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Получены микроносители на основе фиброина шёлка. Микроносители могут ис-
пользоваться в качестве субстрата для культивирования клеток, для доставки клеток при 
проведении клеточной терапии, а также для создания тканеинженерных конструкций. 
Фиброиновые микроносители были минерализованы, что привело к появлению кри-
сталлов фосфата кальция на их поверхности. Способность минерализованных и не ми-
нерализованных микроносителей поддерживать остеогенную дифференцировку остео-
бластоподобных клеток линии MG-63 была оценена по уровню активности щелочной 
фосфатазы, раннего маркера остеогенеза. Было показано, что клетки активно пролифе-
рировали на поверхности как минерализованных, так и немодифицированных микроно-
сителей. Культивирование MG-63 на поверхности фиброиновых микроносителей при-
водило к повышению активности щелочной фосфатазы, что указывало на остеогенную 
дифференцировку клеток MG-63 в отсутствие индукторов. Уровень щелочной фосфатазы 
был выше при использовании минерализованных микроносителей. При традиционном 
двухмерном культивировании клеток MG-63 активность щелочной фосфатазы была 
близка к нулевому уровню. В отличие от традиционного монослойного культивирования 
при использовании микроносителей клетки находятся в трехмерных условиях, более 
близких к физиологическим. Это может оказывать значительное влияние на их морфоло-
гию и функциональные свойства. В ходе работы также были охарактеризованы механи-
ческие свойства пористых скаффолдов, использованных для получения микроносителей.

Ключевые слова: фиброин, остеогенная дифференцировка, минерализация, трёхмерное 
культивирование, микроноситель.

Микроносители — это частицы, размеры ко-
торых, как правило, не превышают 500 мкм, ис-
пользуемые для культивирования субстрат-зави-
симых клеток. Микроносители характеризуются 
высоким соотношением площадь/объем и могут ис-
пользоваться для динамического культивирования 
клеток в биореакторах [1]. Такие системы исполь-
зуются для наработки клеток [2] или клеточных 
продуктов [3]. Микроносители позволяют наращи-
вать большие количества клеток для терапевтиче-
ского использования [4]. Культивирование клеток 
на микроносителях из биодеградируемых материа-
лов дает возможность трансплантировать клетки 
без снятия с подложки. В этом случае клетки луч-
ше сохраняют жизнеспособность, что обеспечивает 

большую эффективность клеточной терапии [2].
Также биодеградируемые микроносители могут быть 
использованы для доставки и контролируемого вы-
свобождения неклеточных терапевтических пре-
паратов [5].

Микроносители в сочетании с остеогенными 
клетками могут применяться для восстановления 
дефектов кости [6]. Также они могут быть исполь-
зованы для получения макроскопических ткане-
инженерных конструкций [7].

Остеогенная дифференцировка стимулируется 
растворимыми индукторами остеогенеза, однако 
известно, что физическая и химическая структура 
поверхности биоматериала может влиять на про-
лиферацию и дифференцировку клеток [8].
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Шёлк имеет долгую историю применения в ме-
дицине в качестве шовного материала, а сравни-
тельно недавно нашел применение в тканевой ин-
женерии. Фиброин шёлка тутового шелкопряда 
Bombyx mori также может быть использован в каче-
стве материала для микроносителей. Данный мате-
риал не токсичен, характеризуется высокой биосов-
местимостью и способностью к биорезорбции [9]. 
Ранее нами было показано, что микроносители на 
основе фиброина шёлка поддерживают адгезию и 
пролиферацию фибробластов и кератиноцитов — 
основных клеток, участвующих в регенерации кожи 
[10, 11].

Механические свойства фиброина позволяют 
изготавливать из него скаффолды, являющиеся ос-
новой тканеинженерных конструкций для регене-
рации костной ткани [12]. Показано, что имплан-
тация скаффолда на основе фиброина приводит 
к существенному ускорению регенерации дефекта 
кости [13].

В данной работе было продемонстрировано сти-
мулирование остеогенной активности клеток линии 
MG-63 в условиях трёхмерного культивирования 
на фиброиновых микроносителях и минерализован-
ных фиброиновых микроносителях, а также изуче-
ны механические свойства пористых скаффолдов, 
на основе которых получены исследуемые микро-
носители. 

Материалы и методы

Изготовление скаффолдов и микроносителей. 
Скаффолды изготавливали из водного раствора 
фиброина (20 мг/мл). 

