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Использование тканеинженерных конструкций на основе скаффолдов, имитирую-
щих внеклеточный матрикс живой ткани, открывает новые возможности в лечении раз-
личных патологий и травм, связанных с повреждениями тканей и органов. Фиброин 
шёлка тутового шелкопряда Bombyx mori является биосовместимым, биорезорбируемым 
полимером, обладающим высокой механической прочностью и эластичностью, что позво-
ляет создавать на его основе скаффолды для регенерации различных тканей, в том числе 
костной. В представленной работе были получены фиброиновые скаффолды в виде по-
ристых губок, плёнок и гибридных скаффолдов, представляющих из себя бислойные 
конструкции, в которых трёхмерная структура, свойственная скаффолдам в виде губки, 
ограничена с одной стороны плёнкой. Были исследованы структура скаффолдов и их 
биосовместимость: показано, что иммортализованные и первичные фибробласты, а также 
остеобластоподобные клетки успешно прикрепляются к поверхности исследованных скаф-
фолдов и пролиферируют на ней. В экспериментах in vivo на модели дефекта бедренной 
кости крысы через четыре недели после имплантации пористого фиброинового скаф-
фолда в области имплантата наблюдались многочисленные очаги остеогенеза, что сви-
детельствует об остеокондукции скаффолдов.
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скаффолды, тканевая инженерия

Костная ткань характеризуется уникальной спо-
собностью при регенерации повреждений восста-
навливать свою нативную структуру. Однако при 
наличии обширных повреждений, а также в пожи-
лом возрасте и при некоторых патологических со-
стояниях нормальная структура кости не может быть 
восстановлена. В таких случаях для активации про-
цесса регенерации костной ткани используют кост-
ные имплантаты.

Способность к тканевой регенерации для кост-
ных имплантатов измеряется остеогенным, остео-
кондуктивным и остеоиндуктивным потенциалами 
[1]. Костные имплантаты должны обеспечивать 
структурную целостность кости, а также обладать 
способностью к остеокондукции, то есть способ-
ствовать восстановлению целостности кости за счет 
врастания ткани в материал [2]. Имплантаты, обла-
дающие остеогенным потенциалом, содержат в себе 
остеобласты или их предшественники, восстанав-
ливающие структуру кости [3]. При наличии у им-

плантата остеоиндуктивных свойств происходят 
миграция мезенхимальных стволовых клеток реци-
пиента в зону повреждения и их дифференцировка 
в остеобласты, запускающие процесс регенерации [4].

Ауто- и аллотрансплантаты являются наиболее 
распространенным видом костных имплантатов, 
получаемых трансплантацией костной ткани в пре-
делах одного организма или от донора. Аллотранс-
плантаты характеризуются остеокондуктивными 
и, в некоторых случаях, остеоиндуктивными свой-
ствами, а аутотрансплантаты также обладают остео-
генным потенциалом [2]. Однако использование 
таких имплантатов ограничено рисками инфекци-
онных осложнений и отторжения в случае алло-
трансплантатов, а также недостаточностью мате-
риала при использовании аутотрансплантатов [5]. 
В связи с этим активно развивается разработка кост-
ных заменителей.

Одним из вариантов решения этой задачи явля-
ется использование тканеинженерных скаффолдов. 
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Скаффолды поддерживают целостность ткани или 
органа, а также обеспечивают субстрат для адгезии, 
миграции и пролиферации клеток, участвующих 
в процессе регенерации [6]. Материал скаффолдов 
должен быть биорезорбируемым, что позволяет 
скаффолду рассасываться в процессе формирова-
ния новой ткани. Для формирования таких кон-
струкций может быть использован фиброин шёлка. 
Большие надежды возлагаются на использование 
фиброина в качестве основы для создания костных 
имплантатов, так как данный материал является 
одним из наиболее прочных природных полимеров 
и при этом обладает высокой биосовмес тимостью, 
устойчивостью и способностью к управляемой био-
резорбции [7].

