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Введение. Фибробласты представ-
ляют собой универсальную биологиче-
скую модель для изучения in vitro дина-
мических молекулярных регуляторных 
процессов, лежащих в основе роста и 
пролиферации клеток, метаболизма 
и трансдукции внутри-, внеклеточных 
сигналов [4].

Большинство тканеинженерных за-
менителей живой кожи создают путем 
культивирования клеток кожи в лабо-
раторных условиях и комбинирования 
их с подложкой. Применение эквива-
лентов кожи ускоряет заживление ран, 
уменьшает болевой синдром, воспале-
ние, а также предотвращает образова-
ние рубцов, контрактуры или пигмент-
ных дефектов [13].

Полимолочная кислота, ее сопо-
лимеры и композиты входят в совре-
менный класс биодеградируемых ма-
териалов и широко применяются для 

изготовления различных имплантатов 
[1]. Полимерные матриксы из полимо-
лочной кислоты являются биосовме-
стимыми изделиями, обладающими 
биоактивными свойствами в отноше-
нии регенераторных процессов и ре-
акций системы крови при подкожной 
имплантации лабораторным крысам 
[3]. Биоразлагаемые полимеры, такие 
как полилактид и поли(e-капролактон), 
широко применяются в области био-
медицины в качестве полимерных кар-
касов (скаффолдов) для содействия 
росту тканей и клеток во время реге-
нерации костной ткани, а также для 
доставки лекарственных препаратов, 
когда лекарства смешиваются с поли-
мерной матрицей и постепенно высво-
бождаются по мере разложения биопо-
лимера в организме человека [10, 11]. 
Однако из-за его гидрофобности взаи-
модействие клеток с этим материалом 
далеко от оптимального [9]. Биофунк-
ционализация поверхности многих 
биоразлагаемых полимеров является 
одной из стратегий, используемых для 
улучшения биологической активности 
таких материалов [6]. Высокомолеку-
лярный полилактид представляет со-
бой бесцветный, глянцевый, жесткий 
термопластичный полимер, который 
может быть полукристаллическим и 
полностью аморфным, в зависимости 
от чистоты основной полимерной цепи. 
Как молочная кислота, так и полилак-

тид проявляют оптическую активность, 
т.е. существуют в виде двух L- и D- сте-
реоизомеров. Молочная кислота весь-
ма гигроскопична, поэтому вместо нее 
используют лактиды [2].

Разработка каркасов для использо-
вания в тканевой инженерии требует 
тщательного выбора свойств, таких 
как механические характеристики, по-
ристость и биоразложение. Свойства 
поверхности каркаса являются важ-
ным критерием, поскольку они влияют 
на адгезию, пролиферацию и диффе-
ренцировку клеток. Известно, что на 
клеточный ответ влияет топография 
поверхности, но механизмы, управля-
ющие этим, остаются неясными [7].

Целью нашего исследования яви-
лась оценка пролиферативной актив-
ности и адгезивной способности куль-
тивированных in vitro фибробластов 
на полилактидные пленки различной 
толщины в зависимости от наличия 
адгезивного фактора.

Материал и методы. Лаборатор-
ные образцы пленок из полилактида 
были изготовлены из L-PLA 4043D Na-
tureWorks (USA) на базе УНТЛ «Техно-
логии полимерных нанокомпозитов» 
СВФУ им. М.К. Аммосова методом экс-
трузии при следующих параметрах: 
температура расплава 175-180°C; зона 
питания 170°C; зона уплотнения (зона 
пластикации) 174°C; зона нагнетания 
(зона дозирования) 175°C; фильера 
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Проведена оценка пролиферативной активности и адгезивной способности культивированных in vitro фибробластов на полилактидные 
пленки различной толщины в зависимости от наличия адгезивного фактора.

