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Аннотация. Выделенный из натурального шелка регенерированный фиброин и его смешанные раство-
ры с хитозаном были использованы для получения криоструктуратов макропористых гидрогелевых 
матриц, предназначенных для применения в тканевой инженерии в качестве носителей для культи-
вирования клеток. Изучены условия стабилизации структуры этих биополимерных носителей путем 
сшивания фиброина (Фб) и хитозана (Хит) дженипином (Gp) в спиртовых растворах и особенности 
роста клеток на полученных материалах. Исследование взаимодействия дженипина с фиброином и 
хитозаном показало, что скорость реакции, приводящей к сшивке макромолекулярных цепей аминосо-
держащих биополимеров, и концентрация продукта превращения дженипина могут быть существенно 
увеличены по сравнению с использованием индивидуального белка. С помощью конфокальной лазер-
ной сканирующей микроскопии изучена структура макропористых носителей и показана их способ-
ность поддерживать 3D рост мышиных фибробластов (L929) в модели in vitro. Полученные биоматери-
алы могут быть использованы для тканевой инженерии.1
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Abstract. Regenerated fibroin isolated from natural silk and its mixed solutions with chitosan were used to obtain 
cryostructurates ― macroporous hydrogel matrices intended for application in tissue engineering as carriers for 
cell culturing. The conditions for stabilizing the structure of such biopolymeric carriers by cross-linking fibroin 
(Fb) and chitosan (Chi) with genipin (Gp) in alcoholic solutions and the features of cell growth on the obtained 
materials were studied. Investigation of the interaction of genipin with fibroin and chitosan acetate showed 
that the reaction rate leading to the cross-linking of macromolecular chains of amino-containing biopolymers, 
and the concentration of the genipin conversion product, can be significantly increased compared to using the 
individual protein. Using confocal laser scanning microscopy, the structure of macroporous carriers was studied, 
and their ability to support 3D growth of mouse fibroblasts (L929) in an in vitro model was demonstrated. The 
obtained biomaterials are promising for use in tissue engineering.
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ВВЕДЕНИЕ
Фиброин шелка из коконов тутового шелкопря-

да Bombyx mori — природный биополимер, облада-
ющий уникальными механическими свойствами, 
биосовместимостью и способностью к биодегра-
дации, что делает его перспективным материалом 
для тканевой инженерии и регенеративной меди-
цины [1]. Нативный фиброин шелка состоит из 
повторяющихся белковых последовательностей: 
легкие цепи (26 кДа) и тяжелые (390 кДа) связаны 
друг с другом дисульфидными мостиками. В итоге 
образуется плотная структура из соединенных 
между собой гидрофобных β-складчатых доменов. 
Такая организация белка, наряду со склеиванием 
фибриллярных структур серицином, обеспечивает 
гидрофобность и высокую прочность волокон 
шелка [2]. Выделенный из натурального шелка 
регенерированный фиброин после удаления сери-
цина переходит в водорастворимую форму и может 
быть использован для создания новых материалов: 
биополимерных лекарственных форм, раневых по-
крытий и искусственных матриц для регенератив-
ной медицины. Ключевым ограничением его при-
менения является растворимость в водных средах 
полученных на его основе материалов, что требует 
модифицирования для стабилизации структуры и 
придания гидрофобных свойств.

Для улучшения стабильности и функциональ-
ности материалов из фиброина часто применяют 
химическую сшивку. Среди бифункциональных 
соединений особое место занимает природный 
сшивающий реагент — дженипин, экстрагируемый 
из Gardenia jasminoides. Дженипин — иридоидный 
гликозид, способный образовывать ковалентные 
связи с аминогруппами белков, включая фиброин 
[3]. В отличие от традиционных сшивающих аген-
тов (глутаровый альдегид, карбодиимиды), джени-
пин обладает меньшей цитотоксичностью и сохра-
няет биосовместимость материала [4]. Дженипин 
содержит реакционноспособные группы, способ-
ные взаимодействовать с аминогруппами лизина 
и концевыми аминогруппами в фиброине [5]. 
Исследования показали, что сшивка дженипином 
повышает механическую прочность фиброиновых 

матриц [6], способствует поддержанию пролифе-
рации клеток, что критически важно для тканевой 
инженерии [7]. Дженипин-модифицированный 
фиброин медленно деградирует in vivo (14–28 сут 
против 7–14 сут для несшитого фиброина) [8]. Од-
нако скорость сшивки фиброина дженипином на 
порядок ниже, чем у синтетических агентов [9] или 
при сшивке других аминосодержащих соединений, 
за счет небольшого количества аминогрупп у остат-
ков аминокислот фиброина, поэтому в целом ряде 
работ прибегают к другому способу придать белку 
устойчивость к воде.

