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Цели и задачи
Ключевой задачей журнала является создание площадки для освещения и диалога 
об основных достижениях, проблемах и задачах регенеративной биомедицины, а также 
обобщение современных представлений о фундаментальных механизмах регенерации 
тканей и органов.

Концепция журнала предусматривает всестороннее освещение вопросов, связанных 
с выяснением механизмов регенерации и обновления тканей, а также с возможностью 
разработки и практического применения подходов регенеративной биомедицины. Важным 
аспектом также является формирование и развитие этой отрасли науки как самостоятельного 
направления на стыке физиологии, клеточной биологии, биологии развития, биохимии 
и наук о материалах.
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к прорывным методам терапии
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1	 Медицинский научно-образовательный институт ФГБОУ ВО «Московский 
государственный университет имени М.В. Ломоносова», Россия,  
119192, Москва, Ломоносовский пр-т, 27, корп. 10

2	 Институт экспериментальной кардиологии ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр кардиологии имени академика Е.И. Чазова»,  
Россия, 121552, Москва, ул. Академика Чазова, 15а

* Адрес для корреспонденции: makarevichpi@my.msu.ru

Аннотация
Краткий комментарий затрагивает аспекты обращения клеточных продуктов по инди-
видуальным протоколам применения. В комментарии затрагиваются два потенциаль-
но дискуссионных аспекта, связанных с возможным использованием индивидуального 
подхода как пути для применения аллогенных продуктов без регистрации, а также ка-
сательно недостаточно четких регуляторных определений в этой области.
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Personalized cellular products: balancing accessibility 
and demand for breakthrough therapies
Pavel I. Makarevich1,2

1	 Medical Research and Education Institute, Lomonosov Moscow State University, Russia,  
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Abstract
Genome editing systems are powerful tools capable of precisely modifying genetic material 
in its natural context within a living organism. Thanks to these remarkable capabilities, editing 
systems have found a wide range of applications in all areas of biological science and medicine. 
In this manuscript, we provide a brief historical overview of the origins and development of var-
ious genome editing systems. The evolution of this field has been accompanied by significant 
discoveries and the awarding of numerous Nobel Prizes. Tracing the logic of scientific thought 
in the quest to understand and modify the material basis of heredity, this manuscript aims 
to  provide budding researchers with a  comprehensive picture of the vast (literally) universe 
of genome editing systems. Understanding the full spectrum of potential activity of editing sys-
tems obliges researchers to use them thoughtfully and responsibly.to the article yet reasonably 
common within the subject discipline.
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Применение клеточных продуктов в  мировой 
практике ведется по двум основным трекам, 
которые можно определить общими, но не юри-
дическими терминами «регистрационный» 
и «индивидуальный». Традиционно принятым 
и в целом заимствованным из практики иссле-
дования и  внедрения лекарственных средств 
является регистрационный подход, включаю-
щий полный цикл доклинических, клинических 
исследований и централизацию с применением 

государственного регулирования обращения 
зарегистрированного продукта. Альтернативой 
для ускорения доступа пациентов к новой тера-
пии и быстрого внедрения уникальных продук-
тов клеточной терапии стал индивидуальный 
подход, в  котором исключается этап регистра-
ции и  каждое применение является по сути 
созданием персонифицированного продукта 
для данного конкретного пациента. Ключе-
вым условием применения этого подхода стало 

https://doi.org/10.60043/2949-5938-2025-1-6-9
https://doi.org/10.60043/2949-5938-2025-1-6-9
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производство и  применение клеточного про-
дукта непосредственно в одном и том же меди-
цинском учреждении, на основании чего долгое 
время активно использовалось понятие «госпи-
тальное исключение» (англ. hospital exemption). 
Данный подход, несомненно, сыграл важней-
шую роль в быстром и очень убедительном на-
чале применения многих продуктов на основе 
клеток (CAR-T, модифицированных гемопоэти-
ческих клеток человека). Кроме того, для целого 
ряда академических научных площадок на базе 
университетов и  национальных медицинских 
центров ЕС, США и  стран Азии это стало уни-
кальной возможностью внедрения прорывной 
терапии, для которой не всегда имелись полно-
ценные регуляторные подходы. Таким образом, 
индивидуальный трек применения клеточных 
продуктов представляется эффективным спо-
собом ускорения их применения, что также дает 
ценную информацию об их безопасности и эф-
фективности, а также расширяет число центров, 
где пациенты могут получать доступ к  новым 
методам лечения. Следует сразу же отметить, 
что в  абсолютном большинстве юрисдикций 
результаты применения индивидуальных про-
дуктов не могут быть использованы как замена 
или суррогат регистрационных клинических 
исследований, т.е. не являются основанием 
для регистрации.

Очевидным образом мы приходим к  тому, 
что существование индивидуального пути 
применения клеточных продуктов не должно 
быть потенциально препятствующим или даю-
щим конкурентные преимущества перед реги-
стрируемыми продуктами. Это обстоятельство 
решается по-разному, однако в  большинстве 
стран со сформированной регуляторикой в дан-
ной области адаптирована модель, которую 
сленгово иногда называют по стране проис-
хождения «испанской», при которой возможно 
сосуществование одного и  того же продукта 
(или очень близких аналогов), применяемого 
индивидуально и в рамках стандартного обра-
щения с  государственной регистрацией. В  це-
лом это позволяет, например, как применять 
CAR-T-терапию в  рамках ведущих медицин-
ских и академических центров, так и дает воз-
можность ведущим фармацевтическим ком-
паниям развивать свои продукты этого класса 
и получать свою долю рынка. В конечном счете, 
ключевым стимулом для внедрения системы 
индивидуального применения стало обеспе-
чение доступа пациентов к передовой терапии 

и, хотя интересы производителей также долж-
ны соблюдаться, именно этический и гумани-
тарный аспекты являются доминирующими. 
В  рамках упомянутой выше системы при со-
блюдении ряда условий и требований пациен-
ты оказываются охваченными современными 
протоколами лечения, академические центры 
внедряют разработки на своей базе, а  инду-
стриальный сектор сохраняет ожидаемые пре-
имущества за счет возможности экспорта, при-
менения на коммерческой основе программ 
по типу госгарантий на оплату дорогостоящей 
терапии для отдельных групп пациентов.

В Российской Федерации в  настоящее время 
применение индивидуальных биомедицин-
ских клеточных продуктов (БМКП) регулирует-
ся актуальной редакцией Федерального закона 
№ 180-ФЗ и  постановлениями правительства 
РФ № 384 и 385 от 28 марта 2024 года. В целом, 
дабы не утруждать читателя особенностями ре-
гуляторного поля, мы можем констатировать, 
что внедрявшаяся с 2016 года система государ-
ственного контроля, регистрации и  обраще-
ния БМКП была успешно переориентирована 
на трек индивидуального применения соответ-
ствующих БМКП непосредственно в  медицин-
ской организации, где они были произведены 
для единственного пациента. Все это полно-
стью соответствует базовым требованиям ми-
ровой практики госпитального исключения, 
а требование к наличию в организации приме-
нения производственной площадки, имеющей 
соответствующую лицензию на производство 
БМКП, выдаваемую Росздравнадзором, допол-
нительно защищает пациентов.

Тем не менее в рамках данной процедуры с уче-
том отечественной практики следует отметить 
два важных вопроса, которые в ближайшее вре-
мя встанут перед отечественной отраслью реге-
неративной медицины.

1)  Наиболее очевидным форматом для инди-
видуальных БМКП, несомненно, являются про-
дукты аутологичного типа. При этом формально 
аллогенное происхождение индивидуально-
го БМКП не является ограничением для раз-
решения производства и  применения такого 
продукта. В данной ситуации возникает необ-
ходимость крайне тщательной этической и би-
омедицинской экспертизы аллогенных БМКП, 
для которых более традиционный регистра-
ционный трек применения с  полноценными 
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клиническими исследованиями может зани-
мать годы. Говоря проще, перевод такого про-
дукта в  категорию индивидуального БМКП 
открывает путь к  его использованию в  кли-
нике и  создает репутационные преимущества 
для разработчика и  организации, производя-
щей и применяющей его на своей базе. При этом 
возможно, что уровень доклинических исследо-
ваний, необходимых для полноценной оценки 
безопасности и  эффективности такого продук-
та, не всегда достижим в современных реалиях, 
что ставит в уязвимое положение в первую оче-
редь контингент пациентов.

2)  В актуальной регуляторике слабо разви-
та критериальность понятий, касающихся го-
спитального исключения, в том числе и в ряде 
стран, где индивидуальный трек применяется 
с  успехом в  течение последнего десятилетия. 
Так, например, в странах ЕС достаточно размы-
то понятие «нерутинности» (англ. «non-routine»), 
которое является определяющим для принятия 
решения о  применении клеточного продук-
та по процедуре госпитального исключения. 
Единственными государствами, где существу-
ют разъясняющие документы по этому вопро-
су, долгое время были Великобритания и  Гер-
мания. Аналогично и  в Российской Федерации 
в  ряде случаев принятие решения о  примене-
нии опирается на очень сложные для экспер-
тизы вопросы соотношения риска и  пользы. 
Однако четких критериев для отнесения про-

дуктов к  индивидуальным БМКП (например, 
жизненные показания, наличие или отсутствие 
альтернативной терапии, количество примене-
ний в  год) в  настоящее время не указано. Это, 
с одной стороны, создает меру гибкости, необ-
ходимой для новых областей медицины, где по-
пытка зарегулировать каждый аспект четкими 
дефинициями и критериями приводит к избы-
точным ограничениям. С другой стороны, репу-
тационные потери при неудачных применениях 
или негативных исходах независимо от ситуа-
ции ложатся на отрасль в  целом, в  связи с  чем 
возникает описанная выше дискуссионная си-
туация.

В целом следует признать, что в  нашей стране 
в настоящее время сложилась достаточно благо-
приятная ситуация для применения и  внедре-
ния уникального класса клеточных продуктов, 
причем перечисленные выше проблемы и  во-
просы не являются сугубо нашей проблемой. По-
добного рода корректировки и пояснения пери-
одически приходится проводить FDA США, EMA 
и другим регуляторам, что связано с динамиче-
ски развивающейся областью, в которой мы ра-
ботаем и развитие которой зависит от многих со-
ставляющих. Мы продолжим фокусировать наше 
внимание на ключевой для всех медицинских 
исследователей задаче  — благополучии и  без-
опасности пациентов, получающих прорывные 
методы лечения, дающие им надежду на излече-
ние или уменьшение страданий.
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Аннотация
Системы редактирования генома представляют собой мощный инструмент, способный 
прицельно модифицировать генетический материал в его природном контексте внутри 
живого организма. Благодаря таким удивительным возможностям системы редактиро-
вания нашли широкий спектр применения во всех сферах биологической науки и ме-
дицины. В  данной рукописи мы проводим краткий исторический экскурс по вопросу 
возникновения и  развития различных систем геномного редактирования. Эволюция 
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го ряда Нобелевских премий. Отслеживая логику научной мысли в стремлении понять 
и  модифицировать материальную основу наследственности, данная рукопись ставит 
своей целью сформировать у начинающих исследователей целостную картину об огром-
ной вселенной (без преувеличения) систем геномного редактирования. Понимание же 
полноты всего спектра потенциальной активности систем редактирования обязывает 
исследователей к вдумчивому и ответственному их применению.
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Abstract
Genome editing systems are powerful tools capable of precisely modifying genetic material in  its 
natural context within a living organism. Due to these remarkable capabilities, editing systems have 
found a wide range of applications in all areas of biological science and medicine. In this review, we 
provide a brief historical overview of the origins and development of various genome editing systems. 
The evolution of this field has been accompanied by significant discoveries and the awarding of nu-
merous Nobel Prizes. Tracing the logic of scientific thought in the quest to understand and modify 
the material basis of heredity, this manuscript aims to provide budding researchers with a compre-
hensive picture of the vast universe of genome editing systems. Understanding the full spectrum 
of potential activity of editing systems obliges researchers to use them thoughtfully and responsibly.

Keywords: genome editing systems, CRISPR/Cas9, TIGR/Tas, ​​advantages and limitations 
of genome editing systems

Conflicts of interest: the authors declare no conflicts of interest.

Funding: the study was carried out as part of Lomonosov Moscow State University state assignment.

For citation: Stambolsky D.V., Zakharova A.V., Karagyaur M.N. Evolution of approaches to ma-
nipulating the genetic material of living objects: from selection to genome editing. Tissue and 
organ regeneration. 2025;3(1): 10–21. https://doi.org/10.60043/2949-5938-2025-1-10-21

Received 18.02.2025
Revised 21.03.2025
Accepted 25.03.2025

Редактирование или модификация генома  — 
это процедура направленной вставки, удаления 
или перемещения фрагментов дезоксирибону-
клеиновой кислоты (ДНК) в  геноме живого ор-
ганизма [1].

История редактирования генома начиналась 
со становления генетики как науки и открытия 
ДНК и ее роли в хранении, передаче и реализа-
ции наследственной информации  [2]. Наслед-
ственная передача признаков была известна 
задолго до открытия ДНК. Первым подходом 
к получению организмов с желательными гено-
мами были селекционные работы по получению 

с  помощью последовательных, многократных 
скрещиваний видов животных и  сортов ра-
стений, у  которых случайно возникшие жела-
тельные признаки в  результате селекционного 
отбора закреплялись в  гомозиготном состоя-
нии  [3]. С  момента понимания роли ДНК в  на-
следственности селекционеры для повышения 
шансов на получение желательного признака 
начали использовать методы, повышающие ча-
стоту изменений структуры ДНК (химический 
или радиационный мутагенез) [4]. Однако такие 
подходы носили эмпирический ненаправлен-
ный характер и редко приводили к достижению 
нужного результата [5].
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Понимание механизмов хранения и передачи ге-
нетической информации началось с открытия ну-
клеиновых кислот. Впервые ДНК была выделена 
из отделяемого раны пациента швейцарским хи-
миком Фридрихом Мишером в 1868 году [6] (рис.). 
Полученное им вещество он назвал нуклеин. Он 
определил, что выделенное вещество является 
кислотой, но его функции остались для него не-
известными. ДНК в  чистом виде впервые выде-
лил немецкий исследователь Рихард Альтман 
в 1889 году, он же впервые назвал ее нуклеиновой 
кислотой  [7]. В  1928  г. английский ученый Фре-
дерик Гриффит провел эксперимент, в  котором 
показал, что непатогенный штамм Streptococ-
cus pneumoniae может трансформироваться в  ви-
рулентный при добавлении к  нему гомогената 
патогенного штамма. Данное явление получи-
ло название бактериальной трансформации  [8]. 
Позднее, в  1944  году, при фракционировании 
материала, переносящего изучаемые свойства, 
группой британских исследователей было показа-
но, что за трансформацию отвечает именно ДНК, 
а  другие молекулярные фракции таким свойст-
вом не обладают [9]. В 1940-е годы под руководст-
вом Александра Тодда в Британии были установ-
лены детали химического строения нуклеотидов 
(Нобелевская премия по химии, 1957 год) [10].

В дальнейшем множество исследователей из-
учали нуклеотидный состав ДНК из различных 
источников. На основании этих исследований 
в  1951  году были сформулированы правила 
Чаргаффа, четко определяющие количествен-
ные соотношения между нуклеотидами в  со-
ставе ДНК [11]. В 1952 году Розалинд Франклин 
под руководством Мориса Уилкинса с  помо-
щью рентгеноструктурного анализа получи-
ла изображение молекулы ДНК  [12]. Данные 
о том, что ДНК содержит информацию о самой 
себе и о строении белков, впервые были полу-
чены в 1952 г. Альфредом Херши (Нобелевская 
премия по физиологии и  медицине, 1969  год) 
и  Мартой Чейз  [13]. В  1957  году Хейнц Френ-
кель-Конрат продемонстрировал, что носи-
телем генетической информации может быть 
не только ДНК, но и рибонуклеиновая кислота 
(РНК)  [14]. На основе массива всех ранее по-
лученных знаний о  ДНК в  1953  году Джейм-
сом Уотсоном и  Фрэнсисом Криком молекула 
ДНК была описана как двойная спираль, со-
стоящая из цепей нуклеотидов, притом нук-
леотиды первой спирали комплементарно 
связаны с нуклеотидами второй спирали (Но-
белевская премия по физиологии и медицине, 
1962 год) [15].

Рис. Хронология ключевых открытий, сформировавших современное понимание структуры генетического материала 
и возможности его редактирования

Fig. Timeline of key discoveries that have shaped the current understanding of genetic material structure and the possibility 
of its editing.
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Смысловое прочтение структуры ДНК было на-
чато с предположения о триплетности генетиче-
ского кода, которое было высказано российским 
физиком Георгием Гамовым в 1954 году [16]. Он 
предположил, что триплетов, построенных их 
4 разных нуклеотидов (A, T, G, C), входящих в со-
став ДНК, достаточно для кодирования 20 про-
теиногенных аминокислот. В  дальнейшем это 
предположение было в 1961 году подтверждено 
Маршаллом Ниренбергом (Нобелевская премия 
по физиологии и  медицине, 1968  год) и  Генри-
хом Маттеи, что позволило установить соответ-
ствия между кодонами и аминокислотами [17].

С момента открытия роли ДНК как ключевого 
носителя информации о  структуре живой ма-
терии и с момента описания ее структуры и ме-
ханизмов реализации записанной в ней инфор-
мации возникла идея о внесении направленных 
изменений в  геном. Редактирование генома 
в аспекте целеполагания — это способ придания 
организму желательных свойств или способ ле-
чения в случаях, когда заболевание обусловле-
но наличием в геноме определенных вариантов 
в последовательности ДНК.

