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Создание сосудистых протезов с атромбогенным и противомикробным покрытием является очень акту-
альным направлением. Цель. Оценить биосовместимость и антимикробные свойства биодеградируемых 
сосудистых протезов различного полимерного состава с атромбогенным и противомикробным лекарствен-
ным покрытием. Материалы и методы. Модифицирование поверхности биодеградируемых сосудистых 
протезов проведено через комплексообразование с поливинилпирролидоном, который был полимеризован 
с поверхностью полимерных каркасов посредством ионизирующего излучения в 10 и 15 кГр. Оценены 
физико-механические свойства и гемосовместимость. Проведены бактериологические исследования с 
использованием тест-штаммов грамотрицательных и грамположительных микроорганизмов: Klebsiella 
pneumoniae spp. ozaena № 5055, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus АTCC 25923, Proteus 
mirabillis ATCC3177, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. Результаты. Отмечено отсутствие влияния 
модифицирующих манипуляций с участием ионизирующего излучения на физико-механические харак-
теристики биодеградируемых протезов. Сосудистые протезы с атромбогенным и противомикробным 
покрытием проявляли атромбогенные свойства при контакте с кровью, в 5–7 раз снижая агрегацию тром-
боцитов (p < 0,05). Также на поверхности матриксов с лекарственным покрытием выявлено снижение 
адгезии и индекса деформации тромбоцитов (для протезов на основе PCL последний уменьшился в 1,9 раза 
относительно немодифицированных аналогов (p < 0,05), на основе PHBV/PCL – в 1,3 раза относительно 
немодифицированных аналогов и в 1,5 раза относительно матриксов с поливинилпирролидоном (p < 0,05). 
При проведении бактериологических исследований обнаружено местное ингибирующее действие в месте 
наложения на агар матриксов с катионным амфифилом. Зон задержки роста не выявлено. Полимерный 
состав матриксов и использованная доза ионизирующего излучения не привели к разнице в бактериоста-
тических свойствах матриксов с амфифилом. Заключение. Проведение полного цикла модифицирования 
поверхности полимерных биодеградируемых протезов на основе как PCL, так и композиции РHBV/PCL, 
привело к значимому повышению атромбогенных и противомикробных свойств протезов и не ухудшило 
физико-механические и биосовместимые свойства разрабатываемых конструкций.
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ВВедеНие
Одной из перспективных современных областей, 

занимающихся разработкой эффективных протезов 
кровеносных сосудов, является сосудистая ткане-
вая инженерия [1]. Существуют различные подходы 
тканевой инженерии кровеносных сосудов, но все 
они направлены на создание функционального со-
судистого имплантата, имеющего строение, схожее 
с организацией тканей нативной артерии, и демонс-
трирующего проходимость в отдаленный послеопе-
рационный период. Основой подобного сосудистого 
протеза является искусственный трубчатый матрикс, 
чаще всего выполненный из биодеградируемых 
природных и/или синтетических полимеров, об-
ладающих высокой биосовместимостью. Матрикс 
представляет собой каркас, который заселяется ау-
тологичными клетками в условиях in vitro или in situ.

Широкое применение сосудистых протезов в ме-
дицине усилило потребность в полимерных мате-
риалах с антибактериальными свойствами. Точную 
этиологию инфицирования сосудистого протеза ус-
тановить сложно, так как в большинстве случаев она 
носит многофакторный характер [2]. Обсеменение 
микроорганизмами сосудистого протеза может про-
исходить как экзогенным, так и эндогенным путем 
(бактериемия) [3, 4]. Несмотря на размещение сте-
рильного сосудистого протеза в неинфицированном 
поле, около 20% из них инфицируются, увеличивая 
процент последующей окклюзии протеза до 27% [5]. 
Данные обстоятельства требуют дополнительной ан-
тимикробной и атромбогенной защиты поверхности 
сосудистых протезов.

Патогенная микробная адгезия к поверхностям с 
последующим ростом и колонизацией клеток при-
водит к образованию биопленки с высокой устой-
чивостью к антибиотикам и защитным механизмам 

evaluaTiOn Of The BiOcOmPaTiBiliTY and anTimicrOBial 
PrOPerTieS Of BiOdeGradaBle vaScular GrafTS 
Of variOuS POlYmer cOmPOSiTiOn wiTh aTrOmBOGenic 
and anTimicrOBial druG cOaTinG
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Creation of vascular grafts with atrombogenic and antimicrobial coating is a very important area. Objective: to 
evaluate the biocompatibility and antimicrobial properties of biodegradable vascular grafts of various polymer 
compositions with atrombogenic and antimicrobial drug coating. Materials and methods. Modification of the 
surface of the biodegradable vascular grafts was performed through complexation with polyvinylpyrrolidone, which 
was polymerized with polymer scaffold surface by means of ionizing radiation at 10 and 15 kGy. Physical and 
mechanical properties, as well as hemocompatibility were evaluated. Bacteriological studies were carried out using 
test strains of gram-negative and gram-positive microorganisms: Klebsiella pneumoniae spp. ozaena No. 5055, 
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus mirabillis ATCC3177, Pseudomonas 
aeruginosa. Results. There was no influence of modifying manipulations with ionizing radiation on the physical 
and mechanical characteristics of biodegradable prostheses. Vascular grafts with atrombogenic and antimicrobial 
coatings exhibited atrombogenic properties upon contact with blood, reducing platelet aggregation by 5–7 times 
(p < 0.05). Also decrease in adhesion and platelets deformation index was found on the surface of drug-eluting 
scaffolds (for PCL-based prostheses, the latter decreased by 1.9 times relative to unmodified counterparts (p < 
0.05), for PHBV/PCL-based prostheses – by 1.3 times relative to unmodified counterparts and 1.5 times relative 
to scaffolds with polyvinylpyrrolidone (p < 0.05). Bacteriological studies revealed a local inhibitory effect in the 
place where scaffolds with cationic amphiphile were applied on agar. No growth retardation zones were identified. 
Polymeric composition of the scaffolds and the used dose of ionizing radiation did not lead to a difference in the 
bacteriostatic properties of the scaffolds with amphiphile. Conclusion. A full cycle of surface modification of 
biodegradable polymer prostheses based on both PCL and РHBV/PCL composition resulted in significant increase 
in the atrombogenic and antimicrobial properties of prostheses and did not worsen the physical-mechanical and 
biocompatible properties of the structures being developed.
Keywords:  biodegradable  polymers,  small  diameter  vascular  grafts,  atrombogenic  drug  coating,  cationic 
amphiphile.
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хозяина [6, 7], что в клинической практике вызывает 
необходимость замены протеза. Это создает неудобс-
тва и увеличивает риск для пациента. Самый эф-
фективный способ по предупреждению образования 
биопленки на поверхности протезного материала – 
предотвращение адгезии бактериальных клеток на 
начальном этапе инфицирования протезного матери-
ала. Этого можно добиться путем замены привычных 
протезных материалов на антимикробные биосов-
местимые полимеры [8, 9].

