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Методом лиофилизации раствора хитозана получены высокопористые 3-мерные (3D) матрицы цилин-
дрической формы диаметром 1.3 мм. Через 12 мес. после имплантации крысам в мышечную ткань произо-
шла полная резорбция матрицы. На сроках 1, 2, 6, 12, 24, 36 и 48 нед. in vivo гистологическим и иммуноги-
стохимическим методами рассмотрены клеточные механизмы биорезорбции матрицы. Показана ведущая
роль клеток CD68+, в основном гигантских многоядерных клеток инородных тел. При этом хроническое
асептическое воспаление не сопровождается активацией тучных клеток, что указывает на биоинертность
материала матрицы и позволяет рекомендовать разработанные матрицы для применения в регенератив-
ной медицине, тканевой инженерии и клеточной трансплантологии.
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Регенеративная медицина, тканевая инженерия и
клеточная трансплантология на современном этапе
развития нуждаются в материалах, выполняющих
роль каркасов, носителей клеточных культур и био-
логически активных веществ, для дальнейшей их
имплантации в живой организм с целью регенера-
ции поврежденных органов и тканей и для восста-
новления утраченных ими функций. Существует ряд
требований к применяемым материалам и изделиям
на их основе, а именно: 1) биосовместимость; 2) не-
токсичность; 3) необходимый уровень механических
свойств для возможности манипуляции с этими ма-
териалами в биологических жидких средах; 4) спо-
собность материалов к биорезорбции, причём про-
дукты их разложения не должны оказывать раздра-
жающего или токсического действия на организм
(Dornish et al., 2001; Gunatillake, Adhikari, 2003; Salga-
do et al., 2004; Reis et al., 2008).

В настоящее время наиболее перспективными и
широко используемыми являются материалы из
биосовместимых и биорезорбируемых полимеров,

как природного происхождения (хитозан, альгинат,
коллаген, желатин, полигидроксиалканоаты), так и
синтетические (полилактид, полигликолид и их со-
полимеры) (Dornish et al., 2001; Kohane, Langer, 2008;
Armentano et al., 2010; Dhandayuthapani et al., 2011).
На основе этих полимеров получают разнообразные
пленочные, блочные, пористые, микро- и нано-во-
локонные матрицы, которые используют для созда-
ния биоинженерных препаратов, предварительно
заселяя их стволовыми или соматическими клетка-
ми, а также пропитывая бактерицидными и биоло-
гически активными веществами (Sachlos, Czernusz-
ka, 2003; Ma et al., 2005; Jafari et al., 2015). Механизм
и скорость биорезорбции матриц, а, следовательно,
и биоинженерных препаратов на их основе зависят от
вида и молекулярной массы полимера, из которого
они изготовлены, размеров, геометрической формы,
пористости материала, а также от локализации этих
матриц в организме реципиента (Causa et al., 2007;
Bing et al., 2010; Gleadall et al., 2014; Khan et al., 2015).

В частности, широкое распространение получи-
ли трехмерные пористые матрицы, которые являют-
ся прообразами костной ткани и тканей различных
паренхиматозных органов, печени, легкого, почек и

Принятые сокращения: ПХМ – пористая хитозановая матрица,
ГМКИТ – гигантские многоядерные клетки инородных тел.
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др. Подобные матрицы характеризуются высокими
значениями пористости и удельной поверхности.
После имплантации реципиенту полученного на их
основе тканеинженерного препарата протекают од-
новременно два основных процесса: 1) миграция
клеток в объем матрицы, их пролиферация и диффе-
ренцировка; 2) биорезорбция полимерной основы.
Имплантируемые в живой организм матрицы при-
обретают функциональное значение, приближенное
к нативному тканезамещению, лишь при определен-
ном соотношении скоростей протекания этих двух
процессов, которые зависят от множества факторов
(Whu et al., 2013).

