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ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время использование эндопротезов и скаффолдов на основе 

биополимерных конструкций получило широкое применение в области тканевой 

инженерии [1, 2]. Физико-химические и биологические свойства биополимерных 

материалов позволяет использовать медицинские изделия на их основе для 

различных тканей в широком диапазоне: для мягкой соединительной, костной, 

мышечной, а в перспективе и для нервной ткани [3−5]. Основные требования, 

которым должны удовлетворять биополимеры для их непосредственного 

использования в качестве имплантов или скаффолдов — это их способность к 

биосовместимости и биодеградации [6]. Одними из таких биополимеров 

являются поли-3-оксибутират (ПОБ), относящийся к семейству 

полиоксиалканоатов (ПОА) и гидрофильный экзополисахарид альгинат [7, 8]. 

Интересной особенностью получения этих двух биополимеров является их 

одновременный биосинтез бактериями рода Azotobacter sp. Кроме того, за счет 

варьирования условий культивирования бактерий Azotobacter sp. можно получать 

ПОБ и альгинат с различными физико-химическими свойствами [9]. 

Бактериальные ПОБ и альгинат с разными характеристиками и их композиты 

могут быть применимы в качестве скаффолдов для заживления тканей и органов, 

что имеет большой потенциал для их биомедицинского применения [10−12].  

Одним из важных, активно разрабатываемым применением различных 

биополимерных конструкций является регенерация толстого кишечника [13, 14]. 

Механические повреждения, воспалительные заболевания кишечника, 

множественный сепсис, болезнь Крона, язвенный колит, рак толстого кишечника 

и многие другие заболевания требуют современных методов лечения [15]. 

Основная особенность кишечника — это плотное симбиотическое 

взаимоотношение его со сложным бактериальным сообществом. Любой фактор 

или воздействие на желудочно-кишечный тракт существенно изменяет состав 

микробиоты кишечника [16]. В настоящее время кишечную микробиоту можно 

представить в качестве отдельного органа, который принимает непосредственное 

участие в поддержании здоровья человека [17, 18]. Использование 
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биополимерных конструкций в качестве кишечной заплаты позволит не только 

осуществлять заживление кишечной ткани, но и влиять на микробиоту в ходе 

этого процесса. Таким образом, состав микробиоты может играть роль маркера 

при реакции организма на имплантацию полимерного изделия. Также мы можем 

оценить возможную роль отдельных таксономических бактериальных групп в 

заживлении поврежденной ткани кишечника. 

Целью работы является биосинтез биополимеров (ПОБ и альгината), 

изучение их физико-химических свойств, разработка биополимерной 

конструкции на их основе и изучение влияния этой конструкции на состав 

кишечной микробиоты. Для достижения цели были поставлены следующие 

задачи: 

1) Изучить синтез ПОБ и альгината бактериальным штаммом Azotobacter 

vinelandii 12. 

2) Исследовать физико-химические свойства полученных биополимеров. 

3) Разработать биополимерную конструкцию в виде кишечной заплаты на 

основе ПОБ и альгината. 

4) Разработать методику имплантации биополимерной конструкции в 

толстый кишечник крысам линии Wistar. 

5) Провести анализ качественного и количественного состава кишечной 

микробиоты методом 16S метагеномного профилирования у крыс после 

хирургического вмешательства. 

Научная новизна.  

В работе впервые изучено влияние различных факторов на конкурентный 

синтез двух биополимеров бактериальным штаммом Azotobacter vinelandii 12, а 

именно: гидрофобного ПОБ и гидрофильного альгината. 

Продемонстрировано различие физико-химических свойств полученных 

полимеров в процессе их биосинтеза при использовании метода математического 

планирования - полного факторного эксперимента (ПФЭ 23). 
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В работе впервые продемонстрировано влияние имплантированных 

биополимерных конструкций на основе альгината и ПОБ на состав кишечной 

микробиоты крыс линии Wistar. 

Впервые прослежена связь увеличения или наоборот угнетения отдельных 

таксономических бактериальных групп после серий хирургических вмешательств 

по имплантации биополимерных конструкций в толстый кишечник крыс линии 

Wistar. 

Теоретическая и практическая значимость работы.  

Путем варьирования условий культивирования Azotobacter vinelandii 12 

достигнута высокая эффективность биосинтеза свободных и капсулярных 

альгинатов. Определены условия избирательного биосинтеза только 

капсулярного альгината при полном подавлении биосинтеза свободного 

альгината и ПОБ. Продемонстрировано влияние биополимерных конструкций на 

основе ПОБ и альгинатов, на состав кишечной микробиоты, что может дать ответ 

на вопрос - какие именно отдельные таксономические группы могут участвовать 

в роли «маркеров» для диагностики воспалительных эффектов толстого 

кишечника. 

Положения, выносимые на защиту. 

1. Оптимизирован процесс синтеза бактериальных альгинатов и поли-3-

оксибутирата и определены их физико-химические свойства. 

2. При определенном составе среды и условиях культивирования 

достигнут избирательный биосинтез только одного бактериального 

капсулярного альгината при полном подавлении биосинтеза свободного 

альгината и ПОБ. 

3. Вязкоупругие и водопоглотительные свойства альгинатов имеют прямую 

зависимость от их молекулярной массы (ММ) и мономерного состава 

(M/G) в молекулярной цепи. 

4. Уровень -разнообразия кишечной микробиоты не снижается у разных 

групп крыс при имплантации различных вариантов ПОБ-альгинат 



8 

 

конструкций в сравнении с контрольной группой за исключением 

группы крыс с имплантированной ПОБ-альгинат конструкцией с 

инкапсулированными лактобактериями в альгинатном гидрогеле. 

5. После серии операций по имплантации различных разработанных 

конструкций ПОБ-альгинат в толстый кишечник крыс по качественному 

составу кишечной микробиоты лабораторных животных можно 

разделить на две группы: первая группа крыс, которым не проводили 

операцию или проводили, но без терапии антибиотика или включением 

пробиотиков в ПОБ-альгинат конструкцию и вторая группа – это крысы, 

которым имплантировали ПОБ-альгинат конструкцию с включением 

пробиотиков или с терапией антибиотиком. 

6. Качественный и количественный бактериальный состав кишечной 

микробиоты у каждой группы после имплантации различных ПОБ-

альгинат конструкций разнообразен и имеет свои особенности. 

Степень достоверности и апробация результатов. 

Все опыты выполнены серийно, не менее, чем в трех повторностях. Для 

представления результатов экспериментов была проведена статистическая 

обработка с использованием языка программирования R (версия 3.6.3, Lucent 

Technologies, Murray Hill, NJ, США, под кодовым названием «Holding the 

Windsock». Copyright © 2020). Использовали однофакторный дисперсионный 

анализ (one-way ANOVA) и многомерный дисперсионный анализ (three-way 

ANOVA). В таблицах и на рисунках данные представлены в виде средних величин 

и стандартной ошибки среднего (М ± SD) при уровне значимости p < 0.05. 

Апробация работы.  

Основные положения диссертационной работы доложены на 

международной конференции 4th International Society for Biomedical Polymers and 

Polymeric Biomaterials (ISBPPB) (Краков, 2018), на XXXI Зимней молодежной 

научной школе «Перспективные направления физико-химической биологии и 

биотехнологии» (г. Москва, 2019 г.); IV Национальном Конгрессе по 
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Регенеративной Медицине (г. Москва, 2019 г.), на Республиканской научно-

практической конференции с международным участием «Физико-химическая 

биология, как основа современной медицины.» (г. Минск, Беларусь, 2019 г.), на 

международной конференции MicrobiotaMi (г. Милан, Италия, 2020 г.) и на 3-ем 

Российском Микробиологическом Конгрессе (г. Псков, 2021 г.). 

Публикации результатов исследований. 

По результатам было опубликовано 24 печатные работы: из них 6 статей в 

рецензируемых научных изданиях, индексируемых международными базами 

данных (Web of Science, Scopus) и рекомендованных для защиты в 

диссертационном совете МГУ имени М.В.Ломоносова. 

 

Личный вклад автора. 

Представленные в работе экспериментальные данные получены либо 

самим автором, либо при его непосредственном участии на всех этапах 

исследования, в том числе: планирование и проведение экспериментов, обработка 

и оформление данных, а также их интерпретация. Методики экспериментов, 

которые были использованы, и на основе их проведенные расчеты корректны. 

Выводы, представленные в работе, полностью подтверждаются поставленными 

экспериментами и не вызывают сомнений. 

Методология и методы исследования. 

Бактериальный синтез полимеров – альгинатов и поли-3-оксибутирата 

проводился бактериальным штаммом Azotobacter vinelandii 12. Было изучено 

влияние условия аэрации и состава среды методом Полного факторного 

эксперимента на биосинтез полимеров и на их характеристики, такие как 

мономерный состав, молекулярная масса (ММ) и степень ацетилирования у 

альгинатов. Были изучены физико-химические свойства полученных 

биополимеров методом ИК-спектроскопии, реометрии, термогравиметрического 

анализа и теста на водопоглощение. Проведена оценка цитотоксичности 

альгинатов кальция in vitro. Разработаны биополимерные конструкции на основе 

альгината и поли-3-оксибутирата, как с включением пробиотических бактерий в 
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альгинатный гель, так и без. Исследования in vivo конструкций проводили на 

крысах линии Wistar на модель кишечного дефекта. Через неделю были 

проведены вскрытия животных с целью отбора фекальных проб для 16S 

метагеномного анализа. После секвенирования образцов, данные были 

анализированы в ряде программных обеспечений, таких как bbmerge, MOTHUR 

и QIIME2. Визуализация и статистический анализ был выполнен в среде R. 

Структура и объем работы 

Диссертация изложена на 136 страницах машинописного текста и состоит 

из следующих разделов: введение, обзор литературы, материалы и методы 

исследования, результаты и их обсуждение, заключение, выводы, список 

литературы, содержащий ссылки на 310 источников. Работа иллюстрирована 32 

рисунками, содержит 3 таблицы. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

ЧАСТЬ 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Биополимеры 

С каждым годом использование биополимеров и материалов на их основе 

имеют все более возрастающее значение в мире [19]. Биосовместимые и 

биодеградируемые полимеры природного происхождения позволили 

продвинуться в создании материалов для биомедицины с более подходящими 

характеристиками в сравнении с материалами синтетического происхождения 

[20]. За счет материалов на биологической основе в последнее время было 

предпринято множество различных разработок в области создания 

искусственных органов, медицинских устройств, структур и носителей для 

тканевой инженерии [21]. 

Биополимеры, в первую очередь, это класс веществ, которые синтезируются 

живыми организмами [22, 23], что делает их более доступными для 

непосредственного использования в области медицины и биотехнологий. Их 

способность к биосовместимости дает возможность к использованию в медицине 

в качестве имплантируемых изделий с целью регенерации поврежденной ткани 

или целого органа [24]. Все материалы на основе биополимеров часто называют 

заменителями синтетических, которые не поддаются биологическому 

разложению и оказывают неблагоприятное влияние на окружающую среду и 

живые организмы в целом [25]. Кроме того, полимеры природного 

происхождения в процессе биоразложения распадаются до промежуточных 

соединений, а те впоследствии – до простых химических соединений, не несут 

токсического эффекта и легко абсорбируются организмом человека [26]. 

Помимо этого, ученые всего мира за счет продвинутых технологий 

открывают все новые возможности для применения материалов природного 

происхождения [27]. Так в недавних работах было продемонстрировано 

использование биополимеров в качестве антиоксидантов и противомикробных 

препаратов [28, 29]. Таким образом многочисленные исследования биополимеров 

открывают новые границы и возможности для потенциального их применения в 

области биомедицины. 
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1.1.1. Поли-3-оксибутират 

Поли-3-оксибутират (ПОБ) — это биополимер семейства 

полиоксиалканоатов (ПОА), синтез которого происходит у многих бактерий, 

относящихся к разным таксономическим группам. Также к синтезу ПОБ 

способны и несколько экстремофильных архей [30]. К одним из ярких 

представителей синтеза биополимера относятся бактерии рода Azotobacter sp. 

[31]. Способность аккумулировать ПОБ внутриклеточно дает возможность 

бактериям рода Azotobacter sp. выживать в неблагоприятных условиях внешней 

среды [32]. ПОБ для этих бактерий является запасным веществом и служит в 

качестве резервного источника энергии и углерода.  

 Впервые наличие суданофильных и липидоподобных включений [33], 

которые хорошо растворялись в хлороформе были отмечены в бактериях 

Azotobacter chroococcum в начале прошлого столетия [34]. Позднее химическая 

структура похожих включений в бактериях Bacillus megaterium была 

идентифицирована как поли-3-оксибутират (ПОБ) [35]. К концу 50-х годов 

прошлого века уже было достаточно данных для того, чтобы заключить, что ПОБ 

играет роль внутриклеточного резерва углерода и энергии у бактерий [36, 37]. В 

обзорной статье от 1973 года было продемонстрировано первое широкое 

освещение ПОБ в качестве запасающего биополимера у бактерий, аналогично 

крахмалу и гликогену у растений и животных [38]. Следующим этапом развития 

исследования ПОБ и других полимеров семейства ПОА включало генное 

клонирование и характеризацию ферментов, участвующих в биосинтезе 

полиэфиров [39]. Революционные методы, появившиеся в конце 70х годов в 

молекулярной биологии, позволили расшифровать генетическую информацию 

генов, ответственных за биосинтез ПОБ. Уже в конце 80х годов были проведены 

первые работы по генетической трансформации бактерий. Так гены биосинтеза 

ПОБ бактерии Ralstonia eutropha были клонированы в Escherichia coli [40]. 

Детальные исследования генов, которые кодируют ферменты, участвующие в 

биосинтезе ПОБ у бактерий Ralstonia eutropha показали, что только три фермента 

участвуют в биосинтезе ПОБ. Фермент, осуществляющий, полимеризацию цепи 
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ПОБ был идентифицирован как ключевой и назван ПОБ-синтазой [41]. Так как на 

сегодняшний день ПОБ является наиболее хорошо изученным биополимером 

среди других ПОА, то и множество работ посвящены его усиленному синтезу и 

факторам, которые могут непосредственно влиять на этот биосинтез. Данные 

исследования по биосинтезу на сегодняшний день демонстрируют, что ПОБ 

является перспективным биоматериалом для многих направлений в области 

биотехнологий и биомедицины.  

По своим физико-химическим характеристикам ПОБ является 

полукристаллическим гомополимером, мономером которого является 3-

гидроксимасляная кислота (Рис. 1) [42].  

 

Рисунок 1. Структурная формула ПОБ [28] 

 

Сам полимер, который относится к классу полиэфиров, может представлять 

из себя твердое вещество, тем самым это дает возможность использования ПОБ в 

качестве подложек или трехмерных конструкций для биомедицины и тканевой 

инженерии [43]. Продуценты Azotobacter sp. способны аккумулировать ПОБ до 

80% от сухого веса в виде жировых запасающих гранул [44]. За счет 

регулирования условий культивирования бактерий можно синтезировать ПОБ с 

различной степенью кристалличности и молекулярной массой полимера, это 

позволит использовать ПОБ во многих отраслях от биопластиков в экологии [45] 

до пористых биоактивных скаффолдов для регенерации костной ткани [46]. 

Мохан с коллегами синтезировали нанокомпозиты на основе ПОБ [47]. 

Данные материалы демонстрировали неиммуногенность, пористость, а главное 
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высокую биосовместимость. Нанокомпозиты на основе ПОБ могут найти 

эффективное применение в инженерии костной ткани [47]. Несмотря на большое 

количество исследований по применению материалов на основе ПОБ в 

инженерии костной ткани, сам потенциал использования данного полимера не 

ограничивается только регенерацией костной ткани.  Так во многих работах было 

показано успешное использование ПОБ по замещению хрящевой, нервной и 

кожной ткани [48]. Все эти работы показывают, что биополимер ПОБ обладает 

большим потенциалом в разработке различных тканоинженерных конструкций 

для разных тканей, что имеет большую перспективу для использования ПОБ в 

тканевой инженерии. 

В настоящее время использование полезных ископаемых материалов 

представляет собой серьезную угрозу для окружающей среды. Поэтому, в 

последнее время, идет стремительный рост интереса к «зеленым» 

альтернативным или возобновляемым источникам с целью разработки зеленых 

пластиков, используемых прежде всего в качестве упаковочных материалов, а 

также в сельском хозяйстве для инкапсулирования семян и минеральных 

удобрений [49]. Так одним из самых многообещающих возобновляемых 

полимеров является ПОБ, который демонстрирует свойства близкие к 

химическим термопластикам. За счет своих механических свойств, 

напоминающих свойства таких термопластов, как полиэтилен или полипропилен, 

ПОБ рассматривается в качестве нового кандидата для разработки на его основе 

экологически чистых и возобновляемых пластиков [50]. Способность ПОБ к 

биоразложению позволяет избежать отрицательного влияния на окружающую 

среду, что является определяющим фактором в разработке упаковочных 

материалов в 21м веке. Для преодоления проблем, связанных с губительным 

эффектом на окружающую среду синтетических полимеров, и улучшения 

термомеханических свойств материалов, множество исследователей по всему 

миру разрабатывают возможность биосинтеза различных сополимеров ПОБ или 

создают полимерные композиционные материалы на основе ПОБ с добавлением 

различных пластификаторов с целью улучшения физико-химических и 
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вязкоупругих свойств: ММ, температура плавления, температура стеклования, 

упругость биоматериала и т.д. Так, к примеру, в одной из работ был синтезирован 

сополимер ПОБ с 3-гидроксивалератом бактерией Cupriavidus necator [51]. В 

данном исследовании субстратом для роста бактерий использованы глицерин-

содержащие отходы. Результаты показали, что полученный сополимер обладал 

значительно лучшими механическими и физико-химическими свойствами, чем 

чистый полимер ПОБ [51].  Другие работы по созданию упаковочных материалов 

на основе ПОБ посвящены разработке материалов с добавлением различных 

пластификаторов, способных улучшить термальные и механические свойства 

ПОБ. Манджеоном и его коллегами был изготовлен композиционный материал на 

основе ПОБ с добавлением терпенов: линалоол, гераниол и геранилацетат [52].  

Изготовленный материал обладал всеми качествами, которые свойственны 

используемым химическим пластикам. Более того, результаты 

дифференциальной сканирующей калориметрии показало снижение температуры 

стеклования в сравнении с чистым ПОБ, что свидетельствует о 

пластифицирующем эффекте терпенов. Также результаты по гибкости и 

упругости полимеров ПОБ с добавлением различных терпенов показали, что ПОБ 

с 20% добавлением геранилацетата демонстрировал растяжимость на 650% 

свыше в сравнении с чистым ПОБ [52].  

Описанные в вышеприведенных работах результаты ярко демонстрируют, 

что ПОБ как материал для биомедицины, так и как материал для экологически 

чистых упаковочных материалов обладает большим потенциалом. Таким образом, 

в перспективе биоматериалы на основе ПОБ вполне могут потеснить рынок 

синтетических полимеров во всех областях, что позволит уйти от сырьевой 

модели развития и развернуть глобальный тренд в сторону чистой и 

возобновляемой энергетики. 
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1.1.2. Альгинат 

Альгинат относится к неразветвленным полисахаридам, состоящий из (1-

4)-β-D-Маннуроновой кислоты (M) и его С5-эпимера α-L-Гулуроновой кислоты 

(G) (Рис. 2) [53].  

