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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

Волокнистые структуры широко распространены как в природных, так и в 
искусственных материалах. Способность формировать волокна и нити является 
отличительным свойством полимеров. С точки зрения химии, большинство 
волокон представляют собой полимеры или композиты на их основе, тогда как 
количество и разнообразие волокон из низкомолекулярных соединений 
сравнительно невелико (прежде всего это углеродные и минеральные волокна).  

Среди волокнистых структур особый интерес представляют наиболее тонкие 
(с диаметром от нескольких нанометров до нескольких микрометров). Благодаря 
высокой удельной поверхности и специфическим свойствам, в частности 
термическим, механическим и биологическим, они рассматриваются как 
перспективный класс функциональных материалов. Они используются для 
фильтрации жидкостей и газов, а также для изготовления специализированных 
электродов, сенсоров, сорбентов, носителей для лекарств и раневых покрытий. 
Значительный интерес к ним возник на фоне развития тканевой инженерии, 
поскольку с точки зрения морфологии, внеклеточный матрикс мягких тканей 
млекопитающих представляет собой волокнистую структуру, состоящую из 
нанофибрилл. Дополнительным фактором, усилившим внимание научного 
сообщества к субмикронным полимерным фибриллам, было интенсивное 
развитие нанотехнологий в начале XXI века и связанное с этим развитие 
микроскопии высокого разрешения. Детальное исследование морфологии, 
пространственной организации и размеров фибрилл позволяет установить 
взаимосвязь между структурой волокнистых материалов и их 
макроскопическими свойствами. Это необходимо для развития их приложений – 
от традиционных фильтров до наиболее современных сенсоров и искусственных 
органов. 

Одним из наиболее популярных и широко используемых способов получения 
субмикронных волокон является электроформование (электроспиннинг) – 
изготовление полимерных волокон в сильном электрическом поле. Этот метод 
был разработан в середине XX века академиком И.В. Петряновым-Соколовым и 
использовался для производства воздушных фильтров. В начале XXI века 
интерес к этому методу стал стремительно расти во всем мире – прежде всего в 
контексте биомедицинских исследований. В связи с этим актуальной научной 
задачей является систематическое исследование субмикронных полимерных 
волокон как особого класса структурированных полимерных материалов, анализ 
места электроформования в системе методов их получения, а также развитие 
методов визуализации и количественного анализа их морфологии. 

Степень разработанности темы исследования 
Изучение полимерных волокон как материалов для изготовления тканей имеет 

многовековую историю, а субмикронные волокна стали объектом пристального 
внимания мирового научного сообщества в конце XX – начале XXI века. Это во 
многом связано с развитием методов визуализации, прежде всего электронной и 
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зондовой микроскопии, которые позволили быстро и точно получать 
изображения нановолокон, измерять их размеры и, следовательно, определять 
условия их формирования и стабильности.  

Многие материалы и устройства, содержащие субмикронные полимерные 
фибриллы, уже применяются на практике. Например, тонкие 
электроформованные нити используются в воздушных фильтрах и в раневых 
покрытиях из биосовместимых полимеров. Полипропиленовые мембраны, 
полученные методом вытяжки и содержащие поры, границы которых 
представляют собой нанофибриллы, применяются в литий-ионных батареях. 
Гидрогели, состоящие из нанофибрилл биосовместимых полимеров, 
образующихся в результате спонтанной агрегации (самосборки), применяются в 
качестве хирургических и косметических филлеров. Однако, несмотря на 
обширный опыт применения, многие фундаментальные и технологические 
свойства тонких полимерных фибрилл и волокон остаются недостаточно 
изученными. Некоторые процедуры визуализации, необходимые для их 
исследования, сопряжены с возникновением артефактов как на этапе подготовки 
образцов, так и в процессе измерений. Совершенствование соответствующих 
методик является необходимым условием для количественного анализа 
волокнистых структур и условий их формирования.  

Возможности варьирования состава и создания многокомпонентных волокон 
представляют интерес с точки зрения управления их свойствами: кинетикой 
деградации, эластичностью, смачиваемостью и другими. Особый интерес 
представляют системы, в которых одной из компонент является белок, 
поскольку внесение белков в состав тканеинженерных конструкций позволяет 
расширить их функциональность. Технологические аспекты введения белков в 
состав волокон, а также вопросы однородности их структуры, стабильности и 
кинетики высвобождения белков являются предметом активного изучения. 

Наиболее известное применение электроформованных мембран в 
биомедицине связано с моделированием внеклеточного матрикса. Однако в 
последние годы их стали также использовать в качестве компонент 
биологических и химических сенсоров. Возможности и перспективы этого 
направления пока освещены сравнительно слабо и требуют дальнейшего 
изучения. 

В целом, электроформование часто рассматривают как практически 
безальтернативный метод изготовления субмикронных полимерных волокон. 
Это обусловлено его гибкостью и широкой распространенностью; в то же время 
его практически не обсуждают в контексте альтернативных методов. 

Цель работы: создать комплекс подходов к формированию и визуализации 
субмикронных полимерных волокон, с особым вниманием к 
электроформованию как наиболее актуальному подходу, а также расширить его 
возможности и области применения. 

Задачи 
1. Определить место электроформования среди других методов изготовления 

тонких полимерных волокон, таких как самосборка, селективное 
фотоотверждение, механическая вытяжка. Продемонстрировать применимость 
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электроформования для синтетических и природных полимеров, а также их 
смесей.  