Микроносители получали путем криоизмельче-
ния пористых матриксов [11]. Полученную суспен-
зию калибровали через лабораторные сита с диамет-
ром отверстий 500, 250 и 100 мкм (ООО “Крафт”, 
Россия). Для дальнейшей работы использовали 
фракцию частиц размером 100–250 мкм.

Минерализация микроносителей. Минерализа-
цию микроносителей проводили путем осаждения 
фосфата кальция [14]. Процесс был разделен на две 
стадии: прекальцификация и кальцификация. Для 
стадии прекальцификации готовили раствор, содер-
жащий 4 г NaCl, 0,139 г CaCl2, 0,152 г MgCl2·6H2O, 
0,176 г NaHCO3 и 0,089 г Na2HPO4·2H2O в 100 мл 
воды очищенной на установке MilliQ, (“Milli-
pore”, Франция). Все соли производства Sigma-Al-
drich, Германия. Раствор насыщали углекислым 
газом при 37°С. Микрочастицы помещали в при-
готовленный раствор и инкубировали при 37°С 
в течение суток.

Раствор для проведения кальцификации, содер-
жащий 4 г NaCl, 0,139 г CaCl2, 0,03 г MgCl2·6H2O, 
0,088 г NaHCO3 и 0,089 г Na2HPO4·2H2O в 100 мл 
воды насыщали углекислым газом при 50°С. Ми-
крочастицы помещали в приготовленный раствор 
и инкубировали при 50°С в течение суток.

Минерализацию оценивали по окрашиванию 
фосфата кальция ализариновым красным (ARS). 

Для этого микрочастицы помещали в 0,5%-ный 
раствор ARS (Panreac, Испания) при рН = 4,1–4,3 
и инкубировали в темноте в течение часа. Далее 
образцы отмывали водой и изучали на инвертиро-
ванном микроскопе Axiovert 200M LSM510 META 
(Carl Zeiss, Германия).

Культивирование MG-63 на микроносителях. 
Клетки линии MG-63 культивировали в среде 
Eagle’s minimal essential medium (ЕМЕМ) произ-
водства Lonza, (Бельгия), содержащей 1% Non-
Essential Amino Acid (NEAA) производства Lonza 
(Бельгия) и 10% фетальной бычьей сыворотки (ФБС) 
производства HyClone (США). Микроносители 
стерилизовали 70%-ным спиртом и отмывали сре-
дой ЕМЕМ. В лунки 96-луночной круглодонной 
плашки вносили по 50 мкл суспензии микроноси-
телей и по 40 тыс. клеток MG-63 в 50 мкл в среды. 
Инкубировали 6 ч, затем переносили в лунки 
24-луночной плашки в 1 мл культуральной среды. 
Клетки на микроносителях культивировали при 
37°С в присутствии 5% СО2. Среду меняли каждые 
3 сут.

Изучение клеток на поверхности микроносите-
лей методом конфокальной микроскопии. На 1 и 4 сут 
культивирования клетки на микроносителях фик-
сировали 4%-ным формальдегидом. Ядра клеток 
окрашивали Sytox green (Sigma-Aldrich, Германия). 
Образцы изучали на микроскопе Eclipse Ti-E с кон-
фокальным модулем А1 (Nikon Corporation, Япо-
ния) с объективом Plan Apo VC DIC N2 с 20-ти-
кратным увеличением и лазером с длиной волны 
488 нм. Диаметр конфокальной диафрагмы, уста-
новки лазера и анализирующих фильтров настра-
ивали согласно рекомендации производителей. 
Получали серии оптических срезов по всей тол-
щине микроносителя. 

Определение активности щелочной фосфатазы 
при культивировании MG-63 на микроносителях на 
основе фиброина. Остеогенная дифференцировка 
клеток оценивалась по уровню активности щелоч-
ной фосфатазы (ALP) на 7 сут культивирования на 
микроносителях. В качестве контроля использовали 
клетки, выращенные на культуральном пластике 
(двухмерные условия). Клетки лизировали в рас-
творе TGT (50 мМ Tris, 100 мМ глицина и 0,1% 
Triton X-100, рН 10,5). В лунки с лизатом вносили 
по 100 мкл раствора бесцветного p-нитрофенил-
фосфата 10 мг/мл, инкубировали в темноте в тече-
ние 30 мин, затем реакцию останавливали, добавляя 
в лунки по 50 мкл 0,2 М NaOH. Под воздействием 
ALP от нитрофенил-фосфата отщепляется фос-
фатная группа, в результате чего образуется p-нит-
рофенол, имеющий желтый цвет. Активность щелоч-
ной фосфатазы оценивали по оптической плотности 
раствора при 405 нм.

