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Электропроводящий композит на основе биосовместимого хитозана и одностенных углеродных на-

нотрубок использован в качестве матрицы для электростимуляции фибробластов человека. Изучены

характеристики ионных и электронных токов, протекающих по матрице при наложении циклических

потенциалов ±100mV, установлена высокая стабильность матрицы в ходе продолжительного циклирования.

Показано, что предварительная электростимуляция повышает пролиферативную активность дермальных

фибробластов человека в сравнении с интактными клетками.
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Введение

Методы электростимуляции широко применяются в

медицине как для лечения широкого спектра заболе-

ваний, так и для их диагностики. Установлено, что

воздействие слабыми импульсными токами усиливает

активность периферической и центральной нервных си-

стем, вызывая в них ответную реакцию. Это помогает

восстанавливать функции опорно-двигательного аппара-

та, стимулировать дыхание и сердцебиение, лечить забо-

левание глаз и слухового аппарата. Электростимуляция

тормозит атрофические и склеротические изменения,

стимулируя одновременно восстановительные процессы

в системах кровообращения, лимфооттока и обмена

веществ, что активно используется регенеративной ме-

дициной [1].
Для оптимизации протоколов электростимуляции в

настоящее время исследуются базовые механизмы, за-

действованные в терапевтических подходах. К таким

механизмам относится изменение под действием экзо-

генной электростимуляции поведения клеток в части их

пролиферативной активности, программируемой гибели,

дифференцировки и др. Так, показано, что использо-

вание постоянного тока и электродов с повышенными

емкостными свойствами стимулирует пролиферацию и

рост мезенхимных стволовых клеток костного мозга,

что обеспечивает эффективное восстановление костной

ткани после переломов. Биполярная электрическая сти-

муляция увеличивает скорость регенерации сенсорных

и двигательных нервов и успешно использована при

лечении синдрома запястного канала человека [2]. По-

видимому, существует еще не раскрытый потенциал ис-

пользования электростимуляции для противоопухолевой

терапии, лечения келоидных заболеваний, нарушения

иннервации тканей, атрофии скелетных мышц и т. д. [2].
В ряде клинических испытаний in vivo и in vitro

была продемонстрирована положительная реакция на

электростимуляцию фибробластов дермы, ведущая к

улучшению заживления повреждений кожи и мягких

тканей [3].
В настоящее время регенеративная медицина все чаще

применяет неинвазивные методы лечения и диагностики,

для которых необходимы биосовместимые электропро-

водящие материалы, не травмирующие живую ткань.

Подобные материалы нужны и новому биомедицин-

скому направлению — клеточной терапии, где мето-

ды электростимуляции используются для модуляции

и ускорения роста клеточных культур, используемых

для лечения [4,5]. Биосовместимые электропроводящие

материалы, пришедшие на замену традиционных метал-

лических электродов, как правило, представляют собой

композиты биосовместимых полимеров-диэлектриков и

электропроводящей компоненты. Роль электропроводя-

щей компоненты выполняет либо углерод, либо элек-

тропроводящий полимер [5–8].
Углеродные материалы стабильны, инертны, неток-

сичны и обладают высоким уровнем электронной про-

водимости. В качестве электропроводящей компоненты

используются различные углеродные аллотропии: угле-

родная сажа, графен, углеродные нанотрубки [9]. Однако
углеродные нанотрубки применяются наиболее часто,

поскольку одномерная форма частиц позволяет значи-
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тельно снизить перколяционный порог проводимости

и получить требуемые параметры проводимости при

минимальном содержании углерода

Одним из наиболее известных и доступных биосовме-

стимых материалов является хитозан. Это полисахарид,

получаемый из биомассы: панцирей креветок, крабов,

саранчи и т. д. Среди биосовместимых полимеров, по

масштабам производства и по доступности, хитозан за-

нимает второе место после производных целлюлозы [10].
Хитозан не только биосовместимый, но и биодегра-

дируемый полимер и обладает также бактерицидными

свойствами [11]. Пленки на основе хитозана, сочетаю-

щие превосходные механические и антибактериальные

свойства, используют для упаковки скоропортящихся

продуктов [12], полимер применяют для антибактери-

альной очистки питьевой воды [13] и выведения из

организма продуктов разложения лекарственных препа-

ратов [14,15].
Композиты хитозана и углеродных нанотрубок полу-

чены рядом авторов [16–19]. Изучены их оптические,

механические и электропроводящие свойства [20,21]. Од-
нако характеристики каждого композита индивидуальны.