2. Разработать процедуры визуализации, основанные на методах 
микроскопии высокого разрешения (АСМ, СЭМ, ПЭМ, КЛСМ), оптимальные 
для каждого типа исследуемых объектов – субмикронных полимерных волокон 
в суспензиях, а также волокнистых и фибриллярно-пористых пленок.  

3. Для различных полимеров и полимер-белковых смесей определить 
взаимосвязь между их химическим составом и морфологией 
электроформованных волокон; предложить способы получения 
ориентированных электроформованных волокон. 

4. Определить влияние введения белка в состав электроформованных 
мембран на основе полиэфиров на их однородность и растворимость. 

5. Экспериментально подтвердить применимость созданных 
электроформованных мембран в качестве субстратов для культивирования 
клеток и элементов биосенсоров. 

Научная новизна 
1. Предложен методический подход к исследованию поверхности полимеров, 

деформированных по механизму крейзинга в адсорбционно-активной среде, in 
situ. С помощью атомно-силовой микроскопии количественно описана 
фибриллярно-пористая структура, возникающая при деформации полиэтилена 
высокой плотности (ПЭВП), а также выявлены ее изменения, происходящие при 
удалении среды и при релаксации механического напряжения. 

2. Для детального определения морфологии, размеров и расположения 
субмикронных волокон на поверхности и в объеме электроформованных 
мембран впервые использована корреляционная микроскопия, объединяющая 
сканирующую электронную и конфокальную микроскопию (СЭМ-КЛСМ). 

3. Доказано, что при электроформовании гетерогенной смеси полимера и 
белка, приготовленной в общем растворителе, возможно совмещение компонент 
в одном субмикронном волокне, несмотря на их термодинамическую 
несовместимость; это экспериментально продемонстрировано для смесей 
полилактида с желатином и полилактида с альбумином. 

4. Для изготовления ориентированных электроформованных волокон 
разработан метод их получения путем вытяжки в пластификаторе, который 
оказался более эффективным, чем традиционный «метод зазора» (для 
полилактида ориентационные факторы составили 0.92 и 0.7 соответственно). 

5. Для повышения чувствительности биосенсоров впервые количественно 
сопоставлены закономерности осаждения аналитов на электроформованную 
мембрану при инкубации мембраны в растворе и при направленном пропускании 
раствора через нее. Количество адсорбированного вещества возрастало в 2.8-11.5 
раза в случае неспецифического связывания и в 2.4-3.4 раза в случае 
специфического; предложена теоретическая модель для описания диффузии 
аналита в мембране и его адсорбции. 

Теоретическая значимость работы 
Алгоритм создания цифровых моделей электроформованных мембран и 

соответствующая компьютерная программа могут быть использованы для 
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определения взаимосвязей между структурными характеристиками мембраны, а 
также для создания синтетических изображений, полученных с помощью 
микроскопии высокого разрешения. 

Теоретическая модель диффузии-адсорбции, описывающая адсорбцию 
аналита на мембрану из движущегося раствора, может быть полезна для 
оптимизации конструкции и режимов эксплуатации мембранных биосенсоров. 

Практическая значимость работы 
Подходы к визуализации субмикронных волокон, предложенные в данной 

работе, могут применяться в фундаментальных и прикладных исследованиях 
широкого класса нано- и микрообъектов, включая природные и синтетические 
наноструктуры. 

Биоразлагаемые электроформованные мембраны, изготовленные в данной 
работе, могут использоваться в задачах тканевой инженерии, в частности, для 
изготовления искусственной кожи. 

Электроформованные мембраны, состоящие из ориентированных волокон, 
являются модельной системой для определения реакции эукариотических клеток 
на анизотропную подложку и исследования контактного ориентирования. 

Адаптированный протокол подготовки клеток к исследованию методом СЭМ, 
использующий ГМДС, может применяться для определения морфологии клеток, 
выращенных на полимерных субстратах, чувствительных к ацетону. 

Методология и методы исследования 
Методы изготовления тонких полимерных волокон, использованные в работе, 

включали самосборку (с ее помощью получали нанофибриллы пептида RADA-
16-I), селективное фотоотверждение (с его помощью получали структуры из 
метакрилированных белков), электроспиннинг (электроформование) и крейзинг 
в адсорбционно-активной среде (с его помощью формировали нанофибриллы 
ПЭВП, ПП и ПКЛ). Основным методом был выбран электроспиннинг – его 
применяли для изготовления волокон из широкого спектра полимеров, а именно: 
различных полиэфиров, нейлонов, белков, нитроцеллюлозы, а также смесей 
полиэфиров и белков, приготовленных в одном растворителе.  

В работе использованы различные методы микроскопии: сканирующая 
электронная (СЭМ), просвечивающая электронная (ПЭМ), атомно-силовая 
(АСМ), широкопольная флуоресцентная, конфокальная лазерная сканирующая 
микроскопия (КЛСМ), а также КР-микроспектроскопия. Кроме того, предложена 
процедура корреляционной микроскопии, которая позволяет исследовать одну и 
ту же область образца двумя методами последовательно (СЭМ и КЛСМ). 
Особенность экспериментов, выполненных с помощью СЭМ, состояла в том, что 
большинство из них проводилось без напыления металла на исследуемый 
образец, при малом токе электронного пучка. Эксперименты, выполненные с 
помощью АСМ, имели две методические особенности. В части исследования 
тонких пептидных фибрилл использовались сверхострые кантилеверы, а при 
исследовании полимеров, деформированных по механизму крейзинга, 
измерения проводились на поверхности пленки, находящейся под нагрузкой, в 
жидкости.  
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Кроме различных методов визуализации, в работе использованы следующие 
методы: построение фазовой диаграммы трехкомпонентной системы методом 
точки помутнения, механические испытания на разрыв, измерения краевого угла 
смачивания методом лежачей капли, определение кинетики деградации по 
измерению массы. 