Рисунок 2. Структурная формула мономеров альгината: (А) — D—

Маннуроновая кислота (M) и (Б) — L—Гулуроновая кислота (G) [53] 

 

Отличительной чертой полимера является способность к ионотропному 

взаимодействию гулуроновых остатков с двухвалентными катионами кальция, за 

счет чего образуются гидрогели [54]. Данное гелеобразование происходит когда 

катионы кальция (Сa2+) замещают сопряженные им ионы натрия (Na+), что 

приводит к образованию межцепочечных альгинатных комплексов при участии 

гулуронатных фрагментов в цепи, с которыми и происходит ионная связь. При 

достаточно высокой концентрации альгината в растворе и связывающих его ионов 

возникает трехмерная сеть в виде геля. Зоны связывания в таком геле между G-

блоками и двухвалентными катионами кальция называют «egg-box» моделью 

(Рис.3) [55]. 
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Рисунок 3. Egg-box модель гелеобразования альгината с ионами кальция [55] 

 

 Способность к гелеобразованию альгината дает преимущество колониям 

бактерий рода Azotobacter sp. выживать в неблагоприятных условиях за счет 

образования цист [56]. Бактерии синтезируют альгинат и выделяют его во 

внешнюю среду, тем самым препятствуя испарению и сохраняя колонии 

бактериальных клеток от высыхания [57]. Помимо поддержания целостности 

бактерий от высыхания, альгинат не дает проникать чрезмерному количеству 

молекулярного кислорода в бактериальные клетки при повышенных условиях 

аэрации [58]. Бактерии Azotobacter sp. являются строгими аэробами и 

диазотрофами содержащими нитрогеназный комплекс, закодированными в их 

геноме [59, 60]. Во многих работах показано, что нитрогеназа чувствительна к 

молекулярному кислороду и подвергается окислению при непосредственном 

контакте с ним [61]. На данный момент известно несколько механизмов защиты 

от избыточного количества молекулярного кислорода бактериями рода 

Azotobacter sp. [62].  Одним из таких механизмов является высокомолекулярный 

альгинат, синтезируемый бактериями, который окутывает бактериальные клетки 

и тем самым выполняет роль защитного барьера от проникновения молекулярного 

кислорода для предотвращения окисления нитрогеназного комплекса [61].  
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В настоящий время в пищевой и фармацевтической промышленности 

получают альгинат из бурых водорослей, но водорослевый полимер заметно 

отличается по многим физико-химическим свойствам от бактериального 

биополимера, продуцируемого микробиологическим путем [63]. Бактериальный 

альгинат имеет определенные преимущества в сравнении с водорослевым: во-

первых, альгинат, синтезированный бактериями родов Azotobacter и Pseudomonas 

sp. имеют ацетильные группы на маннуроновых остатках в положении С2 и C3 

гексозного кольца [64], такое ацетилирование напрямую влияет на вязкость 

альгината, взаимодействие с ионами кальция и на активность маннуронат 

эпимираз и лиаз [65,66]. Во-вторых, культивирование бактерий при стандартных 

условиях ферментации позволяет регулировать процесс синтеза альгината и 

получать его в широком спектре физико-химических свойств, таких как 

молекулярная масса (ММ) соотношение маннуроновых к гулуроновым кислотам 

в альгинатной цепи (M/G) и степень ацетилирования альгината [67]. Таким 

образом можно видеть, что синтез альгината бактериями обладает более тонкой 

регуляцией физико-химических и механических свойств биополимера, такими 

как вязкость, ММ, M/G состав и уровень ацетилирования в сравнении с синтезом 

водорослевого альгината в природных нерегулированных условиях биосинтеза. 

Необходимо отметить, что многие бактерии рода Pseudomonas sp. также 

способные к синтезу альгинатов, являются патогенами, что накладывает многие 

ограничения по получению альгината в заводских условиях ферментации, тем 

самым выделяя бактерии рода Azotobacter sp. на роль наиболее подходящих 

кандидатов-продуцентов для промышленного биосинтеза альгината. Все 

вышеприведенные данные показывают необходимость исследований по 

биосинтезу бактериальных альгинатов и их физико-химических и биологических 

свойств.  

В настоящий момент альгинат широко используется в пищевой, 

фармацевтической, биомедицинской промышленности [68]. В первую очередь это 

связано с его свойствами, такими как биосовместимость, биоразлагаемость, 

нетоксичность и неиммуногенность [69]. Например, альгинатные гидрогели с 
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Сa2+, за счет своих гидрофильных и абсорбирующих свойств стимулируют 

заживление поверхностных ран. Альгинатный гидрогель экранирует 

поврежденную область от проникновения патогенных бактерий, за счет своей 

полисахаридной структуры, биополимер имитирует человеческий межклеточный 

матрикс, благодаря чему идет активный процесс регенерации [70]. В настоящее 

время среди медицинских изделий на основе альгината самое широкое 

применение получили перевязочные материалы. Помимо кальция (Сa2+), 

альгинаты могут образовывать гидрогели при помощи ионотропного воздействия 

с различными бивалентными (Ba2+, Cu2+, Sr2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+) и 

мультивалентными ионами (Al3+, Fe3+ и т.д.), поэтому помимо заживляющих 

повязок альгинаты могут найти широкое применение в области тканевой 

инженерии и в создании различных лекарственных форм широкого спектра 

действия. Именно гелеобразование при помощи механизма ионотропного 

взаимодействия с ионами металлов делает альгинат привлекательным для 

широкого спектра применения в биомедицине. В настоящее время гелирование, 

индуцированное катионами Сa2+ наиболее хорошо изучено в сравнении с другими 

ионами. Однако, гелирование альгината при воздействии других положительно 

заряженных ионов также активно исследуется в последние два десятилетия. На 

основе этих работ было продемонстрировано, что механизм гелеобразования 

альгината с другими катионами отличается от классической «egg-box» модели 

[68]. Так было показано, что образованные гидрогели альгината при помощи 

ионов меди (Cu2+) показывали похожую «egg-box» модель как и у альгинатов 

кальция, но при этом ионы меди в отличие от ионов кальция не отдавали 

предпочтения гулуроновым кислотам при ионотропном связывании с их 

карбоксилатными группами, а связывались как с карбоксилатными группами 

маннуроновых, так и гулуроновых кислот в равной степени [71]. Равная 

селективность как к M, так и к G мономерам может объясняться тем, что катионы 

Cu2+ проявляют в 10 раз более высокую аффиность к альгинатным цепям, чем 

ионы Сa2+ [68]. Таким образом, альгинатные полиэлектролитные комплексы на 

основе ионов Cu2+ с повышенным уровнем сродства к альгинату в сравнении с 
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катионами Сa2+, могут демонстрировать другие физико-химические и 

механические свойства гидрогеля. Так Хауг и Смисгорд показали, что за счет 

повышенной аффиности Cu2+ к альгинату можно создавать плотные альгинатные 

гидрогели с дальнейшим предотвращением диффузии катионов через гель [72]. 

Такие плотные гидрогели имеют большой потенциал в разработке различных 

биомедицинских изделий. Так уже были опубликованы работы, где показано, что 

гидрогели на основе ионов Cu2+ могут быть применены в качестве сенсоров при 

иммуноанализе [73], в качестве антимикробных препаратов или даже могут найти 

свое использование в инженерии хрящевой ткани [74]. Все вышесказанное 

показывает, что не только физико-химические свойства альгинатов являются 

определяющим фактором в разработке разных гидрогелей для биомедицины, но 

также и само создание этих гидрогелей при взаимодействии разных катионов 

может сильно влиять на их механику, что еще больше расширяет диапазон 

применения альгината в медицине.   

  

1.1.3. Биосинтез альгината и поли-3-оксибутирата 

Метаболические пути синтеза альгината и ПОБ в бактериях Azotobacter sp. 

тесно переплетены друг с другом (Рис. 4) [75]. 

 

 

 



21 

 

  

Рисунок 4. Метаболические пути синтеза альгината и ПОБ 

 

Биосинтез альгинатов у бактерий регулируется сложной сетью ферментов, 

которые закодированы как минимум 24 генами [76]. Основной кластер генов, 

ответственных за трансляцию белков, участвующих в биосинтезе альгината, 

располагается под alg опероном [77]. Метаболический путь берет начало от 

дегидрогеназы (algD), которая катализирует реакцию конвертации субстрата ГДФ-

маннозы в ГДФ-маннуроновую кислоту. На следующем этапе, а именно 

полимеризации цепи, участвует полимераза alg8, наращивающая 

полиманнуроновые блоки [75, 78]. В процессе полимеризации в 

периплазматической области происходят различные модификации маннуроновых 

остатков. Одна из модификаций выполняется ацетилазным комплексом, 

состоящим из белков AlgI, AlgV, AlgF [79, 80]. За другую важную модификацию, а 

именно: создание плотных гидрогелей из альгината, отвечают С-5 эпимеразы 

(algG), которые преобразуют маннуроновые мономеры в гулуроновые [81]. 

Остальные ферменты, принимающие участие в общем метаболизме альгината, 
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играют свою определенную роль: одни ответственны за регуляцию экспрессии 

генов, такие как регуляторная система GacS/GacA и негативный регуляторный 

кластер генов mucABCD или же ферменты, которые определяют физико-

химические свойства синтезируемых альгинатов, важнейшими из которых 

являются альгинат-лиазы (algE1-7), контролирующие молекулярную массу 

полимера и M/G состав [82]. 

Синтез ПОБ состоит из трех этапов и начинается с ацетил-СоA [83]. Все три 

этапа синтеза полимера контролируются phbCAB опероном, включающим в себя 

три гена: phbA, phbB и phbC, которые кодируют β-кетотиолазу, ацетоацетил-CoA 

редуктазу и ПОБ синтазу, соответственно [75, 84]. На первом этапе синтеза ПОБ 

происходит конденсация двух молекул ацетил-СоA в ацетоацетил-СоA за счет β-

кетотиолазы фермента (phbA). После идет реакция восстановления ацетоацетил-

СоA до 3-гидроксибутирил-СоA при помощи ацетоацетил-CoA редуктазы (phbB). 

Конечная стадия характеризуется полимеризацией цепи гомополимера ферментом 

ПОБ синтазой (phbC).  Данный фермент использует тиоэфиры в качестве 

субстратов, благодаря чему катализирует реакцию образования эфирных связей 

между мономерами [75]. 

Синтез обоих полимеров у бактерий Azotobacter sp. сильно зависит от 

условий культивирования и от выбранного штамма в качестве продуцента. В наших 

прошлых исследованиях бактериальный штамм Azotobacter vinelandii 12 

показывал большую способность к синтезу альгината нежели ПОБ [44]. Для 

нахождения взаимосвязей между фактором культивирования или их 

взаимодействиями на синтез того или другого полимера, применяется метод 

факторного анализа [85]. В данном исследовании поставлена задача нахождения 

связей между факторами кислорода, сахарозы, фосфатов и синтезом альгината и 

ПОБ штаммом Azotobacter vinelandii 12.  

 

1.1.4. Биодеградация альгината и поли-3-оксибутирата 

Особым свойством ПОБ и альгината, необходимым для их использования в 

медицине, является их способность к биодеградации, что может быть как 
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выгодным, так и неблагоприятным фактором в зависимости от конкретной области 

их применения. Например, быстрая деградация альгинатного гидрогеля будет 

привлекательным свойством для применения в качестве системы доставки 

лекарств (клеток), тогда как быстрая деградация гидрогеля создает проблему в тех 

случаях, когда требуется механическая прочность в течение длительного периода 

времени [86]. Известно, что альгинатные гидрогели со временем разлагаются в 

физиологических условиях и, следовательно, имеют ограниченную 

долговременную физиологическую стабильность. Сама деградация альгинатных 

гелей происходит по причине диффузии двувалентных катионов, которые играют 

роль сшивающих агентов в альгинатных цепях или происходит их замещение 

одновалентными катионами такими как калий и натрий (Ka+, Na+) [87]. Также 

может происходить хелатирование двухвалентных катионов ионами фосфата, 

которые всегда присутствуют в средах для культивирования клеток и в среде in vivo 

[88]. Ранее в исследовании Джахроми и его коллег были показаны изменения 

механических свойств альгинатных гидрогелей в условиях культивирования 

стромальных стволовых клеток (ССК) [89]. В этой работе было показано, что 

деградация гидрогеля была наибольшей в течение первых 7 дней в условиях 

культивирования ССК. В этот же период также был обнаружен резкий выход ионов 

кальция из гидрогеля в окружающие среду. При сравнении скорости разложения с 

другими подобными биополимерными гидрогелями (в данном случае геллановой 

камедью и низкометоксилированным пектином) альгинатные гели 

продемонстрировали наиболее сильное снижение механических свойств [89]. 

Биодеградация самих альгинатных цепей при помощи ферментов альгинат-лиаз в 

организме человека не происходит по причине их отсутствия, но в процесс 

биодеградации альгината за счет неспецифического связывания могут включаться 

ферменты, ответственные за гидролиз гликозидных связей, такие как гликозил-

гидролазы [90]. ЖКТ человека располагает самым широким арсеналом различных 

гидролаз, такими как амилаза, мальтаза, сахараза, трехалаза и т.д. Кроме того, 

кишечная микробиота человека имеет в наличии бактерии, специализирующиеся 

на разложении полисахаридов в самом широком диапазоне, в том числе и альгината 
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[91]. Так известно, что множество представителей рода Bacteroides sp. кишечной 

микробиоты имеют специфические к альгинату альгинат-лиазы [92, 93]. Таким 

образом, альгинат является не только биосовместимым полимером для человека, 

но и биодеградируемым материалом, что соответствует требованиям для 

применения альгината в качестве лекарственных средств или скаффолдов 

биомедицинского назначения.  

ПОБ, синтезированный микробиологическим способом, имеет способность 

к биодеградации в различных условиях. Это означает, что ПОБ с высокой 

молекулярной массой может быть полностью разложен на воду и углекислый газ 

как клетками микроорганизмов, присутствующих практически повсеместно в 

окружающей среде [94], так и под влиянием деятельности живых многоклеточных 

организмов. Данный аспект является достаточно интересным и тем самым ПОБ в 

качестве полимера для медицины привлекает все большее внимание с каждым 

годом. Сам процесс биодеградации ПОБ происходит за счет специфичных 

ферментов ПОБ-деполимераз, так и неспецифичных эстераз. При этом, процесс 

биодеградации зависит как от множества параметров окружающей среды 

(температуры, влажности, рН и т.д.), так и свойств самого полимера (состава цепи, 

кристалличности, ММ, и т.д.). В окружающей среде биодеградацию ПОБ можно 

наблюдать в почве, в морской и пресной воде [95]. Детальная работа по скорости и 

поведению биодеградации ПОБ в почве отражена в работе Мергаерт и его коллег 

[96]. Так была показана сильная зависимость деградации ПОБ от температуры: 

0.05% потери массы в день при 15 °C, 0.12% потери массы в день при 28 °C и 0.45% 

потери массы в день при 40 °C. Стоит заметить, что в последнем случае сильное 

увеличение потери массы ПОБ связано, в частности, с повышенной активностью 

грибов при температуре 40 °C [96]. Также доказано, что ПОБ является одним из 

немногих пластиков, биоразлагаемых в морской воде. В одной из работ, где была 

смоделирована среда морской воды при 25 °C, общая потеря массы на 7% была 

обнаружена через год при использовании пленок толщиной 0.32 мм [97]. Стоит 

заметить, что изменения молекулярной массы ПОБ в данном исследовании не было 

обнаружено. В других литературных источниках мы можем наблюдать большой 
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разброс скорости деградации ПОБ в зависимости от температуры, толщины пленок 

и т.д. Так в работе Воловой общая потеря массы полимерных пленок толщиной 0.1 

мм в морской воде составило 42% или 38% гранул ПОБ толщиной 5 мм 

соответственно [98]. При этом потеря массы ПОБ была измерена всего через 160 

дней при температуре в 29 °C. В другом исследовании результаты были еще более 

ярко выражены. Так Судзи с соавторами зафиксировали потерю массы пленок ПОБ 

в морской воде на 60% уже через 35 дней [99]. Однако, что интересно, все эти 

результаты объединяет то, что молекулярная масса ПОБ не изменялась или 

изменялась лишь незначительно. Таким образом, можно предположить, что 

деградация ПОБ в морской воде не зависит от молекулярной массы полимера и 

является равномерным процессом. Биодеградация ПОБ в пресной воде 

незначительно различается от биодеградации в морской [95]. Багери с коллегами 

продемонстрировал потерю массы ПОБ на 8,5% через год в моделируемых 

условиях, аналогичных исследованию в морской воде [97]. Мергаерт подтверждает 

биоразлагаемость ПОБ в пресной воде, но общая потеря массы ПОБ в 7% была 

отмечена уже через 180 дней и 35% через 358 дней [100]. 

Если рассматривать биодеградацию ПОБ чисто с биохимической точки 

зрения, то процесс разложения полимера заключается в первичном поверхностном 

ферментативном гидролизе до мономеров с последующим их включением в 

метаболизм. Основным ферментом класса гидролаз, катализирующим распад 

полимерных цепей ПОБ до хиральных мономеров D-3 оксимасляных кислот, 

является ПОБ-деполимераза [101].  Сам фермент экспрессируется у обширного 

количества аэробных и анаэробных бактерий, таких как Pseudomonas lemoigne, 

Comamonas sp. Acidovorax faecalis, Aspergillus fumigatus, Variovorax paradoxus, 

Alcaligenes faecalis, Illyobacter delafieldi, Pseudomonas stutzeri и т.д. [102]. Таким 

образом, ПОБ-деполимеразы представлены в природе обширным количеством 

ортологов, молекулярные массы которых могут варьироваться от 37 до 60 кДа. Сам 

белок обычно состоит из двух доменов, один из которых С-концевой домен, 

который иммобилизируется на поверхности ПОБ, и N-концевой домен, 

выполняющий катализирующую функцию расщепления полимерных цепей [103]. 
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В многих ранее проведенных работах было показано, что скорость 

деградации ПОБ in vivo значительно превышало скорость гидролиза ПОБ in vitro 

условиях [104]. Другими словами, можно заключить, что в организме 

млекопитающих подобно, как и в бактериальных культурах, происходит 

ферментативный процесс расщепления полимерных цепей ПОБ. Но также можно 

сказать, что в окружении мягких тканей, куда может быть имплантирован материал 

на основе ПОБ нет специфичных деполимераз, которые могли бы осуществлять 

процесс разложения полимера. В данном случае процесс биодеградации материала 

в условиях in vivo выполняют неспецифичные ферменты-эстеразы, отвечающие за 

катализ эфирных связей. Многие работы были посвящены биодеградации ПОБ в 

присутствии липазы, так как данный фермент синтезируется во всех организмах и 

участвует в катаболизме триглицеридов [105]. Так было показано, что 

биодеградация ПОБ в БФС растворе и в присутствии панкреатической липазы не 

приводило к какому-либо значительному снижению молекулярной массы 

полимерных пленок и составило всего 5% по истечении всего эксперимента (50 

дней) [106]. Однако, в этом же исследовании было продемонстрировано 

значительное снижение молекулярной массы и массы самих пленок при их 

имплантации in vivo [106]. Такие значительные различия между экспериментами in 

vitro и in vivo авторы объясняют несколькими причинами.  Во-первых, из-за 

высокой молекулярной массы пленок ПОБ и небольшой площади поверхности 

самих пленок нарушается контакт молекул воды с полимером и тем самым 

ограничивается как неферментативный гидролиз, так и ферментативный при 

участии липазы в экспериментах in vitro. При достижении же критической 

молекулярной массы на поверхности пленок снимаются ограничения по 

ферментативному расщеплению, что со временем приводит к резкой потере массы 

полимера. В данном случае это происходило при имплантации ПОБ in vivo, когда 

после 90 дней молекулярная масса ПОБ снизилась всего на 25%, а в последующие 

90 дней полимер полностью разложился до мономеров и коротких олигомеров (8 

кДа).  Во-вторых, в экспериментах in vivo более высокая скорость деградации 

пленок ПОБ объясняется протоком биологических жидкостей (флюидов) внутри 



27 

 

исследуемых животных (кролики) содержанием других неспецифических 

гидролитических эстераз помимо липазы, а также активных форм кислорода, 

секретируемых клетками-макрофагами. 

