
82

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2024, том 41, № 1, с. 82–92

УДК 576.5

МОДУЛЯЦИЯ АДГЕЗИИ И МИГРАЦИИ КЛЕТОК NIH/3T3 
В  КОЛЛАГЕНОВЫХ МАТЕРИАЛАХ ПРОИЗВОДНЫМИ 

ТАКСИФОЛИНА

© 2024 г.    Ю. В. Шаталинa, М. И. Кобяковаa, b, В. С. Шубинаa, *
aИнститут теоретической и экспериментальной биофизики РАН, Пущино, Московская обл., 142290 Россия

bИнститут клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФИЦ ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, 
630060 Россия

*e-mail: shubinavictoria@yandex.ru
Поступила в редакцию 13.09.2023 г.

Подписанa в печать 20.09.2023 г.
Принята к публикации 21.09.2023 г.

Одной из актуальных задач тканевой инженерии является разработка стабильных нетоксичных 
материалов, поддерживающих миграцию клеток в процессе регенерации ткани. Данное исследо-
вание направлено на получение новых гелевых материалов на основе коллагена и производных 
таксифолина, пентаглутарата таксифолина и конъюгата таксифолина с глиоксалевой кислотой и 
изучение их свойств. В работе было показано, что увеличение доли полифенолов в геле приводит 
к уменьшению скорости деградации материала. Полученные материалы не оказывают негатив-
ного влияния на жизнеспособность фибробластов мыши линии NIH/3T3. Клетки прикрепляют-
ся к поверхности материалов и распластываются на поверхности материала, содержащего пен-
таглутарат таксифолина. Было также установлено, что фибробласты мигрируют через получен-
ные материалы. Увеличение доли конъюгата таксифолина с глиоксалевой кислотой в материале 
приводит к ингибированию миграции через материал, тогда как увеличение доли пентаглутарата 
таксифолина в материале, напротив, приводит к значительному увеличению миграции клеток 
через него. Полученные результаты указывают на возможность модуляции адгезии и миграции 
клеток в биоматериалах путем включения различных производных таксифолина в их состав. Та-
ким образом, материалы, полученные на основе коллагена и производных таксифолина, могут 
представлять интерес для регенеративной медицины.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема ожогов является одной из самых се-
рьезных на сегодняшний день [1]. Эффективность 
заживления ран зависит от нескольких факторов, 
в том числе размера, глубины, местоположения, 
инфицирования и пр. Хотя на данный момент 
в клинической практике применяются различные 
ранозаживляющие материалы, нет четкого алго-
ритма выбора материалов при различных видах 
ран [2]. Кроме того, с расширением представле-
ний о механизмах заживления ран изменяются 
требования к разрабатываемым материалам [2]. 
Следует также отметить, что эффективность рано-
заживляющего действия таких покрытий зависит 
от фазы регенерации и существенно различается 

при поражениях различной степени тяжести, что 
исключает универсальность их применения [3]. 
Материалы, полученные на основе коллагена, 
играют важную роль в лечении ран и стимуляции 
регенеративных процессов [4, 5]. Коллаген явля-
ется основным белком внеклеточного матрикса 
[6]. Он продуцируется фибробластами и вовлечен 
во все фазы регенерации. Данный биополимер 
нетоксичен, биоразлагаем, обладает низкой им-
муногенностью, способствует организации но-
восинтезированного коллагена [7]. Тем не менее 
проводятся постоянные исследования, направ-
ленные на получение новых материалов на основе 
данного биополимера. Многие из них нацелены 
на преодоление высокой скорости биодеградации 
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к деградации, чем нативный коллаген. При этом 
сшивка будет формироваться между карбоксиль-
ной группой полифенола и остатками лизина по-
липептида. Таким образом, карбоксильные группы 
глутаминовой кислоты боковых цепей полипептида 
будут оставаться свободными, что является критич-
ным для прикрепления клеток к коллагену и их ми-
грации через материал. Кроме того, материалы на 
основе коллагена и таксифолина будут постепенно 
высвобождать активный компонент (полифенол) 
в области повреждения. Существуют данные, со-
гласно которым флавоноиды [42–44] и их произ-
водные [45–47], а также материалы, включающие 
в свой состав полифенольные соединения [11, 12, 
48, 49], способствуют лучшему заживлению ран. 
В частности, нами было показано, что препараты, 
полученные на основе конъюгатов таксифолина 
с карбонильными соединениями — продуктами 
перекисного окисления липидов, такими как аце-
тальдегид и малоновый диальдегид, способствуют 
интенсификации регенерационных процессов и ре-
парации волосяных фолликулов и сальных желез 
[49]. Целью настоящей работы являлось изучение 
биосовместимости новых материалов на основе 
коллагена и производных таксифолина, конъю-
гата таксифолина с глиоксалевой кислотой (DfTf) 
и пентаглутарата таксифолина (TfG5) (рис. 1). Ос-
новное внимание было сфокусировано на изучении 
влияния данных материалов на жизнеспособность 
клеток, оценке способности материалов поддержи-
вать адгезию клеток и изучении миграции клеток 
через данные материалы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали коллаген (ЗАО “Зеленая 
Дубрава”, Россия) и таксифолин (96%), любезно 
предоставленный ЗАО “НПФ “Флавит” (Россия).

