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Поиск новых подходов для восстановления кожных покровов – актуальная задача 
современной регенеративной медицины. Перспективным направлением в данной об-
ласти является использование биосовместимых материалов. Конструкции из них могут 
служить основой биомедицинских изделий, предназначенных для замещения повреж-
денной ткани, или выполнять роль раневых покрытий. В данной работе были созданы 
фотополимеризуемые пленки на основе фиброина шелка и метакрилированного жела-
тина (Ф-МЖ). В ходе исследования in vitro было выявлено, что использование пленок 
в качестве субстрата для культивирования фибробластов NIH 3T3 и кератиноцитов 
HaCaT приводит к изменению кинетики роста клеток. По данным МТТ-теста, на фо-
тополимеризуемых пленках скорость пролиферации фибробластов была меньше, а ке-
ратиноцитов больше по сравнению с культуральным пластиком. Оценка влияния по-
лученных пленок на регенерацию кожи была произведена in vivo в модели 
полнослойной раны кожи мыши. Использование пленок Ф-МЖ в качестве раневых 
покрытий способствовало ускорению заживления раны и более полному восстановле-
нию структуры кожи по сравнению с контролем (применение марли). У животных в 
экспериментальной группе наблюдалось формирование волосяных фолликулов и со-
кращение площади рубца на 28 сут. 

Ключевые слова: раневые покрытия, фиброин, метакрилированный желатин, фотопо-
лимеризация, кератиноциты, фибробласты, тканевая инженерия

Одной из ключевых функций кожного покро-
ва является защита внутренней среды организма 
от агрессивных внешних воздействий. Его по-
вреждения приводят к нарушению этого барьера, 
что вызывает риск инфицирования, а в ряде слу-
чаев, например при тяжелых ожогах, к смертель-
ному исходу. При обширных полнослойных ранах 
требуется замещение утраченного участка кожи 
[1]. При этом использование кожных трансплан-
татов связано с рядом ограничений и риском, 
в том числе возможностью переноса инфекций 
в случае аллогенных трансплантатов и необходи-
мостью дополнительных и часто многократных 
операций по получению кожных пластов – в слу-
чае аутологичных. Менее тяжелые повреждения, 
как правило, могут заживать без хирургического 
вмешательства. В результате формируются рубцы, 

выраженность которых зависит, главным образом, 
от глубины повреждений. Они могут приводить 
к нарушению подвижности конечностей, обезо-
браживанию лица и тела [2]. 

В связи с этим разрабатываются новые подхо-
ды к восстановлению повреждений кожи. Приме-
нение биосовместимых материалов позволяет соз-
давать раневые покрытия, которые обеспечивают 
защиту от механических повреждений и проник-
новения бактерий, а также отводят излишек экс-
судата при сохранении раневого ложа во влажном 
состоянии, что благоприятно влияет на процесс 
заживления [3]. С другой стороны, конструкции 
на их основе можно использовать для создания 
эквивалентов кожи, что особенно актуально при 
значительных повреждениях. В качестве материа-
лов могут быть использованы различные биораз-
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лагаемые полимеры синтетического или есте-
ственного происхождения [4]. 

Ранее был получен фотополимеризуемый ги-
дрогель на основе двух биосовместимых природ-
ных полимеров: фиброина и метакрилированного 
желатина [5]. Фиброин – структурный белок шел-
ка тутового шелкопряда Bombyx mori, характеризу-
ется высокой биосовместимостью, уникальной 
прочностью и способностью к биодеградации [6]. 
Метакрилированный желатин является химиче-
ским производным продукта деградации коллаге-
на, а потому, как и коллаген, содержит сайты свя-
зывания интегринов, обеспечивающих адгезию 
клеток [7]. Создание композиционных материалов 
на основе нескольких биополимеров позволяет 
сочетать достоинства каждого из компонентов 
и получить материал с превосходными механиче-
скими и биологическими характеристиками и воз-
можностью формирования конструкций с задан-
ными, тонко регулируемыми физическими 
свойствами и архитектурой [8]. Ранее было пока-
зано, что микроносители на основе комбинации 
фиброина и желатина поддерживают адгезию 
и пролиферацию клеток in vitro [9], а также спо-
собствуют ускоренному заживлению полнослой-
ных ран и восстановлению структуры кожи и пре-
пятствуют формированию рубца in vivo [10]. 
В данной работе были изготовлены фотополиме-
ризуемые пленки на основе фиброина шелка и ме-
такрилированного желатина, которые могут при-
меняться в качестве раневых покрытий, а также 
как основа для создания искусственной кожи. 
Было оценено их взаимодействие с фибробласта-
ми и кератиноцитами – основными типами кле-
ток, участвующих в регенерации, – а также влия-
ние свойств материала на процесс восстановления 
ткани в модели полнослойной раны кожи мыши. 