Таким образом, можно заключить, что альгинат и ПОБ, полученные 

бактериальным синтезом, полностью удовлетворяют свойствам к 

биосовместимости и биодеградации, что делает их перспективными полимерами 

для разработки различных конструкций в тканевой инженерии, в том числе в 

создании заплат для регенерации и лечения различных заболеваний толстого 

кишечника.  

 

1.1.5. Биомедицинское применение альгината и поли-3-оксибутирата 

Биосовместимость и биодеградируемость ПОБ и альгината позволяет их 

использовать для создания изделий биомедицинского назначения. Так, 

биосовместимость ПОБ подтверждается тем, что его синтез и накопление 

происходит не только в микроорганизмах, но встречается также у растений и 

животных [107]. Эти данные дают представление, что ПОБ с точки зрения 

биосовместимости представляет собой отличный материал для создания 

имплантатов, скаффолдов и прочих материалов для тканевой инженерии. 

Например, на линии клеток 3T3 фибробластов было показано, что они 

демонстрируют хорошие адгезивные качества и выживаемость при 

культивировании их на полимерных мембранах ПОБ [108]. Также во многих 

других исследованиях как in vitro или in vivo, ПОБ демонстрировал хорошие 

результаты по биосовместимости с различными культурами клеток [109−111]. 

Альгинат, как и ПОБ, во многих исследованиях демонстрирует хорошую 

биосовместимость [112]. Так, был разработан метод создания гидрогелевых дисков 

на основе суспензии раствора альгината кальция и мезенхимальных стволовых 

клеток (МСК). Результаты показали, что клетки имели округлую форму и 

сохраняли высокую жизнеспособность на протяжении всей хондрогенной 

дифференцировки [113].  
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В зависимости от различных физико-химических свойств ПОБ и альгинат 

могут быть применены в широком диапазоне для биомедицины и тканевой 

инженерии. В недавнем исследовании было показано, что низкомолекулярный 

альгинат (олигоальгинат) обладает ярко выраженным антиоксидантным действием 

[114]. Кроме того, результаты многих работ подтвердили, что низкомолекулярный 

альгинат может быть использован в качестве антибактериального средства [115, 

116]. Альгинаты с высокой молекулярной массой могут создавать обширные 

трехмерные ионные сети из связей гулуронов с кальцием. За счет таких сетей 

возможно разрабатывать плотные альгинатные гидрогели, которые могут быть 

применены в качестве скаффолдов для тканевой инженерии [117], носителей 

лекарственных средств [118] и в качестве внеклеточных матриксов [119, 120]. 

Помимо молекулярной массы на физико-химические свойства может влиять и M/G 

состав альгината. Выше было сказано, что G-блоки отвечают за гелирование 

полимера при связывании с ионами кальция. Такие плотные гидрогели могут быть 

широко использованы в медицине и тканевой инженерии различных тканей 

[121−123]. Но и для альгинатов с высоким содержанием поли-М-блоков 

потенциально можно найти применение. Так в одной недавней публикации было 

показано, что альгинат с высоким содержанием маннуроновой кислоты 

индуцирует выработку протеогликанов первичными фиброхондроцитами мениска 

человека [124]. Иными словами, создается перспектива использования альгинатов 

с высоким содержанием маннуронов для применения в качестве лекарственного 

средства или изделия, направленного на восстановление утраченной ткани 

мениска. 

Так как ПОБ является гомополимером, то параметр ММ в большой степени 

отвечает за его физико-химические характеристики. С увеличением ММ, ПОБ 

становится относительно менее кристалличным и, в связи с этим, менее хрупким 

полимером [125, 126]. Следовательно, производство ПОБ с высокой молекулярной 

массой желательно для применения в биомедицине, в качестве хирургических 

имплантатов, каркасов для тканевой инженерии или в качестве перевязочного 

материала для ран [127]. Также, как было сказано ранее, потенциал биополимера 
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ПОБ выходит за рамки использования в качестве каркасов или скаффолдов только 

для инженерии костной ткани. Так, к примеру, ряд работ посвящен регенерации 

хрящевой ткани, где ПОБ был использован в качестве основного биоматериала 

[48]. Денг с коллегами разработали матриксы на основе ПОБ методом 

выщелачивания с целью изучения на них трёхмерной пролиферации хондроцитов, 

полученных из суставного хряща кролика [128]. Результаты показали, что 

хондроциты на ПОБ-матриксах показывали хорошую пролиферацию и адгезию 

клеток, формируя клеточные скопления и островки как внутри, так и на 

поверхности ПОБ каркасов, сохраняя при этом фенотип всех клеток в течение всего 

времени эксперимента. В другом исследовании методом электроспиннинга были 

получены скаффолды из ПОБ, загруженные глюкозамин сульфатом для клеточной 

оценки in vitro [129]. Клетки продемонстрировали очень хорошую выживаемость, 

адгезию и проникновение внутрь ПОБ/глюкозамин сульфат скаффолдов в 

сравнении с контрольными каркасами на основе чистого ПОБ. Также в последние 

годы были выполнены работы по созданию различных конструкций на основе ПОБ 

для инженерии нервной ткани. Так в одном из исследований были разработаны 

скаффолды на основе композитов ПОБ/ПОБВ в различных соотношениях с целью 

исследовать потенциальную регенерацию миелиновых мембран [130]. 

Разработанные материалы на основе ПОБ показывали отличные результаты по 

пролиферации швановских клеток во всех видах матриксов в течение 14 дней [130]. 

Эти результаты демонстрируют, что для ПОБ можно найти потенциальное 

применение в качестве скаффолдов и для инженерии нервной ткани. 

Использование низкомолекулярного ПОБ перспективно в создании 

микрочастиц для длительного контролируемого высвобождения лекарственных 

препаратов [131].  

Таким образом, альгинат и ПОБ, которые одновременно могут 

продуцироваться бактериями рода Azotobacter sp., обладают большим потенциалом 

для использования в медицине. Поэтому создание конструкций на основе 

биополимеров ПОБ и альгинатов для регенерации кишечного эпителия 

представляется весьма актуальной и обоснованной задачей. 
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1.2. Биоинженерные стратегии регенеративной медицины для желудочно-

кишечного тракта 

Заболевания желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) поражают примерно 10% 

населения на территории России и вызывают 80 смертей на 100000 человек. 

Каждый год фиксируется прирост летальных исходов в среднем на 0.003% [132, 

133]. Биоинженерия ЖКТ нацелена на разработку прогностических моделей и 

регенеративных методов лечения травм и заболеваний кишечника [134]. 

Взаимосвязь между структурой и функцией в физиологии кишечника очень 

сложна и представляет собой серьезную биологическую проблему. Кишечный 

тракт выполняет множество жизненно важных функций, выступая в качестве 

барьера для внешней среды и осуществляя пищеварение, перистальтику, 

абсорбцию, секрецию, экскрецию. ЖКТ также тесно связан с иммунитетом и с 

центральной нервной системой [135]. Поверхность кишечника имеет строение, 

которое создает большую площадь поверхности размером примерно с теннисный 

корт (~ 250 м2) [134]. Стенка кишечника состоит из слизистых, подслизистых и 

мышечных слоев с интегрированными сосудистыми, мышечными и нервными 

структурами, которые координируют функции кишечника. Морфология ткани 

разнообразна и варьирует в зависимости от области ЖКТ, соответствуя 

специализированным функциям [135]. 

Биоинженерия кишечника развивалась от бесклеточных тканевых 

скаффолдов до использования созданных искусственных органов ЖКТ с 

естественной физиологической функцией [136]. Заболевания кишечника 

возникают в результате потери или дисфункции одного или нескольких типов 

клеток. Статус патогенных клеток считается критически важным для лечения 

заболеваний кишечника. Поэтому важно знать, какие клетки будут использоваться 

в биоинженерии кишечника для лечения конкретного заболевания. На данном 

этапе разработка тканеинженерных конструкций для регенерации кишечника 

находится на лабораторной стадии и начинает активно внедряться в область 

медицинских исследований [137]. 
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В настоящее время большинство заболеваний кишечника лечат с помощью 

фармакотерапии или хирургической резекции (удаления органа или части его), 

однако это неизбежно приводит к осложнениям. Так, к примеру, использование 

лекарств месалазина и инфликсимаба рекомендовано при ряде воспалительных 

заболеваниях кишечника, однако эти препараты могут вызывать местную и 

системную токсичность или могут быть вообще неэффективны против 

заболевания [138, 139]. Хирургическое вмешательство выбирают для лечения 

опухолей или травматического разрыва ЖКТ; однако при этом могут возникать 

серьезные послеоперационные осложнения, снижающие качество жизни, такие как 

гастропарез, стриктура, свищ и даже синдром короткой кишки после широкой 

резекции [137]. Поэтому создание конструкций на основе биоматериалов может 

являться тем самым новым подходом в биоинженерии кишечника, который 

позволит преодолеть указанные проблемы в лечении воспалительных 

заболеваниях кишечника или опухолевых заболеваний ЖКТ. 

 

1.2.1. Бесклеточные скаффолды 

Биоинженерия кишечника — это отрасль тканевой инженерии, которая 

восстанавливает анатомию и физиологию кишечника. Биоинженерия кишечника, 

используя достижения в области биоматериалов и клеточной терапии, 

последовательно развивалась от бесклеточных скаффолдов до создания отдельных 

кишечных органоидов [136, 140]. Биоматериалами для бесклеточных скаффолдов 

могут служить децеллюляризованные алло- и ксеногенные ткани, биополимеры и 

синтетические материалы. Так, к примеру, разработка децеллюляризованных 

подслизистых скаффолдов демонстрирует улучшенную биосовместимость и 

прочность в сравнении с необработанными тканями [141]. В работе Пахари с соавт. 

было показано увеличение длины кишечника при использовании 

децеллюляризованного дермального матрикса в модели заболевания на крысах. 

Применение дермального матрикса показало, что вес у экспериментальной 

группы, получавших лечение, изменялся также как и у контрольной группы крыс, 

а имплантированные каркасы поддерживали инфильтрацию, дифференциацию и 
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рост энтероцитов [142]. Такие результаты показывают способность бесклеточных 

скаффолдов к рекрутированию и дифференциации клеток; однако этот процесс 

занимает достаточно продолжительное время. 

Конструкции на основе полиуретана и поликапролактона (синтетические 

полимеры) демонстрируют хорошие результаты по биосовместимости, 

пролиферации и дифференциации клеток ЖКТ [143, 144]. Гидрогелевые 

бесклеточные скаффолды, разработанные из различных биополимеров, являются 

совершенно новым видом скаффолдов для инженерии кишечника. Биополимеры, 

на основе которых разрабатываются гидрогелевые скаффолды, такие как коллаген, 

гиалуроновая кислота, щелк, ксантановая камедь, волокнистый белок и т.д., 

получают из различных компонентов ткани или самих организмов [145, 146]. Так, 

в одной из работ сообщено о ферментно-сшивающих фибриновых гелях, которые 

восстанавливают желудочно-кишечный свищ в клинической практике [147]. Также 

для стабилизации фибринового гелевого скаффолда в пищеварительном соке был 

дополнительно разработан анти-пищеварительный гидрогель на основе 

ксантановой камеди. Данный гидрогель показывал способность вызывать 

экспрессию функциональных белков плотных контактов клеток IEC-6, растущих 

на поверхности гидрогеля [148]. 

При разработке скаффолдов для восстановления дефектов кишечника 

необходимо учитывать физико-химические, механические и биологические 

свойства материалов [149].  

 

1.2.2. Клеточные скаффолды 

В настоящий момент предпринимаются попытки создать искусственный 

ЖКТ путем комбинирования скаффолдов и тканеспецифичных клеток или 

стволовых клеток. От физико-химических свойств скаффолдов, таких как 

биосовместимость, пористость, жесткость и топография поверхности, зависит 

дальнейшая судьба клеток [137]. Обычно на таких конструкциях закреплены 

многочисленные аминогруппы, которые могут поддерживать клеточную адгезию и 

эти конструкции биосовместимы с живыми тканями [150]. Например, Крус-Акуна 
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с коллегами разработали гидрогель ПЭГ-4МАЛ, который содержал концевые 

остатки цистеина, создающие подходящую среду для роста и дифференцировки 

плюрипотентных стволовых клеток человека (ПСК) для восстановления 

поврежденной ткани толстого кишечника [151]. При разработке искусственного 

ЖКТ помимо возможности прикрепления клеточных культур к поверхности 

скаффолда важную роль играет пористость конструкции, которая обеспечивает 

обмен воды и питательных веществ для засеянных клеток, а также пространство 

для распространения самих клеток [152, 153]. Что касается жесткости материала, 

адекватная прочность важна для успешного анастомоза; в противном случае 

разработанные конструкции разорвутся [137]. Механические свойства материала 

играют важную роль и в регуляции пролиферации и дифференцировки клеток, 

растущих на его поверхности [146]. Так в одном из исследований была создана 

топография скаффолда в форме кишечных ворсинок, что делает возможным 

дифференцировку клеток вдоль оси ворсинок. Было обнаружено, что эта 

трехмерная модель ворсинок имеет важное физиологическое значение для 

нативных тканей и действует как модель кишечника in vitro [154]. 

 

1.2.3. Кишечные органоиды 

Хотя стратегии засеивания клеток на конструкции добавили биоактивности 

клеточным скаффолдам в сравнении с бесклеточными, существуют опасения по 

поводу изменения фенотипа клеток во время их культивирования [155, 156]. 

Методы кишечных органоидов могут генерировать все слои архитектуры 

кишечника за счет правильной экспрессии генов в кишечной ткани и стабильного 

фенотипа [157, 158]. Дно кишечных крипт содержит столбчатые энтероциты, 

экспрессирующие 5-HT-рецептор, связанный с G-белком (lgr5), и они считаются 

стволовыми клетками кишечных крипт (КСК). КСК способны к самообновлению 

и дифференцировке в различные типы кишечных эпителиальных клеток, чтобы 

поддерживать целостность структуры крипты-ворсинки [159]. Крипты или 

отдельные КСК выделяют из ЖКТ человека и затем помещают в матригель, 

который обычно используется при культивировании органоидов в 
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физиологической трехмерной среде [160]. При создании кишечных органоидов 

необязательно использовать только КСК, возможно также использование 

стволовых клеток (ЭСК) или индуцированных ПСК с добавлением различных 

факторов роста в процессе их культивирования [161]. Такие сконструированные 

кишечные органоиды могут вырасти в зрелые кишечные ткани in vivo при 

трансплантации в тело человека [137]. В своем исследовании Лю с коллегами 

сравнили пять мест инкубации кишечных органоидов (сальник, брыжейку 

кишечника, оболочку рога матки, брюшную стенку и подкожное пространство) и 

обнаружили, что три васкуляризированные оболочки (сальник, брыжейка и рог 

матки) производят наибольшее количество кишечных органоидов, а обертывание 

сальником и брыжейкой может производить органоиды кишечника, которые легче 

всего анастомозируют с кишечником хозяина [162, 163]. Таким образом, разработка 

новых методов создания кишечных органоидов предоставляет новые возможности 

для восстановления и регенерации ЖКТ.  

 

1.3. 16S Метагеномный анализ кишечной микробиоты 

Кишечная микробиота — это огромная сообщество разнообразных 

бактерий, архей, вирусов и эукариотических организмов [164]. Суммарный 

микробиом ЖКТ человека содержит в 150 раз больше генов, чем наш собственный 

геном [165]. Установлено, что взаимодействие между микробиотой кишечника и 

человеком-хозяином имеет важное значение для поддержания гомеостаза и 

здоровья человека [166]. Важность кишечной микробиоты для человека в симбиозе 

велика настолько, что колонизация первых бактерий в ЖКТ начинается еще до 

рождения в утробе матери [167]. Поэтому становится очевидным, что кишечные 

бактерии могут являться теми самыми маркерами в прогнозе и диагностике многих 

кишечных заболеваний, таких как язвенный колит, болезнь Крона, воспалительные 

заболевания кишечника и даже рак толстого кишечника [168, 169]. Так как именно 

бактерии преобладают в ЖКТ, становится понятно, что они первыми подвергаются 

различным изменениям, связанными с болезнями кишечника или рационном 

питания. За счет этого кишечная микробиота очень динамична и нестабильна в 
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зависимости от образа жизни и различных заболеваний человека [170]. В связи с 

этим становится сложно проследить изменения в кишечном сообществе, пользуясь 

классическими методами культивирования [171]. Но с 1980-х годов был достигнут 

большой прогресс в исследовании микроорганизмов без необходимости их 

культивирования. С появлением метода секвенирования по Сэнгеру, стал возможен 

анализ ДНК, выделенной непосредственно из интересующего организма. Такой 

подход позволяет определить к какой таксономической группе относится 

исследуемый организм при секвенировании вариабельных маркерных участков 

ДНК, таких как гены 16S рибосомальной РНК, разрешение которых может 

достигать до вида. Именно начиная с середины 2000-х годов исследования 

таксономического состава микробных сообществ методом 16S анализа стали 

независимы от методик культивирования микроорганизмов, что стало поворотным 

этапом в развитии этого научного направления [170]. 

Методика метагеномного 16S анализа позволила достаточно быстро и 

относительно просто получать большой объем данных за счет секвенирования 

гипервариабельных участков 16S рРНК последовательности. Данный ген является 

универсальным маркером для всех организмов, принадлежащих доменам Бактерий 

и Архей. Оказалось, что представление о составе и численности отдельных 

представителей микробиоты ЖКТ человека было очень приблизительным и 

неполным. Новый методический подход позволил описать множество ранее 

неизвестных видов, скорректировал представление о численности отдельных 

бактериальных групп, позволил реклассифицировать уже известные виды и открыл 

новые возможности для исследований функций отдельных представителей 

микробиоты и сообщества микроорганизмов ЖКТ в целом [170]. 

На сегодняшний день подробно представлена систематика бактерий, 

заселяющих ЖКТ человека, где было идентифицировано почти 2000 

некультивированных видов путем реконструкции 16S метагеномных данных 

(Рис.5) [171−173]. 
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Рисунок 5. Филогения культивированных и некультивированных бактерий 

микробиоты кишечника человека [173] 

 

Именно бурное развитие технологий секвенирования и внедрение этих 

методов в многочисленные исследования кишечной микробиоты в последние годы 

позволило понять роль многих отдельных таксономических групп в здоровом 

состоянии человека и при патогенезе [170]. 

 

1.3.1. Классические и современные методы исследования метагеномов 

Более тридцати лет назад, в 1986 году, Пейс и его сотрудники впервые 

предложили революционную идею клонирования ДНК непосредственно из 

образцов окружающей среды для анализа сложных взаимодействий природных 

микробных популяций между собой [174]. Принятая стратегия была основана на 

клонировании генов 16S рРНК с использованием очищенной ДНК из природных 

образцов. Авторы отмечали, что, хотя образцы исследованной ДНК были взяты из 

смешанной популяции микроорганизмов, методология позволила восстановить и 
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впоследствии секвенировать отдельные гены рРНК. Таким образом, оценивая 

полные или частичные последовательности рРНК, можно получить состав 

исходных микробных популяций [175]. 

 10 лет спустя, в 1998 году, появился термин «метагеном», когда 

Хандельсман и его сотрудники описали важность почвенных микроорганизмов как 

источников новых природных соединений [176]. По их словам, в науке появляется 

новый рубеж - разработка новых химических соединений из некультивируемых 

микроорганизмов, составляющих более 99% микробного разнообразия [177]. Эта 

новая концепция в микробиологической науке открыла для научного сообщества 

большое количество биохимических реакций, существующих в природе, которые 

еще предстоит открыть. 