В сочетании с общими проблемами снижения эф-
фективности антибактериальных препаратов в связи 
с появлением бактерий с множественной лекарствен-
ной устойчивостью становится крайне актуальной 
разработка сосудистого протеза с высокой антибак-
териальной активностью и низкой вероятностью ин-
дуцирования лекарственной устойчивости. Выходом 
из сложившейся ситуации может быть подход, заклю-
чающийся во введении антибактериального препа-
рата непосредственно в структуру протеза. С одной 
стороны, данный подход решает проблему локальной 
доставки препарата, а с другой – обеспечивает воз-
действие препарата на микроорганизмы до момента 
формирования ими биопленок.

В последнее десятилетие для доставки и пролон-
гированного высвобождения лекарственных препа-
ратов широкое распространение получили гидроге-
ли – трехмерные полимерные сети, получаемые из 
водорастворимых или биодеградируемых природных 
или синтетических полимеров, в которых антибак-
териальный агент связан с полимерной матрицей 
посредством нековалентных взаимодействий [10].

Наиболее привлекательными соединениями с 
антимикробной активностью, к которым не разви-
вается устойчивости микроорганизмов, относятся 
катионные амфифилы (КА) – молекулы с одной или 
несколькими положительно заряженными группами 
и липофильными фрагментами [11, 12]. Данные со-
единения являются синтетическими аналогами кати-
онных природных антимикробных препаратов: они 
также способны вызывать нарушение трансмемб-
ранного потенциала, утечку цитоплазматического 
содержимого и в конечном итоге гибель клеток [13]. 
Большинство этих соединений обладают высокой 
эффективностью в отношении как грамположитель-
ных, так и грамотрицательных бактерий (в том числе 
к штаммам, устойчивым к антибиотикам) наряду с 
хорошей селективностью в отношении клеток мле-
копитающих. Возможность получения амфифилов, 
разрушающих бактериальные мембраны и в то же 
время имеющих другие бактериальные мишени, в 
значительной степени снижает вероятность возник-
новения резистентности к таким соединениям. Вы-
сокая стабильность данных соединений, в том числе 
в физиологических жидкостях, в сочетании с низкой 
стоимостью их синтеза делает эти соединения наибо-

лее перспективными кандидатами на роль низкомо-
лекулярных модификаторов полимерных материалов 
с антибактериальными свойствами.

Создание тканеинженерного сосудистого протеза 
с высокопористой стенкой – крайне важный момент 
для полноценной миграции клеток в стенку проте-
за из кровотока и окружающих тканей и последу-
ющей пролиферации и дифференцировки клеток в 
сосудистом направлении. Однако протез с подоб-
ной архитектоникой поверхности, безусловно, спо-
собен провоцировать тромбообразование. Поэтому 
дополнительная модификация поверхности ткане-
инженерных высокопористых сосудистых протезов 
малого диаметра лекарственными препаратами с 
антиагрегантной и антикоагулянтной активностью 
может предотвратить запуск процессов тромбооб-
разования после имплантации подобных протезов в 
сосудистое русло.

Цель исследования – оценить биосовместимость 
и антимикробные свойства биодеградируемых сосу-
дистых протезов различного полимерного состава с 
атромбогенным и противомикробным лекарствен-
ным покрытием.

МАтериАл и МетОды
изготовление биодеградируемых 
сосудистых протезов

Методом электроспиннинга изготовлены две раз-
новидности полимерных трубчатых каркасов диа-
метром 4 мм: из 12% раствора поли(ε-капролактона) 
(PCL; Sigma-Aldrich, США) и из полимерной ком-
позиции 2% раствор поли(3-гидроксибутирата-ко-
3-гидроксивалерата) (PHBV, Sigma-Aldrich) и 12% 
раствор поли(ε-капролактона) (PCL, Sigma-Aldrich) в 
соотношении 1 : 2. В качестве растворителя исполь-
зован 1,1,1,3,3,3-гексафлуоро-2-пропанол (Sigma-
Aldrich, США). Электроспиннинг проводили на 
приборе Nanon-01A (MECC, Япония). Для изготов-
ления протезов PCL выбран следующий режим: на-
пряжение на игле – 22 kV, скорость подачи раствора 
полимера – 0,5 мл/ч, скорость вращения коллектора –  
1000 об/мин, скорость передвижения иглы – 60 мм/с, 
расстояние от иглы до намоточного коллектора – 
15 см. Для изготовления протезов PHBV/PCL ис-
пользован режим: напряжение на игле – 20 kV, ско-
рость подачи раствора полимера – 0,5 мл/ч, скорость 
вращения коллектора – 1000 об/мин, скорость пе-
редвижения иглы – 60 мм/с, расстояние от иглы до 
намоточного коллектора – 15 см.