ДНК представляет собой чрезвычайно прочную 
и стабильную молекулу, защищенную от внесе-
ния в  нее случайных изменений. Дальнейшие 
исследования в этой области позволили создать 
методическую базу для разработки техноло-
гий редактирования генома  [18]. В  1973  году 
Фредериком Сэнгером был разработан метод 
секвенирования ДНК  [19]. В  1974  году описаны 
и  получены первые рестриктазы  — ферменты, 
позволяющие разрезать ДНК в  строго опреде-
ленных местах  [20]. В 1972 г. под руководством 
Пола Берга исследователи впервые сконструи-
ровали ДНК, включающую гены E. coli, гены бак-
териофага и  вируса SV40  [21]. В  1983  году Кери 
Муллисом был предложен метод полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), который позволил «ти-
ражировать» нужные молекулы ДНК в  требуе-
мом объеме  [22]. Это важное открытие быстро 
нашло свое применение в диагностике наслед-
ственных и инфекционных заболеваний и было 
по достоинству оценено научным и  медицин-
ским сообществом с  присвоением в  1993  году 
Кери Муллису Нобелевской премии по химии.

В 1990 г. в США была проведена первая клиниче-
ская процедура генотерапии. Пациентке с  им-
мунодефицитом была введена генетическая 
конструкция, кодирующая фермент аденозин-

дезаминазу ADA [23]. Наблюдался клинический 
эффект, но его поддержание требовало повтор-
ных введений конструкции.

Гибель пациента от анафилактического шока 
при процедуре генотерапии семейной гиперхо-
лестеринемии, использующей аденовирусный 
вектор, как минимум на десятилетие затормо-
зила развитие и  внедрение генотерапевтиче-
ских подходов в клиническую практику [24].

Целью редактирования генома является внесе-
ние заданных изменений в  его последователь-
ность. Для этого необходимо синтезировать 
нужную последовательность ДНК и обеспечить 
ее доставку и  встраивание в  нужный орган, 
в  ткань, в  тип клеток, в  конкретный участок 
молекулы ДНК. Даже если генотерапия не име-
ет своей целью постоянное встраивание новой 
последовательности в  геном, тканевая и  кле-
точная специфичность доставки генетической 
конструкции имеет существенное значение.

До момента открытия систем редактирова-
ния генома для осуществления направленной 
вставки в геном целевого организма в основном 
полагались на гомологичную рекомбинацию, 
происходившую между высокогомологичными 
участками ДНК, один из которых локализован 
в  геноме целевой клетки и  подлежит редакти-
рованию, а  второй является синтетическим 
фрагментом, имеющим гомологию с  целевым 
участком ДНК, и вводится извне  [25, 26]. Такая 
возможность продемонстрирована для всех эу-
кариотических клеток [27]. Метод используется 
до настоящего времени при создании клеточных 
линий, когда возможен отбор клеточных клонов 
по заданному признаку  [28]. Данный подход 
имеет ряд существенных недостатков: во-пер-
вых, недостаточная частота естественных ре-
комбинаций ДНК; во-вторых, недостаточная 
специфичность встраивания синтезированных 
последовательностей в  геном  — встроившийся 
не в то место фрагмент ДНК может либо не ра-
ботать, либо вызывать нежелательные послед-
ствия [29, 30].

Изучение природы такого рода рекомбинаций по-
зволило установить, что абсолютное их большин-
ство обусловлено возникновением разрывов ДНК, 
а  внесение разрыва повышает эффективность 
гомологичной рекомбинации в  1000  раз [31,  32]. 
Последующие исследования в  области прецизи-
онного редактирования генома были направлены 
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на поиск подходов к  внесению прицельных раз-
рывов в двойную спираль ДНК [33]. Обычные эн-
донуклеазы, выделенные из микроорганизмов, 
широко используемые в молекулярной биологии 
и генной инженерии, при встрече с полногеном-
ной ДНК не способны обеспечить необходимую 
специфичность, так как геном содержит множест-
во распознаваемых ими участков [34].

Одним из первых инструментов для внесения 
двуцепочечных разрывов в  ДНК стали мегану-
клеазы — ферменты бактериального и фагового 
происхождения, специфически распознающие 
относительно длинные последовательности 
нуклеотидов (до 40  пар оснований), что обес-
печивало высокую точность разрезания [35, 36]. 
Существенным их недостатком являлась пра-
ктическая невозможность прицельно перенаце-
лить их на новую последовательность ДНК [37].

В попытках повысить гибкость распознавания 
ДНК-мишеней были созданы истинно искус-
ственные программируемые нуклеазы с  ДНК-
специфичными модульными доменами класса 
«цинковые пальцы», так называемые Zinс-Finger 
Nucleases (ZFNs) [38]. Каждый из таких модулей 
в составе цинковых пальцев способен специфи-
чески распознавать конкретный триплет нук-
леотидов. Специфичность ДНК-связывающего 
домена нуклеазы обеспечивается за счет соче-
таний 3–5  таких модулей  [39]. Данный подход 
до сих пор иногда используется, но он не пол-
ностью оправдал возложенные надежды — рас-
познавание целевых последовательностей ДНК 
сложными рекомбинантными белками, содер-
жащими «цинковые пальцы», далеко не всегда 
является специфичным, не говоря уже о  слож-
ности сборки таких модульных многокомпо-
нентных систем [40, 41].

Параллельно с  ZFNs разрабатывались системы 
редактирования, основанные на белках TALE 
(эффектор, подобный активатору транскрипции) 
из паразитических микроорганизмов рода Xan-
thomonas, способствующие инвазии бактерий 
в ткани растения через изменение транскрипци-
онной программы хозяйской растительной клет-
ки и коллапс ее защитных механизмов [42]. Тако-
го рода геномные редакторы получили название 
TALENs, или TALE нуклеазы [43].

В отличие от ZFNs каждый из модулей ДНК-
распознающего домена TALENs способен рас-
познавать отдельный нуклеотид, что придает 

данному редактору бóльшую гибкость  [44]. Все 
же распознавание последовательностей ДНК 
с  помощью аминокислотных остатков не обла-
дает достаточной специфичностью, а  сборка 
и  адаптация такого рода редакторов крайне 
трудоемка и  затратна  [45]. Поэтому появление 
редакторов, основанных на других принципах 
(CRISPR/Cas и TIGR/Tas), произвело революцию 
в редактировании генома [46]. В основе системы 
CRISPR/Cas лежит система бактериального им-
мунитета, защищающая бактерий от агентов, 
содержащих чужеродные нуклеиновые кисло-
ты  [47]. Локус CRISPR был впервые обнаружен 
в 1987 г. у Escherichia coli [48]. Впоследствии была 
уточнена его структура — в 1993 году были опи-
саны повторяющиеся последовательности, раз-
деленные равными промежутками, а в 2002 году 
были открыты гены cas — гены локусов CRISPR, 
кодирующие белки Cas [49, 50]. В 2007 году была 
установлена и  доказана роль системы CRISPR 
как основы адаптивного иммунитета бакте-
рий [47]. Наконец в 2012 году Дженнифер Дудна 
и  Эммануэль Шарпантье предложили исполь-
зовать систему CRISPR/Cas для внесения при-
цельных разрывов в таргетные области ДНК [51, 
52]. В  2017  году прошли первые клинические 
испытания лечения серповидноклеточной ане-
мии с использованием системы CRISPR/Cas [53]. 
«За разработку метода редактирования гено-
ма» в 2020 году Дженнифер Дудна и Эммануэль 
Шарпантье была присуждена Нобелевская пре-
мия по химии [54].

Существенным отличием системы CRISPR/ 
Cas от вышеописанных мегануклеаз, ZFNs 
и  TALENs является использование для распоз-
навания специфических последовательностей 
ДНК нуклеотидных последовательностей РНК, 
а не конформационных сочетаний аминокислот 
в  составе ДНК-распознающих доменов нук
леаз [55, 56]. В связи с этим CRISPR/Cas-системы 
еще называют РНК-направляемыми нуклеа-
зами. Системы CRISPR/Cas обладают высокой 
специфичностью, высокой гибкостью и  низкой 
себестоимостью, что делает их крайне удобным 
инструментом для прицельного внесения дву-
цепочечных разрывов в  ДНК как с  целью вы-
ключения генов, так и для точного встраивания 
необходимых последовательностей [57].

Исследования последнего десятилетия позво-
лили сделать системы редактирования еще бо-
лее гибкими, что было достигнуто дополнением 
их различными функциональными доменами: 
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для редактирования оснований, праймирован-
ного редактирования, модификации эпигенома 
и  управления активностью отдельных генов, 
прижизненного мечения целевых участков ге-
нома, инактивации целых хромосом и  прочих 
задач [56, 59]. Возможности применения систем 
редактирования генома на основе CRISPR/Cas 
во многом ограничены лишь фантазией иссле-
дователя [57].

В 2025 году было описано новое семейство про-
граммируемых РНК-направляемых нуклеаз  — 
система редактирования генома TIGR/Tas 
(Tandem Interspaced Guide RNA–Targeting Sys-
tems, Системы наведения на направляющих 
РНК с перемежающимися повторами), предста-
вители которого рассматриваются как потенци-
альная альтернатива CRISPR/Cas  [60]. Система 
TIGR/Tas, как и CRISPR/Cas, выполняет функцию 
адаптивного бактериального иммунитета. Ос-
новные отличия от CRISPR/Cas заключаются 
в способности редактировать практически лю-
бую последовательность ДНК (нет зависимости 
от PAM-последовательности), меньшем размере 
нуклеаз (около 350 аминокислот) и способности 
TIGR-РНК связываться с 2 цепями ДНК одновре-
менно [61]. С одной стороны, указанные параме-
тры могут увеличить гибкость систем редакти-
рования, а с другой, снизить ее прецизионность 
или эффективность, что было ранее продемон-
стрировано при модификации систем CRISPR/
Cas. Возможности применения системы TIGR/
Tas для прицельного редактирования генома 
в настоящий момент активно изучаются [62].

Редактирование генов сделало возможным 
прорывное развитие различных областей би-
ологических наук и медицины  [63, 55]. Его уже 
широко используют в  молекулярной и  клеточ-
ной биологии, биоинженерии и  сельском хо-
зяйстве  [64]. Так, редактирование генома уже 
позволяет моделировать патогенные мутации 
человека с целью установления их вовлеченно-
сти в патогенез и функциональной значимости 
в клеточных и животных моделях [65, 66]. Систе-
мы CRISPR/Cas увеличивают продуктивность 
культурных растений и животных и делают их 
более устойчивыми к инфекциям [64]. Редакти-
рование генов вирусов открывает возможности 
к  разработке живых биотехнологически атте-
нуированных вакцин, а модификация геномов 
насекомых в ближайшее время позволит иско-
ренить вектор-переносимые инфекции с мини-
мальным влиянием на экологию [65–68].

Редактирование генома постепенно входит 
и  в  медицинскую практику  [69]. Так, с  помо-
щью технологий редактирования генома уда-
лось установить молекулярно-генетические 
причины ряда наследственных заболеваний, 
создать породу свиней  — универсальных до-
норов для ксенотрансплантации, разработать 
подходы к  терапии наследственных заболе-
ваний и  созданию более эффективных CAR 
T-лимфоцитов для лечения рака крови и  со-
лидных опухолей  [53, 70, 71]. Говоря о  клини-
ческом применении систем редактирования 
генома, нельзя не упомянуть лекарственные 
препараты Casgevy (одобрен FDA для лечения 
бета-талассемии и  серповидноклеточной ане-
мии) и NTLA-2001 (проходит III фазу клиниче-
ских испытаний для лечения транстиретино-
вого амилоидоза) [71–73].

В связи с недостатком данных о возможных не-
желательных последствиях использования ген-
ной терапии и редактирования генома решение 
о применении данных технологий должно при-
ниматься лишь в  тех случаях, когда их польза 
такого применения будет очевидно превышать 
его потенциально возможный вред  [74, 75]. На-
иболее перспективным направлением редакти-
рования генома в  медицине является лечение 
тяжелых моногенных наследственных заболе-
ваний путем исправления или замещения де-
фектных генов, причем пока преимущественно 
ex vivo с  тщательной проверкой отредактиро-
ванных клеток  [76, 57]. Перспективным выгля-
дит применение методов редактирования гено-
ма при разработке методов клеточной терапии 
для получения клеток с повышенным терапев-
тическим потенциалом  [53, 77]. В  то же время 
к применению данных технологий in situ стоит 
относиться с осторожностью, поскольку их при-
менение может сопровождаться нежелательны-
ми эффектами: нецелевым редактированием 
и  возникновением хромосомных мутаций  [78–
80]. Использование систем редактирования 
для лечения опухолевых и инфекционных забо-
леваний (за исключением модификации генома 
эффекторных иммунных клеток или выключе-
ния генов рецепторов, задействованных в про-
никновении инфекционного агента) мы счита-
ем низкоэффективным  [81, 82]. Причина этого 
кроется в  сочетании относительно невысокой 
эффективности систем редактирования и  низ-
кой эффективности стратегии негативной се-
лекции для лечения опухолевых и инфекцион-
ных заболеваний [83].
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Говоря о  редактировании генома, нельзя не за-
тронуть и  этические аспекты, связанные с  без-
опасностью и  последствиями для организма 
и  экосистемы в  целом широкого применения 
методов редактирования геномов  [84]. Необ-
ходимость общественного обсуждения и  госу-
дарственного регулирования этих технологий 
является важным аспектом их применения  [85, 
86]. Признание потенциальных проблем безопа-
сности, связанных с  редактированием генома, 
подчеркивает важность мониторинга пациентов 
во время и после лечения  [87]. На данном этапе 
развития в  качестве наименее опасных выгля-
дят регулируемые генетические конструкции 
с  управляемой активностью либо конструкции, 
имеющие ограниченный срок действия  [88]. 
В связи с этим представляют интерес элимини-
руемые конструкции на основе РНК или плаз-
мидных ДНК  [89]. В  качестве целевых клеток 

для редактирования генома по озвученным 
выше причинам следует в  первую очередь рас-
сматривать клетки, которые могут быть отре-
дактированы ex vivo, проверены и  возвращены 
в организм: гемопоэтические стволовые клетки, 
лейкоциты, кератиноциты, фибробласты [90–92].

Заключение
Системы редактирования генома представля-
ют собой мощный прецизионный инструмент, 
который произвел или еще произведет рево-
люцию, без сомнения, во всех сферах биоло-
гической науки и  медицины. Понимая такой 
потенциал данной технологии (в том числе 
и негативные стороны ее использования), необ-
ходимо отслеживать отсроченные последствия 
ее применения, постепенно раздвигая по мере 
необходимости существующие технические 
и даже некоторые этические ограничения.
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Аннотация
Цель исследования: провести комплексный анализ современных научных данных 
о применении мезенхимальных стромальных клеток (МСК) и их экзосом для коррекции 
ишемических повреждений кишечника, оценить перспективы клинического примене-
ния и выявить существующие ограничения.
Материалы и методы. В основу исследования положен систематический анализ публи-
каций за период 2000–2024 гг. в базах данных PubMed, Scopus, Web of Science, eLibrary, 
Кохрейновской библиотеки. Использованы ключевые слова: «ишемия кишечника», 
«мезенхимальные стромальные клетки», «экзосомы», «регенеративная медицина», 
«кишечная ишемия-реперфузия». Поиск выявил 235  публикаций; после исключения 
дубликатов и скрининга аннотаций отобрано 127 работ. Полные тексты 89 статей про-
анализированы на предмет соответствия цели исследования. В окончательный анализ 
включены 25 источников.
Результаты. Установлено, что МСК и  продуцируемые ими экзосомы демонстрируют 
выраженный терапевтический эффект при ишемическом повреждении кишечника. Ос-
новные механизмы включают паракринную регуляцию через секрецию факторов роста 
(VEGF, FGF, HGF), иммуномодуляцию (снижение TNF-α, IL-6 на 60–70%), стимуляцию ан-
гиогенеза (повышение плотности капилляров на 45%) и подавление апоптоза (снижение 
на 50–60%). Наибольшей эффективностью обладают аутологичные МСК жировой ткани 
и костного мозга, в то время как аллогенные клетки требуют дополнительного изучения 
безопасности. Экзосомы как бесклеточная альтернатива демонстрируют сопоставимую 
с МСК эффективность при меньшем риске осложнений. В проанализированных иссле-
дованиях не выявлено убедительных данных о превосходстве МСК над экзосомами или 
наоборот; большинство авторов указывают на сопоставимые терапевтические эффекты.
Заключение. Терапия на основе МСК и  экзосом представляет собой перспективное 
направление в  лечении ишемических повреждений кишечника, соответствующее 
принципам регенеративной и персонализированной медицины. Однако для широкого 
клинического внедрения необходимы дальнейшие исследования для стандартизации 
протоколов, оценки долгосрочных результатов и разработки единых требований к ма-
териалам, включая показания, противопоказания, дозировки и  виды используемого 
клеточного продукта.
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Abstract
The purpose of the study: to conduct a  comprehensive analysis of current scientific data 
on the use of mesenchymal stromal cells (MSCs) and their exosomes for the correction of is-
chemic intestinal damage, assess the prospects for clinical application, and identify existing 
limitations.
Materials and methods. The study is based on a  systematic analysis of publications from 
2000 to 2024 in PubMed, Scopus, Web of Science, eLibrary, and the Cochrane Library. The key-
words used were “intestinal ischemia”, “mesenchymal stromal cells”, “exosomes”, “regenerative 
medicine’, and “intestinal ischemia-reperfusion”. The search identified 235 publications; after 
excluding duplicates and screening abstracts, 127  were selected. The full texts of 89  articles 
were analyzed for relevance to the study objective. The final analysis included 25 references.
Results. MSCs and the exosomes they produce have been shown to exhibit a significant thera-
peutic effect in ischemic intestinal injury. The main mechanisms include paracrine regulation 
through the secretion of growth factors (VEGF, FGF, HGF), immunomodulation (a 60-70% 
reduction in TNF-α and IL-6), stimulation of angiogenesis (an increase in capillary density 
by 45%), and suppression of apoptosis (a 50–60% reduction). Autologous adipose- and bone 
marrow-derived MSCs demonstrate the greatest efficacy, while allogeneic cells require further 
safety studies. Exosomes, as a cell-free alternative, demonstrate efficacy comparable to MSCs 
with a lower risk of complications. The analyzed studies did not reveal convincing evidence 
of the superiority of MSCs over exosomes or vice versa; most authors indicate comparable 
therapeutic effects.
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Conclusion. MSC- and exosome-based therapy represents a  promising approach to treating 
ischemic intestinal injury, aligned with the principles of regenerative and personalized medi-
cine. However, for widespread clinical implementation, further research is needed to standard-
ize protocols, evaluate long-term outcomes, and develop uniform requirements for materials, 
including indications, contraindications, dosages, and types of cellular product used.

