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Резюме
Цель. Сравнить структурные характери-

стики и биомеханические свойства сосуди-
стых графтов из смеси поли(3-гидроксибути-
рата-ко-3-гидроксивалерата) и поли(ε-капро-
лактона) с коллагеном I типа при совместной и 
раздельной подаче растворов данных полиме-
ров в процессе электроспиннинга, а также па-
раметры адгезии и жизнеспособности эндоте-
лиальных клеток к обоим типам графтов.

Материалы и методы. Графты диаметром 
4 мм (для оценки морфологии и биомеханиче-
ских свойств) или 8 мм (для анализа адгезии 
и жизнеспособности эндотелиальных клеток) 
изготавливались методом электроспиннин-
га. Структура поверхности графтов изучалась 
при помощи сканирующей электронной ми-
кроскопии, биомеханические свойства графтов 
(прочность, эластичность, жесткость, характер 
кривой «растяжение-деформация») определя-
лись посредством одноосного растяжения на 
универсальной испытательной машине, адге-
зия и жизнеспособность эндотелиальных кле-

ток на поверхности графтов оценивались пу-
тем флюоресцентной микроскопии после окра-
шивания Hoechst 33342/PKH26 и акридиновым 
оранжевым/бромистым этидием соответствен-
но. 

Результаты. Графты, изготовленные с раз-
дельной подачей смеси поли(3-гидроксибу-
тирата-ко-3-гидроксивалерата) с поли(ε-ка-
пролактоном) и раствора коллагена I типа, ха-
рактеризовались локализацией поли(3-ги-
дроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) и 
поли(ε-капролактона) в стержне волокон, а 
коллагена – в оболочке волокон. Это позволи-
ло увеличить биосовместимость данного типа 
графтов, что выразилось в повышении адгезии 
эндотелиальных клеток к графтам более чем в 5 
раз, а жизнеспособности эндотелиальных кле-
ток на поверхности графтов – более чем в 1,5 
раза. Таким образом, количество живых клеток 
на поверхности графтов, изготовленных при 
помощи раздельной подачи растворов, увели-
чилось более чем в 8 раз. Оба типа графтов про-
демонстрировали повышенные прочность, эла-
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Abstract
Aim. To compare structural and tensile prop-

erties of electrospun vascular grafts fabricated of 
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)/
poly(ε-caprolactone) blend and type I collagen solu-
tion utilizing either joint or separate feed of these 
polymers, and to further evaluate adhesion and via-
bility of endothelial cells on both types of the grafts. 

Materials and Methods. Either 4 mm or 8 mm 
diameter electrospun grafts were assessed by scan-
ning electron microscopy and uniaxial tension test 
following culture of human umbilical vein endo-
thelial cells on the graft surface, either Hoechst 
33342/PKH26 or acridine orange/ethidium bro-
mide staining, and fluorescence microscopy.

Results. Grafts fabricated using the separate feed 
had poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvaler-
ate)/poly(ε-caprolactone) blend and type I collagen 

located in core and sheath of electrospun fibers, re-
spectively. This two-layer structure of fibers result-
ed in 5-fold increase in adhesion and 1.5-fold in-
crease in viability of endothelial cells cultured on 
the graft surface; therefore, the total number of vi-
able endothelial cells increased more than 8-fold. 
Both types of the grafts demonstrated higher dura-
bility and elasticity compared to internal mammary 
artery, a widely applied vascular conduit. 

Conclusion. Separate feed of poly(3-hydroxy-
butyrate-co-3-hydroxyvalerate)/poly(ε-caprolac-
tone) blend and type I collagen solution signifi-
cantly increases the biocompatibility of the elec-
trospun vascular grafts while not affecting their 
mechanical competence.

Keywords: vascular grafts, type I collagen, 
electrospinning, biocompatibility, endothelial 
cells.

стичность и жесткость в сравнении с внутрен-
ней грудной артерией. 

Заключение. Раздельная подача смеси по-
ли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалера-
та) с поли(ε-капролактоном) и коллагена I ти-
па в процессе электроспиннинга значительно 

увеличивает биосовместимость сосудистых 
графтов при сохранении их биомеханических 
свойств. 

Ключевые слова: сосудистые графты, кол-
лаген I типа, электроспиннинг, биосовмести-
мость, эндотелиальные клетки.

