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РЕЗЮМЕ

Хорошо известно, что кислотность микроокружения оказывает значимое 
влияние на функциональную активность клеток, участвующих в восста-
новлении ткани. На сегодняшний день пока недостаточно полно исследо-
вано действие биоматериалов, содержащих в своём составе компоненты 
межклеточного матрикса дермы человека, на фибробласты, находящиеся 
в условиях ацидоза.
Цель исследования. Оценить влияние композитного гидрогеля, содержа-
щего в своём составе компоненты дермы, на функциональную активность 
интактных фибробластов и  фибробластов с  кислотно-индуцированной 
дисфункцией.
Материалы и методы. Для имитации физико-химических условий острого 
воспаления фибробласты человека инкубировали в течение часа при 39 °С 
в  закисленной до  рН  =  6 питательной среде. С  использованием методов 
световой и люминесцентной микроскопии оценивали морфометрические 
характеристики фибробластов кожи человека. Оценку количества апоп-
тических клеток и  индекса пролиферации выполняли с  использованием 
проточной цитофлуориметрии.
Результаты. Установлено, что  воздействие на  фибробласты кислой 
среды ингибирует их  адгезивные свойства и  снижает скорость роста 
клеток. Внесение гидрогеля в клеточную суспензию с повреждёнными клет-
ками восстанавливает адгезивные свойства и рост клеток. В популяции 
фибробластов после кислотного воздействия снижается количество живых 
клеток и увеличивается количество клеток в стадии апоптоза. Культи-
вирование повреждённых фибробластов в  присутствии композитного 
гидрогеля увеличивает количество живых клеток в популяции и снижает 
количество апоптических клеток. Кислотно-индуцированное повреждение 
фибробластов снижает индекс пролиферативной активности. Выявлено, 
что внесение гидрогеля в культуральную среду стимулирует пролифера-
тивную активность как интактных, так и повреждённых фибробластов. 
Полученные результаты указывают на то, что композитный гидрогель, 
состоящий из  компонентов внеклеточного матрикса, способен восста-
навливать функциональную активность фибробластов, повреждённых 
в результате воздействия кислой среды. Полученные результаты могут 
быть использованы для создания биоматериалов, повышающих эффектив-
ность регенерации кожных покровов при чрезмерно интенсивном остром 
воспалении.
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ABSTRACT

It is well known that the acidity of the microenvironment has a significant impact 
on the functional activity of cells involved in tissue repair. To date, the effect of bioma-
terials containing components of the human dermis intercellular matrix on fibroblasts 
under acidosis has not  been fully studied.
The aim of the study. To evaluate the effect of a composite hydrogel containing 
dermal components on the functional activity of intact fibroblasts and fibroblasts 
with acid-induced dysfunction.
Materials and  methods. To  simulate the  physicochemical conditions of  acute 
inflammation, human fibroblasts were incubated for an hour at 39 °C in a nutrient 
medium overacidified to pH = 6. The morphometric characteristics of human skin 
fibroblasts were assessed using light and fluorescence microscopy methods. The num-
ber of apoptotic cells and proliferation index were assessed using flow cytometry.
Results. It has been established that exposure of fibroblasts to an acidic medium 
inhibits their adhesive properties and reduces the rate of cell growth. The introduction 
of hydrogel into a cell suspension with damaged cells restores adhesive properties 
and cell growth. In the fibroblast population, after acid exposure, the number of living 
cells decreases, and the number of apoptotic cells increases. Cultivation of damaged 
fibroblasts in the presence of a composite hydrogel increases the number of living cells 
in the population and reduces the number of apoptotic cells. Acid-induced fibroblast 
damage reduces the proliferative activity index. It was revealed that the introduction 
of hydrogel into the culture medium stimulates the proliferative activity of both intact 
and damaged fibroblasts. The results obtained indicate that a composite hydrogel 
consisting of extracellular matrix components is capable of restoring the functional 
activity of fibroblasts damaged as a result of exposure to an acidic medium. The re-
sults obtained can be used to create biomaterials that increase the efficiency of skin 
regeneration in cases of excessively intense acute inflammation.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из ключевых этапов заживления ран являет-
ся фаза воспаления, представляющая собой переходный 
процесс между гемостазом и заживлением раны. Каждая 
стадия воспалительно-репаративного процесса характе-
ризуется своим значением кислотности раневого ложа. 
Так, например, стадия острого воспаления сопровожда-
ется снижением кислотности раневого ложа до рН = 5,5–
6; на стадии репаративной регенерации кислотность со-
ставляет порядка рН = 7; хроническое воспаление харак-
теризуется щелочной (рН = 8) реакцией [1].

