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Интенсивное развитие клеточных технологий, 
применяемых в новой области медицины — ре-
генеративной медицине, требует разработки но-
вых биопластичных материалов, которые могут 
служить матрицами/скаффолдами для культи-
вируемых клеток [1]. Для многих отраслей ме-
дицины разработаны раневые покрытия из хи-
тозана, коллагена и других биопластичных по-
лимеров. Одним из перспективных направлений 
в области бионанотехнологий является техноло-
гия бескапиллярного электроформования нано-
волокон из растворов полимеров, отличающих-
ся сверхразвитой структурой и пористостью [2]. 
Нанокаркасы из хитозана, коллагена, гиалуроно-
вой кислоты и других биопластичных полимеров 
являются основой раневых покрытий последних 
поколений. Они в точности повторяют структуру 

внеклеточного матрикса, что позволяет поддер-
живать диффузию питательных веществ, мета-
болитов и других растворимых агентов [2–5]. 
Важным направлением совершенствования пле-
ночных раневых покрытий является повышение 
их паропроницаемости при сохранении барьер-
ной функции в отношении микроорганизмов. Та-
ким барьером может служить трековая мембрана, 
в составе потенциального раневого покрытия, вы-
пускаемого на базе Лаборатории ядерных реак-
ций им. Г.Н. Флерова Объединенного института 
Ядерных исследований (ЛЯР ОИЯИ). Мембрана 
обеспечивает задаваемые параметры газо- и водо-
проницаемости, а также предотвращает риск бак-
териальной и возможно вирусной контаминации 
в регенерируемых кожных покровах [6–8]. Совме-
щение нанокаркаса хитозана и ионно-трекового 

Список сокращений: (по алфавиту): БМ — биопластичный материал; ГА — глутаровый альдегид; ИТРП — ионно-трековое ране-
вое покрытие; ПЭО — полиэтиленоксид; ПЭТФ — полиэтилентерефталат; ТМ — трековая мембрана; ЭФ — электроформование.
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раневого покрытия позволит получить материал 
для регенеративной медицины, обладающий вы-
шеописанными свойствами.

Целью работы являлось создание перспек-
тивного биопластичного материала, а также ис-
следование его функциональных свойств, в том 
числе бактериостатичности, цитотоксичности 
и биосовместимости.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Для проведения экспериментов использова-
ли Хитозан (Mw 200000) «Биопрогресс» (Россия), 
полиэтиленоксид (Mw 300000) Sigma-Aldrich 
(Германия), ледяную уксусную кислоту PanReac 
AppliChem (Испания), спирт этиловый неденату-
рированный с объемной долей спирта не менее 
95% («Ферейн» Россия)

Биопластичный материал получали на осно-
ве ионно-трекового раневого покрытия и нано-
каркаса хитозана. В качестве ИТРП использова-
ли специально разработанную ПЭТФ ТМ с тита-
ном, выпускаемую ЛЯР ОИЯИ, с диаметром пор 
0,3 мкм (по точке пузырька) и пористостью 12–
15%. Металлизацию ПЭТФ ТМ выполняли магне-
тронным напылением на коммерческой установке 
УМН-180 ООО «Ивтехномаш» (Россия). Толщи-
на напыленного слоя титана составила 40 нм [9]. 
Полученный ИТРП использовали в качестве оса-
дительного электрода коллектора для электро-
формования нанокаркаса хитозана, которое осу-
ществляли на базе коммерческой установки 
Nanon — 01A (MECC CO, Япония). Использова-
ли следующие параметры процесса: напряжение 
28 кВ; скорость дозирования раствора 1 мл/ч; раз-
мер фильеры 0,210 мм (27 G); расстояние от фи-
льеры до электрода 15 см; угол между фильерой 
и электродом 90о; скорость вращения барабанного 
коллектора 50 об/мин; скорость движения филье-
ры по оси Х — 1 см/с, количество напыляемого 
раствора 1 мл (mнавески= 0,04 г). В качестве базово-
го формовочного раствора хитозана использовали 
4%-ный раствор смеси Хитозан/ПЭО (90/10 мас-
совых частей), в 90%-ной уксусной кислоте. В ка-
честве дополнительного формовочного раствора 
использовали 4%-ный Хитозан/ПЭО (90/10 мас-
совых частей) в смеси растворителей следующе-
го состава вода/спирт/уксусная кислота = 55/40/5.