English

Введение
Поскольку использование сосудистых про-

тезов из синтетических биостабильных поли-
меров (политетрафторэтилена, полиэтиленте-
рефталата или полиуретанов) при реконструк-
ции сосудов диаметром меньше 6 мм чрезвы-
чайно затруднительно вследствие высокого 
риска тромбоза и гиперплазии неоинтимы, на 
протяжении последнего десятилетия главной 
целью сосудистой тканевой инженерии явля-
ется создание графта малого диаметра (менее 
6 мм). Современная сосудистая тканевая ин-
женерия основывается на использовании трех 
компонентов: биологически совместимого ма-
териала, клеток и биомеханической стимуля-
ции. При этом создаваемый полимерный графт 
должен как выдерживать механическую на-
грузку пульсирующего потока крови, так и об-
ладать высокой биосовместимостью для эф-
фективной адгезии эндотелиальных прогени-
торных клеток из кровотока. Синтетические 
биодеградируемые полимеры обладают при-
влекательными биомеханическими свойства-
ми, низкой иммуногенностью и высокой тех-

нологичностью, однако их гидрофобность и 
отсутствие сайтов клеточной адгезии препят-
ствуют адгезии и пролиферации клеток [1]. В 
то же время природные полимеры обладают 
высокой биосовместимостью и в организме 
полностью подвергаются постепенной дегра-
дации до нетоксичных веществ, однако они вы-
зывают выраженный иммунный ответ, облада-
ют низкой технологичностью, и их биомехани-
ческие свойства далеки от таковых у нативных 
кровеносных сосудов [1-3]. Поэтому в настоя-
щее время оптимальным подходом для выбора 
биоматериалов с целью изготовления сосуди-
стых графтов признается комбинирование син-
тетических и природных полимеров [1, 2, 4].

Коллаген I типа, как и многие другие бел-
ки внеклеточного матрикса, содержит в сво-
ей структуре трипептид RGD (аргинин-гли-
цин-аспарагиновая кислота), который являет-
ся лигандом для интегринов и, следовательно, 
стимулирует клеточную адгезию [5]. При этом 
коллаген I типа является самым распростра-
ненным белком внеклеточного матрикса и, в 
отличие от обладающих более высоким срод-
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ством к интегринам фибронектина и витронек-
тина, способен применяться при изготовлении 
графтов методом электроспиннинга [6, 7]. Раз-
дельная подача полимерных растворов в про-
цессе электроспиннинга позволяет изготовлять 
волокна, центральная часть которых содержит 
синтетический полимер (к примеру, поли(ε-ка-
пролактон)), обеспечивающий хорошие био-
механические свойства, а оболочка – колла-
ген I типа, придающий графту высокую биосо-
вместимость [6-10]. Также было показано, что 
иммобилизация коллагена на поверхность ма-
триксов из поли(ε-капролактона) путем карбо-
диимидного связывания значительно повышает 
гидрофильность и адгезию фибробластов [11].

Цель исследования
Сравнить морфологию и биомеханические 

свойства сосудистых графтов из смеси по-
ли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалера-
та) и поли(ε-капролактона) с коллагеном I типа 
при совместной и раздельной подаче растворов 
данных полимеров в процессе электроспин-
нинга, а также адгезию и жизнеспособность эн-
дотелиальных клеток к поверхности обоих дан-
ных типов графтов.

Материалы и методы
Изготовление сосудистых графтов
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 в двух режимах: посредством совместной 
подачи в составе общего полимерного раствора 
в концентрации 5 мг/мл и путем раздельной по-
дачи смеси поли(3-гидроксибутирата-ко-3-ги-
дроксивалерата) с поли(ε-капролактоном) и 
раствора коллагена в 1,1,1,3,3,3-гексафлуо-
ро-2-пропаноле в двух отдельных шприцах с 
конечной концентрацией коллагена 5 мг/мл. 
При изготовлении графтов для сканирующей 
электронной микроскопии и оценки биомеха-
нических свойств диаметр намоточного кол-
лектора составил 4 мм (n = 6 в каждой груп-
пе), а для проведения культуральных работ – 8 
мм (n = 5 в каждой группе). Для изготовления 
внутренней трети графтов использовалась иг-

ла калибра 27G, для изготовления других двух 
третей – 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 кол-
лектора – 15 см. 

Изучение структуры поверхности
Структуру поверхности графтов изучали ме-

тодом сканирующей электронной микроскопии 
в условиях высокого вакуума на микроскопе 
Hitachi S-3400N (Hitachi). 