Они зависят от множества факторов: типа углерод-

ных нанотрубок, молекулярных характеристик хитозана,

массового соотношения компонентов их распределения

в композите и т. д. Поэтому при получении таких

композитов первоочередной задачей является адаптация

материала для конкретного варианта применения.

В настоящей работе композит хитозана с одностен-

ными углеродными нанотрубками получен для изучения

влияния электростимуляции на дермальные фибробла-

сты, задействованные в регенерации при повреждениях

кожи и мягких тканей. Кратко приведены условия полу-

чения композита, его состав и свойства. Изучены харак-

теристики материала при наложении на него цикличе-

ского потенциала как на воздухе, так и в физиологиче-

ском растворе. Исследовано влияние электростимуляции

на пролиферативную активность дермальных фибробла-

стов человека путем использования электропроводящей

композитной матрицы в качестве подложки.

1. Материалы и методы

1.1. Материалы

Композит готовили из 4%-х водных растворов

хитозана (CS) (Biolog Heppe GmbH, Германия,

Mm = (1.64−2.1) × 105, DD= 92%) и водной суспензии

одностенных углеродных нанотрубок (SWCNT) (Carbon
Chg, Россия). Выбор именно 4.0wt.%. концентрации CS

в растворе обусловлен тем, что, как установлено ранее,

это оптимальная концентрация полимера для коагуляци-

онного прядения хитозановых волокон [22]. Перед при-

готовлением растворов водная суспензия, содержащая

SWCNT, была диспергирована с использованием ультра-

звукового диспергатора IL10-0.63 в течение 15min при

частоте 25 kHz и мощности 630W. Порошок CS вводили

в полученную водную суспензию при перемешивании

для достижения набухания и частичного растворения CS.

Затем в систему вводили уксусную кислоту до концен-

трации 2wt.% для полного растворения CS. После 3 h

перемешивания раствор фильтровали и деаэрировали в

вакуумной камере в течение 24 h при давлении 10 kPa.

Содержание SWCNT составляло 3wt.% по отношению

к CS.

Пленки СS−SWCNT отливали путем экструзии рас-

твора через щелевую фильеру на стеклянную подложку;

за отливкой следовала сушка при температуре 50◦С

в течение 1 h. Далее пленки на стеклянной подложке

деаэрировали в вакуумной камере в течение 24 h при

давлении 10 kPa и затем сушили на воздухе при ком-

натной температуре в течение еще 24 h. Полученные

пленки выдерживали в 10%-ом водном растворе, со-

держащем NaOH и C2H5OH (1 : 1), в течение 10min,

затем промывали дистиллированной водой и сушили

на воздухе [23,24]. Пленки, отлитые из полученных

растворов, были гомогенными и однородно черными.

Исследование электропроводности проводили в изо-

термических условиях при 22± 2◦С с помощью че-

тырехэлектродной системы. Источником тока служил

пикоампертметр источник Keithley 6487, а для реги-

страции разности потенциалов применялся милливольт-

метр В7-40/4.

Механические свойства исследовали на приборе

Instron 5943, база испытания 10mm, скорость растяже-

ния образца 10mm/min. Перед испытаниями на растя-

жение образцы пленок выдерживали в эксикаторе при

относительной влажности воздуха 66% не менее 24 h.

