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С помощью разработанной установки для проведения механических испытаний in situ в камере
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бок и нетканых волокнистых материалов на основе полилактида, что позволило подробно описать
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ВВЕДЕНИЕ
Тканевая инженерия – активно развивающее-

ся направление современной медицины. Для со-
здания биоэквивалентов органов, тканей или их
частей необходим биосовместимый внеклеточ-
ный матрикс, представляющий собой каркас, на
котором происходит рост клеток тканеинженер-
ной конструкции. Физико-механические свой-
ства внеклеточного матрикса играют важную
роль при росте и развитии тканей и особенно при
их дальнейшем функционировании [1]. Матрикс
оказывает поддерживающую функцию для кле-
ток, влияет на их пролиферативную активность и
организацию, а также на формируемую структуру
ткани [2]. Клетки постоянно взаимодействуют с
матриксом с целью сохранения механического
гомеостаза [3], реагируют на механические им-
пульсы (эффект клеточной механотрансдукции),
сжимают или растягивают матрикс, изменяя его
микроструктуру [2].

В тканевой инженерии применяются как ма-
териалы природного происхождения (например,
децеллюляризованные матриксы [4]), так и син-
тетические монополимерные или композицион-
ные материалы. Основные требования к материа-
лам матриксов – это их биосовместимость и био-
адекватность, включающая в себя эквивалентные
нативным тканям физико-механические характе-
ристики полимерной основы. Исследования по-
казывают важное значение архитектуры и биоме-

ханического поведения тканеинженерных матрик-
сов для адгезии, дифференциации и пролиферации
клеточных популяций [3, 6]. В медицине многие де-
сятилетия используются биоинертные или биораз-
лагаемые полимеры: фторопласты [5], полисульфо-
ны [6], полиэтилены высокого давления (HPPE)
[7], полилактиды [8] и другие. В настоящей работе
для исследования выбраны полимерные материалы
на основе полилактида с разной архитектурой: ори-
ентированные и неориентированные губчатые и
нетканые волокнистые материалы. Они полностью
биосовместимы, а их структура и физико-химиче-
ские свойства управляемы на стадии изготовления
[9]. Однако для подбора оптимальных параметров
матрикса для создания импланта необходимо про-
ведение комплексного анализа образцов-прототи-
пов, в том числе исследования влияния деформа-
ций матрикса на его структуру и развитие клеточ-
ных культур [10].

Классическим способом исследований меха-
нических свойств искусственных полимерных
матриксов являются растяжение и сжатие с ис-
пользованием специализированных установок
для измерения механического напряжения [11].
В то же время на протяжении ряда лет появляют-
ся работы с использованием установок для меха-
нических исследований in situ в камере растрово-
го электронного микроскопа (РЭМ), большая
часть которых посвящена изучению разрушаемо-
сти твердых неорганических материалов [12], изу-
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чению эффекта памяти формы различных мате-
риалов [13] и исследованиям полимерных мате-
риалов, в частности изменению силы натяжения
волокон в процессе их разрезания [14]. Подход,
включающий в себя определение механических
характеристик синтетического (полимерного)
матрикса с одновременной визуализацией про-
цесса растяжения–сжатия, позволяет совместить
получение данных о механических свойствах и
микрофотографий, иллюстрирующих микро-
структурные изменения в материале во время его
деформации.

В настоящей работе представлены результаты
экспериментов, выполненных с использованием
разработанной установки для проведения меха-
нических испытаний матриксов in situ в камере
РЭМ в режимах высокого или низкого вакуума с
возможностью охлаждения образца для режима
естественной среды (ЕРЭМ от англ. ESEM, Envi-
ronmental SEM). Режим низкого вакуума позво-
ляет снизить или совсем исключить зарядку по-
верхности полимерных образцов, что улучшает
качество получаемых изображений. А в ЕРЭМ
при более высоком давлении образец охлаждает-
ся, что позволяет повышать влажность в камере
микроскопа до 100%. Благодаря такому режиму
возможно изучение поведения клеток во время
деформационных экспериментов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ориентированные и неориентированные во-
локнистые материалы на основе полилактида по-
лучали методом электроспиннинга. В качестве
прядильного раствора использовали 9%-ный рас-
твор полилактида (4032D, NatureWorks, США) в
смеси этанола (Acros Organics, Бельгия) и хлоро-
форма (ООО “Компонент-реактив”, Россия) в
соотношении 1:9. Материал из ориентированных
волокон был получен на установке с поперемен-
ным переключением электродов коллекторной
системы с заданной частотой, что позволяет до-
стигать высокой степени ориентации волокон
[15, 16]. В табл. 1 приведены характеристики про-

цесса электроформования при получении ориен-
тированных и неориентированных волокнистых
материалов на основе полилактида.