В настоящее время метагеномика подразделяется на два основных 

направления, которые нацелены на различные аспекты микробного сообщества, 

связанные с определенной средой. В первом, так называемом структурном 

метагеномном подходе, основное внимание уделяется изучению структуры 

некультивируемой микробной популяции, которая может помочь в реконструкции 

сложных метаболических взаимосвязей, установленных между членами 

сообщества (Рис. 6) [178, 179]. В этом смысле структуру микробного сообщества 

можно определить, как состав популяции и ее динамику в конкретной экосистеме. 

Изучение структуры сообщества позволяет глубже понять взаимоотношения 

между отдельными компонентами, составляющими сообщество, и важно для 

расшифровки экологических или биологических функций его членов [180]. В 

другом случае, функциональный метагеномный подход направлен на 

идентификацию генов, которые кодируют интересующую функцию. Это включает 

создание библиотек экспрессии с тысячами метагеномных клонов с последующим 

скринингом на основе активности этой функции (Рис. 6) [181, 182]. 
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 Рисунок 6. Основные подходы в метагеномике [175] 

 

Важно подчеркнуть, что исследования генов 16S рРНК часто называют 

метагеномными исследованиями, хотя правильнее будет использовать 

формулировку «16S профилирование». При анализе гена 16S рРНК исследование 

сосредоточено на одном гене, используемом в качестве таксономического маркера 

(Рис. 6). С другой стороны, структурная метагеномика направлена на исследование 

геномов, членов микробного сообщества. Этот подход позволяет полностью 

реконструировать структуру сообщества, потенциально выявляя метаболические 

пути всего микробиома и отводя второстепенные или основные геоэкологические 

роли членам сообщества [180, 183]. Исследования 16S рРНК и метагеномика не 
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исключают друг друга; напротив, подходы, которые устанавливают связь между 

анализами 16S рРНК с генами или метаболическими путями, оказались полезными 

для определения функционального потенциала микробиома [184−186]. Таким 

образом, сочетание этих стратегий позволяет более глубоко изучить 

соответствующие биологические вопросы микробной экологии, такие как «кто 

является членом сообщества» и «какова его функциональная роль» [175]. 

В начале метагеномных исследований использование технологии 

секвенирования по Сэнгеру обеспечило важный прогресс в этой области [187]. 

Однако появление технологий секвенирования следующего поколения (NGS), 

способных секвенировать миллионы фрагментов ДНК одновременно при 

невысокой стоимости, значительно увеличило общие объемы данных в области 

метагеномных исследований [188−190]. Для сравнения, платформы NGS могут 

восстанавливать до 5000 МБ последовательности ДНК в день с затратами около 

0,50 долларов на 1 МБ, в то время как методология секвенирования Сэнгера 

позволяет создавать около 6 МБ последовательности ДНК в день с затратами 

примерно в 1000 раз выше [191]. 

В данном исследовании применен метод 16S профилирования или 16S 

таксономический метагеномный анализ с целью получить количественную и 

качественную характеристику кишечных бактериальных сообществ при 

имплантации разработанной биополимерной конструкции.  

 

1.3.2. Кишечная микробиота в норме и при патологиях 

Благодаря интенсивному изучению микробиоты кишечника стало 

очевидно, что нормальное функционирование здорового организма невозможно 

без участия бактерий, а изменение состава микробиоты отражается на общем 

состоянии организма в целом. В функции микробиоты входит не только 

переваривание пищи, но и другие важные аспекты, такие как синтез витаминов, 

взаимодействие с иммунной системой, коммуникация с клетками кишечника, даже 

регуляция поведения организма-хозяина [170, 192−195]. Одной из основных 

физиологических функций резидентной микробиоты человека является создание 
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микробиологического барьера против микробных патогенов [196−198]. 

Микробиота из-за своего плотного симбиотического взаимодействия с клетками 

кишечника может являться маркером как при локальных прямых иммунных 

ответах, так и при опосредованных ответах организма-хозяина. Например, 

продукция иммуноглобулина А кишечными плазматическими клетками является 

важным параметром для обеспечения микробного разнообразия [199]. 

Синтезируемые микробиотой метаболиты представлены различными классами 

химических соединений и, попадая в кровоток через стенку кишечника, оказывают 

влияние на самые разные ткани и органы. В частности, метаболиты влияют на 

иммунную и центральную нервную систему [200, 201]. Из всего выше сказанного 

можно сделать вывод, что взаимодействие между организмом-хозяином и его 

микробиотой обеспечивается путем сложных петлеобразных обратных связей, 

которые до сих пор полностью не установлены [170, 200]. 

Миллионы лет коэволюции между микробиотой и организмом-хозяином 

привели их к взаимозависимости друг от друга. В результате этого кишечная 

микробиота млекопитающих стала играть важную роль в созревании и 

непрерывном обучении иммунной системы организма-хозяина; в обеспечении 

защиты против роста патогенов; во влиянии пролиферации клеток хозяина и 

васкуляризации; в регуляции эндокринных кишечных функций; в обеспечении 

источников энергии биогенеза; биосинтезе витаминов, нейротрансмиттеров и 

многих других соединений [202−205]. От самого рождения в младенческом 

возрасте организм уже имеет собственную микробиоту кишечника, которая 

начинает изменяться с прекращением грудного вскармливания [206]. В течение 

первых нескольких лет постнатального периода бактериальное разнообразие и 

функциональность микробиоты активно расширяется [207]. Темпы роста 

бактериального разнообразия после 1-ого года жизни человека начинает 

замедляться, и по достижению 12-летнего возраста состав кишечной микробиоты 

становится стабильным [208]. С этого возраста количество бактериальных 

таксономических единиц (OTЕ) и число функциональных генов становится 

аналогичным таковым у взрослого человека (Рис. 7) [209, 210]. И только по 
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достижению пожилого возраста, бактериальное α-разнообразие начинает активно 

снижаться и становится нестабильной, такое развитие ситуации напрямую 

коррелирует со снижением иммунокомпетентности у людей, достигших пожилого 

возраста [170, 211]. 

 

Рисунок 7. Развитие кишечной микробиоты у человека в течение жизни [210] 

 

По достижению взрослого состояния человека кишечная микробиота из-за 

устоявшихся привычек в питании и ведения относительно стандартного образа 

жизни становится стабильной. Введение краткосрочных диет вызывает глубокие 

изменения в структуре бактериальных сообществ, в первую очередь, любые 

краткосрочные изменения, т.к. для организма это искусственное состояние, которое 

выражается в снижении бактериального α-разнообразия [212]. Множество 

экзогенных и эндогенных факторов влияют на микробиоту, такие как суточный 

ритм, питание, иммунный ответ хозяина, использование ксенобиотиков (включая 

антибиотики) и другие лекарства [213, 214]. Было установлено, что некоторые из 

этих факторов ведут к риску развития заболеваний в детском возрасте, таких как 

аллергия и ожирение [215]. Также заболевания, связанные с точечными мутациями 

в человеческом геноме, напрямую влияют на рост и обогащение определенного 

бактериального таксона кишечной микробиоты у лиц с воспалительными 

процессами заболевания кишечника [216]. Однако прием иммунодепрессантов и 

антимикробных лекарственных препаратов, а также место локализации активного 
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роста бактерий в кишечнике намного сильнее влияют на бактериальную 

композицию, указывая на то, что необходимо следить именно за данными 

факторами. Одним из главных вопросов, который стоит при исследовании 

кишечной микробиоты заключается в том, является ли нарушение равновесия 

микробных сообществ кишечника следствием или причиной хронических 

полигенных заболеваний [170, 217]. 

По современным представлениям, наибольшей численностью в ЖКТ 

человека обладают бактерии, принадлежащие филумам Bacteroidetes и Firmicutes 

[218, 219], а также Actinobacteria и Proteobacteria. В основной состав микробиоты 

входят также менее многочисленные представители филумов Verrucomicrobia, 

Lentisphaerae, Synergistetes, Planctomycetes, Tenericutes и Deinococcus-Thermus 

[170, 172]. Каждый из этих филумов играет очень важную роль в поддержании 

гомеостаза организма, а также некоторые внутри филумов из них определенные 

таксономические группы проявляют себя при различных заболеваниях, в том числе 

и при кишечных патологиях. Использование в настоящей работе 16S анализа 

позволит определить отдельные ОТЕ с разрешением до родовой принадлежности 

и тем самым понять какие бактерии проявляют себя в заданных условиях 

эксперимента (с биополимерной конструкцией или без).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

ЧАСТЬ 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Работа состояла их нескольких задач: синтеза ПОБ и альгината 

микробиологическим путем с использованием штамма Azotobacter vinelandii 12, 

исследования их физико-химических свойств, разработки конструкций на основе 

бактериальных альгината и ПОБ в виде заплат, проведения серий операций по 

разработке модели дефекта толстого кишечника у крыс линии Wistar и 

имплантации конструкций в виде заплат в месте повреждения толстого кишечника, 

16S метагеномного анализа полученных образцов после хирургического 

вмешательства.  

 

2.1. Синтез поли-3-оксибутирата и альгината в полном факторном 

эксперименте и определение их физико-химических свойств 

2.1.1. Синтез поли-3-оксибутирата и альгината при различных условиях 

Синтез ПОБ и альгината проводился микробиологическим способом [168]. 

Кандидатом для синтеза был выбран штамм Azotobacter vinelandii 12, так как 

данный микроорганизм способен к продукции двух полимеров одновременно [30].  

Данный штамм выделен из дерново-подзолистых почв Московской области 

(Россия). В настоящий момент бактерия поддерживается в лаборатории биохимии 

азотфиксации и метаболизма азота Института биохимии им. А.Н. Баха ФИЦ 

Биотехнологии РАН [44, 220]. 

Культура A.vinelandii 12 представляет из себя колонию бактериальных 

клеток темно-оранжевого цвета, плеоморфны в зависимости от окружающей 

среды, грамотрицательные, строгие аэробы, подвижные (Рис. 8). Активно 

образуют цисты вокруг себя из альгината и алкилрезорцина, формируя тем самым 

защитную оболочку от неблагоприятных условий, таких как воздействие 

экстремальных температур, повышенной аэрации или токсичного действия 

тяжелых металлов [220, 221]. 
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Рисунок 8. Культура Azotobacter vinelandii 12 

 

Для точного видового определения штамма выполнялся 16S анализ со 

стандартными парами праймеров под 16S рРНК ген, а именно прямой праймер fD1 

— (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и обратный rD1 — (5'-

AAGGAGGTGATCCAGCC-3'). Амплификацию ПЦР-продукта производили на 

термоциклере T100 (Bio-Rad, США). Затем ПЦР-продукт был очищен набором 

Cleanup Standard kit (Евроген, Россия). Секвенирование готового 16S ампликона 

выполняли на 3730xl секвенаторе (thermofisher scientific, США). После 

секвенирования прочтенные последовательности проверяли на наличие химер и 

собирали с использованием программного обеспечения DNA Baser Assembler 

5.15.0. Для идентификации видов собранный контиг сравнивали с другими генами 

16S в базе данных NCBI Genbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, по 

состоянию на 23 января 2020 г.) с использованием инструмента BLASTN. 

Для поддержания A. vinelandii 12 использовали твердую среду Эшби 

следующего состава: K2HPO4 - 0.2, MgSO4 — 0.2 г/л, NaCl — 0.2 г/л, Na2MoO4 — 

0.006 г/л, CaCO3 — 5.0 г/л, сахароза — 20 г/л, agar — 20 г/л [222]. 

Микробиологический инокулянт выращивали на жидкой среде Берка в качалочных 

колбах объемом 750 мл с содержанием 100 мл среды в течение 48 ч, 28°С, pH среды 
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– 7.2, возраст посевного материала - 1 сутки; объем внесенного посевного 

материала — 4%. 

Стандартная среда Берка, содержащая: MgSO4 — 0.4 г/л, FeSO4 — 0.01 г/л, 

Na2MoO4 — 0.006 г/л, цитрат натрия — 0.5 г/л, CaCl2 — 0.1 г/л, K2HPO4 — 1.05 г/л, 

KH2PO4 — 0.2 г/л, сахароза — 20 г/л регулировалась по трем параметрам, а именно, 

по концентрации фосфатов (K2HPO4 и KH2PO4), по концентрации сахарозы и по 

уровню аэрации за счет скорости перемешивания качалочных колб. Все три 

параметра имели 2 уровня: высокий уровень (+), соответствующий высоким 

концентрациям веществ в среде и высокой скорости перемешивания, и низкий 

уровень (-), который соответствует низким концентрациям фосфатов, сахарозы и 

скорости перемещивания (Таблица 1). Для создания всех возможных комбинаций 

требуется поставить 2n опытов, где n — это количество исследуемых факторов. 

Данный полный факторный эксперимент (ПФЭ 23) позволит отследить какие 

факторы или их взаимодействия оказались ключевыми в синтезе альгината и ПОБ. 

8 опытов, имеющий каждый свое обозначение (Таблица 1), в различных сочетаниях 

имел по три повторности, с целью дальнейшего статистического анализа. 

 

Таблица 1. План полного факторного эксперимента (ПФЭ 23)  

 С-/P-/O- С+/P-/O- С-/P+/O- С+/P+/O- С-/P-/O+ С+/P-/O+ С-/P+/O+ С+/P+/O+ 

Сахароз

а 

g/l (x1) 

(+) 35 

(-) 15 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

- 

 

+ 

K2HPO4 

g/l (x2) 

(+) 1.25 

(-) 0.05 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

Аэрация 

rpm (x3) 

(+) 210 

(-) 150 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 
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2.1.2. Выделение и очистка бактериального поли-3-оксибутирата и 

альгината 

По функциям и физико-химическим свойствам альгинат можно разделить 

на два типа: свободный и капсулярный альгинат. Свободный альгинат 

синтезируется в межклеточное пространство, имеет низкую молекулярную массу, 

снижает концентрацию кислорода и затрудняет диффузию в культуральной 

жидкости [44]. Альгинат капсулярный выполняет защитную функцию, покрывая 

стенку бактериальной клетки плотным полисахаридным слоем; этот полимер 

имеет высокую молекулярную массу и позволяет колониям клеток образовывать 

вокруг себя капсулы для устойчивости к неблагоприятным условиям, в первую 

очередь из-за влияния избыточной концентрации кислорода на нитрогеназные 

комплексы [58].  

Первым этапом для выделения свободного альгината служит разделение 

клеточной биомассы после выращивания и культуральной жидкости методом 

центрифугирования на 11000 g в течение 30 минут. Затем супернатант был осажден 

3 объемами охлажденного 80% этилового спирта при 4400 g в течение 15 минут. 

Полученный осадок был лиофилизирован в течение суток (Martin Christ Alpha 1-2 

LD plus, Германия). Капсулярный альгинат выделяли из клеточной биомассы путем 

добавления к ней 1М раствора NaCl и 100 мМ ЭДТА в соотношении 1:8:1. Далее 

полученную смесь инкубировали 1 час при 60°C с перемешиванием на 

орбитальном щейкере (PSU-20i, Biosan, Латвия) до полной гомогенизации 

раствора. После супернатант получали центрифугированием при 11000 g в течение 

30 минут. Супернатант осаждали 3 объемами охлажденного 80% этилового спирта 

при 4400 g в течение 15 минут, по окончанию полученный осадок 

лиофилизировали 24 часа. Заключительная стадия очистки свободного и 

капсулярного альгината заключалась в растворении осадков в 1М растворе NaCl и 

в диализе полученного раствора против 1 л 0.1М NaCl в течение 30 часов. Для 

получения очищенных альгинатов, супернатанты после диализа снова осаждали 3 

объемами этилового спирта и осадки лиофилизировали [44, 223]. 
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Выделение ПОБ из клеточной биомассы осуществляли экстракцией 

хлороформом в течение 12 ч при 37 °С. Полученный экстракт отделяли от 

клеточных остатков фильтрацией и затем ПОБ выделяли из хлороформного 

экстракта осаждением изопропиловым спиртом. Стадию растворения в 

хлороформе и осаждения ПОБ изопропиловым спиртом повторяли не менее 3 раз. 

ПОБ сушили при 60 °С [44]. 

 

2.1.3. Определение молекулярной массы поли-3-оксибутирата и альгината 

Молекулярные массы биополимеров были определены методом 

вискозиметрии. Характеристическая вязкость была подсчитана из результатов 

времени истечений хлороформного раствора ПОБ и водного раствора альгината, а 

именно: 

ηsp = (t – t0)/t0,  

где t0 - время истечения растворителя, t - время истечения раствора полимера. 

Молекулярные массы рассчитывалась по уравнению Марка-Хаувинка-Куна: 

[η] = K(M)α, 

с константами для альгината: 

K = 7.3 × 10–5; α = 0.92,  

[η] = 7.3 × 10–5 × (M)0.92 

И для ПОБ: 

K = 7.7 × 10–5; α = 0.82, 

[η] = 7.7 × 10–5 × (M)0.82,  

где M - молекулярная масса, [η] - характеристическая вязкость, K и α - константы, 

значение которых зависит от природы полимера (альгинат и ПОБ) [224, 225]. 

 

2.1.4. ИК-спектроскопия альгинатов 

Методом инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье (FTIR) 

были исследованы бактериальные альгинаты. ИК-спектры регистрировали в 

режиме отражения в ИК-микроскопе Hyperion-2000, связанным с ИК-спектром 

IFS-66 v/s FTIR (Gecrystal, разрешение 2 см–1, диапазон 4000–600 см–1, 
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сканирование – 50, “Bruker”, США) [44]. Таким же образом, методом ИК-

спектроскопии был исследован альгинат водорослей, который был использован в 

качестве контроля. 

 

2.1.5. Подготовка пленок из поли-3-оксибутирата 

Для анализа физико-химических свойств были получены полимерные 

пленки из ПОБ. Образцы ПОБ растворяли в хлороформе (3% вес/об.) и разливали 

в чистые, сухие, стерильные стеклянные чашки Петри. Толщину пленки измеряли 

с помощью цифрового микрометра (796XFL-1, Starrett, США) [44]. Толщина 

полимерных пленок составляла 50 ± 4 мкм. 

 

2.1.6. 1H-ЯМР анализ поли-3-оксибутирата 

Методом протонного магнитного резонанса была исследована химическая 

структура бактериального ПОБ. ПОБ растворяли в дейтерированном хлороформе 

(CDCl3) и спектры данного раствора детектировали на спектрометре MSL-300 

(“Bruker”, Германия) при рабочей частоте 400 МГц. Химические сдвиги в частях 

на миллион (м.д.) измеряли от 0 ч/млн. к сигналу остаточных протонов 

хлороформа-d (CDCl3), 7.27 ч/млн. Параметры эксперимента были следующими: 

1% (вес/об.) полимера в хлороформе-d, 313 К, время сбора 2.5 с и ширина спектра 

4000 Гц [44, 226]. 

 

2.1.7. Термогравиметрический анализ поли-3-оксибутирата и альгината 

Термогравиметрические (ТГА) измерения ПОБ и альгината выполняли на 

термовесах (TG 209 F1, NETZSCH, Германия). Устройство было откалибровано по 

точкам плавления стандартных веществ. Эксперимент проводили в открытом 

алундовом тигле с использованием образца массой 7 мг в потоке (20 мл/мин) 

воздуха при температуре от 30 до 600°С со скоростью нагрева 10°С/мин. 

Температуры разложения были взяты на пике максимума первой производной 

оставшегося веса (%) по отношению к кривой температуры (°C) [44]. 
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2.1.8. Формирование альгината кальция 

Гидрогели альгината кальция были разработаны для исследования 

физических и реологических свойств. Раствор 1% альгината натрия смешивали с 

10% раствором CaCl2 в соотношении 1:1. Объем полученных альгинатных 

гидрогелей измеряли путем вычитания объема жидкого альгината и хлорида 

кальция, оставшегося (Vr) после полимеризации, от начального общего объема 

(Vt). Выход полученного полимера рассчитывали по следующему уравнению 

[227]: 

 

Выход полимера (%) = 100 * (Vt-Vr) / Vt. 