1.2. Исследования in vitro

Для проведения исследований использовали штамм

фибробластов кожи условно здорового донора, полу-

ченный из коллекции клеточных культур Института

цитологии РАН (Санкт-Петербург). Клетки культиви-

ровали в полной питательной среде ДMEM (Панэко,

Россия) с добавлением 1% L-глютамина 200 мМ, 10%

бычьей эмбриональной сыворотки и 1% антибиотиков

(100 units/ml пенициллин, 100µg/ml стрептомицин), 1%
антимикотика (амфотерицин В 250µg/ml) (все реакти-

вы Thermo Fisher Scientific, США). Культивирование

проводили в СО2 инкубаторе (Thermo Fisher Scientific,

США) при температуре 37◦С, концентрации СО2 5% и

повышенной влажности. Для проведения исследований

использовали клетки до 15 пассажа.

1.3. Оборудование для проведения
электростимуляции

Эксперименты по электростимуляции дермальных

фибробластов человека на электропроводящей матри-

це CS−SWCNT проводили с использованием прибора

Potentiostat/Galvanostat ELINS P-30J, который позволяет

регистрировать токи в диапазоне от 10 nA до 2A и
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a b c d

Рис. 1. a — ячейка для электростимуляции в сборе и элементы ячейки, b — ванна, c — электроды, d — фиксирующая рамка.

потенциалы в диапазоне 80µV−15V. Возможная фор-

ма развертки сигналов тока и потенциала во времени

включает стационарный, пилообразный, 5-образный, им-

пульсный и программируемый. Максимальная скорость

регистрации 1580 points/s.

Электростимуляцию клеток проводили в специально

разработанной ячейке, выполненной из цельного куска

тефлона и не имеющей клеевых соединений (рис. 1).
На дно ячейки помещали электропроводящую матрицу и

заливали электролит либо культуральную среду. Съем-

ные электроды, которые фиксировались в пазах корпуса

ячейки, накладывались на образец сверху. Электрод

представлял собой тефлоновую пластину с закреплен-

ной на торце платиновой проволокой. Потенциал подава-

ли на образец через электрод из платиновой проволоки

диаметром 1mm, закрепленный в нижней части пла-

стины. Расстояние между параллельными электродами

составляло 9mm.

1.4. Электростимуляция и исследование
пролиферативных особенностей клеток

Электростимуляцию проводили на пленках

CS−SWCNT, многократно промытых физиологическим

раствором с нейтральным рН и стерилизованных

в автоклаве (120◦C, 40min) непосредственно перед

экспериментами с клеточным материалом. Стерилиза-

цию осуществляли в ячейке для электростимуляции,

где CS−SWCNT-пленка находилась на дне ванны и

была зажата между двумя электродами. Питательную

среду с клетками помещали в стерилизованную ячейку

поверх электропроводящей пленки CS−SWCNT, клетки

культивировали 24 h в СО2 инкубаторе (Thermo Fisher

Scientific, США) при температуре 37◦С, концентрации

СО2 5% и повышенной влажности. Продолжительность

электростимуляции составляла 4 h, в период

электростимуляции ячейка с клетками находилась в

СО2 инкубаторе. С помощью потенциостата на образец

подавали циклический 5-образный сигнал со сменой

полярности через каждые 30 s с верхней и нижней

границей потенциала +100 и −100mV соответственно.

Долговременное наблюдение за ростом клеток в ре-

жиме реального времени проводили с использованием

системы RTCA iCELLigence (ACEA Biosciences, Inc.,

США) (рис. 2, а), позволяющей анализировать состоя-

ние клеточных культур в динамике по изменению им-

педанса. В каждой лунке планшета E-Plates L8, исполь-

зующегося в системе, находится совокупность золотых

встречно-штыревых электродов, которая позволяет из-

мерять сопротивление, создаваемое клетками (рис. 2, b).
Адгезия, распластывание и пролиферация клеток на

поверхности электродов повышают сопротивление сре-

ды (рис. 2, c) и регистрируются как клеточный индекс:

отношение импеданса в конкретный момент времени к

исходному значению импеданса. Для проведения дан-

ных исследований клетки с поверхности CS−SWCNT-

матриц, прошедшие цикл электростимуляции, а также

контрольные интактные клетки переносили в лунки

планшета E-Plates L8.