Формирование атромбогенного покрытия 
на поверхности биодеградируемых 
сосудистых протезов

Дополнительная модификация поверхности про-
тезов PCL и PHBV/PCL с целью повышения тром-
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борезистентности проведена по собственной ори-
гинальной методике [14]. Гидрогелевое покрытие 
на внутренней поверхности полимерного протеза 
формировали с помощью метода радиационной при-
вивочной полимеризации. Для этого протезы PCL и 
PHBV/PCL диаметром 4 мм погружали на 30 мин 
в 5% раствор поливинилпирролидона (PVP, К 90; 
PanReac AppliChem, Германия) в этиловом спирте 
с полным заполнением внутреннего канала проте-
зов. Далее протезы вынимали из раствора и сушили 
горизонтально в течение 24 часов на воздухе при 
комнатной температуре. Для проведения прививки 
PVP к поверхности протезов изделия помещали в 
стеклянные пробирки, которые заполняли инертным 
газом аргоном, герметично запаковывали парафил-
мом и облучали ионизирующим излучением в двух 
различных режимах (с общей поглощенной дозой 
10 и 15 кГр) с использованием импульсного линей-
ного ускорителя ИЛУ-10 с энергией пучка 5 МэВ 
50 кВТ (производитель – ИЯФ им. Г.И. Будкера СО 
РАН, Россия). Таким образом, одновременно с мо-
дифицированием происходила стерилизация сосу-
дистых протезов, поэтому дальнейшие манипуляции 
по формированию лекарственного покрытия прово-
дили в стерильных условиях. Непривитый полимер 
отмывали водой для инъекций в течение 60 минут. 
Качество прививки оценивали методом ИК-спектро-
скопии, анализируя спектры ИК НПВО внутренней 
поверхности модифицированных протезов на при-
боре Bruker Vertex 80v (Германия) с приставкой ATR 
(Германия) в спектральной области 4000–500 см–1.

Для создания лекарственного покрытия были 
выбраны два вещества – илопрост и катионный ам-
фифил 1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-диазониабицик-
ло[2.2.2]октан-1-ил)пентан тетрабромид без допол-
нительных реакционноспособных групп.

Илопрост (Ilo, Bayer, Германия) – лекарственный 
препарат зарегистрирован на территории Российской 

Федерации и разрешен к использованию в медицин-
ских целях. Является синтетическим аналогом про-
стациклина, ингибирует агрегацию, адгезию и реак-
цию высвобождения тромбоцитов; восстанавливает 
нарушенную микроциркуляцию при помощи индук-
ции вазодилатации, торможения активации тромбо-
цитов, активации фибринолиза, восстановления и 
защиты эндотелия; подавляет адгезию и миграцию 
лейкоцитов после повреждения эндотелия.

Катионные амфифилы (A) в целом, а 1,5-Бис-(4-
тетрадецил-1,4-диазониабицикло[2.2.2]октан-1-ил)
пентан тетрабромид (Нано Тех-С, Россия) в част-
ности, обладают рибонуклеазной активностью, и как 
следствие, высокой антибактериальной и противо-
вирусной активностью [15–17]. Дополнительным 
аргументом в пользу выбора данного соединения 
является тот факт, что оно прошло все необходимые 
испытания и используется в ветеринарии в качест-
ве противовирусного препарата Тривиджект (ООО 
«ТрионисВет», Россия) в виде раствора для инъ-
екций.

Катионный амфифил, 1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-
диазониабицикло[2.2.2]октан-1-ил)пентан тетра-
бромида без дополнительных реакционноспособных 
групп (соединение 3, рис. 1), был синтезирован, как 
описано ранее [16]. ЯМР-1Н спектр полученного 
соединения (3) совпадает с литературными данны-
ми [16].

Присоединение илопроста и катионного амфифи-
ла 1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-диазониабицикло[2.2.2]
октан-1-ил)пентан тетрабромида к гидрогелевому 
покрытию выполняли посредством комплексообра-
зования. Готовили стерильный модифицирующий 
раствор, содержащий катионный амфифил (А) в кон-
центрации 0,25 мг/мл. Для этого 0,025 г амфифила 
1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-диазониабицикло[2.2.2]
октан-1-ил)пентан тетрабромида растворяли в 1–2 мл 
метанола. Полученный раствор медленно при пере-

Рис. 1. Схема синтеза 1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-диазониабицикло[2.2.2]октан-1-ил)пентан тетрабромида

Fig. 1. Synthesis scheme of 1,5-Bis-(4-tetradecyl-1,4-diazoniabicyclo[2.2.2]octan-1-yl)pentane tetrabromide
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мешивании добавляли в колбу со стерильной водой 
для инъекций и доводили объем до 98 мл. После это-
го в раствор вводили 2 мл илопроста (Ilo) из расчета 
20 мкг на 100 мл (0,2 мкг/мл). Для присоединения 
лекарственных препаратов к PVP покрытию сосу-
дистые протезы выдерживали в модифицирующем 
растворе, содержащем лекарственные препараты, в 
течение 30 минут. Далее готовые сосудистые протезы 
PCL/PVP/Ilo/А и PHBV/PCL/PVP/Ilo/А высушивали 
на воздухе в стерильных условиях и размещали в 
стерильные емкости для хранения.

В качестве немодифицированных контролей вы-
ступили образцы PCL и PHBV/PCL, в качестве групп 
сравнения – образцы PCL/PVP и PHBV/PCL/PVP с 
воздействием ионизирующего излучения в дозе 10 и 
15 кГр. Все работы проведены в условиях стериль-
ного бокса. Перечень опытных и контрольных групп 
представлен в табл. 1.

