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Резюме
Цель. В эксперименте in vitro изучить свой-

ства IPN-гидрогеля фибрин/высокомолекуляр-
ный поливиниловый спирт с увеличенным ко-
личеством криоциклов и концентрации фибри-
ногена для оценки перспективы его использо-
вания при создании протезов сосудов малого 
диаметра. 

Материалы и методы. Изготовили одно-
компонентные образцы гидрогелей фибри-
на, содержащего 40 и 50 мг/мл фибриноге-
на; полимер поливинилового спирта (ПВС) 
(146000−186000 Да) 30 и 40 мг/мл; соответ-
ствующие группы образцов IPN-гидрогелей 
(фибрин 40 мг/мл и ПВС 30 мг/мл (Ф40П30), 
фибрин 40 мг/мл и ПВС 40 мг/мл (Ф40П40), 
фибрин 50 мг/мл и ПВС 30 мг/мл (Ф50П30), 
фибрин 50 мг/мл и ПВС 40 мг/мл (Ф50П40)). 
Полимеризацию ПВС проводили при 5 крио-
циклах. 

Исследовали структурные свойства образ-
цов методом СЭМ, гистологической окраски 
срезов гематоксилином и эозином, ИК-спектро-
скопией. Биологические свойства оценивали по 
жизнеспособности, плотности заселения и ме-
таболической активности клеток на поверхно-

сти материалов. Физико-механические свой-
ства образцов характеризовали прочностью на 
разрыв, относительным удлинением и модулем 
Юнга. Гемосовместимость материалов − кон-
тактной активацией тромбоцитов, процентом 
гемолиза эритроцитов.

Результаты. Методом последовательной 
полимеризации фибрина и высокомолекуляр-
ного ПВС получен IPN-гидрогель с равномер-
ным распределением компонентов в толще и 
нижней поверхности, но преимущественным 
представлением ПВС в верхней части. Струк-
турная неоднородность отразилась на био-
логических свойствах. Нижняя поверхность 
IPN-гидрогелей демонстрировала лучшую 
биосовместимость, по сравнению с верхней. 
Прочность IPN-гидрогелей повышалась при 
увеличении концентрации, молекулярной мас-
сы ПВС и количества криоциклов, однако по-
казатели не достигали a. mammaria. Гидрогели 
не вызывали гемолиз и контактную активацию 
тромбоцитов.

Заключение. Техникой последовательной 
полимеризации фибрина и высокомолекуляр-
ного ПВС при пяти криоциклах получен дву-
сторонний IPN-гидрогель с высокой биосовмес- 
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Abstract
Aim. In an in vitro experiment, to study the 

properties of the IPN hydrogel fibrin/high-molecu-
lar polyvinyl alcohol with an increased number of 
cryocycles and fibrinogen concentrations to assess 
the prospects for its use in the creation of small-di-
ameter vascular prostheses. 

Materials and Methods. One-component sam-
ples of fibrin hydrogels containing 40 and 50 mg/
ml fibrinogen, PVA polymer (146000-186000 Da) 
30 and 40 mg/ml and the corresponding groups of 
IPN hydrogel samples were polymerized: fibrin 40 
mg/ml and PVA 30 mg/ml (F40P30), fibrin 40 mg/
ml and PVA 40 mg/ml (F40P40), fibrin 50 mg/ml 
and PVA 30 mg/ml (F50P30), fibrin 50 mg/ml and 
PVA 40 mg/ml (F50P40). PVA was cryostructured 
for 5 cycles.

The structural properties of the samples were 
studied using SEM, histological staining of sec-
tions with hematoxylin and eosin, and IR spectros-
copy. Biological properties were assessed by the 
viability, number and metabolic activity of cells 

colonized on the materials. The physical and me-
chanical properties of the samples were character-
ized by tensile strength, relative elongation and 
Young's modulus. The hemocompatibility of mate-
rials was assessed by contact activation of platelets 
and the percentage of erythrocyte hemolysis.

Results. Sequential polymerization of fibrin and 
high-molecular-weight PVA produced an IPN hy-
drogel with a uniform distribution of components 
in the thickness and lower surface, but a predom-
inant presence of PVA on the upper surface. The 
structural heterogeneity of the material affected the 
biological properties. The lower surface of IPN hy-
drogels showed higher biocompatibility compared 
to the upper surface.

The strength of IPN hydrogels increased with 
increasing PVA molecular weight, concentration 
and number of cryocycles, but did not reach a. 
mammaria. Hydrogels do not hemolyze red blood 
cells and do not activate platelets.

Conclusion. Using a technique of sequential 
polymerization of fibrin and high molecular weight 
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тимостью на нижней стороне и улучшенной 
прочностью. Однако физико-механические ха-
рактеристики IPN-гидрогеля уступали a. mam-
maria, что требует новых решений. 

Ключевые слова: IPN-гидрогели, протезы 
сосудов малого диаметра, прочность, биосов- 
местимость, фибрин, поливиниловый спирт
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Введение
Сочетание благоприятных биомиметических 

свойств фибрина и прочностных свойств поли-
винилового спирта (ПВС) в составе IPN-гидро-
гелей с возможностью полимеризации без ис-
пользования токсических веществ, делает это 
направление интересными для изучения. В от-
личие от имеющихся работ получения IPN-ги-
дрогелей на основе фибрина и ПВС с исполь-
зованием фотоинициатора, мы исследуем воз-
можность «чистой» полимеризации ПВС мето-
дом криоструктурирования.