2. Результаты и обсуждение

Пленки СS−SWCNT с 3wt.% содержанием угле-

родной компоненты были однородными по толщине

(40µm), и имели глубокую черную окраску, что сви-

детельствовало об однородном распределении SWCNT.

Пленки обладали хорошими механическими свойствами,

значения прочности, модуля упругости и деформации

материалов приведены в таблице.

Электропроводность пленки CS+ 3%SWCNT была

изотропна и составляла 0.1± 0.005 S/cm, это величина

на 2 порядка выше электропроводности культуральной

среды (0.15 · 10−2 S/cm), следовательно, электрический
ток будет преимущественно протекать по поверхности

пленки CS+ 3%SWCNT. Электропроводность хитозано-

вых пленок с различным содержанием SWCNT была

изучена в работе [25], где показано, что уменьшение кон-

центрации SWCNT в композиционной пленке приводит

к протеканию тока преимущественно по культуральной

среде,

3. Электрические свойства матриц
CS−SWCNT

В изготовленной ячейке проведено предварительное

исследование образцов матриц CS−SWCNT как в сухом

состоянии (22◦С и влажность 40−60%), так и в растворе
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Рис. 2. a — RTCA iCELLigence анализатор клеток, работающий в режиме реального времени; b — электронный планшет

E-Plates L8 (расстояние между лунками составляет 9mm от центра до центра соседних лунок в соответствии со стандартом

ANSI / SBS 4-2004 для 96-луночных микротитровальных планшетов); c — адгезия клеток ко дну электронного планшета влияет на

локальную среду на границе раздела биосенсор/раствор, в результате чего возникает импеданс электрического тока (Z); импеданс
варьируется в зависимости от количества и размера клеток, протяженности межклеточных контактов (барьерная функция клетки)
и эффективности прикрепления клетки к субстрату.

электролита (ФР). Сухая матрица демонстрирует омиче-

скую вольт-амперную зависимость как в положительной,

так и в отрицательной области исследуемых потенци-

алов (рис. 3). Однако при введении в ячейку ФР и

намокании матрицы ее вольт-амперные характеристики

резко меняются. Величины токов снижаются на порядок,

и вольт-амперная зависимость имеет форму кривой с

насыщением (рис. 3, вставка). Это объясняется тем,

что композит CS−SWCNT состоит из проводников двух

типов: проводника электронного типа — SWCNT и

ионного проводника — CS [26]. В сухом состоянии

ионная проводимость подавлена, наблюдается только

электронный транспорт по SWCNT, образующий в мат-

рице CS перколяционную сетку. В растворе электролита

проявляется ионный транспорт, значительную роль в ко-

тором играет матрица CS. Хитозан содержит ионогенные

аминогруппы, в кислой среде они протонируются и при

100% влажности и температуре 80◦С способны обеспе-

чить ионную проводимость порядка 10−3 S/cm, прием-

лемую для протон-проводящих мембран [26]. В физио-

логических условиях (25◦С и на границе протонации

(рН 6−7) ионная проводимость матрицы ниже, тем

Механические характеристики композиционных пленок

СS−SWCNT

Пленки
Прочность,

Модуль
Деформация,

MPa
упругости,

%
GPa

CS 124.17± 5.42 2.62± 0.57 38.68± 4.84

СS+ 3% SWCNT 158.91± 17.23 3.57± 0.26 41.16± 5.82

не менее она оказывает значительное влияние на ток

в системе. Ионный транспорт создает на интерфейсе

электрода двойной электрический слой, в результате

чего эффективное напряжение электродов снижается и

ток уменьшается с десятков до единиц µA.