 

2.1.9. Реология альгинатного гидрогеля 

Эксперименты по изучению механических свойств избранных альгинатов 

на основе ПФЭ проводили на реометре Anton Paar MCR 302 (Австрия). 

Исследования проводились на сухих образцах. Реометр был снабжен 

измерительной системой типа "пластина-пластина". Типичная толщина 

исследуемых образцов составляла 3-4 мм, диаметр - 2,5 см. Сначала был проведен 

амплитудный тест для определения диапазона линейной вязкоупругости при 

угловой частоте 10 рад/с. Также на альгинатных образцах проводились частотные 

испытания с угловой частотой от 0,1 до 100 рад/с. Во всех испытаниях измеряли 

модуль накопления (G') и потери (G'') и рассчитывали комплексный модуль сдвига 

G* = √ (G′)2+(G'')2.  

 

2.1.10. Тест на водопоглощение поли-3-оксибутирата и альгинатного 

гидрогеля 

Сухие образцы альгината кальция и ПОБ постоянной массы (m1) погружали 

в деионизированную воду (25 °C) на 3 часа. После удаления капель воды влажные 

образцы взвешивали. Водопоглощение гидрогеля альгината кальция и пленок ПОБ 

рассчитывали по формуле, где m1 и m2 - массы сухого и водонасыщенного образца 

соответственно: 
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A (%) = (м2 - m1) m1 × 100,  

где m1 и m2 - массы сухого и водонасыщенного образца соответственно.  

 

 2.1.11. Выделение и характеристика мезенхимальных стволовых клеток 

Все эксперименты и хирургические процедуры проводились в соответствии 

с этическими рекомендациями, изданными ISO 10993–1:2009 и одобренными 

локальными комитетами по биоэтике биологического факультета МГУ имени М.В. 

МГУ им. Ломоносова (№ 16.1 от 28 мая 2021 г.). 

Для дальнейшей оценки цитотоксичности альгинатных гидрогелей было 

произведено выделение МСК из бедренной кости молодых (3–5-дневных) крыс 

линии Wistar и их культивирование в течение 2 недель в среде DMEM (Dubecco’s 

Modified Eagle Medium, «ПанЭко», Россия) с добавлением 10% эм-бриональной 

телячьей сыворотки (ЭТС, Biological Industries, Израиль) и 100 ЕД/мл 

пенициллина. МСК культивировали в течение трех пассажей. Клетки удаляли 

путем инкубации в растворе трипсина-версена в течение 5 минут и затем 

подсчитывали с помощью гемоцитометра. В дальнейшем готовили суспензию 105 

клеток в 100 мкл РЕ-буфера (2 мл ЭДТА-0,5% ЭТС в БФС) и инкубировали с 

антителами к положительным поверхностным маркерам фенотипа МСК: CD90 и 

CD29 и отрицательным поверхностным маркерам: CD45 и CD11b/c (eBioscience, 

Сан-Диего, Калифорния, США). Жизнеспособность клеток оценивали при 

использовании красителя 7-Аминоактиномицина Д (7ААД) в темноте в течение 40 

мин при температуре 5 °С. Затем клетки промывали в БФС и отделяли 

центрифугированием, после чего проводили их исследование на проточном 

цитометре (FACS ARIA II, Franklin Lakes, NJ, США). Анализ результатов был 

выполнен с использованием программного обеспечения Flowing 2.5.1 (Рис. 9). 
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Рисунок 9. Данные цитометрии МСК, выделенных из костного мозга крыс 

 

2.1.12. Тест на цитотоксичность альгинатного гидрогеля 

Для оценки цитотоксичности были выбраны три типа бактериальных альгинатов, а 

именно: свободный альгинат, низкомолекулярный (212 кДа) капсулярный альгинат 

и высокомолекулярный (574 кДа) капсулярный альгинат. Для сравнения с 

альгинатами бактериального происхождения использовали альгинат водорослей от 

Merck (бывш. Sigma Aldrich, Германия) со средней вязкостью 20 000–40 000 сП 

(около 155 кДа). Клетки, выращенные на культуральном пластике, использовали в 

качестве отрицательного контроля (НК). Для культивирования МСК с альгинатным 

гидрогелем были приготовлены сферы объемом 25 мкл путем добавления по 

каплям 1%-го раствора альгината к 10%-му раствору хлорида кальция. Затем сферы 

из альгината кальция промывали в фосфатно-солевом буфере (БФС) [228]. Затем 

МСК инкубировали в термостате при 37 °С во влажной атмосфере с 5% СО2 в 

питательной среде, содержащей модифицированную среду Игла (DMEM, 



52 

 

Invitrogen, Waltham, MA, США) с высоким содержанием глюкозы (4,5 г/л), 10% 

эмбриональной телячьи сыворотки и антибиотиков (100 ЕД/мл пенициллина и 100 

мкг/мл раствора стрептомицина). После трех пассажей клетки собирали, 

центрифугировали и промывали, как указано в разделе 2.1.11, после чего высевали 

клетки на 96-луночный планшет по 4000 клеток на лунку. Объем ростовой среды на 

лунку составлял 200 мкл. Через 2 часа в каждую лунку добавляли по одной сфере 

из альгината кальция. Рост клеток на пластике в присутствии альгинатных 

гидрогелевых сфер в течение первого и третьего дня оценивали методом XTT с 

использованием набора для пролиферации XTT (Biological Industries, Kibbutz Beit 

Haemek, Израиль). Этот метод основан на способности активных митохондрий 

живых клеток превращать соли тетразолия в соли формазана. Для этого в каждую 

лунку добавляли 50 мкл раствора реагента ХТТ и 50 мкл бессывороточной среды 

DMEM после удаления из лунок альгината кальция в конце культивирования. 

Планшеты инкубировали при 37°С еще 2 часа. После этого спектрофотометрически 

измеряли поглощение образцов при 450 нм путем вычитания фонового поглощения 

при 620 нм. Затем количество жизнеспособных клеток на пленках определяли по 

калибровочной кривой, основанной на их ХТТ-реактивности. Результаты 

представляли как рост жизнеспособных клеток по отношению к негативному 

контролю, где к последнему не добавляли альгинаты. 

 

2.1.13. Статистический анализ 

Для статистической оценки данных был реализован непараметрический 

тест Краскела-Уоллиса с использованием пакета tidyverse в среде R (версия 3.6.3, 

Lucent Technologies, Murray Hill, NJ, США, под кодовым названием «Holding the 

Windsock». Copyright © 2020). Полученные данные представляли средние значения 

± SD (стандартная ошибка среднего). Для анализа результатов полного факторного 

эксперимента (ПФЭ 23) был проведен метод многомерного дисперсионного 

анализа (three-way ANOVA) с использованием пакета stats на языке 

программирования R. Критерием отбора достоверных различий между группами 

было p ≤ 0,05. 
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2.2. Эндопротезирование конструкции на основе поли-3-оксибутирата и 

альгината крысам линии Wistar в толстый кишечник 

2.2.1. Инкапсуляция пробиотических бактерий в сферы из альгинатного 

гидрогеля 

Для имплантирования биополимерной конструкции в толстый кишечник 

крысам линии Вистар были разработаны сферы из альгинатного гидрогеля с 

включением в него пробиотических бактерий, а именно бактерий рода 

Lactobacillus sp. и Bifidobacterium sp. [170]. 

Реагенты и среды: 

● Раствор 50 мМ СaCl; 

● Раствор 1% цитрата натрия; 

● Жидкая питательная среда MRS-бульон; 

● Бактериальный капсулярный альгинат после ПФЭ; 

● Пробиотические культуры Lactobacillus sp. и Bifidobacterium sp.; 

● Раствор для промывания и разведения (РДПР) суспензий клеток; 

Альгинат перед инокуляцией пробиотических бактерий стерилизуют 

методом пастеризации, приготовление 1% раствора альгината является 

стандартной для инкапсулирования различных клеток [67, 170]. Один грамм 

бактериального альгинат растворяют в 90 мл MRS-бульона, после производится 

посев пробиотических бактерий. Посев производили по 10 мл бактерий, 

выращенных на MRS-бульоне для достижения 1% концентрации альгината, 

полученную смесь тщательно перемешивали на магнитной мешалке [170]. 

Конечным этапом было внесение по каплям полученного раствора в 50 мМ CaCl, 

за счет ионтропного связывания ионов кальция с гулуроновыми мономерами, 

формируются сферы заполненные альгинатным гелем и бактериями. После сферы 

отмывают раствором РДПР, приготовленные сферы имели три комбинации 

включения пробиотических бактерий, а именно: сферы с включением 

лактобактерий, сферы с включением бифидобактерий и сферы с включением 

сразу двух родов одновременно [170]. 
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2.2.2. Разработка биополимерной конструкции 

Пластина из чистого ПОБ толщиной около 40 мкм была отлита на 

обезжиренной стеклянной поверхности. Для получения микросфер диаметром 150 

мкм хлороформенный раствор ПОБ с молекулярной массой 300 кДа смешивали с 

5% раствором карбоната аммония. Полученный коллоид по каплям добавляли в 

1%-ный (w/v) раствор поливинилового спирта при постоянном перемешивании на 

верхнеприводной мешалке. Полученные микросферы были иммобилизованы на 

пластину из ПОБ. После высыхания ее покрывали тонким слоем полимерного 

раствора ПОБ, которым фиксировали микросферы. Полученные пластины ПОБ с 

микросферами помещали в 1%-ный раствор альгината в четырех вариантах: 

чистый альгинат, альгинат со сферами лактобактерий, альгинат со сферами 

бифидобактерий и альгинат со сферами лакто-бифидобактерий. Полученные 

конструкции выдерживали в течение 1 часа, после чего биополимерные изделия 

переносили в 10%-ный раствор хлорида кальция и также выдерживали в течение 1 

часа для создания альгинатного гидрогеля на поверхности ПОБ-пластин. 

 

2.2.3. Животные в экспериментах in vivo 

Самцы крысы линии Wistar, 10-недельного возраста и массой 300–350 г, 

были использованы для хирургических вмешательств по имплантации 

композитных пластин в толстый кишечник. Крыс инкубировали в специальных 

барьерных помещениях, свободных от патогенов, при 25 ± 3°C, влажности 55% с 

12-часовым циклом свет/темнота с постоянным доступом к еде и воде. 

 

2.2.4. Имплантация конструкции поли-3-оксибутират-альгинат в виде 

заплаты в толстый кишечник крысам линии Вистар 

Была разработана модель повреждения стенки толстого кишечника крысы 

in vivo с помощью хирургических методов с целью дальнейшего отбора фекальных 

образцов для 16S метагеномного анализа. 

Для надежной фиксации в желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) крысы был 

выбран толстый кишечник, по причине того, что слепая кишка имеет 
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неправильную «мешковидную» форму для прикрепления. Поэтому все 

дальнейшие эксперименты проводились на толстом кишечнике, который 

непосредственно выходит из слепой кишки. 

Перед серией операций крысам вводили по 10 мг золетила 50 на 

полкилограмма веса животного в комбинации с мышечным миорелаксантом 

рометаром в дозе 6 мг/кг. Затем под наркозом производилась лапаротомия и 

выведение толстого кишечника из брюшной полости с фиксацией участка этого 

кишечника при помощи двух зажимов кохера. На ранних этапах исследования 

толстый кишечник подвергался травматизации и ишемизации при контакте с 

металлическими частями зажимов, поэтому предварительно сами зажимы были 

обмотаны гигроскопичной медицинской ватой для предотвращения повреждения 

серозно-мышечной ткани кишечника при непосредственном захвате (Рис. 10А). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 10. Имплантация полимерной пластины ПОБ—альгинат. (А) —

фиксация толстого кишечника зажимами кохера. (Б) —повреждение толстого 

кишечника крысы хирургическими ножницами. (В) —исполненный разрез между 

двумя зажимами Кохера. (Г) —имплантация кишечной заплаты ПОБ—альгинат 

 

Повреждение толстого кишечника было проведено хирургическими 

ножницами по центру между двумя зажимами Кохера шириной в 3-4 мм (Рис. 10Б, 
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В). Затем на крысах был проведен ряд операций на месте повреждения кишечной 

заплаты длиной 1.5-2 см и шириной 0.5 см (Рис. 10Г). 

При наложении швов для закрытия поврежденного участка в толстом 

кишечнике был использован модифицированный шов Ламбера: использование 

стандартного шва было проблематично из-за того, что он захватывает только 

серозно-мышечную (внешний футляр) ткань кишечника, поэтому был использован 

модифицированный «сквозной» шов Ламбера (Рис. 11) [229, 230]. Толща толстого 

кишечника прошивалась строго перпендикулярно. 

 

Рисунок 11. Сквозной шов Ламбера 

 

Для предотвращения высыхания ЖКТ, место операции периодически 

смачивали физиологическим раствором (0.9% NaCl) с антисептиком Фурацилином 

0.4 г/л. Для достижения герметичности, частота швов Ламбера должна быть не 

реже 3 стежек на 1 см длины как вдоль (Рис. 12А), так и поперек (Рис. 12Б) на месте 

повреждения толстого кишечника [231]. В ходе методики для поврежденного 

кишечника, при имплантации заплаты ПОБ-альгинат требовались стандартные 

швы 3*3 (Рис. 12В) [15, 232]. 
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Рисунок 12. Швы Ламбера. (А) —продольные швы. (Б) —поперечные швы. (В)—

имплантированная заплата с швами 3*3 

 

По завершении операции кишечную заплату фиксировали краевыми швами 

на стенку толстого кишечника, брюшную стенку закрывали поперечными швами с 

частотой 2 стежка на 1 см длины и обрабатывали антибактериальным препаратом 

Стрептоцид [233]. 

После операции одной группе крыс с включенной конструкцией без 

инкапсулированных в сферы пробиотиков, каждый день вводили раствор 

антибиотика азитромицин в концентрации 30 мг/кг веса. Все послеоперационные 

крысы на третьи сутки получали жидкое углеводно-белковое питание. В итоге 

было создано семь экспериментальных групп крыс линии Wistar: 

● Контрольные крысы без операционного вмешательства (Контроль); 

● Контрольные крысы с операционным вмешательством (плацебо); 

● Крысы с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат (ПОБ-

альгинат); 

● Крысы с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат и в присутствии 

антибиотика (антибиотик); 

● Крысы с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат и сферами 

лактобактерий (лакто); 
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● Крысы с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат и сферами 

бифидобактерий (бифидо); 

● Крысы с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат и сферами 

лакто-бифидобактерий (лакто-бифидо); 

После 7 суток животных умерщвляли путем перенаркотизации и проводили 

релапаротомию с целью получения биологического материала. Забор проб был 

произведен на месте операционного вмешательства с помощью медицинского 

шпателя. Проводили забор каловых масс и соскоб слизи со стенки толстого 

кишечника. 

 

2.3. 16S Метагеномное профилирование 

2.3.1. Выделение геномной ДНК 

Все полученные образцы хранились в морозильной камере при -70°C до 

момента выделения ДНК из биоматериала. Для выделения ДНК к замороженным 

образцам добавляли кремниево-циркониевые бусины (BioSpec Products, США) 

диаметром 0,1 мм (300мг) и 0,5 мм (100мг), а затем 1200 мкл теплого лизирующего 

буфера (500мM NaCl, 50мM Tris-HCl, pH 8.0, 50мM ЭДТА, 4% SDS). Все это 

перемешивали на вортексе до однородного состояния и гомогенизировали с 

помощью MiniBeadBeater (BioSpec Products, США) в течение 3 мин. Затем 

полученный лизат был подвержен инкубированию при 70°C в течение 15 мин., 

после образцы центрифугировали 20 мин при 14000 об/мин. Далее супернатант 

отбирали в новые эппендорфы и ставили в лед. К осадку снова добавляли лизис 

буфер и повторяли процесс. Супернатанты объединяли и добавляли к ним 2 объема 

96% спирта и 1/10 объема 3М раствора ацетата натрия. После образцы 

инкубировали при -20°C не менее часа. По окончанию инкубации образцы 

центрифугировали при 12000 об/мин 20 мин. Полученный осадок дважды 

промывали 80% этанолом и затем сушили на воздухе и растворяли в TE-буфере. 

Последним этапом было добавление к элюатам РНКазу А (5 мг/мл) в соотношении 

к раствору 1:200, данная стадия необходима для избавления в образцах молекул 
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РНК. Образцы с РНКазой инкубировали 1 час при 37°C и полученный раствор ДНК 

хранили при -20°C. 

 

2.3.2. Подготовка 16S библиотек 

Метагеномный анализ был сделан по вариабельному участку V4 гена 16S 

рРНК для оценки качественного и количественного разнообразия бактериальных 

сообществ. Последовательность участка V4 составляет 254 нуклеотида и данный 

ДНК фрагмент в каждом образце амплифицировался при помощи форвардного 

праймера Forward515 с последовательностью GTGBCAGCMGCCGCGGTAA и 

реверсного праймера Reverse806 с последовательностью 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT. 

Непосредственно перед амплификацией, образцы были разведены в 500 раз 

деонизированной водой. Далее была произведена амплификация V4 фрагмента при 

помощи праймеров Forward515 и Reverse806 c присоединенными к ним 

последовательностями P5 и P7 в качестве адаптеров для Illumina и 

индексированных баркодов при помощи набора Nextera XT Index Kit (Illumina). 

Данный набор позволят при всех возможных комбинациях пулировать 

одновременно до 384 образцов (Рис. 13). 

 

 

Рисунок 13. Дизайн ДНК библиотеки участка V4 

 

2.3.3. Секвенирование 16S 

После раунда амплификации, ПЦР-продукты с использованием различных 

комбинаций специфических праймеров были очищены при помощи бусин 

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, США) в соответствии с протоколом. 

Концентрация полученных 16S библиотек в растворе определяли с 

помощью флуориметра Qubit® (Invitrogen, США) с использованием набора Quant-

iT™ dsDNA High-Sensitivity Assay Kit (США). Очищенные ампликоны смешивали 
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эквимолярно в соответствии с полученными концентрациями. Качество 

приготовленной для сиквенса библиотеки оценивали на приборе Bioanalyzer 2100 

(Agilent, США) с использованием набора Agilent DNA 1000 Kit. Затем образцы 

непосредственно были секвенированы на приборе MiSeq (Illumina, США) с 

использованием реагентов MiSeq Reagent Kit v2 (300 циклов). 

 

2.3.4. Биоинформатический анализ 

По завершении секвенирования был осуществлен анализ данных в серии 

различных открытых биоинформатических программных обеспечений (ПО). 

Сначала все прочтения проходили стадию тримминга по качеству, а также удаление 

последовательностей праймеров в приложении bbmerge, в этом же ПО было 

выполнено объединение перекрывающихся парных прочтений и затем собранные 

контиги в формате FASTA были анализированы при помощи пакета MOTHUR 

[234, 235]. В ходе обработки из общего массива удалялись прочтения, 

соответствующие хлоропластам, митохондриям или ДНК эукариот. Также для всех 

последовательностей V4 была определена таксономия методом наивного 

Байесовского классификатора в приложении QIIME 2 с целью построения 

филогенетического дерева. Визуализация дерева была выполнена в онлайн 

приложении iTOL. После обработки 16S данных в пакете MOTHUR, результаты 

были импортированы в среду R. Визуализация полученных результатов в R была 

выполнена с использованием библиотек tidyverse, reshape, vegan, plyr, scales, 

ggcorrplot, devtools, ggbiplot и ggplot2 соответственно [236—238]. 
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ЧАСТЬ 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ1 

3.1. Альгинат и поли-3-оксибутират 

 

3.1.1. Штамм-продуцент 

Методом анализа определения последовательности 16S рибосомальной 

РНК было подтверждено, что штамм из нашей коллекции принадлежит 

таксономическому виду Azotobacter vinelandii 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN977323.1). 