В части исследования биосовместимости электроформованных мембран 
использованы методы клеточной биологии, а при рассмотрении их как 
компонент биосенсоров – метод иммуноферментного анализа. 

Положения, выносимые на защиту 
1. Предложенный в работе комплекс методов формирования и визуализации 

субмикронных полимерных волокон позволяет изготавливать их из различных 
по химической структуре полимеров: полиэфиров, нейлонов, полиолефинов, а 
также некоторых белков и пептидов. 

2. Оригинальная процедура визуализации полимерных пленок, находящихся 
в растянутом состоянии, с помощью атомно-силового микроскопа, позволяет 
количественно охарактеризовать нативную фибриллярно-пористую структуру 
крейзованных полимеров; наблюдаемая структура изменяется при удалении 
адсорбционно-активной среды или механической нагрузки.  

3. Корреляционная микроскопия, сочетающая методы сканирующей 
электронной и конфокальной микроскопии, позволяет получить наиболее 
полную информацию о структуре электроформованных мембран как на 
поверхности, так и в объеме. 

4. Методы КР-спектроскопии, рентгеновского микроанализа и 
флуоресцентной микроскопии показывают, что при применении 
электроформования к несовместимой смеси полимера и белка, приготовленной 
в общем растворителе, можно совместить их в одном субмикронном волокне. 

5. Растяжение электроформованной мембраны в пластификаторе позволяет 
более эффективно ориентировать волокна, чем традиционный «метод зазора»; 
параллельно уложенные электроформованные волокна могут использоваться 
для контактного ориентирования клеток. 

6. Адсорбция молекул белка на волокна электроформованной мембраны 
происходит более интенсивно, если прокачивать раствор через нее под 
давлением, чем при инкубации мембраны в растворе. Эта закономерность 
проявляется и при неспецифической адсорбции, и при специфическом 
связывании (при наличии специфических антител на поверхности волокон), и 
может использоваться в разработке биосенсоров. 

Апробация работы 
Результаты работы были представлены и обсуждены на следующих 

конференциях и семинарах:  
Первый российский кристаллографический конгресс (Москва, 2016), Восьмая 

международная конференция «Современные достижения бионаноскопии» 
(Москва, 2016), VII Всероссийская Каргинская конференция «Полимеры − 2017» 
(Москва, 2017), Четвертый междисциплинарный научный форум с 
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международным участием «Новые материалы и перспективные технологии» 
(Москва, 2018), Итоговая научно-практическая конференция ФГБУ ФНКЦ ФХМ 
ФМБА России (Москва, 2018), Пятый междисциплинарный научный форум с 
международным участием «Новые материалы и перспективные технологии» 
(Москва, 2019), конференция «Ломоносовские чтения – 2019» (Москва, 2019), 
конференция «Biomaterials for Cell and Drug Delivery» (Великобритания, 
Манчестер, 2019), конференция «UK-Russia Bioinspired materials conference» 
(Великобритания, Ланкастер, 2020), Школа-конференция молодых учёных ИОФ 
РАН «Прохоровские недели» (Москва, 2021), конференция «Клиническая 
диагностика и персонализированная медицина» (Москва, 2022), 4-я 
Международная школа-конференция «Сканирующая зондовая микроскопия для 
биологических систем – 2022» (Москва, 2022), конференция «Ломоносовские 
чтения – 2023» (Москва, 2023), Всероссийская конференция «Биомедицинская 
химия: наука и практика» (Москва, 2024), X Всероссийская научная молодежная 
школа-конференция «Химия, физика, биология: пути интеграции» (Москва, 
2024), Школа-конференция «Инженерия живых систем – достижения и 
перспективы» (Москва, 2025). 

Публикации 
Основное содержание работы опубликовано в 34 статьях, включая 33 статьи в 

рецензируемых научных журналах, рекомендованных для защиты в 
диссертационном совете МГУ по специальности и отрасли наук.  

Личный вклад автора 
Все исследования, вошедшие в данную работу, были выполнены либо самим 

диссертантом, либо в соавторстве с диссертантом в рамках совместных проектов, 
либо под его непосредственным руководством, в том числе в рамках проектов 
Российского научного фонда.  

Работа с пептидом RADA-16-I выполнена совместно с И.П.Удовиченко и 
А.П.Данилковичем (ФИБХ РАН, Пущино) и Ю.С.Газизовой (ФГБУ ФНКЦ ФХМ 
ФМБА России имени Ю.М.Лопухина). Работы по исследованию фибриллярно-
пористых полимеров, деформированных по механизму крейзинга, были 
выполнены совместно с А.Ю.Ярышевой и другими сотрудниками лаборатории 
А.Л.Волынского (Химический факультет МГУ). Упорядоченные структуры, 
сформированные с помощью селективного фотоотверждения, были изготовлены 
И.В.Бессоновым (ПАО «Эфферон») и научной группой М.М.Мойсеновича 
(Биологический факультет МГУ). Эксперименты по электроформованию 
(получение ориентированных и смесевых волокон) были выполнены совместно 
с Е.Р.Павловой и другими сотрудниками лаборатории Д.В.Клинова (ФГБУ 
ФНКЦ ФХМ ФМБА России имени Ю.М.Лопухина). Разработка методики 
корреляционной микроскопии выполнена совместно с А.М.Мойсенович 
(Биологический факультет МГУ). Теоретический анализ диффузии-адсорбции 
выполнен совместно с К.А.Прусаковым (ФГБУ ФНКЦ ФХМ ФМБА России 
имени Ю.М.Лопухина). Эксперименты по иммуноанализу выполнены 
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А.А.Маслаковой, А.Е.Сидоровой и С.В.Замалутдиновой (Биологический 
факультет МГУ) под руководством автора. 