Получение гидрогелей на основе коллагена и про-
изводных таксифолина. Получение и характеристи-
ка конъюгата таксифолина с глиоксалевой кис-
лотой и пентаглутарата таксифолина подробно 
описаны в работах [50, 51] и [52, 53] соответственно.

Материалы на основе коллагена и произво-
дных таксифолина получали следующим образом. 
К 1 мл 5% водного раствора полифенола добавля-
ли 100 мМ раствор 4-(4,6-диметокси‑1,3,5-три-
азин‑2-ил)-4-метилморфолина (DMTMM) [52] 
в молярном соотношении 1:3. В случае пентаглу-
тарата таксифолина раствор содержал 10% диме-
тилсульфоксида. Затем к 1 мл раствора полифенола 
добавляли 1 мл 4% раствора коллагена, смесь бы-
стро перемешивали и заливали в подготовленные 
формы. Для оценки деградации материала смесь 
заливали в цилиндрические формы диаметром 

материалов, полученных на основе коллагена, 
а также включение в состав коллагеновой матри-
цы различных биологически активных соединений 
(например, антибактериальных средств, таких как 
цефтазидим и доксициклин [8–10], или соедине-
ний, способствующих регенерации ткани [11–13]). 
Коллагеновая матрица рассматривается как сред-
ство адресной доставки биологически активных 
веществ, из которой соединения высвобождаются 
постепенно, благодаря чему они способны оказы-
вать пролонгированное действие в зоне поврежде-
ния [14–16]. Для стабилизации структуры колла-
гена и материалов на его основе, полипептидные 
цепи данного биополимера сшивают. Существуют 
химические, физические и ферментативные мето-
ды сшивки коллагена. Достоинства и недостатки 
данных методов рассмотрены в следующих обзорах 
[17, 18]. Можно отметить несколько моментов. Ис-
пользование кросс-сшивающих агентов позволяет 
получать материалы с более высокой степенью 
сшивки и равномерным распределением сшивок 
внутри материала [18, 19]. Однако при деградации 
ряда таких материалов в организме могут форми-
роваться токсичные продукты [8, 20–22]. Форми-
рование нетоксичных материалов с улучшенными 
механическими свойствами возможно в результате 
непосредственной сшивки карбоксильных групп 
глутаминовой/аспарагиновой кислот с амино-
группами лизина полипептидных цепей коллагена 
[23]. Однако в этом случае вовлечение карбоксиль-
ных групп глутаминовой кислоты полипептида 
в формирование сшивки приводит к уменьше-
нию миграции клеток в материале: снижается их 
прикрепление, распластывание, выживаемость 
и рост [24]. В последнее время все большую по-
пулярность приобретают природные нетоксич-
ные кросс-сшивающие агенты [18], в том числе 
полифенолы [25–29]. Согласно существующим 
данным, природные полифенолы стабилизируют 
структуру коллагена и увеличивают его устойчи-
вость к деградации в биологических системах [25, 
30, 31]. Стабилизация структуры полипептидов 
полифенолами может быть обусловлена как ме-
жмолекулярными взаимодействиями (водородные 
связи, гидрофобные взаимодействия) [27, 32], так 
и ковалентными связями полипептид — полифенол 
[22, 27, 33–36]. В частности, в качестве перспек-
тивных природных кросс-сшивающих агентов 
рассматривают генипин [37–40] и полифенол — 
дубильную кислоту [28, 40, 41].