Исследование биомеханических свойств
Оценку механических свойств графтов в 

продольном и поперечном направлении прово-
дили в условиях одноосного растяжения в со-
ответствии с ГОСТ Р ИСО 7198-2013, исполь-
зуя образцы в виде трубок. В качестве контроля 
использовали нативную внутреннюю грудную 
артерию человека, поскольку она является «зо-
лотым стандартом» шунта, используемого при 
аортокоронарном шунтировании [12]. Образцы 
внутренней грудной артерии забирали во время 
проведения операции у пациентов, подписав-
ших протокол информированного согласия на 
забор материала. Исследование было одобрено 
локальным этическим комитетом ФГБНУ «На-
учно-исследовательский институт комплекс-
ных проблем сердечно-сосудистых заболева-
ний». Испытания проводились на универсаль-
ной испытательной машине Zwick/Roell (Zwick 
Roell Group), с использованием датчика с номи-
нальной силой 50 Н и скоростью перемещения 
траверсы 50 мм/мин. 

Предел прочности материала оценивали как 
максимальное напряжение при растяжении 
(МПа) до начала разрушения. Упруго-деформа-
тивные свойства материала оценивали по отно-
сительному удлинению до начала разрушения 
образца (%) и модулю Юнга (МПа), который 
определяли в диапазоне физиологического дав-
ления (80-120 мм рт. ст.).

Оценка биосовместимости матриксов in 
vitro

Для оценки адгезии клеток к матриксам, 
изготовленных путем совместной и раздель-
ной подачи раствора, использовали эндоте-
лиальные клетки пупочной вены человека 
(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC). 
HUVEC выделяли согласно адаптированно-
му протоколу Jaffe с соавт. [13]. Последую-
щее культивирование клеток проводили с ис-
пользованием наборов Endothelial Cell Culture 
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Medium Kit (BD Biosciences), в эксперимен-
те использовали культуру HUVEC пятого пас-
сажа. Образцы стерильных матриксов (n = 15 
для каждой группы) с помощью 0,6% раствора 
агарозы (Helicon) фиксировали на дно стериль-
ных 24-луночных культуральных планшетов. 
На образцы матриксов вносили по 2,5×105 кле-
ток и культивировали в течение 8 суток. Абсо-
лютное количество адгезированных клеток на 
1 мм2 поверхности оценивали с помощью флу-
оресцентной микроскопии (Axio Observer Z1, 
Carl Zeiss). С этой целью за 2 часа до оконча-
ния срока культивирования клеток в среду вно-
сили мембранный флуоресцентный краситель 
PKH26 в количестве 2 мкг/мл среды, за 30 мин 
до микроскопического исследования добавляли 
ядерный флуоресцентный краситель Hoechst 
33342 в количестве 2 мкг/мл среды. Для подго-
товки образцов к микроскопии их отделяли от 
агарозы и переносили в стерильный 24-луноч-
ный планшет клетками вниз. Подсчет количе-
ства клеток проводился в 10 различных полях 
зрения при увеличении x200 с последующим 
пересчетом на 1 мм2 изучаемой поверхности.

Долю живых и мертвых клеток на матриксах 
исследовали также с помощью флуоресцентной 
микроскопии (AxioImager A1, Carl Zeiss; LSM 
700, Carl Zeiss) после комбинированного окра-
шивания образцов бромистым этидием (EtBr) в 
концентрации 0,03 мг/мл (оранжевое окраши-
вание ядер погибших клеток) и 0,4% раствором 
акридинового оранжевого в фосфатно-солевом 
буфере (зеленое окрашивание цитоплазмы всех 
клеток). Красители вносили на образцы за 3 ми-
нуты до микроскопии. Пробоподготовку и под-
счет количества живых и мертвых клеток про-
водили аналогично описанному ранее способу. 
Долю живых клеток рассчитывали по формуле:

% живых клеток = (количество жизнеспо-
собных клеток на 1 мм2 поверхности/количе-
ство клеток на 1 мм2 поверхности) × 100%

Статистический анализ
Статистический анализ результатов был вы-

полнен при помощи программы GraphPad Prism 
6 (GraphPad Software). Поскольку объем выбор-
ки был недостаточен для оценки нормально-
сти распределения, условно было принято, что 
данные имеют распределение, отличное от нор-
мального. Поэтому данные были представле-
ны в виде медианы и межквартильного разма-
ха. Межгрупповое сравнение проводилось по-
средством критерия Краскела-Уоллиса в случае 

трех групп и U-критерия Манна-Уитни в случае 
двух групп. В случае выявления статистически 
значимых различий (вероятность отвергнуть 
верную нулевую гипотезу p ≤ 0,05) между тре-
мя группами осуществлялось последующее по-
парное сравнение групп с использованием кри-
терия Данна. Статистически значимыми при-
знавались полученные по критерию Данна ли-
бо по U-критерию Манна-Уитни p-значения ≤ 
0,05.

