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Адгезивные свойства матриксов, преимущественно зависящие от химических и структурных осо-
бенностей их поверхности, играют важнейшую роль в тканевой инженерии. С помощью флуорес-
центной и растровой электронной микроскопии в режиме окружающей среды исследована адгезия
клеток диссоциированной нейрональной культуры на изотропных и анизотропных нетканых и губ-
чатых матриксах из полилактида. Нейроны, полученные из головного мозга новорожденных мы-
шей, демонстрировали улучшенную адгезию на матриксах всех типов после обработки плазмой,
при этом наиболее выраженный эффект наблюдался на неориентированных матриксах.
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ВВЕДЕНИЕ
Первичные нейрональные культуры исполь-

зуются не только для фундаментальных иссле-
дований, но и для разработки методов лечения
неврологических патологий и травм [1–3]. Рост
и имплантация культуры нейронов требуют
подходящих матриксов. Основными требова-
ниями к таким матриксам являются биосовме-
стимость, биодеградация, высокая клеточная ад-
гезия, способствующая пролиферации, диффе-
ренцировке клеток и обеспечению нейрональной
активности [4]. В большинстве случаев матриксы
из синтетических полимеров демонстрируют
определенные преимущества за счет легкости
формообразования, высокой прочности и устой-
чивости к растяжению. Рекомендуется использо-
вать для имплантатов многочисленные синтети-
ческие полимеры, в том числе полистирол, поли-
лактид (ПЛА), полигликолевую кислоту и
полилактид-гликолевую кислоту [5–7]. Экспери-
менты по регенерации тканей [8] продемонстри-
ровали хорошую биосовместимость матриксов из
ПЛА, несмотря на гидрофобную природу соеди-
нения. ПЛА разлагается в тканях организма до
молочной кислоты путем гидролиза и метаболи-
зируется до углекислого газа и воды.

Проблему плохой смачиваемости поверхности
матрикса из ПЛА, препятствующую адгезии кле-

ток, можно решить несколькими способами.
Поверхность может быть предварительно обра-
ботана поли-Д-лизиновыми или полиэтилени-
миновыми пептидами, которые придают ей по-
ложительный заряд и способствуют адгезии
клеток [9]. Другим способом является плазмен-
ная обработка, увеличивающая шероховатость и
гидрофильность поверхности матрикса на основе
ПЛА [10], оставляя практически неизменными
другие характеристики материала. Изучение эф-
фекта плазменной обработки поверхностей мат-
риксов (в том числе, матриксов из ПЛА) и ее по-
ложительного влияния на адгезию и пролифера-
цию клеток рассмотрено в ряде обзоров и
научных работ [11–15]. В частности, существен-
ное влияние обработки плазмой поверхности
матрикса на адгезию, пролиферацию и диффе-
ренцировку нейральных стволовых клеток отме-
чено в [13–15]. Однако эксперименты со стволо-
выми клетками продемонстрировали и ряд отри-
цательных результатов, таких как низкий уровень
жизнеспособности клеток и плохой контроль их
дифференцировки. В настоящем исследовании
использовались первичные нейрональные клет-
ки, прошедшие дифференцировку, и экспери-
мент был направлен исключительно на изучение
клеточной адгезии и пролиферации.
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Таким образом, в настоящей работе представ-
лены результаты исследования адгезии культуры
клеток первичных нейронов мыши на различных
матриксах из ПЛА, а именно, ориентированных и
неориентированных нетканых и губчатых мат-
риксах до и после обработки плазмой в разрежен-
ной атмосфере воздуха.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изготовление и обработка матриксов. Для полу-

чения образцов матриксов различных типов ис-
пользовали ПЛА марки 4032D (NatureWorks,
США). В качестве растворителей использовали ди-
оксан (ЧДА, “Компонент-Реактив”), хлороформ и
этиловый спирт (ХЧ, “Компонент-Реактив”).

Для получения пористых материалов на осно-
ве ПЛА полимер растворяли в 1,4-диоксане при
постоянном перемешивании в магнитной мешал-
ке в течение 24 ч. Концентрация раствора соста-
вила 3 мас. %. Затем раствор замораживали при
температуре, –22°C в рефрижераторе и переме-
шивали дважды в процессе заморозки для равно-
мерного распределения кристаллов растворите-
ля. После этого образцы лиофилизировали в те-
чение 48 ч на установке Alpha 2-4LSC (Martin
Christ, Германия). Диаметр образца составлял
25 ± 1 мм при высоте 3 ± 1 мм.