Ранее мы получили IPN-гидрогель на осно-
ве фибрина и ПВС с улучшенными биологиче-
скими характеристиками по сравнению с ПВС, 
не склонный к усадке, но значительно уступа-
ющий по прочности a. mammaria. В данной ра-
боте была увеличена молекулярная масса ПВС 
и количество криоциклов, что повысило био-
совместимость и прочность материала. Тем не 
менее прочностные свойства IPN-гидрогелей 
все еще не достигали a. mammaria, что требует 
новых решений и дальнейших исследований.

Проблема отсутствия на рынке эффективных 
протезов сосудов малого диаметра актуализи-
рует исследования в этом направлении. Среди 
многообразия подходов к созданию протезов со-
судов малого диаметра, наилучшие результаты 
получены в случае имитации структуры и функ-
ции сосудистой стенки [1]. Комбинация полиме-
ров в составе гибридных гидрогелей с взаимо-
проникающей/интерпенетрирующей полимер-
ной сетью (IPN-гидрогелей) позволяет сочетать 
благоприятные свойства каждого из компонен-
тов и компенсировать недостатки [2]. Классиче-
ские гидрогели с превосходной биосовместимо-
стью и биологической активностью представля-
ют собой белки внеклеточного матрикса (БВМ) 
[3]. Они являются многообещающими кандида-
тами в области тканевых имплантатов благодаря 

их способности имитировать ключевые биохи-
мические факторы необходимые для регенера-
ции тканей. Фибрин играет важную роль в ге-
мостазе, стимулирует заживление ран благодаря 
последовательному высвобождению ростовых 
факторов, способствует ангиогенезу, может вы-
ступать в качестве временной матрицы, но его 
низкая механическая прочность и модуль упру-
гости, а также склонность к усадке ограничива-
ет его использование в тканевой инженерии [4, 
5]. Сочетание благоприятных биомиметических 
свойств фибрина и прочностных ПВС в соста-
ве IPN-гидрогелей, при возможности полимери-
зации без использования токсических веществ, 
делает это направление интересным для иссле-
дования. В отличие от имеющихся работ полу-
чения IPN-гидрогелей на основе фибрина и ПВС 
для нужд тканевой инженерии методом фотопо-
лимеризации с использованием фотоинициато-
ра [6, 7], нами изучается возможность «чистой» 
полимеризации ПВС методом криоструктури-
рования. Мы полагаем, что ПВС в составе IPN-
гидрогелей придаст недостающие каркасные и 
прочностные свойства фибрину, а фибрин улуч-
шит биологические свойства ПВС, что позволит 
использовать данный IPN-гидрогель при созда-
нии протезов сосудов малого диаметра.

В предыдущей работе мы получили IPN-
гидрогель на основе фибрина и ПВС с улуч-
шенными биологическими характеристика-
ми, по сравнению с ПВС, не склонный к усад-
ке, но значительно уступающий по прочности 
a. mammaria [8]. Мы предположили, что уве-
личение молекулярной массы с 89 000-98 000 
до 146 000-186 000, а также количество циклов 
криоструктурирования с 3 до 5, поможет улуч-
шить прочность IPN-гидрогеля и сохранит бла-
гоприятную биосовместимость материала. 

Опыт последовательной полимеризации фи-
брина и ПВС показал, что в растворе линейно-
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PVA over five cryocycles, a double-sided IPN hy-
drogel with high biocompatibility on the lower side 
and improved strength was obtained. However, the 
physical and mechanical characteristics of IPN hy-
drogel were weaker than a. mammaria, which re-
quires new solutions.

Keywords: IPN hydrogels, small-diameter ves-
sel prostheses, strength, biocompatibility, fibrin, 
polyvinyl alcohol.
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го ПВС большой вязкости (60 мг/мл) сеть фи-
брина формируется отдельными глыбками и 
не распределяется равномерно [8]. Мы исполь-
зовали концентрации ПВС 30 и 40 мг/мл, по-
скольку при одинаковой концентрации раствор 
высокомолекулярного линейного ПВС более 
вязкий, чем среднемолекулярный. С целью уве-
личения количества сайтов клеточной адгезии 
на поверхности IPN-гидрогеля исходные кон-
центрации фибриногена в преципитате были 
увеличены до 40 и 50 мг/мл.

Цель исследования
В эксперименте in vitro изучить свойства IPN-

гидрогеля фибрин/высокомолекулярный поли-
виниловый спирт с увеличенным количеством 
криоциклов и концентрации фибриногена для 
оценки перспективы его использования при соз-
дании протезов сосудов малого диаметра. 

Материалы и методы
Кровь у доноров забирали в пробирки с 3,8% 

цитратом натрия, центрифугировали при 1500 G  
20 мин. Преципитат выделяли методом эта-
ноловой преципитации с низким содержани-
ем этанола [9]. Концентрацию фибриногена в 
преципитате регулировали внесением Hepes-
буфера на NaCl.

Для получения высокомолекулярного по-
лимера использовали ПВС молекулярной мас-
сой 146 000-186 000, степенью гидролиза аце-
татных групп >99% (Sigma-Aldrich, США). Ли-
нейный полимер ПВС растворяли в дистилли-
рованной воде при температуре 90–100 °С до 
получения прозрачного раствора с концентра-
цией 120 мг/мл. 