В настоящей работе исследованы свойства раз-
личных фиброиновых скаффолдов: плоских скаф-
фолдов в виде пленки (СП), обладающих сложной 
трёхмерной структурой скаффолдов в виде пористой 
губки (СПГ) и бислойных гибридных скаффолдов 
(ГС), представляющих собой пористые конструк-
ции, сформированные на пленке. В ходе исследова-
ния были изучены некоторые аспекты применения 
данных скаффолдов для регенерации костной ткани.

Материалы и методы 

Формирование скаффолдов. СПГ и СП получали 
из водных растворов фиброина согласно методике, 
описанной ранее [8].

ГС получали посредством формирования по-
ристого скаффолда на поверхности СП.

Для введения флуоресцентной метки скаффол-
ды инкубировали в растворе тетраметилромадини-
зотиоцианата (ТРИТЦ, Sigma), не связавшийся 
краситель отмывали солевым фосфатным буфером.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). 
Структуру скаффолдов изучали на микроскопе 
Camscan S2 (Cambridge Instruments, Великобрита-
ния). При подготовке к исследованиям проводили 
дегидратацию образцов в возрастающих концентра-
циях этилового спирта и ацетоне, затем высуши-
вали на приборе Hitachi critical point dryer HCP-2 
(Hitachi, Ltd., Япония) и напыляли слой платины 
толщиной 20 нм с использованием прибора Ion 
Coater IB3 (Eiko Engineering Co., Япония). 

Клеточные линии и условия культивирования. Вы-
деление мышиных эмбриональных фибробластов 
(МЭФ), экспрессирующих зеленый флуоресцентный 
белок (GFP, green fluorescent protein), проводили, как 
описано ранее [9]. МЭФ и иммортализованные 
мышиные фибробласты линии 3Т3 культивировали 
в среде Игла в модификации Дульбекко (DMEM) 
производства ПанЭко (Россия), содержащей 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) произ-
водства HyClone (США). Остеобластоподобные 
клетки линии MG-63 культивировали на мини-
мальной среде Игла (ЕМЕМ) производства Lonza 
(Бельгия), в которую добавляли 1% раствора заме-
нимых аминокислот (NEAA) производства Lonza 

(Бельгия) и 10% ЭТС. Все типы клеток культиви-
ровали при 37°С в присутствии 5% СО2. 

Культивирование клеток на скаффолдах. Все 
скаффолды стерилизовали в 70%-ном этаноле. Для 
проведения исследований in vitro отмывали скаф-
фолды средами культивирования без добавления 
ЭТС. В лунки 24-луночных плашек помещали круг-
лые фрагменты скаффолдов диаметром 15 мм и на-
носили на них клетки в 1 мл соответствующих сред 
культивирования. Через пять часов скаффолды пе-
реносили в чашки Петри диаметром 35 мм, содер-
жащие по 2 мл среды. При культивировании клеток 
на скаффолдах каждые трое суток заменяли среды 
на свежие.

Фибробласты линии 3Т3 культивировали на СП 
и на пористой поверхности ГС. Исходная плотность 
клеток составляла 20 тыс. клеток на скаффолд. На 
первые, третьи и седьмые сутки проводили МТТ-тест, 
как описано ранее [10].

Для культивирования МЭФ были использованы 
СП, СПГ, и ГС, меченные ТРИТЦ. На скаффолды 
наносили по 20 тыс. клеток. На первые, третьи и 
седьмые сутки культивирования клетки фиксиро-
вали и изучали образцы методом конфокальной 
микроскопии.

На меченные ТРИТЦ скаффолды всех типов 
наносили по 80 тыс. остеобластоподобных клеток 
MG-63 и культивировали их в течение суток. Затем 
фиксировали клетки 10%-ным формалином в соле-
вом фосфатном буфере (БиоВитрум, Россия), окра-
шивали фаллоидином, конъюгированным с флуо-
ресцеин-5-изотиоцианатом (фаллоидин-Alexa Fluor™ 
488) производства Invitrogen (США), для выявления 
актинового цитоскелета и дигидрохлоридом 4′,6-
диамидино-2-фенилиндола (DAPI, Sigma-Aldrich, 
США) для обнаружения ядер клеток. Полученные 
препараты изучали методом конфокальной микро-
скопии.