Keywords: ischemic intestinal injury, mesenchymal stromal cells, exosomes, regenerative med-
icine, cell therapy, angiogenesis, extracellular vesicles, ischemic colitis, paracrine mechanism
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Список сокращений:

ИПК — ишемические повреждения кишечника

МСК — мезенхимальные стромальные клетки

1.  Введение
Ишемическое повреждение кишечника (ИПК) 
представляет собой серьезную медицинскую 
проблему с  высоким уровнем летальности, до-
стигающим 60–90% при развитии гангрены 
кишечника и  распространенном перитони-
те [1]. Ежегодная заболеваемость острой мезен-
териальной ишемией составляет 5–12  случаев 
на 100  000  населения, при этом риск развития 
заболевания значительно возрастает у пациен-
тов пожилого возраста и при наличии сердечно-
сосудистой патологии [2]. Среди пациентов, го-
спитализированных в  отделения интенсивной 
терапии, распространенность ишемии кишеч-
ника достигает 8–10%, что ассоциировано с вы-
сокой летальностью в этой группе [3].

Патогенез ИПК включает сложный каскад пато-
логических процессов: окклюзию мезентери-
альных сосудов (эмболия, тромбоз), неокклю-
зионную ишемию на фоне снижения сердечного 
выброса, ишемически-реперфузионное повре-
ждение, апоптоз энтероцитов и нарушение ба-
рьерной функции кишечника с  последующей 
бактериальной транслокацией  [4]. Современ-
ные методы лечения ограничены и  включают 

хирургическую реваскуляризацию, резекцию 
некротизированных участков кишки и  симп
томатическую терапию, что часто не позво-
ляет добиться полноценного восстановления 
структуры и функции кишечника [5]. Симпто-
матическое лечение, включающее антикоагу-
лянтную и  антиагрегантную терапию, может 
приводить к ятрогенным осложнениям, вклю-
чая кровотечения, в  то время как хирургиче-
ские вмешательства нередко сопровождаются 
рецидивами ишемии и  развитием синдрома 
короткой кишки [6].

В связи с этим активно развиваются новые на-
правления регенеративной медицины, среди 
которых особое место занимает терапия с  ис-
пользованием мезенхимальных стромальных 
клеток (МСК) и их производных — экзосом  [7]. 
Настоящий обзор направлен на комплексный 
анализ современных данных о  применении 
клеточных технологий в коррекции ИПК, оцен-
ку сравнительной эффективности различных 
типов МСК и их экзосом, а также перспектив их 
клинического применения на основе результа-
тов экспериментальных и  клинических иссле-
дований [8, 9].
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Дизайн исследования и стратегия поиска
Основой для исследования послужил система-
тический анализ публикаций за период 2000–
2024  гг., посвященных доклиническим и  кли-
ническим исследованиям терапии ишемии 
кишечника с  использованием МСК и  экзосом. 
Поиск литературы проводился в  электронных 
базах PubMed, Scopus, Web of Science, eLibrary, 
Кохрейновской библиотеки с  использованием 
ключевых слов и их комбинаций: “intestinal is-
chemia”, “mesenchymal stromal cells”, “exosomes”, 
“ischemic colitis”, “cell therapy”.

Процесс отбора и анализа литературы
Всего идентифицировано 235  публикаций; по-
сле исключения дубликатов (n = 42) и скринин-
га аннотаций (n = 66) отобрано 127 работ. После 
анализа полных текстов на соответствие кри-
териям включения в окончательный обзор ото-
бран 25 источников, включая 13 оригинальных 
исследований, 10  обзоров и  2  клинических ру-
ководства.

Методология включала сравнительный анализ 
эффективности различных типов МСК и их эк-
зосом, источников получения МСК (костный 
мозг, жировая ткань, пупочный канатик), пу-
тей введения (внутривенный, интраперитоне-
альный, интрамуральный). Отдельно анали-
зировался молекулярный состав экзосом, их 
механизмы действия и результаты применения 
в экспериментальных моделях ИПК.

2.  Механизмы терапевтического действия МСК 
и экзосом
МСК демонстрируют выраженный протектив-
ный эффект при ишемически-реперфузион-
ном повреждении кишечника через несколь-
ко механизмов. Ряд исследований показал, 
что внутривенное введение МСК костного 
мозга крысам с ишемией кишечника приводит 
к  значительному снижению апоптоза энтеро-
цитов на 45% и  уменьшению площади некро-
за на 60% по сравнению с  контрольной груп-
пой [8, 10].

Ключевую роль в  реализации терапевтическо-
го эффекта играет паракринная активность 
МСК, опосредованная секрецией экзосом. Авто-
ры идентифицировали в  экзосомах МСК более 
150 различных микроРНК, среди которых miR-
21, miR-146a и miR-210 проявляют наиболее вы-
раженную противовоспалительную и регенера-
тивную активность [7, 9, 11].

Иммуномодуляция и противовоспалительное 
действие
МСК секретируют широкий спектр противово-
спалительных цитокинов (IL-10, TGF-β) и  ин-
дуцируют поляризацию макрофагов из прово-
спалительного (M1) в  противовоспалительный 
фенотип (M2). Крупное исследование проде-
монстрировало, что экзосомы МСК, несущие 
микроРНК (miR-146a, miR-181), подавляют клю-
чевые звенья NF-κB сигнального пути, умень-
шая продукцию TNF-α, IL-1β, IL-6 на 60–70% [12].

Стимуляция ангиогенеза
Это важнейший механизм восстановления кро-
вотока в  ишемизированной ткани. МСК и  их 
экзосомы секретируют широкий спектр про-
ангиогенных факторов: VEGF, FGF, HGF, Angi-
opoietin-1. МикроРНК экзосом (miR-21, miR-126, 
miR-210) напрямую стимулируют пролифера-
цию и миграцию эндотелиальных клеток, спо-
собствуя неоваскулогенезу в ишемизированной 
зоне. В  ряде работ показано увеличение плот-
ности капилляров в зоне ишемии на 45% после 
терапии экзосомами МСК [13].

Подавление апоптоза и стимуляция 
пролиферации
Экзосомы МСК доставляют в  клетки-мише-
ни микроРНК, которые подавляют экспрессию 
проапоптотических генов (таких как PTEN, ре-
гулятор miR-21). Это повышает выживаемость 
эпителиоцитов и энтероцитов в условиях ише-
мии и реперфузии. Некоторые исследования [15] 
продемонстрировали снижение апоптоза эн-
тероцитов на 50–60% после введения экзосом 
МСК [14].

Активация стволовых клеток кишечника
Доказано, что экзосомы МСК способны сти-
мулировать пролиферацию и  самообновление 
стволовых клеток крипт кишечника через акти-
вацию сигнальных путей Wnt/β-catenin и Notch, 
ускоряя регенерацию слизистой оболочки [15].

3.  Сравнительный анализ эффективности МСК 
и экзосом
В проанализированных исследованиях не вы-
явлено однозначных данных о  превосходст-
ве МСК или экзосом. Большинство авторов 
указывают на сопоставимые терапевтиче-
ские эффекты при использовании обоих под-
ходов  [7,  13,  21]. Экзосомы обладают рядом 
преимуществ: отсутствие риска малигниза-
ции, низкая иммуногенность, возможность 
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стандартизации и длительного хранения. МСК, 
в  свою очередь, обеспечивают более длитель-
ное и  устойчивое терапевтическое действие 
за счет способности к  персистенции в  тканях 
и  непрерывной продукции регенеративных 
факторов  [16, 23]. Выбор между клеточной 
и бесклеточной терапией может определяться 
конкретной клинической ситуацией, доступ-
ностью ресурсов и целями лечения.

Сравнительная эффективность 
различных источников МСК
МСК костного мозга (BM-MSC). BM-MSC остают-
ся наиболее изученным типом, демонстрирую-
щим стабильный терапевтический эффект. По-
казано, что BM-MSC повышают выживаемость 
животных с  экспериментальной ишемией ки-
шечника с  25  до 70%  [13, 16]. Преимущества: 
хорошо охарактеризованный фенотип, пред-
сказуемое поведение in vivo. Недостатки: ин-
вазивность забора, ограниченное количество 
клеток, снижение пролиферативного потенци-
ала с возрастом донора.

МСК жировой ткани (AD-MSC). AD-MSC обла-
дают более высокой пролиферативной актив-
ностью и  доступностью. Авторы отмечают 
их превосходство в  стимуляции ангиогенеза 
через повышенную экспрессию VEGF и FGF2 на 
40% по сравнению с  BM-MSC  [11, 17]. Преиму-
щества: легкодоступность, возможность полу-
чения большого количества клеток, сохранение 

потенциала при криоконсервации. Недостат-
ки: вариабельность в  зависимости от донора, 
возможное влияние сопутствующих заболева-
ний на качество клеток.

МСК пупочного канатика (UC-MSC). UC-MSC ха-
рактеризуются выраженной иммуномодули-
рующей активностью, однако требуют более 
тщательного контроля при аллогенном приме-
нении [18]. Преимущества: высокая пролифера-
тивная активность, молодой клеточный источ-
ник, минимальные этические ограничения. 
Недостатки: риск иммунного ответа при по-
вторном введении, ограниченная возможность 
аутологичного применения. Сравнительная 
характеристика источников МСК представлена 
в таблице.

Молекулярные механизмы действия экзосом
Экзосомы МСК несут комплекс биологически 
активных молекул, обеспечивающих регенера-
тивный эффект:
•	  miR-21 ингибирует апоптоз через подавление 

PDCD4  и  активацию PI3K/Akt пути, что под-
тверждено в различных исследованиях на мо-
дели ишемии кишечника у мышей [19].

•	 miR-146a модулирует воспалительный ответ 
через регуляцию TLR/NF-κB сигналинга, снижая 
экспрессию провоспалительных цитокинов [20].

•	 miR-210  стимулирует ангиогенез через вза-
имодействие с  Ephrin A3  и  активацию VEGF-
опосредованных путей [21].

Таблица. Сравнительная характеристика различных источников МСК при терапии ишемических повреждений кишеч-
ника

Table . Comparative characteristics of various sources of MSCs in the treatment of ischemic intestinal damage

Источник МСК Преимущества Недостатки Ключевые исследования 

Костный мозг  
(BM-MSC)

Наиболее изученный тип, стабильный 
терапевтический эффект, хорошо 

охарактеризованный фенотип, 
предсказуемое поведение in vivo

Инвазивность забора, 
ограниченное количество 

клеток, снижение 
пролиферативного потенциала 

с возрастом донора

Chen Y. et al., 2020 [8]
Wang M. et al., 2023 [13]
Kim Y., Jo E.K., 2023 [16]

Жировая ткань  
(AD-MSC)

Легкодоступность, высокий выход 
клеток, сохранение потенциала 

при криоконсервации, повышенная 
ангиогенная активность (экспрессия 

VEGF и FGF2 на 40% выше)

Вариабельность в зависимости 
от донора, возможное влияние 
сопутствующих заболеваний 

на качество клеток

Lee H.J. et al., 2022 [11]
Liu H. et al., 2023 [17]

Park H.S. et al., 2023 [15]

Пупочный 
канатик  
(UC-MSC)

Высокая пролиферативная 
активность, молодой клеточный 

источник, минимальные этические 
ограничения, выраженная 

иммуномодулирующая активность

Риск иммунного ответа 
при повторном введении, 

ограниченная возможность 
аутологичного применения

Zhang B. et al., 2023 [9]
Watanabe S. et al., 2024 [18]

Li X. et al., 2023 [12]
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•	 Белки теплового шока (HSP70, HSP90) обес-
печивают цитопротекцию, предотвращая де-
натурацию белков в  условиях оксидативного 
стресса [22].

4.  Инновационные подходы и перспективы
 Генетически модифицированные МСК
Перспективным направлением является ис-
пользование генетически модифицированных 
МСК. Исследования демонстрируют, что МСК 
с  гиперэкспрессией SDF-1α проявляют усилен-
ный хоминг к зоне ишемии и повышают эффек-
тивность терапии на 40% по сравнению с натив-
ными клетками  [17, 23]. Другие перспективные 
мишени для генной модификации включают 
гены, кодирующие VEGF, HGF, и антиапоптоти-
ческие белки.

Биоинженерные конструкции
Отдельного внимания заслуживает разработ-
ка «целевых систем доставки» (targeted delivery 
systems). Создана гидрогелевая матрица с  ин-
капсулированными экзосомами МСК, обеспе-
чивающая пролонгированное высвобождение 
биологически активных компонентов непо-
средственно в зоне повреждения [20, 24]. Подоб-
ные системы позволяют преодолеть ограниче-
ния, связанные с  быстрым клиренсом экзосом 
при системном введении.

Комбинированные подходы
Перспективным направлением является ком-
бинация клеточной терапии с традиционными 
методами лечения. В некоторых исследованиях 
показано, что сочетанное применение МСК с ан-
тикоагулянтной терапией позволяет достичь 
синергетического эффекта, улучшая выживае-
мость животных с мезентериальным тромбозом 
на 55% по сравнению с монотерапией [21, 25].

5.  Обсуждение
Проведенный анализ свидетельствует о  зна-
чительном терапевтическом потенциале МСК 
и экзосом в лечении ИПК. Накопленные данные 
позволяют рассматривать клеточную терапию 
как перспективную альтернативу традицион-
ным методам лечения [1–7].

Ключевыми преимуществами экзосомной тера-
пии являются:
•	 отсутствие риска малигнизации, связанного 

с введением живых клеток [7, 16, 22];
•	 низкая иммуногенность, позволяющая ис-

пользовать аллогенные препараты [16, 18, 22];

•	 возможность стандартизации и  длительно-
го хранения как фармакологического препа
рата [7, 24, 25];

•	 способность преодолевать гистогематические 
барьеры, обеспечивая доставку в  труднодо-
ступные зоны [22, 24].

Критическими точками приложения терапии 
являются:
•	 подавление оксидативного стресса через акти-

вацию Nrf2-опосредованных путей [8, 13, 14];
•	 стимуляция ангиогенеза и  восстановление 

микроциркуляции [9, 11, 13, 17];
•	 модуляция иммунного ответа и  снижение 

воспаления [7, 12, 16, 17];
•	 активация эндогенных стволовых клеток ки-

шечника [9, 15, 18].

Однако остается ряд нерешенных вопросов, тре-
бующих дальнейшего изучения. Наиболее важ-
ными являются стандартизация протоколов по-
лучения и характеристики экзосом, определение 
оптимальных доз и режимов введения, изучение 
долгосрочных эффектов терапии  [5,  7]. Особо-
го внимания заслуживает вопрос биораспреде-
ления экзосом после системного введения и  их 
потенциальное влияние на отдаленные органы 
и ткани [22, 24, 25].

Важным аспектом является сравнительная эф-
фективность аутологичных и аллогенных клеток. 
Если аутологичные МСК лишены риска иммун-
ного отторжения и  демонстрируют лучшую ин-
теграцию в ткани-мишени  [8, 11], то аллогенные 
клетки предлагают удобство готового к  приме-
нению продукта [16–18]. Однако их долгосрочная 
безопасность и эффективность при ИПК требуют 
тщательной проверки в контролируемых клини-
ческих испытаниях.

6.  Перспективы
Дальнейшие исследования должны быть направ-
лены на:

1.  Оптимизацию протоколов получения и  ха-
рактеристики экзосом — разработку стандарти-
зированных методов выделения, очистки и ха-
рактеристики экзосом, включая определение 
их биохимического состава и  функциональной 
активности.

2.  Разработку «целевых систем доставки» (tar-
geted delivery systems)  — создание систем на-
правленной доставки экзосом в  зону ишемии 
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с использованием наночастиц, гидрогелей и дру-
гих носителей.

3.  Проведение масштабных рандомизирован-
ных клинических исследований — организацию 
исследований фаз II/III с участием большого ко-
личества пациентов для оценки эффективности 
и безопасности терапии.

4.  Изучение долгосрочных эффектов и  без-
опасности терапии  — мониторинг отдаленных 
последствий клеточной и экзосомной терапии, 
включая потенциальный риск неоплазий и им-
мунологических осложнений.

5.  Разработку комбинированных подходов  — 
изучение синергетических эффектов при ком-
бинации клеточной терапии с традиционными 
методами лечения, включая фармакотерапию 
и хирургические вмешательства.

6.  Персонализацию терапии — разработку под-
ходов к  индивидуальному подбору клеточных 
продуктов на основе характеристик пациента 
и особенностей течения заболевания.