Хорошо известно, что кислотность среды оказыва-
ет значимое влияние на  функциональную активность 
клеток, участвующих в восстановлении ткани. Так, на-
пример, показано, что  инкубация тромбоцитов в  кис-
лой среде, близкой к рН = 5 стимулирует образование 
тромбоцитарного фактора роста [2]. Кислая среда умень-
шает активацию дендритных клеток, нарушает гликолиз 
Т-клеток и функцию эффекторных Т-клеток, поляриза-
цию моноцитов [3–6]. Наряду с тромбоцитами, моноци-
тами и макрофагами непосредственное участие в воспа-
лительно-репаративных процессах играют дермальные 
фибробласты. Фибробласты представляют собой гетеро-
генную клеточную популяцию, ответственную за продук-
цию и ремоделирование внеклеточного матрикса дер-
мы [7]. В настоящее время влияние кислотности среды 
на функциональную активность фибробластов исследо-
вано недостаточно. Так, например, показано, что увели-
чение рН среды приводит к снижению миграционной 
активности и синтеза ДНК дермальными фибробласта-
ми [8]. В  то  же  время результаты других исследовате-
лей показывают, что функциональные реакции фибро-
бластов не зависят от рН среды и опосредуются иными 
механизмами [2, 9].

Однако несмотря на имеющиеся различия в экспе-
риментальных данных, бесспорно, что функциональная 
активность клеток, в том числе и фибробластов, зависит 
от кислотности и микроокружения среды.

В настоящее время набирает популярность новая па-
радигма восстановления тканей с использованием био-
материалов искусственного и  природного происхож-
дения, направленная не столько на создание биологи-
чески инертных материалов, сколько на создание био-
материалов, способных регулировать клеточные реак-
ции при различных патологических состояниях: острые 
и хронические раны, тяжёлые и полнослойные повреж-
дения [10–12].

Результаты многочисленных исследований указыва-
ют на перспективность использования биологически ак-
тивных полимеров для контроля воспалительно-репа-
ративных процессов. Ряд проведённых исследований 
показывают, что  гидрогелевые биоматериалы, содер-
жащие в своём составе компоненты межклеточного ма-
трикса дермы человека, повышают приживаемость фи-
бробластов и мезенхимальных стромальных клеток че-
ловека [13–16].

На сегодняшний день пока недостаточно полно ис-
следовано действие биоматериалов, содержащих в сво-

ём составе компоненты межклеточного матрикса дер-
мы человека, на фибробласты, находящиеся в услови-
ях ацидоза.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить влияние композитного гидрогеля, содер-
жащего в  своём составе компоненты дермы, на  функ-
циональную активность интактных фибробластов и фи-
бробластов с кислотно-индуцированной дисфункцией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Композитный коллагенсодержащий гидрогель 
был  предоставлен компанией ООО  «ПЕРВЫЙ ЖИВОЙ 
КОЛЛАГЕН» (Россия) и представляет собой гидрогель, со-
стоящий из гидролизата коллагена и эластина. Оценива-
ли влияние гидрогеля на интактные фибробласты кожи 
человека HDF (Cell Applications, США; кат. № 106K-05a) 
и  фибробласты с  кислотно-индуцированным повреж-
дением.