Нетканые материалы получали методом элек-
троформования из 9 мас. % раствора ПЛА в смеси
растворителей: хлороформа и этилового спирта
(90 : 10). Электроформование проводили на уста-
новке, разработанной в НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”, при комнатной температуре и следую-
щих технологических параметрах: прикладывае-
мое напряжение 12 ± 1 кВ, расстояние между
капилляром и осадительным электродом 25 ± 1 см,
объемный расход полимерного раствора 5 мл/ч.
Характерный геометрический размер нетканого
волокнистого материала составлял 50 × 50 мм при
толщине 550 ± 50 мкм.

Все образцы подвергали плазменной обработ-
ке в атмосфере воздуха (при давлении воздуха
1.1–0.2 мбар) с одной из сторон в установке
PELCO easiGlow (Ted Pella, США) при силе тока
20 мА в течение 60 мин.

В табл. 1 представлены описание и аббревиа-
туры всех используемых образцов матриксов из
ПЛА с различной архитектурой и обозначено на-
личие/отсутствие плазменной обработки.

Культивирование клеточной культуры. Чтобы
получить по 10 образцов адгезированных нейро-
нов на каждом типе матриксов, использовали
диссоциированные культуры клеток головного
мозга новорожденных мышей. Основные прави-
ла содержания и ухода за экспериментальными
животными соответствовали нормативам, дан-
ным в Приказе Минздрава России № 267 от
19.06.03 “Об утверждении правил лабораторной
практики в Российской Федерации”.

Диссоциирование клеток достигалось путем
обработки фрагментов ткани мозга 0.25% трип-
сином (Invitrogen 25200-056, США). Осаждение
полученных клеток из суспензии осуществлялось
при помощи центрифуги при 1800 об./мин. в те-
чение 5 мин. Клетки ресуспендировали в нейро-
базальной среде Neurobasal А без фенолового
красного (Gibco™ 12349015, США) в комплексе с
биоактивной добавкой В27 (Invitrogen 17504-044),
глутамином (Invitrogen 25030-024, США) и сме-
сью антибиотиков (Gibco™ 15070063, США).
Плотность клеточной культуры составляла не ме-
нее 1200 клеток/мм2. Культивирование клеток
проводили на поверхности матриксов, помещен-
ных в чашки Петри с двумя миллилитрами куль-
туральной среды. Матриксы предварительно за-
мачивали в 96%-ном этаноле в течение 1 мин и
промывали водой, затем обрабатывали 0.05%-ным
полиэтиленимином в течение 20 мин. Адгезия
нейронов на матриксах без покрытия (без обра-
ботки ПЛА) была существенно ниже. Поддержа-
ние жизнеспособности культуры осуществлялось
в условиях СО2-инкубатора при температуре 37°С
и газовой смеси (95% воздуха и 5% СО2). Смену
культуральной среды осуществляли через сутки
после посадки на матриксах и далее 1 раз в 3 дня.
Время культивирования in vitro составило 5–7 сут.
Интервал времени выбирали из расчета, что
именно на этом этапе у нейронов начинают фор-
мироваться дендриты [16] и появляется электри-
ческая активность [17].

Для максимального ингибирования экспрес-
сии генов и других процессов жизнедеятельности
клеточных культур их перемещали на лед, сразу
отмывали от культуральной среды и фиксировали
с помощью 4%-ного параформальдегида (Sigma
P6148, Германия) в течение 7–10 мин. После фикса-
ции клетки отмывали 3 раза в течение 5 мин в одно-
кратном растворе PBS (Invitrogen 70011036, США).

Флуоресцентная микроскопия. Для флуорес-
центной микроскопии после фиксации ядра кле-
ток окрашивали с помощью ДНК-специфиче-
ского маркера Hoechst 33342 Solution (Thermo Sci-
entific™ 62249, США) в течение 15 мин при
комнатной температуре в темноте, после чего клет-

Таблица 1. Список и обозначения образцов матриксов
из ПЛА

Тип матрикса
Без 

обработки 
плазмой

Обрабо-
танные 

плазмой

Неориентированная губка ГН ГН*
Ориентированная губка ГО ГО*
Неориентированный нетка-
ный волокнистый материал

НН НН*

Ориентированный нетканый 
волокнистый материал

НО НО*
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ки отмывали раствором PBS в течение 3–5 мин. За-
тем матриксы с клетками переносили на предмет-
ные стекла, покрывали водной заливочной сре-
дой Fluoromount (Sigma F4680, Германия) и
накрывали покровными стеклами.

