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В работе получены пленки и скаффолды из поли-3-оксибутирата с различной микро-
структурой тремя различными методами. Методом электроформования получены 
скаффолды с ориентированными и хаотично переплетенными волокнами различной 
толщины в зависимости от используемых параметров. Методами спин-коутинга  
и  самоорганизации получены пленки с различной микроструктурой поверхности, 
в том числе с ориентированными элементами топографии. Показано, что микрострук-
тура поверхности не влияет на рост мезенхимальных стволовых клеток в течение неде-
ли, однако оказывает влияние на морфологию прикрепленных клеток.
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Введение
Микрорельеф поверхности оказывает суще-

ственное воздействие на поведение клеток. На-
пример, вогнутые поверхности способствуют 
контактам между клетками, в то время как выпу-
клые поверхности вызывают растяжение мембра-
ны [1]. Структурированные подложки изменяют 
градиент концентрации сигнальных молекул 
между клетками [2].

Ориентированные микроструктурированные 
скаффолды имеют большое значение для контро-
лируемого клеточного роста. Клетки выстраива-
ются вдоль структур на поверхности подложек [3]. 
Для создания полимерных подложек с ориентиро-
ванными микроструктурами используются мето-

ды литографии, микроконтактной печати и спин-
коутинга [4–6].

Технология спин-коутинга обеспечивает вос-
производимость тонких пленок с контролируе-
мой микроструктурой поверхности [7]. Метод са-
моорганизации для создания пленок позволяет 
получать пористые пленки с упорядоченной ми-
кроструктурой поверхности из различных поли-
меров  [8, 9]. Формирование микротопографии 
поверхности зависит от свойств полимера  [10]. 
Поли-3-оксибутират (ПОБ), является наиболее 
изученным представителем семейства поли-3-окси- 
алканоатов, который может быть получен микро-
биологическим путем микроорганизмами различ-
ных типов, в т.ч. бактериями рода Azotobacter. 
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ПОБ перспективен для использования в биотехно-
логии и медицине благодаря сочетанию хороших 
механических, диффузионных свойств и гидро-
фильности поверхности, высокой биосовместимо-
сти и способности к биодеградации [11, 12].

Электроформование – распространенный ме-
тод для создания микро- и нановолокнистых под-
ложек для тканевой инженерии [13]. Заряженный 
полимерный раствор образует стопки волокон со 
структурой, напоминающей костную ткань [14].

Такие методы как спин-коутинг, самооргани-
зация и электроформование эффективно исполь-
зуются для создания микроструктурированных 
поверхностей на биополимерных подложках.  
Использование этих методов способствует разви-
тию тканевой инженерии и регенеративной меди-
цины применительно к костной, хрящевой, нерв-
ной и сердечной тканям.

Материалы и методы
Синтез ПОБ. Применяли метод биосинтеза 

ПОБ с использованием штамма Azotobacter chroo-
coccum 7B (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
OK077566.1) [15]. Полимер извлекали и  очищали 
из биомассы хлороформом, с последующими ста-
диями осаждения, растворения-осаждения и суш-
ки. Для изготовления пленок и скаффолдов поли-
мер растворяли в хлороформе.

Электроформованные скаффолды. Использо-
вали специальную установку с автоматизирован-
ным устройством для экструзии полимерного рас-
твора через иглы G20 и G27 с оптимальным 
напряжением. Экструдированный раствор поме-
щали на металлический валик, определяющий ха-
рактеристики нитей [16]. Скаффолды изготавли-
вали из 5%-ных и 7%-ных растворов ПОБ 
в хлороформе с оптимальными параметрами. Тол-
щину нитей измеряли с помощью программы 
ImageJ (National Institutes of Health, США), кото-

рая используется для оцифровки и расчета морфо-
логических параметров изображений, в том числе 
изображений сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ).