 

 

3.1.2. Синтез поли-3-оксибутирата и альгината в ПФЭ 23 

Динамика роста штамма Azotobacter vinelandii 12 в жидкой среде Берка в 

течение 72 часов заметно различалась среди восьми вариантов опыта в ПФЭ (Рис. 

14). 

 
1  Основные результаты, изложенные в данной главе, опубликованы в следующих научных статьях автора в 

журналах, индексируемых в базах данных WoS, Scopus и RSCI, рекомендованных для защиты в диссертационном 

совете МГУ имени М.В. Ломоносова:  
1. Akoulina E., Dudun A., Bonartsev A., Bonartseva G., Voinova V. Effect of bacterial alginate on growth of mesenchy-

mal stem cells // International Journal of Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials. 2019. 68, 1-3, 115-118. 

2. Дудун А.А., Акулина Е.А., Воинова В.В., Махина Т.К., Мышкина В.Л., Жуйков В.А., Бонарцев А.П., Бонарцева 

Г.А. Биосинтез альгината и поли(3-оксибутирата) бактериальным штаммом Azotobacter agile 12 // Прикладная 

биохимия и микробиология. 2019. 55, 6, 559- 565. 

3. Volkov A.V., Muraev A.A., Zharkova I.I., Voinova V.V., Akoulina E.A., Zhuikov V.A., Khaydapova D.D., Chesnokova 

D.V., Menshikh K.A., Dudun A.A., Makhina T.K., Bonartseva G.A., Asfarov T.F., Stamboliev I.A., Gazhva Y.V., 

Ryabova V.M., Zlatev L.H., Ivanov S.Y., Shaitan K.V., Bonartsev A.P. Poly(3-hydroxybutyrate)/hydroxyapatite/alginate 

scaffolds seeded with mesenchymal stem cells enhance the regeneration of critical-sized bone defect // Materials Science 

and Engineering: C. 2020. 114, 110991. 

4. Акулина Е.А., Демьянова И.В., Жаркова И.И., Воинова В.В., Жуйков В.А., Хайдапова Д.Д., Чеснокова Д.В., 

Меньших К.А., Дудун А.А., Махина Т.К., Бонарцева Г.А., Волков А.В., Асфаров Т.Ф., Иванов С.Ю., Шайтан К.В., 

Бонарцев А.П. Рост мезенхимальных стволовых клеток на матриксах на основе поли-3-оксибутирата, загруженных 

симвастатином // Клеточные технологии в биологии и медицине. 2021. 1, 70-76. 

5. Dudun A.A., Akoulina E.A., Zhuikov V.A., Makhina T.K., Voinova V.V., Belishev N.V., Khaydapova D.D., Shaitan 

K.V., Bonartseva G.A., Bonartsev A.P. Competitive Biosynthesis of Bacterial Alginate Using Azotobacter vinelandii 12 for 

Tissue Engineering Applications // Polymers. 2022. 14, 1, 131. 

6. Pryadko A.S., Mukhortova Y.R., Chernozem R.V., Pariy I., Alipkina S.I., Zharkova I.I., Dudun A.A., Zhuikov V.A., 

Moisenovich A.M., Bonartseva G.A., Voinova V.V., Chesnokova D.V., Ivanov A.A., Travnikova D.Y., Shaitan K.V., Bon-

artsev A.P., Wagner D.V., Shlapakova L.E., Surmenev R.A., Surmeneva M.A. Electrospun magnetic composite poly-3-

hydroxybutyrate/magnetite scaffolds for biomedical applications: composition, structure, magnetic properties, and biologi-

cal performance // ACS Applied Bio Materials. 2022. 5, 8, 3999-4019. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN977323.1
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Рисунок 14. Динамика роста Azotobacter vinelandii 12 в ПФЭ 23 

 

Как видно из результатов, представленных на рисунке, можно провести 

четкую границу между экспериментами с низкой аэрацией (O-) и высокой аэрацией 

(O+). Эти результаты ярко показывают, что бактерии более активно растут при 

высоких концентрациях молекулярного кислорода, что связано с тем, что бактерии 

рода Azotobacter sp. являются строгими аэробами [63]. Из результатов также можно 

сделать вывод, что бактерии с высокой аэрацией и низкими значениями 

концентрации сахарозы не имеют достаточно источника углерода для постоянного 

экспоненциального роста и поэтому через 48 часов они переходят в стационарную 

фазу (C-/O+). Можно предположить, что из-за высокой скорости перемешивания 

качалочных колб (O+), использование углерода как основного источника роста 

бактерий увеличивается [239]. В работе Барреры и его коллег показано, что с 

увеличением уровня аэрации бактерии A. vinelandii начинают максимально 

потреблять углерод, 25% которого расходуется на биосинтез альгината [240]. Связи 

между концентрацией фосфатов в среде и ростом бактериальных клеток не 

наблюдали. Во многих исследованиях было показано, что ограничение фосфатов в 
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среде ингибирует рост и снижает выживаемость Azotobacter sp. [241, 242]. Цай с 

соавтр. также показал, что при дефиците фосфатов в питательной среде 

нарушается структура клеточной стенки и наблюдается неспособность 

образовывать цисты [243].  

Данные по синтезу полимеров в конце ферментации в ПФЭ, также как и по 

динамике роста бактерий были разнородны. 

Свободный альгинат, который синтезируется непосредственно во 

внеклеточное пространство [44] показал высокие значения синтеза в ПФЭ (Рис. 

15), соответствующие высоким концентрациям сахарозы и доступности 

молекулярного кислорода (С+/O+). 

 

Рисунок 15. Общий выход свободного альгината, капсулярного альгината и ПОБ 

в ПФЭ 23 

 

Интересно отметить, что в работе Барреры с соавтр. молекулярная масса 

альгината при высокой аэрации увеличивалась с 800 до 2500 кДа за счет 

увеличения концентрации сахарозы в среде (с 5 г/л до 20 г/л) [244]. В наших 

экспериментах напротив общая доля свободного альгината, который обладает 
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низкой молекулярной массой [44], увеличивается при повышенных концентрациях 

кислорода и доступного источника углерода в среде. Эти результаты можно 

объяснить тем, что повышение концентрации растворенного кислорода 

увеличивает скорость потребления сахарозы бактериями Azotobacter sp. [245]. 

Таким образом можно предположить, что культивирование при высоких уровнях 

аэрации и концентрациях сахарозы (С+/O+) увеличивает скорость потребления 

сахарозы микроорганизмами и индуцирует максимальный синтез альгинат-лиаз 

[246], которые расщепляют альгинатные цепи, увеличивая тем самым долю 

низкомолекулярного «свободного» альгината в среде. Также стоит заметить, что 

максимальная активность лиаз достигается в логарифмическую фазу клеточного 

роста [246], что хорошо согласуется с нашими данными, так как логарифмическая 

фаза роста бактерий в вариантах (C+/P-/O+) и (C+/P+/O+) не переходила в 

стационарную на протяжении всего времени ферментации (Рис. 14).  

Отдельно следует отметить, что результат эксперимента (C-/P+/O+), где 

низкие концентрации углерода, высокие концентрации фосфата и высокая аэрация 

в среде, наоборот, предотвращает и полностью нивелирует синтез свободного 

альгината и способствует синтезу высокомолекулярного капсулярного альгината 

(2,07 г/л), который образует капсулы вокруг бактериальных клеток (Рис. 15). По-

видимому, фосфаты в среде Берка очень важны для образования капсул [243], 

которые состоят из высокомолекулярного альгината. Этот факт представляет 

большой биотехнологический интерес, поскольку здесь мы наблюдаем тот редкий 

случай, когда можно получить только высокомолекулярный капсулярный альгинат 

без примеси низкомолекулярного альгината. 

 Синтез ПОБ сильно отличался во всех 8 вариантах ПФЭ, но только 

сочетание высокой концентрации сахара и интенсивной аэрации способствовало 

эффективному синтезу биополимера (C+/P-/O+ — 0,49 г/л) (Рис. 15). 

Положительное влияние фактора сахарозы и кислорода для увеличения биосинтеза 

ПОБ хорошо согласуется со многими литературными источниками [247-251]. 

Из данных рисунка 15 можно видеть, что различные факторы или их 

комбинации во многом определяют синтез того или иного полимера. Данные ряда 
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исследований показали, что альгинат синтезируется бактериями Azotobacter sp. для 

образования цист (капсул). Этот механизм способствует устойчивости к 

высыханию колоний клеток при различных неблагоприятных условиях [53, 57, 63, 

78]. В наших предыдущих работах было показано, что бактерии Azotobacter sp. 

синтезируют два типа альгината (свободный и капсулярный), которые различаются 

по физико-химическим свойствам [44, 220]. Повышенный синтез свободного 

альгината определялся увеличением источника углерода при высокой аэрации 

среды. Можно предположить, что в таких условиях концентрация растворенного 

кислорода увеличивается, что, в свою очередь, увеличивает активность ферментов 

альгинат-лиаз (algL, alyA1, alyA2, alyA3 и algE7) и снижает экспрессию генов 

полимераз [245]. Для синтеза капсулярного альгината кислород является 

существенным фактором, поскольку капсулярный альгинат создает капсулу, 

защищающую бактериальную клетку от токсичных ионов металлов и от 

кислорода, ингибирующего активность нитрогеназного комплекса [44, 58].  

Все варианты ПФЭ в продукции синтезируемых полимеров показали, что 

A. vinelandii 12 является преимущественно альгинат-продуцирующим штаммом, в 

особенности капсулярного альгината (Рис. 15). Выход капсулярного альгината во 

всех вариантах опыта колебался от 54% до 98%, минимальный выход капсулярного 

наблюдался в C+/P-/O+ варианте, где концентрация фосфатов была на нижнем 

уровне. Таким образом можно заключить, что низкое содержание фосфатов в среде, 

ограничивало синтез капсулярного альгината. Фосфаты являются важным 

компонентом для создания капсул вокруг бактериальных колоний [243], тем самым 

недостаток фосфатов не позволяет продуцировать капсулярный альгинат в нужном 

количестве для создания плотных капсул вокруг клеточных стенок. Вариант C-

/P+/O+ показал, что почти весь источник углерода (98%) расходуется на синтез 

капсулярного альгината, только два процента расходуется на ПОБ. Поскольку 

фосфаты являются основными энергетическими молекулами для всех живых 

организмов, особенно для аэробов, к которым относится Azotobacter vinelandii 12, 

снижение содержания фосфатов грозит резкими изменениями в клеточном 

метаболизме. Ограничение фосфатов снижает соотношение аденозин-5'-
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трифосфата (АТФ) к аденозин-5'-дифосфату (АДФ) [243]. Можно сделать вывод, 

что дыхательная активность бактериальных клеток также снижается [58], 

поскольку окислительное фосфорилирование является основным процессом 

синтеза АТФ. Предположительно, именно снижение бактериального дыхания 

может быть связано с изолированным синтезом капсулярного альгината в варианте 

(C-/P+/O+), поскольку защита нитрогеназного комплекса осуществляется за счет 

нескольких механизмов [58]. Первый защитный механизм — это высокая 

респираторная активность клеток. При таком клеточном дыхании кислород 

удаляется с поверхности клетки, не достигая нитрогеназ [252, 253]. Вторым 

защитным механизмом является создание плотных капсул из капсулярного 

альгината, при этом бактериальным клеткам не хватает ресурсов для синтеза 

свободного альгината. 

 Малое количество ПОБ в варианте (C-/P+/O+) ПФЭ связано с наличием 

большого количества капсулярного альгината. Так Реуш с коллегами показал, что 

липидный профиль и количество ПОБ при образовании капсул достигает своего 

пика, а затем падает до минимальных значений при созревании капсул вокруг 

бактерий [254]. 

 Таким образом, можно сделать вывод о том, что при определенных 

ферментационных условиях в варианте (C-/P+/O+) был достигнут синтез только 

капсулярного альгината, то есть варьируя параметры ферментации, мы можем 

регулировать синтез ПОБ и альгинатов культурой Az. vinelandii 12, подавлять 

полностью синтез одного из них и достигать максимального выхода другого 

полимера. 

 

3.1.3. Физико-химические характеристики поли-3-оксибутирата и 

альгинатов 

Результаты физико-химических исследований показали большие различия 

по молекулярной массе (ММ) между свободными и капсулярными альгинатами: 

свободные альгинаты во всех опытах (за исключением (C-/P+/O+) ввиду 

отсутствия синтеза полимера) имели массу в районе 100-110 kDa, в тоже время 
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капсулярный значительно различался между разными опытами в ПФЭ и также 

имел более высокую ММ сравнительно с свободным альгинатом (Таблица 2 и Рис. 

16). 

 

Таблица 2. Молекулярные массы (ММ) свободных альгинатов, капсулярных 

альгинатов и ПОБ в ПФЭ (23)  

ПФЭ Свободный альгинат (kDa) Капсулярный альгинат (kDa) ПОБ (kDa) 

C-/P-/O- 113  3 333  17 1692  28 

C+/P-/O- 103  3 212  15 1296  15 

C-/P+/O- 106  5 425  34 1225  9 

C+/P+/O- 100  2 574  19 1698  33 

C-/P-/O+ 98  4 438  23 331  9 

C+/P-/O+ 110  3 392  9 1645  30 

C-/P+/O+ 
0 408  12 49  2 

C+/P+/O+ 104  5 463  36 1374  21 

 

 

Рисунок 16. Молекулярные массы (ММ) капсулярных альгинатов в ПФЭ (23) 
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Вариант при высокой концентрации углерода и низких фосфатах с 

кислородом в среде (С+/P-/O-) имеет самую низкую ММ среди всех опытов в ПФЭ 

— 212 kDa, а опыт с выращиванием культуры при высоком углероде с фосфатами 

и низком уровне аэрации (С+/P+/O-) обладает самой высокой ММ — 574 kDa. 

Отсюда следует, что фосфаты имеют определяющую роль для синтеза 

высокомолекулярного капсулярного альгината. Влияние низкого уровня аэрации 

для полимеризации альгинатной цепи с большой ММ также подтверждается в 

работе Лозано, где синтез альгината с максимальной ММ (550 кДа) был достигнут 

при сниженных показателях скорости передачи кислорода (OTR) [255]. Данные по 

влиянию уровня сахарозы на ММ капсулярного альгината при сравнении 

вышеприведенных вариантов показали минимальную и максимальную ММ 

альгината при высокой концентрации сахарозы в обоих вариантах, то есть 

ограничение содержание фосфатов в среде при избытке источника углерода 

является определяющим фактором при полимеризации альгинатной цепи [244]. 

Исследование ММ ПОБ в ПФЭ показал неоднородные результаты (Таблица 

2). Все полимеры показали ММ свыше 1200 кДа за исключением опыта (C-/P-/O+) 

(331 кДа) и (C-/P+/O+) (49 кДа). По-видимому, сочетание высокой аэрации и 

низкий уровень сахарозы в среде для синтеза высокомолекулярного ПОБ является 

критичным. Это также подтверждается тем, что бактерии A. vinelandii 12 именно в 

этих опытах после 48 часов вступают в стационарную фазу (Рис. 14). Из работ 

известно, что ММ ПОБ изменяется при переходе из экспоненциальной в 

стационарную фазу [256]. Так в момент экспоненциального роста бактерий, ММ 

ПОБ за счет высокой экспрессии гена PhbC, транслирующий ПОБ-синтазу, 

увеличивается и в момент вступления бактериальных клеток в стационарную фазу, 

начинается активная экспрессия гена деполимеразы (PhbZ), участвующий в 

разложении ПОБ и тем самым ММ снижается [256]. 

По данным ИК-спектров бактериальных альгинатов во всех опытах мы 

можем определить мономерный состав полимера по M/G и уровень 

ацетилирования. Из данных Рис. 17А видно, что спектры альгината имели полосы 

поглощения различной интенсивности при 1600 см-1 (СОО-), 1720 см-1 (СОСН3), 
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1030 см-1 (СО), 1254 см-1 (COOR), 816 см-1 (М-блоки) и 785 см-1 (G-блоки) [64]. 

Полос поглощения, соответствующим белкам и нуклеиновым кислотам не 

обнаружено, что говорит о высокой чистоте полученных полимеров.  

 

Рисунок 17. Физико—химические свойства бактериальных альгинатов. (А) —

спектры поглощения свободных и капсулярных альгинатов. (Б) —уровень 

ацетилирования свободных и капсулярных альгинатов и (В, Г) — M/G состав 

свободных и капсулярных альгинатов 

 

Соотношение маннуроновых и гулуроновых кислот в альгинатной цепи 

определялось по отношению полосы 816 см-1, которая показывает валентное 

колебание пиранозного кольца маннуронов (М) к полосе поглощения в области 785 

см-1, соответствующая гулуроновой кислоте (G) [257]. Процентные соотношения 

M/G альгинатной цепи во всех опытах ПФЭ 23 свободных альгинатов и 

капсулярных альгинатов показаны на Рис. 17В и Г, соответственно. 
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Распределение уроновых кислот свободных и капсулярных альгинатов 

показало, что во всех образцах преобладают маннуроновые блоки в цепи. В 

настоящий момент мало исследований проведено по влиянию различных факторов 

культивирования бактерий на распределение M/G. Большая часть работ в этой 

области посвящены функциям С5-эпимераз [258, 259]. Для бактерий A. vinelandii 

известно 7 ферментов (AlgE1-AlgE7), ответственных за эпимеразную активность. 

Среди этих эпимераз только AlgE1 обладает ярко-выраженным действием 

создавать длинные поли-G блоки из поли-М блоков. Такая активность очень важна 

в создании сильных и прочных альгинатных гидрогелей [258]. Поэтому для оценки 

влияния факторов среды на распределение уроновых кислот синтезированных 

альгинатов желательны дополнительные транскриптомные и протеомные 

исследования по продуктам генов С5-эпимераз бактерии A. vinelandii 12. 

Уровень ацетилирования определяли по соотношению полос 1600 см-1 к 

1720 см-1. Известно, что полосы 1030 см-1 и 1254 см-1 также показывают сигналы 

полос поглощения ацетильных групп [64]. Результаты уровня ацетилирования 

свободных и капсулярных альгинатов отображены на Рис. 17Б, соответственно. 

Из полученных данных можно видеть, что количество ацетильных групп на 

маннуроновых остатках свободных альгинатов во всех вариантах опытов 

различается незначительно (23-32 %) и выше в сравнении с капсулярными (6-27%). 

Это может определяться не только особенностью свободных альгинатов, но и быть 

связано с дополнительной обработкой биомассы раствором NaCl c ЭДТА при 

выделении капсулярного альгината. 

 По результатам данных спектров поглощения капсулярных альгинатов 

можно видеть значительный разброс в различных вариантах ПФЭ по уровню 

ацетилирования. Стоит заметить, что вариант (C+/P-/O+) показал самый низкий 

уровень ацетилирования (Рис. 17Б) и одновременно с этим максимальный выход 

ПОБ (Рис. 15). И наоборот, высокий уровень ацетилирования (25%) и почти полное 

отсутствие синтеза ПОБ (0.027 г/г, ММ = 49 кДа) наблюдался в варианте (С-

/P+/O+). Известно, что ацетил-КоА является донором ацетила для ацетилирования 

альгината, и одновременно является предшественником ПОБ [260]. К 
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аналогичному выводу пришли и Баррера с соавт., которые считают, что в условиях 

уровня аэрации у бактерий Azotobacter vinelandii ацетил-КоА в большей степени 

расходуется на ацетилирование альгината, чем на синтез ПОБ [261]. В нашем 

случае, помимо аэрации были задействованы факторы сахарозы и фосфатов, где 

как раз между вариантами (C+/P-/O+) и (С-/P+/O+) были различия в концентрации 

сахарозы. А как ранее было отмечено, что для ПОБ уровень сахарозы в ростовой 

среде является определяющим показателем его синтеза [250, 251]. Таким образом, 

можно заключить, что снижение концентрации сахарозы и увеличение уровня 

аэрации напрямую переключает потоки ацетил-КоА из цикла трикарбоновых 

кислот (ЦТК) с синтеза ПОБ [83] на ацетилирование маннуроновых остатков 

альгинатов. 