7.  Заключение
Терапия на основе МСК и  экзосом представля-
ет собой перспективное направление в лечении 
ишемических повреждений кишечника, соот-
ветствующее принципам регенеративной и пер-

сонализированной медицины. Многочисленные 
экспериментальные исследования демонстри-
руют комплексное регенеративное воздейст-
вие на ишемизированную ткань через влияние 
на ключевые патогенетические механизмы по-
вреждения. При этом МСК и  экзосомы демон-
стрируют сопоставимую терапевтическую эф-
фективность, что подтверждает ведущую роль 
паракринных механизмов в реализации регене-
ративного потенциала клеточной терапии.

В отличие от традиционных методов, направ-
ленных преимущественно на симптоматиче-
ское облегчение или хирургическое удаление 
поврежденных тканей, терапия МСК и  экзосо-
мами нацелена на восстановление микроокру-
жения ткани и запуск внутренних механизмов 
репарации. Это представляет собой принципи-
ально новый подход в  лечении ишемических 
поражений кишечника.

Комбинация клеточной терапии с существующи-
ми хирургическими методами может значитель-
но улучшить прогноз пациентов с  ишемической 
болезнью кишечника. Однако для широкого кли-
нического внедрения необходимы дальнейшие 
исследования для стандартизации протоколов, 
оценки долгосрочных результатов и  разработки 
единых требований к материалам, включая пока-
зания, противопоказания, дозировки и виды ис-
пользуемого клеточного продукта.
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Полуавтоматический метод аннотирования  
фазово-контрастных изображений живых культур 
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Аннотация
В текущей работе разработан комплексный подход для определения ядер живых клеток 
на изображениях без флуоресцентных меток. Поскольку в клеточной биологии актуаль-
ными являются подсчет клеток, оценка динамики роста клеток и  конфлюентности, то 
существует целесообразность в автоматизации получения этих данных. Для автоматиза-
ции применяют алгоритмы на основе машинного обучения, которые необходимо обучать 
на изображениях конкретных культур клеток. Обучение алгоритмов является трудоем-
ким процессом и требует длительной ручной разметки. Также доступные методы анализа 
на основе машинного обучения обладают низкой точностью определения живых клеток 
без флуоресцентной окраски. Цель исследования: упростить создание набора данных 
аннотированных клеток с последующим обучением алгоритмов на изображениях живых 
культур клеток. Материалы и методы. Методика включала использование сверточных 
нейронных сетей на основе алгоритма для сегментации ядер клеток на флуоресцентных 
и  гистологических изображениях StarDist. Для создания аннотированных фазово-кон-
трастных изображений культуры клеток образцы окрашивали ядерным флуоресцентным 
красителем DAPI с  последующей отбраковкой некачественных изображений при помо-
щи классификации в программе Cellprofiler Analyst. Обучение модели на основе StarDist 
проводили на 1130 изображениях автоматически аннотированных ядер на фазово-кон-
трастных изображениях культуры эпителиальных клеток респираторного тракта челове-
ка, полученных на объективе 10×, размером 1600×1200 пикселей и глубиной цвета 16 бит.  
Результаты исследования. Полученная модель показала хорошую точность (F1 = 0,765) 
сегментации ядер на валидационном наборе данных. Модель применили для определе-
ния времени удвоения популяции культуры эпителиальных клеток. Заключение: раз-
работанный подход позволил создать аннотации и  обучить модель машинного обуче-
ния для получения данных без применения флуоресцентных меток «label-free» на живых 
культурах клеток.

Ключевые слова: машинное обучение, cверточные нейронные сети, сегментация ядер, 
фазово-контрастные изображения, label-free
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Abstract
This study developed a comprehensive approach for identifying live cell nuclei in images with-
out fluorescent labels. Since cell biology involves counting cells and assessing cell growth dy-
namics and confluence, it is expedient to automate the collection of this data. Machine learning 
algorithms are used for automation, which must be trained on images of specific cell cultures. 
Training algorithms is a  labor-intensive process and requires lengthy manual annotation. 
Also, available machine learning-based analysis methods have low accuracy in identifying liv-
ing cells without fluorescent staining. Aim of the study. To simplify the creation of a data-
set of annotated cells with subsequent training of algorithms on images of living cell cultures.  
Materials and methods. The methodology involved the use of convolutional neural networks 
based on an algorithm for segmenting cell nuclei in fluorescent and histological images using 
StarDist. To create annotated phase-contrast images of cell cultures, samples were stained with 
the nuclear fluorescent dye DAPI, followed by the rejection of poor-quality images using classi-
fication in the Cellprofiler Analyst program. The StarDist-based model was trained on 1,130 im-
ages of  automatically annotated nuclei in phase-contrast images of human respiratory tract 
epithelial cell cultures, obtained with a 10x lens, 1,600x1,200 pixels in size, and 16-bit color 
depth. Results. The resulting model showed good accuracy (F1 = 0.765) in segmenting nuclei 
on the validation dataset. The model was used to determine the population doubling time of 
the epithelial cell culture population. Conclusion. The developed approach made it possible to 
create annotations and train a machine learning model to obtain data without the use of fluo-
rescent labels (“label-free”) on live cell cultures.

Keywords: machine learning, convolutional neural networks, nuclear segmentation, phase-
contrast images, label-free
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Список сокращений:
CNN — сверточные нейронные сети (convolutional neural networks)
ML — машинное обучение (machine learning)
PDT — время удвоения популяции (population doubling time)

Введение
Сегментация клеток является важной задачей 
в биомедицинских исследованиях. Классические 
методы сегментации и морфометрического ана-
лиза изображений не отличаются высокой точ-
ностью, а также обладают низкой способностью 
к обобщению [1]. На смену им пришли алгоритмы 
машинного обучения, но даже самые актуальные 
алгоритмы требуют разметки исходных данных 
для последующего обучения [2]. Аннотация объ-
ектов интереса на микроскопических изобра-
жениях требует значительных затрат времени 
и труда на ручную разметку данных  [3]. Задача 
сегментации медико-биологических изображе-
ний клеток и структур ткани решается многими 
коллективами, некоторые сосредоточены на ре-
шении узких задач, например сегментации окра-
шенных ядер культур клеток и гистологических 
срезов, другие  — на разработке генерализован-
ных алгоритмов  [4–6]. Разнообразность задач 
исследователя не позволяет на текущий момент 
использовать предобученные модели без их точ-
ной настройки [7]. Другая проблема — это необ-
ходимость применения селективных красителей 
для визуализации структур клетки, без которых 
наиболее трудно выполнить сегментацию от-
дельных клеток в  живой культуре  [8]. Фазово-
контрастная микроскопия представляет собой 
оптимальный метод для наблюдения живых не-
окрашенных клеток, но автоматическая сегмен-
тация отдельных клеток и их структур на таких 
изображениях остается сложной задачей из-за 
низкого контраста и артефактов оптической си-
стемы  [9, 10]. Также есть исследование по при-
менению сегментации ядер для подсчёта клеток 
на изображениях светлого поля  [11, 12]. Однако 

все это требует трудоемкого процесса подготов-
ки набора данных для обучения моделей  [13]. 
В  данном исследовании представлен подход, 
который может помочь исследователям облег-
чить задачу подготовки набора данных для по-
следующего обучения необходимой ML модели 
на примере задачи сегментации ядер культуры 
клеток без применения меток.

Материалы и методы
Подготовка образцов и набора данных
Для обучения модели использовали ФК-изо-
бражения культуры эпителиальных клеток ре-
спираторного тракта человека, полученные 
с  помощью микроскопии в  режиме реального 
времени на приборе Celena X (Logos biosystems, 
Корея) на объективе с  увеличением 10×. Клетки 
культивировали в  соответствии с  протоколом, 
опубликованном ранее  [14]. Для формирования 
обучающего набора данных клетки пассировали 
в различной концентрации начиная с 50 000 кле-
ток/см2  в  24-луночный планшет с  шагом разве-
дения 1:1,2 в двух технических повторах. Клетки 
культивировали в  течение 12  часов, после чего 
фиксировали при помощи 4% раствора парафор-
мальдегида в фосфатно-солевом буфере в течение 
15 минут, трижды проводили отмывку раствором 
DPBS («ПанЭко», Россия) и окрашивали раствором 
DAPI (Abcam, США) в концентрации 1 мкг/мл. За-
тем получали флуоресцентные изображения DAPI 
с соответствующим полем зрения на ФК.

Обучение модели
Полученный набор данных с 24-луночного план-
шета подготовили, проведя двухэтапный полу-
автоматический отбор изображений с  помощью 
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программ CellProfiler версии 4.2.6 (Broad Institute of 
MIT and Harvard, США) и CellProfiler Analyst (Broad 
Institute of MIT and Harvard, США) версии 3.0.4 [15, 
16]. На первом этапе удаляли фотографии, где 
ядра клеток в канале DAPI находились не в фоку-
се. На втором этапе на полученных изображениях 
проводили сегментацию ядер при помощи пре-
добученной модели StarDist  [17]. На полученных 
сегментированных изображениях ядер клеток 
c  помощью CellProfiler Analyst удаляли артефак-
ты, клетки на краю лунки и за пузырями возду-
ха. Таким образом всего было получено 1130 изо-
бражений и  22  636  сегментированных объектов, 
из которых 960  изображений были использова-
ны для обучения модели и 170 — для валидации 
и проверки ее точности. Для обучения и сегмен-
тации изображений был взят алгоритм StarDist 
на основе CNN архитектуры U-net с последующей 
сегментацией объектов звездчатой формы. Архи-
тектура U-Net была выбрана, поскольку она явля-
ется специализированной и широко признанной 
моделью для задач семантической сегмента-
ции, демонстрирующей более высокую точность 
по сравнению с моделями детекции объектов (та-
кими, как Mask R-CNN или YOLO), которые часто 
показывают худшие результаты в  подобных за-
дачах. Для этого использовали предварительно 
обученную модель на наборе данных DSB2018 для 
сегментации флуоресцентно окрашенных ядер 
клеток. Обучение длилось 450  эпох, с  размером 
пакета 4, размером изображения для обучения 
256×256 пикселей, скоростью обучения 3E-4. Вре-
мя обучения составило 8–9 часов. В ходе обучения 
использовали аугментацию данных: отражение 
и  поворот в  случайном направлении и  на слу-
чайный угол, изменение размера и яркости изо-
бражения. Для оценки хода обучения и точности 
модели использовали loss функцию и метрику IoU 
(коэффициент Жаккара). Итоговую точность мо-
дели оценивали по таким показателям, как preci-
sion, recall, accuracy, F1 score (коэффициент Дайса), 
mean true score, mean matched score, panoptic qual-
ity. Для обучения и применения модели использо-
вали ноутбук с характеристиками: ЦП AMD Ryzen 
7 7735HS 3.2 ГГц 8 ядер (16 логических), оператив-
ная память SODIMM DDR5 16Gb 4800 МГц, видео-
карта NVIDIA GeForce RTX4060 laptop.

Обученная модель, набор изображений (2600 изо-
бражений), исходный код для обучения и приме-
нения модели доступны в  открытом облачном 
хранилище Яндекс-диск https://disk.yandex.ru/d/
eff1D0qDw3gACg. Также в  облачном хранилище 
находится подробная документация по установ-

ке необходимого программного обеспечения, 
примеры использования модели и  инструкции 
по адаптации подхода для других типов изобра-
жений. Для воспроизведения результатов предо-
ставлены файлы с параметрами обучения и пред-
варительно обработанные данные.

Проверка модели на фазово-контрастных 
изображениях культуры клеток в реальном 
времени
Для оценки применимости модели проводи-
ли пассирование клеток на 24-луночный план-
шет с  концентрацией клеток 50×103  клеток/см2 
в 3-x технических повторах. Культуры инкуби-
ровали в  течение 72  часов при +37  оС, высокой 
влажности и  атмосфере 5% СО2. Затем каждый 
час проводили получение изображений с 16 по-
лей зрения на лунку планшета. На полученном 
наборе изображений во времени проводили сег-
ментацию ядер клеток, оценивали плотность 
клеток и PDT.

Статистический анализ
Для статистического анализа применяли про-
граммное обеспечение GraphPad Prism вер-
сии  10.1 (США). Методы статистической об-
работки данных включали среднее значение 
и 95% доверительный интервал (ДИ). Для оцен-
ки соответствия плотности клеток на изобра-
жениях обучающей выборки и  количества по-
сеянных клеток рассчитывали коэффициент 
корреляции Пирсона плотности клеток на изо-
бражениях и  в зависимости от концентрации 
посаженных клеток. Также оценивали ско-
рость роста живой культуры клеток методом 
оценки PDT при помощи расчета угла накло-
на натурального логарифма плотности клеток 
от времени роста. Статистическую значимости 
принимали при p значение < 0,05.

Результаты
В ходе работы был разработан протокол под-
готовки аннотаций изображений для обучения 
и  применения модели машинного обучения, 
который включает в себя этапы: получение пар 
флуоресцентных и  ФК изображений, контроль 
качества изображений и  объектов, обучение 
модели, применение модели и  анализ данных 
(рис. 1а). В  результате двухэтапного контроля 
качества изображений и  объектов в  програм-
мах CellProfiler и CellProfiler Analyst был получен 
набор данных с  1130  пар изображений, на ко-
торых была проведена сегментация ядер (рис. 
1б). Для обучения модели допускались пары 
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Рис. 1. Набор данных для обучения ML модели с последующей сегментацией ядер на изображениях культуры эпите-
лиальных клеток на ФК, окрашенных DAPI: а— схема протокола подготовки данных, обучения и анализа изображений; 
б — исходные флуоресцентные и ФК-изображения культур клеток с нанесенными границами сегментированных ядер 
клеток (GT); в  — результаты автоматической сегментации ядер на основе изображений DAPI при помощи предва-
рительно обученной модели CNN в соответствии с плотностью посева клеток; объектив 10×; данные представлены 
как среднее значение ± 95% ДИ; коэффициент корреляции Пирсона R2

Fig. 1. Training dataset for an ML model with subsequent nucleus segmentation in phase-contrast (PC) images of an epithe-
lial cell culture stained with DAPI: a — schematic of the data preparation, training, and image analysis workflow; б — raw 
fluorescence and PC images of cell cultures with overlaid boundaries of segmented cell nuclei (ground truth, GT); в — results 
of automated nucleus segmentation from DAPI images using a pre-trained CNN model according to cell seeding density; 10× 
objective; data are presented as mean ± 95% CI; Pearson correlation coefficient (R²)

а

б в
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изображений при наличии небольшого откло-
нения от фокуса на ФК или полученное около 
края лунки планшета при условии, что флуо-
ресцентное изображение ядра клетки находит-
ся в фокусе и хорошо визуализируется (рис. 1б). 

Коэффициент корреляции между количеством 
посеянных клеток и  оценкой плотности кле-
ток на изображениях методом сегментации 
флуоресцентных ядер алгоритмом StarDist 
через 24 часа после посева составил R2 = 0,9839.

Разные условия, в  которых были получены изо-
бражения, такие как высокая и низкая плотность 
клеток, искажение фазового контраста на границе 
лунки, а также аугментация изображений, позво-
лили добавить вариабельность для обучающей 
выборки, что привело к увеличению стабильности 
результирующей модели и возможности к обобще-
нию на новых наборах данных. Обучение модели 
заняло ~8,5 часа (рис. 2б). Метрика IoU для обуча-
ющей выборки составила 0,68, для валидационной 
выборки — 0,689, что соответствует хорошему ка-
честву результирующих масок (рис. 2а).

Более высокое значение IoU для валидационной 
выборки связано с  применением аугментации 
изображений на обучающей выборке, которая 
не используется при оценке валидационной вы-
борки. Параметры точности модели представ-
лены в таблице 1. Так, обучение производилось 
на 22  636  флуоресцентно окрашенных ядрах. 

Таблица 1. Оценка производительности модели по ос-
новным метрикам

Table 1. Model performance evaluation using the main metrics

Параметр Оценка

N true 22 636

N predicted 22 342

N true positive 17 196

N false positive 5146

N false negative 5440

Precision 0,77

Recall 0,76

Accuracy 0,619

F1 score 0,765

Mean true score 0,577

Mean matched score 0,759

Panoptic quality 0,58

Рис. 2. Прогресс обучения и результаты модели CNN на тестовом наборе изображений: а — границы сегментирован-
ных ядер клеток, сгенерированные при помощи CNN на тестовом наборе изображений; б  — параметры обучения 
модели в зависимости от эпохи, IoU и loss функция для обучающей и валидационной выборки

Fig. 2. Training progress and CNN model performance on the test image set: a — boundaries of segmented cell nuclei gen-
erated by the CNN on the test image set; б — training parameters as a function of epoch: IoU and loss for the training and 
validation sets

а б
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Метрика точности precision составила 0,77, ac-
curacy = 0,619, а F1 = 0,765. Положительная про-
гностическая ценность для определения ядер 
составила 76,97%, чувствительность  — 76,99%. 
Полученные показатели соответствуют прием-
лемой предиктивной модели.

Для оценки качества сегментации использова-
ли следующие метрики:

N true — общее количество истинных объектов 
(ground truth) в наборе данных;

N predicted — общее количество предсказанных 
объектов моделью; N true positive — количество 
истинно-положительных предсказаний;

N false positive — количество ложноположитель-
ных предсказаний;

N false negative — количество ложноотрицатель-
ных предсказаний.

Precision вычисляется как доля правильно пред-
сказанных положительных результатов из всех 
предсказаний модели (N true positive / (N true 
positive + N false positive)). Высокое значение оз-
начает низкий уровень ложноположительных 
результатов.

Recall вычисляется как доля правильно пред-
сказанных положительных результатов из всех 
истинных положительных результатов (N true 
positive / (N true positive + N false negative)). Высо-
кое значение означает низкий уровень ложноо-
трицательных результатов.