Таблица 1
Виды полимерных образцов

Types of polymer samples
Наименование образцов

PHBV/PCL PCL
PHBV/PCL/PVP – 10 кГр PCL/PVP – 10 кГр
PHBV/PCL/PVP – 15 кГр PCL/PVP – 15 кГр

PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр
PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр

Оценка физико-механических свойств
Оценку механических свойств биодеградируе-

мых сосудистых протезов до и после осуществления 
дополнительного атромбогенного лекарственного 
по крытия проводили в условиях одноосного рас-
тяжения на универсальной испытательной машине 
серии Z (Zwick/Roell) с использованием датчика с но-
минальной силой 50 Н. Скорость перемещения тра-
версы при испытании составила 50 мм/мин. Предел 
прочности материала оценивали как максимальное 
напряжение при растяжении (МПа) до начала разру-
шения. Упруго-деформативные свойства материала 
оценивали по относительному удлинению до начала 
разрушения образца (%) и модулю Юнга (МПа), ко-
торый определяли в диапазонах физиологического 
давления (80–120 мм рт. ст.). В качестве контроля 
использовали интактную сонную артерию овцы.

Оценка гемосовместимости
Гемолиз эритроцитов

Исследование гемолиза эритроцитов после кон-
такта с поверхностью полимерных образцов прово-
дили согласно стандарту ISO 10993.4. Использовали 
свежую донорскую кровь, в которую добавляли цит-
рат натрия 3,8% в соотношении 1 : 9 (цитрат : кровь). 

Полимерные образцы размером 25 см2 в количестве 
5 шт. для каждого вида материала помещали в бюк-
сы, содержащие 10 мл физиологического раствора. 
Бюксы выдерживали в термостате при температуре 
37 °С в течение 120 мин. В качестве положительно-
го и отрицательного контролей использовали фи-
зиологический раствор и дистиллированную воду 
соответственно. Через два часа после инкубации в 
каждый бюкс добавляли по 200 мкл цитратной крови 
и снова помещали в термостат на 60 мин при 37 °С. 
После инкубации полимерные образцы изымали из 
бюксов в соответствующие пробирки и центрифуги-
ровали в течение 10 минут при 2800 об/мин с целью 
осаждения эритроцитов. Оптическую плотность по-
лученных растворов измеряли на спектрофотометре 
GENESYS 6 (Thermo SCIENTIFIC, США) при длине 
волны 545 нм.

Степень гемолиза (Н) в % определяли по формуле 
[18, 19]:

,

где Dt – оптическая плотность пробы, инкубируемой 
с исследуемым материалом; Dne – оптическая плот-
ность положительного контроля; Dрe – оптическая 
плотность пробы после 100% гемолиза.

За полное отсутствие гемолиза принимали сред-
нее значение показателя оптической плотности при 
измерении физиологического раствора с кровью (по-
ложительный контроль), равное 0. За 100% гемолиз 
принимали среднее значение оптической плотности 
прибора при измерении дистиллированной воды с 
кровью (отрицательный контроль), которое соста-
вило 0,279.

Агрегация тромбоцитов
Исследование проводили согласно стандарту ISO 

10993.4. Использовали свежую донорскую кровь, в 
которую добавляли цитрат натрия 3,8%, в соотно-
шении 1 : 9 (цитрат : кровь). Для получения обога-
щенной тромбоцитами плазмы (ОТП) кровь цент-
рифугировали в течение 10 минут при 1000 об/мин. 
Бедную тромбоцитами плазму (БТП) получали при 
помощи повторного центрифугирования ОТП в те-
чение 20 минут при 4000 об/мин. БТП использовали 
для калибровки прибора. В качестве положитель-
ного контроля выступила интактная обогащенная 
тромбоцитами плазма. Измерения осуществляли в 
спонтанном режиме без индукторов агрегации. Для 
восстановления уровня ионов Са+2 в цитратной крови 
использовали раствор СаCl2 с молекулярной массой 
0,025 М, после чего производили измерения. Соот-
ношение пробы и реагента составило 250 мкл ОТП + 
25 мкл СаCl2. Время контакта исследуемых образцов 
с ОТП – 3 минуты. Измерение максимума агрегации 
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тромбоцитов крови проводили на полуавтоматиче-
ском анализаторе агрегации тромбоцитов «АРАСТ 
4004» (LABiTec, Германия).

Адгезия тромбоцитов
Образцы полимерных матриксов (n = 2) разме-

ром 0,5 см2 инкубировали в течение 2 ч при 37 °С в 
300 мкл обогащенной тромбоцитами плазмы (ОТП), 
полученной из свежей цитратной донорской крови 
при ее центрифугировании в течение 10 мин при 
1200 об/мин. Далее исследуемые образцы промывали 
фосфатно-солевым буферным раствором (pH – 7,4) 
с целью удаления неадгезированных компонентов 
плазмы. После чего образцы фиксировали в 2% 
растворе глутарового альдегида в течение 24 часов, 
промывали PBS и дегидротировали в серии спиртов 
восходящей концентрации от 30 до 100% в течение 
15 минут в каждом с последующим досушиванием 
при комнатной температуре. Затем образцы монтиро-
вали на специальные столики с помощью углеродно-
го скотча и на их поверхности формировали токопро-
водящее (Au/Pd) покрытие при помощи вакуумной 
установки EM ACE200 (Leica Mikrosysteme GmbH, 
Австрия). Для анализа использовали 8 наиболее ха-
рактерных полей, выбранных случайным образом. 
Адгезивную способность поверхности материалов 
оценивали по количеству тромбоцитов на 1 мм2, по 
преобладанию типа тромбоцита на поверхности и по 
индексу их деформации (ИД), который рассчитывали 
по формуле [18–20]:

ИД = (Количество типа I × 1 + количество типа II × 
2 + количество типа III × 3 + количество типа IV × 
4 + количество типа V × 5) / общее количество тром-
боцитов

Типы тромбоцитов в зависимости от активации:
I – тромбоцит дискообразной формы, без дефор-

мации;
II – тромбоцит увеличен в размере с зачатками 

псевдоподий в виде выпячиваний;
III – тромбоцит значительно увеличен в размере, 

неправильной формы, с ярко выраженными псевдо-
подиями, тромбоциты имеют тенденцию скапливать-
ся в более крупные конгломераты;

IV – распластанный тромбоцит, цитоплазма рас-
пространяется между псевдоподиями;

V – тромбоцит в виде пятна с гранулами, за счет 
распространения цитоплазмы псевдоподии не могут 
быть идентифицированы.