Результаты и обсуждение
Сканирующая электронная микроскопия 

показала, что сосудистые графты, изготовлен-
ные при помощи как совместной, так и раз-
дельной подачи смеси поли(3-гидроксибутира-
та-ко-3-гидроксивалерата) с поли(ε-капролак-
тоном) и раствора коллагена I типа обладали 
высокопористой структурой с толщиной стен-
ки 300-350 мкм и гомогенными, хаотично пе-
реплетенными волокнами диаметром от 0,7 
до 3,0 мкм (рисунок 1). При раздельной пода-
че растворов было выявлено, что коллаген зна-
чительно более интенсивно обволакивал поли-
мерные нити, не закупоривая при этом просве-
та пор, однако уменьшая их диаметр (медиана 
диаметра пор при совместной и раздельной по-
даче 15,0 и 8,0 мкм соответственно, рисунок 1). 
Таким образом, именно раздельная подача рас-
творов в процессе электроспиннинга позволи-
ла создать волокна со смесью поли(3-гидрокси-
бутирата-ко-3-гидроксивалерата) и поли(ε-ка-
пролактона), обеспечивающей биомеханиче-
скую компетентность графтов, в стержневой 
части волокон, и коллагеном I типа, придаю-
щим графтам биосовместимость, в оболочке 
волокон.

Далее была выполнена оценка биомеханиче-
ских свойств графтов, изготовленных с совмест-
ной либо раздельной подачей коллагена I типа 
со смесью поли(3-гидроксибутирата-ко-3-ги-
дроксивалерата) и поли(ε-капролактона), в 
сравнении с внутренней грудной артерией (ри-
сунок 1). Было выявлено, что по прочностным 
свойствам оба типа графтов не уступали вну-
тренней грудной артерии, а по эластичности – 
значительно превосходили ее, причем раздель-
ная подача растворов делала графты прочнее и 
эластичнее в сравнении с совместной подачей 
(рисунок 2А). К сожалению, жесткость граф-
тов была многократно выше, чем у внутренней 
грудной артерии, без статистически значимых 
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Рисунок 1.  

Сканирующая элек-
тронная микроскопия 
сосудистых графтов, 
изготовленных ме-
тодом электроспин-
нинга с совместной 
либо раздельной 
подачей коллагена 
I типа со смесью по-
ли(3-гидроксибутира-
та-ко-3-гидроксивале-
рата) и поли(ε-капро-
лактона), ув. х2000

Figure 1. 

Scanning electron 
microscopy of the 
electrospun vascular 
grafts fabricated via 
either joint or separate 
feed of type I collagen 
solution and poly(3-
hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyvalerate)/
poly(ε-caprolactone) 
blend, x2000

Рисунок 2.   

Тестирование биоме-
ханических свойств 
сосудистых графтов, 
изготовленных ме-
тодом электроспин-
нинга с совместной 
либо раздельной 
подачей коллаге-
на I типа со смесью 
поли(3-гидроксибу-
тирата-ко-3-гидрок-
сивалерата) и по-
ли(ε-капролактона), в 
продольном и попе-
речном направлени-
ях. А) оценка прочно-
сти, эластичности и 
жесткости образцов 
внутренней груд-
ной артерии и обо-
их типов графтов; Б) 
построение кривой 
«растяжение-дефор-
мация» для внутрен-
ней грудной артерии 
и обоих типов граф-
тов. **p < 0,01; ****p < 
0,0001.

Figure 2. 

Longitudinal and 
transverse tensile 
testing of the vascular 
grafts fabricated via 
either joint or separate 
feed of type I collagen 
solution and poly(3-
hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyvalerate)/
poly(ε-caprolactone) 
blend. A) evaluation 
of durability and 
elasticity of internal 
mammary artery and 
both types of the 
grafts; B) stress-strain 
curve calculated for 
internal mammary 
artery and both types 
of the grafts. **p < 0,01; 
****p < 0,0001.