Одним из наиболее перспективных полимеров
для получения пористых трехмерные матриц являет-
ся хитозан, макромолекулы которого состоят из свя-
занных в случайном порядке β-D-глюкозаминовых
и N-ацетил-β-D-глюкозаминовых звеньев. Хитозан
обладает способностью к биорезорбции, антибакте-
риальной, антивирусной и фунгицидной активно-
стью (Chirkov, 2002; Dai et al., 2011). Расщепление хи-
тозана в живом организме происходит до исходных
мономеров (Eide et al., 2012), являющихся естествен-
ными компонентами межклеточного матрикса, си-
новиальной жидкости и хрящевой ткани. В настоящее
время этот полимер активно внедряется в медицин-
скую практику в составе гемостатических, ранозажив-
ляющих и бактериостатических препаратов (Cheung
et al., 2015; Periayah et al., 2016). Из хитозана получа-
ют пленочные, губчатые, гелеподобные, волокон-
ные и нановолоконные изделия, а также наносферы
для адресной доставки лекарственных средств (Bu-
chanan, 2008; Levengood, Zhang, 2015; Rodríguez-
Vázquez et al., 2015).

Цель настоящей работы заключалась в исследо-
вании клеточных механизмов биорезорбции пори-
стой хитозановой матрицы в мышечной ткани кры-
сы на протяжении всего срока биорезорбции, а так-
же изучение реакции окружающих тканей на её
имплантацию.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Получение материала. Для получения пористых

хитозановых матриц (ПХМ) использовали хитозан
“Medium molecular weight”, артикул 448877 (Sigma-
Aldrich Corporation, США) с мол. массой полимера
200 кДа и степенью деацетилирования 80%. Хитозан
растворяли в 2%-ном водном растворе муравьиной
кислоты при постоянном перемешивании не менее
120 мин, при этом концентрация полимера в раство-
ре составляла 3%. Полученные растворы фильтрова-
ли, затем удаляли воздух при давлении 105 кПа в те-
чение 3 ч, далее растворы замораживали при –20°С.
Лиофилизацию растворов проводили на установке
Freeze Dry System 7400030 (Labconco, США) при
−2°С и давлении 1.6 Пa. Из полученных блочных за-
готовок трубчатой фрезой вырезали цилиндриче-
ские образцы длиной 5 мм и диаметром 1.3 мм. Раз-

мер пор в этих образцах по данным микроскопии ва-
рьировал от 10 до 300 мкм. Полученные образцы
обрабатывали 5%-ным раствором NaOH с целью пе-
ревода хитозана из водорастворимой солевой формы
в нерастворимую в воде основную форму.

Электронно-микроскопические исследования
образцов проводили на сканирующем электронном
микроскопе Supra 55VP (Carl Zeiss, Германия) в ре-
жиме регистрации вторичных электронов с предва-
рительным нанесением тонкого слоя платины на по-
верхность образцов.

Эксперименты на животных. Для экспериментов
in vivo использовали 35 самцов белых крыс Wistar, вес
подопытных животных составлял 200–250 г, возраст –
3 мес. Для изучения резорбции in vivo ПХМ стерили-
зовали методом автоклавирования при 110°С в тече-
ние 1 ч. Для этого матрицы предварительно помеща-
ли в термостойкую стеклянную банку с избыточным
количеством дистиллированной воды. Животных
оперировали под общей анестезией (с помощью рас-
творов золетила 100 (0.1 мл) и рометара (20 мг/мл) –
0.0125 мл на 0.1 кг массы животного интраперитоне-
ально). Образцы помещали в большую приводящую
мышцу бедра (musculus adductor magnus) на обеих та-
зовых конечностях. Затем раны конечностей по-
слойно ушивали атравматическими иглами с нитью
Prolen 4-0. После наложения наружных швов крыс
содержали в индивидуальных клетках, животные по-
лучали свободный доступ к воде и стандартную диету.
После операции все животные были активны, нега-
тивного влияния имплантации материалов на живот-
ных не выявлено, о чем свидетельствовало отсутствие
воспалительных процессов в зоне имплантации.