После окончания формования полученную
ткань снимали с коллекторной системы вместе с
электродами и помещали в вакуумный сушиль-
ный шкаф на 24 ч.

Губчатые материалы получены методом лиофи-
лизации. Предварительно был изготовлен 3%-ный
раствор полилактида в диоксане (ООО “Компо-
нент-реактив”, Россия). Для получения неориен-
тированных губчатых материалов раствор поли-
мера замораживали в рефрижераторе при темпе-
ратуре –22°C. Для равномерного распределения
кристаллов растворителя раствор в процессе за-
морозки перемешивали 2 раза. Для получения
ориентированной структуры губчатых образцов
растворы подвергали однонаправленной замо-
розке в жидком азоте.

Образцы лиофилизировали в течение 48 ч на
установке Martin Christ Alpha 2-4LSC.

Полученные образцы матриксов фиксировали
в установке для механических испытаний в каме-
ре РЭМ Versa 3D DualBeam (ThermoFisher Scien-
tific, США). Затем проводили откачку камеры
РЭМ до значений вакуума (100 Па), необходимых
для уменьшения зарядки поверхности непрово-
дящих полимерных материалов.

Изображения получены с помощью детектора
вторичных электронов LVSED (Low Vacuum Sec-
ondary Electron Detector) в режиме низкого вакуума
при ускоряющем напряжении 10 кВ и токе 93 пА.

Изображения нетканых волокнистых матери-
алов обработаны и окрашены в цвета, соответ-
ствующие направлению ориентации волокон при
помощи пакета OrientationJ [17] в программном
обеспечении Fiji [18]. Для определения ориента-
ции использовали алгоритм гауссового градиента
с окном в 2 пикселя. Вертикальная ориентация
(90°) – красного цвета, диагональные ориента-
ции – зеленые/желтые (45°) и синие/фиолетовые
(–45°), горизонтальная ориентация (0°) – голубая,
на рис. 1 представлена цветовая шкала ориентаций.
Финальное изображение формировалось в трех ка-
налах HSB (Hue-Saturation-Brightness): цвет H зада-

Таблица 1. Характеристики процесса электроспиннинга

Характеристика Ориентированные 
материалы

Неориентированные 
материалы

Рабочее напряжение, кВ 18 13

Ширина электрода, см 5 22

Расстояние между электродами, см 5

Расстояние между капилляром и плоскостью электродов, см 8 25

Время получения образца, ч 5 20
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вался вычисленной ориентацией, насыщен-
ность S – градиентом по вертикальной оси (для со-
хранения формы самих волокон), яркость B –
яркостью исходного изображения без изменений.

Начальная длина растягиваемых образцов меж-
ду зажимами составляла 10 мм, а толщина сжимае-
мых губок – 7 мм, скорость деформации составляла
100% начальной длины образца в минуту, т.е.
10 мм/мин для нетканых матриксов (растяжение) и
7 мм/мин для губчатых (сжатие). Растяжение про-
водили до момента разрыва матрикса, сжатие – до
минимально возможного размера.

Для получения микрофотографий в РЭМ про-
цесс деформации приостанавливали на 25 с, по-
сле возобновляли, из-за чего полученные экспе-
риментальные данные содержат циклически сме-
няющие друг друга периоды деформации и
релаксации. Отметим, что описанная выше осо-
бенность практически не влияет ни на численные
параметры полученных механических характери-

стик образцов, ни на характер деформационных
кривых. Об этом свидетельствуют графики зави-
симости нагрузки от величины деформации (рас-
тяжения) четырех одинаково изготовленных об-
разцов неориентированного нетканого материа-
ла, полученные во время тестовых испытаний и
представленные на рис. 2. Скорость растяжения
всех образцов была одинаковой и составляла
10 мм/мин. Кривые 1 и 2 (рис. 2) получены при
непрерывном растяжении двух образцов; неболь-
шие различия в их форме и амплитуде можно объ-
яснить неоднородностью материала, из которого
изготовлены образцы. Огибающие максимумов
кривой 3, полученной при растяжении образца с
паузами в 10 с каждые 250 мкм растяжения, и кри-
вой 4 – с паузами в 25 с каждые 500 мкм, соответ-
ствуют по характеру и амплитуде кривым 1 и 2
(рис. 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 3а, 4а представлены графики деформа-

ционного поведения неориентированного и ориен-
тированного нетканых волокнистых материалов.
Кривые деформации показаны на графиках полно-
стью, однако судить о механических свойствах бу-
дем по максимумам, не учитывая провалы релакса-
ции, являющиеся описанной выше особенностью
установки. Ориентированный матрикс растягивали
вдоль направления ориентации.