Мы предположили, что стабилизация коллагена 
с помощью производных таксифолина, содержа-
щих в своей структуре карбоксильные группы, 
является рациональным подходом для получе-
ния материалов, которые будут более устойчивы 
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1.5 см и объемом 1 мл. Для оценки влияния мате-
риалов на жизнеспособность клеток и миграции 
клеток через материал 100 мкл смеси наносили на 
вкладыши с проницаемой мембраной (8 мкм, SPL, 
Южная Корея) для 24-луночного планшета. Для 
оценки способности материалов поддерживать 
адгезию клеток и возможного контактного цитоток-
сического действия 1 мл смеси помещали в 35-мм 
чашки Петри (SPL). Концентрация полифенола 
в геле составляла 0; 0.5; 1.0; и 2.5%, концентрация 
коллагена — 2%. Концентрацию белка определяли 
спектрофотометрическим методом [53].

Доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки. Долю аминогрупп, участвующих в форми-
ровании сшивки, определяли по изменению ко-
личества терминальных аминогрупп полипептида 
нингидриновым методом [53]. Для этого 100 мг 
геля предварительно лиофилизировали, после 
чего помещали в 100 мкл фосфатно-солевого бу-
фера (pH 7.4). К полученной суспензии добавля-
ли 25 мкл 0.2% раствора нингидрина в ацетоне. 
Приготовленный раствор инкубировали при 90 °C 
в течение 15 мин, охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и регистрировали оптическую плотность 

супернатанта при 570 нм. Расчет доли аминогрупп, 
участвующих в формировании поперечных сши-
вок, проводили по формуле:

Доля аминогрупп = (Aм ‒ Aср)/(Aпр ‒ Aср) × 100%,
где Aм ‒ оптическая плотность анализируемого матери-
ала; Aпр ‒ оптическая плотность нативного коллагена; 
Aср ‒ оптическая плотность коллагена, кросс-сшитого 
с использованием глиоксалевой кислоты.

Анализ деградации материала. Деградацию гелево-
го материала оценивали по количеству полипепти-
да, перешедшего в раствор в процессе инкубации 
в фосфатно-солевом буфере (pH 7.4). Количество 
полипептида считали эквивалентным количеству 
терминальных аминогрупп, регистрируемых в рас-
творе нингидриновым методом. К образцу гелевого 
материала объемом 100 мкл добавляли 1 мл раствора 
фосфатно-солевого буфера (pH 7.4) и помещали 
в термостат (37 °C) с орбитальным перемешива-
нием (100 об/мин). Через определенные проме-
жутки времени отбирали 100  мкл водной фазы, 
центрифугировали при 10000 об/мин для удаления 
нерастворимой фракции и определяли количество 

Рис. 1. Полифенолы, используемые для стабилизации коллагена. DfTf — конъюгат таксифолина с глиоксалевой 
кислотой, TfG5 — пентаглутарат таксифолина.
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аминогрупп в суспензии. Степень деградации опре-
деляли по формуле:

Степень деградации = (Aс ‒ Aб)/(Aпр ‒ Aб) × 100%,
где Aс ‒ оптическая плотность анализируемой су-
спензии; Aпр ‒ оптическая плотность нативного 
коллагена; Aб ‒ оптическая плотность буферного 
раствора.

Динамика высвобождения полифенола из геля. 
Для определения динамики высвобождения по-
лифенола из коллагенового геля фрагмент геля 
объемом 100 мкл помещали в фосфатно-солевой 
буфер (pH 7.4) объемом 1 мл, после чего смесь 
помещали в термостат (37 °C) с орбитальным пе-
ремешиванием (100 об/мин). Через определенные 
промежутки времени отбирали 100 мкл водной 
фазы, центрифугировали при 10000 об/мин для 
удаления нерастворимой фракции и определяли 
концентрацию полифенола, перешедшего в рас-
твор, спектрофотометрическим методом. Рас-
чет концентрации полифенола в растворе про-
водили по среднему коэффициенту экстинкции 
(ε330  = 3146 M‑1см‑1 и ε228 = 5765 M‑1см‑1 для DfTf 
и TfG5 соответственно).