Добавление в питательную среду адгезивного фактора AF, включающего в своем составе желатин, активирует пролиферацию культи-
вируемых клеток. Наибольшее количество прикрепленных фибробластов отмечается на 3-й день с подложками 100 и 150 мкн в лунках с 
AF, тогда как в подложках с толщиной 125 мкн – в 1-й и 3-й дни культивирования. По суправитально окрашенным образцам установлено, 
что адгезия фибробластов в зависимости от толщины полилактидной пленки показал статистически значимые различия между пленками 
толщиной 125 и 100 мкн, а также тенденцию к повышению между 125 и 150 мкн. Только при толщине полилактида 125 мкн количество 
фибробластов на поверхности пленки выше, чем в лунке, а при других толщинах количество клеток в лунке больше, чем на полилактиде. 
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Evaluation of the proliferative activity and adhesive capacity of cultured in vitro fibroblasts on polylactide films of various thicknesses, depending 
on the presence of an adhesive factor was carried out. 

Adding an adhesive factor AF which contains gelatin to the nutrient medium activates the proliferation of cultured cells. The largest number of 
attached fibroblasts is noted on the 3rd day with substrates of 100 microns and 150 microns in wells with AF, while in substrates with the thickness 
of 125 microns - on the 1st and 3rd days of cultivation. Based on supravitally stained samples, it was found that the fibroblast adhesion, depending 
on the thickness of the polylactide film, showed statistically significant differences between films with the thickness of 125 and 100 microns, as 
well as a tendency to increase between 125 and 150 microns. Only with the polylactide thickness of 125 microns  the number of fibroblasts on the 
surface of the film is higher than in the well, and with other thicknesses the number of cells in the well is greater than on the polylactide. 

Key words: proliferation, adhesion, polylactide, in vitro, fibroblasts.

А.С. Гольдерова, И.Э. Николаева, Н.Ф. Тимофеева, 
М.П. Кириллина, А.Н. Егоров

ПРОЛИФЕРАЦИЯ И АДГЕЗИЯ
ФИБРОБЛАСТОВ IN VITRO 
НА ПОЛИЛАКТИДНЫХ ПЛЕНКАХУДК 57.085.23

DOI 10.25789/YMJ.2021.74.20



2’ 2021 83

(экструзионная головка) 180°C. В ре-
зультате получены пленки толщиной в 
100, 125 и 150 нм с гладкой поверхно-
стью. Данные пленки можно легко раз-
резать ножницами, что соответствует 
требованию для матриц.

Экспериментальное исследование 
in vitro было проведено в научно-ис-
следовательской лаборатории «Кле-
точные технологии и регенеративная 
медицина» Медицинского института 
СВФУ им. М.К. Аммосова. Объектом 
исследования явились культивирован-
ные фибробласты (2-й пассаж), выде-
ленные из рыхлой волокнистой соеди-
нительной ткани брюшины практиче-
ски здорового человека при аппендэк-
томии с предварительно подписанным 
информированным согласием.  Ма-
ленькие кусочки ткани в стерильных 
условиях были измельчены на кусочки 
от 1 до 2 мм и по 2-3 кусочка были по-
мещены в чашки Петри. Культивирова-
ние клеток проводилось с использова-
нием среды DMEM/F-12 (1:1) (1X), FBS 
20%, anti-anti (1x100), пируват натрия 
(1х100). Клетки инкубировались при 
температуре 37°C в атмосфере, обога-
щенной 5% CO2 в течение 5 дней. 

После достижения монослойного 
роста в полистироловых чашках Петри 
(диаметр 60х15 мм) на 2-й день культи-
вирования сделали пассаж во флако-
ны размером дна 75 см2. Через два дня 
методом трипсинизации суспензию 
клеток (1,0-1,3х106/мл) после 2-крат-
ного промывания PBS и центрифуги-
рования перенесли на дно по 15 мкл в 
24-луночные стандартные культураль-
ные планшеты с площадью 2 см2. Для 
каждой из трех толщин полилактида 
(100, 125 и 150 мкн) были оценены по 
12 лунок, из которых 6 лунок были об-
работаны в течение 5 мин адгезивным 
фактором – AF (Attachment Factor 1X, 

Cascade Biologist ТМ), содержащий 
желатин в качестве фактора прикре-
пления. Разрезанные по диаметру лу-
нок (1,75 см) подложки из полилактида 
были помещены на дно лунок. 