Бактериологические исследования
Для проведения бактериологического исследова-

ния использовали следующие штаммы микроорга-
низмов: Klebsiella pneumoniae spp. ozaena № 5055, 
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 
АTCC 25923, Proteus mirabillis ATCC3177, Pseudomo-

nas aeruginosa ATCC27853. Данные микроорганизмы 
были выбраны для эксперимента, ввиду того что они 
наиболее часто встречаются при инфекционных ос-
ложнениях в кардиохирургии. Определение чувстви-
тельности контрольных штаммов микроорганизмов 
к исследуемым полимерным матриксам проводили с 
помощью диско-диффузионного метода оценки чувс-
твительности бактерий к катионному амфифилу (А), 
введенному в состав матрикса посредством комплек-
сообразования с PVP в концентрации 0,25 мг/мл. Для 
приготовления суспензии микроорганизмов исполь-
зовали метод прямого суспендирования колоний в 
стерильном изотоническом растворе до плотности 
0,5 по стандарту мутности МакФарланда. Не позднее 
чем через 60 минут бактериальную суспензию нано-
сили на чашки с агаром, штриховыми движениями в 
трех направлениях на всю поверхность агара таким 
образом, чтобы штрихи плотно прилегали друг к дру-
гу. Диски с полимерными матриксами раскладыва-
ли не позднее 15 минут после инокуляции чашек. 
Чашки инкубировали в термостате при температуре 
35–36 °С в течение 24–48 часов.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных производили 

в программе Prism 7 (GraphPad, США). Характер 
распределения в выборках оценивали при помощи 
критерия Колмогорова–Смирнова. Данные представ-
лены в виде медианы и процентилей (Мe, 25–75%). 
Для множественного сравнения использовали h-кри-
терий Краскела–Уоллиса c применением поправки 
FDR, достоверными считали различия при уровне 
значимости р < 0,05.

реЗУльтАты
результаты прививочной полимеризации 
поливинилпирролидона

В ИК-спектрах немодифицированных и модифи-
цированных PVP матриксов PHBV/PCL присутство-
вали полосы валентных колебаний C=O (эфирный 
карбонил) при 1724 см–1, валентные полосы C–O 
были отмечены при 1278 и 1054 см–1 (рис. 2) [21]. 
В спектрах всех исследуемых образцов также на-
блюдали полосы небольшой интенсивности при 
2942 и 2865 см–1, соответствующие асимметричным 
колебаниям метилен-кислородной группы (CH2‒O) 
и симметричным колебаниям метиленовой группы 
(CH2‒) соответственно [22]. В отличие от немоди-
фицированных образцов, в спектрах PVP-модифи-
цированных матриксов присутствовала полоса при 
1654 см–1, относящаяся к карбонилу амидной группы 
пирролидонового кольца [23], что свидетельствует 
о прививке полимера к поверхности сосудистого 
протеза. Отсутствие изменений положения и интен-
сивности характеристических полос в ИК-спектре 
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PHBV/PCL говорит о незначительном влиянии усло-
вий модифицирования, в частности ионизирующего 
излучения на структуру материала. Аналогичная кар-
тина была получена при исследовании полимерных 
сосудов на основе PCL.

Физико-механические свойства
Оценку долгосрочной проходимости разрабаты-

ваемых сосудистых протезов планируется прово-
дить на модели овцы. Поэтому в процессе изучения 
физико-механических свойств протезов в качестве 

дополнительной группы сравнения выбрана сонная 
артерия овцы.

Процедура полимеризации промежуточного по-
лимера PVP с поверхностью матриксов из PCL с 
помощью ионизирующего излучения в 10 и 15 кГр 
снизила в 1,6 раза предел прочности (p < 0,05) и не-
значительно повысила Модуль Юнга данных мат-
риксов (табл. 2).

В то же время модификация PVP матриксов PHBV/
PCL не отразилась на их прочностных свойствах, 
но привела к повышению Модуля Юнга в 1,9 раза 

Рис. 2. ИК-спектры немодифицированной и модифицированной PVP внутренней поверхности полимерного сосудис-
того графта на примере PHBV/PCL

Fig. 2. IR spectra of unmodified and modified PVP of the inner surface of a polymer vascular graft using PHBV/PCL as an 
example

Таблица 2
Механические свойства полимерных трубчатых каркасов до и после модифицирования 

в сравнении с сонной артерией овцы
Mechanical properties of polymer tubular scaffolds before and after modification in comparison 

with sheep carotid artery
Вид образца n Напряжение, МПа Относительное удлинение, % Модуль Юнга, МПа

Сонная артерия овцы 14 1,2 (1,06–1,9) 158,5 (126,0–169,5) 0,49 (0,39–0,66)
PHBV/PCL 7 3,99 (3,71–4,23)# 1438,0 (1403,0–1510,0)# 11,52 (10,66–12,21)#

PCL 7 5,84 (5,56–6,13)# 1391,0 (1350,0–1413,0)# 9,33 (9,23–9,55)#

PHBV/PCL/PVP – 10 кГр 7 3,74 (3,5–3,83)# 1302,0 (1234,0–1360,0)* # 22,39 (21,59–23,71)* #

PHBV/PCL/PVP – 15 кГр 7 3,61 (3,23–4,01)# 1202,0 (1120,0–1298,0)* # 19,8 (18,23–20,9)* #

PCL/PVP – 10 кГр 7 3,56 (3,51–3,7)* # 1297,0 (1258,0–1342,0)* # 10,66 (10,37–11,01)* #

PCL/PVP – 15 кГр 7 3,75 (3,48–4,01)* # 1183,0 (1157,0–1215,0)* # 12,86 (11,86–14,06)* #

PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 7 3,57 (3,28–3,93)# 1258,0 (1200,0–1392,0)* # 15,24 (14,78–15,84)* #

PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 7 3,89 (3,88–3,99)# 1364,0 (1343,0–1393,0)* # 14,55 (13,22–15,24)* #

PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 7 3,77 (3,66–3,87)* # 1421,0 (1380,0–1467,0)# ▲ 9,54 (9,43–9,76)# ▲

PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 7 4,02 (3,8–4,18)* # 1454,0 (1433,0–1458,0)* # ▲ 10,15 (9,82–10,57)* # ▲

Примечание.  * – p < 0,05 относительно PHBV/PCL или PCL; # – p < 0,05 относительно сонной артерии овцы; 
▲ – p < 0,05 относительно PHBV/PCL-PVP облучение 15 кГр или PCL-PVP облучение 15 кГр.

Note. * – p < 0.05 relative to PHBV/PCL or PCL; # – p < 0.05 relative to the sheep carotid artery; ▲ – p < 0.05 relative to 
15 kGy PHBV/PCL-PVP irradiation or 15 kGy PCL-PVP irradiation.
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(p < 0,05). Последующая модификация амфифилом 
и илопростом методом комплексообразования не 
повлияла на показатель прочности матриксов PCL, 
модифицированных PVP, но снизила жесткость мат-
риксов PHBV/PCL, приобретенную в процессе по-
лимеризации с PVP. Таким образом, процедура фор-
мирования лекарственного покрытия на поверхности 
сосудистых протезов PHBV/PCL и PCL с участием 
ионизирующего излучения не приводила к значимо-
му изменению физико-механических характеристик 
протезов.

Гемосовместимые свойства
Изучение агрегационной активности тромбоци-

тов выявило статистически значимые отличия между 
интактной ОТП и всеми исследуемыми группами 
матриксов (табл. 3).

При сравнении двух видов немодифицированных 
матриксов PHBV/PCL и PCL между собой досто-
верных отличий не выявлено. Полимеризация по-
верхности матриксов с PVP под воздействием иони-
зирующего излучения 15 кГр несколько увеличила 
агрегацию тромбоцитов к поверхности матриксов. 
Однако последующая процедура комплексообразо-
вания полимеризованного PVP с илопростом и амфи-
филом в 6–7 раз снизила агрегацию тромбоцитов по 
сравнению с результатами интактной ОТП (p < 0,05). 
Такое значимое снижение агрегации тромбоцитов, 
по-видимому, связано с действием илопроста. При-
сутствие амфифила в дозировке 0,25 мг/мл не при-

вело к достоверному увеличению агрегации тром-
боцитов.

Гемолиз эритроцитов не превышал допустимые 
2% при контакте эритроцитов с поверхностью всех 
разновидностей матриксов. Межгрупповых досто-
верных различий также не выявлено.

Адгезия тромбоцитов
После контакта немодифицированных матрик-

сов PHBV/PCL и PCL с интактной ОТП количество 
тромбоцитов на поверхности матриксов PCL было 
в 3 раза больше, чем на поверхности PHBV/PCL 
(табл. 4, рис. 3, 4). На немодифицированных мат-
риксах преобладали тромбоциты II и III типа, однако 
ИД тромбоцитов после контакта с поверхностью PCL 
оказался в 1,4 раза выше (р < 0,05), чем при контакте 
тромбоцитов с поверхностью матриксов PHBV/PCL.

После полимеризации поверхности PCL-мат-
риксов с PVP с применением облучения в дозе 10 и 
15 кГр не отмечено достоверных изменений степени 
адгезии тромбоцитов относительно немодифициро-
ванных PCL-матриксов. Однако обращает на себя 
внимание увеличение доли тромбоцитов IV типа при 
использовании облучения дозой 15 кГр.

Пришивка PVP к поверхности PHBV/PCL мат-
риксов увеличила степень адгезии тромбоцитов вне 
зависимости от используемой дозы облучения почти 
в 2 раза с некоторым увеличением числа тромбо-
цитов IV типа при использовании дозы облучения 
15 кГр. Однако ИД тромбоцитов после полимери-

Таблица 3
Максимум агрегации тромбоцитов крови человека после контакта с модифицированными 

и немодифицированными полимерными матриксами
Maximum aggregation of human blood platelets after contact with modified and unmodified polymer 

scaffolds
Вид образца Максимум агрегации тромбоцитов, %

Ме (25–75%)
Степень гемолиза эритроцитов, %

Ме (25–75%)
PHBV/PCL 87,23 (83,95–89,84)* 0,504 (0,0–1,01)
PCL 87,23 (83,27–89,35)* 0,504 (0,0–1,01)
PHBV/PCL/PVP – 10 кГр 85,8 (84,37–89,03)* 0,704 (0,5–1,01)
PHBV/PCL/PVP – 15 кГр 88,53 (86,59–89,37)* 0,2 (0,0–0,5)
PCL/PVP – 10 кГр 83,51 (82,68–86,60)* 0,2 (0,0–0,5)
PCL/PVP – 15 кГр 90,12 (82,57–90,60)* 0,704 (0,5–1,01)
PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 12,1 (11,05–12,78)* # 0,2 (0,0–0,5)
PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 12,18 (11,15–12,24)* # 0,5 (0,0–0,5)
PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 10,86 (9,04–11,39)* # 0,504 (0,0–1,01)
PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 10,7 (10,38–17,23)* # 0,404 (0,0–1,01)
Интактная обогащенная 
тромбоцитами плазма (ОТП) 74,65 (72,45–75,31) –

Примечание. * – р < 0,05 относительно интактной ОТП; # – р < 0,05 относительно немодифицированных матриксов 
PCL и PHBV/PCL.

Note. * – p < 0.05 relative to intact PRP; # – p < 0.05 relative to unmodified PCL and PHBV/PCL scaffolds.