Конфокальная лазерная сканирующая микроско-
пия (КЛСМ). Исследования проводили на микро-
скопе Eclipse Ti-E с конфокальным модулем А1 
(Nikon, Япония). Получали серии оптических сре-
зов с использованием объективов CFI Plan Apo-
chromat VC 20х/0,75 и Plan Fluor DIC 40x/1,30 Oil.

Модель искусственного дефекта бедренной кости. 
Изучение регенерации костной ткани in vivo прово-
дили на крысах породы Wistar под наркозом (смесь 
анестетика ZoletilТ 100 (Virbac, Франция) и мио-
релаксанта Рометар (Bioveta, Чехия) в стерильном 
фосфатно-солевом буфере в концентрациях 10% и 
20% по объему, соответственно) в стерильных ус-
ловиях. После выбривания операционного поля и 
обработки кожи 70%-ным раствором этанола соз-
давали линейный разрез длиной до 25 мм. Фасции 
бедренной мышцы расслаивали вдоль до доступа 
к бедренной кости. Костный дефект в диафизе ко-
сти формировали с помощью стоматологического 
бора, диаметр дефекта составлял 2 мм. В полость 
имплантировали фрагмент пористого скаффолда 
соответствующего размера. 
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Приготовление гистологических образцов. Мате-
риал фиксировали в 10%-ном растворе Буэна (на-
сыщенный водный раствор пикриновой кислоты, 
формалин и уксусная кислота в соотношении 15:5:1). 
Дополнительно проводилась декальцинация в 25%-
ном растворе трилона Б. Фрагменты костных тка-
ней, прилегающих к области повреждения, заливали 
в парафин и готовили срезы толщиной 5–6 μм. За-
тем срезы регидратировали, окрашивали гематок-
силином и эозином, а затем заливали в бальзам. 
Препараты изучали на микроскопе Axiovert 200M 
LSM510 META (CarlZeiss, Германия) с использова-
нием камеры AxioCam MRC 5 (Carl Zeiss, Германия). 

Результаты 

Получение различных типов скаффолдов из фиб-
роина шёлка. Для изучения возможности создания 
биорезорбируемых костных заменителей на основе 
фиброина шелка были получены три типа скаффол-
дов: СП (рис. 1, А и Б), трёхмерные СПГ (рис. 1, В 
и Г) и бислойные ГС (рис. 1, Д и Е). С помощью 
СЭМ была охарактеризована структура поверхно-
сти полученных скаффолдов. Для СП был харак-
терен микрорельеф (рис. 1, Б). Фиброиновые СПГ 
обладали трёхмерной пористой структурой со слож-
ной топографией (рис. 1, Г). Особенностью ГС 

(рис. 1, Д и Е) является формирование пористого 
скаффолда на фиброиновой пленке, что приводит 
к образованию бислойной гибридной конструкции, 
на одной стороне имеющей открытую, пористую 
структуру, а на другой – плоскую поверхность.

Культивирование фибробластов и остеобласто-
подобных клеток на различных типах скаффолдов 
на основе фиброина. Для изучения способности из-
делий из фиброина шёлка поддерживать адгезию 
и пролиферацию клеток было проведено исследо-
вание адгезии и роста первичной культуры МЭФ, 
иммортализованных фибробластов 3Т3 и клеток 
остеосаркомы человека MG-63 на разных типах 
фиброиновых скаффолдов. На рис. 2, А представ-
лено изображение МЭФ на поверхности губчатой 
части гибридного скаффолда, поверхность которой 
показана на рис. 2, Б. Пролиферацию клеток на 
поверхности скаффолдов оценивали посредством 
МТТ-теста (рис. 2, В). Результаты экспериментов 
показали способность СП, СПГ и ГС поддерживать 
адгезию и пролиферацию клеток всех использо-
ванных в эксперименте типов. При этом фибро-
бласты линии 3Т3 продолжали активно пролифе-
рировать на пористой поверхности ГС до 7-х сут 
эксперимента, в то время как на СП прекращали 
рост после 3 сут культивирования. 