Для исследований образцов методом флуо-
ресцентной микроскопии использовали универ-
сальный биологический микроскоп Carl Zeiss
Axio Imager.Z1 (Zeiss, Германия). Микрофото-
графии всех исследуемых образцов получали в
одних и тех же условиях интенсивности возбуж-
дающего света и экспозиции при использовании
объектива 60 (увеличение ×600) с одновремен-
ным получением изображений по методу фазо-
вого контраста.

Подсчет ядер нейрональной культуры прово-
дили при помощи программного обеспечения Fiji
[18]. В табл. 2 представлены количества исследо-
ванных полей зрения для каждого из образцов.

Растровая электронная микроскопия в режиме
естественной среды (ЕРЭМ). Исследования мето-
дами ЕРЭМ проводили на микроскопе Versa 3D
DualBeam SEM (ThermoFisher Scientific, США).
Образцы помещали на столик с пельтье-охлажде-
нием при 10°C и 100%-ной влажности, давление в
камере опускалось до низкого вакуума (1220 Па).
Сначала все образцы исследовали при 100%-ной
влажности, но при таких условиях поверхность
частично или полностью была покрыта слоем во-
ды из образца, поэтому в течение эксперимента
давление в камере опускалось до 980 Па, что поз-
воляло полностью изучить их морфологию, а так-
же значительно улучшало отношение сигнала к
шуму при получении изображений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Флуоресцентная микроскопия. На рис. 1 пред-

ставлено сравнение флуоресцентных фотогра-
фий ядер нейронов на всех четырех типах матрик-
сов без обработки (левая колонка) и после обра-
ботки плазмой (правая колонка).

Флуоресцентная микроскопия выявила, что
адгезия нейрональной культуры на каждом из че-
тырех типов матриксов была разной. На губчатом
матриксе ГН нейроны располагались неравномер-
но, в основном на поверхности и в виде небольших
монослойных скоплений (рис. 1а). Небольшое ко-
личество клеток на поверхности матрикса может
быть связано с их проникновением в поры матрик-
са. На более плотных губчатых матриксах ГО
(рис. 1в) адгезия была значительно более равно-
мерной и без выраженных скоплений клеток.

На нетканом матриксе НН клетки распределя-
лись равномерным монослоем по всей поверхно-
сти без кластеризации (рис. 1д). Расстояние меж-
ду клетками варьировалось в диапазоне от 5 до
50 мкм. Однако на ориентированном нетканом
матриксе НО адгезия нейронов была неравно-

мерной, в виде скоплений близкорасположенных
друг к другу клеток (рис. 1ж).

Обработка плазмой в течение 60 мин привела к
улучшению адгезии клеток нейрональной культу-
ры на всех типах матриксов. По результатам мик-
роскопических исследований незначительное
увеличение среднего количества клеток после
плазменной обработки наблюдалось на ориенти-
рованных матриксах ГО* и НО* (рис. 1г, 1з соот-
ветственно), тогда как на неориентированных
матриксах ГН* и НН* увеличение адгезии клеток
было существенным (рис. 1б, 1е соответственно).

Для количественной оценки адгезии клеток
нейрональной культуры подсчитывали среднее
количество клеток в 10 полях зрения на каждом
типе матриксов. Программное обеспечение
ImageJ (NIST, США) [19] использовали для циф-
рового анализа изображений на первом этапе. За-
тем был проведен статистический анализ с помо-
щью GraphPad Prizm 9.4.1 (681) (La Jolla, Кали-
форния, США). Нормальность распределения
оценивали с помощью теста Колмогорова–
Смирнова. На последнем этапе анализа применя-
ли непараметрический критерий ANOVA Краске-
ла–Уоллиса с последующим множественным
сравнением и апостериорным критерием Данна
со значением P < 0.05.

Результаты подсчета клеточных ядер на всех
матриксах представлены на рис. 2. Статистически
значимые различия наблюдались между группа-
ми ГН и ГН*. Между другими группами статисти-
чески значимых различий выявлено не было.