Влияние DfTf, TfG5 и материалов, полученных 
на их основе, на жизнеспособность клеток. В работе 
использовали эмбриональные мышиные фиброб-
ласты NIH 3T3, полученные из Всероссийской кол-
лекции клеточных культур (Институт цитологии 
РАН, Санкт-Петербург). Клетки культивировали 
в среде DMEM/F‑12 (Sigma-Aldrich, США) с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) (Himedia, Бразилия), 80 мкг/мл сульфата 
гентамицина (Sigma-Aldrich, США) и 24 мкг/мл 
флуконазола (Белмедпрепараты, Белоруссия) при 
37 °C и 5% СО2. Для открепления клеток от по-
верхности культурального пластика использовали 
раствор трипсина–EDTA 0.05% (ПанЭко, Россия).

Влияние DfTf и TfG5 на жизнеспособность клеток. 
В лунки 96-луночного планшета высевали клетки 
(15 тыс. клеток/см2) и культивировали в течение 
24  ч. Затем к клеткам добавляли полифенолы (DfTf 
и TfG5) в различных конценрациях (0.0; 0.8; 1.6; 
3.1; 6.3; 12.5; 25.0; 50.0; 100.0 мкМ) и инкубировали 
в течение 24 ч. Далее оценивали жизнеспособность 
клеток. Для этого клетки фиксировали 70% эта-
нолом в течение 30 мин, после чего окрашивали 
0.5% раствором кристаллического фиолетового 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 15 мин. Клетки 
лизировали раствором 0.1% додецилсульфата на-
трия, затем измеряли оптическую плотность (A) 
на микропланшетном ридере Infinite F200 (Tecan, 
Австрия) при 550 нм. Долю жизнеспособных клеток 
в присутствии полифенолов определяли следующим 
образом: Доля клеток,% от контроля = (A клеток, 

окрашенных после инкубации с полифенолами / 
A окрашенных контрольных клеток) × 100%.

Влияние материалов, полученных на основе кол-
лагена и производных таксифолина (DfTf и TfG5), 
на жизнеспособность клеток. В лунки 24-луночного 
планшета высевали клетки (15 тыс. клеток/см2) 
и культивировали в течение 24 ч. Затем в лунки 
устанавливали вкладыши с проницаемой мем-
браной (8 мкм), покрытые материалами на основе 
DfTf и TfG5, и инкубировали еще в течение 24 ч. 
Далее оценивали жизнеспособность клеток. Для 
этого клетки фиксировали 70% этанолом в течение 
30 мин, затем окрашивали 0.5% раствором кри-
сталлического фиолетового (Sigma-Aldrich, США) 
в течение 15 мин. Клетки лизировали раствором 
0.1% додецилсульфата натрия и измеряли оптиче-
скую плотность (A) на микропланшетном ридере 
Infinite F200 (Tecan, Австрия) при 550 нм. Долю 
жизнеспособных клеток определяли следующим 
образом: Доля клеток,% от контроля = (A клеток, 
окрашенных после инкубации с материалами / 
A окрашенных контрольных клеток) × 100%.

Оценка миграции фибробластов через материа-
лы, полученные на основе коллагена и производных 
таксифолина (DfTf и TfG5). Материалы готовили 
на вкладыше с проницаемой мембраной (8 мкм). 
Клетки (50 тыс. клеток) высевали на поверхность 
данных материалов и инкубировали в течение 5 ч 
в среде DMEM/F‑12, содержащей 10% ЭТС. В лун-
ки 24-луночного планшета, в которых находились 
вкладыши, также добавляли среду DMEM/F‑12, 
содержащую 10% ЭТС. Спустя 5 ч инкубации во 
вкладыше заменяли среду на DMEM/F‑12, не со-
держащую ЭТС, и инкубировали еще 24 ч. После 
этого клетки, мигрировавшие через материалы, 
снимали с поверхности лунок 24-луночного план-
шета и внешней стороны мембраны вкладыша 
с помощью раствора трипсина–EDTA 0.05% и под-
считывали в камере Горяева. В качестве контроля 
на вкладыш наносили нативный коллаген. Кон-
центрация полифенола в исследуемых материалах 
составляла 0; 0.5; 1.0; и 2.5%.

Оценка адгезии и распластывания фибробла-
стов на поверхности полученных материалов. Ма-
териалы, содержащие 2.5% полифенола, готовили 
в 35-мм чашках Петри. Затем на их поверхность 
высевали клетки (15 тыс. клеток/см2) и инкуби-
ровали в течение 24 ч. Далее образцы окрашива-
ли в течение 30 мин Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 
США) (5 мкг/ мл), пропидий иодидом (Sigma-Aldrich, 
США) (10 мкг/мл), а также ацетоксиметиловым 
эфиром кальцеина (кальцеин-AM) (Sigma-Aldrich, 
США) (100 нМ) и изучали с помощью конфокаль-
ного микроскопа TCS SP5 (Leica Microsystems, 
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Германия). В качестве контроля на чашки Петри 
наносили нативный коллаген.