Приготовление образцов IPN-гидрогеля фи-
брина и ПВС

В раствор линейного ПВС 120 мг/мл вноси-
ли 0,9 % CaCl2 с апротинином и тщательно пе-
ремешивали. Соотношение компонентов под-
бирали с учетом получения концентраций ПВС 
60 и 80 мг/мл, CaCl2 0,225 %.  Отдельно разво-
дили преципитат до концентрации фибриноге-
на 80 и 100 мг/мл. Далее в раствор преципита-
та вносили ПВС в соотношении 1:1, тщательно 
перемешивали, заливали в форму и оставляли 
при 37 οС для полимеризации фибрина. В ито-
ге были получены следующие группы образцов 
IPN-гидрогелей: 

фибрин 40 мг/мл, ПВС 30 мг/мл (Ф40П30)
фибрин 40 мг/мл, ПВС 40 мг/мл (Ф40П40)
фибрин 50 мг/мл, ПВС 30 мг/мл (Ф50П30)

фибрин 50 мг/мл, ПВС 40 мг/мл (Ф50П40)
Дальнейшее криоструктурирование ПВС 

проводили путем заморозки образцов до −40 °С  
на 20 часов, после чего выполняли градиент-
ную разморозку при −4 °С с экспозицией 8 ча-
сов и оттаивание при +6 °С. Циклы заморажи-
вания-оттаивания повторяли пять раз. 

Приготовление контрольных образцов фи-
брина

В качестве групп контроля использовали гид- 
рогели фибрина 50 мг/мл (Ф50) и 40 мг/мл 
(Ф40), для этого концентрацию фибриногена в 
преципитате доводили до 100 или 80 мг/мл, да-
лее в соотношении 1:1 вносили раствор CaCl2 
0,225% с апротинином (Фирма Фермент, Рос-
сия), перемешивали, заливали в форму и остав-
ляли для полимеризации. 

Приготовление контрольных образцов ПВС
Раствор линейного ПВС готовили, как опи-

сано выше, доводили концентрацию ПВС до 
30 мг/мл (П30) и 40 мг/мл (П40) с последую-
щим криоструктурированием. Циклы замора-
живания и оттаивания контрольных образцов 
фибрина и ПВС выполняли вместе с образцами 
IPN-гидрогелей.

Изучение структуры гидрогелей
Сканирующая электронная микроскопия 

(СЭМ)
Образцы в течение суток фиксировали в 

1 % растворе глутарового альдегида (Sigma-
Aldrich, США‎), отмывали в растворе фосфат-
но-солевого буфера (ФСБ) (Gibco, США) и да-
лее в дистиллированной воде в течение суток. 
После этого образцы замораживали при –80 °C  
и лиофилизировали в установке Freezone 2.5 
(Labconco, США) при температуре –40 °C и 
давлении <0,133 мбар. Для визуализации внут- 
ренней структуры лиофилизированные образ-
цы погружали в жидкий азот и ломали. Мето-
дом ионного распыления на поверхность раз-
лома наносили токопроводящее (Au/Pd) покры-
тие толщиной 12 нм. Структуру оценивали на 
микроскопе S-3400N (Hitachi, Япония) в усло-
виях высокого вакуума при ускоряющем напря-
жении 10 кВ в режиме вторичных электронов.

Гистологическая окраски срезов гематокси-
лином и эозином

Образцы гидрогелей фиксировали в 10 % за-
буференном формалине (BioVitrum, Россия), 
далее в 2 % глутаровом альдегиде, дегидрати-
ровали, пропитывали и заливали парафином 
Гистомикс (БиоВитрум, Россия). Из парафи-
новых блоков с помощью микротома HM 325 
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(Thermo Scientific, США) изготавливали попе-
речные срезы толщиной 8 мкм, помещали на 
стекла, депарафинизировали и дегидратирова-
ли. Образцы последовательно окрашивали рас-
твором гематоксилина Гарриса (BioVitrum, Рос-
сия) 15 минут и далее раствором эозина (Био-
Витрум, Россия) 30 сек. Далее образцы промы-
вали водой, дегидратировали в серии спиртов, 
просветляли в ксилоле и заключали в монтиру-
ющую среду (BioVitrum, Россия) под покров-
ное стекло. Образцы оценивали методом свето-
вой микроскопии на микроскопе AXIO Imager 
A1 (Carl Zeiss, Германия).

Инфракрасная спектроскопия с преобразо-
ванием Фурье (ИК-спектроскопия)

Предварительно образцы (n = 3) из каждой 
группы лиофилизировали. Химическую струк-
туру полученных гидрогелей характеризова-
ли с помощью инфракрасной спектроскопии с 
нарушенным полным внутренним отражени-
ем (Tensor 27, Bruker, США) c приставкой на-
рушенного полного внутреннего отражения 
MIRacle (PIKE Technologies, США) на кристал-
ле ZnSe. Исследование проводили в спектре в 
диапазоне 400–3 700 см−1 с разрешением 2 см−1. 

