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ОЦЕНКА ЦИТОТОКСИЧНОСТИ ПОЛИМЕРНЫХ 
МАТРИКСОВ, ПРИГОДНЫХ ДЛЯ ИЗГОТОВЛЕНИЯ 
СОСУДИСТЫХ ПРОТЕЗОВ МАЛОГО ДИАМЕТРА

Резюме

Цель. В условиях in vitro оценить цитоток-
сичность матриксов из поликапролактона и по-
лиуретана.

Материалы и методы. Полимерные ма-
триксы изготавливали методом электроспин-
нинга из 12% раствора поли(ε-капролактона) 
или 12% раствора полиуретана. Для изучения 
структуры поверхности на образцы матриксов 
наносили токопроводящее Au/Pd покрытие и 
исследовали с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа. Оценку цитотоксично-
сти образцов матриксов проводили на культуре 
клеток линии Ea.hy 926, клетки высевали на по-
верхность матриксов и культивировали в тече-
ние 3 суток. Оценивали жизнеспособность кле-
точной культуры методом МТТ, пролифератив-
ную активность клеток, плотность клеточной 
культуры. На аппарате xCelligence клетки куль-
тивировали в присутствии исследуемых образ-
цов матриксов, оценивали динамику роста кле-
точной культуры в режиме реального времени.

Результаты. При анализе поверхности по-
лимерных матриксов методом электронной ми-
кроскопии было показано, что матриксы из по-
ликапролактона характеризуются большей ва-
риабельностью толщины нитей и значительно 
большим размером пор. Нити полиуретана фор-
мируют плотное полотно с более ровной поверх-
ностью. При проведении исследования в усло-
виях прямого контакта клеток с материалом ма-
триксы из PCL значительно превосходили по 

биосовместимости матриксы из PU практически 
по всем исследованным показателям. По способ-
ности поддерживать адгезию клеток на поверх-
ности матриксы из PCL не отличались от культу-
рального пластика, составлявшего группу кон-
троля; также были получены высокие значения 
жизнедеятельности клеток в тесте МТТ. Разница 
в уровне пролиферации клеток между матрикса-
ми была не настолько выраженной, при этом и 
PCL и PU матриксы значительно отличались от 
контроля. При проведении анализа в условиях 
непрямого контакта не было получено данных о 
цитотоксическом действии образцов матриксов.

Заключение. Матриксы из поликапролак-
тона и полиуретана не проявляли цитотокси-
ческого действия и могут быть использованы 
для изготовления полимерных каркасов сосу-
дистых протезов.

Ключевые слова: тканевая инженерия, про-
тезы сосудов, цитотоксичность, полиуретан, 
поликапролактон, электроспиннинг.
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EnglishAbstract

Aim. To evaluate the cytotoxicity of poly(ε-capro-
lactone) and polyurethane scaffolds in vitro.

Materials and Methods. Polymer scaffolds 
were made by electrospinning from a 12% solution 
of poly(ε-caprolactone) or a 12% solution of poly-
urethane. Surface structure was examined by scan-
ning electron microscopy, whilst cytotoxicity was 
evaluated by seeding EA.hy 926 endothelial cells on 
scaffold surface for 72 hours. Cell culture viability 
and proliferation was assessed by MTT assay and 
by quantifying cell culture density. On the xCELLi-
gence device, cells were cultured in the presence of 
the studied matrix samples, and the dynamics of cell 
culture growth was evaluated in real time.

Results. Poly(ε-caprolactone) scaffolds were 
characterised by a higher variability in the fila-
ment thickness and by a significantly larger pore 
size. Polyurethane filaments formed a dense web 
with a smoother surface. Poly(ε-caprolactone) 
scaffolds had significantly higher biocompatibil-
ity in comparison with polyurethane. Adhesion of 
cells to poly(ε-caprolactone) scaffolds did not dif-
fer from the cell culture plastic, and poly(ε-caprol-
actone) supported cell proliferation in the MTT test. 
Poly(ε-caprolactone) and polyurethane did not dif-
fer significantly in terms of inducing cell prolifer-

ation. Both poly(ε-caprolactone) and polyurethane 
scaffolds did not pose considerable cytotoxicity.