Моделирование кислотного повреждения клеток. 
Для имитации физико-химических условий острого вос-
паления фибробласты человека (1 × 106 шт/мл, 5 мл) ин-
кубировали в течение часа в закисленной до рН = 6 пи-
тательной среде при 39 °С. Инкубацию проводили в сте-
рильной 15 мл полипропиленовой пробирке (Corning) 
при перемешивании (50 об/мин). Закисление среды осу-
ществляли молочной кислотой при конечной концентра-
ции кислоты в питательной среде 0,4 %. Через час в кле-
точную суспензию вносили 5 мл фосфатно-солевого бу-
фера (ФСБ) и центрифугировали при 1700 об/мин в тече-
ние 5 минут, после чего надосадочную жидкость слива-
ли, клеточный осадок ресуспендировали в стандартной 
питательной среде (10 мл).

Для  контроля повреждения клеток использовали 
оценку количества живых, мёртвых и апоптических кле-
ток в популяции, используя для этого проточную цито-
метрию BD FACSCanto II (Becton Dickinson and Company, 
США) и коммерческий набор FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit (BD Pharmingen, США). Повреждение счи-
талось индуцированным при снижении количества жи-
вых клеток в популяции на 20–30 % и увеличении коли-
чества апоптических клеток в 2 раза.

Цитотоксичность исследуемых образцов оцени-
вали с использованием проточного цитофлуориметра 
BD  FACSCanto  II (Becton Dickinson and Company, США) 
и коммерческого набора Kit Live/Dead Test (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США). Для этого в 12-луночный культураль-
ный планшет вносили по 1 мл исследуемых образцов. 
Затем в  лунки вносили интактные фибробласты (6,0–
6,5 × 105 шт/100 мкл). Во всех экспериментах, где не ука-
зано иное, использовали питательную среду ДМЕМ-F12 
(Gibco, США), содержащую 10%-ю фетальную бычью 
сыворотку (Gibco, США) и 1%-й раствор пенициллина-
стрептомицина (ПанЭко, Россия). Инкубировали в  те-
чение суток при стандартных условиях (37 °С; 5 % СО2). 
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Затем клетки снимали с поверхности пластика, исполь-
зуя для этого 0,25%-й раствор трипсина-EDTA (StemCell, 
США), трижды промывали в ФСБ и оценивали количество 
живых и мёртвых клеток согласно протоколу, рекомен-
дованному производителем набора Kit  Live/ Dead  Test 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США).

Адгезивные свойства интактных и  повреждённых 
фибробластов оценивали по  количеству клеток, при-
крепившихся к  поверхности культурального пласти-
ка за 120 минут при совместной инкубации с исследу-
емыми образцами гидрогеля. Для этого в 12-луночный 
культуральный планшет вносили по 1 мл образцов. За-
тем в часть лунок вносили интактные, в часть лунок – 
повреждённые фибробласты (5–7  ×  104  шт/100  мкл). 
Для  улучшения визуализации клетки были предвари-
тельно окрашены витальным флуоресцентным краси-
телем PKH-26 (Sigma, США). Инкубировали в стандарт-
ных условиях (37 °С; 5 % СО2) в течение 120 минут. За-
тем среду извлекали и промывали от неадгезированных 
клеток. С использованием световой и люминесцентной 
микроскопии оценивали количество и морфометриче-
ские характеристики фибробластов. Количество повто-
ров для каждого образца – 5 шт.

Морфометрическая характеристика клеток. Оце-
нивали влияние гидрогеля на  размеры, форму клеток 
и количество фибробластов. Для улучшения визуализа-
ции клетки были предварительно окрашены витальным 
флуоресцентным красителем PKH-26. Как было описано 
выше, интактные и повреждённые клетки инкубирова-
ли с исследуемыми образцами при стандартных усло-
виях культивирования в течение суток. Размеры и ко-
личество клеток оценивали с использованием встроен-
ного программного обеспечения Image Analysis (Leica 
Microsystems, Германия).