Изучение механических свойств IPN- 
гидрогелей

Образцы на исследование готовили на вы-
рубном прессе ZCP 020 (Zwick/Roell, Гер-
мания) с использованием ножа специальной 
формы. Образцы увлажняли, механические 
свойства тестировали на универсальной ис-
пытательной машине серии Z (Zwick/Roell, 
Германия) при температуре 37 °С с использова-
нием датчика номинальной силы 50 Н. Предел 
прочности определяли по максимальному на-
пряжению при растяжении (МПа), упруго-де-
формативные свойства – по относительному 
удлинению до начала разрушения (%), модуль 
Юнга (МПа) определяли в пределах малых де-
формаций. В качестве сравнения использова-
ли образцы внутренней грудной артерии чело-
века (a. mammaria), которая остается «золотым 
стандартом» для имплантации при коронарном 
шунтировании.

Оценка гемосовместимости образцов
В соответствии с требованиями к медицин-

ским изделиям, контактирующим с кровью 
(ГОСТ РИСО 10993.4), мы оценили степень 
агрегации тромбоцитов и степень гемолиза  
после контакта крови с образцами. 

Агрегация тромбоцитов
Донорскую кровь забирали с добавлением ци-

трата натрия 3,8 % (Химсервис, Россия) в соот-
ношении 9:1 (кровь:цитрат). Из части крови гото-
вили обогащенную тромбоцитами плазму (ОТП), 
для этого цитратную кровь центрифугировали 
при 150-200 g в течение 10 минут при комнат-
ной температуре (18-25˚С). Бедную тромбоцита-
ми плазму (БТП) получали центрифугированием 
цитратной крови в течение 20 минут при 2500 G 
и далее использовали для калибровки прибора. 
Положительным контролем в настоящем иссле-
довании служила интактная ОТП. Время контак-
та исследуемых образцов с ОТП составило 3 ми-
нуты. В качестве индуктора агрегации тромбоци-
тов использовали аденозин 5´-дифосфат (Ренам, 
Россия), в конечной концентрации 20 мкмоль/л. 
Измерение степени агрегации проводили на по-
луавтоматическом 4-канальном анализаторе агре-
гации тромбоцитов АРАСТ 4004 (LABiTec, Гер-
мания). Интенсивность агрегации через 5 мин из-
мерения выражали значениями максимального 
процента агрегации.

Оценка степени гемолиза эритроцитов
Для анализа использовали свежую донор-

скую кровь с добавлением 3,8% раствора ци-
трата натрия (Химсервис, Россия). Исследуе-
мые образцы нарезали прямоугольниками раз-
мером 2,5 см на 5 см (n = 10 штук для каждо-
го вида исследуемого материала), помещали в 
бюксы, добавляли по 5 мл физиологического 
раствора и ставили на шейкер в термостат при 
37 °С на 2 часа. В качестве отрицательного кон-
троля использовали физиологический раствор, 
дистиллированная вода соответственно для по-
ложительного контроля. После инкубации в 
термостате в каждый бюкс добавляли 100 мкл 
цитратной крови, перемешивали и выдержи-
вали при 37˚С в течение 1 часа. После инкуба-
ции вынимали образцы, отбирали содержимое 
бюксов в пробирки и центрифугировали в тече-
ние 10 минут при 2000 об/мин для осаждения 
эритроцитов. Оптическую плотность (ОП) по-
лученных растворов измеряли при длине вол-
ны 545 нм на спектрофотометре GENESYS 6 
(Thermo Scientific, США). Степень гемолиза 
определяли по формуле: 

где Г % − процент гемолиза эритроцитов,
Dt – ОП пробы с исследуемым образцом, 
Dne – ОП отрицательного контроля (пробы с 

физиологическим раствором), 
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Dрe – ОП положительного контроля (100 % 
гемолиз), (пробы с дистиллированной водой).

Изучение биологических свойств
Тестирование биологических свойств гидро-

гелей выполняли на культуре гибридомы эндо-
телиальных клеток пупочной вены человека EA 
hy926. Для этого образцы в стерильных усло-
виях заливали в лунки 24-луночного планше-
та (n = 6), формировали гидрогели, как описано 
выше. Часть образцов IPN-гидрогелей отделя-
ли от формы, переворачивали нижней стороной 
вверх. Поверхности подготовленных образцов 
заселяли клетками по 30 тыс. клеток/лунку и 
культивировали 72 часа в CO2-инкубаторе при 
5 % СО2 и температуре 37 °C. 

Оценка жизнеспособности клеток
Клетки окрашивали ядерными красителями 

Hoechst 33342 10 мкг/мл (Sigma Aldrich, США) 
в течение 10 минут и этидиум бромидом 30 
мкг/мл (Sigma Aldrich, США) в течение 1 ми-
нуты. Подсчёт мертвых клеток (ядра окраше-
ны этидиум бромидом) и общего количества 
клеток (ядра окрашены Hoechst) на образцах и 
культуральном пластике производили на инвер-
тированном микроскопе Axio Observer Z1 (Carl 
Zeiss, Германия) в 5 случайных полях зрения с 
каждого повтора (n = 3). 

где
ОМ – относительное количество мертвых 

клеток (%),
АМ – абсолютное количество мертвых кле-

ток,
АА – абсолютное количество всех адгезиро-

ванных клеток,
ОЖ − относительное количество живых кле-

ток (%).
Данный метод использовали для подсчета 

количества клеток на мм2 поверхности.