Обработка спиртами (этанолом и метанолом) 
приводит к дегидратации фиброина, способствуя 
перераспределению водородных связей и упоря-
дочению полипептидных цепей в β-складчатую 
конформацию [10]. Это значительно повышает 
механическую прочность и устойчивость к рас-
творению, что критически важно для применения 
в тканевой инженерии [11]. Однако длительная 
обработка может приводить к избыточной кри-
сталличности материала фиброинового носителя, 
снижая его эластичность и ухудшая клеточную 
адгезию [12]. Этанол-модифицированные фи-
броиновые пленки активно исследуют в качестве 
матриц для регенерации кожной и мышечной тка-
ней. Исследование [13] показало, что такие пленки 
поддерживают пролиферацию фибробластов, 
но гидрофобность данных пленок ограничивает 
клеточную миграцию. Кроме того, в работе [12] 
показано, что эффективность их использования 
сильно зависит от конкретных условий обработки 
этанолом, влияющих на поверхностные свойства 
фиброиновых материалов.

Ключевым направлением исследований биопо-
лимерных матриц на основе регенерированного 
фиброина может стать разработка композитных си-
стем с добавлением других биополимеров (напри-
мер, хитозана, желатина и др.). Хитозан, продукт 
дезацетилирования хитина, широко применяется 
в биомедицине благодаря своим антибактериаль-
ным, гемостатическим и ранозаживляющим свой-
ствам [14, 15]. Хитозан используют для получения 
подложек с контролируемой пористостью для ре-
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генерации костной ткани [14, 16], а также нано- и 
микроволокон методом электроформования [17]. В 
комбинации с фиброином он может образовывать 
гидрогели, которые обеспечивают улучшенную 
адгезию клеток [7, 18]. Главные преимущества та-
ких систем заключаются в синергии механических 
свойств (хитозан придает упругость, фиброин — 
прочность) и улучшенной клеточной адгезии за 
счет положительного заряда хитозана [19].

Фиброин шелка, особенно в сочетании с джени-
пином и хитозаном, представляет собой мощную 
платформу для разработки биоматериалов нового 
поколения. Остаются вопросы, связанные с опти-
мизацией условий формирования биополимерного 
носителя, включающие сшивку и реализацию 
конформационного перехода в фиброине, поэтому 
дальнейшие исследования должны быть направле-
ны на решение этих вопросов.

Цель работы — изучение условий стабилизации 
структуры биополимерных широкопористых ма-
триц на основе фиброина и хитозана путем сшива-
ния дженипином в спиртовых растворах и особен-
ностей роста клеток на полученных материалах.

МЕТОДИКА 
Объекты исследования. В работе были исполь-

зованы следующие вещества и препараты: хитозан 
с ММ 190 кДа и степенью деацетилирования  
87 % (Roeper, Германия); ацетат хитозана с ММ  
200 кДа (ИНЭОС РАН); коконы тутового шелко-
пряда Bombyx mori производства Guangxi Liuzhou 
Fast Long Trade Co., Китай; сшивающий реагент 
дженипин (Gp, Sigma-Aldrich, США). 

Реагенты. В работе с культурами клеток ис-
пользовали среду  для культивирования Игла в 
модификации Дульбекко (DMEM, «ПанЭко», 
Россия), глютамин («ПанЭко», Россия), стрепто-
мицин-пенициллин («ПанЭко», Россия), пируват 
натрия (Panreac, Испания), 2-меркаптоэтанол 
(Loba Feinchemie AG, Австрия), эмбриональную 
телячью сыворотку (РАА Laboratories GmbH, Ав-
стрия), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил 
тетразолий (МТТ, «ПанЭко», Россия), кальцеин 
AM (eBioscience, Великобритания), флуорескамин 
(Sigma, США), 4’,6-диамидино-2-фенилиндол 
дигидрохлорид (DAPI, Sigma, США) и диметил-
сульфоксид (ДМСО, «Геликон», Россия).

Получение регенерированного фиброина. Для по-
лучения регенерированного фиброина шелк-сырец 
обрабатывали в 0,02 М растворе карбоната натрия 
или гидрокарбоната натрия в течение 1 ч для очи-
щения волокон от загрязнений, удаления серицина 
и остаточных жиров. Далее шелк трехкратно про-
мывали в дистиллированной воде, затем выдержи-
вали в бидистиллированной воде при температуре 
90–100 оС до 2 часов и сушили при комнатной 
температуре в течение сут. Очищенный шелк рас-

творяли в 9 М растворе бромида лития при 70 оС 
в течение 1 ч. Полученный раствор центрифуги-
ровали и фильтровали, затем диализовали против 
воды в течение трех суток со сменой среды каждые  
3–4 часа для удаления солей, лиофильно высу-
шивали и получали порошок водорастворимого 
фиброина.