Accuracy вычисляется как общая точность пред-
сказаний модели с  учетом всех типов ошибок 
(N true positive / (N true positive + N false positive + 
N  false negative)). В  контексте сегментации это 
часто называют «средней точностью» (average 
precision).

F1 score — вычисляется как, гармоническое сред-
нее Precision и  Recall (2 × (Precision × Recall) / 
(Precision + Recall)). Высокое значение указывает 
на хорошую производительность модели.

Mean true score — среднее значение метрики IoU 
(intersection over union) для всех истинных объ-
ектов, которые были сопоставлены с  предска-
занными объектами. Нормализуется по общему 
количеству истинных объектов.

Mean matched score — среднее значение метрики 
IoU для всех истинно-положительных сопостав-
лений. Это среднее значение IoU для тех объек-
тов, которые были успешно сопоставлены.

Panoptic quality  — метрика, объединяющая сег-
ментацию и классификацию объектов. Вычисля-
ется как (sum_matched_score) / (N true positive  + 
N  false positive /2 + N  false negative /2), где sum_
matched_score равен сумме IoU по всем N  true 
positive. Она учитывает как качество сегмента-
ции (через IoU), так и качество обнаружения (че-
рез N true positive, N false positive, N false negative).

а

б

Рис. 3. Оценка на новом наборе данных скорости роста 
культуры эпителиальных клеток на ФК изображений 
без меток: а — пример роста культуры клеток через 15 ча-
сов, 30, 50 и 70 часов после начала эксперимента с нане-
сенными границами ядер при помощи CNN модели 1; б — 
PDT культуры клеток на основе результатов сегментации 
ядер клеток; объектив 10×, регрессионная линия — сред-
нее значение ± 95% ДИ

Fig. 3. Evaluation of the growth rate of an epithelial cell cul-
ture on a new dataset of label-free PC images: a — example 
of cell culture growth at 15, 30, 50, and 70 h after the start 
of the experiment with nuclear boundaries overlaid using 
CNN model 1; б — population doubling time (PDT) of the 
cell culture based on nucleus segmentation results; 10× ob-
jective; regression line shown as mean ± 95% CI
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Полученную модель применяли для оценки 
скорости роста живой культуры эпителиаль-
ных клеток респираторного эпителия в режи-
ме реального времени. Модель эффективно 
сегментировала ядра клеток на всех стади-
ях роста культуры клеток начиная с  низкой 
плотности на 0 час, заканчивая 70 часами ро-
ста (рис. 3а). В  результате оценки количества 
ядер во времени на живой культуре клеток 
PDT составила 21,53 часа (рис. 3б), а конечная 
плотность — 43 786 клеток/см2 (40 130–47 441, 
95% ДИ).

Таким образом, разработан подход для полу-
чения аннотированных изображений, который 
показывает высокую точность в  сегментации 
ядер клеток на ФК изображениях и  который 
можно применять для решения задач количест-
венного анализа живых культур клеток без при-
менения флуоресцентных меток.

Заключение
Разработанный полуавтоматический метод 
аннотирования для обучения модели машин-
ного обучения сегментации ядер на ФК-изо-
бражениях показал высокую эффективность 
и  точность. Несмотря на то что метрика точ-
ности IoU на ФК-изображениях в  сравнении 
с  флуоресцентно окрашенными ядрами обла-
дает более низкой точностью, сегментация 
ядер в  нашей работе показала точность пред-
сказанных масок выше, чем при сегментации 
всей клетки на фазовом контрасте  [17]. Метод 
определения ядер клеток по ФК-изображениям 

является перспективным для введения неин-
вазивных контролей качества в режиме реаль-
ного времени в области клеточных технологий, 
для скрининга и тестирования веществ, а так-
же в исследовательских целях.

Одним из ограничений для исследователей 
в применении машинного обучения на текущий 
момент может стать необходимость использо-
вания кода и  его написание. В  предложенном 
подходе выбраны такие алгоритмы, которые 
имеют наиболее полную документацию по уста-
новке, применению, а  также имеют примеры, 
которые можно повторить для воспроизведения 
методик. Другим ограничением текущей рабо-
ты является то, что все изображения для ана-
лиза получены на одном микроскопе. В  даль-
нейшем мы планируем провести тестирование 
на изображениях с других микроскопов, а также 
расширить алгоритм сегментации, добавив воз-
можность отслеживания траектории отдельной 
клетки или ядра [18-20].

Стоит отметить, что, несмотря на наличие в от-
крытом доступе большого количества проектов 
по сегментации микроскопических изображе-
ний, нет хорошо генерализованных моделей, 
поэтому исследователям необходимо до обучать 
доступные модели на своих данных. Предло-
женный нами метод позволяет облегчить ис-
следователям применение методов машинно-
го обучения и  компьютерного зрения, а  также 
адаптировать их под свои задачи путем валида-
ции модели на изображениях.
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Аннотация
Интенсивное развитие персонифицированной медицины раскрывает новые возможно-
сти разработки технологий регенеративной медицины и трансляции этих разработок 
в клинику. Одним из интенсивно развиваемых направлений в создании новых лечебных 
подходов является использование биопечати для изготовления конструкций тканей 
и органов. Особое внимание привлекает разработка кожных эквивалентов, способных 
воспроизводить сложную архитектурную организацию и  функциональные свойства 
тканей кожи. В обзоре проведен анализ публикаций, представленных в базах данных 
Scopus, PubMed и RSCI, охватывающих области биопечати, тканевой инженерии и реге-
неративной медицины. Использовались опубликованные данные, посвященные разра-
ботке биоматериалов, протоколам 3D-биопечати, характеристикам биопечатных кож-
ных конструкций и результатам как доклинических, так и клинических исследований, 
актуальные по состоянию на сентябрь 2025 года. Анализ показал, что одним из наиболее 
перспективных направлений является оптимизация 3D-биопечати кожных конструк-
ций, основанных на использовании фибробластов, кератиноцитов и  инновационных 
биоматериалов, таких как гидрогели, коллагеновые матрицы и GelMA. Эти технологии 
позволяют создавать полнослойные, васкуляризированные структуры, обеспечивая до-
статочно высокую точность пространственного распределения клеток и поддержку ми-
кросреды, необходимой для регенерации тканей. Дальнейшие исследования по опти-
мизации параметров печати, правильному выбору компонентов биочернил, интеграции 
фибробластов и  других клеточных компонентов позволят более точно моделировать 
дермальные слои и  стимулировать процессы регенерации. Применение дополнитель-
ных биологических факторов будет способствовать формированию устойчивой сосу-
дистой сети, лучшей приживляемости конструкций, что значительно улучшит функ
циональную интеграцию напечатанных конструкций в  ткани организма-реципиента. 
Таким образом, интеграция передовых методов 3D-биопечати, оптимизированных 
биочернил и мультиклеточных конструкций открывает перспективы создания кожных 
эквивалентов нового поколения, которые смогут не только ускорить процесс регенера-
ции, но и обеспечить эстетически оптимальный результат для пациентов, страдающих 
от серьезных ожогов, травм и других повреждений кожи.

Ключевые слова: фибробласты, кератиноциты, 3D-биопринтинг, дерма, биоматериалы.
Конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

© � Саенко Ю.С., Агеева Е.С., Юрченко К.А., Дегирменджи Э.Т., Волкова Н.А.,  
Фомочкина И.И., Кубышкин А.В., 2025

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi.org/10.60043/2949-5938-2025-1-41-65&domain=pdf


41–65 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
Саенко Ю.С. и др. 
Эквиваленты кожи для заживления ран и регенерации

42 |  Регенерация органов и тканей. 2025;3(1)

Финансирование: исследование  выполнено  при  финансовой  поддержке  ФГАОУ  ВО   
«КФУ  им.  В.И.  Вернадского»  в рамках  проекта  МОЛ/2024/ 3.

Для цитирования: Саенко Ю.С., Агеева Е.С., Юрченко К.А., Дегирменджи Э.Т., Вол-
кова Н.А., Фомочкина И.И., Кубышкин А.В. Эквиваленты кожи, полученные на основе 
3D-биопечати и фибробластов, для заживления ран и регенерации. Регенерация органов 
и тканей. 2025;3(1): 41–65. https://doi.org/10.60043/2949-5938-2025-1-41-65

Получена 18.01.2025 
Обработана 26.02.2025 
Принята 01.03.2025

3D bioprinted and fibroblast-based skin equivalents 
for wound healing and regeneration
Yulia S. Saenko1,2, Elizabeth S. Ageeva1,2,*, Ksenia A. Yurchenko1,2,  
Evelina T. Degirmenji1,2, Nadezhda A. Volkova1,2, Irina I. Fomochkina1,2,  
Anatoly V. Kubyshkin1,2

1	 Order of the Red Banner of Labor Medical Institute named after S.I. Georgievsky, Russia, 
295051, Simferopol, Lenin Blvd, 5/7

2	 Engineering Center “Genetic and Cellular Biotechnologies”, Russia, 295051, Simferopol, 
Lenin Blvd, 5/7

*  Correspondence: ageevaeliz@rambler.ru

Abstract
Intensive development of personalized medicine is revealing new possibilities for the develop-
ment of regenerative medicine technologies and the translation of these developments into 
the clinic. One of the rapidly developing directions in creating new therapeutic approaches is 
the use of bioprinting for the fabrication of tissue and organ constructs. Particular attention 
is drawn to the development of skin equivalents capable of reproducing the complex architec-
tural organization and functional properties of skin tissues. The review analyzes publications 
presented in the Scopus, PubMed, and RSCI databases, covering the fields of bioprinting, tis-
sue engineering, and regenerative medicine. Published data were used that are devoted to 
the development of biomaterials, 3D-bioprinting protocols, characteristics of bioprinted skin 
constructs, and results of both preclinical and clinical studies, relevant as of September 2025. 
The  analysis showed that one of  the most promising directions is the optimization of 3D-
bioprinting of skin constructs based on the use of fibroblasts, keratinocytes, and innovative 
biomaterials such as hydrogels, collagen matrices, and GelMA. These technologies enable the 
creation of full-thickness, vascularized structures, ensuring sufficiently high accuracy of the 
spatial distribution of cells and support for the microenvironment necessary for tissue regen-
eration. Further studies on optimization of printing parameters, proper selection of bioink 
components, and integration of  fibroblasts and other cellular components will allow more 
precise modeling of the dermal layers and stimulation of regeneration processes. The applica-
tion of additional biological factors will contribute to the formation of a stable vascular net-
work and better engraftment of constructs, which will significantly enhance the functional 
integration of printed constructs into the recipient tissue. Thus, the integration of advanced 
3D-bioprinting methods, optimized bioinks, and multicellular constructs opens prospects for 
creating a new generation of skin equivalents, which will not only accelerate the regeneration 
process but also provide an aesthetically optimal outcome for patients suffering from severe 
burns, injuries, and other skin damages.

Keywords: fibroblast, keratinocytes, 3D-bioprinting, derma, biomaterials.
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Список сокращений:
3D — трехмерный

EGF — эпидермальный фактор роста

GelMA — желатина метакрилоил

KGF — фактор роста кератиноцитов

PDGF — тромбоцитарный фактор роста

VEGF — фактор роста эндотелия сосудов

List of abbreviations:
3D — three-dimensional

EGF — epidermal growth factor

GelMA — gelatin methacryloyl

KGF — keratinocyte growth factor

PDGF — platelet-derived growth factor

VEGF — vascular endothelial growth factor

Введение
Интенсивное развитие персонифицированной 
медицины раскрывает новые возможности 
для разработки технологий регенеративной ме-
дицины и трансляции этих разработок в клини-
ку. Одним из интенсивно развиваемых направ-
лений в  создании новых лечебных подходов 
является использование биопечати для изготов-
ления конструкций тканей и  органов. Причем 
биопечать трехмерных (3D) клеточных каркасов 
сейчас стоит на переднем крае как надежный 
заменитель тканей, особенно в рамках трансля-
ционных исследований. Эта технология создает 
биологические конструкции с  иерархической 
архитектурой, напоминающей ткани человека. 
Считается, что воспроизведение сложных тка-
ней с использованием технологий 3D-биопечати 
может стать ключевым фактором сближения эк-

спериментальных лабораторных и клинических 
исследований, ускорив путь к  использованию 
продуктов регенеративных технологий в  кли-
нической практике.

Развитие технологий прототипирования и  рас-
ширение ассортимента материалов для биопеча-
ти позволяют создавать среды, наиболее прибли-
женные и комплементарные структуре нативных 
тканей. Данные подходы включают последо-
вательную или одновременную послойную пе-
чать нескольких материалов, обеспечивающих 
поддержку различных типов клеток. Гибкость 
интеграции биокомпонентов при создании фун-
кциональных биочернил позволяет выстраивать 
пространственно сложные конструкции [1]. В ка-
честве основного компонента биочернил обыч-
но используются гидрогели, что обусловлено 
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высоким содержанием водного компонента 
и  заметным сходством с  естественной внекле-
точной матрицей (ВКМ). Благодаря этим свой-
ствам гидрогели формируют обогащенную сре-
ду для поддержания жизнеспособности клеток, 
процессов пролиферации и  дифференциации. 
Интеграция наночастиц и нановолокон позволя-
ет улучшать биопечатные свойства и  функцио-
нальные характеристики гидрогелей, в то время 
как добавление факторов роста, лекарственных 
препаратов, мРНК и  других регуляторных ком-
понентов способствует целенаправленному мо-
дулированию ключевых молекулярных путей 
для правильной дифференцировки и улучшения 
приживляемости [2–4].

В современных исследованиях в области регене-
ративной медицины особое внимание уделяется 
разработке кожных эквивалентов, способных вос-
производить сложную архитектурную организа-
цию и  функциональные свойства тканей кожи. 
Одним из наиболее перспективных направлений 
является оптимизация 3D-биопечати кожных 
конструкций, основанных на использовании фи-
бробластов, кератиноцитов и  инновационных 
биоматериалов, таких как гидрогели, коллагено-
вые матрицы и  желатина метакрилоил (GelMA). 
Эти технологии позволяют создавать полнослой-
ные, васкуляризированные структуры, обеспе-
чивая высокую точность пространственного рас-
пределения клеток и  поддержку микросреды, 
необходимой для регенерации тканей.

Современные исследования демонстрируют, 
что использование 3D-биопечати позволя-
ет не только точно повторить анатомическую 
сложность кожи, но и ускорить процессы зажив-
ления ран за счет формирования функциональ-
ной сосудистой сети и активизации клеточных 
сигналов. Цель данного обзора  — проанали-
зировать современные методы оптимизации 
3D-биопечати кожных эквивалентов для регене-
ративной медицины, обсудить их технологиче-
ские и биологические аспекты, а также изучить 
экспериментальные и  клинические данные, 
подтверждающие их эффективность.

В ходе подготовки данного обзора был прове-
ден анализ публикаций, представленных в базах 
данных Scopus, PubMed и  RSCI, охватывающих 
области биопечати, тканевой инженерии и  ре-
генеративной медицины. В  качестве исходного 
материала использовались опубликованные дан-
ные, посвященные разработке биоматериалов, 

протоколам 3D-биопечати, характеристикам био
печатных кожных конструкций и  результатам 
как доклинических, так и  клинических иссле-
дований, актуальные по состоянию на сентябрь 
2025 года.

Биология кожи, общие механизмы регенерации 
и история создания кожных эквивалентов
Кожа — это самый большой орган человеческого 
тела, обладающий сложной структурой, состо-
ящей из эпидермиса, дермы и гиподермы. Эпи-
дермис, состоящий преимущественно из кера-
тиноцитов, обеспечивает барьерную функцию, 
тогда как дерма, сформированная из фибробла-
стов, содержит коллагеновые волокна, эластин 
и  другие компоненты внеклеточного матрик-
са, обеспечивающие механическую прочность 
и  эластичность ткани. Фибробласты играют 
ключевую роль в регенерации кожи, синтезируя 
коллаген и широкий спектр факторов роста, ко-
торые активизируют процессы заживления ран 
и реваскуляризации поврежденных тканей.

Основные механизмы регенерации кожи вклю-
чают активацию клеточных сигналов, обес-
печивающих пролиферацию и  миграцию ке-
ратиноцитов и  фибробластов; формирование 
и  ремоделирование внеклеточного матрикса; 
васкуляризацию, способствующую снабжению 
ткани кислородом и  питательными вещества-
ми; межклеточное взаимодействие и  регуля-
цию через цитокины и факторы роста.

При нормальном взаимодействии указанных 
механизмов и незначительной степени повре-
ждения регенераторные процессы обеспечива-
ют самостоятельное восстановление кожных 
покровов. Однако при обширных повреждени-
ях кожи, характерных для глубоких ран и ожо-
гов, собственного регенераторного потенци-
ала кожи часто бывает недостаточно. В  таких 
случаях наиболее эффективным способом ле-
чения и  восстановления кожных дефектов яв-
ляется применение кожных трансплантатов. 
Однако использование аутологичных кожных 
трансплантатов (дерматопластика), получен-
ных из интактных участков тела пациента, со-
пряжено с рядом трудностей и ограничено до-
ступной площадью в  соответствии с  объемом 
повреждения. Подходы к биоинженерии заме-
нителей кожи основаны на комбинированном 
использовании биоматериалов, факторов ро-
ста и клеток  [5, 6]. В последние годы все боль-
шее развитие получают технологии создания 
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кожных трансплантатов на основе биоматери-
алов в  сочетании с  аутологичными клетками 
пациента, применение которых способствует 
безрубцовому заживлению ран и  реконструк-
ции всей толщи кожи [7, 8].