Оценка количества апоптических клеток. Влияние 
исследуемых образцов на  количество апоптических 
клеток в популяции оценивали при их совместной ин-
кубации интактными и  повреждёнными фибробла-
стами человека. Для этого в 12-луночный культураль-
ный планшет вносили по 1 мл исследуемых образцов 
гидрогеля. Затем в лунки вносили интактные или по-
вреждённые фибробласты (6,0–6,5  ×  105  шт/100  мкл) 
и инкубировали в течение суток при стандартных ус-
ловиях. Затем клети снимали с поверхности пластика, 
используя для этого 0,25%-й раствор трипсина-EDTA, 
трижды промывали в  ФСБ. Оценку количества апоп-
тических и некротических клеток проводили методом 
проточной цитометрии с использованием коммерче-
ского набора (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I; 
BD Pharmingen, США).

Клеточный цикл и индекс пролиферации фибробла-
стов. Оценивали влияние гидрогеля на фазы клеточного 
цикла интактных и повреждённых фибробластов чело-
века. Для этого в 12-луночный культуральный планшет 
вносили по 1 мл исследуемых образцов гидрогеля. За-
тем в лунки вносили интактные или повреждённые фи-
бробласты (6,0–6,5  ×  105  шт/100  мкл) и  инкубировали 
в течение суток при стандартных условиях. Затем клет-
ки снимали с поверхности пластика и трижды промыва-

ли в ФСБ. Фазы клеточного цикла: фаза покоя (фаза G0), 
фаза клеточного роста (фаза  G1), синтетическая фаза 
(фаза S) и фаза клеточного деления (фаза М), – оценива-
ли методом проточной цитометрии с помощью коммер-
ческого набора Kit CellCycle (BD Pharmingen, США). Ин-
декс пролиферативной активности определяли, сумми-
руя количество клеток, находящихся в фазах S и М кле-
точного цикла.

Статистическая обработка результатов
При обработке данных вычисляли среднее арифме-

тическое значение (М), среднее квадратичное отклоне-
ние (SD, standard deviation). Статистическая значимость 
различий оценивалась по t-критерию Стьюдента и кри-
терию χ2 Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе исследования оценивали зависи-
мость жизнеспособности фибробластов от концентра-
ции гидрогеля в культуральной среде. Для этого гото-
вили последовательные разведения исходного образца. 
Установлено, что жизнеспособность клеток не изменя-
ется при концентрации гидрогеля в культуральной сре-
де менее 3 % (табл. 1). Поэтому в дальнейших исследо-
ваниях использовали 3%, 1,5% и 0,75%-ю концентрации 
образца в культуральной среде.

На следующих этапах исследования оценивали вли-
яние гидрогеля на функциональную активность интакт-
ных и повреждённых фибробластов. Адгезивные свой-
ства фибробластов оценивали с целью охарактеризовать 
способность клеток прикрепляться к субстратам. Уста-
новлено, что в контроле через 2 часа инкубации коли-
чество интактных фибробластов, прикрепившихся к пла-
стику, составляет 65 ± 7 шт/0,1 мм2 (рис. 1а). При внесе-
нии в культуральную среду гидрогеля в концентрации 
3 % адгезивные свойства фибробластов не изменяются. 
При снижении концентрации гидрогеля в культураль-
ной среде количество адгезированных клеток увели-
чивается (рис. 1а).

Выявлено, что воздействие на фибробласты физи-
ко-химических условий, имитирующих острое воспале-
ние, вызывает снижение адгезивности клеток в сред-
нем на  60  %. Количество прикрепившихся к  культу-
ральному пластику клеток составляет 24 ± 5 шт/0,1 мм2 
(рис. 1б). Внесение гидрогеля в культуральную среду 
к  повреждёнными клеткам восстанавливает способ-
ность фибробластов прикрепляться к субстрату. Коли-
чество адгезированных на пластике клеток составля-
ет в среднем 46 ± 7 шт/0,1 мм2 (рис. 1б). При этом уста-
новлено, что, в отличие от реакции интактных фибро-
бластов, адгезия повреждённых фибробластов не за-
висит от  концентрации гидрогеля в  культуральной 
среде (рис. 1б).