Получение ацетата хитозана. Ацетат хитозана 
получен (В.Е. Тихоновым, ИНЭОС РАН) на ос-
нове хитозана со средневесовой молекулярной 
массой 190 кДа осаждением из растворов хитозана 
в водном растворе уксусной кислоты. 

Приготовление растворов фиброина, ацетата 
хитозана и дженипина. Растворы ацетата хитозана, 
фиброина (концентрация 20 % — Фб-20 и концен-
трация 30 % — Фб-30) и дженипина в воде необхо-
димой концентрации готовили по точной навеске 
(± 0,0002 г) с учетом влажности. Растворение 
полимера проводили на магнитной мешалке при  
1000 об/мин. 

Определение времени гелеобразования. Гелеобра-
зование в растворе ацетата хитозана и в растворах 
хитозана в водном растворе уксусной кислоты в 
присутствии сшивающего реагента (Gp) иссле-
довали при различном мольном соотношении 
сшивающего реагента на аминогруппу хитозана. 
Образование геля в системе определяли в момент, 
при котором раствор полимера прекращал течь 
под действием собственного веса при перевора-
чивании пробирки диаметром 1 см. Полученные 
данные представляли в виде зависимости времени 
гелеобразования от мольного соотношения Gp/
NH2. 

Спектроскопические исследования реакции 
сшивки фиброина и хитозана дженипином. Спектры 
поглощения регистрировали на спектрофотометре 
Shimadzu UV 2501 PC (Shimadzu, Япония) в квар-
цевых кюветах с длиной оптического пути 1 см. 
Периодически отбирали 0,4 мл раствора фиброина 
и разбавляли в 4,6 мл воды (разбавление в 12,5 раза, 
обозначен как разбавленный раствор). Запись вели 
в кювете толщиной 2 мм при температуре 24 оС. 
Эксперимент проводили сериями — 0–7 ч, 8–16 ч, 
17–23 ч, 24–30 ч.

Для анализа были выбраны полосы поглощения: 
240 нм (полоса поглощения дженипина), 287 нм 
(из разностного спектра поглощения следует, что 
при сшивке появляется новая полоса поглощения), 
360 нм (появляется на начальном этапе сшивки) и 
610 нм (соответствует вторичной реакции сшивки).

Получение криоструктуратов на основе хитозана и 
фиброина. Для получения криоструктуратов на ос-
нове хитозана и фиброина 2%-ный раствор ацетата 
хитозана в воде (рН 5,6) использовали для раство-
рения фиброина (фиброин-хитозан 1:1), а затем 
полученный смешанный раствор замораживали в 
чашках Петри и лиофильно высушивали. Чтобы 
обработка водно-спиртовым раствором джени-
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 ОП в тестовых лункахДоля жизнеспособных клеток= 100%
ОП в контрольных лунках

×

пина не привела к растворению или разрушению 
пористой структуры образца, солевую форму хи-
тозана переводили в форму основания. Для этого 
после лиофильной сушки образцы погружали в 
10%-ный раствор аммиака в этаноле на 24 ч. Полу-
чение криоструктуратов проводили погружением 
пористых хитозановых матриц в 10%-ный раствор 
дженипина в растворе этанола и воды (80:20) на  
24 ч. Образцы криоструктуратов имели насыщен-
ный синий цвет. 

Конфокальная лазерная микроскопия. Для 
визуализации пористой структуры к образцам 
биополимерного носителя добавляли раствор 
флуоресцентного красителя флуорескамина  
(0,3 мг/мл в ацетоне) и инкубировали в течение 
10 мин. Супернатант декантировали, промывали 
физиологическим раствором и изучали образцы 
на инвертированном микроскопе Nikon TE-2000 
(Япония) с использованием стандартного пакета 
программ.

Культивирование клеток. Для культивирования 
использовали клеточную линию фибробластов 
мыши L929. Клетки культивировали в среде 
DMEM с добавлением 10%-ной телячьей эмбри-
ональной сыворотки, 2 мМ L-глутамина, 1 мМ 
пирувата натрия, 50 мкМ 2-меркаптоэтанола,  
100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на. Культивирование проводили в 25 см3 флаконах 
в СО2-инкубаторе (Heraeus B5060 EK/СО2, Гер-
мания) в газовой среде, содержащей 5 % СО2, при 
температуре 37 °С.