Свежесформованные нано-каркасы хитозана 
быстро деградируют в водной среде. Для предот-
вращения этого производили термическую или 
химическую сшивку нанокаркаса хитозана [10–
12]. Термическую сшивку проводили в сушиль-
ном шкафу при температуре 120 °С в течение 1 ч, 
химическую в парах ГА. Образцы нанокаркаса 

хитозана и 10 мл 25%-ного раствора ГА помеща-
ли в вакуумный сушильный шкаф с температу-
рой 37 °С, откачивали воздух до предельного ва-
куума 3∙10–3 мбар, и нановолокна выдерживали 
в течение 24 ч.

Оценку морфологии поверхности получен-
ного БМ проводили с использованием растро-
вого электронного микроскопа Hitachi S-3400N 
(Hitachi, Япония) с термоэмиссией в режиме 
вторичных электронов. Ускоряющее напряже-
ние составляло 15 кВ. Полученные изображения 
были обработаны в программной оболочке Gatan 
DigitalMicrograph. Водопроницаемость образ-
цов изучали на стенде из фильтрационных яче-
ек Millipore (США) в тупиковом режиме. Ячейку 
подключали к общей системе подачи воды из ре-
зервуара. Сжатым азотом из баллона нагнетали 
давление от 0,2 бар до 0,6 бар с шагом в 0,1 бар. 
Газопроницаемость образцов изучали на пороме-
тре капиллярного потока POROLUX 1000 ком-
пании POROMETER (Бельгия). Рабочий диапа-
зон давления газа составлял от 0,1 бар до 0,6 бар 
с шагом в 0,1 бар. Диаметр исследуемого образца 
составлял 25 мм. Для определения предела проч-
ности на растяжение использовали разрывную 
машину серии AGS-X (Shimadzu, Япония). Иссле-
дуемые образцы имели сечение 10×0,023 мм. Ра-
бочий отрезок составлял 40 мм.

Для оценки бактериостатичности и бакте-
рицидности разработанного БМ использовали 
штаммы микроорганизмов Bacillus  cereus ATCC 
10702,  Candida  albicans  № 15, Escherichia  coli 
2584, Pseudomonas aeruginosa ГКПМ 190155, 
Staphylococcus aureus № 209-Р, Bacillus  subtilis 
№ 6633,  Klebsiella  pneumonia  № 3156, полу-
ченные из «Коллекции микроорганизмов III 
и IV групп патогенности НИИВС им И.И. Меч-
никова» Центра коллективного пользования 
НИИВС им. И.И. Мечникова (ЦКП НИИВС 
им И.И. Мечникова).

В качестве питательной среды для культиви-
рования микроорганизмов использовали ГРМ-бу-
льон, ГРМ-агар и агар Сабуро (ФБУН ГНЦ ПМП, 
Россия). Подготовку питательных сред и восста-
новление лиофилизованных культур тестовых 
штаммов микроорганизмов выполняли в соответ-
ствии с ОФС.1.2.4.0002.18 ГФ XIV.

Для приготовления инокулята колонии бак-
терий и грибов второго пассажа суспендирова-
ли в стерильном изотоническом растворе до плот-
ности 0,5 ед. мутности МакФарланда (Densi-La-
Meter II, Erba Lachema s. r. o., Чехия). Инокулят 
0,02 мл (0,5 Ед McF) пипеткой наносили на иссле-
дуемые образцы ИТРП и БМ диаметром 25 мм, рас-
положенные по 3 диска на чашке Петри диаметром 
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90 мм с соответствующим микроорганизму пита-
тельным агаром, и на ограниченный пробойником 
участок агара, соответствующий по диаметру, ис-
следуемому диску (контроль). Посевной материал 
равномерно распределяли по поверхности ИТПР 
и БМ с помощью микробиологической петли. Чаш-
ки культивировали при температуре 37 °С в тече-
ние 72 ч. Смыв биомассы с исследуемых образцов 
осуществляли через 24, 48 и 72 ч культивирования 
путем шуттелирования в течение 30 мин в стеклян-
ной пробирке, содержащей 5 мл стерильного физи-
ологического раствора.

Исследование цитотоксичности биопластич-
ного материала выполняли на коммерческой куль-
туре клеток фибробластов кожи человека HDF 
(Cell Applications, США, кат. № 106K-05a). В ка-
честве ростовой среды использовали DMEM с вы-
соким содержанием глюкозы с добавлением 10% 
FBS, 2 мМ L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина (все перечисленные 
реагенты StemCell Technology, США).

На образцы размером 1 см2 вносили 1 мл су-
спензии клеток фибробластов кожи человека HDF 
в количестве 12,5∙103, формируя «каплю». Выдер-
живали 30 мин в СO2-инкубаторе, после чего до-
ливали ростовую среду и культивировали в те-
чение 3 сут. Исследование образцов матрицы, 
а также прикрепленных к ней клеток проводили 
с использованием лазерного сканирующего кон-
фокального микроскопа LSM 510 МЕТА на базе 
инвертированного микроскопа Axiovert 200M 
(Carl Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структурные и физико-химические 
характеристики БМ

Методом растровой электронной микро-
скопии получены снимки разработанного БМ. 