Получение пленок методом спин-коутинга. Для 
микроструктурированных пленок использовали 
калибровочные решетки для атомно-силовой ми-
кроскопии: TGX1 (TipsNano, Эстония; столбча-
тые штампы) и TGZ3 (TipsNano, Эстония; поло-
сатые штампы) – таблица [17]. Пленки получали 
методом центрифугирования с нанесением поли-
мерного раствора на решетки.

Получение пленок методом самоорганизации. 
Кремниевые субстраты предварительно очищали 
раствором «piranha» (H2O2 / H2SO4 – 1 : 3) при 
120°C, наносили растворы ПОБ с молекулярной 
массой 350 кДа и 1800 кДа (20 мг/мл) на субстра-
ты, создавая жидкую пленку. Увлажненный воздух 
(относительная влажность 75%, 37°C) получали 
пропусканием через насыщенный раствор NaCl. 
Пленки формировались после испарения хлоро-
форма под действием увлажненного воздуха, кон-
троль – без увлажнения [17].

Контактный угол. Измерения контактного 
угла проводили путем добавления 20 мкл дистил-
лированной воды к каждому образцу. Каплю ана-
лизировали с помощью ImageJ, точки вдоль капли 
прорисовывали вручную, угол смачивания вычис-
ляли с помощью алгоритма «B-spline snake» [18].

Рамановская спектроскопия. Измерения про-
водили с помощью конфокального Рамановского 
микроскопа (NTEGRA Spectra, NT-MDT, Россия) 
с лазером, длина волны 633 нм.

Культуры клеток. Мезенхимальные стволо-
вые клетки (МСК) были изолированы из костного 
мозга крыс по стандартному протоколу [19]. Клет-
ки культивировали в среде α-MEM (ПанЭко, Рос-
сия) с добавлением 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки (Биолот, Россия) и 1% антибиотика 

Таблица
Характеристики микроструктуры поверхности образцов и значения контактного угла

Образец Размеры шероховатостей Контактный угол

5% хаотичное (рисунок, А) Толщина волокон: 2,04 ± 0,14 мкм 102,7° ± 3,6°

5% ориентированные (рисунок, Б) Толщина волокон: 1,81 ± 0,66 мкм 73,1° ± 3,8°

7% хаотичное переплетение (рисунок, В) Толщина волокон: 4,69 ± 1,53 мкм 104,9° ± 4,3°

7% ориентированные (рисунок, Г) Толщина волокон: 3,24 ± 0,24 мкм 82,5° ± 1,2°

ПОБ350 Плоская пленка (рисунок, Д) Шероховатости отсутствуют 121,3° ± 3,7°

ПОБ1800 Плоская пленка Шероховатости отсутствуют 118,9° ± 1,6°

ПОБ 350 кДа TGX1 столбчатый штамп 
(рисунок, Е)

Периодичность: 3 ± 0,05 мкм, высота: ~ 0,6 мкм, 
ширина столбца: 0,6 мкм

–*

ПОБ 350 кДа TGZ3 полосатый штамп 
(рисунок, Ж)

Периодичность: 3 ± 0,05 мкм,  
высота ступенек: 520 ± 20 нм

–*

ПОБ350 в объеме 40 мг/мл
300 μl (рисунок, З)

Средний размер пор: 4,7 ± 1,5 мкм
размер рамки: 4,4 ± 1,6 мкм

89,6° ± 4,9°

ПОБ1800 в объеме 20 мг/мл
300 μl (рисунок, И)

Сетчатые пленки с ячейками неправильной формы
Размер пор очень вариативен: 7–12 μm

Очень вариативен:  
117° до 126°

Примечание: * – рабочая поверхность образцов слишком мала для измерения

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OK077566.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OK077566.1
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РОСТ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК НА ОРИЕНТИРОВАННЫХ СКАФФОЛДАХ