Статистический анализ. Все эксперименты были 
выполнены в трех независимых повторах. Каждый 
образец был проанализирован в трех технических 
повторах. Данные представлены как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение. Сравнение средних 
значений проводили с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим 
попарным сравнением с помощью Тьюки-теста. 
Для расчетов применяли статистический про-
граммный пакет GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad 
Software Inc., SanDiego, CA, USA). Различия счи-
тали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика полученных материалов. Форми-
рование сшивок между полипептидными цепями 
осуществлялось с помощью TfG5 и DfTf. DfTf 
содержит в своей структуре одну карбоксильную 
группу, тогда как TfG5 содержит пять карбоксиль-
ных групп, способных после активации форми-
ровать ковалентную связь с аминогруппами белка. 
Отметим, что полифенолы, по всей видимости, 

также могут стабилизировать структуру коллагена 
за счет нековалентных взаимодействий.

Было показано, что доля аминогрупп, участву-
ющих в формировании поперечных сшивок, до-
зозависимо возрастает с увеличением количества 
полифенола, введенного в состав материала. Так, 
доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки, составляет 73±7, 80±3 и 90±5% при доле 
DfTf в материале 0.5, 1.0 и 2.5% соответственно. 
Доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки, составляет 69±3, 73±5 и 78±4% при доле 
TfG5 в материале 0.5, 1.0 и 2.5% соответственно. 
Было установлено, что доля фрагментов поли-
пептида, высвобождающихся в процессе дегра-
дации материалов, уменьшается с увеличением 
доли полифенола в материале (рис. 2а, 2б). Полной 
деградации материалов на протяжении всего экс-
перимента не наблюдалось. Было обнаружено, что 
в процессе деградации материала в окружающую 
среду высвобождается (биологически активный) 
полифенол (рис. 2в, 2г).

Влияние DfTf, TfG5 и материалов, полученных 
на их основе, на жизнеспособность клеток NIH 3T3. 
Было показано, что DfTf и TfG5 не влияют на жиз-
неспособность клеток NIH 3T3 во всем диапазоне 

Рис. 2. Характеристика гелевых материалов. а, б — Деградация гелевых материалов, полученных на основе колла-
гена и полифенолов. в, г — Динамика высвобождения полифенолов из гелевых материалов.
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исследуемых концентраций (0.8–100 мкМ). Изуче-
ние влияния материалов на основе DfTf и TfG5 на 
жизнеспособность клеток проводили без непосред-
ственного контакта клеток с поверхностью мате-
риалов. Клетки находились в лунках 24-луночных 
планшетов, в которые были погружены вкладыши 
с проницаемой мембраной (8  мкм), покрытые 
материалами на основе коллагена и производных 
таксифолина (DfTf и TfG5). Спустя 24 ч инкубации 
оценивали жизнеспособность клеток. За время 
инкубации материалы частично деградировали, 
а продукты их распада переходили в раствор. Было 
установлено, что во всех образцах количество жи-
вых клеток соответствовало контрольным значе-
ниям. Таким образом, бесконтактного цитоток-
сического действия материалов выявлено не было.

Миграция фибробластов через материалы, по-
лученные на основе коллагена и производных так-
сифолина (DfTf и TfG5). Было обнаружено, что 
TfG5 способствует миграции клеток через мате-
риал. Увеличение доли TfG5 в материале приводит 
к увеличению числа клеток, мигрировавших через 
материал (рис. 3). DfTf при его доле в материале 
0.5% не влияет на миграцию клеток, тогда как 
увеличение доли данного полифенола в материале 
до 1.0% приводит к снижению миграции клеток 
в среднем на 55%. При доле DfTf в материале 2.5% 
клеток, мигрировавших через материал, обнару-
жено не было. За 100% принимали количество 
клеток, мигрировавших через нативный коллаген.

Для последующей оценки способности матери-
алов поддерживать адгезию клеток и возможного 
контактного цитотоксического действия были 

отобраны материалы, содержащие максимальное 
количество полифенола (2.5%).