Сторона с нанокаркасом хитозана имела «паути-
нообразную», хаотично сплетенную структуру 
волокон диаметром меньше 100 нм. (рис. 1а,  b). 
Морфологических различий между БМ с нано-
каркасом хитозана, полученным из формовочного 
раствора с высокой концентрацией уксусной кис-
лоты, и водно-спиртового раствора с низкой кон-
центрацией уксусной кислоты не выявлено. Об-
ратная сторона БМ сохраняла морфологию по-
верхности исходного ИТРП (рис. 1c).

Термическая и химическая сшивка ГА нано-
каркасов хитозана обеспечивают их устойчивость 
в водных средах. Термическая сшивка нанокар-
каса хитозана на поверхности БМ незначитель-
но уменьшает водопроницаемость (W) исходного 
ИТРП (W= 0,62 л/ч/см2, Pводы = 0,06 МПа) за счет 
частичного набухания нанокаркаса хитозана 
в воде. Биопластичный материал с нанокаркасом 
хитозана, химически сшитым ГА, сохраняет водо-
проницаемость исходного ИТРП.

Результаты, полученные при исследова-
нии газопроницаемости (Vp) БМ на основе на-
нокаркаса хитозана свидетельствуют о том, 
что этот параметр практически не изменяется 
(Vp = 2,5 л/мин/см2, Pгаза = 0,06 МПа). При иссле-
довании прочностных характеристик было уста-
новлено, что БМ с нанокаркасом хитозана, сши-
тым термически, сохраняет предел прочности ис-
ходного ИТРП (σ = 28,67 ± 2,78 МПа), в то время 
как химическая сшивка ГА увеличивает предел 
прочности БМ (σ = 36,14 ±1,28 МПа).

Таким образом, полученный БМ имеет такую 
же водо- и газопроницаемость как ИТРП. Слой 
нанокаркаса хитозана на поверхности БМ позво-
ляет поддерживать диффузию питательных ве-
ществ, метаболитов и других растворимых аген-
тов [2–5]. Прочность и гибкость БМ позволяет 
использовать его на участках кожи со сложным 
рельефом и/или на подвижных участках.

Рис. 1. Типичная электронная микрофотография образцов БМ: а — 4% (ИТРП + Хитозан/ПЭО) 90/10 в 90%-ной ук-
сусной кислоте; b — 4% (ИТРП + Хитозан/ПЭО) 90/10 в смеси Вода/Спирт/Уксусная кислота 55/40/5; с — ИТРП.

Fig. 1. Typical electronic micrography of BM samples: a — 4% (ITWC + Chitosan/PEO) 90/10 in 90% acetic acid; b — 4% 
(ITWC + Chitosan/PEO) 90/10 in mixture Water/Alcohol/ acetic acid 55/40/5

a b c
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Оценка бактериостатичности 
и бактерицидности БМ и ИТРП

Количественный учет выросших на полу-
ченном БМ и ИТРП микроорганизмов опреде-
ляли с помощью прибора для определения мут-
ности бактериальной суспензии Erba Densi-La-
Meter (Чехия) в единицах оптической плотности 
Мак-Фарланда (McF) (табл. 1).

Та бл и ц а  1
Динамика роста и накопления биомассы тестовых 
штаммов микроорганизмов на поверхности ИТРП 
и БМ
Dynamics of growth and accumulation of biomass 
of test strains of microorganisms on the surface 
of ITWC and BM.

Тест-штамм Время 
инкубации

Оптическая 
плотность 

бактериальной 
взвеси Ед McF

ИТРП БМ

Bacillus cereus 
ATCC 10702

24 3,8 6,5
48 5,4 8,7
72 11 10

Bacillus 
subtilis № 6633

24 11 12
48 11 12
72 12 13

Klebsiella 
pneumonia 
№ 3156

24 10 9,2
48 10 11
72 11 11

Escherichia 
coli 2584

24 8,7 10
48 8.8 11
72 11 11

Staphylococcus 
aureus 
№ 209-Р

24 9,5 10
48 12 12
72 14 14

Pseudomonas 
aeruginosa 
ГКПМ 190155

24 9,3 10
48 9,4 11
72 9.3 11

Candida 
albicans № 15

24 10 8,5
48 13 9,5
72 15 15

Рост и накопление биомассы бактерий Bacillus 
cereus штамма ATCC 10702 на поверхности ИТРП 
и БМ свидетельствуют о наличии бактериостати-
чекого эффекта, проявляющегося в течение первых 
48 ч наблюдения и более выраженного у ИТРП.