Оценка метаболической активности
Метаболическую активность оценивали ко-

лориметрическим методом с использованием 
набора Cell Cytotoxicity Assay Kit Colorimetric 
(abcam, Англия). В лунки с образцами вноси-
ли реактив в рабочей концентрации (1:5 с пита-
тельной средой), инкубировали 3 часа при 37 ᴏС.  
После этого по 200 мкл реактива из лунок с 
образцами переносили в лунки 96-луночного 
планшета и измеряли оптическую плотность 

на двух длинах волн 570 нм и 605 нм на спек-
трофотометре Multiskan Sky (Thermo Fisher 
Scientific, США). Расчет метаболической ак-
тивности клеток проводили по формуле:

где МА − метаболическая активность клеток 
(УЕ), 

R – отношение оптической плотности (ОП) 
при длине волны 570 нм к ОП при длине волны 
605 нм (ОП570/ОП605),

оп – опытный образец,
0 – «нулевая» проба без клеток, содержащая 

реактив в рабочей концентрации.

Статистическая обработка данных
Статистическую и графическую обработ-

ку результатов выполняли в программе Graph-
Pad Prism 8 (GraphPad Software, США). Характер 
распределения данных в выборках оценивали по 
критерию Колмогорова-Смирнова. Количествен-
ные данные будут представлены в виде медиа-
ны и 1-го и 3-го квартиля (Median (Q1; Q3)). До-
стоверность различий между двумя независимы-
ми группами оценивали с помощью U-критерия 
Манна-Уитни. Сравнение между несколькими 
группами проводили методом ANOVA с коррек-
цией результатов на множественность сравнения 
методом FDR. Статистическую значимость реги-
стрировали при p < 0,05 во всех тестах.

Результаты
Структура гидрогелей
На разломах фибрин демонстрировал волок-

нистую структуру, тогда как полимерам ПВС со-
ответствовала слоисто-ячеистая (рисунок 1 А). 

Выполнено измерение диаметра пор различ-
ных образцов. Показано, что в образцах фибри-
на (Ф40 и Ф50) размер пор был самый боль-
шой, в ПВС (П30 и П40) – поры меньшего диа-
метра, и самые мелкие поры в IPN-гидрогелях 
(таблица 1), 

Несмотря на хорошую визуализацию, на фо-
тографиях IPN-гидрогелей со сканирующего 
электронного микроскопа невозможно досто-
верно отличить структуры фибрина и ПВС.

Гистологическая окраска гематоксилином и 
эозином визуально разделяла компоненты IPN-
гидрогеля. Волокна фибрина окрашивались в 
ярко-красный цвет, а структуры ПВС – в свет-
ло-фиолетовый, что позволяло оценить рав-
номерность их распределения (рисунок 1 Б). 
Структура верхней части IPN-гидрогелей отли-

ОМ = АМ×���%
АА

, 
ОЖ = ОМ− 100%, 

 

МА = 𝑅𝑅оп − 𝑅𝑅0 
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Рисунок 1. 
А. Фотографии раз-
лома образцов (СЭМ, 
ув. х500). Б. Попереч-
ный срез образцов 
(Окраска гематок-
силином и эозином, 
световая микро-
скопия). ПВС имеет 
бледно-фиолетовый 
цвет, фибрин – ярко 
красный.  

Figure 1. 
A. Photographs of the 
fracture of samples 
(SEM, uv. x500). B. 
Cross-section of sam-
ples (Staining with 
hematoxylin and eo-
sin, light microscopy). 
PVS has a pale purple 
color, fibrin is bright 
red.

Условные обозначения в данном рисунке и далее: Ф40 и Ф50 
– фибрин с концентрацией фибриногена 40 и 50 мг/мл,  
П30 и 40 – поливиниловый спирт с концентрацией 30  
и 40 мг/мл, IPN - гидрогель с взаимопроникающей поли-
мерной сетью, содержащий указанные компоненты  
соответствующей концентрации.

Symbols in this figure and below: F40 and F50 – fibrin with 
fibrinogen concentration of 40 and 50 mg/ml, P30 and 
40 – polyvinyl alcohol with a concentration of 30 and 40 
mg/ml, IPN – hydrogel with an interpenetrating polymer 
network containing these components of the appropriate 
concentration.

Примечания: *<0,05 по сравнению с фибриновыми матри-
цами (Ф40, Ф50), **<0,05 по сравнению с поливиниловыми 
матрицами (П30, П40)

Notes: *p<0,05 compared to fibrin matrices (F40 and F50), 
** p<0,05 compared to PVS (P30 and P40).

Ф40/F40 Ф50/F50 П30/P30 П40/P40 Ф40П30/
F40/P30

Ф40П40/ 
F40/P40

Ф50П30/ 
F50/P30

Ф50П40/ 
F50/P40

119,20
78,12; 157,11

91,55 
55,89; 
101,70

*
15,22 
12,82; 
24,30

*
11,40

10,9; 19,11

*/**
3,19

2,53; 6,05

*/**
3,44

2,24; 7,49

*/**
1,85

1,49; 2,93

*/**
2,75

1,62; 3,59

Таблица 1. 
Размер пор образ-
цов на СЭМ (мкм; ме-
диана (25; 75 процен-
тиль))

Table 1. 
Pore size of samples 
per SEM (μm; median 
(25; 75 percentile))
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Рисунок 2. 
Спектры поглоще-
ния на поверхности 
образцов (метод ин-
фракрасной спек-
троскопии)

Figure 2. 
Absorption spectra on 
the surface of sam-
ples (infrared spec-
troscopy method)

чалась от нижней и толщи. В верхней части со-
держался слой ПВС с минимальным количес- 
твом фибрина, а толща и нижний слой состо-
яли из равномерно распределенных компонен-
тов фибрина и ПВС (рисунок 1 Б). 