Conclusion. Poly(ε-caprolactone) and polyu-
rethane scaffolds did not exhibit cytotoxic effects 
and can be used for manufacturing polymer scaf-
folds of vascular grafts.

Keywords: tissue engineering, vascular grafts, 
cytotoxicity, polyurethane, poly(ε-caprolactone), 
electrospinning.
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Введение
Смертность от сердечно-сосудистых заболе-

ваний постоянно возрастает и продолжает удер-
живать одну из лидирующих позиций в структу-
ре смертности во всем мире [1]. Одной из глав-
ных причин сердечно-сосудистых патологий яв-
ляется атеросклероз, приводящий к полной или 
частичной закупорке сосудов. В случае значи-
мой окклюзии сосуда варианты лечения сводят-
ся к хирургическим методам, подразумевающим 
замену пораженного сосуда или создание обход-
ных шунтов [2]. Таким образом, разработка со-
судистых протезов для реконструкции стенози-
рованных сосудов остается актуальной. 

В настоящее время золотым стандартом при 
проведении таких операций является использо-
вание аутологичных сосудов, таких как подкож-
ная вена или внутренняя грудная артерия. Одна-
ко из-за сопутствующих заболеваний или несов- 
падения диаметра сосудов использование соб-
ственных сосудов пациента не всегда возмож-
но [3]. Поэтому продолжается поиск технологии 
создания синтетических протезов кровеносных 
сосудов. 

В течение многих лет в клинической прак-
тике успешно используются протезы крупных 
кровеносных сосудов, изготовленные из поли-
тетрафторэтилена (Teflon) или полиэтиленте-
рефталата (Dacron), однако способы замены 
сосудов малого диаметра все еще остаются на 
стадии разработки [4, 5]. Основной проблемой 
синтетических протезов сосудов малого диа-
метра, препятствующей внедрению разрабо-
ток в клинику, является их неудовлетворитель-
ная проходимость в долгосрочном периоде [3]. 
Причина того, что многолетние разработки в 
этой области пока не привели к окончательно-
му успеху, заключается в большом количестве 
факторов, влияющих на эффективную регене-
рацию трансплантата [6]. 

Разработка тканеинженерных конструктов 
предполагает в дальнейшем замещение каркаса 
клетками и тканями реципиента [7−9]. Таким 
образом, ключевым требованием к материалу 
каркаса, помимо его механических свойств, яв-
ляется его биосовместимость. Будущий транс-
плантат должен быть нетромбогенным, неим-
муногенным, гемосовместимым и нецитоток-
сичным [10]. Данная работа посвящена оценке 
цитотоксичности полимерных материалов по-
лиуретана и поликапролактона, предназначен-
ных для изготовления сосудистых протезов ма-
лого диаметра.

Цель исследования
В условиях in vitro оценить цитотоксичность 

матриксов из поликапролактона и полиуретана.

Материалы и методы
Изготовление полимерных матриксов. Поли-

мерные матриксы изготавливали методом элек-
троспиннинга на приборе Nanon-01A (MECC, 
Япония) из 12% раствора поли(ε-капролакто-
на) (PCL; Sigma-Aldrich, США) или 12% раство-
ра полиуретана (PU, Tecoflex EG-80A; Lubrizol 
Advanced Materials, США), растворенных в хло-
роформе ХЧ (Вектон, Россия). При формиро-
вании матриксов использовали следующие па-
раметры электроспиннинга: напряжение 20 kV, 
скорость вращения коллектора 200 об/мин, ско-
рость подачи раствора 0,5 мл/час.

Сканирующая электронная микроскопия. На 
образцы матриксов наносили токопроводящее 
Au/Pd покрытие при помощи вакуумной уста-
новки EM ACE200 (Leica Mikrosysteme GmbH, 
Австрия). Затем матриксы изучали на сканирую-
щем электронном микроскопе S-3400N (Hitachi, 
Япония) в условиях высокого вакуума. Оценива-
ли структуру поверхности. 