Объем и структура работы 
Диссертационная работа состоит из введения, 6 глав, заключения и списка 

цитируемой литературы, включающего 336 наименований. Работа изложена на 
243 страницах печатного текста и содержит 96 рисунков и 6 таблиц. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении описана актуальность выбранной темы диссертационной работы, 
определена цель и задачи исследования, а также отражена научная новизна и 
практическая значимость работы. 

В первой главе проводится анализ литературных данных о структуре тонких 
полимерных волокон, их практической значимости и способах их получения. 
Кроме того, обсуждаются некоторые аспекты электроформования: изготовление 
смесевых волокон и использование электроформованных волокон в тканевой 
инженерии и разработке биосенсоров. 

Основным промышленным методом получения полимерных волокон является 
экструзия – пропускание раствора или расплава полимера через отверстие в 
фильере. Однако для субмикронных волокон этот метод применим слабо, т.к. 
при малом диаметре волокна обычная экструзия либо приводит к формированию 
капель вследствие нестабильности Рэлея, либо становится затруднительной 
(продавливание полимера через отверстие малого диаметра требует 
колоссального давления). Поэтому вместо экструзии используют другие, 
специфические методы.  

Центральное место среди них занимает электроформование 
(электроспиннинг). При электроформовании тонкая струя раствора полимера 
приобретает электрический заряд и растягивается под действием отталкивания 
между близко расположенными участками. Растяжение струи и испарение 
растворителя приводят к уменьшению ее диаметра, и в результате диаметр 
электроформованного волокна составляет от ~10 нм до ~1 мкм. Такой метод 
применим к широкому классу полимеров и смесей различного состава.  

Широкое распространение электроформования привело к тому, что многие 
авторы перестали рассматривать альтернативные подходы к формированию 
тонких полимерных волокон. Однако некоторые подходы, например 
самоорганизация пептидов, активно используются в технологии для 
изготовления различных изделий. Поэтому в данной работе электроформование 
рассмотрено в контексте альтернативных подходов к получению тонких 
полимерных волокон. 

Во второй главе представлен комплекс подходов к формированию 
субмикронных полимерных волокон, а также описаны эксперименты по их 
визуализации. Созданный в работе комплекс включает в себя четыре подхода: 
самосборка (самоорганизация), селективное фотоотверждение, крейзинг в 
адсорбционно-активной среде и электроформование. 
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Получение определенных структур путем самосборки подразумевает, что они 
возникают самопроизвольно при некоторых условиях. В данной работе 
самосборка рассмотрена на примере пептида RADA-16-I, состоящего из 16 
аминокислот. Его особенность состоит в том, что в нем чередуются относительно 
гидрофобные остатки аланина и относительно гидрофильные остатки аргинина 
и аспарагиновой кислоты. В результате в водных растворах молекулы RADA-16-
I стремятся агрегировать с образованием бислойных структур, в которых остатки 
аланина скрыты от контакта с растворителем, а остатки аргинина и 
аспарагиновой кислоты, экспонированы в раствор. Предполагается, что в 
каждом слое молекулы удерживаются между собой водородными связями 
(Рисунок 1 а). Подобная укладка описана для многих амилоидоподобных 
пептидов [1], [2]. 

Методами ПЭМ и АСМ были получены изображения нанофибрилл RADA-16-
I (Рисунок 1 б, в). Их ширина составляла 5-6 нм, что соответствует расчетной 
контурной длине пептида (5.10.1 нм), т.е. молекулы находятся в предельно 
вытянутом состоянии и расположены перпендикулярно оси нанофибриллы. 
Значение ширины нанофибриллы, измеренное ПЭМ, было подтверждено 
методом АСМ с использованием сверхострых зондов. Кроме того, методом АСМ 
было показано, что высота нанофибрилл над подложкой имеет распределение с 
характерными пиками (Рисунок 1 г), а расстояние между этими пиками 
составляет ~1.8 нм. Оно соответствует толщине бислоя, и это значение было 
подтверждено с помощью молекулярной динамики (Рисунок 1 д). Распределение 
по высотам, содержащее множество пиков, можно интерпретировать 
следующим образом: нанофибриллы RADA-16-I состоят из бислоев, сцепленных 
боковыми поверхностями. В целом, в экспериментах с пептидом RADA-16-I 
наблюдалось хорошее соответствие между значениями, экспериментально 
измеренными с помощью микроскопии, и теоретическими оценками, 
полученными исходя из размеров и конформации молекул.  

Второй подход, рассмотренный в работе, – это селективное фотоотверждение. 
Он заключается в формировании сложных пространственных структур из 
светочувствительного материала, который под действием света образует 
межмолекулярные сшивки и переходит в нерастворимое состояние. Такие 
структуры, включая волокна, могут быть сформированы путем облучения 
материала светом подходящей длины волны через маску (как в фотолитографии, 
при использовании негативного фоторезиста), либо путем сканирования лазером 
конфокального микроскопа. 
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Рисунок 1 – Пептид RADA-16-I и схема его агрегации. (а) Принципиальная схема 
агрегации пептидов, состоящих из звеньев, чередующихся по гидрофильности. 
(б), (в) Изображения фибрилл RADA-16-I, полученные методами ПЭМ и АСМ, 
соответственно. (г) Гистограмма распределения высот фибрилл, полученная по 
данным АСМ. (д) Молекулярная модель агрегата из восьми молекул RADA-16-I. 

