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Резюме
Цель исследования - сравнить биосовмести-

мость и параметры адгезии и агрегации тром-
боцитов к поверхности полимерных сосуди-
стых графтов малого диаметра из смеси по-
ли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) 
и поли(ε-капролактона) без и с модификацией 
поверхности фибрином.

Материалы и методы. Графты диаметром 
4 мм изготавливали методом электроспиннин-
га из поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидрок-
сивалерата) и поли(ε-капролактона) в соотно-
шении 1:2, растворенных в 1,1,1,3,3,3-гексаф-
тор-2-пропаноле. Коллаген I типа вводился в 
состав внутренней трети стенки графтов пу-
тем раздельной подачи полимерной смеси и 
раствора коллагена в двух отдельных шприцах 
с конечной концентрацией коллагена 5 мг/мл. 
Из крови условно здоровых доноров получали 
фибриноген методом криопреципитации. Сте-
рильные полимерные каркасы пропитывали 
раствором фибриногена и погружали в тром-
бин-кальциевую смесь для полимеризации. 
Для оценки биосовместимости на поверхность 
графтов засевали культуру эндотелиальных 
клеток коронарной артерии человека, в даль-
нейшем оценивали плотность заселения клеток 
на основе окрашивания ядерным красителем 
DAPI и подсчета количества клеток на едини-
цу площади поверхности. Для оценки гемосо-
вместимости графты инкубировали с плазмой, 
полученной из свежей донорской цитратной 
крови. Измерение степени агрегации осущест-

вляли с помощью анализатора агрегации тром-
боцитов. Оценку морфологии поверхности, а 
также адгезии и активации тромбоцитов про-
водили с помощью сканирующей электронной 
микроскопии.

Результаты. Фибрин покрывал полимерный 
графт плотным слоем, образуя поверхность, 
пригодную для адгезии и роста клеток. Фибри-
новое покрытие повышало биосовместимость 
графта, что проявилось в увеличении плотно-
сти популяции эндотелиальных клеток, культи-
вированных на поверхности модифицирован-
ных графтов, по сравнению с немодифициро-
ванными. Показано, что покрытие поверхности 
фибрином не увеличивало агрегацию тромбо-
цитов, а также их адгезию и активацию по срав-
нению с немодифицированными образцами и 
таким образом не уменьшало тромборезистент-
ность сосудистого графта. Полученные данные 
позволяют рассматривать модификацию фи-
брином как перспективный подход в разработ-
ке персонифицированного сосудистого протеза 
малого диаметра. 

Заключение. Модификация фибрином по-
лимерных графтов из смеси поли(3-гидрокси-
бутирата-ко-3-гидроксивалерата), поли(ε-ка-
пролактона) и коллагена увеличивает био-
совместимость поверхности и не уменьшает 
тромборезистентность.

Ключевые слова: сосудистые графты ма-
лого диаметра, электроспиннинг, биосовмести-
мость, эндотелиальные клетки, тромборези-
стентность.
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Abstract
Aim. To evaluate biocompatibility along with 

adhesion and aggregation of platelets on the sur-
face of uncoated and fibrin-coated poly(3-hydroxy-
butyrate-co-3-hydroxyvalerate)/poly(ε-caprolac-
tone) (PHBV/PCL) small-diameter vascular grafts.

Materials and Methods. 4 mm diameter grafts 
were fabricated by electrospinning from PHBV/
PCL (1:2) blend dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluo-
ro-2-propanol. Inner wall of the grafts was produced 
using co-electrospinning of the polymer blend and 
collagen type I (5 mg/mL) from two different sy-
ringes. Fibrinogen was obtained from the blood of 
healthy donors by a cryoprecipitation procedure. 
Sterile polymer scaffolds were impregnated into a 
fibrinogen solution and immersed in a thrombin/cal-
cium chloride blend for polymerization. To assess 
the biocompatibility of the grafts, primary human 
coronary artery endothelial cells were seeded on the 
luminal surface and counted under a fluorescence 
microscope after nuclear staining. Hemocompati-
bility was tested by incubation of the grafts with hu-
man platelet-rich plasma. Platelet aggregation was 
assessed using a platelet aggregation analyser. Sur-

face morphology, platelet adhesion and activation 
were evaluated by scanning electron microscopy.