Оба матрикса демонстрируют упругую дефор-
мацию (кривая аппроксимирована прямой) на
отрезке от 0 до ~0.5 мм, после чего переходят в об-
ласть неупругой деформации. Однако в этой об-
ласти поведение матриксов двух типов суще-
ственно различается. Сила напряжения неориен-
тированного матрикса равномерно уменьшается

Рис. 1. Цветовая шкала ориентации волокон в Orien-
tationJ при использовании алгоритма окрашивания –
гауссового градиента.
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Рис. 2. Сравнение деформационных кривых образцов нетканого материала: 1, 2 – непрерывная деформация образцов,
3 – с паузами 10 с после каждого растяжения на 250 мкм, 4 – с паузами в 25 с после каждого растяжения на 500 мкм.
Кривые 3 и 4 представляют собой огибающие реальных кривых для наглядности.
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в процессе растяжения вплоть до 20 мм (макси-
мальное растяжение на используемой установке)
с участком текучести на отрезке от 2.6 до 5.5 мм,
где деформация увеличивается без увеличения
напряжения. У ориентированного матрикса на-
блюдается небольшой участок текучести от 1.3 до
2.5 мм, затем происходит резкое уменьшение на-
пряжения, после которого матрикс рвется при
растяжении на 5 мм существенно раньше неори-
ентированного матрикса.

Такое поведение можно объяснить по РЭМ-
изображениям, соответствующим определенным
моментам растяжения этих образцов. Для иллю-
страции процесса растяжения РЭМ-изображения
различно ориентированных волокон были окра-
шены в цвета, соответствующие ориентации во-
локон (голубой – продольная, параллельная на-
правлению растяжения ориентация; зеленый и
синий – диагональные ориентации, красный –
поперечная).

В ориентированном матриксе большинство
волокон уже выровнены и имеют близкую ориен-
тацию, как это видно на рис. 4б по сравнению с
рис. 3б неориентированного матрикса. Максимум
распределения волокон (гистограммы не представ-

лены в статье) ориентированного матрикса имеет
незначительное отклонение среднего от 0° (~0.6°), а
неориентированного – около 24°. В ориентирован-
ном матриксе после небольшого участка текучести,
соответствующего межволоконному скольжению и
выпрямлению, быстро растет напряжение во всех
уже вытянутых волокнах.

На последнем этапе растяжения волокна на-
чинают разрушаться. На рис. 4в показано форми-
рование разрыва, а на рис. 4г отчетливо виден
оборванный край матрикса.

Изображения, окрашенные соответственно ори-
ентации, демонстрируют причины различия пове-
дения неориентированного матрикса. На первом
этапе преобладающая ориентация волокон отсут-
ствует (рис. 3б, среднее направление 23.7°), а зна-
чит, большинство волокон имеет запас длины на
вытягивание. На следующем этапе (середина кри-
вой) начинается процесс перестройки ориентации
– начинают преобладать волокна параллельной на-
правлению растяжения и диагональной ориента-
ции (рис. 3в, акцент окрашивания смещается к
зелено-синим цветам, максимум среднего на-
правления –6.9°). Следующий этап (ближе к кон-
цу эксперимента) – доминирование ориентации,

Рис. 3. График деформации неориентированного нетканого волокнистого материала (a) и РЭМ-изображения в раз-
ные моменты растяжения (б, в, г), окрашенные в цвет, соответствующий направлению волокна.
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параллельной направлению растяжению (рис. 3г,
максимум среднего направления – 0°), – соответ-
ствует началу процессов финального вытягива-
ния и разрушения волокон.

Таким образом, у неориентированного мат-
рикса область скользящего выпрямления занима-
ет практически весь интервал растяжения
(рис. 3а), а равномерное падение напряжения со-
ответствует постепенному разрушению отдель-
ных волокон, которые заканчивают ориентирова-
ние по направлению растяжения и выпрямляют-
ся во всю свою длину. В ориентированном
матриксе уже с самого начала большинство воло-
кон находится в вытянутом состоянии, поэтому
они начинают разрушаться раньше и за меньший
промежуток времени.