Следует отметить, что разработка методов за-
мещения кожи была давней целью современ-
ной медицины, начиная с  новаторской работы 
Жака-Луи Ревердена, проведенной в  1870  году 
с использованием аллотрансплантатов «свежей 
кожи», и заканчивая биологическими материа-
лами, которые в настоящее время используются 
в  операционных. С  момента своего появления 
в  1874  году аутологичные кожные трансплан-

таты различной толщины не обеспечивают 
полного восстановления структурных и  функ
циональных свойств кожи. Кроме того, исполь-
зование трансплантатов сопряжено с  форми-
рованием болезненных донорских участков, 
что послужило стимулом для разработки и вне-
дрения биологических заменителей кожи, по-
лучивших широкое применение в  современ-
ной хирургической практике  [9]. На начальных 
этапах разрабатывались и  активно внедрялись 
биокомпозитные повязки, которые существен-
но улучшают заживление ран, успешное при-
менение которых сделало их одним из наиболее 
часто используемых средств для лечения боль-
ших поверхностных ожогов [10] (табл. 1).

Таблица 1. Этапы создания тканеинженерных конструкций и типы применяемых клеток [11]

Table 1. Stages of creation of tissue-engineered constructs and types of cells used

Этапы Вид клеток Особенности Недостатки 

1950-е годы 
Billingham R. 
и Reynolds J. [12]

Аутологичные  
клетки эпидермиса

Способствует появлению 
островков эпителизации 
в ране, которые затем слива-
лись между собой

Слабое прикрепление трансплантата 
к ложу, отсутствие предотвращения 
фиброзной контракции, происходящей 
в подлежащей строме

1971 г. 
Karasek M. [13]

Аутологичные 
кератиноциты 

на раны кроликов

Подложки из биологических 
тканей (в частности, из кожи 
свиньи)

Низкий выход клеток при каждом 
пассаже [14]

1975 г. Phillips 
и Green H. [15, 16]

Кератиноциты 
человека 

Технология серийного 
культивирования

Длительность культивирования (3–4 нед.). 
Дороговизна биологических стимуляторов 
роста эпидермальных клеток. Ограничен-
ность сроков хранения [17]

1983 г. Bell E. 
и соавт., 2015 г. 
Steffens D. 
и соавт. [18, 19]

Фибробласты  
и кератиноциты 

«Живой эквивалент дермы» — 
коллагеновый гель, заселенный 
фибробластами, а на поверх
ности геля кератиноциты 

Трудоемкость, специальное оснащение 
лаборатории, разработка технологии 
забора и культивирования клеток, 
создание банка культур клеток, вне-
дрения системы контроля качества. 
Кератиноциты, обработанные кондици-
онированной средой, показали наи-
меньший пролиферативный потенциал, 
но больший, чем без обработки

1990-е годы 
Саркисов Д.С. 
и соавт. [20]

Фибробласты,  
аллофибробласты

Оптимальные условия 
для функционирования 
и пролиферации других типов 
клеток, способность образо-
вать межклеточный матрикс, 
синтезировать цитокины [21]

Риск сенсибилизации организма чу-
жеродными антигенами; вероятность 
инфекционных заболеваний у донора

1993 г. Wood F. [22] Аутокератиноциты Разработали spray on skin. 
Одноэтапное лечение Не выявлено

2011 г. Винник Ю.С. 
и соавт. [23] Аутофибробласты

Низкий риск отторжения и раз-
вития аллергических реакций, 
исключен риск заражения ин-
фекционными агентами, не воз-
никает трудностей с поиском 
подходящих доноров, биопсию 
кожи для получения аутоген-
ных клеток можно проводить 
неоднократно

Сроки культивации максимально мало-
го количества донорского материала 
составляют в среднем 3 недели
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Современные биологические заменители кожи, 
как правило, основаны на коллагеновых карка-
сах, которые обеспечивают инфильтрацию ау-
тологичных клеток и  стимуляцию дальнейшей 
регенерации тканей  [24]. Также используются 
инертные бесклеточные матрицы, такие как Al-
loderm [25], а также клеточные матрицы с интег-
рированными компонентами из фибробластов 
и кератиноцитов, такие как Apligraf [26]. Наибо-
лее приближенный по строению к коже эквива-
лент Stratograft одобрен FDA (США) в 2022 году 
и  является на данный момент первым зареги-
стрированным продуктом на основе клеточных 
технологий для применения при кожных повре-
ждениях [27].

Тканевая инженерия кожи предполагает ис-
пользование кератиноцитов, выделенных 
из частичной или полной толщины кожи путем 
ферментативного расщепления и  последую-
щим культивированием на биоактивных кар-
касах  [28, 29]. Такие пористые синтетические 
или биологические каркасы обеспечивают до-
статочное питание за счет перфузии и  созда-
ют условия, благоприятные для пролиферации 
и дифференцировки клеток, что позволяет фор-
мировать ткань, воспроизводящую структур-
ные и  биологические характеристики кожи. 
Интеграция дермального слоя или биомимети-
ческого каркаса улучшает эластичность и струк-
турную поддержку лимфатических, сосудистых 
и других структур, нервных окончаний и, следо-
вательно, функциональность кожи  [30]. Выжи-
ваемость эпидермального компонента остается 
одним из основных ограничивающих факторов 
при биологической замене кожи [31], что связа-
но с относительно большим расстоянием между 
раневым ложем и аутотрансплантатом. В каче-
стве одного из подходов к преодолению данно-
го ограничения рассматривается заполнение 
дермальных каркасов мезенхимальными ство-
ловыми клетками и факторами роста для улуч-
шения кровоснабжения сосудов посредством 
стимуляции ангиогенеза.

Несмотря на большое количество научных ис-
следований по регенерации кожи, в настоящее 
время создание композитных трансплантатов, 
состоящих из дермы и эпидермиса на одном эта-
пе трансплантации, остается нерешенной зада-
чей [32]. Это, вероятно, объясняется тем фактом, 
что многослойную анизотропную структуру 
эпидермиса [33], содержащую кератиноциты (на 
разных стадиях дифференцировки), меланоци-

ты и  клетки Меркеля, поверх толстой, но эла-
стичной сосудистой структуры дермы, содер-
жащей нервные окончания, сальные железы 
и волосяные фолликулы, трудно воспроизвести 
in vitro с помощью традиционных методов тка-
невой инженерии кожи.

В связи с  этим дальнейший прогресс в  данной 
области напрямую зависит от раскрытия мо-
лекулярных и  клеточных механизмов регене-
рации кожи, а  также от развития технологий 
культивирования клеток и  методов биопечати, 
которые рассматриваются как ключевые ин-
струменты для успешной разработки функцио-
нально полноценных кожных эквивалентов.

Технологии биопечати и место 3D-биопринтинга 
для создания кожных эквивалентов
При изготовлении кожных эквивалентов, ис-
пользуемых для заживления ран, применяются 
ex vivo и  in situ стратегии биопечати. В  рамках 
подхода ex vivo формируется кожный конструкт, 
культивируемый in vitro, содержащий дерму 
и эпидермис, который после достижения необ-
ходимой степени зрелости извлекается из систе-
мы культивирования и имплантируется в зону 
повреждения кожи пациента. Используется не-
сколько подходов к  биопечати в  зависимости 
от задач и  сложности создаваемой структуры 
(табл. 2).

Одной из наиболее перспективных и  быстро 
развивающихся технологий является трех-
мерная печать, направленная на воссозда-
ние внеклеточного матрикса тканей и  орга-
нов человека в  комплексе с  живыми клетками 
и факторами роста, на основе биосовместимых 
материалов [38]. Метод 3D-печати позволяет со-
здавать конструкции, имитирующие архитек-
туру пространственной геометрии, специфич-
ной для пациента, с управляемым положением 
клеток, аналогичным структуре нативной тка-
ни [39].

Для биопринтинга используют 3D-принтер 
с  точным послойным нанесением биочернил: 
смеси живых клеток, питательных веществ и ге-
левых материалов, имитирующих внеклеточ-
ный матрикс  [40]. Такая конструкция создает 
условия для формирования новой ткани, обес-
печивает благоприятную среду для миграции, 
пролиферации и дифференцировки клеток. Су-
ществует три основных метода 3D-биопечати 
(табл. 3).
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Таблица 2. Сравнительная характеристика различных типов биопечати [34–37]

Table 2. Comparative characteristics of different types of bioprinting [34–37]

Тип Основа  
и компоненты

Определение  
ключевые функции Преимущества Недостатки

2D

Клетки могут расти 
и расширяться в двух 

измерениях в виде 
монослоя на пластине

Для исследования 
клеточных 

взаимодействий одного 
типа клеток с другим

Клетки культуры 
одинаково получают 

питательные вещества 
и факторы роста, 

находятся в одной стадии 
клеточного цикла

Слабая дифференцировка 
клеток. Неустойчивость 
к препаратам. Быстрая 

пролиферация. Неточное 
представление о реакции 
клеток на механические 

стимулы

3D

Гидрогели:  
натуральные (альгинат, 

желатин), коллаген, 
синтетические 

(полиэтиленгликоль), 
бесклеточные биопленки

Фиксированная 
структура. Совместимость 

с различными 
биокомпонентами. 

Послойное нанесение 
клеток

Простая и продуманная 
технология. Точный 

контроль формы. 
Экономичность 

и масштабируемость

Отсутствие адаптивности. 
Ограниченная 

способность имитировать 
динамические 

биологические функции

4D

Умные биополимеры 
(хитозан, полинизопропи-
лакриламид), гидрогели 

со встроенными  
наночастицами

Реагирует 
на раздражители 

(например, рН, 
температуру). 
Динамическая 

трансформация

Изменение формы 
в ответ на раздражители. 

Улучшенная 
биофункциональность

Сложные требования 
к материалам. Трудно 

контролируемые 
преобразования

5D

Наноцеллюлоза, 
наноглин, оксид 

графена. Гибридные 
гидрогели: GelMA 

(желатина метакрилоил) 
с наполнителями 
и наночастицами 

для дистанционного 
управления

Тканеспецифичный 
матричный 

каркас. Высокая 
механическая точность. 

Дополнительные оси 
вращения для более 

сложной печати

Возможность создавать 
вогнутые или изогну-

тые формы для лучшего 
сохранения механических 

свойств. Возможность 
машинного обучения

Механически сложный 
материал. Высокая 

стоимость. Проблемы 
с движением

6D

Гидрогели, 
интегрированные 

с мягкой электроникой 
(гибкие токопроводящие 

чернила)

Умные материалы. 
Динамическое 

и анатомическое 
соответствие. Сочетание 

пространственной 
гибкости 5D 

и динамической 
отзывчивости 4D

Точность и адаптивность. 
Имитирует архитектуру 

in vivo. Возможность 
печати на теле. 

Способность изменять 
форму, интеллектуальное 

поведение ткани

Сложность. 
Предназначен 
для научных 

исследований.  
Высокая стоимость 

и ограниченная  
доступность

Таблица 3. Сравнение методов, применяемых в биопечати кожи [41–45]

Table 3. Comparison of methods used in skin bioprinting [41–45]

Характеристики Экструзионная Струйная Лазерная

Тип печати Построчная По каплям (микрокапельная) По каплям

Точность Средняя и низкая Средняя Высокая

Плюсы

Низкая стоимость, простота 
выполнения, возможность 

печати с высокой плотностью 
и вязкостью клеток

Низкая стоимость, высокая 
жизнеспособность клеток, высокое 
разрешение и производительность, 

бесконтактная печать

Высокая жизнеспо
собность клеток,  

бесконтактная печать, 
без сопла

Минусы

Засоряющиеся сопла, 
механическое напряжение, 

возникающее при нанесении 
биочернил. Снижение 

жизнеспособности клеток 
при увеличении скорости 

печати

Ограниченное использование 
биочернил, низкая прочность, 

засорение сопел, риск 
механического и термического 

повреждения клеток, возможность 
агломерации и седиментации 

клеток

Низкая 
масштабируемость, 
медленная скорость 

потока из-за быстрого 
гелеобразования, 

длительность  
производства
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Каждая из этих технологий имеет свои преиму-
щества и  ограничения, связанные с  вязкостью 
биочернил, параметрами печати, сохранением 
жизнеспособности клеток и возможностями мас-
штабирования. При выборе оптимальной техно-
логии учитываются особенности конструкции 
кожного эквивалента, требования к биоматериа-
лам и клинической применимости.

Наиболее популярным и  распространенным 
является экструзионный метод, при котором 
биочернила непрерывно наносятся под пнев-
матическим давлением или с  использованием 
механических поршневых систем  [46]. Данный 
метод позволяет осуществлять печать вяз-
ких биочернил с  высокой плотностью клеток. 
Струйная биопечать  [47] использует режим 
печати «капля по требованию», обычно с  при-
менением термического или пьезоэлектриче-
ского эффектов. При термической биопечати 
небольшой нагреватель в  печатающей головке 
использует высокие температуры для создания 
пузырьков пара в  биочернилах. Образующиеся 
паровые пузырьки создают импульс давления, 
обеспечивающий выброс биочернил. Данный 
метод отличается высокой скоростью печати 
и относительной экономической доступностью. 
Лазерная биопечать применяется для создания 
аналогов кожи с  использованием биочернил 
с  высокой плотностью клеток и  разрешением, 
близким к уровню отдельных клеток.

Биопечатные конструкции могут выполнять-
ся в  трех различных форматах: в  виде клеточ-
ных суспензий, инкапсулированных клеток 
в  гидрогеле или бесклеточных моделей. Сле-
дует отметить, что при использовании дермо-
эпидермальных заменителей кожи кератино-
циты демонстрируют ограниченную адгезию 
и пролиферацию на поверхности бесклеточных 
гидрогелей коллагена. В  любом случае фун-
кциональные и  структурные характеристики 
конечного продукта определяются свойствами 
биочернил, которые должны отвечать высоким 
требованиям биосовместимости, быть механи-
чески стабильными и поддерживать сохранение 
формы напечатанной конструкции [48].

Подбор и оптимизация биочернил 
и биоматериалов для биопринтинга
Одним из ключевых аспектов оптимизации про-
цессов биопечати является выбор подходящих 
биочернил, способных обеспечить формирова-
ние функционально полноценных кожных эк-

вивалентов. На сегодняшний день большое вни-
мание уделяется гидрогелям на основе GelMA, 
коллагена, альгината натрия и  других компо-
нентов, которые обеспечивают биосовмести-
мую микросреду, поддерживающую клеточную 
жизнеспособность, предоставляют возможность 
регулировать механические свойства, вязкость 
и скорость кросс-сшивания белковых цепей.

Оптимальные биочернила должны соответст-
вовать ряду ключевых требований: обладать 
высокой биосовместимостью и  способностью 
к  поддержанию жизнеспособности клеток; ха-
рактеризоваться адекватной печатной адаптив-
ностью и  возможностью создания стабильных 
структур; демонстрировать контролируемую 
биодеградацию, согласованную с  регенератив-
ным процессом, а  также воспроизводить ми-
кросреду, близкую к  естественной для клеток 
кожи.

В таблице 4  приведены основные биоматериа-
лы, используемые для включения в состав био
чернил, и  условия их применения в  экспери-
ментальных исследованиях.

Краткий обзор проведенных исследований пока-
зывает, что Albanna и соавт. [88], Liu и соавт. [52] 
и Jorgensen и соавт. [58] применяли комбинации, 
включающие коллаген типа I, желатин, фибри-
ноген или гиалуроновую кислоту, что позволило 
достичь эффективного дермально-эпидермаль-
ного взаимодействия, усиленной депозиции кол-
лагена и  снижения выраженности контрактуры 
раны. Cavallo и  соавт.  [50], Huyan и  соавт.  [61], 
Jiao и соавт.  [51] и Liu и соавт.  [52] использовали 
формулы желатин-альгинат или коллаген-аль-
гинат для моделирования кожи и  поддержки 
жизнеспособности клеток, улучшая заживление 
ран, особенно при включении нескольких типов 
клеток. Somasekharan и соавт. [53] далее подтвер-
дили эти выводы, демонстрируя потенциал био
чернил на основе альгината-желатина-диэтило-
аминэтилацетилцеллюлозы для поддержания 
жизнеспособности клеток и сохранения феноти-
пов и функциональности клеток, при этом обес-
печивая высокую точность воспроизведения 
формы.