Results. Fibrin coating promoted cell adhe-
sion and proliferation and improved the graft bio-
compatibility as evidenced by a higher number of 
endothelial cells. Fibrin coating did not increase 
platelet aggregation, adhesion, and activation and 
therefore did not reduce the thromboresistance of 
vascular graft. 

Conclusion. The fibrin modification of polymer 
grafts from PHBV/PCL blend and collagen type I 
improves the surface biocompatibility and does 
not reduce its thromboresistance.

Keywords: small-diameter vascular grafts, 
electrospinning, biocompatibility, endothelial 
cells, thromboresistance.
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English

Введение
Одним из ведущих направлений тканевой 

инженерии является разработка тканеинженер-

ных протезов сосудов малого диаметра. Один 
из подходов к решению данной проблемы пред-
полагает предварительное культивирование по-
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лимерной основы с клетками с целью создания 
анализа структуры нативной ткани [1,2]. Мини-
мальным требованием к такому протезу явля-
ется создание на внутренней поверхности слоя 
эндотелиальных клеток, который, как ожидает-
ся, будет препятствовать тромбированию про-
теза, что на данный момент является одним из 
самых частых осложнений протезов такого ти-
па. Преимуществом подхода можно считать то, 
что созданный слой начинает выполнять про-
тективную функцию непосредственно сразу 
после имплантации [3, 4].

С этой точки зрения важнейшей задачей ста-
новится модификация поверхности полимерно-
го каркаса с целью его наибольшей биосовме-
стимости и способности поддерживать клеточ-
ную адгезию и жизнеспособность. Поскольку 
большинство используемых в тканевой инже-
нерии материалов не обладает достаточными 
свойствами, используют различные вариан-
ты модификации поверхности, в том числе по-
крытие веществами и материалами, способны-
ми усиливать адгезию клеток. Таковыми могут 
быть различные белки внеклеточного матрикса 
– коллагены, фибронектин, биополимеры, обе-
спечивающие представление сайтов связыва-
ния (RGD-пептиды), или фибрин [5].

Фибрин в последнее время привлекает боль-
шое внимание с точки зрения использования 
в тканевой инженерии. Являясь естественным 
продуктом организма, он обладает абсолютной 
биосовместимостью, а кроме того, его приме-
нение соответствует концепции персонализи-
рованной медицины. Поскольку фибрин может 
быть получен из крови пациента, это позволя-
ет избежать необходимости использования раз-
личных чужеродных белков, которые могут вы-
звать иммунологические реакции.

С учетом остро стоящей проблемы тромби-
рования протезов малого диаметра, очень важ-
ную роль приобретает оценка реакции тробмо-
цитов на произведенную модификацию поверх-
ности. Поэтому целью работы явилась оцен-
ка биосовместимости фибринового покрытия, 
а также агрегации тромбоцитов, их адгезии и 
активации до и после модификации фибрином 
полимерного протеза.

Наиболее часто для оценки тромбогенности 
исследуемых материалов и поверхностей ис-
пользуют тромбоциты, которые являются клю-
чевым звеном в системе гемостаза [6, 7]. Опре-
деление степени агрегации тромбоцитов крови 
после контакта с исследуемым материалом по-

зволяет с большой долей вероятности опреде-
лить гемосовместимость материала. 