Реология матриксов из фиброина. Эксперименты 
по изучению механических свойств проводились 
на реометре Anton Paar MCR 302 (Австрия). Ис-
следования проводились на влажных образцах. 
Реометр был оборудован измерительной системой 
плита/плита. Типичная толщина исследуемых об-
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разцов составила 3–4 мм (это на порядок больше 
характерного размера пор), диаметр — 2,5 см. Сна-
чала проводили амплитудный тест, чтобы опреде-
лить диапазон линейной вязкоупругости при угловой 
частоте 10 рад/с. Процедура выбора расстояния 
между двумя плитами (зазора), при котором свой-
ства образца измеряются корректно, была анало-
гична описанной ранее [15]. После измерения ха-
рактерного диапазона линейной вязкоупругости 
(0,3%) и оптимального зазора (относительная дефор-
мация 0,1–0,3) на другом образце проводили частот-

ный тест при угловой частоте от 0,1 до 100 рад/с. 
Во всех тестах измеряли модули сохранения G’ и 
потерь G’’, а также их отношение — коэффициент 
демпфирования (тангенс механических потерь):

tan(δ) = G"/G'.

Результаты и обсуждение

Из фиброиновых скаффолдов были получены 
микроносители. Микроносители представляли из 
себя фрагменты пористых матриксов размером от 
100 до 250 мкм (рис. 1, А). 

Микроносители были подвергнуты минерали-
зации фосфатом кальция. Окрашивание ARS под-
твердило наличие минерализации (рис. 1, Б). По-
верхность минерализованных микроносителей была 
покрыта кристаллами фосфата кальция, что уве-
личивало eё шероховатость (рис. 1, Б).

Для оценки способности микроносителей 
поддерживать остеогенную дифференцировку ис-
пользовали клетки остеосаркомы человека MG-63. 
Клетки этой линии проявляют свойства остеоблас-
тов и часто используются для модельного изуче-
ния остеогенеза [16]. При культивировании как на 
фиброиновых, так и на минерализованных фиб-
роиновых микроносителях клетки MG-63 активно 
пролиферировали на поверхности микрочастиц 
(рис. 2, А–Г). Данный результат согласуется с рабо-

Рис. 1. Микрофотографии микроносителей, окрашенных али-
зариновым красным, в проходящем свете: А — фиброиновый 
микроноситель; Б — минерализованный микроноситель на 

основе фиброина

Рис. 2. А–Г — увеличение количества клеток на поверхности фиброиновых (А, Б) и минерализованных (В, Г) микроносителей 
на первые (А, В) и четвёртые (Б, Г) сутки культивирования (представлены изображения ядер клеток, окрашенных Sytox green, 
наложенные на изображения частиц в проходящем свете); Д — активность щелочной фосфатазы при культивировании MG-63 

на микроносителях и в двухмерных условиях. 
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той, в которой было продемонстрировано увеличе-
ние скорости адгезии и пролиферации первичной 
культуры мышиных эмбриональных фибробластов 
на поверхности минерализованных трёхмерных по-
ристых фиброиновых скаффолдов [17]. 

Трёхмерные условия, создаваемые микроно-
сителями, являются одним из факторов, способ-
ствующих индукции остеогенеза. Так, человеческие 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК) могут 
спонтанно дифференцироваться по остеогенной 
линии на микроносителях с коллагеновым покры-
тием [18]. На рис. 2, Д представлены данные по 
определению активности щелочной фосфатазы, 
раннего маркера остеогенеза, при культивирова-
нии MG-63 на пластике в трёхмерных условиях: 
на фиброиновых микроносителях и минерализо-
ванных фиброиновых микроносителях в среде без 
добавления индукторов остеогенеза. 