В данной работе этот подход был использован для изготовления различных 
структур из метакрилированных белков – фиброина шелка и желатина. Схема 
химической модификации и изготовления структур из метакрилированного 
фиброина представлена на рисунке 2 а. Метакрилирование проводили путем 
обработки фиброина метакриловым ангидридом. Полимеризация 
метакрилированного фиброина включала две стадии: физическую, под 
действием света с длиной волны в диапазоне 200-405 нм, и химическую, 
осуществляемую путем обработки спиртом (он повышает механические 
характеристики фиброина [3]). В результате были сформированы различные 
упорядоченные структуры, например линии (Рисунок 2 б, в), узоры (Рисунок 2 г), 
а также пленки и пористые губки.  
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Рисунок 2 – Метакрилированный фиброин и структуры из него. (а) Схема 
метакрилирования фиброина и последующей сшивки. (б) Изображение линии из 
метакрилированного фиброина, АСМ в жидкости, и профиль сечения поперек 
этой линии (в). (г) Оптическое изображение микроскопической надписи из 
метакрилированного фиброина. 

Если рассматривать самосборку и селективное фотоотверждение в широком 
контексте формирования тонких волокон, становится ясно, что эти подходы не 
универсальны и применимы лишь к веществам с определенной химической 
структурой. Два других подхода, рассмотренных в работе, представляются более 
общими – это крейзинг и электроформование.  

Крейзинг – это механизм неупругой деформации полимеров, при котором в 
растягиваемом образце формируется развитая сеть пор, отделенных друг от 
друга фибриллами, ориентированными вдоль направления вытяжки. В данной 
работе обсуждается делокализованный крейзинг, при котором пористость 
возникает не локально, а во всем объеме образца. Для крейзинга многих 
полимеров необходима адсорбционно-активная среда (ААС) – считается, что она 
снижает поверхностную энергию полимера и обеспечивает возможность распада 
сплошного полимера на множество тонких фибрилл. В роли ААС может 
выступать этанол, водно-спиртовые смеси, гептан и другие вещества. На 
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макроскопическом уровне крейзинг проявляется увеличением пористости 
образца по мере вытяжки, а на микроскопическом уровне – формированием 
фибриллярно-пористой структуры.  

Для полимеров, деформированных по механизму крейзинга в ААС, 
характерна неустойчивость фибриллярной структуры – фибриллы имеют 
тенденцию агрегировать при удалении среды (Рисунок 3 а) [4]. Это объясняется 
тем, что при агрегации уменьшается поверхность полимера и, следовательно, его 
поверхностная энергия. В связи с этим измерения структуры необходимо 
проводить непосредственно в ААС. На примере ПЭВП был предложен подход к 
визуализации поверхности полимеров, деформированных в ААС, in situ. Он 
состоял в том, что полимерные пленки растягивали и зажимали в металлические 
рамки, предотвращающие усадку, а затем, не извлекая из ААС, переносили под 
АСМ (Рисунок 3 б). Методика измерений была отработана на примере ПЭВП, 
растянутого в этанол-водной смеси на 200% (Рисунок 3 в). На поверхности 
растянутой пленки удалось визуализировать фибриллярно-пористую структуру: 
в результате вытяжки расстояние между ламелями ПЭВП увеличилось, а между 
ними сформировались тонкие фибриллы, расстояние между их осями составляло 
15-35 нм.  

 
Рисунок 3 – Крейзинг ПЭВП и визуализация структуры ПЭВП методом АСМ. 
(а) Схема агрегации фибрилл при удалении ААС. (б) Схема растяжения пленки в 
ААС и ее исследования с помощью АСМ. (в) Поверхность ПЭВП в ААС при 
=200%. (г) Поверхность ПЭВП после растяжения в ААС и высушивания. (д) 
Поверхность ПЭВП после освобождения пленки из зажима. На (в)-(д) черная 
стрелка показывает направление вытяжки. 
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Чтобы продемонстрировать, что съемка на АСМ в жидкости и при сохранении 
механической нагрузки действительно необходима для визуализации нативной 
структуры крейзов, были проведены сравнительные эксперименты. Если извлечь 
образец из жидкой среды и провести измерения на воздухе, то расстояние между 
фибриллами возрастает до 30-80 нм (Рисунок 3 г). Это может быть следствием 
двух факторов. Во-первых, после удаления ААС и высушивания образца 
происходит агрегация фибрилл, которая была ранее обнаружена 
дифракционными методами [4]. Во-вторых, появляется дополнительное 
давление кантилевера на образец, связанное с действием капиллярной силы при 
сканировании на воздухе. Сравнить влияние этих двух факторов на морфологию 
полимера сложно, и поэтому в большинстве работ по исследованию крейзинга 
нами была использована именно методика съемки в среде под нагрузкой. Если 
полимерную пленку освобождали из зажима, то происходила ее усадка, а на 
микроуровне фибриллы исчезали (Рисунок 3 д). Это подтверждает 
необходимость использования зажима в описываемых экспериментах. 

Для исследования усадки было предложено оригинальное решение. На 
поверхность деформированной пленки ПЭВП методом силовой литографии 
наносили метку и исследовали определенный участок поверхности, положение 
которого точно известно относительно метки. Затем освобождали пленку из 
зажима, находили метку и проводили повторное исследование выбранного 
участка уже после усадки (Рисунок 4 а, б).  