Материалы и методы

Синтез метакрилированного желатина. Навес-
ку кристаллического желатина (160 Bloom, Carl 
Roth, Германия) растворяли в 0,1М калий-фос-
фатном буфере (pH 7,2) в круглодонной колбе при 
перемешивании на магнитной мешалке при 50°С. 
Итоговая концентрация составляла 5% (w/v). По-
сле полного растворения навески добавляли мета-
криловый ангидрид (Sigma-Aldrich, Германия) из 
расчета 1 мл на 1 г кристаллического желатина. 
Реакцию проводили при тех же условиях в течение 
1 ч. По ее завершении остужали раствор с взвесью 
метакрилированного желатина, разбавляли дис-
тиллированной водой в два раза и диализовали 
против двадцатикратного объема дистиллирован-
ной воды при постоянном перемешивании на маг-
нитной мешалке в течение 3 сут со сменой каж-
дый час до исчезновения запаха метакрилового 
ангидрида. Содержимое мешка перемещали 
в чашки Петри, замораживали в течение 1 ч при 
–18°С и лиофилизовали в течение ночи. 

Получение водного раствора фиброина. Навеску 
шелковых хирургических нитей растворяли при 
80°С в 9,3М растворе LiBr, после чего диализовали 
против двадцатикратного объема дистиллирован-
ной воды в течение суток, при этом производили 
10 смен воды во внешнем резервуаре. На спектро-
фотометре определяли концентрацию фиброина 
по поглощению при 280 нм и разбавляли раствор 
дистиллированной водой до 60 мг/мл. 

Получение фотополимеризуемой смеси и фор-
мирование пленок. Навеску метакрилированного 
желатина из расчета 60 мг/мл растворяли 
в ДМСО (Sigma-Aldrich, Германия) при 50°С 
в термошкафу, после этого добавляли фотоини-
циатор фенил-бис(2,4,6-триметил-бензоил)фос-
фин оксид ТРО (Sigma-Aldrich, Германия), кон-
центрация в растворе составляла 3% от массы 
метакрилированного желатина. Затем добавляли 
водный раствор фиброина с концентрацией 
60 мг/мл. Соотношение фиброина и метакрили-
рованного желатина в конечном растворе состав-
ляло 1:1 (w/w). Пленки изготавливали в ламинар-
ном шкафу. Фотополимеризуемую смесь 
объемом 8 мл наносили на поверхность полиро-
ванной тефлоновой пластины, формировали ква-
драт со стороной 8 см и облучали светом ультра-
фиолетовой лампы в течение 30 мин при 
комнатной температуре. По окончании полиме-
ризации пластину с пленкой помещали на 10 мин 
в 96% этанол, затем отделяли пленку и переноси-
ли на хранение в 96% этанол.

Сканирующая электронная микроскопия. Для 
изучения структуры пленки обезвоживали в вос-
ходящей концентрации этанола и ацетона, после 
чего высушивали на приборе Hitachi critical point 
dryer HCP-2 (Hitachi, Ltd., Япония). Используя 
прибор Ion Coater IB3 (Eiko Engineering Co, Япо-
ния) напыляли слой платины толщиной 20 нм. 
Образцы изучали на микроскопе Camscan S2 
(Cambridge Instruments, Великобритания), изо-
бражения получали в программе MicroCapture 
(SMA, РФ)

Культивирование фибробластов NIH 3T3 и ке-
ратиноцитов HaCaT на поверхности фотоотверж-
денных пленок. В эксперименте использовали две 
линии клеток. Фибробласты NIH 3T3 получе- 
ны из эмбрионов мыши и являются стандарт- 
ной фибробластоподобной линией для про- 
верки биосовместимости материалов; получены  
|из Российской коллекции клеточных культур. 
Кератиноциты HaCaT – иммортализованная ли-
ния, выделенная из кожи человека; любезно пре-
доставлены Е.Б. Цитриным (ФГБУН «Институт 
биологии развития имени Н.К. Кольцова РАН», 
Москва, Россия).