Уровень активности щелочной фосфатазы при 
культивировании клеток на микроносителях, как 
минерализованных, так и немодифицированных, 
оказался значительно выше, чем на культуральном 
пластике (рис. 2, Д). Кроме того, минерализация 
также вызывает повышение уровня активности 
щелочной фосфатазы (р<0,05). Следовательно, ми-
нерализация микроносителей способствует ин-
дукции остеогенеза. Одна из возможных причин 
этого — изменение жёсткости субстрата. На колла-
геновых матриксах было показано, что минерали-
зация приводит к увеличению жёсткости матрик-
сов [19]. Жёсткость субстрата может оказывать 
значительное влияние на функции клеток. На при-
мере МСК было показано, что эффективность ад-
гезии выше на мягких субстратах, в то время как 
остеогенная дифференцировка более выражена на 
жёстких субстратах [20].

Также на остеогенную дифференцировку может 
оказывать влияние присутствие фосфата кальция 
на поверхности микроносителей. Было показано, 
что остеобластоподобные клетки MG-63 и МСК, 
культивируемые на поверхности, сформированной 
из фосфата кальция, способны дифференциро-
ваться по остеогенной линии in vitro без добавле-
ния индукторов остеогенеза, чего не происходит 
при культивировании клеток на пластике. Авторы 
предположили, что такое влияние фосфата кальция 
опосредовано повышенной адсорбцией некоторых 
белков к поверхности [8].

Минерализация поверхности микроносителей 
привела к появлению шероховатости (рис. 1, Б), 
что было показано с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии (данные не представлены). 
Наличие шероховатости также является одним из 
факторов, стимулирующих остеогенез [21]. 

Изучение механических свойств субстрата яв-
ляется важной задачей, поскольку эти свойства 
оказывают существенное влияние, например, на ско-
рость миграции клеток [22], а также на экспрессию 
генов, клеточное развитие [23] и выживаемость [24].

В данной работе для описания механических 
характеристик матриксов использовали ротацион-
ную реометрию для характеристики вязкоупруго-
сти образца. Чтобы определить диапазон линейной 
вязкоупругости, обычно используют амплитудный 
тест, а для измерения зависимости свойств мате-
риала от частоты воздействия — частотный тест 
[25]. В случае с пористыми образцами, находящи-
мися во влажном состоянии, добавляется еще 
один важный шаг — выбор зазора между плитами, 
при котором проводятся измерения. При слишком 
большом зазоре растет вероятность проскальзыва-
ния плиты по поверхности образца. При слишком 
маленьком зазоре возможно выталкивание воды 
из пор образца, а также изменение морфологии 
(уменьшение общего объема пор), что может влиять 
на измеряемые механические свойства [15]. 

Величина зазора (g) связана с относительной 
деформацией образца (ε) по формуле: 

ε = (g0 – g)/g0,

где g0 — точка контакта образца с плитой реометра, 
т.е. величина зазора, при котором нормальная сила, 
действующая на верхнюю плиту, равна нулю. При 
разных значениях зазора (и, соответственно, дефор-
мации) проводили амплитудный тест для регистра-
ции изменения коэффициента демпфирования 
(tan(δ)) при сжатии образца. 

Зависимость коэффициента демпфирования от 
относительной деформации представлена на рис. 3, А. 
Аналогичная зависимость наблюдалась на гидро-
гелях из поли-2-гидроксиэтилметакрилата [15]. 
На них было показано, что выбор зазора (относи-
тельной деформации) по коэффициенту демпфи-
рования может быть более удобным, чем по значе-
ниям G' и G". При относительной деформации от 
0 до 0,1 значение tan(δ) падало, что говорит об 
улучшении контакта плиты с поверхностью образца. 
Далее на графике возникало плато, которое соот-
ветствует стабильному контакту образца и плиты. 
В качестве оптимальных значений относительной 
деформации выбирали середину этого плато, при-
близительно 0,2. Бóльшую деформацию не исполь-
зовали, т.к. при ней происходит выталкивание 
воды из образца и сжатие пор. 

Типичные результаты измерения вязкоупру-
гих свойств матриксов из фиброина представлены 
на рис. 3, Б. Показано, что матриксы из фиброина 
представляют собой вязкоупругие тела, так как мо-
дуль сохранения G' выше, чем модуль потерь G"; 
среднее значение модуля сохранения при угловой 
частоте в 10 рад/с составило 5,9±1,1 кПа, а модуля 
потерь — 0,8±0,2 кПа (усреднение по результатам 
измерений, проведенных на пяти образцах).