Гистологическое исследование. Через 1, 2, 6, 12, 24,
36 и 48 нед. образцы мышечной ткани с ПХМ фик-
сировали в 10%-ном нейтральном формалине на
фосфатном буфере (рН 7.4) не менее 24 ч, обезвожи-
вали в серии растворов этанола возрастающей кон-
центрации и заключали в парафиновые блоки по
стандартной гистологической методике. Парафино-
вые срезы толщиной 5 мкм, поперечные мышечным
волокнам и ПХМ, готовили с помощью микротома
Accu-Cut SRT 200 (Sakura, Япония), окрашивали ге-
матоксилином Майера и эозином (Bio-Optica, Ита-
лия). Визуализацию тучных клеток (ТК) проводили
окрашиванием толуидиновым синим (Bio-Optica,
Италия). Для иммуногистохимического выявления
макрофагов и моноцитов (клеток системы моно-
нуклеарных фагоцитов) применяли первичные моно-
клональные мышиные антитела Anti-CD68 (ab 31630;
Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 1000 при
комнатной температуре, экспозиция 1 ч. Для выяв-
ления связавшихся первичных антител использова-
ли мультимерную безбиотиновую систему детекции
(D&A, Reveal-Biotin-Free Polyvalent DAB, Spring Bio-
science Corporation, США). Препараты докрашивали
гематоксилином Майера (Bio-Optica, Италия). Мик-
роскопический анализ проводили на световом мик-
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Рис. 1. Микрофотографии поперечного среза пористой хитозановой матрицы (ПХМ). а – Сканирующая электронная мик-
роскопия исходной матрицы, б – гистологический срез мышечной ткани крысы через 1 нед. после имплантации, окраска ге-
матоксилином и эозином. Об.: 10×.

100 мкм

а б

100 мкм

роскопе Leica DM750 (Германия), используя окуляр
с увеличением 10× и объектив с увеличением 4, 10,
40 и 100×. Запись цифровых изображений выполня-
ли с помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Германия).

С помощью компьютерной программы анализа
изображений ImageScope M на каждом срезе при
увеличении объектива 10× определяли общую пло-
щадь поперечного среза ПХМ, при увеличении объ-
ектива 40× – считали CD68+-клетки (макрофаги,
моноциты, гигантские многоядерные клетки ино-
родных тел (ГМКИТ)) и лейкоциты в порах матрицы
в 10 полях зрения (размер каждого поля составлял
0.33 × 0.25 мм) в течение 1 и 2 нед. эксперимента и в
5 полях зрения для последующих эксперименталь-
ных сроков. Число тучных клеток определяли на
площадь поперечного сечения матрицы.

Статистическую обработку полученных количе-
ственных данных проводили с использованием стан-
дартного пакета программ (Statistica 7.0, Stat.Soft for
Windows). Вычисляли среднее арифметическое зна-
чение и его стандартную ошибку, оценку значимости
различий показателей проводили с применением
критерия Вилкоксона и U-критерия Манна–Уитни.
Значимость различий определяли при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 приведены электронная и гистологиче-

ская микрофотографии поверхности поперечного
сечения ПХМ. Видно, что матрица имеет пористую
структуру с открытой системой пор, которые соеди-
нены друг с другом и внешней средой. Такая струк-
тура позволяет питательным веществам, продуктам
жизнедеятельности и растворенным газам свободно
циркулировать. Размер пор и незначительная изви-
тость каналов, соединяющих между собой поры,
способствуют свободной миграции клеток в объеме
матрицы. Ранее была показана перспективность
применения 3D-материалов со сходной структурой
для нужд тканевой инженерии и клеточной транс-

плантологии (Cheung et al., 2007; Dhandayuthapani et
al., 2011; Попрядухин и др., 2016, 2017).

ПХМ в мышечной ткани через 1 нед. после имплан-
тации. Через 1 нед. экспозиции ПХМ в мышечной
ткани вокруг матрицы определяется умеренно выра-
женное асептическое воспаление в сформирован-
ной за неделю тонкой соединительнотканной капсу-
ле. Площадь поперечного сечения матрицы состав-
ляла (8.16 ± 1.36) × 105 мкм2. В периферических порах
матрицы появляются фибробласты и единичные
ГМКИТ (рис. 2а), число которых составляет 5 ± 0.6. В
центральных порах матрицы среди фибрина и кле-
точного детрита выявляются многочисленные клет-
ки CD68+ и лейкоциты (рис. 2б), их числа составля-
ют 53 ± 5 и 12 ± 2 соответственно (табл. 1). Число
тучных клеток в капсуле вокруг матрицы не превы-
шает 2 клеток, в периферических порах матрицы ТК
не выявляется.