Оценивали влияние гидрогеля морфометриче-
ские характеристики интактных и повреждённых кле-
ток. В  контроле через сутки после инкубации интакт-
ные клетки приобретают веретеновидную форму; дли-
на клеток составляет 118 ± 23 мкм (рис. 2а). Выявлено, 
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что совместная инкубация гидрогеля с интактными фи-
бробластами независимо от его концентрации в куль-
туральной среде не влияет на форму и длину интакт-
ных клеток (рис. 2а).

Установлено, что действие на фибробласты физико-
химических условий, имитирующих острое воспаление, 
ингибирует рост клеток в среднем на 30 %. Через сут-
ки инкубации в  стандартных условиях длина повреж-
дённых фибробластов составляет 83 ± 14 мкм (рис. 2б). 
Внесение гидрогеля в культуральную среду с повреж-
дёнными фибробластами восстанавливает рост клеток. 
При этом статистически значимой разницы между кон-

центрацией гидрогеля в культуральной среде и увели-
чением размеров повреждённых фибробластов не на-
блюдается (рис. 2б).

Таким образом, результаты морфометрических ис-
следований показывают, что  совместное культивиро-
вание гидрогеля и интактных фибробластов не влияет 
на адгезию и размеры клеток. Воздействие на фибро-
бласты физико-химических условий, имитирующих ста-
дию острого воспаления, ингибирует адгезивные свой-
ства и снижает скорость роста клеток. Гидрогель, инку-
бированный с повреждёнными клетками, восстанавли-
вает их адгезивные свойства и клеточный рост.

Т А Б Л И Ц А  1
КОЛИЧЕСТВО ЖИВЫХ И МЁРТВЫХ КЛЕТОК  
ЧЕРЕЗ 24 Ч СОВМЕСТНОЙ ИНКУБАЦИИ ИНТАКТНЫХ 
ФИБРОБЛАСТОВ В КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЕ, 
СОДЕРЖАЩЕЙ КОЛЛАГЕНОВЫЙ ГИДРОГЕЛЬ

T A B L E   1
THE NUMBER OF LIVING AND DEAD CELLS AFTER 24 H 
COINCUBATION OF INTACT FIBROBLASTS IN A CULTURE 
MEDIUM CONTAINING COLLAGEN HYDROGEL

Концентрация гидрогеля 
в питательной среде, % Количество живых клеток, % Количество мёртвых клеток, %

50 12 ± 5* 87 ± 5*

25 12 ± 3* 87 ± 3*

12 20 ± 7* 80 ± 7*

6 31 ± 4* 68 ± 4*

3 87 ± 7 10 ± 4

1,5 92 ± 3 7 ± 3

0,75 92 ± 5 6 ± 3

Контроль (0% гидрогеля) 95 ± 3 4 ± 2
Примечание. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартного отклонения; n = 5; * – различия статистически значимы при p < 0,05 по сравнению с контролем.
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РИС. 1.  
Влияние концентрации гидрогеля в культуральной сре-
де на адгезию интактных (а) и повреждённых (б) фибробла-
стов: данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартного отклонения; * – различия статистически значи-
мы при p < 0,05 по сравнению с контролем (0 %)

FIG. 1.  
The effect of hydrogel concentration in the culture medium 
on the adhesion of intact (а) and damaged (б) fibroblasts: data 
are presented as mean ± standard deviation; * – differences are sta-
tistically significant compared to control (0 %) at p < 0.05
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Следующий этап исследования был посвящён оцен-
ке влияния гидрогеля на количество апоптических кле-
ток, клеточный цикл и пролиферативную активность ин-
тактных и повреждённых фибробластов.

В норме при культивировании интактных фибробла-
стов в стандартных условиях количество живых, апопти-
ческих и мёртвых клеток в популяции составляет 92 ± 3, 
4 ± 1 и 5 ± 2 % соответственно (рис. 3а). Внесение гидро-
геля в культуральную среду с интактными фибробласта-
ми не  влияет на  количество мёртвых и  апоптических 
клеток (рис. 3а).