Стерилизация образцов гидрогелей. Гидрогели 
нарезали на образцы размером 4 х 4 мм и весом 

2,5 ± 0,5 мг. Образцы стерилизовали инкубацией в 
этиловом спирте в течение 1 ч, после чего образцы 
трижды промывали стерильным физиологическим 
раствором (1 мл). Затем образцы инкубировали в 
среде DMEM с добавлением 10%-ной телячьей 
эмбриональной сыворотки 24 ч в термостате при  
37 оС. 

Определение цитотоксичности биополимерных 
носителей. Цитотоксичность гидрогелевых носите-
лей изучали методом тестирования экстрактов. Для 
этого суспензию клеток (100 мкл, 105 клеток /мл) 
вносили в каждую лунку 96-луночного планшета 
и культивировали в течение 24 ч. Затем заменя-
ли среду в каждой лунке на 100 мкл экстрактов. 
Экстракты были получены следующим образом: 
к стерилизованным образцам биополимерного 
носителя добавляли среду DMEM, содержащую 
10 % сыворотки, (1 мл среды на 25 мг образца) и 
инкубировали при 37 °С в течение 24 ч. Затем экс-
тракты отбирали и добавляли к монослою клеток. В 
качестве контроля использовали клетки, культиви-
руемые в среде без экстрактов. Жизнеспособность 
клеток оценивали с помощью МТТ-теста через  
24 ч инкубации клеток в экстрактах. Для этого 
среду с экстрактами в каждой лунке заменяли 
на 100 мкл раствора МТТ (0,5 мг / мл) в DMEM 
и инкубировали в течение 2 ч при 37 °С. Далее 
смесь удаляли, кристаллы формазана растворяли в  
100 мкл ДМСО и измеряли оптическую плотность 
(ОП) при длинах волн 540/690 нм на многоканаль-
ном планшет-ридере Multiscan (Flow Laboratories, 
США). Количество жизнеспособных клеток рас-
считывали по формуле 1.

(1)

Определение жизнеспособности клеток после 
длительного культивирования в гидрогелях. В ка-
ждую лунку с предварительно стерилизованными 
образцами добавляли суспензию клеток (50 мкл, 
4х105 кл./мл) в культуральной среде, содержащей  
10 % сыворотки. Кроме того, суспензию клеток 
вносили в пустые лунки и использовали как кон-
троль. Далее помещали планшет в СО2-инкубатор 
и культивировали в стандартных условиях. Через  
1 ч в каждую лунку вносили еще по 100 мкл среды. 
Оценку жизнеспособности клеток проводили с 
помощью МТТ-теста после 5 сут культивирования: 
жидкость в лунках заменяли на 100 мкл раствора 
МТТ (0,5 мг/мл в DMEM), инкубировали в тече-
ние 1,5 ч при 37 °С. Далее раствор отбирали, а кри-
сталлы формазана, образованные в живых клетках, 
растворяли в 200 мкл ДМСО, отбирали аликвоту 

100 мкл и измеряли оптическую плотность при 
540/690 нм с использованием планшет-ридера 
Multiscan (Thermo, США). 

Для учета влияния матриксов на результат 
МТТ-теста получали калибровочные кривые в 
присутствии гидрогелей. Для этого в лунки 96-лу-
ночного планшета вносили определенное количе-
ство клеток L929 (50, 100, 150 и 200 тыс.). Образцы 
гидрогелей были подготовлены также как образцы 
гидрогелей для культивирования клеток. После 
того как клетки прикреплялись к дну лунок (через 
1–3 ч), среду в лунках заменяли на среду без сыво-
ротки, образцы гидрогелей добавляли к клеткам и 
проводили МТТ-тест, как описано выше. 

Количество жизнеспособных клеток рассчиты-
вали по формуле 1. Результаты выражали как сред-
нее ± стандартное отклонение для трех повторов.
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Изучение распределения и морфологии клеток. 
Для визуализации клеток и структуры гидрогелей 
образцы гидрогелей с растущими на них клетками 
инкубировали в 100 мкл среды для культивиро-
вания (без сыворотки), содержащей Сalcein АМ  
(0,5 мкг/мл) и DAPI (10 мкг/мл), в течение 30 мин 
при 37 °C. Далее супернатант декантировали, до-
бавляли в каждую лунку по 150 мкл среды DMEM и 
образцы изучали на инвертированном микроскопе 
Nikon TE-2000 (Япония).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В проведенных ранее исследованиях нами была 

показана возможность получения криоструктура-
тов хитозана, сшитых дженипином, и использова-
ния их в качестве макропористых носителей клеток 
для тканевой инженерии [16]. С целью стабилиза-
ции пористой структуры биополимерного матери-
ала сшивку хитозана проводили на лиофильно вы-
сушенных образцах. Однако в отличие от хитозана, 
содержащего аминогруппу практически в каждом 
элементарном звене, число первичных аминогрупп 
в фиброине составляет менее 1 % [20], поэтому ре-
зультат взаимодействия с дженипином не является 
очевидным.