различий между типами графтов (рисунок 2А). 
Однако повышенная жесткость может нивели-
роваться в процессе инкубации с клетками в 
условиях проточного биореактора. Построен-

ная по результатам измерений кривая «растя-
жение-деформация» обоих типов графтов, хотя 
и существенно отличалась от таковой внутрен-
ней грудной артерии в широком диапазоне зна-

Совместная подача Раздельная подача

чений предела прочности, тем не менее, была 
достаточно схожа с ней в диапазоне физиоло-
гических значений при тестировании биомеха-
нических свойств в продольном направлении 
(рисунок 2Б). Поэтому, учитывая удовлетвори-
тельные прочность и эластичность обоих типов 
графтов, можно сделать вывод об их потенци-
альной механической пригодности в качестве 
сосудистых протезов для имплантации.

Наконец, была проведена сравнительная 
оценка биосовместимости разработанных нами 
двух типов графтов. Экспериментальные на-
блюдения показали, что HUVEC не способны к 

адгезии в отсутствии фидерного слоя, содержа-
щего белки внеклеточного матрикса. В ранних 
исследованиях нашей группы было показано, 
что немодифицированные матриксы на основе 
поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивале-
рата/поли(ε-капролактона) также не поддержи-
вают адгезию культур HUVEC [14]. Добавление 
к графтам коллагена I типа при раздельной по-
даче смеси поли(3-гидроксибутирата-ко-3-ги-
дроксивалерата с поли(ε-капролактоном) и кол-
лагена в процессе электроспиннинга более чем 
в 5 раз повысило клеточную адгезию и более 
чем в 1,5 раза - жизнеспособность адгезировав-
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Рисунок 3.   

Оценка биосовме-
стимости сосуди-
стых графтов, изго-
товленных методом 
электроспиннинга 
с совместной либо 
раздельной подачей 
коллагена I типа со 
смесью поли(3-ги-
дроксибутира-
та-ко-3-гидроксива-
лерата) и поли(ε-ка-
пролактона). А) 
подсчет общего ко-
личества клеток, ко-
личества и доли жи-
вых клеток; Б) репре-
зентативные сним-
ки, сделанные при 
флюоресцентной ми-
кроскопии графтов. 
****p < 0,0001.

Figure 3. 

Biocompatibility 
testing of the vascular 
grafts fabricated via 
either joint or separate 
feed of type I collagen 
solution and poly(3-
hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyvalerate)/
poly(ε-caprolactone) 
blend. A) cell count; 
B) representative 
fluorescence 
microscopy images. 
****p < 0,0001.
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шихся клеток, что в сумме привело к повыше-
нию количества жизнеспособных клеток на по-
верхности графтов более чем в 8 раз в сравне-
нии с совместной подачей растворов (рисунок 
3). На основании полученных данных можно 
утверждать о достаточно высокой биосовме-
стимости графтов, изготовленных посредством 
раздельной подачи растворов при электроспин-
нинге.

Таким образом, можно предположить, 
что коллаген I типа при растворении в 
1,1,1,3,3,3-гексафлуоро-2-пропаноле сохраня-
ет свою функциональную активность и обе-
спечивает высокую биосовместимость сосуди-
стых графтов при раздельной подаче со смесью 
поли(3-гидроксибутирата-ко-3-гидроксивале-
рата и поли(ε-капролактона) в процессе элек-
троспиннинга. Данные результаты особенно 
актуальны в свете того, что одним из важных 
преимуществ создания тканеинженерных сосу-

дистых графтов in vitro является возможность 
придания им высокой тромборезистентности за 
счет культивирования монослоя артериальных 
эндотелиальных клеток при биомеханической 
стимуляции, к примеру, в условиях высокого 
напряжения сдвига [15].

Заключение
Высокие показатели адгезии и жизнеспособ-

ности HUVEC на поверхности матриксов с вве-
денным в оболочку волокон коллагеном I ти-
па демонстрируют перспективность подобных 
графтов для создания тканеинженерного сосуда 
in vitro с культивированием клеток в условиях 
пульсирующего потока. При этом повышенная 
жесткость гибридных полимерных графтов при 
прочих удовлетворительных физико-механиче-
ских характеристиках может нивелироваться 
в процессе инкубации с клетками в условиях 
проточного биореактора.
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