(пенициллин + стрептомицин; ПанЭко, Россия). 
Образцы стерилизовали в этаноле в течение 1 ч. 
После стерилизации этанолом образцы как ми-
кроструктурированных пленок, так и скаффолдов 
нарезали на фрагменты площадью 0,5 см2 и поме-
щали каждый на дно лунки в 96-луночный план-
шет. Клетки подсчитывали в камере Горяева и вы-
севали на образцы при плотности 2500 клеток на 
лунку в стандартной питательной среде. Пролифе-
рацию клеток определяли с помощью МТТ-ана- 
лиза (Merck, Германия) и XTT-анализа (набор для 
пролиферации клеток, Biological Industries, Изра-
иль). Исследование проводили в течение 1  нед., 
количество клеток измеряли на 1-е, 3-е, 5-е и 7-е 
сут спектрофотометрически с помощью мультиде-
тектора Zenyth 3100 (Anthos Labtec Instruments 
GmbH, Зальцбург, Австрия).

СЭМ. Пленки обрабатывали стандартно: фик-
сировали, обезвоживали в этаноле различной кон-
центрации, промывали в смеси этанола и гекса- 
метилдисилазана (HMDS, hexamethyldisilazane), 
затем оставляли в HMDS до испарения. Образцы, 
полученные методом спин-коутинга, изучали на 
сканирующем электронном микроскопе TM3000 

(Hitachi, Япония) [21]. Анализ образцов, получен-
ных методом самоорганизации и электроформи-
рования, проведен на сканирующем электронном 
микроскопе JSM-25S (JEOL, Япония).

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее ± стандартное отклонение. Для 
анализа данных применяли тест Манна-Уитни 
и  односторонний критерий Краскела-Уоллиса, 
уровень значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Структура полимерных подложек,  
полученных различными методами

Структура скаффолдов, полученных методом 
электроспининга. С использованием высокоско-
ростного вращения созданы четыре образца скаф-
фолдов с разными узорами волокон. Скорости 
200  и 1500 об./мин дали хаотичные и ориентиро-
ванные узоры.

Для 5%-ного ПОБ при 200 об./мин толщина 
волокна составила 2,04 ± 0,14 мкм (рисунок, А). 
Ориентированные волокна при 1500 об./мин име-
ли толщину 1,81 ± 0,53 мкм (рисунок, Б). Тол- 
щина волокон хаотичного и ориентированного  

Рисунок. Рост МСК на поверхности скаффолдов в зависимости от топологии поверхности скаффолдов. Сканирующая электрон-
ная микроскопия. А – 5% хаотичное переплетение, увеличение ×5000; Б – 5% ориентированные, увеличение ×1500; В – 7% хао-
тичное переплетение, увеличение ×1500; Г – 7% ориентированные, увеличение ×2000; Д – пленка ПОБ 350 кДа; Е – пленка 
ПОБ 350 кДа с узором в виде столбиков TGX1; Ж – пленка ПОБ 350 кДа с узором в виде полосок TGZ3; З – рост клеток на 
пленках из ПОБ 350, полученных из раствора с концентрацией 40 мг/мл и L = 1 см, объем раствора составляет 300 мкл, увеличе-
ние ×500; И – рост клеток на пленках из ПОБ 1800, полученных из раствора с концентрацией 20 мг/мл и L = 3 см, объем раство-
ра составляет 300 мкл, увеличение ×1000.
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узоров 7%-ного ПОБ составила 4,69 ± 1,53 мкм 
и 3,24 ± 0,24 мкм соответственно (рисунок, В и Г; 
таблица).

Гидрофильность зависела от узоров, более 
высокие контактные углы выявлены для хао- 
тичных структур: 5% ориентированных – 
73,1°  ±  3,8°; 5% хаотичных – 102,7° ± 3,6°; 7% 
ориентированных – 82,5° ± 1,2; 7% хаотичных – 
104,9° ± 4,3° (таблица). Рамановская спектроско-
пия показала более высокую кристалличность 
и  характерные кристаллические полосы для ори-
ентированных скаффолдов 7% ПОБ. Аморфные 
полосы отсутствовали, что указывало на кристал-
лическую структуру ПОБ [22, 23].