Из пленки круглым ножом вырезали диски 
диаметром 6 мм, стерилизовали их в 70% этаноле 
в течение 40 мин и отмывали минимальной сре-
дой Игла в модификации Дульбекко (ДМЕМ,  
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ПанЭко, РФ). Образцы переносили в лунки  
96-луночной плашки и наносили по 100 мкл су-
спензии клеток (около 1,5 тыс фибробластов или 
кератиноцитов на диск) в среде ДМЕМ с 10% эм-
бриональной бычьей сыворотки (Gibco, США). 
Образцы выдерживали в инкубаторе при 37°С 
и 5% СО2 в течение 7 сут. На 1, 3, 7 сут культиви-
рования проводили МТТ-тест: вносили в лунки по 
10 мкл раствора МТТ-реагента (5 мг/мл в фосфат-
но-солевом буфере) и инкубировали при 37°С 
и 5% СО2 в течение 4 ч. После этого отбирали сре-
ду и растворяли образовавшиеся фиолетовые кри-
сталлы формазана в ДМСО. Определяли оптиче-
скую плотность раствора при 540 нм. В качестве 
контроля использовали культуральный пластик.

Модель полнослойной раны кожи мыши. В рабо-
те использовали мышей линии C57BL/6N, полу-
ченных из питомника «Пущино». Животных ане-
стезировали внутрибрюшинной инъекцией 
100 мкл смеси 10% анестетика (Zoletil 100, Virbac, 
Франция) и 20% миорелаксанта (Рометар, Bioveta, 
Чехия) в стерильном фосфатно-солевом буфере. 
По достижении полного отсутствия рефлексов на 
укол задних конечностей приступали к операции. 
Со спины удаляли шерсть с использованием депи-
ляционного крема, промывали кожу водой и обра-
батывали 70%-ным этанолом. Формировали пол-
нослойную асептическую рану стерильным 
одноразовым ножом для биопсии, диаметр 4 мм 
(EPITHEASY, Medax, Италия). Раны в экспери-
ментальной группе животных закрывали соответ-
ствующего размера дисками, вырезанными из 
пленки, стерилизованными в 70% этаноле и отмы-
тыми стерильным фосфатно-солевым буфером. 
В контрольной группе применяли стерильную 
марлю. Покрытия в обеих группах закрепляли 
пластырем Tegaderm (3М, США). 

Морфометрический анализ скорости затягива-
ния раны и проведение гистологических исследова-
ний. Для анализа скорости затягивания раны по-
лучали макроизображения ран (на поздних точках 
рубцов) непосредственно после операции и на 2, 
4, 7, 14, 28 сут. Использовали фотокамеру c макро-
объективом AF MICRO NIKKOR 200mm 1:4 D. 
Обрабатывали изображения в программе ImageJ 
(Национальный институт здоровья, США): выде-
ляли область раны и рассчитывали пиксельную 
площадь. Ее оценивали в процентах относительно 
нулевой точки по формуле: (площадь раны на 
день n/площадь исходной раны) × 100%. Для по-
лучения гистологических препаратов на 28 сут жи-
вотных анестезировали и подготавливали к опера-
ции описанным выше способом. Затем вырезали 
образцы кожи с рубцами размером 1х1 см, рас-
правляли и выдерживали в течение 1 сут в раство-
ре Буена (насыщенный водный раствор пикрино-
вой кислоты, формалин и ледяная уксусная 
кислота в соотношении 15:5:1 соответственно). 
Мышей умертвляли путем цервикальной дислока-

ции. По завершении инкубации образцы разреза-
ли по средней линии в области травмы, обезвожи-
вали в спирте восходящей концентрации, после 
чего заключали в Histomix (БиоВитрум, РФ). На-
страивали прибор для резки таким образом, чтобы 
получались срезы толщиной 5–7 мкм. Получен-
ные препараты депарафинизировали, проводили 
их регидратацию, окрашивали гематоксилином 
и эозином и заключали в бальзам. Препараты ис-
следовали на микроскопе Axiovert 200M (Carl 
Zeiss, Германия), используя камеру AxioCam 
MRC 5 (Carl Zeiss, Германия). Рассчитывали коли-
чество волосяных фолликулов на 1 мм2 среза по 
формуле: количество фолликул по всей площади 
новообразованной ткани × 1 мм2 / площадь ново-
образованной ткани в мм2