Материалы и методы
Создание полимерного графта
Графты изготавливали методом электро-

спиннинга на приборе Nanon-01A (MECC) из 
поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивале-
рата) (Sigma-Aldrich) и поли(ε-капролактона) 
(Sigma-Aldrich) в соотношении 1:2, раство-
ренных в 1,1,1,3,3,3-гексафлуоро-2-пропаноле 
(Sigma-Aldrich). Коллаген I типа (Gibco) вво-
дился в состав внутренней трети стенки граф-
тов путем раздельной подачи смеси поли(3-ги-
дроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) с по-
ли(ε-капролактоном) и раствора коллагена в 
1,1,1,3,3,3-гексафтор-2-пропаноле в двух от-
дельных шприцах с конечной концентрацией 
коллагена 5 мг/мл. Диаметр намоточного кол-
лектора составил 4 мм. Для изготовления вну-
тренней трети графтов использовалась игла ка-
либра 27G, для изготовления других двух тре-
тей – 22G. Напряжение на игле составило 23 kV,  
скорость подачи раствора полимера – 0,3 мл/ч, 
скорость вращения коллектора – 200 об/мин, 
расстояние от иглы до намоточного коллекто-
ра – 15 см. 

Модификация поверхности графтов фибри-
ном

На первом этапе из цитратной плазмы кро-
ви получали криопреципитат фибриногена. 
Для получения плазмы кровь с цитратом на-
трия центрифугировали 20 мин при 1000 G. 
Отобранную плазму фильтровали через фильтр 
0,22 мкм, помещали в стерильные пробирки и 
замораживали при -20οС на сутки, медленно от-
таивали при 4οС и центрифугировали 10 мин 
при 2000 G. Надосадок декантировали и по-
лученный преципитат фибриногена растворя-
ли в HEPES-буфере (рН 7,4) до концентрации 
фибриногена 20 мг/мл и вносили апротинина  
100 КИЕ/мл. 

Стерильные полимерные каркасы пропи-
тывали полученным раствором фибриноге-
на и погружали в тромбин-кальциевую смесь 
(CaCl2 20мМ и 2U тромбина на 1 мл смеси в 
HEPES-буфере (рН 7,4)) для полимеризации. 
После полимеризации каркасы отмывали сте-
рильным PBS и проводили UV стерилизацию в 
течение 30 минут. 

Культивирование клеток
Для проведения экспериментов была ис-

пользована коммерческая культура первич-
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ных эндотелиальных клеток коронарной арте-
рии человека (human coronary artery endothelial 
cells, HCAEC) (Cell Applications). Согласно ин-
формации производителя, первичные эндоте-
лиальные клетки человека были получены из 
артерий здоровых доноров с криоконсерваци-
ей на втором пассаже (500,000 клеток в базаль-
ной среде MesoEndo Cell Basal Medium (Cell 
Applications), содержащей 10% фетальной те-
лячьей сыворотки и 10% диметилсульфокси-
да). Клетки размораживали и культивирова-
ли согласно рекомендациям производителя в 
среде для роста клеток MesoEndo Cell Growth 
Medium (Cell Applications). Для заселения граф-
тов использовали клетки 6–8 пассажей. Все экс-
перименты с клетками проводили в стерильных 
условиях, культивировали в условиях CO2-ин-
кубатора при 37°C, 5% CO2. Полимерные граф-
ты стерилизовали замачиванием в 70% этило-
вом спирте в течение 60 минут. В подготовлен-
ные таким образом графты вводили суспензию 
клеток в концентрации 700 тыс./мл. Общее вре-
мя культивирования графтов с клетками соста-
вило 7 суток. Проводили анализ на плотность 
заселения поверхности графта клетками. На 
окрашенных DAPI препаратах подсчитывали 
количество ядер в поле зрения, анализирова-
ли не менее 20 случайно выбранных полей зре-
ния при увеличении х20. Полученные результа-
ты пересчитывали на единицу площади и пред-
ставляли как ед./мм2. 

Агрегация 
Настоящее исследование проводили соглас-

но международным стандартам ISO 10993, в 
частности ISO 10993-4 [8]. Для исследования 
из свежей донорской цитратной крови путем 
центрифугирования получали обогащенную 
(ОТП) и бедную (БТП) тромбоцитами плазму. 
В качестве положительного контроля использо-
вали интактную, обогащенную тромбоцитами 
плазму. Время контакта исследуемых образцов 
составило 3 мин. Измерения проводили как в 
спонтанном режиме, так и с индуктором агре-
гации тромбоцитов – аденозин 5`- дифосфатом 
(АДФ). Соотношение индуктора и ОТП соста-
вило 25 мкл + 250 мкл соответственно. Изме-
рение степени агрегации осуществляли с по-
мощью анализатора агрегации тромбоцитов – 
4004 (АРACT, Беларусь). 