Клеточная культура. Эксперимент проводи-
ли на культуре клеток линии Ea.hy 926. Клетки 
до и в течение всего эксперимента культивиро-
вали в питательной среде DMEM/F12 (Sigma-
Aldrich, США), содержащей 1% HEPES буфе-
ра, 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Sigma-Aldrich, США), 1% L-глутамина, 100 
МЕ пенициллина, 0,1 мг/мл стрептомицина 
(Invitrogen, США), 0,1 мг/мл амфотерицина В 
и добавку HAT (гипоксантин, аминоптерин, ти-
мидин) (Sigma, США). Культуры клеток содер-
жали в условиях СО2 – инкубатора МСО-18AIC 
(Sanyo, Япония) при 37οС и 5% CO2.

МТТ-тест. На дно лунок 24-луночного куль-
турального планшета помещали образцы матрик-
сов из PCL и PU. На них расселяли клетки в коли-
честве 50 000 ед./лунку, культивировали в течение 
3 суток. В качестве контрольной группы исполь-
зовали клетки, культивированные в лунках план-
шета. После окончания инкубации проводили ис-
следование жизнеспособности клеток, адгезиро-
вавших на матриксах, методом МТТ с использо-
ванием коммерческого набора (MP13154; Thermo 
Fisher Scientific, США) в соответствии с протоко-
лом производителя; с реагентом МТТ клетки ин-
кубировали в течение 4 часов. Затем культураль-
ную среду с прореагировавшим реагентом пере-
носили в лунки 96-луночного планшета и считы-
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Рисунок 1.  
Сканирующая элек-
тронная микроско-
пия поверхности об-
разцов полимерных 
матриксов. 

Figure 1.
Scanning electron 
microscopy of 
polymer scaffolds. 
Poly(ε-caprolactone) 
(PCL) and 
polyurethane (PU).

вали оптическую плотность (ОП) на анализаторе 
Multiskan Sky (ThermoFisher Scientific, США) при 
λ540 нм. Жизнеспособность клеток вычисляли 
по формуле:

% жизнеспособности = (ОПопыт – ОПбланк) 
/(ОПконтроль – ОПбланк)*100%,

где ОПопыт — оптическая плотность в лун-
ках с экспериментальными образцами, ОПкон-
троль — оптическая плотность в лунках с кон-
трольными образцами, ОПбланк — оптическая 
плотность в лунках с чистым ДМСО.

Оценка пролиферативной активности. Образ-
цы для анализа готовили как описано выше. Про-
водили оценку уровня пролиферативной актив-
ности клеток на с помощью набора Click-iT EdU 
Alexa Fluor 488 (MP10637, Thermo Fisher Scientific, 
США) в соответствии с протоколом производите-
ля. Ядра клеток дополнительно контрастировали 
DAPI (Thermo Fisher Scientific, США). Получен-
ные препараты анализировали c помощью флуо-
ресцентного микроскопа ZOE (Bio-Rad). Подсчет 
клеток выполняли с помощью программы Image J 
1.38 software (National Institutes of Heath, Bethesda, 
США) в 10 различных полях зрения. Оценивали 
общее количество ядер клеток и количество ядер 
пролиферирующих клеток в поле зрения. Анали-
зировали по 10 случайно выбранных полей зрения 
для каждого образца. Долю пролиферирующих 
клеток вычисляли как количество ядер пролифе-
рирующих клеток / общее количество ядер клеток 
* 100 %. Плотность клеточной культуры оценива-
ли в абсолютных значениях количества ядер кле-
ток в поле зрения. 