Важно отметить, что вариант (С-/P+/O+), в котором мы наблюдаем только 

капсулярный альгинат, имеет высокое ацетилирование (25%), поэтому мы можем 

предполагать, что в этих условиях A. vinelandii 12 может синтезировать 

избирательно (без ПОБ и свободного альгината) альгинат высокой молекулярной 

массы, M/G = 70/30 и с высоким уровнем ацетилирования, что может быть важно 

для многих биомедицинских задач. 

Химическая структура ПОБ была подтверждена методом 1Н-ЯМР (Рис. 18). 

  

 Рисунок 18. 1Н—ЯМР спектр бактериального ПОБ A. vinelandii 12: 1 — CH3 —

группа, 2 — CH-группа и 3 — CH2 —группа 
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Анализ спектров 1H-ЯМР показал, что боковую метильную группу 

отображает только выраженный пик при 1.27 ppm. Полимер является 

гомополимером, который состоит только из мономеров 3-гидроксимасляной 

кислоты [44]. 

Данные по термогравиметрии показывают информацию о влажности и 

зольности полимеров. Скорость нагрева оказывает серьезное влияние на 

разрешение кривой ТГ. Этот параметр является фундаментальным для 

термогравиметрического исследования [262, 263]. Данное исследование проведено 

при стабильной скорости нагрева 10 °С/мин. На Рис. 19 показаны результаты 

термического поведения разложения избранных бактериальных альгинатов и ПОБ. 

Также термогравиметрическому анализу был подвергнут альгинат из водорослей в 

качестве контрольного образца. 
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Рисунок 19. Кривые ТГ. Бактериальный капсулярный альгинат (А), альгинат из 

водорослей (Б) и бактериальный ПОБ (В) 
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Для ТГА бактериальных альгинатов был выбран капсулярный альгинат, 

синтезированный при высоких концентрациях сахарозы с фосфатами и низкого 

уровня аэрации, так как по результатам физико-химических свойств данный 

полимер демонстрировал самую высокую ММ и хорошее М/G распределение. 

Кривые ТГ в воздушной атмосфере для альгинатов имели три стадии потери 

массы: первая связана с дегидратацией, а следующие две – с разложением 

органического вещества до образования углеродистого остатка [44]. Первая 

стадия характеризовала дегидратацию (потеря массы в диапазоне от 6 до 8%) при 

температуре нагревания от 20 до 200°С. Вторая стадия показывала 

эндотермический процесс разложения полимера (от 30 до 35%) при температуре 

от 200 до 300°С. Последняя стадия сопровождалась вторым разложением с низкой 

потерей массы (от 4 до 7%) в диапазоне температур от 325 до 450°С [44]. 

Капсулярный альгинат демонстрировал более крутой эндотермический пик в 

сравнении с водорослевым альгинатом. Вероятно,ет это можно объяснить 

наличием более высокой ММ у капсулярного альгината (574 кДа) в сравнении с 

альгинатом водорослей (“Sigma Aldrich”, Германия; 120-180 кДа).  

ПОБ имел только одну стадию разложения при температурах от 220 до 

330°С с низкой потерей массы (1.25%) на стадии дегидратации (Рис. 19В) [44]. 

 

3.1.4. Многомерный дисперсионный анализ полного факторного 

эксперимента 

Исследование влияния значимости трех факторов, а именно сахарозы, 

фосфатов и уровня аэрации и их взаимодействий в ПФЭ 23 было проведено 

методом трехмерного дисперсионного анализа (ANOVA). Для оценки влияния 

данных факторов были выбраны три независимые переменные: выход свободного 

альгината, выход капсулярного альгината и выход ПОБ (Рис. 20). Значение p-value 

менее 0,05 указывало на то, что модель с указанными факторами оказалась 

значимой при уровне достоверности 95% (Таблица 3) [264]. 
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Рисунок 20. ПФЭ 23 для синтеза свободного альгината (А), капсулярного 

альгината (Б) и ПОБ (В) 

 

На рисунке 20 отображен график синтеза всех полимеров бактерии A. 

vinelandii 12 в виде боксплотов, который показывает, что наибольшее влияние на 

синтез всех биополимеров оказывала скорость перемешивания бактериальной 

культуры в качалочных колбах (уровень аэрации). Согласно таблице 3, в порядке 

ортогональных переменных к общему синтезу полимеров, в соответствии с 

значениями F-value и p-value, по значимости факторы расположились в таком 

порядке: X3 (аэрация) > X1 (сахароза) > X2 (фосфаты). Следует отметить, что 

только фактор аэрации (Х3) был значимым (p < 0,05) для синтеза всех полимеров, 

тогда как фактор сахарозы (Х1) оказался незначимым для синтеза капсулярного 

альгината, а фактор концентрации фосфатов (X2) был незначим для синтеза 

альгинатов обоих типов (Таблица 3). 
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Таблица 3. Дисперсионный статистический анализ (ANOVA) биополимеров в 

ПФЭ 23. Значимость индивидуальных факторов и их взаимодействий 

представлены в виде звездочек: не значимо – NC; * – p < 0.05; ** – p < 0.01 и *** 

– p < 0.001 

Свободный альгинат 

Факторы Ср. квадрат F-value p-value Значимость 

Сахароза (X1) 1.07 950.52 1.12e-15 *** 

Фосфаты (X2) 0.0001 0.12 0.73 NC 

Аэрация (X3) 0.34 299.37 8.82e-12 *** 

X1X2 0.08 67.61 3.88e-07 *** 

X1X3 0.57 502.09 1.65e-13 *** 

X2X3 0.11 96.57 3.50e-08 *** 

X1X2X3 0.0690 61.18 7.42e-07 *** 

 Капсулярный альгинат 

Сахароза (X1) 0.0009 0.07  0.79 NC 

Фосфаты (X2) 0.00 0.00 1.00 NC 

Аэрация (X3) 2.44 183.52 3.49e-10  *** 

X1X2 0.42 31.83 3.68e-05 *** 

X1X3 0.13 10.02 0.00599 ** 

X2X3 0.81 61.32 7.31e-07 *** 

X1X2X3 0.01 1.13 0.30 NC 

ПОБ 

Сахароза (X1) 0.11 327.24 4.47e-12 *** 

Фосфаты (X2) 0.04 144.12 2.05e-09 *** 

Аэрация (X3) 0.01 24.28 0.000151 *** 

X1X2 0.01 30.50 4.63e-05 *** 

X1X3 0.07 224.44 7.79e-11 *** 

X2X3 0.06 165.50 7.46e-10 *** 

X1X2X3 0.09 265.82 2.18e-11 *** 

 

Важность аэрации, как главного фактора, объясняется тем, что при разных 

уровнях аэрации будет изменяться и количество растворенного кислорода в среде, 

что, в свою очередь, изменяет активность клеточного дыхания бактерий A. 
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vinelandii [265]. Такого рода модификации сопровождаются изменением 

активности нитрогеназного комплекса у бактерий. Они активируют различные 

нитрогеназные системы защиты от окисления кислородом, одним из протекторов 

которых является альгинат [58]. 

Взаимодействие факторов в ПФЭ 23 было также подсчитано методом 

дисперсионного анализа и результаты представлены в Таблице 3. Взаимодействия 

факторов при синтезе свободного альгината показали сильное влияние во всех 

случаях и были расположены в следующем порядке: X1X3 > X2X3 > X1X2 > X1X2X3. 

Стоит отметить особенно сильное взаимодействие факторов сахарозы и аэрации 

(F-value = 502,09). Ранее по данным биосинтеза полимеров уже было отмечено, 

что положительные значения концентрации углерода и уровня аэрации (С+/О+) 

индуцируют продукцию свободного альгината до максимальных значений. В 

работе Флореса было показано, что максимальный синтез свободного 

низкомолекулярного альгината происходит в условиях повышенной 

концентрации растворенного кислорода в среде за счет высокого уровня аэрации 

(X3), что в свою очередь увеличивает удельную скорость потребления различных 

источников углерода, в данном случае сахарозы (X1) [220]. Таким образом можно 

сказать, что взаимодействие двух данных факторов имеет синергический эффект 

на синтез свободного альгината, так как при увеличенной скорости потребления 

углерода бактериями Azotobacter vinelandii 12 ускоряется общий метаболизм 

клеток и тем самым активируется синтез ферментов альгинат-лиаз, ответственных 

за разрыв альгинатных цепей. 

Взаимодействия факторов при синтезе капсулярного альгината показали, 

что взаимодействие всех факторов (X1X2X3) не было статистически значимым (р 

– value = 0,3). Интересно, что изолированный эффект фосфатов не был 

значительным для продукции капсулярного альгината, но его взаимодействие с 

кислородом (X2X3) и сахарозой (X1X2) показало самое сильное влияние на выход 

капсулярного альгината (Таблица 3), необходимого для образования капсул с 

целью защиты нитрогеназного комплекса от кислорода. В работе Цая с сотр. также 

показано, что фосфаты играют важную роль в синтезе альгинатов. Образование 
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цист, которое формируется в основном из альгината, не происходило без участия 

данного компонента [243].  

Результаты дисперсионного анализа по синтезу ПОБ показали, что все 

комбинации факторов вносят существенный вклад в систему (р – value < 0,05). 

Наиболее сильный отклик на синтез ПОБ показало одновременное 

взаимодействие всех трех факторов (Х1Х2Х3, F – value = 265,82). Эти данные 

показывают, что осуществляемый клетками процесс накопления ПОБ 

регулируется большим количеством сигнальных молекул и регуляторных белков, 

которые, в свою очередь, взаимодействуют с кластером генов синтеза ПОБ [266]. 

Каждый из трех факторов (сахароза, фосфат и аэрация) может индуцировать 

экспрессию генов, которые могут действовать как ингибиторы, так и активаторы 

локуса pha на транскрипционном (транскрипционные факторы) или 

посттранскрипционном (сРНК) уровне [267, 268]. 

 

3.1.5. Реологические свойства альгинатного гидрогеля 

Во многих исследованиях механических свойств различных альгинатов 

было показано, что альгинаты с высокой MM и высоким содержанием 

гулуроновых остатков в альгинатной цепи создают более плотные гидрогели [269, 

270]. По результатам наших исследований в ПФЭ только капсулярные альгинаты 

имели высокую молекулярную массу. Свободные альгинаты во всех восьми 

экспериментах имели среднюю молекулярную массу в диапазоне 100 кДа; 

гелеобразование альгинатов с такой низкой молекулярной массой сопровождается 

ограничением в создании гидрогелей на их основе. Для создания гидрогелей на 

основе свободных альгинатов, которые бы подходили для реометрических 

исследований, концентрация CaCl2 и самого полимера должна быть выше, и как 

показано на Рис. 15, штамм Azotobacter vinelandii 12 имеет тенденцию 

продуцировать больше капсулярного альгината, чем свободного. 

Для изучения реологических свойств капсулярных альгинатов по 

результатам ММ и ИК-спектроскопии были отобраны альгинаты С+/P-/O- с 

наименьшей ММ и альгинат C+/P+/O- с наибольшей MM. В качестве контроля 
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был выбран коммерческий альгинат водорослей со средней ММ 120—180 кДа 

(Sigma-Aldrich, Германия). 

 На основании результатов динамической вязкоупругости альгинатов, 

представленных на рисунке 21, было обнаружено, что капсулярный альгинат с 

высокой молекулярной массой (574 кДа) образует гидрогели наивысшей 

плотности. Модуль накопления (G`) показывает отношение приложенного 

напряжения к гелю в фазе с деформацией к величине этой деформации. Этот 

показатель напрямую коррелирует со способностью альгината образовывать 

ионотропные сети остатков гулуроновой кислоты с кальцием, тем самым 

показывая общее количество сшивок Ca-Gul [271].  

 

Рисунок 21. А) Частотные измерения вязкоупругости альгинатных гидрогелей. Б) 

Корреляция полученных результатов вязкоупругости при 10 рад/с с общим 

выходом альгината после гелеобразования  

 

На Рис. 21A представлен график частотных измерений альгинатных 

гидрогелей с различными физико-химическими свойствами и различным 

происхождением полимера (водорослевым и бактериальным). Из представленных 

на рисунке 21А данных можно видеть, что прочность гидрогелей исследованных 
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альгинатов кальция (бактериального 212 кДа и 574 кДа и водорослевого 155 кДа) 

не имеет линейной зависимости от ММ. Нелинейная зависимость между 

прочностью гидрогеля и добавлением кальция обусловлена различными видами 

ионотропных сшивок между альгинатными цепями [272]. При высоком 

содержания ионов натрия в альгинатном растворе происходит лишь частичное 

замещение натрия на ионы кальция, что приводит к низкой плотности сшивки 

[273]. Кроме того, случайный характер расположения гулуроновых мономеров в 

цепи не позволяет создавать плотные гомогенные гели из-за образования сильно 

сшитых и отдельно агрегированных областей внутри гидрогеля [274, 275]. Такие 

альгинаты кальция приводят к агрегации частиц с пониженной общей силой 3-

мерной ионной сети [272, 276]. При уменьшении частоты всех трех полимеров до 

0,1 рад/с видно, что модуль потерь (G''), который показывает ту часть энергии, 

которая уходит в тепло за один период колебаний, становится больше, чем G' (G' 

< G''). Такие данные указывают на то, что наши полимеры ведут себя в таких 

условиях больше, как жидкости, чем твердые тела. 

Результаты реологических данных при постоянной частоте (10 рад/с) и 

выход полимера не имели прямой зависимости (Рисунок 21Б). Хотя средние 

значения комплексного модуля (G*), который рассчитывается из G` и G``, 

различны для всех полимеров, нельзя с уверенностью сказать, что есть различия 

между тремя образцами согласно однофакторному дисперсионному анализу (р > 

0,05). Однако выход полимера при гелеобразовании альгината был различным для 

всех трех образцов (Рис. 21Б). 

 Капсулярный альгинат с высокой ММ (574 кДа) имеет самый высокий 

выход полимера при смешивании растворов альгината и хлорида кальция, хотя 

результаты не являются линейными, существует прямая корреляция между 

образованием гидрогелей альгината кальция и MМ (r = 0,83). Хаотичное 

ионотропное связывание остатков гулуроновой кислоты в полимерах приводит к 

нелинейному увеличению выхода образующегося гидрогеля из альгинатов с 

разной ММ. Капсулярный альгинат с низкой молекулярной массой (212 кДа) 

имеет самый низкий выход полимера (23,19%) в первую очередь из-за небольшого 



81 

 

количества гулуроновых мономеров в цепи (M/G = 75/25), поэтому можно 

предположить, что MМ и M/G содержание являются лимитирующими 

параметрами при создании гидрогелей. Высокий выход полимера во время 

гелеобразования важен для многих биомедицинских задач таких как в лечении 

эндоваскулярных окклюзий [227] или экранирование раневых поверхностей [277, 

278]. 

 

3.1.6. Водопоглощение бактериальных поли-3-оксибутирата и альгинатного 

гидрогеля 

Результаты теста по водопоглощению показали некоторые различия в 

отношении водопоглощения или набухания между капсулярным альгинатом с ММ 

= 574 кДа и двумя другими полимерами, а именно, альгинатом водорослей и 

капсулярным альгинатом с ММ = 212 кДа (Рис. 22). 

 

 

Рисунок 22. Водопоглощение водорослевого и бактериальных альгинатов 

кальция 

Более высокая степень набухания капсулярного альгината из четвертого 

варианта ПФЭ (С+/P+/O-) была достигнута за счет высокой молекулярной массы. 
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Из-за более высокой молекулярной массы данный альгинат кальция создает 

больше точек сшивания гулуроновых остатков с ионами кальция в первичной 

альгинатной цепи, тем самым создавая более обширную полимерную сеть для 

проникновения молекул воды [271]. Кроме того, удлинение альгинатных 

полисахаридных цепей способствует образованию более плотных гидрогелей, за 

счет увеличения количества сшивок и переплетений полимерных цепей [279]. 

Водопоглощение бактериального ПОБ показало всего 1.2%, причина такого 

низкого водопоглощения объясняется гидрофобной природой полимера [44, 280]. 

 

3.1.7. Тест на цитотоксичность альгинатного гидрогеля 

Гидрогели альгината кальция были протестированы на цитотоксичность с 

целью будущего использования бактериального полимера для применения in vivo 

в тканевой инженерии (Рис. 23). 

 

Рисунок 23. Оценка цитотоксичности на основе жизнеспособности МСК. 

Жизнеспособность клеток в процентах рассчитывали относительно 

отрицательного контроля (НК) 

 

Данные по водорослевому и капсулярному альгинатному гидрогелю ММ = 

574 кДа не показывали наличие цитотоксичности к МСК и были сопоставимы с 
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контролем через 24 часа. На третьи сутки роста клеток все альгинаты 

(водорослевый, капсулярный ММ = 212 кДа и капсулярный ММ = 574 кДа) 

проявляли незначительную токсичность по отношению к МСК за исключением 

свободного альгината, в котором количество жизнеспособных клеток оказалось 

менее 70%. На данный момент имеется мало информации о влиянии ММ 

альгинатов на цитотоксичность и биосовместимость. На основании этих данных 

можно предположить, что наиболее выраженное токсическое действие на клетки 

оказывают альгинаты с наименьшей молекулярной массой. 

 

3.2. Кишечная микробиота 

Наша работа показывает влияние эндопротезирования биополимерной 

конструкции в толстый кишечник крысам линии Wistar и таким образом 

становится возможно определить, какие бактерии, а именно какие 

таксономические операционные единицы (OTЕ) вносят вклад в регенерацию 

кишечной ткани или в развитие воспалительных реакций. 

Общий массив при фильтрации данных, количество прочтений после 

обрезки и демультиплексирования, а также удаления контаминаций 

(митохондриальной, хлоропластной и эукариотич. ДНК) уменьшилось более чем в 

два раза. 

 По результатам кластеризации последовательностей с дистанцией менее 

3% (97% идентичности) было получено 86594 ОТЕ, из них 1044 встречались во 

всем массиве данных более 5 раз. После проведения in silico деконтаминации с 

использованием информации о последовательностях, полученных по результатам 

секвенирования отрицательных контролей, осталось 650 ОТЕ. 

Для удобства все эти суммарные данные представлены в виде 

филогенетического дерева, таксономия которого была построена с использованием 

модели наивного Байесовского классификатора в биоинформатическом 

обеспечении QIIME 2. Визуализация дерева была выполнена в онлайн приложении 

iTOL (Рис. 24). 
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Рисунок 24. Укорененное круговое филогенетическое дерево всех ОТЕ кишечной 

микробиоты крыс линии Wistar 

 

На основе построенного дерева разными цветами были выделены группы с 

разрешением до бактериального филума (Рис. 24). Как видно по 16S метагеномным 

данным было всего идентифицировано 19 филумов. Доминирующим филумом в 

кишечной микробиоте крыс линии Wistar оказались представители Firmicutes, что 

полностью соответствует литературным данным [281, 282].   
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3.2.1. α-разнообразие 

Оценка α-разнообразия является одним из самых распространенных 

математических методов, применяемый для метагеномных данных. Данный 

показатель демонстрирует сложность биологической системы внутри 

бактериального сообщества, которое определяется количеством ОТЕ и 

численностью отдельных этих ОТЕ внутри анализируемого сообщества [209]. Как 

видно из Рисунка 25А—Б, анализ метрики α-разнообразия по индексу Шеннона и 

Симпсона показали низкое разнообразие кишечной микробиоты у крыс с 

имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат и альгинатными сферами 

инкапсулированными лактобактериями (заплата-Л). 