На макроскопическом уровне степень вытяжки при усадке снижалась с 
=200% до ’=140%. На микроскопическом уровне усадка происходила 
неоднородно: соседние ламели, соединенные фибриллами в растянутом 
состоянии, сближались, а фибриллы перестали быть видимыми (Рисунок 4 в, г). 
На изображениях усевшей пленки наблюдались гранулы, ширина которых, 
измеренная на половине высоты, оказывалась больше, чем ширина отдельных 
ламелей (она составляла d1=346 нм, а ширина гранул составляла d2=5012 нм, 
Рисунок 4 д, е). По-видимому, при усадке фибриллы стягивались к ламелям, 
расположенным рядом с ними, и при этом формировались гранулы, 
наблюдаемые методом АСМ. 

Таким образом, с исследованиями крейзинга связаны два необычных 
методических подхода. Во-первых, была предложена методика визуализации 
поверхности растянутых пленок, деформированных по механизму крейзинга в 
ААС, которая позволяет визуализировать их структуру in situ. Во-вторых, 
предложена методика повторной визуализации одной и той же области 
поверхности пленки под нагрузкой и после ее снятия, позволяющая определить 
изменения структуры, происходящие при усадке. Обе методики были 
предложены для ПЭВП, но первая из них была также использована для двух 
других полимеров – ПП и ПКЛ. 
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Рисунок 4 – Исследование усадки ПЭВП с помощью АСМ. (а), (б) Метка, 
нанесенная с помощью силовой литографии до и после усадки. (в), (г) 
Поверхность ПЭВП до и после усадки, отмечены четыре заметные структуры. 
(д), (е) Графики сечений вдоль направления вытяжки, вдоль белых линий на (в) и 
(г) соответственно, а также качественные схемы расположения ламелей и 
фибрилл. 
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Если рассматривать крейзинг в контексте тонких субмикронных волокон, то 
несмотря на его универсальность, этот метод обладает явным недостатком – 
пленки нуждаются в специальной стабилизации структуры, которая обычно 
достигается отжигом. В связи с этим, особенно гибким представляется 
электроспиннинг (электроформование). Этот метод основан на использовании 
сильного электрического поля для растяжения тонкой струи полимерного 
раствора (в редких случаях используют расплав, но этот вариант работе не 
обсуждается).  

Были подобраны условия электроспиннинга волокон и мембран из различных 
полимеров, а именно (Рисунки 5 и 6):  

 полиэфиров (полилактида, ПЛА; поли(-капролактона), ПКЛ; 
поли(оксибутирата-со-оксивалерата), ПОБВ; полидиоксанона, ПДО; 
поли(-пентадекалактона), ППДЛ)  

 нитроцеллюлозы 
 нейлонов (нейлона-6 и нейлона-11) 
 белков (фиброина, желатина, бычьего сывороточного альбумина, БСА) 
 полимер-белковых смесей: ПЛА с БСА, ПЛА с желатином, ПОБВ с БСА.  

 

 

Рисунок 5 – Химические формулы полиэфиров, использованных в работе, и СЭМ-
изображения электроформованных волокон из них. 



17 

В большинстве экспериментальных систем в качестве растворителя 
использовали 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол (ГФИП), но в некоторых 
случаях прибегали к использованию двухкомпонентных растворителей. 
Например, в работе с нитроцеллюлозой использовали смесь ацетона и 
диметилформамида (7:3 или 8:2 по объему), а в работе с ППДЛ использовали 
смесь ГФИП с хлороформом (7:3 по объему). Для всех перечисленных систем с 
помощью СЭМ были измерены диаметры волокон. Особенность экспериментов 
по визуализации состояла в том, что измерения методом СЭМ обычно проводили 
без напыления металла. Это достигалось за счет малого ускоряющего 
напряжения (U~1-5 кВ) и малого тока (Ie~30-70 пА). Возможность проведения 
измерений методом СЭМ без напыления металла была критически важна в 
экспериментах по корреляционной микроскопии. 

 

 

Рисунок 6 – Электроформованные волокна из нейлонов, нитроцеллюлозы и 
белков (БСА, желатина и фиброина шелка). 

Таким образом, во второй главе описан комплекс подходов к формированию 
и визуализации субмикронных волокон. В центре этого комплекса находится 
электроформование – подход, который представляется наиболее гибким и 
универсальным. Процедуры визуализации волокон выбраны с учетом того, в 
какой именно форме они получаются – в виде суспензии, поверхностных 
структур, в виде свободной или растянутой пленки.  

Третья глава посвящена корреляционной микроскопии – оригинальному 
способу исследования микроструктуры образцов, который был использован для 
характеристики электроформованных мембран. Обычно для исследования 
электроформованных мембран используют СЭМ, однако этот метод плохо 
подходит для анализа внутренней структуры мембраны и может приводить к 
артефактам при исследовании биологических образцов (клеток, находящихся на 
поверхности волокон).  

Метод конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (КЛСМ) 
используют для электроформованных мембран сравнительно редко, т.к. 
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диаметры волокон могут быть меньше предела разрешения. В данной работе 
описано редкое сочетание СЭМ и КЛСМ в варианте корреляционной 
микроскопии, т.е. в экспериментах проводили измерения структуры одного и 
того же участка поверхности образца. Для этого на образцы с помощью лазерной 
гравировки наносили метки – их использовали для выбора поля зрения и его 
поиска после переноса образца между микроскопами (Рисунок 7 а).  

Каждый из двух используемых методов накладывает специфические 
требования на подготовку образцов. Для СЭМ обычно используют 
металлизацию поверхности, препятствующую регистрации флуоресценции, 
тогда как КЛСМ требует введения красителя и часто — заключения образца в 
заливочную среду, что затрудняет последующие исследования методом СЭМ. 