Установлено, что воздействие на фибробласты фи-
зико-химических условий, имитирующих острое воспа-
ление, вызывает увеличение количества апоптических 
и мёртвых клеток в популяции до 14 ± 3 и 16 ± 3 % со-
ответственно (рис.  3б). Внесение гидрогеля в  культу-
ральную среду с повреждёнными фибробластами уве-
личивает количество жизнеспособных клеток и  пре-
дотвращает активацию апоптоза. Количество апопти-
ческих клеток снижается более чем в два раза и не за-
висит от  концентрации гидрогеля в  культуральной 
среде (рис. 3б).
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РИС. 2.  
Влияние концентрации гидрогеля в культуральной среде 
на размеры интактных (а) и повреждённых (б) фибробла-
стов: данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартного отклонения; * – различия статистически значи-
мы при p < 0,05 по сравнению с контролем (0 %)

FIG. 2.  
The effect of hydrogel concentration in the culture medium 
on the length of intact (а) and damaged (б) fibroblasts: data 
are presented as mean ± standard deviation; * – differences are sta-
tistically significant compared to control (0 %) at p < 0.05
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РИС. 3.  
Влияние гидрогеля на количество живых, мёртвых и апопти-
ческих клеток в популяции интактных (а) и повреждённых 
(б) фибробластов: данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартного отклонения; * – различия статисти-
чески значимы при p < 0,05 по сравнению с контролем (0 %)

FIG. 3.  
The effect of hydrogel on the number of living, apoptic and dead 
cells in intact (а) and damaged (б) fibroblasts population: data 
are presented as mean ± standard deviation; * – differences are sta-
tistically significant compared to control (0 %) at p < 0.05
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На следующем этапе исследования оценивали вли-
яние гидрогеля на клеточный цикл и пролиферативную 
активность интактных и повреждённых фибробластов. 
Пролиферативная активность популяции клеток опре-
деляется по соотношению количества клеток, находя-
щихся в синтетической фазе (фаза S) и фазе клеточного 
деления (фаза М) к клеткам, находящимся в фазе покоя 
(фаза G0) и фазе клеточного роста (фаза G1).

Оценка клеточного цикла интактной популяции фи-
бробластов показывает, что через сутки культивирова-
ния более 80 % клеток находятся в фазе роста (табл. 2). 
Индекс пролиферативной активности популяции ин-
тактных фибробластов составляет порядка 20 % (табл. 2).

Установлено, что инкубация интактных клеток в при-
сутствии гидрогеля изменяет распределение фибробла-
стов в фазах клеточного цикла и пролиферативную ак-
тивность клеток. Так, например, внесение 3 % и 1,5 % 
в культуральную среду приводит к уменьшению коли-
чества клеток в фазах G0/G1; одновременно с этим уве-
личивается количество клеток в  синтетической фазе 
и фазе клеточного деления, что говорит об увеличении 
индекса пролиферативной активности клеток (табл. 2). 
При этом следует отметить, что характер происходящих 
изменений зависит от концентрации гидрогеля в куль-
туральной среде. Например, при  3%-й  концентрации 
гидрогеля увеличивается количество клеток в  фазе  S, 
в то время как при 1,5%-й концентрации – в фазе М кле-
точного цикла (табл. 2).

Предварительное воздействие на клетки кислой сре-
ды приводит к изменению соотношения фибробластов 
в фазах клеточного цикла, а именно: увеличивается ко-
личество клеток в фазе G0/G1 и ингибируется переход 
клеток в синтетическую фазу и фазу клеточного деле-
ния (табл. 3). Изменения в клеточном цикле характери-
зуются снижением индекса пролиферативной активно-
сти повреждённых кислотой клеток (табл. 3).

Выявлено, что культивирование повреждённых фи-
бробластов в средах, содержащих коллагеновый гидро-
гель, восстанавливает клеточный цикл популяции и про-
лиферативную активность повреждённых фибробластов 
(табл. 3). При этом наиболее интенсивные изменения на-
блюдаются при культивировании повреждённых клеток 
в среде, содержащей 3%-й гидрогель (табл. 3).