Сканирующая электронная микроскопия 
Структуру поверхности образцов до и по-

сле контакта с тромбоцитами изучали на ска-
нирующем электронном микроскопе S-3400N 

(Hitachi, Япония) в условиях высокого вакуума, 
при ускоряющем напряжении 5 кВ. 

Для оценки степени адгезии тромбоцитов и 
степени трансформации адгезированных тром-
боцитов образцы (n=3) размером 0,5 см2 ин-
кубировали в течение 2 ч при 37°С в 300 мкл 
обогащенной тромбоцитами плазме. Далее для 
удаления неадгезированных компонентов плаз-
мы исследуемые образцы промывали фосфат-
но-солевым буферным раствором (pH-7,4). 

Все образцы после контакта с кровью фик-
сировали в растворе в 2% растворе глутарово-
го альдегида с постфиксацией в 1% растворе 
OsO4, после чего снова промывали PBS и де-
гидратировали в серии спиртов с восходящей 
концентрацией от 30% до 100% в течение 15 
минут в каждом с последующим досушивани-
ем при комнатной температуре. Затем образцы 
монтировали на специальные столики с помо-
щью углеродного скотча и на их поверхности 
формировали токопроводящее Au/Pd) покрытие 
при помощи вакуумной установки EM ACE200 
(Leica Mikrosysteme GmbH, Австрия). Для ис-
следования использовали 8 наиболее характер-
ных полей, выбранных случайным образом. Ад-
гезивную способность поверхности материалов 
оценивали по индексу деформации тромбоци-
тов, который рассчитывали по формуле [9-11]: 

Индекс деформации = (Количество типа I х 1 
+ количество типа II х 2 + количество типа III х 
3 + количество типа IV х 4 + количество типа V 
х 5) / общее количество тромбоцитов. Характе-
ристики разных типов тромбоцитов представ-
лены в таблице 1.

Статистическая обработка результатов
Обработку полученных данных проводили 

с помощью статистического пакета GraphPad 
Prism ver. 6.03 (GraphPad Software, Inc., США). 
Оценка распределения в группах проводилась с 
помощью критерия Колмогорова-Смирнова. В 
зависимости от нормальности распределения, 
результаты представлены в виде средних значе-
ний и ошибки среднего (M ± m) или медианы 
и квартилей (Me (25%;75%)). Межгрупповые 
различия проанализированы при помощи кри-
терия Манна-Уитни. Статистически значимы-
ми считали различия при p < 0,05.

Результаты 
Оценка плотности заселения поверхности 

графтов клетками.
По результатам микроскопического анализа, 

графты, модифицированные фибрином, проде-
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Тип 
Type 

Форма 
Platelet activation level 

I Тромбоцит дискообразной формы, без деформации 
Round or discoid not deformed platelets 

II Тромбоцит увеличен в размере с зачатками псевдоподий в виде выпячиваний 
Dendritic platelets with early pseudopodia sticking out 

III 
Тромбоцит значительно увеличен в размере, неправильной формы, с ярковыраженными 

псевдоподиями, тромбоциты скапливаются 
Spread dendritic platelets with intermediate pseudopodia sticking out; congregating 

IV 
Распластывание тромбоцита, цитоплазма распространяется между псевдоподиями 

Flat platelets with cytoplasm expanding among pseudopodia 

V 
Тромбоцит в виде пятна с гранулами, за счет распространения цитоплазмы псевдоподии не 

могут быть идентифицированы 
Cytoplasm fully spreads; the shape of pseudopodia cannot be seen clearly 

Таблица 1. 

Степени деформа-
ции тромбоцитов

Table 1. 

The platelet 
activation levels

Рисунок 1. 