Было продемонстрировано, что в экспериментах по корреляционной 
микроскопии можно использовать обе последовательности: сначала КЛСМ, 
потом СЭМ, или же сначала СЭМ, потом КЛСМ (Рисунок 7 б, в). В первом 
случае измерения методом КЛСМ проводили без заключения образца в 
заливочную среду, зато перед измерениями на СЭМ можно было сделать 
напыление металла. Если же метод СЭМ использовали первым, то измерения 
проводили без напыления, при малом ускоряющем напряжении и малой силе 
тока. Затем образец можно было заключить в заливочную среду, чтобы улучшить 
качество изображений, получаемых КЛСМ (именно он обычно ограничивает 
достижимое разрешение). Поэтому предпочтительнее сначала использовать 
СЭМ, а затем КЛСМ. 

 
Рисунок 7 – Два варианта организации эксперимента по корреляционной 
микроскопии. (а) Метки на образце, сделанные с помощью лазерной гравировки. 
(б) Пара изображений волокон фиброина шелка с родамином Б, желтая стрелка 
указывает на характерное перекрестье волокон. (в) Пара изображений волокон 
желатина с FITC. 
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Вне зависимости от выбранной последовательности использования методов, в 
общем случае результатом эксперимента является пара, состоящая из 
изображения, полученного методом СЭМ, и z-стека, полученного КЛСМ. Для 
удобства анализа конфокальный z-стек сжимали до проекции максимальной 
интенсивности, и тогда получали пару изображений, которые показывают один 
и тот же участок выбранного образца (три такие пары представлены на 
рисунке 8). В некоторых случаях (Рисунок 8 в, е) использовали не весь z-стек, а 
только его верхние слои, т.к. глубокие слои были недоступны для исследования 
методом СЭМ, и их включение в проекцию затрудняло идентификацию волокон. 

Сравним диаметры индивидуальных волокон, измеренные методами СЭМ и 
КЛСМ, для образцов электроформованных волокон – фиброина, содержащего 
краситель Hoechst 34580 и желатина, содержащего FITC (Рисунок 9). Для 
фиброина наблюдалось отличное соответствие между диаметрами, 
измеренными СЭМ и КЛСМ (коэффициент корреляции r=0,97). При малом 
диаметре (dСЭМ < 200 нм) волокон наблюдалось расхождение – самые тонкие 
волокна не были видны методом КЛСМ. Теоретический предел разрешения 
КЛСМ можно оценить по формуле ∆=  где  – длина волны ,ܣܰ/ߣ(ܦ)݂
возбуждения, NA – числовая апертура, а f(D) – функция от диаметра диафрагмы, 
значение которой обычно близко к 0.51. В описываемых экспериментах 
теоретический предел разрешения составлял =150 нм.  

 
Рисунок 8 – Пары изображений, полученных с помощью корреляционной 
микроскопии. Верхний ряд – СЭМ-изображения, нижний ряд – проекции 
максимальной интенсивности по конфокальным z-стекам. (а), (б), (г), (д) – 
волокна желатина на металлической подложке, краситель FITC, (в), (е) – 
волокна фиброина шелка, краситель Hoechst 34580. Цветовая шкала на 
изображениях (г) и (д) инвертирована для наглядности. 
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Рисунок 9 – Сравнение данных о диаметрах электроформованных волокон 
фиброина шелка и желатина, полученных методами СЭМ и КЛСМ. 
Вертикальные пунктирные линии соответствуют волокнам, которые не были 
видны методом КЛСМ. Пунктирными линиями показана аппроксимация данных 
линейными функциями. 

Для желатина диаметры большинства волокон, измеряемые методом КЛСМ, 
оказывались больше, чем по данным СЭМ, а коэффициент корреляции составил 
r=0.51. Многие желатиновые волокна имели форму не цилиндров, а лент, и в 
этом случае под диаметром волокна понимали ширину ленты, измеренную в 
плоскости кадра. Вероятно, волокна желатина набухали и смещались при 
заключении в заливочную среду. В то же время, для фиброина коэффициент 
набухания в воде меньше, чем для желатина, но при их измерении более явно 
сказывался предел разрешения КЛСМ.  

С помощью корреляционной микроскопии и анализа z-стека, полученного 
методом КЛСМ, можно ответить на вопрос о том, насколько глубоко 
расположены волокна, доступные для исследования методом СЭМ. При 
сегментации z-стека (отделения объектов от фона) можно определить, какие 
точки исследованного объема принадлежат волокнам, а какие – порам. Далее из 
каждого столбца можно выбрать верхний пиксель, принадлежащий волокну, и 
сформировать изображение поверхности мембраны по данным КЛСМ (Рисунок 
10 а). Корректность сегментации проверяли сопоставлением полученного 
изображения с соответствующим СЭМ-изображением (Рисунок 10 б). После 
этого оценивали глубину расположения точек поверхности (Рисунок 10 в). 
Оказалось, что не менее 90% точек лежат в пределах глубины 2 мкм. Эта 
величина является оценкой глубины расположения волокон, доступных для 
исследования методом СЭМ. Предложенная методика корреляционной 
микроскопии может быть применена к исследованию различных объектов, 
содержащих флуоресцентные метки. 
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Рисунок 10 – Образец фиброина шелка. (а) Изображение поверхности по данным 
КЛСМ. (б) СЭМ-изображение. (в) Гистограмма распределения точек по 
глубине. Красные звезды на (а) и (б) показывают характерные структурные 
элементы. 