ПХМ через 2 нед. после имплантации. При гисто-
логическом исследовании ПХМ в мышцах через
2 нед. экспозиции после имплантации площадь по-
перечного сечения матрицы составила (6.88 ± 1.24) ×
× 105 мкм2. Вокруг матрицы сформирована очень
тонкая соединительнотканная капсула с признака-
ми незначительного асептического воспаления.
Практически все поры заполнены ГМКИТ и их чис-
ло составляло 11 ± 0.7, что значимо отличается от по-
казателей 1-ой нед. эксперимента. Число макрофа-
гов в порах матрицы оставалось на высоком уровне,
число лейкоцитов имело тенденцию к значимому
увеличению по сравнению с данными 1-ой недели
эксперимента (рис. 2 в, г, табл. 1). Число тучных кле-
ток не изменялось, они располагались только по пе-
риферии матрицы и не проникали в ее поры.

ПХМ через 6 нед. после имплантации. На этом сроке
эксперимента соединительнотканная капсула вокруг
матрицы не выявляется, площадь поперечного среза
матрицы уменьшается до (6.38 ± 1.24) × 105 мкм2. Все
поры заполнены молодой соединительной тканью с
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Рис. 2. Гистологические срезы мышечной ткани крысы через 1 (а, б), 2 (в, г) и 6 (д, е) нед. после имплантации ПХМ. а, в, д –
Периферические поры, б, г, е – центральные поры; одинарные стрелки – лейкоциты, двойные стрелки – клетки CD68+, трой-
ные стрелки – гигантские многоядерные клетки инородных тел (ГМКИТ). Иммуногистохимическое выявление клеток
CD68+, докрашивание гематоксилином Майера, Об.: 40×.

20 мкма 20 мкм 20 мкм

20 мкм20 мкм20 мкм

б в

г д е

фибробластами и ГМКИТ, число которых не увели-
чивается по сравнению с предыдущим сроком экс-
перимента и составляет 12 ± 1, значимо отличаясь от
показателей 1-ой нед. эксперимента. Отметим, что в
некоторых порах определяются полнокровные сосу-
ды. Число макрофагов в порах значимо не изменяет-
ся по сравнению с предыдущими сроками, число
лейкоцитов (в основном лимфоцитов) достигает
максимального значения и составляет 30 ± 5, значи-
мо отличаясь от показателей 1-ой нед. эксперимента
(рис. 2 д, е, табл. 1). Тучные клетки располагаются в
непосредственной близости к матрице в количестве
1–2 клетки на срезе (рис. 3).

ПХМ через 12 нед. после имплантации. На данном
сроке эксперимента соединительнотканная капсула
уже отсутствует. Все поры матрицы заполнены со-
единительной тканью. Площадь поперечного среза
матрицы уменьшается до (5.38 ± 0.57) × 105 мкм2 и

имеет тенденцию к отличию от показателей 1-й нед.
эксперимента. Численность макрофагов и ГМКИТ в
порах матрицы остаeтся повышенной и составляет
49 ± 6 и 8 ± 1 клеток соответственно. Следует отме-
тить, что число лейкоцитов значимо снижается до
12 ± 3 по сравнению с показателями 6-й нед. экспе-
римента. Численность тучных клеток не изменяется
по сравнению с предыдущими сроками.