130

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XXIII   № 2–2021

зации поверхности матриксов с PVP не претерпел 
достоверных изменений.

При анализе поверхности матриксов PCL/PVP/
Ilo/А – 10 кГр после контакта с интактной ОТП выяв-
лено достоверное снижение относительно матриксов 
PCL/PVP – 10 кГр как количества адгезированных 
тромбоцитов, так и ИД тромбоцитов – в 1,5 и 1,7 раза 
соответственно (p < 0,05). При контакте с поверхнос-
тью матрикса PCL/PVP/Ilo/А – 15 кГр исследуемые 
показатели уменьшились в 1,3 и 1,5 раза соответс-
твенно.

Формирование атромбогенного и противомикроб-
ного лекарственного покрытия Ilo/A на поверхности 
матриксов PHBV/PCL/PVP – 15 кГр в 1,5 раза сни-
зило количество адгезированных тромбоцитов и в 
2 раза уменьшило количество тромбоцитов III типа c 
превалированием на поверхности матриксов PHBV/
PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр и PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 
15 кГр тромбоцитов I и II типа, что в итоге привело 
к снижению ИД тромбоцитов в 1,5 раза (p < 0,05).

результаты бактериологического 
исследования

На рис. 5, 6 представлены фотографии, получен-
ные при оценке бактериостатических свойств мат-
риксов различного полимерного состава, содержа-
щих катионный амфифил в концентрации 0,25 мг/мл  
при дозах облучения 10 и 15 кГр. В сравнительном 

аспекте изучены бактериостатические свойства не-
модифицированных матриксов. Выявлено, что во 
всех образцах, содержащих катионный амфифил, 
подавление роста Klebsiella pneumoniae spp. ozaena 
№ 5055, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus 
aureus АTCC 25923, Proteus mirabillis ATCC3177, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 носило местное 
ингибирующее действие в месте наложения матрик-
сов на агар. Зон задержки роста не выявлено. По-
лимерный состав матриксов и использованная доза 
ионизирующего излучения не привели к разнице в 
бактериостатических свойствах матриксов с амфи-
филом.

Немодифицированные матриксы не обладали 
бактериостатическим эффектом: в месте наложения 
матриксов продолжен рост колоний.

Для того чтобы проверить возможность матриксов 
вызывать гемолиз эритроцитов, был использован агар 
Мюллера–Хинтона с кровью (рис. 7). K. pneumoniae 
не обладает гемолитическими свойствами, поэтому 
был выбран именно этот микроорганизм. В резуль-
тате наблюдалось отсутствие гемолиза как вокруг 
матриксов, так и в зоне его локации.

ОБСУЖдеНие
Поверхностная модификация биодеградируе-

мых сосудистых протезов на основе PCL и PHBV/
PCL осуществлена с помощью формирования на их 

Таблица 4
Показатели адгезии тромбоцитов после контакта с полимерными матриксами PHBV/PCL и PCL 

в зависимости от варианта поверхностной модификации
Platelet adhesion indicators after contact with polymer scaffolds PHBV/PCL and PCL depending  

on the surface modification variant
Вид образца Тип тромбоцита, % Количество тромбоцитов на 1 мм2

Ме (25–75%)
Индекс деформации

Ме (25–75%)I II III IV V
PHBV/PCL 7,7 30,8 53,8 7,7 0,0 578,0 (0,0–1349,0) 1,75 (0,0–2,9)
PCL 4,7 46,5 41,9 4,7 2,3 1734,0 (866,9–3179,0)* 2,5 (2,0–2,7)*
PHBV/PCL/PVP – 10 кГр 49,0 1,0 48,0 2,0 0,0 953,0 (1,0–2689,0)* 1,85 (0,0–2,9)
PHBV/PCL/PVP – 15 кГр 3,0 27,3 45,5 21,2 3,0 1156,0 (0,0–3082,0)* 1,91 (0,0–2,9)
PCL/PVP – 10 кГр 8,1 64,9 16,2 10,8 0,0 1927,0 (96,3–3082,0)** 2,2 (0,5–2,5)
PCL/PVP – 15 кГр 12,5 25,5 12,5 50,0 0,0 1728,0 (846,4–3058,0)σ 1,9 (0,0–2,8)
PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 25,0 50,0 21,6 3,4 0,0 768,6 (0–1366,0) 1,3 (0,0–2,6)**
PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 12,5 62,5 18,8 6,2 0,0 770,6 (0–1445,0)σ 1,3 (0,0–2,4)σ

PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр 3,7 56,0 31,4 8,9 1310,0 (0,0–3176,0)α 1,3 (0,0–2,6)# α

PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр 4,7 6,3 71,8 17,2 1349,0 (0,0–3275,0) 1,3 (0,0–2,8)# β

Примечание. * – р < 0,05 относительно показателей матрикса PHBV/PCL; ** – p < 0,05 относительно показателей мат-
рикса PHBV/PCL/PVP – 10 кГр; σ – p < 0,05 относительно показателей матрикса PHBV/PCL/PVP – 15 кГр; # – p < 0,05 
относительно показателей матрикса PCL; α – p < 0,05 относительно показателей матрикса PCL/PVP – 10 кГр; β – p < 0,05 
относительно показателей матрикса PCL/PVP – 15 кГр.