Ежедневный подсчет клеток произ-
водился по снимкам инвертированного 
микроскопа (ЛОМО, Россия) с увели-
чением в 60 раз (окуляр х15, объектив 
х 4) и визуализацией 5 полей зрения 
на каждой лунке. Всего анализировано 
180 лунок, из которых 90 лунок с ад-
гезивным фактором (по 30 лунок для 
толщин 100 мкн, 125 мкн, 150 мкн) 
и 90 лунок (по 30 лунок для толщин 
100 мкн, 125 мкн, 150 мкн) – без нее. 
Подсчитывались количество округлых 
(неприкрепившиеся) и вытянутых (при-
крепившиеся) фибробластов, а также 
их сумма – общее число клеток (рис.1).

Статистический анализ проведен 
в IBM SPSS Statistics, версии19. Для 
сравнения связанных групп (в дина-
мике) использовался критерий Вилкок-
сона, для сравнения независимых вы-
борок использовались непараметри-
ческие критерии Манна-Уитни и Кра-
скела-Уоллиса. Критическое значение 
уровня значимости (р) принималось 
равным 0,05.

Результаты и обсуждение. Срав-
нительный анализ общего числа кле-

ток (круглые и вытянутые клетки) в 
исследуемых лунках в зависимости от 
обработки AF выявил статистически 
значимые различия (p=0,000) во все 
дни наблюдения (с 1-го по 4-й дни). 
В 90 лунках с адгезивным фактором 
среднее значение общего количества 
клеток оказалось статистически зна-
чимо выше (в среднем 1,98 раза), чем 
без нее (рис.2). 

Наибольшее увеличение количе-
ства клеток в лунках с AF наблюдается 
на 3-й день культивирования фибро-
бластов в 2,03 раза больше в лунках, 
чем без AF.  При ежедневном подсчете 
под инвертированным микроскопом 
количества клеток в лунках в зави-
симости от толщины полилактидных 
пленок были выявлены следующие 
особенности. Наибольшее количество 
прикрепленных фибробластов (вытя-
нутых клеток) в лунках с AF отмечается 
на 3-й день культивирования в подлож-
ках 100 и 150 мкн, тогда как в подложке 
толщиной 125 мкн количество клеток 
в 1-й и 3-й дни оказались одинаково 
высокими. Для лунок без AF наиболь-
шее количество прикрепленных клеток 
отмечается при всех толщинах поли-
лактида на 2-й день культивирования 
(рис.2). Снижение пролиферативного 
потенциала фиброластов на 4-й день 

Рис. 1. Округлые не прикрепившиеся фибробласты в день посадки (слева) и веретеноо-
бразные прикрепившиеся клетки на 4-й день культивирования (справа)

Рис. 2. Общее количество клеток в лунках с AF и без AF в динамике
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культивирования, несомненно, свя-
зано с истощением энергетических 
ресурсов и накоплением продуктов 
обмена (в течение 5 дней не обновля-
лась питательная среда), что может 
привести к задержке пролифератив-
ной активности, а также с прикрепле-
нием клеток на верхней стороне поли-
лактидной пленки и, соответственно, 
с недостаточно четкой визуализацией 
(из-за толщины пленки) под инверти-
рованным микроскопом. 

В последний день культивирования 
(4-й день) из лунок неприкрепленные 
клетки удаляли промыванием фосфат-
но-солевым буфером (PBS). Прикре-
пленные ко дну пластика и к подложке 
клетки после переноса полилактидных 
подложек на чистые лунки окрашивали 
суправитально методом Романовско-
го-Гимза (15 мин) с предварительной 
фиксацией по Майн-Грюнвальду (5 
мин). 