На рост и накопление биомассы штаммами 
Escherichia  coli  2584 и Pseudomonas aeruginosa 
ГКПМ 190155 влияние БМ отсутствует, а ИТРП 

слабее. В отношении штамма  Candida  albicans 
№ 15 напротив отмечена бактериостатическая 
активность БМ и отсутствие таковой у ИТРП. 
На рост культуры штаммов Staphylococcus aureus 
№ 209-Р, Bacillus  subtilis № 6633 и Klebsiella 
pneumonia № 3156 ИТРП и БМ влияния практиче-
ски не оказывали. Сравнивая интенсивность ро-
ста и накопление биомассы исследованных штам-
мов бактерий, можно утверждать о наличии вы-
раженного бактериостатического влияния обоих 
видов использованных покрытий на культуру 
штамма Bacillus cereus в течение 48 ч инкубации.

Таким образом, ИТРП и БМ обладали бак-
териостатическим действием на штамм Bacillus 
cereus ATCC 10702, обнаруженная активность 
не связана с хитозаном. В отношении других ис-
пользованных штаммов микроорганизмов анти-
микробное действие в условиях эксперимента от-
сутствовало или было незначительным.

Известно, что протонированные NH2 груп-
пы хитозана способны взаимодействовать с ани-
онными группами поверхности клетки и за счет 
электростатических и ионных взаимодействий 
формировать полиэлектролитные комплексы 
с компонентами бактериальной поверхности, вы-
зывая гибель бактерий и/или микроорганизмов. 
Антимикробное действие зависит от концентра-
ции полимера, значения рН, температуры, ионной 
силы раствора и др. [13]. Возможно, бактерио-
статические свойства ИТРП и БМ в условиях ра-
невого процесса будут отличаться от полученных 
в лабораторном эксперименте и требуют дальней-
шего изучения.

Оценка цитотоксичности и биосовместимости 
БМ

Как было описано выше, полученный БМ яв-
ляется микрофильтрационным материалом. Это 
позволяет задерживать бактерии и вирусы и одно-
временно производить газообмен раневой поверх-
ности с окружающей средой, выводить экссудат 
и адресно доставлять лекарственные препараты. 
Эластичность и прочность БМ дает возможность 
использовать его на участках кожи со сложным 
рельефом и/или на подвижных участках.

При исследовании стабильности БМ установ-
лено, что термически сшитый нанокаркас хитоза-
на подвергался гидролитической деструкции при 
37 °С через 3 сут, а химически сшитый ГА — че-
рез 7 сут.

При культивировании фибробластов чело-
века на исследуемом БМ цитотоксического дей-
ствия на культуру клеток выявлено не было. 
Все клетки прикреплялись к поверхности мате-
риала в течение первых суток. Мигрирующих 
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и погибших клеток на поверхность чашки Петри 
не обнаружено.

Несмотря на то, что ГА является для клеток ток-
сичным агентом, его использование для химической 
сшивки нанокаркаса хитозана не влияет на биологи-
ческие свойства БМ. Клетки, прикрепленные к по-
верхности, не меняют морфологические параметры. 
Это свидетельствует не только об отсутствии цито-
токсичности БМ с нанокаркасом хитозана, сшитым 
ГА, но и о биосовместимости этого БМ (рис. 2а).

Следует отметить, что несмотря на то, что на-
нокаркас хитозана сшитый термически подвергся 
быстрой гидролитической деструкции, клеточная 
культура фибробластов адгезировалась на ИТРП, 
что подтверждает его биосовместимость (рис. 2b).

Таким образом, создан биопластичный мате-
риал на основе ионно-трековых раневых покры-
тий и нанокаркаса хитозана обладающий высокой 
прочностью, эластичностью, водо- и газопроница-
емостью. Его структура, состав и физическо-хими-
ческие свойства обеспечивают достаточные усло-
вия для пролиферации клеток. Данный материал 
не токсичен и может быть платформой для ране-
вых покрытий нового поколения в регенеративной 
медицине после проведения доклинических и кли-
нических испытаний. Разработанная методика по-
зволяет получать БМ по технологии, используемой 
в производстве рулонных материалов.
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Abstract–A bioplastic material based on a titanium-metallized ion-track wound coating and a chitosan 
nano-scaffold has been created, which has high strength, elasticity, as well as water and gas permeability. 
Its strength characteristics were studied and its bacteriostaticity, bactericidal activity, cytotoxicity and 
biocompatibility were evaluated. This material is non-toxic and, after preclinical and clinical trials, can 
serve as a platform for a new generation of wound coatings in regenerative medicine.
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