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Роговица является одной из оптических сред 
глаза с уникальным гистологическим строением, 
однако в результате травматического либо инфек-
ционного воздействия ткань роговицы может не-
обратимо потерять прозрачность, что вызывает 
значительное снижение остроты зрения и качества 
жизни пациента [1–3]. Биосовместимые матери-
алы для восстановления ткани роговицы должны 
соответствовать характеристикам нативной ткани 
роговицы и обладать подходящими механически-
ми и гидрофильными свойствами, подконтрольной 
скоростью биодеградации, а также биосовмести-
мостью и прозрачностью [4]. На сегодня в качестве 
материалов, предназначенных для восстановления 
роговицы, активно исследуются гидрогели (ГГ) 
на основе различных природных биоматериалов 
[5–8]. ГГ на основе рекомбинантных спидроинов 
(РС), представляющих собой аналоги – белков кар-
касной нити паутины пауков-кругопрядов, харак-
теризуются очень высокой способностью к адгезии 
и пролиферации клеток. Благодаря превосходным 
механическим свойствам и сходству с внеклеточ-
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ным матриксом такие ГГ широко исследуются и 
применяются в областях тканевой инженерии, до-
ставки лекарств и биопроизводства [9–11]. Ранее 
нами было показано, что материалы на основе РС 
rS1/9 и rS2/12 (в том числе ГГ и микрогели) эффек-
тивно поддерживают адгезию и пролиферацию ге-
патоцитов, кардиомиоцитов, клеток кости, фибро-
бластов, эпителиальных и мезенхимальных клеток, 
вызывают васкуляризацию и иннервацию в зоне 
дефекта при подкожном введении животным [12–
14]. Еще одним из преимуществ ГГ на основе РС 
является возможность введения в их структуру раз-
личных биологически активных пептидов, вклю-
чая мотивы белков внеклеточного матрикса, что 
значительно расширяет возможности их примене-
ния для регенерации различных тканей [15]. Таким 
образом, биосовместимые ГГ на основе РС обла-
дают одновременно отсутствием иммуногенности, 
биосовместимостью, регулируемой пористостью, 
прочностью, упругостью, регулируемым временем 
биорезорбции и способностью поддерживать эф-
фективный рост и пролиферацию клеток, что в со-
вокупности делает их подходящим материалом для 
восстановления роговицы. 

В настоящей работе для получения ГГ был ис-
пользован РС rS2/12-RGDS [12]. В этом белке к 
полноразмерному РС rS2/12 [16] через нейтраль-
ный линкер (GGS)3GG на С-конце молекулы при-
соединен тетрапептид RGDS из фибронектина, ко-
торый узнает интегрины большинства клеток [17], 
чем существенно повышается биосовместимость 
биоматериала. В большом количестве работ [18] и в 
наших исследованиях (например, [12]) было проде-
монстрировано выраженное положительное влия-
ние введения этих последовательностей на взаимо-
действие матриксов с клетками.

Целью настоящего исследования явилось ис-
следование влияния ГГ на основе РС rS2/12-
(GGS)3GG-RGDS на пролиферативную активность 
клеток эпителия и кератоцитов роговицы человека. 

Ферментацию клеток дрожжевого штамма-про-
дуцента РС Saccharomices cerevisiae и выделение и 
очистку искомого белка с помощью инообменной 
хроматографии осуществляли в соответствии с ра-
нее опубликованным протоколом [19]. Образцы 
ГГ получали из 3%-ного раствора высокоочищен-
ного РС, как описано в работе [20]. Субстанцию 
образцов ГГ в закрытых пробирках в герметично 
закрытом пакете подвергали стерилизации в радиа-
ционно-технологической установке (РТУ) с радио-
нуклидными источниками ионизирующего излуче-
ния закрытого типа 60Со РХМ-γ-20 c характерной 
энергией гамма-кванта 1,3 МэВ в течение 10 ч с по-
дачей дозы в 1 кГр/ч. Использованный мягкий ва-
риант γ-облучения позволил сохранить консистен-
цию ГГ и достичь достаточной стерильности.

Образцы ГГ были разделены на 3 группы из 
расчета конечной концентрации РС в ГГ: 1-я груп-
па – 0,5%; 2-я группа – 1,0%; 3-я группа – 1,5%.

Для оценки стерильности полученных образов 
ГГиз РС выполняли бактериологическое исследо-
вание на тиогликолевой среде и бульоне Сабуро по 
стандартному протоколу. Длительность контроля 
составляла 14 сут. Результаты бактериологического 
исследования полученных образцов ГГ на основе 
РС спустя 14 сут показали отсутствие роста микро-
организмов во всех исследуемых группах, что сви-
детельствует о стерильности изучаемых образцов. 