Топография поверхности самоорганизованных 
пленок ПОБ с разной микроструктурой, получен-
ных методом спин-коутинга и самоорганизации. 
Исследование направленности топографии по-
верхности ПОБ пленок, полученных методом  
самоорганизации, выявило важное влияние  
молекулярной массы ПОБ на их структуру  
(рисунок, З  и И). Пленки из ПОБ 350 кДа  
(20 мг/мл, объем 150 мкл) обладают трехмерной 
микропористой структурой с порами размером 
4,7 ± 1,5 мкм и рамками 4,4 ± 1,6 мкм. При по-
вышении молекулярной массы до 1800 кДа 
(20  мг/мл, объем 300  мкл) наблюдается сетчатая 
структура с порами размером 7–12 мкм (табли-
ца). МСК (2500 клеток/1,5 см2) на пленках ПОБ 
350  кДа плотно распластаны, в то время как на 
пленках ПОБ 1800 кДа более компактны и обра-
зуют псевдоподии для прикрепления. Даже не-
строгая топография поверхности оказывает вли-
яние на ориентацию МСК. Эти результаты 
подтверждают, что структура поверхности влияет 
на морфологию клеток и показывают важность 
этого аспекта в тканевой инженерии и биомеди-
цинских исследованиях.

Гидрофобность оценивалась измерением кон-
тактного угла. Самоорганизованные пленки ПОБ 
350 кДа демонстрировали более низкие контакт-
ные углы по сравнению с плоскими пленками. 
Микроэлементы на поверхности ПОБ 350 кДа 
снижали угол смачивания в 1,1–1,6 раза. Присут-
ствие сетчатой структуры в пленках ПОБ 1800 кДа 
практически не влияло на их смачивание. Значе-
ния углов смачивания варьировали от 117° до 126°, 
что соответствовало значениям для плоской плен-
ки ПОБ 1800 кДа (118,9° ± 1,6°) (таблица).

Рост МСК на подложках,  
полученных различными методами

Рост МСК на электроформованных скаффол-
дах. МСК успешно прикреплялись и росли на ми-
кроструктурированных скаффолдах, полученных 
методом электроформования. Структуры скаф-
фолдов с полимером в 7%-ной концентрации име-
ли более толстые и выраженные волокна по срав-
нению со струткурами с полимером с 5%-ной 

концентрацией. Прикрепление и рост МСК зави-
сели от размера полимерных волокон и микро-
структуры скаффолда.

Влияние микротопографии на рост МСК  
изучали на примере 5%-ных и 7%-ных ПОБ 
350  кДа скаффолдов с хаотичной и ориентиро-
ванной структурой. Первоначальное исследова-
ние показало, что клетки имеют тенденцию рас-
тягиваться вдоль нитей. На более толстых нитях 
из 7%-ного полимера клетки имеют тенденцию 
обволакивать волокно; при уменьшении концен-
трации полимера до 5%-ного клетки вытягивают 
псевдоподии вдоль нитей или к соседним нитям, 
что связано с более плотной упаковкой полимер-
ного волокна.

Рост клеток на микроструктурированных 
пленках. Исследование роста МСК на пленках, 
полученных методом спин-коутинга, показало, 
что тип штампа (столбики или полосы) не влияет 
на уровень пролиферации клеток. После проведе-
ния серии экспериментов по оценке числа жизне-
способных клеток на пленках с помощью тестов 
МТТ и ХТТ было выявлено, что все типы пленок 
обеспечивают одинаковый уровень пролиферации 
клеток, который не отличается значимо от роста 
на стандартных гладких пленках.

Влияние микроструктуры пленок, получен-
ных на штампах, на прикрепление и рост клеток 
было оценено с использованием двух типов ми-
кроструктур: пленки TGX1 (столбики) и пленки 
TGZ3 (полосы). 