Необходимо отметить и разное значение на-
пряжений в ориентированном и неориентиро-
ванном матриксах. Напряжение в ориентирован-
ном матриксе достигает максимального значения
(~8.7 Н) в середине процесса растяжения. Макси-
мальное значение напряжения в неориентиро-
ванном матриксе – 3.9 Н (более чем в 2 раза ниже,
чем в ориентированном), оно создается в самом
начале процесса. Безусловно, значения напряже-

ний отличаются от образца к образцу в пределах
25%, но этот разброс существенно менее значите-
лен, чем абсолютные значения напряжений в
матриксах различного типа (это отмечалось вы-
ше, рис. 1).

Результаты исследований сжатия неориенти-
рованного и ориентированного образцов губча-
того типа представлены на рис. 5 и 6 соответ-
ственно. На первом этапе сжатия происходит
смятие стенок матрикса (момент б на кривой
рис. 5а и РЭМ-изображение рис. 5б). Такое смя-
тие происходит на протяжении большей части
эксперимента с постепенным уменьшением раз-
меров пор (рис. 5в по сравнению с рис. 5б). Со-
противление сжатию значительно увеличивается
только ближе к концу эксперимента, после
“схлопывания” всех пор (рис. 5г). На графике за-
висимости напряжения от деформации (рис. 5а)
появляется перелом в области 2.1 мм.

Поведение губок с порами, ориентированными
вдоль направления сжатия, значительно различает-
ся. Отметим, что образец ориентированной губки
сжимался вдоль направления вытянутости пор.
На первом этапе (рис. 6б) усилие сжатия резко воз-
растает (рис. 6а), на следующем (б) начинается

Рис. 4. График деформации ориентированного нетканого волокнистого материала (a) и РЭМ-изображения в разные
моменты растяжения (б, в, г), окрашенные в цвет, соответствующий направлению волокна.
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излом стенок пор (рис. 6в). График (рис. 6а, мо-
мент в) выходит на плато с небольшим увеличе-
нием и уменьшением силы сжатия в зависимости
от того, как ломаются стенки в губке. Аналогично
неориентированной губке на последнем этапе
эксперимента (момент г на рис. 6а) сила сжатия
значительно увеличивается, что соответствует пол-
ной перестройке матрикса (рис. 6г).

РЭМ-изображения и вид кривой сжатия сви-
детельствуют, что неориентированная губка сжи-
мается равномерно, тогда как в ориентированной
губке происходят сдвиги пластов, которые, на-
двигаясь друг на друга, способствуют неравно-
мерности процесса сжатия. В неориентирован-
ной губке напряжение 18 Н достигается при сжа-
тии на 3 мм, в ориентированной – при сжатии на
4.5 мм, но в этот момент уже происходит сильное
разрушение матрикса.

Таким образом, ориентированность волокон и
стенок пор существенно влияет как на количе-
ственный (ориентированные матриксы разруша-
ются сильнее при меньших деформациях, дости-
гая большего напряжения), так и на качествен-
ный характер деформации соответствующего
типа материала (равномерность деформации не-

ориентированного матрикса по сравнению с ори-
ентированным). Такое поведение необходимо
учитывать при формировании искусственных ор-
ганов и тканей, которые будут подвергаться опре-
деленным механическим нагрузкам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью установки для проведения дефор-
мационных исследований нетканых и губчатых
полимерных матриксов in situ в камере РЭМ по-
лучены графики зависимости силы растяже-
ния/сжатия от деформации образцов и соответ-
ствующие последовательные РЭМ-изображения
изменения микроструктуры в процессе деформа-
ции. По полученным данным установлено, что
ориентированные нетканые матриксы претерпева-
ют полный разрыв существенно раньше неориен-
тированных, тогда как последние деформируются
довольно равномерно благодаря продолжительно-
му процессу выравнивания волокон. Губчатые мат-
риксы ориентированного типа также претерпевают
более резкие и гетерогенные деформации (такие
как сдвиги пластов губки друг относительно друга),

Рис. 5. График деформации неориентированного губчатого материала (а) и РЭМ-изображения в разные моменты сжа-
тия (б, в, г).
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тогда как неориентированные губки сжимаются го-
могенно. Специфику поведения морфологически
разных матриксов при механических нагрузках не-
обходимо учитывать при разработке биоэквивален-
тов тканей и органов.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 21-13-00321 “Дефор-
мационное поведение биоразлагаемых матриксов
различного типа при механических нагрузках”).
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