Изучение взаимодействия фиброина с дженипи-
ном. В процессе химической сшивки биополимеров 
происходит увеличение вязкости их водных рас-
творов, которое завершается гелеобразованием. В 
условиях, приводящих к гелеобразованию хитоза-
на, добавление дженипина к раствору фиброина 
не привело к гелеобразованию, но наблюдаемое 
изменение окраски на синюю свидетельствовало 
об образовании продукта, поглощающего в обла-
сти λ=600 нм. Изучение кинетики изменения ха-
рактеристических полос в электронных спектрах 
поглощения фиброина и дженипина позволит 
установить особенности взаимодействия фиброи-
на с дженипином.

Добавление дженипина к раствору фиброина при-
водило к появлению и изменению полос поглощения 
в нескольких диапазонах видимой и ультрафиолето-
вой областей спектра (240, 287, 360 и 610 нм), соот-
ветствующих уменьшению поглощения гетероцикла 
дженипина, переходам хромофора, образующегося 
при внедрении азота аминогруппы в гетероцикл дже-
нипина (первичная реакция), и росту поглощения 
олигомерных форм дженипина, содержащих сопря-
женные связи (610 нм) (рис. 1). Первичная реакция 
активно протекает в течение 10 ч, затем замедлялась 
(изменение ОП при λ287 и λ360). Она сопровождалась 
расходованием дженипина (снижение поглощения 
при 240 нм). Вторичная реакция, которая заверша-
ла процесс, начиналась после образования доста-
точного количества продуктов первичной реакции 
(примерно через 4 ч) и протекала с высокой скоро-
стью до 10 ч, после чего продолжалась с меньшей 

скоростью в течение всего времени наблюдения 
(появление и рост поглощения при 610 нм) (рис.1).

Таким образом, установлено образование про-
дуктов взаимодействия дженипина с первичными 
аминогруппами фиброина, поглощающими элек-
тромагнитное излучение в тех же областях, что и 
продукты реакции дженипина с хитозаном, однако 
скорость образования продукта реакции, как и 
скорость гелеобразования в растворах фиброина 
значительно ниже, чем в растворах хитозана. Этот 
факт накладывал определенные ограничения на 
возможность и условия получения нерастворимых 
в воде материалов на основе фиброина.

Получение криоструктуратов на основе фиброина. 
Для получения нерастворимых в воде и среде для 
культивирования клеток криоструктуратов на 
основе фиброина был использован способ, при 
котором сшивку дженипином проводили путем 
обработки водно-спиртовым раствором джени-
пина пористых матриц, полученных лиофильной 
сушкой водных растворов фиброина. Растворы 
фиброина с концентрацией 20 и 30 % разливали 
в чашки Петри и выдерживали при температуре 
-10 оС в течение 30 мин. После лиофильной сушки 
образцы представляли собой растворимые в воде 
легкие пористые пластины криоструктуратов фи-
броина толщиной 1 см. 

Рис. 1. Кинетические зависимости интенсивности 
характеристических полос поглощения в растворе 
фиброина в процессе реакции с дженипином
Fig. 1. Kinetic dependences of the intensity of 
characteristic absorption bands in fibroin solution during 
the reaction with genipin

Модифицирование криоструктуратов прово-
дили погружением пористых фиброиновых (или 
фиброин-хитозановых) матриц в 10%-ный раствор 
дженипина в смесь с этанолом с водой (80:20 об.%).
Состав растворителя был выбран на основании из-
учения условий конформационного перехода реге-
нерированного фиброина в нерастворимую в воде 
форму [7]. Время сшивки определяли по времени 
распространения синей окраски на весь образец. 
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Рис. 2. Образцы фиброина после лиофильной сушки 20- и 30-процентных растворов (а) и выдерживания в  
10-процентном растворе дженипина в растворе этанола и воды (80:20) (б), фотография поверхности криострукту-
рата (размер изображения 1000х1000 мкм) (в)
Fig. 2. Fibroin samples after freeze-drying of 20% and 30% solutions (a) and exposure to a 10% genipin solution in an ethanol–
water solution (80:20) (b), photograph of the cryostructure surface (image size 1000×1000 µm) (c)

(а)

(б)

(в)

Фотографии сшитых дженипином криоструктура-
тов приведены на рис. 2. 