Результаты и обсуждение

В данной работе были получены фотополи-
меризуемые пленки Ф-МЖ, изображения пред-
ставлены на рис. 1. Изготовленные структуры ха-
рактеризовались гибкостью, но были достаточно 
прочны, чтобы не повреждаться при отделении 
от тефлона и при различных манипуляциях 
(рис. 1, А). В гидратированном состоянии полу-
ченные пленки представляли собой гибридные 
гидрогели. Ранее было выявлено, что гидрогели 
на основе фиброина и метакрилированного же-
латина имеют пористую внутреннюю структуру 
[5]. Как показал анализ изображений, получен-
ных методом электронной сканирующей микро-
скопии (рис. 1, Б), внешняя поверхность иссле-
дуемой пленки преимущественно гладкая, без 
выраженной пористой структуры, с нерегулярно 
расположенными на ней гранулами. Такие части-
цы могут быть агрегатами фиброина, образовав-
шимися при формировании бета-структур после 
обработки спиртом [11]. 

Фибробласты и кератиноциты являются кле-
точными компонентами кожи, активно участву-
ющими в процессах регенерации. Фибробласты 
синтезируют внеклеточный матрикс и секретиру-
ют некоторые факторы роста, необходимые для 
заживления, а также участвуют в формировании 
рубцов. Кератиноциты играют ключевую роль 
в восстановлении эпидермиса после поврежде-
ния, что достигается за счет их миграции и про-
лиферации [12]. Взаимодействие этих двух типов 
клеток с биосовместимыми материалами в усло-
виях in vivo может инициировать процессы реге-
нерации, но требуются предварительные экспе-
рименты in vitro.

МТТ-тест позволяет оценить активность де-
гидрогеназ митохондрий клеток. Величина опре-
деляемой оптической плотности формазана  
линейно зависит от числа живых клеток в иссле-
дуемых образцах [13]. Значения этого сигнала для 
Ф-МЖ и культурального пластика, используемого 
в качестве контроля, не отличались на 1 сут куль-
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тивирования фибробластов NIH 3Т3, а на 3 и 7 сут 
эксперимента отмечено, что использование фото-
полимеризуемой пленки в качестве субстрата при-
водит к снижению значений оптической плотно-
сти по сравнению с контролем (рис. 1, В). При 
оценке доли живых и мертвых клеток с использо-
ванием оптической микроскопии было выявлено, 
что показатели жизнеспособности на исследуемом 
субстрате не отличались от показателей контроль-
ного образца (данные не представлены), из чего 
был сделан вывод, что такой эффект вызван не 
токсичностью, а регуляторным воздействием суб-
страта. Пролиферативная активность фибробла-
стов важна для восстановления кожи, однако ее 
избыточность является одной из причин фиброза 
in vivo [14]. 

При культивировании кератиноцитов на 
Ф-МЖ на 1 и 3 сут эксперимента оптическая плот-

ность формазана не имела статистически значи-
мых отличий от контроля. Ее значения возрастали 
с течением времени, что свидетельствовало о про-
лиферации клеток. На 7 сут эксперимента сигнал 
для образцов пленки был выше по сравнению 
с культуральным пластиком. Вероятно, компонен-
ты пленки способны оказывать активирующее 
влияние на пролиферацию кератиноцитов. Ранее 
показано, что метакрилированный желатин может 
использоваться для культивирования кератиноци-
тов и формирования на нем многослойного эпите-
лия [15]. Аналогичные эксперименты проведены 
и с материалами на основе фиброина [16].

Способность фотополимеризуемых пленок 
регулировать активность фибробластов и усили-
вать пролиферацию эпидермальных клеток может 
способствовать активации процессов репарации 
и подавлению образования рубца. 

Рис. 1. Фотополимеризуемая пленка на основе фиброина и метакрилированного желатина (А, Б) и динамика метаболической 
активности и роста клеток, участвующих в регенерации кожи (В, Г) на пленке и пластике, данные МТТ-теста (* – t-тест Стью-
дента, статистически значимые отличия, p < 0,05%). А – внешний вид пленки. Б – структура поверхности пленки, изображение 
получено методом сканирующей электронной микроскопии. В – результаты МТТ-теста для фибробластов линии NIH 3Т3. Г – 
результаты МТТ-теста для кератиноцитов линии НаСаТ. 
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Влияние фотополимеризуемых пленок на реге-
нерацию оценивали в модели полнослойной раны 
кожи мыши. В ходе проведенного исследования in 
vivo выявлено, что использование пленок Ф-МЖ 
для закрытия полнослойных ран снижало их кон-
тракцию в первую неделю после операции 
(рис. 2, А). Вместе с тем дальнейшее затягивание 
раны происходило быстрее, чем в контрольной 
группе, где в качестве раневого покрытия исполь-
зовали марлю, вероятно, за счет ускорения процес-
са эпителизации. Сходный эффект при заживлении 
полнослойных ран кожи мышей наблюдался во 
время исследований коммерческих гидроколлоид-
ных раневых покрытий [17].