Адгезия и распластывание фибробластов на по-
верхности полученных материалов. Было установле-
но, что в процессе культивирования контрольный 
образец (коллаген, нанесенный на поверхность 
чашки) полностью деградирует, фибробласты при-
крепляются к поверхности чашки и распластыва-
ются на ней (рис. 4). Показано, что исследуемые 
материалы подвергаются частичной деградации. 
Однако в поле зрения были обнаружены крупные 
фрагменты геля, которые в дальнейшем изучали 
с помощью конфокального микроскопа. Несмотря 
на полное отсутствие миграции клеток через ма-
териал, содержащий 2.5% DfTf, было установлено, 
что фибробласты прикрепляются к поверхности 
данного материала (рис. 4). Они имеют округлую 
форму, но сохраняют жизнеспособность. Скани-
рование образцов в разных плоскостях позволило 
обнаружить единичные мертвые клетки. Изучение 
фрагментов геля, содержащего 2.5% TfG5, мигра-
ция через который превышала в 2 раза миграцию 
через контрольный образец (коллаген), показа-
ло, что фибробласты прикрепляются к поверх-
ности данного материала и распластываются на 
ней. Сканирование образцов позволило выявить 
единичные мертвые клетки.

Таким образом, токсического действия на клет-
ки, вызванного взаимодействием с поверхностью 
исследуемых материалов, в том числе в местах 
деградации материалов, выявлено не было.

Полученные результаты говорят о том, что 
включение производных таксифолина, DfTf 
и TfG5, в состав коллагеновой матрицы позво-
ляет получать нетоксичные стабильные материалы. 
О стабилизации структуры коллагена полифе-
нольными соединениями ранее уже сообщалось 
в литературе [25, 30, 31]. Стабилизация структуры 
полипептидов полифенолами может быть обуслов-
лена как межмолекулярными взаимодействиями 
(водородные связи, гидрофобные взаимодействия) 
[27, 32], так и ковалентными связями полипептид — 
полифенол [22, 27, 33–36]. В рамках данной работы 
также установлено, что способность фибробластов 
к адгезии и распластыванию на поверхности по-
лученных материалов различна. Отличается спо-
собность клеток мигрировать через материалы, 
полученные на основе DfTf и TfG5. Таким обра-
зом, полученные данные подчеркивают влияние 
агента, стабилизирующего структуру коллагена, 
на свойства полученного материала. Показано, 
что увеличение доли DfTf в материале приводит 
к снижению миграции клеток через материал. Уве-
личение доли полифенола в материале приводит 

Рис. 3. Миграция фибробластов NIH 3T3 через 
гелевые материалы. За 100% принимали коли-
чество клеток, мигрировавших через нативный 
коллаген. * Достоверные различия по сравнению 
с контролем (коллаген), p < 0.001.
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к увеличению взаимодействий между фрагмента-
ми полифенола и аминокислотными остатками 
коллагена, изменению трехмерной архитектуры 
материала в целом, которая, как известно, влияет 
на прикрепление, распластывание и миграцию 
клеток. Важную роль в данных процессах играют 
карбоксильные группы остатков глутаминовой 
кислоты полипептида. В частности, было пока-
зано, что формирование сшивки за счет данных 
карбоксильных групп приводит к снижению при-
крепления, распластывания, миграции, а также 
выживаемости и роста клеток [24]. Согласно су-
ществующим данным, в трехспиральной структуре 
коллагена присутствуют аминокислотные остат-
ки, которые в совокупности формируют области 
взаимодействия коллагена с интегриновыми ре-
цепторами клеток. Карбоксильные группы глу-
таминовой кислоты (E) играют первостепенную 
роль в этих взаимодействиях [54, 55]. Так обла-
сти GxOGEx′ важны для взаимодействия с α1β1, 
α2β1, α10β1 и α11β1 интегриновыми рецептора-
ми. GFOGER имеет наибольшее сродство к α2β1 
и α11β1 рецепторами, тогда как GLOGEN имеет 