Результаты анализа окрашенных 
клеток указывают, что в полилактид-
ных подложках с AF адгезивность 
выше в 2,87 раза (p=0,000), чем без 
AF, а аналогичный показатель на дне 
лунок – в 2,07 раза (р=0,000). Сравни-
тельный анализ адгезивной способ-
ности фибробластов в зависимости 
от толщины полилактидной пленки 
показал статистически значимые раз-
личия (p=0,022) между пленками 
толщиной 125 мкн (37,67±7,63) и 100 
мкн (20,75±8,51), а также тенденции 
(р=0,068) между 125мкн (37,67±7,63) и 
150 мкн (25,67±10,67). Только при тол-
щине полилактида 125 мкн количество 
фибробластов на поверхности плен-
ки выше, чем в лунке, а в остальных 
случаях толщинах количество клеток 
в лунке больше, чем на полилактиде. 

Известно, что адгезия клеток к по-
верхности биоматериала является 
ключевым требованием для выжива-
ния клеток, поскольку неприлипшие 
клетки будут апоптозировать путем 
аноикиса [5]. 

В нашем исследовании морфология 
фибробластов в окрашенных образцах 
характеризуется выраженной поли-

морфностью клеток (веретенообраз-
ные, вытянутые, округлые, имеющие 
немногочисленные отростки), гетерох-
ромностью ядер (гетерохромные), раз-
личным количеством и длиной отрост-
ков (рис.3).

Следует отметить, что на полилак-
тидных пленках фибробласты прикре-
пляются на поверхности неравномер-
но, ближе к краю пленок наблюдается 
существенно больше клеток, нежели 
в центре. Авторы [7] наблюдали уве-

личение клеточного ответа с увеличе-
нием плотности краев. Возможно, это 
связано с предпочтительной адсорб-
цией белка или конформационными 
изменениями, происходящими на не-
однородностях поверхности. Адсорб-
ция белка или конформационные из-
менения преимущественно происхо-
дят на неоднородностях поверхности. 
Это было предложено как механизм 
так называемого феномена контакт-
ного выравнивания, который испыты-
вают клетки, засеянные на параллель-
ных гребнях, где было обнаружено, 
что очаговые спайки преимуществен-
но формируются на краях и боковых 
стенках таких особенностей [12].

Заключение. Таким образом, по по-
лученным результатам можно сделать 
следующие выводы: 

−	 добавление в питательную 
среду адгезивного фактора AF, вклю-
чающего в своем составе желатин, ак-
тивирует пролиферацию культивируе-
мых клеток почти в 1,98 раза (р=0,000), 
чем без нее;

−	 наибольшее количество при-
крепленных фибробластов отмечается 
на 3-й день с подложками 100 и 150 
мкн в лунках с AF, тогда как в подлож-
ках с толщиной 125 мкн – в 1-й и 3-й 
дни культивирования;

−	 по суправитально окрашен-
ным образцам установлено, что ад-
гезия фибробластов в зависимости 
от толщины полилактидной пленки 
показал статистически значимые раз-
личия (p=0,022) между пленками тол-
щиной 125 мкн (37,67±7,63) и 100 мкн 
(20,75±8,51), а также тенденцию в 

повышению (р=0,068) между 125 мкн 
(37,67±7,63) и 150 мкн (25,67±10,67). 
Только при толщине полилактида 125 
мкн количество фибробластов на по-
верхности пленки выше, чем в лунке, а 
при других толщинах количество кле-
ток лунке больше, чем на полилактиде;

−	 на полилактидных пленках 
фибробласты прикрепляются на по-
верхности неравномерно, ближе к 
краю пленок наблюдается существен-
но больше клеток, нежели в центре.
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Введение. Потери здоровья на-
селения (инвалидизация, преждев-
ременная смертность) в результате 
воздействия низкой природной тем-
пературы являются одной из малоиз-
ученных проблем здравоохранения. 
Данные научных публикаций свиде-
тельствуют об актуальности данного  
вопроса  в мировом масштабе. Так, в 
США за период 2003-2013 гг.  зафикси-
ровано 13419 смертей от гипотермии, 
что составляет 0,3-0,5 случая на 100 
тыс. населения. При этом доля лиц 
мужского пола составила 67%;  также 
прослеживается возрастная особен-
ность – для лиц старше 65 лет коэф-
фициент составил 1,8-1,1 случая на 
100 тыс. населения  [5]. В Швеции 
смертность в результате гипотермии, 
отморожения и переохлаждения в хо-
лодной воде составляет 3,4, 1,5 и 0,8 
случая на 100 тыс. населения  соот-
ветственно [4]. Уровень летальности 
при тяжелой гипотермии, по данным 
зарубежной литературы, составля-
ет от 12 до 80% и зависит от возрас-
та, предрасполагающих факторов, 