Zhang и  соавт.  [60] использовали GelMA и  био-
чернила на основе метакриловых производных 
гиалуроновой кислоты, подчеркивая важность 
обработки ВКМ жировой ткани для биосовме-
стимых и печатаемых материалов.
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Таблица 4. Свойства и применение биоматериалов

Table 4. Properties and applications of biomaterials

Биоматериалы Свойства Применение Ссылки 

Сыворотка Ab 
Созревание конструкта, выживаемость 

клеток при нанесении на поверхность кожи, 
механическая стабильность

Васкуляризированный 
конструкт кожи [49]

Альгинат

Пригодность для печати, биосовместимость, 
способность к биологическому разложению, 
достаточная вязкость и упругость, быстрое 

сшивание в присутствии ионов кальция 
в гидрогеле, низкая стоимость, отсутствие 

биологической активности

Эквивалент кожи,  
заживление ран, ожоги 
второй степени тяжести

[50–53]

Бактериальная 
наноцеллюлоза (BNC)

Высокая влагоудерживающая способность, 
благоприятные реологические свойства, 

пригодность для печати, прочность 
и эластичность, структурная стабильность, 
морфологическое сходство с коллагеном

Полнослойная гетерогенная 
ткань искусственная кожа, 

заживление ран. Может 
использоваться в качестве 
механического усилителя 

для улучшения механической 
прочности биочернил

[54]

Биоразлагаемый 
полиуретан (PU)

Пригодность для печати, высокая разрешающая 
способность, биосовместимость, возможность 

повлиять на скорость биоразложения, 
эластичность, умеренная контракция ткани, 

свойства к истончению, миграция тканей

Обширные раны  
во всю толщину [55]

CaCl2
Химическая сшивка геля после печати тканевой 

структуры

Используется с альгинатными 
биочернилами 

и биочернилами на основе 
желатина

[50, 52, 
53, 55]

Хитозан

Биосовместимость с тканями, биоразлагаемость, 
биоактивность, механическая прочность, 

пригодность для печати, показано 
фармакологическое действие на разных стадиях 

заживления ран, включая гемостатическую 
и антибактериальную активность

Регенерация кожи in vitro 
и заживление ран [56]

Коллаген I типа

Созревание конструкции, стабильное 
приживление тканеинженерного конструкта 
в ране, механическая стабильность, имеются 

лиганды для прикрепления клеток

Полнослойные раны,  
ожоги, язвы [49, 51]

Диэтиламиноэтил- 
целлюлоза (DCEL)

Отсутствие цитотоксичности, стабильность, 
эластичность и пористость; обладает адгезивной 

способностью, стабильностью; в DCEL клетки 
однородно распределяются по всей печатной 

конструкции

Васкуляризованные кожная 
конструкция, эквиваленты 

кожных тканей
[53]

Фибриноген

Биосовместимость, способность 
к биодеградации, клеточная адгезия, быстрое 
гелеобразование с сохранением трехмерной 

формы

Раны на всю толщу, ожоги 
второй степени тяжести, 
язвы, заживление ран, 

[50, 57, 
58]

Фибронектин
Стабильное приживление, механическая 
стабильность, обладает биологической 

активностью, биодеградация

Васкуляризированный 
конструкт кожи

[50, 52, 
57]

Желатин

Биосовместимость, чувствительность 
к температуре, небольшое количество 

лигандов для клеточной адгезии и более 
низкая биологическая активность, хорошая 

клеточная жизнеспособность, низкая 
стоимость; благодаря адгезии клеток подходят 

для роста, пролиферации фибробластов 
и ремоделирования внеклеточного матрикса

Ткани in vivo и in vitro; 
искусственный 

кожный трансплантат 
с эндотелиальными клетками 

сосудов, моделирование 
свежей раны

[58, 61]
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Биоматериалы Свойства Применение Ссылки 

Композиты GelMA
Биосовместимость, ферментативное 

расщепление, клеточная адгезия и остаточные 
механические свойства

Модификация желатиновых 
гидрогелей для улучшения 

возможность печати, 
воспроизводимости 
и тканеинженерных 

конструктов, системы 
доставки лекарств 

и 3D-печать

[59, 60]

Генипин
Биоактивность, механическая прочность, 

пригодность для печати, противовоспалительные 
свойства

Регенерация кожи in vitro 
и заживление ран [58]

Глицерин
Антибактериальные свойства, биосовместимость 

повышают стойкость гелей и предотвращают 
засорение сопел биопринтера

Многоклеточная биопечать; 
заживление ран [58]

Гиалуроновая кислота Повышает равномерность распределения клеток 
в тканеинженерном конструкте Раны на коже во всю толщу [58, 60]

Литий фенил-
2,4,6-фосфонат 
триметилбензоила 
(LAP)

Фотоинициаторная сшивка для индукции цепной 
полимеризации при воздействии света

Используется с биочернилами 
желатина метакрилата [54, 59]

Биоразлагаемая 
полигликолевая 
кислота (PGA)

Созревание конструкции, стабильное 
приживление, механическая стабильность

Васкуляризированный 
конструкт кожи [49]

Фиброин шелка

Биосовместимость (высокая пролиферация 
и адгезия клеток, низкий воспалительный 

ответ), способность к биодеградации, 
отсутствие цитотоксичности, высокая прочность 
на растяжение; образует стабильные пористые 

3D-структуры 

Полнослойная модель 
искусственной кожи in vitro [59]

Термопластичный 
полиуретан (PU)

Создает эффект перевязки ран при регенерации 
кожи; поддерживающий раневой перевязочный 

материал; обладает высокой эластичностью 
по сравнению с другими биосовместимыми 

термопластичными полимерами

Индивидуальная печать 
биомаска для ухода 

регенерации кожи лица 
пациента

[55]

Тромбин
Осаждение тромбина на

фибриногеновую матрицу приводит 
к образованию фибрина

Раны по всей толщине,  
ожоги, язвы [58, 88]

Окончание таблицы 4

Включение таких материалов ускоряет за-
живление ран за счет усиленного сокращения 
ткани, секреции коллагена, ремоделирования 
и  неоангиогенеза. Choi и  соавт.  [59], Li и  со-
авт.  [54] и  Jin и  соавт.  [62] представили биопе-
чатные конструкции с использованием GelMA, 
бактериальной наноцеллюлозы или матриц 
кожи свиньи, применение которых приводило 
к  улучшению васкуляризации, секреции ком-
понентов ВКМ и  даже способствовало форми-
рованию структур, напоминающих волосяные 
фолликулы. Совокупность представленных 
данных указывает на значимость создания 
пространственно организованных и  много-
слойных конструкций для достижения более 

полной регенерации. Hafezi и  соавт.  [56] ис-
пользовали хитозан с генипином для повыше-
ния сохранности структуры и жизнеспособно-
сти клеток при низком давлении печати, в  то 
время как Lee и соавт. [63] реализовали гибрид-
ный метод с  использованием микропринтера 
для лучшего контроля осаждения эпидермаль-
ного слоя. Использование полимеров на основе 
полиуретана также свидетельствует о  попыт-
ках обеспечить функциональные механические 
свойства in vivo, что приводит к  значительной 
вторичной эпителизации и стимуляции ангио-
генеза. Наконец, Desanlis и соавт. [57] и Baltazar 
и соавт. [49] продемонстрировали возможность 
использования только что изолированных 
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аутологичных кожных клеток или материалов 
без компонентов животного происхождения, 
что способствовало формированию стратифи-
цированных эпидермальных слоев и индукции 
неоангиогенеза in  vivo. Данные модели пред-
ставляют высокую научную и прикладную зна-
чимость, поскольку поддерживают концепцию 
использования аутологичных или полностью 
гуманизированных систем в будущих терапев-
тических применениях.

Фибробласты как ключевой клеточный компонент 
кожных эквивалентов
Фибробласты играют критически важную роль 
при формировании дермальных слоев кож-
ных эквивалентов. Они синтезируют коллаген 
и другие матричные белки, создавая каркас, ко-
торый не только поддерживает механическую 
целостность ткани, но и способствует ускорен-
ной регенерации ран.

В организме фибробласты представлены не-
сколькими видами клеток, расположенными 
в  разных тканях c  характерной специфично-
стью (перициты, фибробласты сердца, мышеч-
ные фибробласты, дермальные фибробласты). 
Существуют и другие типы фибробластов, свя-
занные со структурой и функцией толстой киш-
ки, мочевого пузыря, легких и органов пищева-
рения [64].

По происхождению можно выделить первичные 
фибробласты, которые происходят из мезенхи-
мы после эпителиально-мезенхимального пе-
рехода эпибластов, давая начало резидентным 
фибробластам и  резидентным «покоящимся» 
фибробластам. Последние являются основным 
фактором гомеостаза внеклеточного матрик-
са. Взаимодействуя с  окружающей их средой, 
фибробласты могут модифицировать свойства 
клеток и продуктов их секреции, регулируя тем 
самым процессы развития тканей и способствуя 
купированию патологических состояний [65].

К основным функциям фибробластов отно-
сятся: синтез и  поддержание ВКМ, обеспечи-
вающие структурную организацию мягких 
соединительных тканей; секреция цитокинов 
и факторов роста; межклеточные взаимодейст-
вия как между фибробластами, так и с другими 
типами клеток, посредством которых они фор-
мируют сигнальную среду ниш стволовых кле-
ток; участие в процессах ремоделирования тка-
ней, фиброгенеза и заживления ран.

Фибробласты классифицируют по функцио-
нальной активности: фиброз-ассоциированные 
фибробласты; фибробласты, ассоциированные 
с  заживлением ран; фибробласты, ассоцииро-
ванные с раком, и фибробласты, ассоциирован-
ные со старением.

Наиболее перспективным является изучение 
физиологии дермальных фибробластов. Попу-
ляция клеток представлена несколькими под-
типами: папиллярные (поддерживающие эпи-
дермис), ретикулярные (расположенные в более 
глубоком слое).

При заживлении ран или в ходе воспалитель-
ной реакции дермальные фибробласты диф-
ференцируются в  миофибробласты, харак-
теризующиеся сократительной активностью 
и  организацией в  волокнистые структуры. 
В  результате клетки формируют структур-
ный каркас заживающей раны, способствуя 
ее закрытию, однако их персистирующая ак-
тивация может приводить к развитию фибро-
за, при котором ткани становятся жесткими 
или рубцуются. Независимо от органа регене-
рация обычно включает три перекрывающиеся 
фазы. Сразу после травмы первыми клетками 
реагирования являются макрофаги и нейтро-
филы (стадия воспаления). Через 2–10  дней 
наступает пролиферативная стадия, которая 
включает ангиогенез, отложение ВКМ и  про-
лиферацию клеток. В  результате образуется 
новая ткань и уменьшается поврежденная об-
ласть [66]. Третья стадия — ремоделирование, 
когда ткань восстанавливает предыдущую ги-
стоархитектонику, а лежащий в ее основе ВКМ 
подвергается реорганизации.

Современная концепция заживления тканей 
после глубоких ран кожи с  формированием 
лоскутов заключается в том, что фасциальные 
фибробласты способствуют поступлению ком-
позитных материалов в рану, при этом коллек-
тивная миграция меченых фибробластов ле-
жит в  основе этого конвейерного управления. 
В процессе мобилизации фасции межклеточная 
адгезия и  взаимодействие через N-кадгерин 
и  коннексин 43  играют ключевую роль, спо-
собствуя агрегации и закрытию ран плотными 
пробками из предварительно сформированно-
го фасциального матрикса. Со временем этот 
временный кожный барьер, сформированный 
фасцией, ремоделируется в  зрелый гипертро-
фический рубец [67].
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Широкое использование фибробластов обуслов-
лено их относительной доступностью, которая 
достигается за счет возможности легко изоли-
ровать клетки из тканей, выращивать в  куль-
туре на искусственных поверхностях (стекло 
и  пластик), на природных и/или биоинженер-
ных материалах  [68]. Под воздействием опре-
деленных стимулов, таких как трансформиру-
ющий фактор роста бета β-1, тромбоцитарный 
фактор роста и  инсулиноподобный фактор 
роста-1, фибробласты способны синтезировать 
ВКМ, секретировать цитокины, вызывать миг-
рацию и  пролиферацию разных типов клеток 
при повреждениях кожи.

Определение оптимальных параметров куль-
тивирования фибробластов, направленных 
на увеличение их выживаемости и  сохранение 
пролиферативного потенциала in vitro, остается 

в  числе актуальных задач регенеративной ме-
дицины. В таблице 5 приведены основные под-
ходы к созданию оптимальных условий культи-
вирования фибробластов.

Недостатком во многих протоколах получе-
ния аутологичных дермоэпидермальных за-
менителей кожи является длительный период 
культивирования  — от начала выращивания 
до трансплантации кожного лоскута, который 
варьирует от пяти  [74] до девяти недель  [75], 
а  в  некоторых моделях может достигать 5  ме-
сяцев (табл. 5). Для пациентов с большими ожо-
говыми ранами это удлиняет время ожидания 
трансплантации, а сокращение периода культи-
вирования in vitro без ухудшения качества кож-
ного трансплантата представляет собой важную 
задачу, решение которой приведет к  улучше-
нию результатов их применения.

Таблица 5. Схемы культивирования с применением фибробластов и их особенности

Table 5. Fibroblast culture schemes and their features

Основные характеристики 
исследования

Культивируемые клетки / 
печатаемые компоненты кожи Биополимер Недостатки 

способа

3 этапа: выделение клеток  
из биоптата кожи, культивирование; 
поэтапная подсадка и культивиро-
вание клеток для формирования 
молодого эпидермиса [69]

Фибробласты и кератиноциты Коллагеновый 
гидрогель

Длительность 
до 5 недель

3D-модель кожи для пересадки 
мышам породы NOD/SCID [70]

Кератиноциты и фибробласты, 
дифференцированные 

из чИПСК
Планшет Transwell

Длительное 
культивирование 

клеток 
(до 30 дней)

Создание сплошных стратифициро-
ванных слоев культивируемых кера-
тиноцитов человека на поверхности 
модифицированного коллагено- 
хитозанового каркаса, содержащего 
фибробласты [71]

Кератиноциты и фибробласты 
крайней плоти 

новорожденного

Коллаген-хитозановый  
каркас

Необходимость 
исследования 
отдаленных 
последствий 
безопасности 

и приживаемости 

Система культивирования 
органоидов — модулировали 
сигнальные пути ФНО-β и фактора 
роста и клеток. Сформированный 
органоид кожи повторяет схему 
рецепторов осязания человека [72]

Фибробласты, стволовые 
клетки эмбриона

96-луночные  
планшеты, 

содержащие среду 
для дифференцировки: 

матригель,  
BMP и ФНО-β

Длительность 
4–5 месяцев

Биопленка на основе фибрина 
(жизнеспособность и пролиферация 
клеток), сшитые раствором 
тромбина [73]

МСК из ткани пуповины 
(жизнеспособность — 

более 94% в течение 7 дней 
культивирования)

Трехмерная матрица, 
среда Eagle (1% 

раствор антибиотика-
антимикотика, 1% 
L-глютамин, 10% 
фетальная бычья 

сыворотка)

Стоимость. 
Необходимость 

постоянного 
добавления клеток 

в среду

Примечание: GelMA — желатина метакрилоил; NOD — мышиная модель диабета без ожирения  [non-obese diabetic]; 
SCID — мыши с тяжелым комбинированным иммунодефицитом (severe combined immunodeficiency); чИПСК — челове-
ческие индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ФНО-β — фактор некроза опухоли-бета; МСК — мезен-
химальные стромальные клетки; HUVEC — эндотелиальные клетки пупочной вены человека
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Технологические и биологические аспекты 
создания кожных эквивалентов

Ключевыми параметрами, влияющими на каче-
ство биопечати клеточных конструкций, явля-
ются вязкость биочернил, температура печати, 
скорость экструзии и  время кросс-сшивания. 
Исследования показывают, что оптимизация 
этих параметров позволяет добиться высоко-
точных 3D-конструкций с  минимальными ме-
ханическими повреждениями клеток. Допол-
нительные исследования в  области рeологии 
биочернил помогают корректировать фазовые 
переходы материалов и повышать стабильность 
итоговых структур.

Для успешного формирования функциональ-
ных кожных эквивалентов важно воспроизво-
дить микросреду, максимально приближен-
ную к  естественной. Это достигается за счет 
интеграции клеточных факторов, стимуля-
торов васкуляризации (например, фактор ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF), фактор роста 
кератиноцитов (KGF), эпидермальный фактор 
роста (EGF)) и  применения динамических си-
стем культуры с перфузией. Оптимальный под-
бор факторов, увеличивающих скорость роста 
культуры клеток и  повышающих устойчивость 
и  жизнеспособность клеток в  составе искусст-
венного матрикса, улучшает процесс прижив-
ляемости конструкции и  обеспечивает более 
эффективное самовосстановление тканей.

Многообещающим подходом для ускорения ро-
ста и начала функционирования тканеинженер-
ных трансплантатов являются динамические 
биореакторные системы [76].

В биореакторе напечатанный биологический 
объект проходит стадию «дозревания» и  ста-
билизации своей структуры  [77]. Для контроля 
за этим критически важным процессом, в ходе 
которого формируются механическая проч
ность, структурная целостность и  биологиче-
ская функциональность конструкта, применя-
ются неинвазивные и недеструктивные методы 
мониторинга [78].

Для создания модели кожи разработана дина-
мическая биореакторная система, которая по-
зволяет подвергать большие (диаметром 30 мм) 
гидрогели коллагена, содержащие фиброблас
ты, циклической деформации за счет контроли-
руемого надувания мембраны под давлением. 
После трех дней циклической нагрузки обрабо-

танные биореактором дермальные заменители 
продемонстрировали трехкратное увеличение 
жесткости материала, обусловленное уплотне-
нием и  истончением гидрогелевой матрицы. 
В  отличие от статического культивирования, 
при котором фибробласты оставались в состоя-
нии покоя, динамические условия стимулиро-
вали их вход в клеточный цикл и интенсивную 
пролиферацию, что приводило к 75%-му увели-
чению числа клеток независимо от состояния 
деформации. Было показано, что динамиче-
ски культивируемые дермальные заменители 
поддерживают более быструю пролиферацию 
кератиноцитов и  ускоренное образование эпи-
дермиса по сравнению со статически культи-
вируемыми дермальными матрицами. Обсу-
ждается влияние жесткости матрицы, потока 
интерстициальной жидкости и направленности 
деформации на пролиферацию фибробластов, 
что обеспечивает механо-биологическое пони-
мание ускоренного созревания тканей.

Одним из основных факторов, ограничивающих 
возможности биопечати кожи, как и  большин-
ства других тканеинженерных конструкций, 
является обеспечение адекватной васкуляри-
зации. Реновация кожных эквивалентов стано-
вится значительно эффективнее при наличии 
интегрированной сосудистой сети, что обеспе-
чивает доставку кислорода и  питательных ве-
ществ к клеткам. Новейшие подходы включают 
создание предформированных сосудистых ка-
налов, в результате чего достигается генерация 
капиллярных сетей внутри 3D-структур  [79]. 
Эта технология позволяет не только ускорить 
процесс заживления ран, но и повысить устой-
чивость конструкций в условиях динамическо-
го культивирования.