Поверхность и внутренняя структура получен-
ных биополимерных материалов была исследована 
методами оптической и конфокальной лазерной 
микроскопии. На рис. 3 приведены микрофото-
графии этих материалов и 3D реконструкция их 
пористой структуры, а также распределение пор 
по размерам. Результаты исследования свидетель-

ствуют о том, что полученные материалы обладали 
системой взаимосвязанных пор, размер которых 
можно изменять, меняя концентрацию фиброина: 
из растворов с большей концентрацией формиру-
ются криоструктураты с более крупными порами и 
толстыми стенками. Средний размер пор образцов 
гидрогелей был 41 ± 4 мкм и 40 ± 4 мкм для об-
разцов гидрогелей Фб-20 и Фб-30 соответственно 
(рис. 4).
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На рис. 4 приведены результаты изучения на-
бухания образцов гидрогелевых криоструктуратов 
через 24 ч инкубации в среде для культивирова-
ния животных клеток. Равновесное набухание 
образцов, полученных из 20- и 30-процентных 
растворов фиброина, практически не различалось 
и составило 3,7 ± 1,3 и 4,9 ± 1,7 мл/г соответствен-
но. Влагоудерживающая способность может быть 
результатом набухания гелевых стенок, а также 
иммобилизации свободной воды внутри пор кри-
оструктурата, однако набухание образцов после 
удаления свободной воды также не зависело от 
концентрации фиброина (20 или 30 %) и составля-
ло 0,7 ± 0,1 мл/г.

Криоструктураты погружали в воду и оставляли 
на несколько часов, затем высушивали до посто-
янной массы. Было обнаружено, что полученные 
материалы в течение суток не теряли массу. Отсут-
ствие растворимости обеспечивалось как за счет 
создания условий перевода фиброина в β-конфор-
мацию, так и химической сшивкой дженипином, 
которая протекала в водно-спиртовой среде.

Изучение полимерных систем на основе растворов 
фиброина и хитозана. Для установления пути воз-

действия на реакцию сшивки аминосодержащих 
биополимеров в растворе, приводящей к образо-
ванию нерастворимых в воде продуктов, а также с 
целью разработки волокнистых материалов, ими-
тирующих внеклеточный матрикс (естественную 
среду организма), состоящий из полисахаридов и 
белков, были использованы фиброин-содержащие 
растворы хитозана.  Изучено влияние состава рас-
твора на положение точки эквивалентности при об-
ратном потенциометрическом титровании (рис. 5).  
С повышением концентрации биополимеров 
объем, пошедший на титрование щелочи, законо-
мерно увеличивается. При повышении содержания 
фиброина в растворе (кривые 1 и 2) снижалось 
количество щелочи, пошедшей на титрование 
смешанного раствора хитозана и фиброина, а так-
же рН, соответствующее точке эквивалентности 
сопряженной кислоты (протонированных амино-
групп). В свою очередь, снижение числа протони-
рованных аминогрупп указывало на образование 
с их участием полиэлектролитного комплекса 
хитозана с фиброином.

Для получения гидрогелей и материалов на их 
основе используют растворы хитозана в водном 

Рис. 3. Структура криоструктуратов на основе фиброина, сшитого дженипином, полученных из растворов с кон-
центрацией 20 % (Фб-20) и 30 % (Фб-30) и Фб-Хит (1:1)
Fig. 3. Structure of cryostructurates based on fibroin cross-linked with genipin, obtained from solutions with concentrations of 
20% (Fb-20) and 30% (Fb-30) and Fb-Chit (1:1)
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растворе уксусной кислоты. В таких системах 
хитозан находится в виде уксуснокислой соли, а в 
растворе содержится свободная уксусная кислота. 
В настоящей работе для приготовления смешан-
ных с фиброином растворов использовали не 
хитозан, а его уксуснокислую соль, полученную 

осаждением из растворов хитозана. В отличие от 
хитозана регенерированный фиброин растворим 
во всем диапазоне рН, тем не менее, для получения 
однофазных растворов в общем растворителе рН 
доводили до 5,6.
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Рис. 5. Кривые титрования смешанных растворов 
хитозана и фиброина (1:1) с концентрацией хитоза-
на 1 % (1) и 2 % (2) и кривые титрования растворов 
чистого хитозана с концентрацией 1 % (3), 2 % (4)
Fig. 5. Titration curves of mixed solutions of chitosan and 
fibroin (1:1) with chitosan concentrations of 1% (1) and 
2% (2), and titration curves of pure chitosan solutions 
with concentrations of 1% (3) and 2% (4)

Увеличение числа аминогрупп в растворе влия-
ло на закономерности и кинетику взаимодействия 
с дженипином. 