При культивировании клеток остеосаркомы 
человека MG-63 на фиброиновых скаффолдах, 
имеющих трёхмерную структуру (СПГ и ГС), зна-
чительная часть клеток образовывала контакты 
с материалом скаффолда и другими клетками, ле-
жащими в разных плоскостях (рис. 2, Д–З), что 
не было характерно для клеток, культивируемых 
на СП (данные не представлены). 

Регенерация дефекта бедренной кости. Гисто-
логический анализ области имплантации через 
4 нед. после операции показал, что внутри скаф-
фолда наблюдаются незначительная лимфоцитар-
ная инфильтрация и очаги остеогенеза (рис. 3, А и Б). 
В области имплантата выявлялись остеогенные 
клетки – остеокласты, остеобласты и остеоциты. 

Обсуждение

Создание различных типов биорезорбируемых 
скаффолдов для восстановления тканей является 
важной задачей для развития регенеративной меди-
цины. В настоящей работе представлены три типа 
скаффолдов из фиброина (рис. 1), которые могут 
быть использованы для создания костных имплан-
татов на их основе. 

Костные имплантаты, как правило, использу-
ются для заполнения объемных дефектов, что огра-
ничивает применение плоских скаффолдов для 
этой цели. В основном они используются для мо-
дельных исследований и сравнения с трёхмерными 
конструкциями [11]. Тем не менее, СП также могут 
иметь свою область применения, в частности, для 
создания биорезорбируемых барьерных мембран, 
используемых при восстановлении периодонта. Их 

Рис. 1. Скаффолды на основе фиброина шёлка: СП (А–Б), 
СПГ (В–Г), ГС (Д–Е). Слева расположены макрофотографии 
конструкций, справа – структура поверхности скаффолдов 

(СЭМ)
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Рис. 2. Адгезия и пролиферация клеток на разных типах фиброиновых скаффолдов. Верхний ряд (А – В) – фибробласты на по-
верхности фиброиновых скаффолдов: А – МЭФ на поверхности ГС (выявлен GFP, накапливающийся в клетках, данные 
КЛСМ), Б – губчатая поверхность ГС, окрашенного ТРИТЦ (данные КЛСМ), В – пролиферация фибробластов линии 3Т3 на 
СП и ГС (данные МТТ-теста). Нижний ряд: (Г – Ж) – остеобластоподобные клетки MG-63 на поверхности СПГ, окрашенного 
ТРИТЦ (данные КЛСМ): Г –  цитоскелет MG-63, выявленный фаллоидин – Alexa Fluor™ 488), Д – ядра клеток, визуализиро-

ванные DAPI, Е – материал скаффолда, связанный с ТРИТЦ, Ж – наложение каналов Г–Е

Рис. 3. Применение фиброиновых скаффолдов для регенера-
ции костной ткани. А–Б – гистологический анализ тканей, 
сформированных на месте дефекта бедренной кости крысы, 
закрытого фиброиновым СПГ, окраска гематоксилин-эози-
ном. А – остеокласт (1), взаимодействующий с материалом 
скаффолда (*), Б – остеобласты (2) и остеоциты (3) внутри ма-

териала скаффолда (*)

функциональное значение состоит в том, чтобы фи-
зически отделить область дефекта от окружающих 
мягких тканей и не позволить быстро растущим 
эпителиальным клеткам заполнить ее раньше, чем 
в эту область врастут ткани периодонтальной связки 
и альвеолярных костей [12]. Также для этой цели 
могут быть использованы многослойные мембраны, 
имеющие с одной стороны гладкую поверхность – 
для обеспечения барьерной функции, а с другой 
пористую – для адгезии и пролиферации специ-
фических клеток периодонта [13]. Таким образом, 
использование ГС, имеющих подобную структуру, 
для восстановления тканей периодонта представ-
ляется достаточно перспективным. Такого же типа 
гибридные конструкции были успешно использо-
ваны для восстановления дефекта свода черепа 
крысы [14].