Вклад матрицы CS−SWCNT в образование двойного

электрического слоя значительно выше, нежели водного

электролита на границе с электродом, что видно при

сопоставлении площадей под кривой соответствующих

циклических вольтамперограмм (рис. 4). Таким образом,

токи, проходящие по стимулируемой матрице, неод-

нородны и сложны не только по различию природы
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Рис. 3. Вольт-амперные характеристики матрицы CS-SWCNT

в сухом состоянии и в электролите, температура 25◦С, ско-

рость сканирования потенциала 3mV/s, данные получены в

ячейке для электростимуляции (на вставке вольт-амперная

зависимость в электролите детально).
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Рис. 4. Циклические вольтамперограммы: 1 — электролит;

2 — матрица CS−SWCNT в электролите, температура 25◦С,

скорость сканирования потенциала 3mV/s, данные получены в

ячейке для электростимуляции.

носителей, но и по смене интенсивности и направления

их движения.

4. Электростимуляция дермальных
фибробластов на поверхности
матрицы CS−SWCNT

В процессе электростимуляции на матрицу

CS−SWCNT, погруженную в культуральную среду, несу-

щую на поверхности дермальные фибробласты человека,

подавался циклический 5-образный сигнал со сменой

полярности через каждые 30 s с верхней и нижней

границ потенциала +100 и −100mV соответственно.

Продолжительность электростимуляции составляла 4 h,

на протяжении которых ячейка с биологическим мате-

риалом находилась в СО2 инкубаторе (Thermo Fisher

Scientific, США) при температуре 37◦С, концентрации

СО2 5% и повышенной влажности. Смена полярности

сигнала была необходима для уменьшения явлений

поляризации электродов ячейки в результате формиро-

вания на интерфейсе твердой и жидкой фаз двойного

электрического слоя, и для поддержания среднего

значения ниспадающего тока на уровне не менее 1µA.

Форма подаваемого на образец потенциала и тока,

протекающего через образец при стимуляции, в течение

первых 5min и на завершающем этапе, после 4 h стиму-

ляции приведены на рис. 5. На приведенных графиках

зависимости тока от времени регистрируется, что в

ходе непрерывной 4 h электростимуляции электрическое

сопротивление системы не увеличивается, что говорит

о стабильности матрицы CS−SWCNT. Сигнал тока,

протекающего через образец, имеет сложную форму.

При подаче потенциала ток моментально принимает

максимальное значение, однако затем плавно спадает

до значений, близких к 1−2µA вследствие поляризации

электрода.

Как уже обсуждалось, и культуральная среда, и

матрица CS−SWCNT являются ионпроводящими. Ско-

рости установления электростатического равновесия с

образованием двойного электрического слоя в водных

растворах электролитов соответствуют килогерцовым

частотам [27]. Таким образом, в условиях электрости-

муляции с частотами смены потенциала порядка сотых

Hz явления поляризации со снижением эффективного

потенциала электрода должны проявиться и приводить к

закономерному уменьшению тока. На рис. 6 сопоставля-

ются электронные токи, наблюдаемые на сухой матрице

CS−SWCNT при наложении циклического 5-образного

потенциала, и реальные токи на матрице CS−SWCNT

в культуральной среде. Видно, что реальные токи че-

редуются в соответствии со сменой потенциала, сим-

метричны относительно нулевого потенциала и имеют

ниспадающий вид. Среднее значение тока на матрице

CS−SWCNT в культуральной среде значительно мень-

ше, чем в сухой матрице CS−SWCNT.

5. Пролиферативные особенности
культуры дермальных
фибробластов после
электростимуляции

После проведения электростимуляции клетки, нахо-

дившиеся на матрице CS−SWCNT, были размножены в

ходе 1 пассажа культивирования и перенесены на план-

шет клеточного анализатора RTCA iCELLigence, поз-

воляющего регистрировать состояние клеточных куль-
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Рис. 5. Форма (а) подаваемого на образец CS–SWCNT потенциала (b) тока, протекающего через образец, при электростимуляции

в течение первых 5min и на завершающем этапе, после 4 h стимуляции. Продолжительность импульса 30 s.
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Рис. 6. Циклические токи, протекающие через сухую матрицу

CS−SWCNT, и через тот же образец в культуральной среде

при смене потенциала электродов от −100 до +100mV

каждые 30 s.