Для количественной оценки увеличения адге-
зии нейрональной культуры были подсчитаны
среднее количество клеток по всем полям зрения
для каждого матрикса (табл. 2) и процент увели-
чения количества клеток.

Согласно полученным результатам плазмен-
ная обработка наилучшим образом повлияла на
адгезию на неориентированных матриксах: для
матрикса ГН среднее количество клеток увеличи-
лось на 230%, для матрикса НН – на 64%. Тогда
как для ориентированных матриксов увеличение
адгезии составило 3% для ГО и 25% для НО.

Растровая электронная микроскопия в режиме
естественной среды. Параллельно с флуоресцент-
ной микроскопией адгезированные на матриксах
нейроны исследовали с помощью метода ЕРЭМ.
Поскольку ЕРЭМ позволяет визуализировать

Таблица 2. Среднее количество клеток по полям зрения

Образец Количество
клеток Образец Количество 

клеток
Прирост 

клеток, %

ГН 22.2 ГН* 73.30 230
ГО 92.5 ГО* 95.50 3
НО 71.2 НО* 89.1 25
НН 64.2 НН* 105.6 64
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клетки только на поверхности матриксов, этот
метод использовали только для качественной
оценки клеточной адгезии.

Обнаружили заметную разницу в распределе-
нии клеток на поверхности всех типах образцов
до и после плазменной обработки (рис. 3). Оба

губчатых матрикса – неориентированный (ГН,
рис. 3а) и ориентированный (ГО, рис. 3в) – де-
монстрируют морфологию, близкую к исходным
образцам (без клеток).

После процедуры плазменной обработки на-
блюдались уменьшение пористости и резкое из-

Рис. 1. Сравнение флуоресцентных фотографий ядер нейрональной культуры на матриксах, не обработанных (левая
колонка) и обработанных плазмой в течение 60 мин (правая колонка): а – ГН, б – ГН*, в – ГО, г – ГО*, д – НН,
е – НН*, ж – НО, з – НО* (табл. 1).

50 мкм

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)

(ж) (з)

50 мкм
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менение морфологии поверхности в обоих образ-
цах: неориентированном ГН* (рис. 3б) и ориен-
тированном ГО* (рис. 3г). Такие изменения
указывают на превосходную адгезию клеток и их
пролиферацию в образцах после обработки плаз-
мой. Аналогичное поведение клеток наблюдалось
на неориентированном нетканом матриксе НН
до и после обработки плазмой (рис. 3д, 3е соот-
ветственно). На матриксе НН клетки в основном
находятся на пересечениях волокон. После обра-
ботки плазмой целые волокна покрываются вне-
клеточным матриксом (ВКМ), и распределение
клеток становится более однородным. Адгезия
клеток в ориентированном нетканом матриксе
НО совершенно иная (рис. 3ж). Волокна в этом
матриксе плотно упакованы, а размеры пор отно-
сительно малы для проникновения клеток в тол-
щу образца. В результате на поверхности образца
НО образуется относительно толстый клеточный
слой. Не было обнаружено заметной разницы в
количестве клеток на нетканом ориентирован-
ном матриксе НО* после плазменной обработки
(рис. 3з). И в этом случае проявлялся относитель-
но толстый слой клеток на поверхности матрикса
с небольшими порами размером ~10 мкм и тре-
щинами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Материалы на основе синтетических полиме-

ров, как правило, плохо смачиваются водой,
склеиваются и имеют низкую адгезию различных
веществ на поверхности. Плазмохимическая мо-
дификация материалов подвергает изменениям
лишь обрабатываемую поверхность и приповерх-
ностный слой, толщина которого может состав-
лять от десятков нанометров до единиц микро-
метров. Обработка плазмой приводит в основном
к изменению поверхностных контактных свойств
материалов – увеличению смачиваемости и адге-
зии, при этом не происходит существенных изме-
нений физико-механических характеристик [20].
При обработке материалов плазмой в атмосфере
воздуха происходит образование кислородосо-
держащих полярных групп на поверхности мате-
риала (верхний слой – 10 нм и менее) без наруше-
ния объемных свойств [21, 22].