ИК- спектроскопия
FTIR-спектры поверхности фибрина со-

держали полосы, типичные для амидной свя-
зи белковой структуры (рисунок 2), а имен-
но: 1635 см-1 (амид I, обусловлена растяжени-
ем связи C-H карбонильной группы), 1550 см-1 
(амид II, обусловлена деформационными коле-
баниями связи N-H и растяжением связи C-N) 
[10, 11]. Характерные пики поглощения валент-

ных колебаний связи O-H меж- и внутримоле-
кулярных водородных связей отмечены при 
3300 см-1 в спектрах ПВС, полосы дублирова-
лись и в спектрах IPN-композитных структур. 
Также в обоих спектрах (ПВС и IPN-гидроге-
лей) обнаружены полосы валентных колебаний 
C-H алкильных групп в области 2930-2900 см-1 
и растяжения C-O-связи гидроксильной группы 
при 1085 см-1 [12, 13]. Полоса при 1142 см-1, об-
условленная симметричным валентным коле-
банием (C-C) в кристаллических областях по-
лимера, присутствовала на спектрах криогелей 
чистого ПВС и IPN-гидрогелей. Вибрация на 
частоте 842 см-1 относится к балансу -CH2- ос-
новной цепи полимера ПВС.

Биологические свойства образцов
Высокие показатели жизнеспособности, ме-

таболической активности и количества клеток 
на мм2 (плотность заселения) в контрольной 
группе на культуральном пластике не различа-
лись с показателями на фибрине (рисунок 3). 
При этом жизнеспособность на нижней сторо-
не IPN-гидрогелей была сравнима с жизнеспо-
собностью на фибрине. 

ПВС 30 и 40 мг/мл и верхняя сторона IPN-
гидрогелей, за исключением Ф50П40, демон-
стрировали низкую метаболическую актив-
ность, количество адгезированных и жизнеспо-
собных клеток, по сравнению с контролем, фи-
брином и нижней стороной IPN-гидрогелей.  

Сравнение биологических свойств различ-
ных поверхностей IPN-гидрогелей показало 

значительно лучшие показатели для нижней 
стороны, по сравнению с верхней. Так, жизне-
способность, плотность заселения и метаболи-
ческая активность клеток на нижней поверхно-
сти IPN-гидрогелей была значительно выше, 
по сравнению с верхней. Исключение состави-
ло лишь количество клеток на верхней стороне 
IPN-гидрогелей Ф50П40, показатели которой 
были выше и статистически не различались  
с нижней стороной (рисунок 3). 

Гемосовместимость
Степень гемолиза эритроцитов при контакте 

со всеми вариантами образцов составили менее 
1 % (данные не приводятся), что указывает на 
отсутствие повреждающего влияния на эритро-
циты. 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Тест агрегации тромбоцитов не зарегистри-
ровал значимой контактной активации тромбо-
цитов на поверхности гидрогелей (таблица 2). 
Нами не обнаружено статистически различий в 
основных показателях агрегатограммы (макси-

мальный процент агрегации, время достижения 
максимума агрегации, площадь под кривой и 
др.) в интактной ОТП и ОТП после инкубации 
с образцами гидрогелей различных групп.
Физико-механические свойства

Рисунок 3. 
А. Фотографии жиз-
неспособности кле-
ток на различных 
матрицах (флуорес-
центная микроско-
пия, об. х20). Для 
IPN-гидрогелей засе-
ление клетками вы-
полняли на верхнюю 
и нижнюю поверх-
ность. Б. Графиче-
ское представление 
показателей биосов- 
местимости гидро-
гелей.  

Figure 3. 
A. Photographs of cell 
viability on different 
matrices (fluores-
cence microscopy, vol. 
x20). For IPN hydro-
gels, cell colonization 
was performed on 
the upper and lower 
surfaces. B. Graphical 
representation of hy-
drogel biocompatibil-
ity indicators.

Примечания: * − р<0,05, по сравнению с контролем  на 
стекле и фибрине (Ф40 и Ф50); 
 ** − р<0,05 по сравнению с ПВС (П30 и П40),  
*** − р<0,05 по сравнению с верхней стороной соответ-
ствующего IPN-гидрогеля.

Notes: * − p<0.05 compared to the control on glass and fibrin 
(F40 and F50),  
** − p<0.05 compared to PVS (P30 and P40),  
*** − p<0.05 compared to the upper side of the corresponding 
IPN-hydrogel.