Таким образом, установлено, что воздействие кис-
лой среды снижает функциональную активность фибро-
бластов, что выражается в снижении адгезии к субстра-
ту, замедлении скорости клеточного роста и пролифера-
ции, а также сопровождается увеличением в популяции 
количества апоптических клеток. Сокультивирование 
повреждённых фибробластов с  коллагенсодержащим 
гидрогелем способствует восстановлению функциональ-
ной активности клеток. Полученные результаты расши-
ряют представления о функциональном состоянии кле-
ток в условиях острого воспаления и методов восстанов-
ления их функциональности с использованием биоло-
гически активных материалов.

Концентрация гидрогеля 
в культуральной среде

Распределение клеток в фазах клеточного цикла, % Индекс  
пролиферативной 

активности, %G0/G1 S M/G2

0 % (контроль) 80 ± 5 13 ± 3 7 ± 1 20 ± 4

3 % 60 ± 5* 29 ± 4* 10 ± 4 39 ± 5*

1,5 % 65 ± 4* 17 ± 2 19 ± 3* 36 ± 4*

0,75 % 76 ± 2 14 ± 2 10 ± 1 24 ± 2
Примечание. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартного отклонения; * – различия статистически значимы при p < 0,05 по сравнению с контролем (0 %).

Т А Б Л И Ц А   2
ВЛИЯНИЕ ГИДРОГЕЛЯ НА ФАЗЫ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА 
В ПОПУЛЯЦИИ ИНТАКТНЫХ ФИБРОБЛАСТОВ

T A B L E   2
THE EFFECT OF HYDROGEL ON THE CELL CYCLE IN INTACT 
FIBROBLASTS POPULATION

Концентрация гидрогеля 
в культуральной среде

Распределение клеток в фазах клеточного цикла, % Индекс  
пролиферативной 

активности, %G0/G1 S M/G2

0 % (контроль) 90 ± 2 5 ± 1 5 ± 1 10 ± 1

3 % 55 ± 5* 34 ± 5* 9 ± 2 44 ± 5*

1,5 % 69 ± 4* 16 ± 2* 15 ± 3* 31 ± 4*

0,75 % 77 ± 5* 14 ± 1* 8 ± 4 22 ± 4*
Примечание. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартного отклонения; * – различия статистически значимы при p < 0,05 по сравнению с контролем (0 %).

Т А Б Л И Ц А   3
ВЛИЯНИЕ ГИДРОГЕЛЯ НА ФАЗЫ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА 
В ПОПУЛЯЦИИ ПОВРЕЖДЁННЫХ ФИБРОБЛАСТОВ

T A B L E   3
THE EFFECT OF HYDROGEL ON THE CELL CYCLE 
IN DAMAGED FIBROBLASTS POPULATION
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В  исследовании оценивали действие композитно-
го коллагенсодержащего гидрогеля ООО «ПЕРВЫЙ ЖИ-
ВОЙ КОЛЛАГЕН» на  интактные фибробласты и  фибро-
бласты, предварительно инкубированные в среде, ими-
тирующей физико-химически условия раневой полости 
на острой стадии воспаления.

Изучение регенеративного потенциала биомате-
риалов на основе коллагена является достаточно попу-
лярным направлением исследований в области ткане-
вой инженерии и  регенеративной медицины [17–20]. 
При этом следует отметить, что в большинстве in vitro ис-
следований используются питательные среды с рН = 7,4, 
что  соответствует физиологическим нормам межтка-
невой жидкости. Однако при  остром течении воспа-
ления кислотность среды в  раневом ложе снижается 
до  рН  =  5,5–6 [1], что  вызывает различного рода дис-
функции как на клеточном, так и на тканевом уровне.

Полученные нами результаты согласуются с данны-
ми литературы [2–4, 9, 21] и в то же время расширяют 
знания и  представления о  патофизиологических про-
цессах, сопровождающие острые воспалительные ре-
акции. Так, например, в данном исследовании было по-
казано, что в условиях физиологического ацидоза сни-
жается адгезивность и  пролиферативная активность 
фибробластов, а также увеличивается количество кле-
ток в стадии апоптоза (программируемой клеточной ги-
бели). Использованный нами коллагеновый гидрогель 
восстанавливает как адгезивность, так и пролифератив-
ную активность фибробластов, повреждённых инкуба-
цией в кислой среде.