тур в динамике без дополнительного окрашивания. На-

блюдение за ростом клеток проводили по изменению

импеданса, создаваемого клетками в ячейке планшета,

снабженной золотыми электродами. Адгезия, распласты-

вание и пролиферация клеток на поверхности электро-

дов повышают сопротивление среды и регистрируются

как клеточный индекс (СI): отношение импеданса в

конкретный момент времени к исходному значению

импеданса.

На рис. 7 приведены данные об изменении во времени

CI дермальных фибробластов, подвергшихся электро-

стимуляции в сопоставлении с контрольными образца-

ми, без электростимуляции. В течение первых суток

кривые СI, относящиеся к процессам адгезии и рас-

пластывания, у фибробластов после электростимуляции

повторяют траектории контрольных клеток, при этом

значения CI ниже, чем в контроле. Через 24 h культи-

вирования и для стимулированных, и для контрольных

клеток регистрируется рост кривой CI, соответству-

ющий пролиферативной активности. Рост электрости-

мулированных клеток значительно более динамичный,

чем у контрольных клеток, он более продолжителен и

приводит к большему значению CI на плато, которое

соответствует образованию клеточного монослоя. После

образования монослоя оба образца клеток демонстри-
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Рис. 7. Изменение клеточного индекса СI в процессе куль-

тивирования дермальных фибробластов человека на планшете

клеточного анализатора RTCA iCELLigence. Сравнение СI для

клеток, прошедших и непрошедших предварительную электро-

стимуляцию на матрице CS−SWCNT.
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руют закономерное затухание клеточной активности

в следствие процессов контактного торможения, свой-

ственных первичным нераковым клеткам.

В ряде работ показано, что клетки способны вос-

принимать и преобразовывать электрические поля, но

реальный механизм этих процессов до сих пор не ясен и

является предметом исследований. По-видимому, элек-

трическое поле влияет на клетку опосредовано через

плазматическую мембрану или ее белки. Это является

вероятным объяснением снижения числа клеток, пред-

варительно подвергшихся электростимуляции, которые

адгезировали к поверхности электронных планшетов.

В основе более длительных эффектов электростимуля-

ции лежит изменение мембранного потенциала за счет

перераспределения заряженных компонентов мембраны

и взаимодействие с сигнальными механизмами клетки во

время изменения концентрации ионов Са2+ и АТФ [28–
30]. Данные клеточные сигнальные каскады могут ле-

жать в основе роста пролиферативной активности куль-

туры дермальных фибробластов, подвергшихся электро-

стимуляции, по сравнению с интактными клетками.

Заключение

Пленочный композит хитозана с 3-% содержанием

одностенных углеродных нанотрубок, обладающий как

электронным, так и ионным типом электропроводности

и высокой стабильностью при циклировании потенци-

ала, использован для электростимуляции дермальных

фибробластов человека. После электростимуляции клет-

ки были перенесены на планшет устройства RTCA

iCELLigence, где наблюдение за ростом клеток прово-

дилось в режиме реального времени. Показано, что на

начальном этапе культивирования процессы адгезии и

распластывания электростимулированных клеток менее

интенсивны в сравнении с контролем. Однако по про-

шествии 24 h культивирования электростимулированные

клетки демонстрируют более динамичный и быстрый

рост и превосходят по уровню пролиферативной ак-

тивности контрольные образцы. В приложении к реге-

неративным технологиям восстановления целостности

кожных покровов и мягких тканей специализированные

режимы электростимуляции с использованием электро-

проводящих матриц на основе CS−SWCNT могут быть

использованы как для модуляции активности культуры

дермальных фибробластов, применяемых далее в кле-

точной терапии, так и для местного воздействия на

клетки в пределах поврежденных тканей.
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