ПХМ через 24, 36 и 48 нед. после имплантации. В это
время соединительнотканная капсула вокруг матри-
цы не определяется. Площадь поперечного среза зна-
чимо снижается на сроках 24 и 36 нед. эксперимента
до (2.64 ± 0.63) × 105 мкм2 и (2.14 ± 0.62) × 105 мкм2 со-
ответственно по сравнению с показателями 1-ой
нед. эксперимента. Во всех порах матрицы находит-
ся соединительная ткань с более плотными коллаге-
новыми волокнами и с полнокровными сосудами в
большинстве периферических пор. На этих сроках
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эксперимента численность макрофагов значимо сни-
жается, а число ГМКИТ продолжает увеличиваться
по сравнению с показателями 1-ой нед. эксперимента
и составляет 2 3 ± 1 и 16 ± 1 соответственно для 24-й и
36-й нед. эксперимента (табл. 1). Численность туч-
ных клеток непосредственно вокруг матрицы не из-
меняется. Через 48 нед. после имплантации только в
одном образце из пяти обнаружены фрагменты ПХМ.

Площадь фрагментов составляет 1.71 × 105 мкм2. Со-
единительнотканная капсула вокруг фрагментов не
выявляется, а собственно структуры матрицы, не
связанные между собой, окружены макрофагами и
ГМКИТ.

Таким образом, с использованием иммуногисто-
химического метода для выявления CD68+-клеток

Таблица 1. Динамика численности CD68+-клеток, лейкоцитов и тучных клеток в ПХМ на разных сроках имплантации

Примечание. Показатели статистически значимо отличаются от показателей а1-й и б6-й нед эксперимента при Р < 0.05 (критерий
Вилкоксона). в Показатели имеют тенденцию к отличию от показателей 1-й нед. при Р < 0.06 (критерий Манна–Уитни). В скобках
указано точное значение Р).

Время,
нед

Число клеток в поле зрения Площадь поперечного
сечения (ППС) ПХМ,

×105 мкм2Макрофаги ГМКИТ Лейкоциты ТК (на ППС)

1 53 ± 5 5 ± 0.6 12 ± 2 1–2 8.16 ± 1.36
2 48 ± 2 11 ± 0.7а

(0.00001)
17 ± 1в

p = 0.05624
1 6.88 ± 1.24

6 41 ± 3 12 ± 1а

(0.00005)
30 ± 5а

(0.005157)
1–2 6.38 ± 1.24

12 49 ± 6 8 ± 1а

(0.03253)
12 ± 3б

(0.001383)
1–2 5.38 ± 0.57в

(0.05907)
24 32 ± 4а

(0.00631)
23 ± 1а

(0.00002)
11 ± 1б

(0.0009293)
1–3 2.64 ± 0.63а

(0.0294)
36 31 ± 4а

(0.01564)
16 ± 1а

(0.00009)
13 ± 4б

(0.01171)
1–2 2.14 ± 0.62а

(0.0294)

Рис. 3. Тучные клетки и фрагменты ПХМ на гистологическом срезе мышечной ткани крысы через 6 нед. после имплантации.
Одинарные стрелки – тучные клетки, двойные стрелки – фрагменты матрицы. Окраска толуидиновым синим. Об.: 40×.

20 мкм20 мкм20 мкм
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(макрофагов, моноцитов и ГМКИТ) нами показано,
что через 1 нед. после имплантации ПХМ во всех по-
рах матрицы присутствуют в основном многочис-
ленные макрофаги, моноциты и сегментоядерные
лейкоциты, по периферии на структурах матрицы
располагаются единичные ГМКИТ, под действием
которых начинается биорезорбция. Присутствую-
щие в порах матрицы и в соединительнотканной
капсуле лейкоциты (в основном сегментоядерные)
свидетельствуют об умеренно выраженном асепти-
ческом воспалении. Важно отметить, что тучные
клетки не реагируют на имплантат, что показывает
биоинертность и отсутствие аллергенности материа-
ла и, следовательно, является положительным при-
знаком в пользу клинического применения ПХМ.

На дальнейших сроках эксперимента (2–12 нед.)
мы наблюдали уменьшение площади поперечного се-
чения ПХМ, но при этом число ГМКИТ значимо уве-
личивается. Мы наблюдаем гистологическую карти-
ну, при кроторой практически во всех порах ГМКИТ
располагаются на структурах матрицы. Численность
макрофагов не снижается, оставаясь на высоком
уровне. Возможно, активная деятельность ГМКИТ,
приводящая к биорезорбции ПХМ привлекает пул
моноцитов, дифференцирующихся в макрофаги,
которые в свою очередь формируют ГМКИТ. Таким
образом, на сроках 24 и 36 нед. эксперимента число
ГМКИТ резко возрастает при значительном умень-
шении площади поперечного сечения ПХМ. При
этом число макрофагов на отдалённых сроках экспе-
римента значимо снижается по сравнению с 1-ой
нед. имплантации.