Молекулярно-клеточные механизмы такого дей-
ствия в полной мере ещё не исследованы. Можно пред-
положить, что увеличение количества адгезированных 
клеток обусловлено наличием в коллагене пептидных 
сайтов связывания, специфичных к интегринам фибро-
бластов [18].

Ранее было показано, что  биоматериалы на  осно-
ве животных и растительных полимеров могут исполь-
зоваться для  замещения кожной ткани и  стимуляции 
процессов репарации и регенерации [22–24]. При этом 
для  повышения регенеративного потенциала биома-
териалов в их состав интегрируются стволовые клетки 
и факторы роста [23, 24].

Полученные в данной работе результаты показыва-
ют, что регенеративный потенциал биоматериалов мож-
но увеличивать также и  посредством регуляции кон-
центрации биологически активных соединений в соста-
ве биоматериала, к которым относится и коллаген [25, 
26]. Выявлено, что  коллагеновый гидрогель наиболее 
эффективно восстанавливает функциональную актив-
ность фибробластов при 3%-й и 1,5%-й концентрации 
в культуральной среде. Увеличение концентрации не-
гативно сказывается на жизнеспособности как интакт-
ных, так и повреждённых клеток.

Несмотря на полученные обнадёживающие резуль-
таты, демонстрирующие способность коллагенсодержа-
щего гидрогеля сохранять функциональную активность 

фибробластов в условиях ацидоза, пока не известно, бу-
дет ли найденное свойство значимым для усиления ре-
паративной регенерации в условиях in vivo, при модели-
ровании острых кожных ран у лабораторных животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, установлено, что  при  модели-
ровании физиологического ацидоза, характерного 
для острой стадии воспалительного процесса, функци-
ональная активность фибробластов снижается, что вы-
ражается в снижении их адгезивных свойств, замедле-
нии роста клеток и пролиферации, а также в увеличе-
нии количества апоптических клеток в популяции. По-
лученные нами результаты демонстрируют, что компо-
зитный гидрогель, состоящий из гидролизата коллагена 
и эластина, способен восстанавливать функциональную 
активность фибробластов, повреждённых в результате 
воздействия кислой среды, характерной для острой ста-
дии воспаления.

Опираясь на полученные результаты, можно очер-
тить основные направления дальнейших исследований, 
необходимых для характеристики биофункциональных 
свойств коллаген-содержащих биоматериалов. Такими 
направлениями могут быть:

• интеграция коллагенсодержащего гидрогеля 
с  биологически инертными материалами и  характе-
ристика структурно-механических и  биологических 
свойств композитного материала в зависимости от кон-
центрации гидрогеля и способа интеграции;

• оценка влияния композитного гидрогеля и содер-
жащих его биоматериалов на функциональную актив-
ность и клеточную дифференцировку моноцитов и ма-
крофагов, клеток, регулирующих воспалительно-репа-
ративные процессы и  восстановление повреждённых 
тканей;

• направленная модификация и функционализация 
известных раневых покрытий, используемых при лече-
нии острых и хронических ран различного генеза;

• характеристика биосовместимости и  регенера-
тивного потенциала выбранных биоматериалов на ла-
бораторных животных с использованием моделей кож-
ных ран с  острым и  хроническим течением воспали-
тельного процесса, острого и хронического воспаления.

Полученные результаты данного исследования 
и  результаты будущих исследований могут быть при-
менены в  различных практических областях медици-
ны, таких  как хирургия, травматология, комбустиоло-
гия, дерматовенерология, косметология и т. д. Исполь-
зование новых функциональных биоматериалов для ре-
генерации кожных покровов позволит уменьшить пери-
од восстановления и реабилитации пациентов, а также 
снизить риск развития длительно незаживающих хро-
нических ран.
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