7-8-е сут (5 %). Это подтверж-
дает предположение о том, что адекватный 
срок культивирования клеток на исследуе-
мых образцах в качестве биотрансплантатов 
кожи не должен превышать 7-8 сут. Важно 
отметить, что биологическая полноценность 
клеток сохранялась в течение 7-8 сут после 
заселения всех образцов.

Заключение

Разработаны и охарактеризованы экс-
периментальные раневые покрытия в виде 
гладких наливных пленок и нетканых мем-
бран, сформированных ориентированными 
и неориентированными ультратонкими во-
локнами, полученных методом электроста-
тического формования растворов разрушае-
мого сополимера П(3ГБ/4ГБ). Биологическая 

 
 
Рис. 4 

2

2

Рис. 4. Морфология фибробластов линии М-22 (7-суточная культура), выращиваемых на 
экспериментальных образцах раневых покрытий, изготовленных из сополимера П(3ГБ/4ГБ): 
1  – пленка; 2  – нетканая неориентированная мембрана; 3  – нетканая ориентированная мембрана. 
Суправитальное окрашивание флуорохромными красителями. Маркер 100 мкм
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совместимость и отсутствие цитотоксично-
сти всех типов экспериментальных раневых 
покрытий установлены в культурах клеток 
двух линий (фибробластов мыши линии NIH 
3T3 и диплоидных клеток эмбриона человека 
линии М-22). Все образцы обеспечивают вы-

сокую адгезию, рост клеток и сохранение вы-
сокой физиологической активности до 7 сут. 
Пленочные образцы и нетканые мембраны из 
П(3ГБ/4ГБ) пригодны для конструирования 
биотрансплантатов в качестве раневых по-
крытий.

Работа выполнена за счет средств государственного задания на проведение фунда-
ментальных исследований РАН (проект № гос. регистрации 01201351505).
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