Real-time анализ клеточной культуры. Оцен-
ку динамики культивирования в реальном вре-
мени проводили с помощью системы xCelligence 
(Alamed, USA) в специализированных планшетах. 
На дно лунок планшетов рассевали клетки в коли-
честве 10 000 кл./лунку, инкубировали в течение 
часа для осаждения и прикрепления клеток в ус-

ловиях, описанных выше. Затем в лунки помеща-
ли специальные вставки, в которые вносили об-
разцы матриксов 0,5х0,5 см. Контрольную группу 
составили лунки с клетками, культивированными 
без присутствия образцов матриксов («контроль 
клеток») и лунки с добавлением исключительно 
культуральной среды («контроль среды»). Счи-
тывание клеточного индекса происходило автома-
тически в режиме реального времени каждые 15 
минут в течение всего эксперимента. Общее вре-
мя эксперимента составило 3 суток. Цитотоксиче-
ское действие исследуемых образцов оценивали 
по изменению динамики клеточного индекса. 

Статистический анализ. Статистический 
анализ проводили в программе GraphPad Prizm. 
Данные представляли как медиану, 25 и 75 про-
центили (Ме (25%; 75%)). Сравнение разли-
чий между двумя группами проводили методом 
Манна-Уитни. Сравнение различий между не-
сколькими группами проводили с помощью кри-
терия Краскела-Уоллиса, коррекция на множе-
ственные сравнения осуществлялась с помощью 
алгоритма Бенджамини-Крюгера-Йекутили.

Результаты
При анализе поверхности полимерных ма-

триксов методом электронной микроскопии бы-
ло показано, что архитектоника образцов, вы-
полненных из PCL и PU, заметно отличалась 
(рисунок 1).

Матриксы из PCL были сформированы хао-
тично уложенными нитями, с большими порами 
между ними. Нити матрикса значительно варь- 
ировали по толщине, что в сочетании с особен-
ностями их укладки обеспечивало образование 
довольно неровной поверхности. Напротив, ни-
ти из PU были более однородны по толщине, 
их укладка более мелкими петлями формиро-
вала ровную поверхность. Эти результаты под-
тверждаются данными количественного анали-
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Рисунок 2.  
Оценка биосовме-
стимости полимер-
ных матриксов.  
А – плотность кле-
точной культуры, Б 
– результаты МТТ-те-
ста, В – результаты 
оценки пролифера-
тивной активности, Г 
– репрезентативные 
микрофотографии 
окраски на проли-
ферацию, зеленый – 
ядра пролифериру-
ющих клеток, синий 
– ядра всех клеток.

Figure 2.
Assessment of 
polymer scaffold 
biocompatibility. 
A – endothelial cell 
culture density, 
B – viability and 
proliferation 
evaluated by MTT 
assay, C – evaluation 
of proliferation 
by 5-ethynyl-2'-
deoxyuridine 
incorporation, D – 
representative images 
of proliferating 
cells visualised 
by 5-ethynyl-2'-
deoxyuridine 
incorporation.

за пористости матриксов. Размеры пор в матрик-
сах из PCL были более чем в 2 раза больше, чем 
в матриксах из PU − 19,50 (16,20; 28,6) мкм и 
9,050 (5,43; 11,60) соответственно (p=0,001). 

При анализе результатов заселения клетка-
ми матриксов было показано, что по количеству 
клеток матриксы из PCL значимо (p<0,05) пре-
вышали матриксы из PU (рисунок 2А). В то же 
время не было обнаружено значимых различий 
между полимерными матриксами и контрольны-
ми образцами.

Аналогичная тенденция сохранялась при 
оценке жизнеспособности клеток методом МТТ 
(рисунок 2Б). После проведения теста уровень 
оптической плотности в образцах с матриксами 
PCL статистически значимо превышал таковой в 
образцах с матриксами из PU. 

При анализе пролиферативной активности 
результаты немного отличались (рисунок 2В, 
Г). Так, отмечали небольшое повышение коли-

чества пролиферирующих клеток, адгезирован-
ных на матриксах из PCL, по сравнению с ма-
триксами из PU, однако не было обнаружено 
статистически значимых различий между экспе-
риментальными группами. 

В то же время доля пролиферирующих клеток 
в контрольных образцах составляла около 80%, 
в 1,5 раза превышая значение данного показате-
ля в экспериментальных группах (p<0,05). 

При анализе динамики клеточного индекса в 
реальном времени не наблюдали признаков ци-
тотоксического действия полимерных матрик-
сов (рисунок 3). График роста всех исследуе-
мых культур свидетельствовал о нормальной 
жизнеспособности клеток.