большее сродство к α1β1 и α10β1 рецепторам [55]. 
Первоначально мы полагали, что карбоксильная 
группа DfTf будет формировать ковалентную связь 
с аминогруппами аминокислотных остатков лизи-
на полипептидной цепи, таким образом изменяя 
и стабилизируя структуру коллагеновых воло-
кон. Мы также предполагали, что нековалентные 
взаимодействия между функциональными груп-
пами и циклическими структурами полифенола 
и аминокислотными остатками полипептида будут 
вносить свой вклад в стабилизацию материала. 
Однако данные о стабильности исследуемых ма-
териалов, полученные в ходе данной работы, гово-
рят о том, что материалы, полученные на основе 
DfTf являются более стабильными, чем материа-
лы, полученные на основе TfG5, хотя последний 
содержит в своей структуре пять карбоксильных 
групп, которые потенциально могут участвовать 
в формировании ковалентной связи полифенола 
с аминогруппами аминокислотных остатков поли-
пептида. Эти данные позволяют нам предположить, 
что, во‑первых, не все карбоксильные группы TfG5 
участвуют в формировании ковалентной связи, 

Рис. 4. Фибробласты NIH 3T3 на поверхности гелевых материалов после инкубации в течение 24 ч. а — Контроль. 
Клетки высевали на поверхность коллагеновой матрицы, не содержащей полифенол. В процессе инкубации колла-
геновая матрица деградировала, и фибробласты прикрепились к поверхности чашки. б–г — Клетки на поверхности 
гелевого материала, содержащего 2.5% DfTf (б), 2.5% TfG5 (в), 2.5% TfG5 при большем увеличении (г). Ядра кле-
ток окрашены Hoechst 33342 (синий канал) и пропидий иодидом (красный канал) для выявления мертвых клеток. 
Цитоплазма живых клеток окрашена кальцеином-AM (зеленый канал). Масштабный отрезок 50 мкм.
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и, во‑вторых, вероятно, DfTf может формировать 
дополнительные связи с коллагеном. Предполо-
жительно, отдельные гидроксильные группы DfTf 
взаимодействуют с карбоксильными группами 
аминокислотных остатков коллагена. Взаимо-
действия гидроксильных групп с карбоксильными 
группами могут быть электростатическими или же 
в результате реакции этерификации может форми-
роваться ковалентная (сложноэфирная) связь. Это 
могло бы объяснить снижение миграции клеток 
через материал при увеличении доли DfTf в нем, 
а также плохое распластывание фибробластов на 
поверхности материала с долей DfTf 2.5%. С другой 
стороны, мы не можем исключать того, что карбок-
сильные группы полипептида остаются свободны-
ми, но формирующаяся трехмерная архитектура 
материала создает неблагоприятные условия для 
дальнейшего распластывания и миграции клеток 
через него.

Примечательным является то, что увеличение 
доли TfG5, напротив, приводит к усилению мигра-
ции клеток через материал. Как уже упоминалось, 
вероятно, часть карбоксильных групп TfG5 не 
вовлечена в формирование ковалентных сшивок 
и потенциально может стабилизировать структуру 
материала за счет нековалентных взаимодействий, 
а также участвовать в формировании областей вза-
имодействия материала с клетками, способствуя 
их распластыванию и миграции через материал. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
модификация коллагеновых биоматериалов раз-
личными производными таксифолина позволяет 
модулировать адгезию клеток и их миграцию в ма-
териале. Полученные данные открывают новые 
направления в области регенеративной медицины 
и могут быть полезны, в частности, для разработки 
новых материалов, обеспечивающих направлен-
ную регенерацию тканей.
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New Materials Based on Collagen and Taxifolin Derivatives: Production 
and Properties
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In this work, the properties of gel materials based on collagen and derivatives of taxifolin, pentaglutarate of 
taxifolin, and conjugate of taxifolin with glyoxylic acid were studied. It was shown that the increase in the 
proportion of the polyphenols in a gel led to the decrease in the rate of degradation of the materials. The 
materials had no negative impact on the viability of NIH/3T3 cells. The cells attached to the surface of the 
materials. Moreover, it was shown that they spread to the surface of the material containing pentaglutarate 
of taxifolin. It was also found that fibroblast migrated throughout the materials. An increase in the 
proportion of conjugate of taxifolin with glyoxylic acid in a material led to a decrease in cell migration 
throughout the material, whereas an increase in the proportion of pentaglutarate of taxifolin in a material 
led to a significant increase in cell migration throughout the material. The obtained data suggest that new 
materials for regenerative medicine can be derived from collagen and taxifolin derivatives.

Keywords: taxifolin, conjugate of taxifolin with glyoxylic acid, taxifolin pentaglutarate, collagen, 
degradation, cell viability, adhesion, migration