Кроме того, происходит изменение атомного
состава, связанное с потерей низкомолекулярных
соединений за счет окисления и обрыва полимер-
ных цепей на верхних слоях материала [23]. Ука-
занные выше процессы могут приводить к изме-
нению рельефа поверхности – шероховатости
материала, что в свою очередь сводится к увели-
чению удельной поверхности, а также свободной
поверхностной энергии за счет увеличения вкла-
да полярных групп [24, 25]. Применение плазмо-
химической обработки также позволяет значи-
тельно улучшить адгезию клеточных культур на
поверхности матриксов [26].

Исследования взаимодействия между остео-
бластподобными клетками MC3T3-E1 и пленка-
ми ПЛА, обработанными воздушной плазмой,
показали, что воздушная плазма может значи-
тельно усиливать как клеточную адгезию, так и
клеточную пролиферацию [27–29].

Аналогичные результаты получены в настоя-
щем исследовании: адгезия культуры первичных
нейрональных клеток мыши на различных мат-
риксах ПЛА после обработки плазмой в атмосфе-
ре воздуха увеличивается. Количественные ре-
зультаты флуоресцентной микроскопии показа-
ли, что плазменная обработка является наиболее
эффективной для адгезии клеток на неориенти-
рованных матриксах, а именно образцах ГН* и
НН*. Среднее количество клеток увеличилось на
230% в случае неориентированного губчатого
матрикса (ГН*) и на 64% в случае неориентиро-
ванного нетканого матрикса (НН*). Это также
подтверждается исследованиями ЕРЭМ.

Флуоресцентная микроскопия не показала за-
метных изменений числа клеток на обработан-
ных плазмой ориентированных губчатых матрик-
сах ГО* по сравнению с необработанными ориен-
тированными матриксами ГО, увеличение
составило всего 3%. Однако с помощью ЕРЭМ
был получен другой результат: отчетливо види-
мый толстый монослой покрывал всю поверх-
ность матрикса. Происхождение этого слоя мо-
жет быть объяснено двумя способами:

– более узкие поры ориентированного губчатого
матрикса препятствуют проникновению клеток
вглубь и также препятствуют проникновению плаз-
мы, в результате чего происходит интенсивный рост
клеток только в областях, близких к поверхности;

– на поверхности губчатого матрикса присут-
ствуют фрагменты ВКМ, а не клеточные ядра, ко-
торые наблюдались на флуоресцентных микро-
фотографиях.

Увеличение количества клеток на ориентиро-
ванном нетканом матриксе после обработки

Рис. 2. Среднее количество клеток на матриксах до
(темные столбцы) и после (светлые столбцы) обра-
ботки плазмы.
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АЗИЕВА и др.

Рис. 3. Сравнение ЕРЭМ-изображений образцов матриксов с нейрональной культурой, не обработанных (левая ко-
лонка) и обработанных плазмой в течение 60 мин (правая колонка): а – ГН, б – ГН*, в – ГО, г – ГО*, д – НН, е – НН*,
ж – НО, з – НО* (табл. 1).
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плазмой (НО*) составило 25% по сравнению с не-
обработанным образцом (НО), что значительно
больше, чем в случае образцов пары ГО–ГО*, что
скорее всего связано с ограничением, накладыва-
емым относительно малым размером пор.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С помощью флуоресцентной микроскопии и

ЕРЭМ была изучена адгезия клеток первичной
нейрональной культуры на различных типах мат-
риксов на основе ПЛА: ориентированных и не-
ориентированных нетканых и губчатых матрик-
сах до и после обработки плазмой в воздушной
среде. Установлено, что во всех типах матриксов
плазменная обработка увеличивает адгезию кле-
ток к матриксу. Наиболее выраженный эффект
(увеличение адгезии клеток более чем в 2 раза)
обнаружен на неориентированных губчатых мат-
риксах. Относительно большое увеличение адге-
зии также наблюдалось на неориентированных
нетканых матриксах. На ориентированных губча-
тых и нетканых матриксах также наблюдалось
увеличение адгезии клеток после обработки плаз-
мой, но оно было менее выраженным. Исследо-
вание ЕРЭМ продемонстрировало равномерное
покрытие поверхности ориентированных губча-
тых и нетканых матриксов, что, предположитель-
но, связано с наличием ВКМ.

Таким образом, изменение топографии по-
верхности и гидрофильности полимерных мат-
риксов позволяет повысить клеточную адгезию
культур нейронов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 21-13-
00321 “Деформационное поведение биоразлагае-
мых матриксов различного типа при механиче-
ских нагрузках”).
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