Плотность популя-
ции эндотелиальных 
клеток на поверх-
ности полимерных 
графтов. А - окраска 
DAPI, конфокальная 
микроскопия, ув. 200, 
масштабная линейка 
50 мкм; Б – статисти-
ческий анализ.

Figure 1. 

Endothelial cell 
density on the 
graft surface. A – 
4′,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 
staining, confocal 
microscopy, х200, 
scale bar = 50 μm; B 
– quantitative image 
analysis.

монстрировали более высокую биосовмести-
мость по сравнению с немодифицированными 
аналогами. Показано, что после 7 суток культи-
вирования количество клеток на поверхности 
графтов с фибрином составило 278,7 (251,8; 
317,8) ед/мм2, что значимо (р=0,001) превы-
шало значение данного показателя для немо-
дифицированных графтов (210,3 (156,5; 229,8) 
ед/мм2). Кроме того, наблюдали более равно-
мерное распределение клеток на поверхности 
графта в случае модифицированных образцов 
(рисунок 1).

Агрегация тромбоцитов. 
При оценке степени агрегации тромбоци-

тов после контакта с графтами из PHBV/PCL 
было выявлено статистически значимое уве-
личение максимума агрегации относитель-
но интактной ОТП только после добавления 
индуктора агрегации – АДФ (p < 0,05). При 
этом измерения ОТП в спонтанном режиме 
не показали значительной разницы. Модифи-
кация графтов фибрином увеличила уровень 
агрегации до 9,51% – в спонтанном режиме и 
до 83,98% – с индуктором АДФ относительно 
агрегации интактной ОТП, которая составила 
6,49% – в спонтанном режиме и 78,32% – с 

индуктором (p<0,05) (таблица 2).
Морфология поверхности.
Матриксы ПГБВ/ПКЛ, полученных с помо-

щью электроспиннинга, сформированы хаотично 
расположенными нитями и образуют высокопо-
ристую поверхность. Анализ поверхности с по-
мощью сканирующей электронной микроскопии 
показал, что фибрин образует на поверхности по-
лимера сплошной слой, образованный плотным 
сплетением фибриновых волокон. Образованный 
слой полностью заполняет поры в стенке графта, 
формируя поверхность, пригодную для адгезии и 
культивирования клеток (рисунок 2).

Адгезия тромбоцитов.
По результатам сканирующей электронной 

микроскопии, на поверхности графтов без до-
полнительной обработки наблюдали единич-
ные тромбоциты, или же они отсутствовали в 
поле зрения. По причине крупных пор тромбо-
циты выявлялись на волокнах на поверхности 
графта и в толще графта (рисунок 3). Встре-
чались тромбоциты всех степеней трансфор-
мации, от I до V, с преобладанием III (табли-
ца 3).

На поверхности графтов с фибрином тром-
боциты отмечались в каждом поле зрения. 

ПГБВ/ПКЛ ПГБВ/ПКЛ/фибрин

А Б

Количество клеток на внутренней поверхности графтов
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Были представлены тромбоциты всех степе-
ней трансформации, кроме I, с преобладанием 
тромбоцитов II степени. 

По индексу деформации и количеству адге-
зированных тромбоцитов на 1 мм2 достоверных 
различий между графтами без модификации и 
графтами с фибрином не выявлено (р>0,05).

 Обсуждение
Гемосовместимость материала подразуме-

вает отсутствие выраженной реакции на ино-
родный материал со стороны контактирующей 
с ним крови, в том числе адгезия тромбоцитов 
и их активация. В случае с протезами малого 
диаметра этот параметр является критичным 
с точки зрения успешности их имплантации и 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Таблица 2. 

Степень агрегации 
тромбоцитов после 
контакта с графтами

Table 2. 

The extent of platelet 
aggregation after the 
contact with graft 
surface

Таблица 3. 

Процентное соот-
ношение степеней 
деформации тром-
боцитов и индекс де-
формации

Table 3. 

Platelet activation 
level and platelet 
deformation index

Рисунок 2. 