Обсуждение
Исследование биосовместимости является 

обязательным этапом разработки тканеинженер-
ных конструктов. При изучении цитотоксично-
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сти материалов, предназначенных для импланта-
ции в кровяное русло, стандарты ГОСТ предпо-
лагают проведение тестирования как в прямом 
контакте клеток с исследуемым материалом, так 
и в его присутствии [11]. Подобный протокол в 
сочетании с использованием нескольких мето-
дов оценки жизнеспособности клеток позволя-
ет более полно оценить особенности взаимодей-
ствия материала с культурой клеток.

В нашем исследовании при проведении ана-
лиза в условиях непрямого контакта, при оценке 
культуры клеток в режиме реального времени, 
не было получено данных о цитотоксическом 
действии образцов матриксов. Уровень клеточ-
ного индекса в экспериментальных группах в 
течение всего эксперимента, также как и кри-
вая роста клеточной культуры, не отличались 
от контроля. Таким образом, можно заключить, 
что исследуемые полимерные матриксы из PCL 
и PU не выделяли в культуральную среду ве-
ществ с цитотоксическим действием.

При проведении исследования в условиях 
прямого контакта клеток с материалом резуль-
таты несколько отличались. Так, матриксы из 
PCL значительно превосходили по биосовме-
стимости матриксы из PU практически по всем 
исследованным показателям. По способности 
поддерживать адгезию клеток на поверхности 
матриксы из PCL не отличались от культураль-
ного пластика, составлявшего группу контроля; 
этим, по-видимому, также объясняются высо-
кие уровни значения жизнеспособности, полу-
ченные в тесте МТТ, результаты которого тес-
но связаны с плотностью клеточной культуры. 
Интересно, что при этом разница в уровне про-
лиферации клеток между матриксами была не 
настолько выраженной, при этом и PCL и PU 
матриксы значительно отличались от контроля. 

Несмотря на несколько противоречивые ре-
зультаты в проведенных исследованиях, можно 

Рисунок 3.  
Динамика роста кон-
трольной культуры 
клеток и клеток в 
присутствии поли-
мерных матриксов.  

Figure 3.
Endothelial cell 
growth on cell 
culture plastic (red), 
poly(ε-caprolactone) 
(PCL, blue) and 
polyurethane 
(green, PU).

заключить, что матриксы из PCL и PU не облада-
ют цитотоксичностью и могут быть использова-
ны для разработки сосудистых протезов малого 
диаметра. В пользу этого говорят не только ре-
зультаты культивирования клеток в присутствии 
матриксов, показавшие отсутствие цитотоксиче-
ского воздействия, но и достаточно высокие по-
казатели пролиферативной активности клеток. 
Снижение количества клеток на поверхности 
полиуретановых матриксов, по-видимому, сви-
детельствует не о токсическом действии мате-
риала, а о его недостаточной способности под-
держивать адгезию клеток. В исследованиях по-
казано, что полиуретан без дополнительной об-
работки обладает высокой гидрофобностью, что 
препятствует удержанию клеток на его поверх-
ности [12]. Известно, что физические свойства 
синтетического материала, такие как гидрофоб-
ность, поверхностный заряд или шероховатость, 
имеют огромное значение в вопросе взаимодей-
ствия с клетками [13]. Управление этими свой-
ствами посредством различных модификаций, в 
конечном счете, означает влияние на биосовме-
стимость изготовленной из этого материала кон-
струкции. 

Таким образом, можно заключить, что PU мо-
жет быть использован в качестве элементов кар-
каса для увеличения прочностных свойств тка-
неинженерной конструкции. При этом для его 
применения в качестве основного материала 
сосудистого протеза необходима модификация 
внутренней поверхности для поддержания ад-
гезии клеток и стимулирования эндотелизации.

Заключение
Матриксы из поликапролактона и полиуре-

тана не проявляли цитотоксического действия 
и могут быть использованы для изготовления 
полимерных каркасов сосудистых протезов. 
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