Спектральные и реологические исследования 
кинетики сшивки и гелеобразования в смешанных 
растворах хитозана и фиброина. С целью установле-
ния особенностей реакции сшивки хитозана и фи-
броина в их совместных растворах по сравнению 
с растворами индивидуальных аминосодержащих 
полимеров была исследована кинетика изменения 
поглощения при λ=610 нм (рис. 6). Кроме того, 
было изучено изменение вязкости и определена 
точка гелеобразования реакционных смесей на 
основе растворов ацетата хитозана, содержащих 
фиброин (соотношение хитозан-фиброин 1:1), в 
присутствии дженипина (рис. 7). Увеличение ин-
тенсивности полосы 610 нм в растворах хитозана 
и фиброина имело несколько участков: отсутствия 
роста оптической плотности (индукционный пе-
риод), малой скорости (за счет накопления первич-
ных продуктов присоединения дженипина) и почти 
линейного роста оптической плотности (рис. 6): в 
этот период происходило образование продуктов 
второй стадии реакции — олигомеризации джени-
пина в конечном продукте реакции сшивки. Пери-
од роста вязкости (рис. 7) прекращался в момент 

Рис. 4. Влагоудерживающая способность криоструктуратов фиброина после инкубации в культуральной среде 
DMEM в течение 24 ч (общее влагопоглощение (1) и поглощение среды полимерными стенками)
Fig. 4. Water-holding capacity of fibroin cryostructurates after incubation in DMEM culture medium for 24 hours (total 
moisture absorption (1) and absorption of the medium by the polymer walls)
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формирования вязко-упругого геля при разном 
содержании продукта реакции (рис. 8).

Рис. 6. Кинетические кривые изменения интенсив-
ности полосы поглощения λ610 (1 см, pH 5,6) в про-
цессе сшивки дженипином хитозана и фиброина: 
Фб-Хит (1:1) (1), Хит (2), Фб (3)
Fig. 6. Kinetic curves of change in intensity of the 
absorption band at λ610 (1 cm, pH 5.6) during cross-
linking with genipin of chitosan and fibroin: Fb-Chit 
(1:1) (1), Chit (2), Fb (3)

Рис. 7. Кинетика гелеобразования в 2%-ных раство-
рах хитозана (1) и хитозана с фиброином (1:1) в при-
сутствии дженипина 0,02 моль/моль (2)
Fig. 7. Gelation kinetics in 2% solutions of chitosan (1) 
and chitosan with fibroin (1:1) in the presence of genipin 
0.02 mol/mol (2)

Обнаружено неоднозначное влияние добавле-
ния фиброина в раствор хитозана, являющееся 
результатом действия двух противоположных фак-
торов. С одной стороны, это приводило к незначи-
тельному возрастанию концентрации аминогрупп, 
так как фиброин содержит не более 1 % аминокис-
лотных остатков, содержащих первичные амино-
группы. С другой стороны, увеличение расстояния 
между модифицированными аминогруппами хи-
тозана затрудняло протекание вторичной реакции, 
приводящей к сшивке хитозана. Индукционный 
период реакции сшивки фиброина, детектируемый 
по стадии роста интенсивности синего цвета, соста-
вил 5 ч, что в 3 раза превышало продолжительность 

первой стадии реакции в присутствии хитозана в 
аналогичных условиях проведения. Несмотря на 
низкий вклад самого фиброина в интенсивность 
полосы поглощения 610 нм (рис. 6, нижняя кри-
вая), глубина протекания реакции в смешанном 
растворе хитозана с фиброином была выше по 
сравнению с чистым хитозаном. Эти факты можно 
также объяснить образованием полиэлектролит-
ного комплекса с участием аминогрупп хитозана.

Рис. 8. Зависимость времени гелеобразования в  
2%-ных растворах хитозана (1) и хитозана с фиброи-
ном (1:1, 2) от соотношения Gp/NH2
Fig. 8. Dependence of gelation time in 2% solutions of 
chitosan (1) and chitosan with fibroin (1:1, 2) on the  
Gp/NH2 ratio

Изучение цитотоксичности криоструктуратов 
на основе фиброина и его композиций с хитозаном, 
стабилизированных сшивкой дженипином, в модели 
in vitro с использованием клеточной культуры фи-
бробластов. На первом этапе in vitro исследований 
изучали цитотоксичность гидрогелей методом 
тестирования экстрактов. Этот метод позволил 
оценить влияние экстрагируемых из носителя 
веществ на жизнеспособность клеток. В качестве 
модельных клеток использовали линию мышиных 
фибробластов L929. Количество жизнеспособных 
клеток определяли с помощью МТТ-теста через 24 
ч инкубации клеток с экстрактами, полученными 
из исследуемых криоструктуратов (рис. 9 а). Ре-
зультаты представляли как долю жизнеспособных 
клеток в лунках с экстрактами по сравнению с кон-
трольными лунками. Из рис. 9 а видно, что во всех 
изучаемых образцах снижения жизнеспособности 
клеток не наблюдалось. Можно сделать вывод о 
том, что полученные криоструктураты из фиброи-
на и хитозана не цитотоксичны.