 

Рисунок 25. α—разнообразие. (А) — по Шеннону и по Симпсону (Б) 

 

Данные результаты показывают, что сферы на основе лактобактерий 

способствовали агрессивному росту одной отдельной или нескольки 

таксономических групп, заместивших множество других микроорганизмов 

толстого кишечника. Возможно, продукты метаболизма инкапсулированных 

бактерий дали резкий толчок к росту немногочисленных таксономических групп 

микроорганизмов. Данный процесс, называемый «cross-feeding», стимулирует рост 

одних микробов за счет метаболитов другой бактериальной группы и резко 

подавляет рост остальных групп бактерий [283]. 
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Необходимо отметить, что уровень α-разнообразия (за исключением группы 

крыс с сферами лактобактерий) не снижался у разных групп крыс в сравнении с 

контрольной группой. Такое наблюдение подчеркивает, что не всегда изменение 

условий, таких как операционное вмешательство или создание искусственных 

условий, снижает уровень бактериальных сообществ в кишечной микробиоте 

млекопитающих [212]. 

 

3.2.2. β-разнообразие 

Когда требуется сравнить несколько сообществ по степени их схожести или 

различия, то данный параметр обычно называют β-разнообразием. Для 

метагеномных данных распространены методы ординации для оценки β-

разнообразия, так как бактериальные сообщества по причине большого количества 

таксономических групп и их численности достаточно сложны, чтобы 

анализировать их стандартными методами. Для оценки β-разнообразия между 

образцами и их группами были применены методы ординации микробных 

сообществ при помощи алгоритмов NMDS (неметрическое многомерное 

шкалирование) и PcoA (Анализ основных компонент) [211] (Рисунок 26). 

 

Рисунок 26. Оценка β—разнообразия. А) Непараметрическое многомерное 

шкалирование (NMDS) и Б) Анализ основных компонент (PcoA) 
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Данные демонстрируют, что качественный состав микробиоты значительно 

изменяется, причем по направленности изменений можно выделить две группы 

образцов. 

Первая группа — это крысы, которым либо не проводили операцию, либо 

проводили, но без инкапсуляции пробиотиков или терапии антибиотиком. Во 

второй группе были крысы с операционным вмешательством и терапией 

антибиотиком или пробиотическими бактериями. Таким образом, можно 

заключить, что влияние антибиотика азитромицина и пробиотиков-лакто и 

бифидобактерий вносили более значительный вклад в качественный состав 

кишечного сообщества, чем факт самой операции. Многие работы действительно 

показывают, что терапия антибиотиками или пробиотиками сдвигали кишечную 

микробиоту в сторону одних или других таксономических бактериальных групп 

[284—286]. Но ранее еще не проводилось сравнений влияния лекарственных 

препаратов при хирургическом вмешательстве. 

 

3.2.3. Качественный и количественный анализ бактериальных 

таксономических групп 

Состав микробиоты на уровне бактериальных классов обозначил 2 главные 

доминирующие группы во всех образцах (Рис. 27).  

 

Рисунок 27. Относительная бактериальная численность на уровне класса 
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Главное представительство во всех группах заняли бактерии класса 

Clostridia и Bacilli. Можно заметить, что самую большую представленность 

Clostridia имела группа крыс с имплантацией биополимерной конструкции при 

использовании антибиотика (заплата-АБ). Такое наблюдение показывает, что 

большинство бактерий класса Clostridia имеют устойчивость к данному 

антимикробному препарату. Этот факт весьма интересен, так как в современном 

представлении принято считать, что бактерии класса Clostridia, такие как 

Clostridium difficile являются патогенными организмами для человека и 

ответственны за многие воспалительные и онкологические заболевания кишечника 

[287, 288]. На самом деле большинство представителей класса Clostridia в 

кишечной микробиоте играют комменсальную роль и поддерживают гомеостаз 

организма [289]. Они обладают защитной функцией кишечника, синтезируя γ-

гидроксимасляные и другие жирные кислоты, которые в свою очередь проявляют 

барьерные и противовоспалительные функции в ЖКТ [290, 291]. Более того, 

наличие благотворных Clostridia необходимо для ингибирования роста патогенных 

штаммов того же класса. Как показано в одной из последних работ, комменсальные 

Clostridia с bai опероном подавляют рост Clostridia difficile за счет продукции 

вторичных желчных кислот [292]. Также логично ведет, что данная группа крыс 

является самой гетерогенной по представительству различных бактерий, что 

вероятно можно связать с тем, что антибиотик в отличие от пробиотиков подавляет 

рост определенных таксономических групп, тем самым вызывая серьезные 

перестроения в кишечном сообществе. В данном случае намного важнее не 

применение антимикробного препарата, а состав нативной кишечной микробиоты 

перед непосредственным его введением [293]. 

Остальные группы имеют относительно сходное строение по классовому 

микробному представительству с небольшими отличиями. Так в группе крыс с 

фиктивным хирургическим вмешательством во всех образцах имеется ровная 

представленность таксономической группы Actinobacteria. Возможно многие 

представители данного класса бактерий защищают кишечник против 

механических повреждений. Так, к примеру, штамм Bifidobacterium breve Bif195 
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демонстрирует защитные механизмы против множественных язв кишечника [294]. 

Также было показано, что бифидобактериальный поверхностный белок адгезин 

защищает эпителиальные клетки кишечника от липополисахаридов и перекиси 

водорода, и в дополнение к этому способствует балансу между пролиферацией и 

апоптозом клеток [295]. 

При увеличении таксономического разрешения с точностью до родовой 

принадлежности, база данных SILVA фрагментов V4 гена рибосомальной 16S РНК 

определяет большое количество OTЕ для каждой группы. К сожалению, к многим 

OTЕ не удается точно установить к какому роду принадлежит тот или иной 

микроорганизм (Рис. 28). 

Рисунок 28. Тепловая карта (heatmap) 33 самых многочисленных  

родов во всех образцах 
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На основе тепловой карты (Рис. 28.) были отобраны 8 самых 

многочисленных OTЕ с точной определенной родовой принадлежностью (Рис. 29). 

 

Рисунок 29. Относительная бактериальная численность на уровне рода 

 

Состав микробиоты на уровне самых многочисленных родов показывает, 

что группы образцов, отобранных у крыс с имплантированной конструкцией 

включенными в них пробиотическими бактериями, показывали преобладание 

бактерии рода Ileibacterium sp. (заплата-Л, заплата-Б и заплата-ЛБ). Данные по 

этому этому роду в литературе достаточно скудны, бактерии этой таксономической 

группы в первую очередь известны тем, что ответственны за метаболизм моно-и-

дисахаридов в широком диапазоне с разложением их до ацетата [296]. Скорее всего 

именно этот микроб ответственен за низкое -разнообразие в группе образцов у 

крыс с инкапсулированными в сферы Lactobacillus sp. Как ранее и предполагалось 

в результатах оценки -разнообразия, Ileibactreium sp. за счет cross-feeding 

использовала метаболиты инкапсулированных лактобактерий в качестве субстрата 

для активного роста и деления, тем самым подавляя рост и деление других 

бактерий кишечного сообщества [283]. 
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Наиболее гетерогенную картину показывает группа образцов при 

использовании антибиотика в сравнении с другими вариантами опыта причем как 

на уровне класса, так и на уровне рода (Рис. 27, 29). Контрольная группа имеет 

также достаточно разнородную кишечную нативную микробиоту. Эти данные 

согласуются с литературными источниками о том, что композиция кишечной 

микробиоты человека при применении антимикробных препаратов в первую 

очередь зависит от изначальной структуры кишечного сообщества [293]. 

Очень хорошую представленность имеют пробиотические бактерии 

Lactobacillus и Bifidobacterium sp. в контрольной группе, где крысам проводили 

ложные операции. Вероятно, что за счет своих симбиотических связей с 

организмом хозяином, пробиотики активно способствуют заживлению ЖКТ, 

имеют противовоспалительный эффект и улучшают перистальтику кишечника 

[297—300]. Увеличенное количество бактерий рода Faecalibaculum sp. 

демонстрирует та же группа образцов. Кроме того, их количество также увеличено 

у группы крыс с имплантированной конструкцией и включенными 

бифидобактериями. Эти микроорганизмы в первую очередь специализируются на 

ферментации олигосахаридов (в первую очередь на D-мелибиозе и стахиозе) [301]. 

Их можно в будущем принимать в качестве кандидатов, как новые пробиотические 

препараты, против раковых заболеваний толстого кишечника, так как в недавнем 

исследовании показано, что Faecalibaculum sp. имеют защитные функции против 

развития множественных кишечных опухолей [302]. 

Результаты по группам крыс, которым имплантировали ПОБ-альгинатную 

конструкцию без антимикробных и пробиотических препаратов (заплата), 

демонстрировали увеличенное количество бактерий рода Allobaculum и Blautia sp. 

Оба организма являются обычными представителями кишечной микробиоты 

млекопитающих. Бактерии Allobaculum sp. растут на органических субстратах и 

способны ферментировать глюкозу. Конечными продуктами данных 

представителей являются бутират, лактат и этанол [303]. О бактериях рода Blautia 

sp. известно мало, множество работ посвящено в основном только их выделению и 

полногеномному секвенированию различных членов этой группы [304, 305], но 
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существует ряд исследований, где частично раскрывается их роль в кишечной 

микробиоте. В одном из этих исследований показано, что бактерии Blautia sp. 

снижают вероятность летальности при острой реакции «трансплантант против 

хозяина», что наделяет эти бактерии ярким противовоспалительным эффектом в 

процессе трансплантации без системной супрессии иммунитета организма-

хозяина [306]. Интересно наблюдение что именно данная таксономическая группа 

проявила себя лучше всего в имплантации изделия без включения каких-либо 

дополнительных препаратов. 

Хорошую представленность имеют полезные бактерии UCG-005 в группе 

крыс с имплантированной конструкцией и применением антибиотического 

препарата. Данная таксономическая группа принадлежит семейству 

Rumminococcaceae и является одним из полезных ПОБ-продуцирующих бактерий 

[307—310]. Обнаруженные в наших образцах после 7-дневного применения 

антибиотика превалирующие бактерии Ruminococcaceae UCG-005 обладают 

противовоспалительным эффектом против множества хронических 

воспалительных заболеваний кишечника [291]. 

 

3.2.4. Статистический анализ кишечной микробиоты 

Количественные и качественные данные с точностью до бактериального 

рода были статистически анализированы непараметрическим методом 

множественного сравнения Краскела-Уоллиса (Рис. 30). 
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Рисунок 30. Непараметрический метод множественного сравнения по критерию 

Краскела-Уоллиса. Статистическая значимость отдельных ОТЕ определяется по 

E-value, p-value и q-value 

 

На основе этих сравнений можно определить, что только 20 ОТЕ были 

статистически значимы и из них у девяти была определена родовая 

принадлежность. На основе множественных сравнений бактерии рода 

Faecalibaculum sp. и Bacteroides sp., которые ранее были количественно 

рассмотрены нами ранее (Рис. 29), не являются статистически значимыми по 

причине высокой вероятности групповой ошибки первого рода (FWER). Все 

остальные таксономические единицы с разрешением до бактериального рода, 

показанные на Рисунке 28, удовлетворяли всем критериям и были значимы между 

исследуемыми группами. 
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По итогу множественных сравнений был визуализирован график 

относительной численности всех 20 ОТЕ для наглядного сравнения каждой 

таксономической единицы между группами (Рис. 31). 

 

Рисунок 31. Относительная численность 20 ОТЕ между исследуемыми группами  

 

Рисунок 31 представляет аналогичную картину, что и родовой 

таксономический график (Рис. 29) только в более детальном представлении для 

каждой бактерии кишечной микробиоты и для всех 20 ОТЕ. Ранее было показано, 

что результаты β-разнообразия демонстрируют различия по направленности у двух 

групп образцов: крысы, которым не проводили операцию или проводили без 

добавления веществ, и вторая группа, которым проводили операцию с 

инкапсуляцией пробиотиков или применением антибиотика. Данное наблюдение 
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можно подтвердить по графику относительной численности некоторых ОТЕ (Рис. 

31). В первую очередь эти различия можно увидеть по таким бактериям как 

Allobaculum sp., Bifidobacterium sp., Blautia sp., Collinsella sp., Holdemanella sp., 

Ileibacterium sp., Lactobacillus sp., бактерии семейства Erysipelotrichaceae и 

бактерии класса Clostridia. Таким образом за счет детального рассмотрения 

таксономически значимых групп, мы можем более наглядно увидеть разницу 

между двумя большими группами, основываясь на результатах β-разнообразия. 

На основании множественных сравнений по Краскелу-Уоллиса был также 

подсчитан и показан ранговый корреляционный анализ Спирмана (Рис. 32). 

 

Рисунок 32. Ранговый корреляционный анализ Спирмана 20 ОТЕ по группам 

 

Анализ Спирмана позволяет проследить корреляцию конкретной 

микробиологической группы кишечного сообщества относительно определенного 

рассматриваемого опытного варианта. Так образцы ПОБ-альгинат с антибиотиком 

(заплата-АБ) показали положительную корреляцию ПОБ-продуцирующих 

бактерий класса Clostridia и одновременно с этим негативную корреляцию 

потенциально-патогенных бактерий семейства Erysipelotrichaceae. Напротив, 
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контрольный вариант и вариант с ложными операциями имели положительную 

взаимосвязь с ростом пробиотиков (Bifidobacterium sp. и Lactobacillus sp.) и 

отрицательную корреляцию у всех бактерий, относящихся к классу Clostridia. 

Данные результаты четко демонстрируют разные подходы к заживлению толстого 

кишечника, и какие в таких случаях начинают преобладать определенные 

таксономические группы кишечной микробиоты. Также стоит отметить группу 

крыс с имплантированной конструкцией ПОБ-альгинат с инкапсулированными 

лактобактериями (заплата-Л), где по результатам рангового анализа Спирмана 

почти ни одна ОТЕ (за исключением положительной корреляции бактерий рода 

Ileibacterium sp.) не демонстрировали какой-либо зависимости по отношению к 

этой группе. Эти результаты еще раз подтверждают, что именно Ileibacterium sp. 

заняли всю нишу в кишечной микробиоте, тем самым снизив α-разнообразие, что 

может свидетельствовать о возможном воспалительном или патогенном процессе 

у наблюдаемой группы. 

Полученные метагеномные результаты показывают, что кишечная 

микробиота — это большое сообщество микроорганизмов, которое пронизано 

сложными связями между собой и организмом-хозяином. Внедрение любого 

объекта или влияние кого-либо фактора может кардинально изменить структуру 

кишечного сообщества, что подтверждено нашими результатами, где каждая 

группа образцов обладала своей бактериальной композицией.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В работе представлены результаты по бактериальному биосинтезу 

альгината и ПОБ. Методом математического планирования с использованием 

полного факторного эксперимента показано, что с помощью направленного 

изменения значений выбранных факторов (сахароза, фосфаты, кислород) можно 

сдвигать биосинтез полимеров штаммом продуцентом в сторону продукции либо 

альгинатов, либо ПОБ. Путем варьирования концентраций выбранных факторов в 

полном факторном эксперименте достигнут избирательный синтез только 

капсулярного альгината в отсутствие синтеза свободного альгината и ПОБ. 

В работе разработана новая методика по выделению и очистке свободных и 

капсулярных альгинатов. Исследованы физико-химические свойства 

синтезированных альгинатов. Молекулярная масса капсулярных альгинатов была 

существенно выше молекулярной массы свободных альгинатов. Результаты 

исследования механических свойств альгинатов кальция показали прямую 

зависимость молекулярной массы и количества гулуроновых остатков в 

полимерной цепи альгинатов с их вязкоупругими свойствами и способностью 

полимеров к водопоглощению.  

На основе синтезированных полимеров были разработаны различные 

конструкции для имплантации в толстый кишечник крысам линии Wistar. Методом 

16S профилирования получены данные по бактериальному разнообразию 

кишечной микробиоты при имплантировании кишечных конструкций на срок 7-ми 

дней. Численность бактерий класса Clostridia превалировала у крыс с 

имплантированной конструкцией на основе ПОБ-альгинат и проведенным курсом 

антибиотика. Крысы с имплантированной конструкцией на основе ПОБ- альгинат, 

содержащей пробиотические бактерии рода Lactobacillus sp. имели самое низкое 

α- разнообразие в сравнении с другими исследуемыми группами за счет 

доминирования таксономической бактериальной группы Ileibacterium sp. в 

кишечной микробиоте.  
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Пробиотические бактерии рода Faecalibaculum sp. показывали рост у крыс 

с контрольными операциями и в экспериментальной группе крыс с изделием ПОБ-

альгинат, содержащим бактерии Bifidobacterium sp. 

Все результаты, полученные в данной работе, говорят о том, что 

бактериальный синтез ПОБ и альгината можно контролировать за счет 

варьирования различных параметров культивирования Azotobacter vinelandii 12. 

При этом возможно получать полимеры с заданными физико-химическими 

свойствами, такими как величина молекулярной массы, соотношение 

маннуроновых к гулуроновым остаткам в молекулярной цепи полимера, 

ацетилирование, водопоглощение и т.д. Синтезированные биополимеры имеют 

большой потенциал в создании на их основе различных композитных конструкций 

для регенерации толстого кишечника. Анализ микробиоты, имеющей тесную 

симбиотическую связь с организмом-хозяином, позволяет проследить резкий рост 

или полное исчезновение отдельных бактериальных таксономических единиц в 

кишечной микробиоте при имплантировании конструкции ПОБ-альгинат в 

толстый кишечник крыс. Это дает понимание, какие бактерии могут являться 

маркерами различных заболеваний или воспалительных процессов при 

хирургических вмешательствах. В настоящей работе использован полный 

комплекс методов от бактериального синтеза биополимеров до их применения в 

составе эндопротеза для толстого кишечника и анализа кишечной микробиоты. 
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ВЫВОДЫ 

1. Продемонстрирован контролируемый биосинтез альгината и ПОБ 

бактериальным штаммом Azotobacter vinelandii 12 при использовании метода 

математического планирования. 

2. Разработана новая методика выделения и очистки свободных и 

капсулярных альгинатов. 

3. В условиях пониженных концентраций сахарозы, повышенной 

концентрации фосфатов и высокого уровня аэрации избирательно достигнут 

синтез только капсулярного альгината при полном подавлении синтеза свободного 

альгината. 

4. Показано, что ММ капсулярных альгинатов значительно выше ММ 

свободных альгинатов. ММ капсулярных альгинатов варьирует в зависимости от 

условий культивирования (от 212 кДа до 574 кДа). 

5. Показана корреляция молекулярной массы альгинатов с их 

водопоглотительными и вязкоупругими свойствами. 

6. Разработаны конструкции на основе ПОБ и альгината в виде кишечной 

заплаты и проведены операции эндопротезирования на толстом кишечнике крысам 

линии Wistar. Варианты: ПОБ-альгинат, ПОБ-альгинат-антибиотик, ПОБ-альгинат-

лакто, ПОБ-альгинат-бифидо и ПОБ-альгинат-лакто-бифидо. 

7. Внесение лактобактерий в состав конструкций снижает α–

разнообразие микробиоты кишечника. Другие варианты конструкций не 

оказывают влияния на α–разнообразие микробиоты. 

8. Оценка β–разнообразия показывает, что влияние антибиотика и 

внесение пробиотиков в состав конструкции оказывает большее влияние на состав 

кишечной микробиоты в отличие от имплантации ПОБ-АЛГ без 

инкапсулированных пробиотиков. 

9. Во всех вариантах опытов имплантация разработанных конструкций 

на основе ПОБ и альгината влияет на качественный и количественный состав 

кишечной микробиоты крыс линии Wistar. 
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