Ранние попытки использовать факторы роста, 
такие как VEGF, с  кератиноцитами или карка-
сами, такими как композит из желатинсульфи-
рованного шелка, для стимулирования неова-
скуляризации увенчались некоторым успехом, 
но очевидно, что необходимы дальнейшие 
исследования в  этой области. Потенциальное 
преимущество 3D-биопечати в  организации 
микро- и  макроархитектуры тканей заключа-
ется в том, что по мере улучшения разрешения 
принтера в  будущем сосудистая сеть сможет 
быть напечатана на биопринтере вместе с  са-
мой тканью, что позволит создать микрососу-
дистый анастомоз с  сосудами реципиента. Не-
которые исследователи работали над созданием 



41–65 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
Саенко Ю.С. и др. 
Эквиваленты кожи для заживления ран и регенерации

54 |  Регенерация органов и тканей. 2025;3(1)

Рис. Блок-схема: процесс создания 3D-биопечатного 
кожного эквивалента

Fig. Flowchart: the process of creating a  3D bioprinted 
equivalent of each

многомасштабных сосудистых сетей, включаю-
щих дендритные каналы и прямые каналы; од-
нако они все еще были далеки от кровеносных 
сосудов нативной кожи  [79]. Альтернативный 
подход включает использование микрофлюид-
ных систем, способствующих васкуляризации. 
В частности, такой подход применен для биопе-
чати с использованием иммуномодулирующих 
биоматериалов, что может улучшить интегра-
цию трансплантата и снизить риск отторжения, 
а  также расширить клиническое применение 
биопечатной кожи [80]. В целом в настоящее вре-
мя ведется интенсивный поиск различных под-
ходов к  совершенствованию васкуляризации 
тканей, созданных путем биопринтинга  [81], 
но на данный момент требуется еще много ис-
следований в этом направлении.

Алгоритм разработки кожного эквивалента 
с использованием 3D-биопечати и культуры фи-
бробластов можно представить в  виде схемы, 
показанной на рисунке.

Следует отметить, что для создания полно-
ценных кожных эквивалентов необходимо ис-
пользовать многоуровневую стратегию печа-
ти, при которой отдельные слои моделируются 
с учетом специфики клеточного состава. Обыч
но такие конструкции включают базальный 
слой, где доминируют плотные сети фибро-
бластов, отвечающие за синтез внеклеточно-
го матрикса; эпидермальный слой, состоящий 
из кератиноцитов, располагающихся в  виде 
моно- или многослойной структуры с характе-
ристиками нормального кожного покрова.

Важно отметить, что выбор биочернил зани-
мает приоритетное место при моделировании 
дермальных конструкций, поскольку именно их 
свойства определяют эффективность клеточной 
адгезии, сохранение функциональной активно-
сти клеток в  процессе печати и  последующей 
приживляемости конструкции.

Доклинические и клинические исследования 
эффективности приживляемости кожных 
эквивалентов
Большинство исследований с  использованием 
модельных экспериментов на животных по-
казали обнадеживающие результаты при при-
менении дермальных и  кожных эквивалентов, 
однако в  значительной части случаев такие 
конструкции обладают существенными ог-
раничениями для клинической трансляции. 

Модели на мышах и  крысах широко применя-
ются на ранних этапах исследований благодаря 
их доступности и  воспроизводимости. Однако 
кожа мелких экспериментальных животных су-
щественно отличается от кожи человека: она за-
метно тоньше, имеет более высокую плотность 
волосяных фолликулов, и заживление происхо-
дит преимущественно за счет контрактуры ран. 
Указанные анатомические и  физиологические 
различия ограничивают возможность точно-
го моделирования процессов заживления ран 
у человека. В этом контексте модели на свиньях, 
напротив, обладают некоторыми преимущест-
вами для трансляционных исследований. Кожа 
свиньи по толщине эпидермиса и дермы, струк-
туре коллагена, сосудистой сети, иммунному 
ответу и  механизму заживления, основанному 
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преимущественно на реэпителизации, в значи-
тельной степени сопоставима с  кожей челове-
ка  [82, 83]. Однако использование свиней часто 
ограничено более высокими расходами, этиче-
скими соображениями и  необходимостью спе-
циализированной инфраструктуры, что делает 
их менее доступными для рутинных экспери-
ментов и клинической валидации.

Ключевая проблема в  3D-биопечати кожных 
заменителей  — подбор идеальных биочернил, 
которые обеспечивают как отличную биосов-
местимость, так и  контролируемые механиче-
ские свойства  [84]. Коллаген, хотя и напомина-
ет естественный ВКМ, обладает недостаточной 
механической прочностью, что усложняет его 
использование в  качестве самостоятельного 
печатного материала. Включение желатина, 
альгината и  гиалуроновой кислоты улучшает 
вязкость биочернил и  возможность воспроиз-
водимой печати  [85, 86]. Фибриноген способен 
к  перекрестной полимеризации с  тромбином 
для образования фибрина, который поддержи-
вает клеточную адгезию и пролиферацию, обес-
печивая быстрое гелеобразование для сохране-
ния 3D-структуры биопечатных конструкций. 
Дополнительно включение компонентов, таких 
как глицерол, фотоинициаторы, хитозан и бак-
териальная наноцеллюлоза, может улучшать 
механические свойства, клеточные взаимо-
действия и биодеградацию, адаптируя биочер-
нила под конкретные задачи  [87]. Предметом 
дискуссий остается введение переменных био-
материалов, что создает значительные пробле-
мы не только для воспроизводимости, но и для 
дальнейших тестов и регуляторной валидации, 
необходимых для клинической трансляции.

В ряде доклинических исследований было проде-
монстрировано, что применение 3D-биопечатных 
кожных эквивалентов позволяет ускорить процес-
сы заживления ран, улучшить качество регене-
рации тканей и снизить риск возникновения ин-
фекционных осложнений. Показано, что при ис-
пользовании коллагена в виде гидрогеля макси-
мальная стабильность формы и  оптимальная 
микро- и макропористая структура достигаются 
при 37 °C. Хотя авторы отмечают, что прямая 
3D-биопечать коллагена ограничена его физи-
ческими свойствами, особенно при включении 
в печать клеток или тканевых сфероидов [88]. Для 
улучшения печатных свойств используют сме-
шивание с  другими материалами (фибриноген 
и тромбин, хитозан [89]); а также применение низ-

ких концентраций коллагена (2–4%). Оценка вли-
яния различных концентраций коллагена на жиз-
неспособность клеток показала, что снижение 
концентрации от 4 до 2% приводит к увеличению 
жизнеспособности клеток с 87,2 ± 2,1 до 97,2 ± 1,2% 
(p < 0,05). Подобный эффект продемонстрирован 
при снижении концентрации экстракта коллаге-
на (со 100  до 25%) возрастает жизнеспособность 
клеток с 85,07 ± 6,73 до 111,31 ± 3,65% (p < 0,05) [88]. 
Таким образом, как для кератиноцитов, так и для 
фибробластов кожи их жизнеспособность изме-
няется пропорционально плотности клеточной 
суспензии и обратно пропорционально простран-
ству между каплями.

Низкая плотность клеточной суспензии (0,5 млн 
клеток/мл) и  большое расстояние между ка-
плями (400  нм) приводят к  умеренной жизне-
способности фибробластов (84%). В  то время 
как наиболее высокие показатели жизнеспособ-
ности клеток (98–99%) наблюдались при плот-
ности клеточной суспензии 1–2  млн клеток/мл 
и расстоянии между каплями 200 нм [90].

В качестве приоритетных параметров меха-
нических свойств материалов необходимо от-
метить высокий коэффициент набухания, воз-
можность влаго- и  воздухообмена в  области 
раны. Средний модуль упругости человеческой 
кожи  — от 100  до 1100  кПа (модуль Юнга)  [91]. 
Степень набухания имеет обратную связь со 
значениями модуля Юнга.

Одним из ключевых параметров тканеинже-
нерных конструкций является пористость, по-
скольку она оказывает влияние на образование 
и  рост сосудистой сети. Пористость определя-
ется как отношение суммарного объема поло-
стей (пор) к  общему объему тканеинженерной 
конструкции и находится в тесной взаимосвязи 
с ее физико-механическими характеристиками. 
Оптимальная пористость не нарушает процес-
сы адгезии, пролиферации, дифференциров-
ки и миграции клеток; при этом поры должны 
быть открытыми и взаимосвязанными [92].

Учитывая определяющее значение васкуляри-
зации для выживаемости и  функциональной 
интеграции тканеинженерных кожных кон-
струкций, особое внимание в  доклинических 
и  клинических исследованиях уделяют фак-
торам, определяющим их приживляемость. 
При этом установлено, что долговременная 
жизнеспособность дермальных эквивалентов 
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напрямую зависит от степени сформированно-
сти сосудистой сети, обеспечивающей адекват-
ное снабжение клеток кислородом и питатель-
ными веществами.

Например, экспериментальные модели с  ис-
пользованием экстрагированных фибробластов 
показали, что стабильная сетчатая структура 
гидрогеля способствует формированию об-
ширных кровеносных сосудов в  области раны. 
Применение дополнительных факторов роста 
(таких, как VEGF, KGF и EGF ангиопоэтин, тран-
сформирующий фактор роста, тромбоцитарный 
фактор роста (PDGF) и  некоторые интерлейки-
ны) в  культурах способствовало росту клеток 
и более быстрой репопуляции области раны [93], 
формированию сосудистой сети in vitro за счет 
привлечения периваскулярных клеток [94]. При 
этом авторы отмечают необходимость соблю-
дения не только концентрации, но и  режимов 
введения факторов ангиогенеза. Например, из-
быточные концентрация VEGF могут приводить 
к формированию сосудов с повышенной прони-
цаемостью [95].

Преимуществом обладают системы, где факто-
ры роста смешивают с гидрогелями или наносят 
на каркасные структуры перед транспланта-
цией [96]. В частности, использование композит-
ного каркаса на основе фосфата кальция и  по-
лилактогликолевой кислоты с контролируемым 
одновременным высвобождением PDGF и VEGF, 
приводило к формированию стабильной и фун-
кционально состоятельной сосудистой сети [97]. 
Интересным подходом является биопечать со-
судов с  использованием биодеградируемых 
компонентов биочернил [98] с последующим за-
селением эндотелиальными клетками [99].

Клинические испытания кожных эквивален-
тов, полученных с  применением 3D-биопечати, 
демонстрируют перспективы их трансляции 
в  практику. Безусловно, что биопечатаемые 
конструкции позволяют преодолевать пробле-
му отторжения органов при клиническом при-
менении. Использование аутологичных клеток 
на этапе создания биочернил позволяет сохра-
нять уникальный иммуногенетический профиль 
пациента, тем самым снижая риск иммунной не-
совместимости  [100]. Такой персонализирован-
ный подход позволяет устранить необходимость 
в иммуносупрессивной терапии, а следователь-
но, снизить риски побочных эффектов и  повы-
шенной восприимчивости к инфекциям [101].

Использование биопечатных структур сопря-
жено с рядом этических и регуляторных вопро-
сов, среди которых ключевыми являются прин-
ципы качества, клинической эффективности 
и  биобезопасности. Принцип качества пред-
полагает соответствие биопечатных тканей 
требованиям биосовместимости  [102]; исполь-
зуемые биочернила должны быть нетоксичны-
ми, прочными, поддерживать васкуляризацию 
и  обеспечивать последующую интеграцию 
конструкции в ткани организма. Принцип кли-
нической эффективности и безопасности под
разумевает обязательное проведение исследо-
ваний на наличие вирусной, бактериальной, 
протозойной, грибковой и прионной инфекции 
при использовании донорских клеток и  ком-
понентов биочернил. Большое значение имеет 
соблюдение принципов безопасного хранения 
и транспортировки клеток. Принцип прозрач-
ности и доступности доклинических и клини-
ческих испытаний предполагает обязатель-
ное опубликование результатов имплантации 
биопечатной ткани (органа) в  рецензируемых 
медицинских научных журналах. Принцип 
контроля за разработкой цифровой модели па-
циента и  конфиденциальности данных охва-
тывает защиту персональных и  биомедицин-
ских данных. Ряд других регламентирующих 
принципов включает ограничение на изъятие 
биопечатных тканей у человека после имплан-
тации и другие этические и правовые аспекты, 
направленные на обеспечение безопасности 
и прав пациентов [103].

Ограничения и возможности совершенствования 
подходов к созданию конструкций на основе 
3D-биопечати кожи
Механическая прочность и  интеграция ком-
понентов искусственной кожи являются одной 
из важнейших задач для исследователей. Эта 
задача подразумевает поиск лучшего метода 
для достижения быстрого и  стабильного ге-
леобразования без ущерба для жизнеспособ-
ности клеток. Например, введение диоксида 
кремния, наноцеллюлозы и  нанокомпозитов 
на основе гидрогеля может улучшить механи-
ческую прочность и интеграцию компонентов 
в создаваемой ткани. Так, F. Hafezi et al. [56] раз-
работали новые биочернила для экструзион-
ной печати из сшитого хитозана (CH)-генипин, 
содержащие кератиноциты и  дермальные 
фибробласты человека. Данная композиция 
биочернил оптимально подходила для клеточ-
ного материала, выживаемость которого при ее 
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использовании была выше 90% [104]. Биопечать 
материалов с использованием наночастиц, ги-
дрогелей и  нановолокон может использовать-
ся в  качестве перспективных инструментов 
для локальной и контролируемой доставки раз-
личных лекарственных веществ и  регулятор-
ных компонентов в тканевой инженерии [105].

Немаловажными и  по-прежнему актуальны-
ми являются задачи точной регулировки пара-
метров печати (температура, скорость, давле-
ние) для сохранения жизнеспособности клеток 
и устойчивости конструкций. Остаются вопро-
сы уменьшения ограничений по разрешению 
и стабильности 3D-печатных структур, особен-
но при использовании различных типов биома-
териалов. Указанные вопросы сочетаются с не-
обходимостью более точной имитации сложной 
микроструктуры кожи, включая реконструкцию 
васкуляризированных систем и специфических 
клеточных ниш. Это является критически важ-
ным условием для большей устойчивости био-
печатных конструкций и  улучшения их интег-
рации с  окружающими тканями реципиента 
в условиях in vivo [106].

Дополнительные исследования по разработ-
ке 3D-печатных каркасов, способных высвобо-
ждать факторы роста в ответ на определенные 
механические стимулы (сжатие или растяже-
ние) для точного контроля за кинетикой выс-
вобождения факторов роста, могут помочь 
в функциональном созревании тканей [107]. Ве-
дется поиск биочернил, способных реагировать 
на окружающую среду, например самовосста-
навливаться или разрушаться контролируемым 
образом [108].

Одна из областей, которая привлекает все 
большее внимание,  — использование генети-
ческих технологий. В  частности, указывает-
ся на возможность модификации экспрессии 
генов в  клеточных линиях, что позволит усо-
вершенствовать стратегии персонализирован-
ного улучшения или модификации клеточных 
культур  [109]. Перспективным является на-
правление по использованию антисмысловых 
олигонуклеотидов для модификации ответа 
генов, участвующих в  регуляции ключевых 
эффектов клеточных линий  [110]. Показана 
принципиальная возможность использования 
ДНК-препаратов для блокировки определен-
ных генов с положительным терапевтическим 
эффектом [111]. Причем при работе с культура-

ми клеток эта технология может быть весьма 
эффективной, так как олигонуклеотиды непо-
средственно помещаются в  среду с  клеточной 
культурой или в биочернила и могут регулиро-
вать активность определенных генов в раневой 
поверхности, куда производится приживление 
созданной конструкции.

Кроме того, большой перспективой облада-
ют возможности использования технологий 
искусственного интеллекта, которые могут 
позволить проводить более эффективный по-
иск состава биочернил, усовершенствовать ус-
ловия и  параметры биопечати, что позволит 
сделать технологию более эффективной и эко-
номичной [112].

И, несомненно, требуют решения вопросы регу-
ляторной политики и стандартизации при про-
изводстве кожных эквивалентов. В  конечном 
счете требуется создание четких протоколов 
Good Manufacture Practice и Good Clinical Practice 
для клинического применения 3D-биопечатных 
кожных эквивалентов [113].

Для решения этих вопросов требуются даль-
нейшие исследования, междисциплинарное 
сотрудничество и  разработка инновационных 
подходов для устранения существующих недо-
статков.

Заключение
Таким образом, проводимые исследования по-
казывают, что 3D-биопечать открывает уни-
кальные возможности по созданию много
уровневых кожных заменителей, максимально 
приближенных к структуре и функциональным 
свойствам натуральной кожи. Дальнейшие ис-
следования по оптимизации параметров пе-
чати, правильному выбору компонентов био
чернил, интеграции фибробластов и  других 
клеточных компонентов позволят более точно 
моделировать дермальные слои и  стимулиро-
вать процессы регенерации. Применение до-
полнительных биологических факторов будет 
способствовать формированию устойчивой 
сосудистой сети, что значительно улучшит 
функциональную интеграцию напечатанных 
конструкций в  ткани организма-реципиента. 
Следует подчеркнуть, что современные до-
клинические и  клинические испытания де-
монстрируют перспективность применения 
технологий регенераторной медицины, од-
нако для их широкого внедрения необходима 
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стандартизация и  регулирование процессов 
производства. Интеграция передовых методов 
3D-биопечати, оптимизированных биочернил 
и  мультиклеточных конструкций открывает 
перспективы создания кожных эквивалентов 

нового поколения, которые могут не только 
ускорить процесс регенерации, но и обеспечить 
эстетически оптимальный результат для паци-
ентов, страдающих от серьезных ожогов, травм 
и других повреждений кожи.
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