Матрица
The matrix

Максимальная агрегация 
(%)

Maximum percentage of 
platelet aggregation

Время максимальной 
агрегации (сек)

Maximum aggregation 
time (sec)

Площадь под кривой 
(%)

Area under the curve (%)

Контроль
Intact plasma (control) 87,6 (83,1; 92,7)

206,2 (200,8; 221,2) 72,7 (69,2; 78,3)

Ф40/F40 83,6 (79,5; 87,6) 198,2 (183,2; 205,5) 71,7 (65,1; 73,2)
Ф50/F50 91,9 (86,9-95,6) 202,2 (199,5; 210,0) 73,1 (70,3; 79,1)
П30/P30 85,7 (83,0; 94,2) 201,7 (192,2; 206,2) 69,3 (62,1; 71,0)
П40/P40 85,8 (87,3; 88,4) 200,2 (178,2; 207,2) 69,5 (68,7; 72,3)
Ф40П30/F40P30 91,9 (88,8; 93,4) 205,5 (201,2; 210,2) 76,2 (75,9; 79,2)
Ф40П40/F40P40 90,7 (89,4; 98,0) 201,1 (188,5; 209,2) 78,1 (75,5; 80,1)
Ф50П30/F50P30 90,5 (88,8; 91,9) 203,5 (190,2; 213,2) 76,6 (75,7; 78,3)
Ф50П40/F50P40 92,5 (89,9; 95,0) 204,9 (200,4; 210,2) 75,9 (74,8; 80,1)

Таблица 2. 
Максимальный про-
цент агрегации 
тромбоцитов интакт-
ной плазмы (кон-
троль) и после инку-
бации с образцами 
гидрогелей

Table 2. 
Maximum percentage 
of platelet aggrega-
tion of intact plasma 
(control) and after in-
cubation with hydro-
gel samples

Образцы ПВС молекулярной массой 146 000-
186 000, концентрацией 30 мг/мл, прошедшие 
пять циклов криоструктурирования, обладали 
большей прочностью на разрыв, по сравнению 
с аналогичными образцами ПВС 89000-98000 
и тремя циклами криоструктурирования (0,268 

(0,261-0,348) mPa и 0,204 (0,178-0,244) mPa со-
ответственно) (рисунок 4 А).

Прочность IPN-гидрогелей формировалась в 
основном за счет ПВС. Так, прочность на раз-
рыв IPN-гидрогелей, содержащих одинаковую 
концентрацию фибриногена, но более высо-
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Рисунок 4.  
А. Сравнение проч-
ности образцов по-
лимера ПВС 89000-
98000 Да, прошедше-
го три цикла крио- 
структурирования, 
и ПВС 146000-186000 
Да с пятью циклами 
криоструктурирова-
ния. Б – Г. Сравнение 
физико-механиче-
ских свойств образ-
цов IPN-гидрогелей 
высокомолекуляр-
ный ПВС/фибрин и 
их компонентов.

Figure 4. 
A. Comparison of 
the strength of sam-
ples of polymer PVS 
89000-98000 Da, 
which has under-
gone three cycles of 
cryostructuring, and 
PVS 146000-186000 
Yes with five cycles of 
cryostructuring. B – D. 
Comparison of phys-
ical and mechanical 
properties of sam-
ples of IPN-hydrogels 
high-molecular PVA/
fibrin and their com-
ponents.

кие концентрации ПВС была выше, чем анало-
гичных образцов с более низкой концентрацией 
ПВС (Ф40П30 и Ф40П40, Ф50П30 и Ф40П40) 
(рисунок 4 Б). Тем не менее прочностные свой-
ства ПВС оставались неудовлетворительными, 
по сравнению с a. mammaria (рисунок 4 Б-Г).

Обсуждение 
Ограничение широкого использования фи-

бринсодержащих матриц в тканевой инжене-
рии связано с низкой прочностью этого матери-
ала и склонностью к усадке. Одно из решений 
связано с включением в состав таких матриц 
прочного, каркасного полимера. Композитные 
каркасы с фибрином показали большой потен-
циал в создании лоскутов для закрытия кожных 
дефектов, инженерии костной и хрящевой тка-
ни, сердечно-сосудистой тканевой инженерии, 
регенеративной медицине [14]. 

ПВС демонстрирует хорошие механиче-
ские свойства, способность имитировать нату-
ральные ткани, поддерживать влажную среду 
и создавать благоприятные условия для мигра-
ции, пролиферации и регенерации тканей кле-
ток [15]. Bidault L. и коллеги показали, что мо-
дуль упругости (метилакрилатного)-ПВС-фи-
брина-IPN способен увеличиваться в 3–50 раз, 

по сравнению с гелями чистого фибрина [6]. 
Тем не менее на этом варианте IPN-гидрогеля 
отсутствовала пролиферация фибробластов 
человека. В 2015 году та же исследователь-
ская группа улучшила биосовместимость ма-
териала путем введения в IPN-гидрогель фи-
брин-ПВС (метилакрилатного) сывороточного 
альбумина [7]. В данных работах гелеобразова-
ние ПВС, предварительно модифицированного 
с помощью метакрилатных групп, выполнено 
фотополимеризацией. Этот метод предполага-
ет использование токсичного фотоинициатора.  
В своей работе считаем преимуществом при-
менение «чистых» технологий синтеза IPN-ги-
дрогеля, исключающих использование токсич-
ных реагентов при полимеризации, поскольку 
после полимеризации гидрогеля формирует-
ся пористая структура с высоким содержанием 
жидкой фазы, из которой сложно или практиче-
ски невозможно полностью удалить токсичные 
вещества. Присутствие токсичных веществ в 
материале нивелирует благоприятное влияние 
фибрина на клеточную жизнедеятельность и 
снижает его биосовместимость [16].