причин и сроков начала лечения [5]. 
Но особенно остра проблема в Рос-

сийской Федерации, обширные терри-
тории которой расположены в север-
ных широтах. В специализированном 
отделении для лечения пострадавших 
с термическими поражениями Амур-
ской области больные с холодовой 
травмой составляют 12-19% (60-90 
чел. ежегодно). Краевой показатель 
госпитализации больных с холодовой 
травмой в Читинской области состав-
ляет 1,9 случая на 10000 населения в 
год [1].

Среди субъектов Российской Фе-
дерации Якутия  занимает первое 
место по занимаемой территории 
(3103,2 км2), а по плотности населения 
– 83 место из 85 регионов (0,3 чел. на 
1 км2); 90% территории не имеет кру-
глогодичного транспортного доступа. 
Холодное время года в регионе со-
ставляет 7 месяцев в году со средней 
зимней температурой  35-40 оС. В та-
ких условиях воздействие низкой при-
родной температуры на человеческий 
организм занимает особое место в 
структуре причин смертности от внеш-
них причин, являясь острой медико-со-
циальной проблемой.

Следует отметить, что медико-де-
мографическая ситуация в Респу-
блике Саха (Якутия) в течение 1990-
2014 гг. характеризовалась высоким 

уровнем преждевременной смертно-
сти от предотвратимых причин, пре-
жде всего, неcчастных случаев, травм 
и отравлений. В структуре основных 
причин смертности населения внеш-
ние причины стабильно занимали 
второе ранговое место после болез-
ней системы кровообращения [2]. 
Начиная с 2015 г., внешние причины 
отошли на третье место (болезни си-
стемы кровообращения – новообразо-
вания – внешние причины). Снижение 
показателя смертности от всех видов 
внешних причин в 2011-2019 гг. соста-
вило  39,8% (с 181,8 до 109,4 на 100 
тыс. населения). В официальной ста-
тистике причин смертности от внеш-
них причин принято выделять в ос-
новном транспортные причины, в том 
числе дорожно-транспортные проис-
шествия, насильственную смертность 
(убийства, самоубийства), случайные 
отравления алкоголем, случайные 
утопления, случайные падения и т.д. 
Холодовая травма же учитывается в 
числе «прочих» причин, в связи с чем 
реальная картина о потерях здоровья 
населением в результате воздействия 
низкой природной температуры оста-
ется скрытой. 

Целью настоящего исследования 
являлось изучение проблемы смерт-
ности и инвалидизации населения Ре-
спублики Саха (Якутия) в результате 
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Дана оценка уровню смертности населения Якутии в результате воздействия чрезмерно низкой природной температуры в 2011-
2019 гг. и уровню инвалидизации в 2014-2019 гг. Выявлено, что воздействие чрезмерно низкой природной температуры (холодовая трав-
ма) занимает третье ранговое место в структуре внешних причин смертности населения Якутии после самоубийств и убийств. Уровень 
смертности населения в результате холодовой травмы превышает показатель смертности в результате дорожно-транспортных происше-
ствий. При этом уровень инвалидизации по причине отморожений тяжелой степени, приведших к увечьям, относительно невысок. 
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An assessment of the mortality rate of the population of Yakutia as a result of exposure to excessively low natural temperatures in 2011-2019 
and the level of disability in 2014-2019 has been given. It was revealed that the impact of excessively low natural temperature (cold injury) ranks 
third in the structure of external causes of death of the population of Yakutia after suicides and homicides. The death rate of the population due to 
cold injury exceeds the death rate as a result of road traffic accidents (RTA). At the same time, the level of disability due to severe frostbite, which 
led to injuries, is relatively low.
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