Для восстановления дефектов кости наиболее 
часто применяются пористые скаффолды [15, 16]. 
Пористая структура скаффолда важна для мигра-
ции и пролиферации клеток, участвующих в реге-
нерации кости, а также васкуляризации новообра-
зованной ткани [17].

Изучение роста различных типов клеток на 
поверхности исследуемых скаффолдов показало 
биосовместимость материала и способность под-
держивать адгезию и пролиферацию разных типов 
клеток на их поверхности (рис. 2).

Фибробласты – резидентные клетки соедини-
тельных тканей, оказывающие огромное влияние 
на процессы регенерации различных тканей и ор-

ганов [18]. Способность скаффолдов поддержи-
вать адгезию и пролиферацию этого типа клеток 
является важным показателем биосовместимости.

При использовании СПГ и ГС клетки обнару-
живались на поверхностях скаффолда, также зна-
чительная часть клеток образовывала контакты 
с материалом скаффолда и другими клетками в раз-
ных плоскостях (рис. 2, Д–З). Такие клетки, как 
фибробласты и остеобласты, in vivo находятся в трёх-
мерной среде, где они могут образовать контакты 
с внеклеточным матриксом и другими клетками 
во всех плоскостях [19]. Таким образом, при куль-
тивировании клеток на СПГ и ГС клетки находятся 
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в условиях, приближенных к физиологическим. 
Создание трёхмерной среды является одним из 
факторов, способствующих дифференцировке остео-
бластов [20, 21].

Имплантация пористого фиброинового скаф-
фолда в область костного дефекта позволила в не-
которой степени восстановить целостность кости, 
что способствовало сохранению ее функциональ-
ности в период регенерации. Через 4 нед. после опе-
рации в области имплантации были обнаружены 
клетки, участвующие в регенерации кости (рис. 3). 
Наблюдались остеобласты, вырабатывающие ком-
поненты костного внеклеточного матрикса, в кост-
ных лакунах были выявлены остеоциты, обладающие 
характерной отростчатой формой. Также были об-
наружены остеокласты, полинуклеарные макрофаги 
костной ткани, резорбирующие материал скаффолда. 

Наличие остеоспецифических клеток, взаимо-
действующих с материалом скаффолда, указывает 
на его остеокондуктивные свойства, которые харак-
теризуются способностью окружающей костной 
ткани врастать в имплантат [22].

Таким образом, разработанные фиброиновые 
скаффолды являются эффективным субстратом 

для адгезии и пролиферации клеток, участвующих 

в регенерации тканей. СПГ и ГС являются наибо-

лее оптимальными для создания костных замени-

телей, так как они обладают трёхмерной пористой 

структурой, необходимой для восстановления этого 

типа ткани. Было показано, что имплантация по-

ристого скаффолда в область дефекта в бедренной 

кости приводит к появлению очагов остеогенеза 

внутри имплантата.
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METHODS

BIORESORBABLE SCAFFOLDS BASED ON FIBROIN FOR BONE TISSUE REGENERATION

M.S. Kotliarova1,*, A.Yu. Arkhipova2, A.M. Moysenovich1, D.A. Kulikov3, A.V. Kulikov4, 
A.S. Kon’kov1, M.A. Bobrov3, I.I. Agapov5, M.M. Moisenovich2, A.V. Molochkov3, 

A.V. Goncharenko2, K.V. Shaitan1

1Department of Bioengineering and 2Laboratory of Confocal Microscopy, School of Biology, 
Lomonosov Moscow State University, Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia;

3M.F. Vladimirsky Moscow Regional Research and Clinical Institute, 
Shchepkina ul. 61/2–1, Moscow, 129110, Russia;

4Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of Russian. Academy of Sciences, Institutskaya 
ul. 3, Pushino, 142290, Moscow region, Russia;