Криоструктурирование, как вариант поли-
меризации ПВС, является «чистой» технологи-
ей и соответствует современным требованиям 
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для потенциального производства компонен-
тов медицинских изделий. Ранее нами при ис-
пользовании «чистой» технологии был получен 
IPN-гидрогель фибрин/ПВС способный сохра-
нять форму и отсутствием усадки, однако проч-
ностные свойства оставались неудовлетвори-
тельными [8]. Один из способов повышения 
прочности полимера ПВС связан с увеличени-
ем его концентрации и, соответственно, вязко-
сти исходного раствора для криоструктуриро-
вания. Ограничение данного подхода связано с 
невозможностью фибрина формировать равно-
мерную сеть в растворах ПВС высокой вязко-
сти. В диапазоне выбранных концентраций вы-
сокомолекулярного ПВС 30 и 40 мг/мл форми-
ровалась полноценная фибриновая сеть. Гисто-

логическое исследование поперечных срезов 
IPN-гидрогелей показало, что фибрин и ПВС 
равномерно распределялись в толще матрицы, 
однако верхний слой содержал, в основном, 
структуры ПВС. Возможная причина перерас-
пределения компонентов верхнего слоя в поль-
зу ПВС может быть связана с последовательно-
стью процесса полимеризации и склонностью 
фибрина к усадке. Мы полагаем, что первона-
чально под действием тромбина и CaCl2 фор-
мировались волокна фибрина, которые давали 
усадку по свободному верхнему краю и опу-
скались ниже уровня раствора, содержащего 
линейный ПВС, который на следующем этапе 
криоструктурирования сформировал верхний 
полимерный слой (рисунок 5).

Рисунок 5. 
Схема перераспреде-
ления компонентов 
при формировании 
IPN-гидрогеля на ос-
нове фибрина и ПВС 
методом криострук-
турирования

Figure 5. 
Scheme of redistribu-
tion of components 
in the formation of 
IPN-hydrogel based 
on fibrin and PVA by 
cryostructuring

Поскольку свободная поверхность IPN-
гидрогелей была сформирована, в основном, 
полимером ПВС, ее биосовместимость прак-
тически не отличалась от ПВС. Нижняя сторо-
на содержала равномерно смешанные волокна 
фибрина и структуры ПВС, что подтверждает-
ся гистологическим исследованием и лучши-
ми биологическими свойствами (рисунок 1Б, 
3Б). Таким образом, мы получили материал с 
различными биологическими характеристи-
ками на поверхностях. Данное свойство IPN-
гидрогелей может быть использовано при соз-
дании двусторонних мембран, обладающих как 
изолирующими, так и хорошими интегрирую-
щими возможностями. 

Использование высоких концентраций поли-
мера в гидрогеле сопряжено с формированием 
более плотной полимерной сети, которая мо-
жет препятствовать миграции клеток в матрикс 
и их интеграции с окружающими тканями [17, 
18]. Общей проблемой при разработке гидроге-
лей является поиск баланса между обеспечени-
ем среды, способствующей развитию клеток, 
и наличием хороших механических свойств.  

В нашем исследовании результаты измерения 
диаметра пор показали, что IPN-гидрогели фи-
брин/ПВС имеют меньший размер, по сравне-
нию с монокомпонентными гидрогелями соот-
ветствующей концентрации (таблица 1). Это 
связано, с одной стороны, с большей финаль-
ной концентрацией раствора для полимериза-
ции IPN-гидрогелей, суммирующей концентра-
цию обеих компонентов, а также взаимопро-
никновением сетей фибрина и структур ПВС с 
перекрытием пор.

Диаметр пор во всех вариантах IPN-
гидрогелей был меньше длины фибробласта 
[18]. Однако поперечный размер фибробла-
стов человека может значительно сокращать-
ся при ограничении поперечного распласты-
вания [18], что не отрицает возможности его 
миграции в относительно мелкие поры. Ис-
следования in vivo могут ответить на ряд во-
просов, касающихся миграции и заселения 
IPN-гидрогеля клетками в условиях организ-
ма, однако требуется достижение материалом 
удовлетворительных физико-механических 
свойств. 
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Нами зарегистрировано увеличение прочно-
сти полимера ПВС в рамках одинаковой концен-
трации линейного ПВС при повышении его мо-
лекулярной массы и количества криоциклов (ри-
сунок 4А). Прочность IPN-гидрогеля фибрин/
ПВС регулировалась, в основном, концентра-
цией ПВС, но в эксперименте оставались значи-
тельно ниже эталона a. mammaria (рисунок 4Б). 

Примечательно, что все исследуемые образ-
цы гидрогелей не вызывали гемолиза и кон-
тактной активации тромбоцитов, что являет-
ся благоприятным свойством материала с пер-
спективой использования в изготовлении сосу-
дистых протезов. 

Данное исследование является этапом изу-
чения и поиска вариантов повышения прочно-
сти IPN-гидрогеля фибрин/ПВС. Дальнейшие 

шаги на пути создания стабильного гидроге-
ля и улучшения физико-механических свойств 
могут быть сосредоточены на вариантах фи-
зического и ферментативного сшивания IPN-
гидрогеля или ином подходе при последова-
тельной полимеризации компонентов. 

Заключение
Техникой последовательной полимеризации 

фибрина и высокомолекулярного ПВС при пя-
ти циклах криоструктурирования получен дву-
сторонний IPN-гидрогель с высокой биосовме-
стимостью на нижней стороне и улучшенной 
прочностью. Однако физико-механические ха-
рактеристики IPN-гидрогеля в целом не соот-
ветствуют целевым показателям a. mammaria, 
что требует новых решений и подходов.
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