Note. * – p < 0.05 relative to the parameters of the PHBV/PCL scaffold; ** – p < 0.05 relative to the parameters of the PHBV/
PCL/PVP – 10 kGy scaffold; σ – p < 0.05 relative to the parameters of the PHBV/PCL/PVP – 15 kGy scaffold; # – p < 0.05 
relative to the parameters of the PCL scaffold; α – p < 0.05 relative to the parameters of the PCL/PVP – 10 kGy scaffold; 
β – p < 0.05 relative to the parameters of the PCL/PVP – 15 kGy scaffold.
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внутренней поверхности гидрогелевого покрытия из 
поливинилпирролидона, который способен не толь-
ко связывать лекарственные средства в результате 

комплексообразования, но и временно (до своего 
полного рассасывания) занимать полость пор, что 
значимо снижает риск адгезии тромбоцитов к по-

Рис. 3. Поверхность матриксов PCL после контакта с обогащенной тромбоцитами плазмой, ×2000. Стрелками и ок-
ружностями указаны тромбоциты

Fig. 3. Surface of PCL scaffolds after contact with platelet-rich plasma, ×2000. Arrows and circles indicate platelets

PCL

PCL/PVP – 15 кГр

PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр

PCL/PVP – 10 кГр

PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр
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верхности протеза после имплантации последнего в 
сосудистое русло. Кроме того, известная гидрофиль-
ность PVP способствует снижению степени адгезии 

белковых молекул и форменных элементов крови, в 
частности, тромбоцитов, а также предотвращению 
конформационных изменений белковых структур. 

Рис. 4. Поверхность матриксов PHBV/PCL после контакта с обогащенной тромбоцитами плазмой, ×2000. Стрелками 
указаны тромбоциты

Fig. 4. Surface of PHBV/PCL scaffolds after contact with platelet-rich plasma, ×2000. Arrows indicate platelets

PHBV/PCL

PHBV/PCL/PVP – 15 кГр

PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр

PHBV/PCL/PVP – 10 кГр

PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр
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Рис. 5. Бактериостатические свойства матриксов PCL до и после модифицирования катионным амфифилом и ило-
простом

Fig. 5. Bacteriostatic properties of PCL scaffolds before and after modification with cationic amphiphile and iloprost
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Рис. 6. Бактериостатические свойства матриксов PHBV/PCL до и после модифицирования катионным амфифилом 
и илопростом

Fig. 6. Bacteriostatic properties of PHBV/PCL scaffolds before and after modification with cationic amphiphile and iloprost
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Подвижность макромолекулярных цепей в гидроге-
лях также обуславливает высокую скорость десорб-

ции молекул белка, что усиливает атромбогенный 
потенциал PVP [24].
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Пришивку PVP к поверхности биодеградируемых 
протезов проводили с помощью метода радиацион-
ной прививочной полимеризации с использовани-
ем общих поглощенных доз 10 и 15 кГр. При этом 
доза 15 кГр используется для стерилизации изде-
лий. Однако ионизирующее излучение способно 
влиять на биосовместимые свойства. Доказано, что 
использование общей поглощенной дозы 15 кГр не-
достоверно увеличивало адгезию тромбоцитов и их 
деформацию, не оказывая достоверного изменения 
физико-механических свойств протезов. Тем не ме-
нее последующие этапы отмывки и присоединения 
лекарственных препаратов методом комплексооб-
разования нивелировали эти негативные моменты 
ионизирующего излучения в отношении увеличения 
адгезии и деформации тромбоцитов. Следователь-
но, в последующем выбор дозы облучения 15 кГр 
будет предпочтительнее, так как, не влияя пагубно 
на биосовместимость конечного изделия, позволяет 
одновременно проводить полимеризацию поливи-

нилпирролидона с поверхностью биодеградируемых 
протезов и стерилизацию протезов.

С учетом способности PVP образовывать комп-
лексы присоединение лекарственных препаратов к 
свободным реакционным группам гидрогеля PVP 
выполнено методом комплексообразования. Такой 
способ включения лекарственных препаратов в от-
личие от ковалентного связывания позволяет мак-
симально сохранить биологическую активность 
лекарственных веществ, не создавая стерических 
препятствий и не блокируя центры связывания мо-
лекул с факторами свертывания крови. Эффектив-
ность илопроста и 1,5-Бис-(4-тетрадецил-1,4-диазо-
ниабицикло[2.2.2]октан-1-ил)пентан тетрабромида 
после комплексообразования с PVP доказана как в 
тестах на гемосовместимость, так и при проведении 
бактериологических исследований. Выявлено значи-
мое снижение адгезии тромбоцитов к поверхности 
протезов с лекарственным покрытием в сравнении 
с немодифицированными аналогами и матриксами 
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Рис. 7. Задержка роста K.  pneumoniae  и отсутствие гемолиза в месте локации полимерных матриксов: 1 – PCL; 
2 – PCL/PVP – 10 кГр; 3 – PCL/PVP – 15 кГр; 4 – PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр; 5 – PCL/PVP/Ilo/A – 15 кГр; 6 – PHBV/PCL; 
7 – PHBV/PCL/PVP – 10 кГр; 8 – PHBV/PCL/PVP – 15 кГр; 9 – PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 кГр; 10 – PHBV/PCL/PVP/
Ilo/A – 15 кГр

Fig. 7. Delayed growth of K. pneumoniae and absence of hemolysis at the location of polymer matrices: 1 – PCL; 2 – PCL/
PVP – 10 kGy; 3 – PCL/PVP – 15 kGy; 4 – PCL/PVP/Ilo/A – 10 kGy; 5 – PCL/PVP/Ilo/A – 15 kGy; 6 – PHBV/PCL; 7 – 
PHBV/PCL/PVP – 10 kGy; 8 – PHBV/PCL/PVP – 15 kGy; 9 – PHBV/PCL/PVP/Ilo/A – 10 kGy; 10 – PHBV/PCL/PVP/
Ilo/A – 15 kGy
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с полимеризованным PVP. Полимерные матриксы с 
катионным амфифилом в своем составе проявляли 
убедительные бактериостатические свойства в месте 
наложения матриксов на агар, не вызывая гемолиза.

ЗАКлЮчеНие
Проведение полного цикла модифицирования по-

верхности полимерных биодеградируемых протезов 
на основе как PCL, так и композиции РHBV/PCL, 
привело к значимому повышению атромбогенных и 
противомикробных свойств протезов и не ухудшило 
физико-механических и биосовместимых свойств 
разрабатываемых конструкций.
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