5Academician 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

The use of tissue-engineering constructs based on scaffolds that imitate the extracellular 
matrix of living tissue unveils new opportunities in the treatment of various pathologies and inju-
ries associated with tissue and organ damage. Silk fibroin of silkworm Bombyx mori is a biocom-
patible and bioresorbable polymer with high mechanical strength and elasticity. These features 
allow creating scaffolds on its basis for regeneration of various tissues, including bone tissue. In 
the present work fibroin scaffolds were obtained in form of porous sponges, films and hybrid 
scaffolds. The last ones are bilayer structures in which the porous sponges intrinsic three-dimen-
sional structure is limited on the one side by the film. The structure of scaffolds and their bio-
compatibility was studied. The tests showed that immortalized and primary fibroblasts, as well as 
osteoblast-like cells, successfully adhere and proliferate on the surface of the studied scaffolds. 
Numerous osteogenesis foci were observed in the implant region in the in vivo experiments on 
the rat femoral bone defect model four weeks after the implantation of the fibroin porous scaf-
fold. These results indicate the osteoconduction of the scaffolds.

Keywords: regeneration, bone substitutes, bone defect model, fibroin, scaffolds, tissue engineering

Сведения об авторах 

Котлярова Мария Сергеевна – аспирантка кафедры биоинженерии биологического 
факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. Тел.: 8-495-939-13-65; 
e-mail: kotlyarova.ms@gmail.com

Архипова Анастасия Юрьевна – канд. биол. наук, мл. науч. сотр. межкафедральной 
лаборатории конфокальной микроскопии биологического факультета МГУ имени М.В. Ло-
моносова. Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: anastasia-yu-arkhipova@ya.ru

Мойсенович Анастасия Михайловна – аспирантка кафедры биоинженерии биологического 
факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: a-moisenovich@mail.ru

Куликов Дмитрий Александрович – канд. мед. наук, уч. секретарь Московского област-
ного научно-исследовательского клинического института имени М.Ф. Владимирского. 
Тел.: 8-495-681-93-90; e-mail: d.kulikov@monikiweb.ru

Куликов Александр Владимирович – докт. биол. наук, зав. лабораторией клеточно-
тканевых механизмов компенсации функций биообъектов Института теоретической и 
экспериментальной биофизики РАН. Тел.: 8-496-773-91-94; e-mail: 29.04.55@mail.ru

Коньков Андрей Сергеевич – соискатель кафедры биоинженерии биологического факуль-
тета МГУ имени М.В. Ломоносова. Тел.: 8-495-939-59-65; e-mail: andrey.s.konkov@gmail.com

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



228 М.С. Котлярова и др.

Бобров Максим Александрович – науч. сотр. патологоанатомического отделения Москов-
ского областного научно-исследовательского клинического института имени М.Ф. Вла-
димирского. Тел.: 8-495-631-74-22; e-mail: m.a.bobrov@yandex.ru

Агапов Игорь Иванович – докт. бил. наук, зав. лабораторией бионанотехнологий Феде-
рального научного центра трансплантологии и искусственных органов имени академика 
В.И. Шумакова. Тел.: 8-499-190-66-19; e-mail: igor_agapov@mail.ru 

Мойсенович Михаил Михайлович – канд. биол. наук, зав. межкафедральной лабораторией 
конфокальной микроскопии биологического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. 
Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: mmoisenovich@mail.ru

Молочков Антон Владимирович – докт. мед. наук, проф. кафедры дерматовенерологии 
и дерматоонкологии, зам. директора по науке и международным связям Московского 
областного научно-исследовательского клинического института имени М.Ф. Владимир-
ского. Тел.: 8-495-681-55-85; e-mail: a.molochkov@monikiweb.ru

Гончаренко Анна Владимировна – канд. биол. наук, вед. науч. сотр. межкафедральной 
лаборатории конфокальной микроскопии биологического факультета МГУ имени М.В. Ло-
моносова. Тел.: 8-495-939-13-65; e-mail: pylaevanna@gmail.com

Шайтан Константин Вольдемарович – докт. физ.-мат. наук, проф. кафедры биоин-
женерии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. Тел.: 8-495-939-23-74; 
e-mail: shaytan49@ya.ru

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4