Положительным моментом является то, что туч-
ные клетки на всех сроках эксперимента не реагиру-
ют на материал матрицы и его биорезорбцию. Хоро-
шо известно, что именно макрофаги являются пер-
вичным звеном иммунологического ответа на
экзогенный фактор (в нашем случае ПХМ) и стано-
вятся инициаторами последующих процессов, при-
водящих к морфологической перестройке соедини-
тельной ткани (Шкурупий и др., 2013; Юкина и др.,
2016). Цитокины, прежде всего ИЛ-1, секретируе-
мые макрофагами, провоцируют миграцию тучных
клеток и их IgE-независимую дегрануляцию (Puxed-
du et al., 2003). В свою очередь триптазе и химазе гра-
нул тучных клеток отводится ведущая роль в актива-
ции как пролиферации, так и секреторной способ-
ности фибробластов (Kosanovic et al., 2013). Таким
образом, гуморальная экскреция тканевых макро-
фагов и мигрирующих тучных клеток становится
ключом соединительнотканного ремоделирования
стромы органа.

В наших экспериментах одним из интересных и
важных наблюдений является то, что на всех сроках
тучные клетки не мигрировали в место имплантации

матрицы и не вовлекались в межклеточные взаимо-
действия. Следовательно, при биорезорбции ПХМ в
окружающие матрицу ткани не выделяются антиге-
ны, вызывающие аллергические реакции. Материал
матрицы является биоинертным и не вызывает ток-
сического воздействия на ткани. Мы предполагаем,
что процессы, протекающие при длительной биоре-
зорбции ПХМ, контролируются субпопуляцией М2
макрофагов, которые ответственны за противовоспа-
лительный, ранозаживляющий эффекты и процессы
ангиогенеза и биорезорбция ПХМ, как следствие, со-
провождается конструктивным ремоделированием, а
не накоплением плотной соединительной ткани с об-
разованием рубцовой ткани (Brown et al., 2009).

Полученные результаты исследования позволяют
рекомендовать ПХМ для получения биоинженер-
ных препаратов пролонгированного действия, с це-
лью дальнейшего применением их в регенеративной
медицине, тканевой инженерии и клеточной транс-
плантологии.
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CELL BASES OF BIORESORPTION OF POROUS 3D-MATRIX
BASED ON CHITOSAN

P. V. Popryadukhina, c, *, G. Y. Yukinab, I. P. Dobrovolskayaa, c, E. M. Ivankovaa, c, and V. E. Yudina, c

aInstitute of Macromolecular Compounds RAS, Saint Petersburg, 194064 Russia
bPavlov First Saint Petersburg State Medical University, Saint Petersburg, 197376 Russia
cPeter the Great Saint Petersburg Polytechnic University, Saint Petersburg, 195251 Russia

*E-mail: pavelpnru@gmail.com

High-porous cylindrical 3D-matrix with a diameter of 1.3 mm were obtained by the method of lyophilization of chi-
tosan solution. 12 months after implantation into muscle tissue in rats, full resorption of the matrix occurred. On the
terms of 1, 2, 6, 12, 24, 36, 48 weeks in vivo, the cellular mechanisms of matrix bioresorption are examined by histo-
logical and immunohistochemical methods. The leading role of CD68 + cells, mainly giant multinuclear cells of for-
eign bodies, in the processes of matrix biodegradation is shown. At the same time, chronic aseptic inflammation is
not accompanied by the activation of mast cells, which indicates the bioinertness of the matrix material and makes
it possible to recommend the developed matrices for use in regenerative medicine, tissue engineering, and cell trans-
plantation.

Keywords: 3D-porous matrix, chitosan, bioresorption, tissue engineering, cell transplantation, regenerative medi-
cine, CD68+ cells, mast cells
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