При использовании Ф-МЖ формировались 
менее выраженные рубцы, чем в случае примене-
ния марли (рис. 2, Б). Это также подтверждено 

данными гистологического анализа. На 28 сут 
после нанесения повреждений у мышей в кон-
трольной группе была сформирована плотная 
ткань с характерным для рубца расположением 
волокон коллагена, а в экспериментальной – 
сходная с нормальной дермой кожи (рис. 2, В). 
Эпителий имел большую протяженность, в под-
лежащей ткани присутствовало значительное ко-
личество волосяных фолликулов. Их наличие 
в центре ран, которые закрывали пленками, мо-
жет указывать на их образование de novo. Ранее 
показано, что этот процесс может протекать при 
заживлении ран генетически нормальных мышей 
и на молекулярном уровне имеет сходство с про-
исходящим в ходе эмбриогенеза, а придатки фор-
мируются из клеток межфолликулярного эпидер-
миса [18]. Раневые покрытия могут повышать 

Рис. 2. Морфометрический анализ скорости затягивания ран (А) и оценка площади рубца (Б) при использовании пленки из фи-
броина и метакрилированного желатина и марли (контроль) в качестве раневых покрытий. (* – t-тест Стьюдента, статистически 
значимые отличия, p < 0,05%). Гистологический анализ тканей, сформированных на месте полнослойной раны кожи мыши че-
рез 28 сут после повреждения при использовании в качестве раневого покрытия марли (контроль) (В) или фотополимеризуемой 
пленки (Г).
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эффективность регенерации за счет поддержания 
оптимальной влажности, что способствует ми-
грации кератиноцитов [19]. Ускоренное восста-
новление эпидермиса, в свою очередь, является 
одним из факторов, предотвращающих образова-
ние рубцовой ткани [20]. 

Таким образом, полученные фотополимери-
зуемые пленки способны активировать пролифе-
рацию кератиноцитов, в то время как их влияние 
на рост фибробластов противоположно. Исследо-
вание in vivo продемонстрировало, что использо-
вание пленок Ф-МЖ в качестве раневых покры-
тий способствовало более полному восстанов- 
лению тканей в модели полнослойной раны кожи 
мыши по сравнению с контрольной группой. За-
живление раны происходило быстрее в экспери-
ментальной группе, чем в контрольной, и характе-

ризовалось снижением контракции. Кроме того, 
наблюдалось восстановление придатков кожи 
в зоне повреждения. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний: комплексный проект № 17-00-00359 (науч-
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и № 17-00-00358) и грант № 18-34-00875 с исполь-
зованием оборудования, приобретенного в рамках 
«Программы развития Московского Университета 
до 2020 года», и оборудования ЦКП МГУ имени 
М.В. Ломоносова.
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PHOTOCURABLE FILMS BASED ON FIBROIN AND GELATIN 
FOR REGENERATION OF SKIN COVER
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The search for new approaches for skin restoration is an urgent task of modern 
regenerative medicine. A promising area is the use of biocompatible materials. Designs from 
them can serve as the basis for biomedical products designed to replace damaged tissue, or 
serve as wound dressings. In this work, photopolymerized films based on silk fibroin and 
methacrylated gelatin (F-MG) were created. An in vitro study revealed that the use of films as 
a substrate for the cultivation of NIH 3T3 fibroblasts and HaCaT keratinocytes leads to a 
change in the kinetics of cell growth. According to the MTT assay, the fibroblasts proliferation 
rate was lower on photopolymerized films, and keratinocytes’ one was higher compared to 
culture plastic. An assessment of the effect of the obtained films on skin regeneration was 
performed in vivo in a model of a full-layer wound of mouse skin. The use of F-MG films as 
wound dressings contributed to the acceleration of wound healing and a more complete 
restoration of the skin structure compared to control (use of gauze). In animals in the 
experimental group, the formation of hair follicles and the reduction in the scar area by 28 
days were observed.

Keywords: wound dressings, fibroin, methacrylated gelatin, photopolymerization, keratinocytes, 
fibroblasts, tissue engineering
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