Фибриновый слой на 
внутренней поверх-
ности графта. Скани-
рующая электронная 
микроскопия, х2000

Figure 2. 

Fibrin coating on 
the luminal surface. 
Scanning electron 
microscopy, х2000

* – p < 0,05 по сравнению с интактной ОТП * – p < 0,05 compared to intact platelet-rich plasma

Вид образца 
Sample type 

Максимум агрегации тромбоцитов, % 
Maximum platelet aggregation, % 

В спонтанном режиме  
Spontaneous regimen (M ± m) 

С индуктором АДФ (M ± m) 
Adenosine diphosphate (M ± m) 

(M ± m) 

ПГБВ/ПКЛ 
PHBV/PCL 

7,30±0,2 86,02±0,6* 

ПГБВ/ПКЛ /фибрин 
PHBV/PCL/fibrin 

9,51±0,7* 83,98±1,5* 

Интактная ОТП 
Intact platelet-rich plasma 

6,49±0,4 78,32±0,9 

Вид графта 
Graft type 

Соотношение степеней деформации 
тромбоцитов, % 

Proportions of platelet activation 
levels, % 

Индекс деформации 
Deformation index 

Количество тромбоцитов 
на 1 мм2 

Number of platelets per 
mm2 

I II III IV V Median (interquartile range) 

ПГБВ/ПКЛ 
PHBV/PCL 

1,29 20,78 45,45 29,87 2,6 
3,04 

(2,78-3,26) 
4238 

(1541-5394) 
ПГБВ/ПКЛ /фибрин 

PHBV/PCL/fibrin 
0 42,24 24,14 20,69 12,93 

2,53 
(2,06-3,08) 

2119 
(963,2-12619) 

долгосрочной проходимости, и основным пре-
пятствием для внедрения их в клинику. В свя-
зи с этим, разработанная с целью увеличения 

Рисунок 3. 

Поверхность граф-
тов после контакта с 
кровью. Сканирую-
щая электронная ми-
кроскопия, х2000.

Figure 3. 

Graft surface after 
contact with blood. 
Scanning electron 
microscopy, x2000.

ПГБВ/ПКЛ ПГБВ/ПКЛ /фибрин
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адгезии клеток модификация поверхности не 
должна увеличивать ее тромбогенность.

Результаты сканирующей электронной ми-
кроскопии показали формирование на поверх-
ности полимерного сосудистого графта, потен-
циально пригодного для культивирования кле-
ток. Биосовместимость фибринового покрытия 
подтверждалась успешным культивированием 
на его поверхности эндотелиальных клеток с 
более высокой плотностью культуры по срав-
нению с немодифицированным аналогом.

Было выявлено некоторое увеличение агре-
гации тромбоцитов после контакта с графтами, 
однако при этом не было значимого различия 
между модифицированными и немодифициро-
ванными образцами. Таким образом, можно за-
ключить, что фибриновый слой не увеличивал 
реакцию тромбоцитов. 

Аналогичная тенденция наблюдалась при 
изучении адгезии тромбоцитов к поверхно-
сти и их активации. Отмечалось, что тромбо-
циты несколько чаще встречались на модифи-

цированных образцах, чем на немодифициро-
ванных, однако это может быть связано с тем, 
что фибрин образует относительно ровную по-
верхность, что облегчает нахождение тромбо-
цитов при микроскопическом анализе. По ко-
личеству тромбоцитов на поверхности не было 
обнаружено различий между образцами. Также 
образцы не отличались по индексу деформации 
тромбоцитов, однако было отмечено, что для 
графтов с фибрином более характерны тром-
боциты II степени (для графтов без фибрина – 
III), что может рассматриваться как тенденция 
к уменьшению реакции тромбоцитов после мо-
дификации фибрином.

Заключение 
Таким образом, с учетом улучшения биосо-

вместимости поверхности, а также отсутствия 
значимого ухудшения тромборезистентности, 
фибриновое покрытие может использоваться 
для модификации полимерных протезов мало-
го диаметра. 

ORIGINAL RESEARCH
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