Кератоциты были выделены из трупных донор-
ских роговиц, полученных из глазного тканевого 
банка ФГАУ “НМИЦ “МНТК “Микрохирургия 
глаза» им. акад. С.Н.  Федорова” Минздрава Рос-
сии (г. Москва). Для выделения клеточных культур 
были получены 3 роговицы: 1 от донора мужского 
пола и 2 от доноров женского пола. Средний воз-
раст доноров составил 49 ± 10 лет. Среднее время от 
момента смерти до ввода в эксперимент составило 
9 ± 4 ч.

Выделение клеточных культур из стромы рого-
вицы выполнялось по стандартному протоколу и 
включало следующие этапы: ферментативную об-
работку, измельчение, повторную ферментативную 
обработку, центрифугирование клеточной взвеси. 
Культуру эпителиальных клеток получали за счет 
миграции клеток. 

Для изучения влияния ГГ из РС на клетки рого-
вицы полученные охарактеризованные клеточные 
культуры кератоцитов и эпителиальных клеток пе-
реносили в ЧП диаметром 35 мм2 в концентрации 
1×106 для кератоцитов и 2×106 для эпителиальных 
клеток. Культивирование проводили при стандарт-
ных условиях, в трех повторах. При достижении 
70% конфлюэнтности клеток удаляли культураль-
ную среду с внесением 0.5 мл ГГ и 0.5 мл культу-
ральной среды согласно 4 группам исследования: 
1-я группа – 0,5% ГГ ; 2-я группа – 1,0%; 3-я груп-
па – 1,5%; 4 группа – контроль (интактные клеточ-
ные культуры). Оценку роста и морфологии кле-
ток осуществляли при помощи инвертированного 
светового фазово-контрастного микроскопа IX-81 
(Olympus, Япония).

Проведенное иммуногистохимическое иссле-
дование (ИГХ) до эксперимента верифицировало 
исходный фенотип эпителиальных клеток и кера-
тоцитов. Так, по данным ИГХ выделенные эпите-
лиальные клетки экспрессировали маркеры, харак-
терные для клеток данного типа: ABCG2, integrinb1, 
connexin 43. Выделенные кератоциты стромы рого-
вицы человека экспрессировали характерные мар-
керы кератоцитов  –  кератокан, кератансульфат и 
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люмикан – при отсутствии либо слабой экспрессии 
а-гладкомышечного актина.

После совместного культивирования образцов 
ГГ из групп 1–3 с эпителиальными клетками и ке-
ратоцитами выполняли повторное ИГХ-исследо-
вание для верификации итогового фенотипа кле-
точных культур. По окончании эксперимента по 
данным ИГХ было верифицировано отсутствие из-
менений в экспрессии характерных маркеров эпи-
телиальных клеток и кератоцитов во всех группах. 

Таким образом, установлено, что ГГ из РС 
rS2/12-RGDS в испытанных концентрациях не ока-
зывают отрицательного влияния на экспрессию ха-
рактерных маркеров эпителиальных клеток и кера-
тоцитов.

Для изучения жизнеспособности клеток при 
культивировании с полученными образцами ГГ 
был выполнен MTT-тест по стандартному прото-
колу. Обнаружено статистически значимое увели-
чение количества как эпителиальных клеток, так и 
кератоцитов в группе 3 по сравнению с контролем 
(p < 0,05) (группа 4). Таким образом, ГГ с концен-
трацией 1,5% статистически значимо стимулирова-
ли пролиферативную активность как эпителиаль-
ных клеток, так и кератоцитов.

В то же время не было выявлено статистически 
значимого влияния образцов ГГ из РС в концен-
трациях 0,5–1,0% на жизнеспособность обоих ти-
пов клеток по сравнению с контролем. Полученные 
значения MTT-теста для эпителиальных клеток и 
кератоцитов представлены в табл. 1.