Пористые носители на основе полисахарида и 
белка имитируют естественную среду организма 
и поэтому можно ожидать, что использование 
криоструктуратов фиброина и хитозана обеспечит 
оптимальные условия для роста и пролиферации 
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клеток, а, следовательно, для регенерации тканей. 
Для оценки поведения клеток в биополимерных 
носителях фибробласты мыши (линия L929) высе-
вали в предварительно стерилизованные гидрогели 
и культивировали в течение 5 сут. Количественно 
рост клеток оценивали с помощью МТТ-теста. 
Из результатов МТТ-теста (рис. 9 б) видно, что 
полученные пористые материалы на основе поли-
сахарида и белка поддерживали рост и пролифера-
цию мышиных фибробластов. Жизнеспособность 
клеток после культивирования в образцах из Фб-20 
и Фб-30 не различалась. При этом максимальное 
количество клеток (83 ± 13 %) получили в образце 
композитного гидрогеля состава Фб-Хит. 

Рис. 9. Жизнеспособность фибробластов мыши L929 
после 24 ч инкубации с экстрактами из гидрогелей 
(а), после 5 сут культивирования в гидрогелях (б) по 
результатам МТТ-теста. Контроль 100 % — монослой 
клеток
Fig. 9. Viability of mouse L929 fibroblasts after 24 h 
incubation with extracts from hydrogels (a), after 5 days of 
cultivation in hydrogels (b) according to MTT test results. 
Control 100% — cell monolayer

Изучение распределения клеток в образцах 
гидрогелей и качественную оценку морфологии 
клеток при прикреплении к поверхности макро-
пористом носителе проводили с помощью конфо-
кальной лазерной микроскопии на 5-й день куль-
тивирования (рис. 10). При этом жизнеспособные 
клетки были окрашены красителем Calcein AM 
(зеленый цвет), а структура гидрогелей визуализи-
рована с помощью красителя DAPI (синий цвет). 
Из рис. 10 видно, что клетки росли и пролифери-
ровали во всех образцах фиброин-хитозановых 
носителей. Кроме того, видно, что наиболее плот-
ный слой клетки сформировался на поверхности 
гидрогелей на основе стабилизированных джени-
пином криоструктуратов из фиброина и хитозана 
(1:1), что хорошо согласовывалось с результатами 
МТТ-теста после 5 сут культивирования клеток 
на носителях. Можно заключить, что изменение 
условий формирования криоструктуратов за 
счет включения хитозана в виде ацетата в состав 
фиброиновой матрицы обеспечило наряду с био-
совместимостью необходимую степень сшивки и 
включение фиброина в состав полимерной сетки 
геля, что способствовало формированию опти-
мальных биомеханических свойств носителей для 
культивирования клеток. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучена возможность стабилизации структуры 
криоструктуратов на основе фиброина и его ком-
позиций с хитозаном путем сшивания дженипином 
в водно-спиртовом растворе и установлены осо-
бенности роста клеток на полученных материалах. 
Обоснованы условия формирования стабильного 
биополимерного материала: в 80%-ном водном 
растворе этанола реализуются условия для перерас-
пределения водородных связей, сопровождающего 
конформационный переход в фиброине, а наличие 
хитозана способствует интенсификации процесса 
сшивки дженипином и включение макромолекул 
фиброина в трехмерную сетку сшитого биополи-
мера. Полученные образцы на основе компози-
ции фиброина и хитозана в набухшем состоянии 
представляли собой макропористые гидрогели с 
высокой влагоудерживающей способностью, обла-
дающие развитой системой взаимосвязанных пор 
и улучшенными биомеханическими свойствами. 
Показано, что полученные макропористые носи-
тели способны поддерживать 3D рост и пролифе-
рацию мышиных фибробластов при их длительном 
культивировании в течение 5 дней в модели in vitro. 
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Рис. 10. Распределение и морфология клеток линии L929 в гидрогелях после 5 сут культивирования. Жизнеспособ-
ные клетки окрашены красителем Calcein AM (зеленый цвет), а гели визуализированы с помощью красителя DAPI 
(синий цвет)
Fig. 10. Distribution and morphology of L929 cells in hydrogels after 5 days of cultivation. Viable cells were stained with 
Calcein AM (green color), and the gels were visualized using DAPI dye (blue color)	
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