Исследование, проведенное на МСК (рису-
нок Д, Е, Ж) показало, что изменение структуры 
поверхности влияет на морфологию прикрепив-
шихся клеток. На плоских пленках клетки не  
обладают распластанной морфологией. На плен-
ках с  анизотропной топографией в виде па- 
раллельных борозд, клетки удлиняются вдоль  
борозд, прикрепляя псевдоподии к выступам по-
верхности.

Заключение
Использование методов электроформования, 

спин-коутинга и самоорганизации позволяет 
создавать полимерные скаффолды и пленки 
с  разнообразной микроструктурой поверхности. 
Регуляция параметров этих методов позволяет 
контролировать структуру получаемых изделий, 
в  результате чего можно изготавливать материа-
лы с разной микротопографией поверхности.  
Исследование выявило сходство поведения кле-
ток на ориентированных подложках, полученных 
разными методами: клетки вытягиваются вдоль 
линий ориентации топографических элементов 
структуры поверхности пленок (бороздок, балок) 
и скаффодов (нитей). Ориентация элементов то-
пографии поверхности пленок и скаффолдов на-
прямую не влияет на рост клеток, но влияет на их 
прикрепление и морфологию.
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Таким образом, направленное изменение ми-
кроструктуры поверхности в полимерных скаф-
фолдах и пленках при их изготовлении различны-
ми методами дает возможности для контроля 
поведения клеток. Это включает в себя регуляцию 
прикрепления, ориентации и морфологии клеток. 
Полученные нами результаты актуальны для раз-
работки биоматериалов в  тканевой инженерии, 
где контроль взаимодействия клеток с материа- 
лами является важным аспектом для достиже- 
ния необходимых свойств и  функциональнос- 
ти тканей.

Оборудование, используемое в данной работе, 
предоставлено Центром коллективного пользова-
ния Московского государственного университета 
имени М.В. Ломоносова (включая сканирующие 
электронные микроскопы), Центром пользова-
тельских устройств исследовательского центра 
биотехнологии Российской академии наук и Ин-
ститутом химии новых материалов Национальной 

академии наук Беларуси. Электронная микроско-
пия была проведена с использованием специали-
зированной установки «3D-EMS» в Московском 
государственном университете.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№20-64-47008) – разработка скаффолдов, полу-
ченных методом электроформования и изучение 
их морфологии и биосовместимости in vitro (био-
логический факультет Московского государствен-
ного университета имени М.В. Ломоносова) 
и  Министерства науки и высшего образования 
(грантовое соглашение №075-15-2021-588 от 
1  июня 2021 г.) – исследование и анализ мето- 
дом спектроскопии комбинационного рассеяния 
(Томский политехнический университет). Работы 
проведены без использования животных и без 
привлечения людей в качестве испытуемых. Авто-
ры заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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SHORT COMMUNICATION

Growth of mesenchymal stem cells on oriented microstructured films 
and electrospun scaffolds

I.V. Demianova1 , E.A. Akoulina1, 2, * , I.I. Zharkova2 , V.V. Voinova2 , 
D.V. Chesnokova2 , A.M. Hossain2, T.K. Makhina3 , G.A. Bonartseva3 ,  

V.I. Kulikouskaya4 , V.V. Nikolaichuk4, Yu.R. Mukhortova5, A.S. Pryadko5 , 
M.A. Surmeneva5, 6 , R.A. Surmenev5, 6 , K.V. Shaitan2 , A.P. Bonartsev2 
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The study involved the fabrication of films with different roughness and scaffolds made of 
poly(3-hydroxybutyrate) using various methods. Chaotic and oriented scaffolds with varying 
fiber thickness were obtained through the electrospinning method, depending on the polymer 
concentration and electrospinning parameters. Films with different surface roughness were 
obtained using spin coating and self-assembly methods. It was demonstrated that the varying 
microstructure of the surface does not affect the growth of mesenchymal stem cells over the 
course of a week; however, it does influence the morphology of the adhered cells. 

Keywords: poly(3-hydroxybutyrate), microstructured, spin coating, self-assembly, oriented, 
mesenchymal stem cells
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