Результаты частотного теста (рис. 3, Б) пока-
зали, что при увеличении частоты воздействия на 
образец значения модулей сохранения и потерь 
возрастали, однако G" увеличивался в меньшей 
степени. С уменьшением угловой частоты проис-
ходит уменьшение модуля сохранения G' и в мень-
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шей степени модуля потерь G". Это говорит о том, 
что матриксы из фиброина не являются полностью 
сшитыми полимерами, для которых значения G' и 
G" практически неизменны в широком диапазоне 
частот [25]. 

Таким образом, проведённые исследования 
показали, что разработанные нами фиброиновые 
микроносители являются превосходным субстра-
том для культивирования различных типов клеток, 
в том числе и остеогенных. За счет сложной формы, 
большой площади поверхности, микрорельефа и 
подходящих механических свойств микроносители 
формируют условия, способствующие остеоген-
ной дифференцировке в отсутствие индукторов. 
Минерализация микроносителей приводит к улуч-
шению остеогенных свойств субстрата, что может 
быть связано с появлением шероховатости на по-
верхности микроносителей, увеличением их жёст-
кости или остеиндуктивными свойствами фосфата 
кальция. Разработанные нами фиброиновые скаф-
фолды, как в виде микроносителей, так и в виде 

обьемных пористых матриксов имеют большие 
перспективы в области тканевой инженерии реге-
нерации костной ткани.

Работа осуществляется при поддержке Мини-
стерства образования и науки Российской федера-
ции в рамках Федеральной целевой программы 
“Исследования и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-технологического 
комплекса России на 2014–2020 годы” по Согла-
шению по предоставлении субсидии от 27 ноября 
2014 г. № 14.604.21.0148 “Биорезорбируемые микро-
носители для доставки клеток в область заживления 
и регенерации ран”, уникальный идентификатор 
соглашения RFMEFI60414X0148.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания, приобретенного за счет средств Программы 
развития Московского университета и на обору-
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М.В. Ломоносова при финансовой поддержке Ми-
нистерства образования и науки РФ. 

Рис. 3. А — зависимость коэффициента демпфирования от относительной деформации; Б — зависимость модуля сохранения 
(G') и модуля потерь (G") от частоты воздействия. 
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METHODS

INDUCTION OF OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF OSTEOBLAST-LIKE CELLS 
MG-63 DURING 3D CULTIVATION ON FIBROIN MICROCARRIERS

M.S. Kotliarova1,*, V.A. Zhuikov2, Y.V. Chudinova1,2, D.D. Khaidapova3, A.M. Moisenovich4, 
A.S. Kon’kov1, L.A. Safonova1,5, M.M. Bobrova1,5, A.Y. Arkhipova4, A.V. Goncharenko4, K.V. Shaitan1
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5 Academician V.I. Shumakov Federal Research Center of Transplantology and Artificial Organs, 

Ministry of Health of the Russian Federation, Shchukinskaya ul. 1, Moscow, 113182, Russia
*e-mail: kotlyarova.ms@gmail.com

We have developed microcarriers made from silk fibroins. Microcarriers can be used as a 
substrate for cell cultivation and cell delivery during cell-based therapy, and for the construction 
of bioengineered tissue. Fibroin microcarriers were mineralized, which led to the appearance of 
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calcium phosphate crystals on their surface. The ability of mineralized and non-mineralized mi-
crocarriers to support osteogenic differentiation of the osteoblast-like cell line MG-63 was esti-
mated by alkaline phosphatase activity, an early marker of bone formation. The experiment 
showed cells actively proliferating on the surface of both mineralized and non-modified micro-
carriers. Culturing MG-63 on the surface of fibroin microcarriers resulted in an increase of alka-
line phosphatase activity indicative of osteogenic differentiation of MG-63 cells in the absence 
of inductors. The level of alkaline phosphatase was higher when mineralized microcarriers were 
used. Alkaline phosphatase activity of MG-63 cells cultivated using traditional two-dimensional 
approaches were close to zero. As opposed to conventional monolayer culturing, microcarriers 
culture cells in a three-dimensional environment that is closer to physiological conditions. This 
can have a significant impact on their morphology and functional properties. During this study 
we also characterized mechanical properties of porous scaffolds used for microcarriers.

Keywords: fibroin, osteogenic differentiation, mineralization, three-dimensional culture, micro-
carrier.
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