Также было проведено изучение миграционной 
активности клеток в ходе скарификационного те-
ста (определение ранозаживляющей активности 
ГГ), который выполнялся по стандартному про-
токолу с формированием однотипного линейного 
дефекта при помощи хирургического ножа-скари-
фикатора. Скарификационный тест проводили по 
следующему алгоритму: в лунки культурального 
планшета вносили суспензию клеток с добавлени-
ем полной культуральной среды, по достижении 

клеточного монослоя формировали однотипный 
дефект данного монослоя с последующей сме-
ной полной культуральной среды. Далее в каждую 
лунку вносили ГГ в соответствии с группами. Так 
как плотность ГГ выше, чем плотность культу-
ральной среды, ГГ покрывал клеточную культуру 
с зоной дефекта, а над ГГ оставалась питатель-
ная среда. Наблюдение и оценку восстановления 
области повреждения проводили в течение 36 ч.  
По результатам исследования установлено ста-
тистически значимое (p  <0,05) увеличение ми-
грационной активности эпителиальных клеток  
в 1,5%-ном ГГ и кератоцитов – в 1,0 и 1,5%-ных 
образцах ГГ. В остальных группах отсутствие ста-
тистически значимых отличий в миграционной 
активности клеток обнаружено не было. Получен-
ные значения скарификационного теста для эпи-
телиальных клеток и кератоцитов представлены 
на рис. 1 и в табл. 2. 

Выполненное исследование продемонстриро-
вало зависимость эффективности взаимодействия 
клеток роговицы глаза с ГГ от концентрации в 
нем РС и позволило подобрать оптимальную кон-
центрацию (1,5%), вызывающую выраженное по-
ложительное влияние на пролиферативную и ми-
грационную активность эпителиальных клеток и 
кератоцитов, что, видимо, связано с более высокой 
концентрацией сайтов связывания (и в том числе 
последовательностей RGDS) клеток. При этом ГГ 
сохранял полную прозрачность.

Показанная в данном исследовании способ-
ность ГГ на основе РС rS2/12-RGDS стимулировать 
пролиферативную и миграционную активность 
клеток является одним из важнейших критериев те-
рапевтической значимости этих материалов.

Таким образом, полученные в данной работе ГГ 
на основе РС rS2/12-RGDS могут рассматриваться 
как перспективный экспериментальный материал 
с терапевтическим потенциалом, который спосо-
бен стимулировать процессы клеточной миграции 
и пролиферации, не вызывая при этом изменений 
клеточного фенотипа.

Таблица 1. Результаты MTT-теста для эпителиальных клеток и кератоцитов

 

Эпителиальные клетки Кератоциты
Среднее 
значение

(тыс. клеток)

Стандартное 
отклонение Количество

Среднее 
значение

(тыс. клеток)

Стандартное 
отклонение Количество

Группа 1 138,00 1,42 5 127,20 4,60 5

Группа 2 138,94 1,94 5 129,20 4,13 5

Группа 3* 142,98 1,18 5 140,15 2,66 5
Группа 4  
(контроль) 137,00 1,58 5 125,00 1,18 5

Примечание. * – статистически значимые отличия (p < 0,05) по сравнению с контролем.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ  
И СТАНДАРТОВ

Все исследования проводились в соответствии с 
принципами биомедицинской этики, изложенны-
ми в Хельсинкской декларации 1964 г. и последу-
ющих поправках к ней. Донорский материал (ка-
даверные роговицы и выделенные клетки стромы 

роговицы доноров-трупов) использовали в каче-
стве источника биоматериала для эксперименталь-
ных исследований. Исследования осуществляли 
в условиях in vitro в соответствии с официально 
принятыми процедурами и специальным разреше-
нием в рамках законодательства РФ, на основании 
лицензии Территориального органа Росздравнад-
зора по Новосибирской области № Л041-00110-
47/00574034 от 07.04.2020, которая позволяет ис-
пользовать ткани, выделенные из кадаверных 
человеческих глаз для целей трансплантации и на-
учных исследований.
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This article presents the results of studying the impact of recombinant spidroin hydrogel on posterior epithelial 
cells and human corneal keratocytes in an in vitro experiment. The World Health Organization in its studies 
has established a high prevalence of corneal injuries among the population of developing countries. In recent 
years, various technologies have been proposed to restore the damaged surface of the cornea. The use of 
biodegradable silk-based materials, such as spidroins is one of the main parts of scientific research of corneal 
regeneration. Spidroinsare well known for their optimal balance of strength and elasticity, which, given their 
biological compatibility, non-immunogenicity and biodegradability, allows them to be used as a biomaterial for 
tissue engineering and regenerative medicine. In this reason a detailed assessment of the cytotoxicity of hydrogels 
based on recombinant rS2/12-RGDS spidroinon the epithelial cells and keratocytes was performed here, taking 
into attention possible changes of the phenotype and migratory activity of these cells. This study demonstrates 
the promise and therapeutic potential of hydrogels based on recombinant spidroin.

Keywords: cornea, silk, spidroin, regeneration, cells.