Эксперименты по визуализации трехмерной структуры электроформованных 
мембран подводят к необходимости ее моделирования (Рисунок 11 а). Для этого 
была разработана программа на языке Python, которая создает соответствующие 
трехмерные модели и позволяет оценивать их геометрические характеристики 
(пористость, распределение пор по размерам и т.п.), а также генерировать 
синтетические данные, имитирующие СЭМ-изображения. В этой модели 
предполагается, что волокна одно за другим укладываются в пределах 
рассматриваемого объема: каждое волокно генерируется на его верхней грани 
Z=Zmax и виртуально перемещается к нижней грани Z=0, на которой расположен 
коллектор. При создании очередного волокна его ось рассчитывается 
программой либо как прямая, либо как дуга окружности, либо как линия, 
описываемая двумерной персистентной моделью с персистентной длиной lp. В 
этом случае при смещении вдоль оси волокна на расстояние l вероятность 
изменить направление его оси на угол ߴ составляет [5], [6]  

(ߴ∆)ܲ =
1

ඥ2݈ߨ/݈௣
݁
ି (∆ణ)మ
ଶ(௟/௟೛) 

Волокно «падает» на коллектор таким образом, что расположение его оси в 
плоскости XY не изменяется. При возникновении пересечения с уже 
уложенными волокнами в области пересечения падение прекращается, а 
остальная часть волокна постепенно замедляется. Таким образом 
рассматриваемый объем постепенно заполняется волокнами; функционал 
программы позволяет варьировать количество волокон, их персистентную 
длину, распределение по диаметрам, а также параметры остановки волокна. 
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Рисунок 11 – Использование программы для моделирования структуры 
электроформованных мембран. (а) Трехмерная модель мембраны, (б) 
соответствующее ей синтетическое СЭМ-изображение; волокна описываются 
персистентной моделью. (в) Синтетическое СЭМ-изображение прямых 
волокон. (г) Синтетическое СЭМ-изображение волокон, описываемых дугами 
окружностей. 

Для создания синтетических СЭМ-изображений в каждом столбце 
трехмерного массива выбирали первую сверху ненулевую точку и принимали ее 
за точку поверхности мембраны. В отличие от экспериментальных z-стеков, 
полученных КЛСМ, на синтетических данных этот выбор был однозначным. По 
координатам точек поверхности строили изображение, добавляли шум и 
повышали яркость границ. В результате получали изображение, визуально 
близкое к СЭМ-изображению, полученному с использованием детектора 
обратно-рассеянных электронов (Рисунок 11 б-г). Такие синтетические СЭМ-
изображения могут быть полезны для тестирования алгоритмов анализа 
изображений, обучения нейросетей, и исследования взаимосвязи между 
объемной структурой мембраны и расположением волокон на ее поверхности. 

Четвертая глава посвящена смесевым волокнам, свойствам смесевых 
мембран и возможности совмещения двух термодинамически несовместимых 
компонент в одном тонком волокне. Для многих биомедицинских приложений 
электроформованные волокна изготавливают из смеси нескольких веществ, 
приготовленной в общем растворителе. Это позволяет регулировать их 
смачиваемость, кинетику деградации, механические свойства и вводить новые 
функциональные группы для химической модификации. 

Введение гидрофильной добавки (БСА) в состав гидрофобной мембраны 
(ПОБВ) позволяет сделать ее гидрофильной и способной впитывать воду 
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(Рисунок 12 а). Сплошная пленка ПОБВ, приготовленная методом полива, и 
электроформованная мембрана из ПОБВ имели краевые углы смачивания 74 и 
117 соответственно. Гидрофобность электроформованной мембраны из ПОБВ 
отлично соответствует литературным данным [7]. Если на этапе 
электроформования использовали смесь ПОБВ с БСА (7:3 по массе), то 
мембрана оказывалась гидрофильной и впитывала воду. Таким образом, 
внесение гидрофильной компоненты в состав мембраны позволяло резко 
улучшить ее смачиваемость. 

Аналогично введение гидрофильных добавок в состав мембран может 
использоваться для ускорения их деградации. Рисунок 12 б показывает потерю 
массы мембран, изготовленных из смесей ПЛА и БСА, при их инкубации в 
буфере в течение месяца. Кроме измерения массы, определяли количество БСА 
в растворе, окружающем мембрану, чтобы оценить его вклад в деградацию. Для 
мембраны из чистого ПЛА потеря массы составляла 6.80.6%, и при увеличении 
доли БСА эта величина существенно возрастала. В общем случае деградация 
смесевых мембран может идти за счет вымывания БСА или за счет гидролиза 
ПЛА. В описываемом эксперименте интенсивность гидролиза была выше при 
большем содержании БСА в мембране, т.к. вымывание БСА открывало большую 
поверхность ПЛА для гидролиза. Поэтому при увеличении доли БСА в составе 
мембран возрастала не только их способность к деградации в целом, но и 
скорость деградации ПЛА в них.  

 
Рисунок 12 – Оптимизация свойств электроформованных мембран путем 
вариации их состава. (а) Смачиваемость пленок и мембран на основе ПОБВ. (б) 
Потеря массы мембран из ПЛА и БСА за месяц деградации в буфере. 

При изготовлении смесевых мембран исследователи часто сталкиваются с 
несовместимостью полимеров. При использовании гетерогенной смеси для 
электроспиннинга её тщательно перемешивают перед загрузкой в шприц. После 
электроспиннинга растворитель испаряется, и возникает вопрос о том, как 
расположены два использованных полимера в составе волокон. Они могут быть 
либо совмещены в пределах волокна, либо разделиться, и в этом случае 
ожидается получение волокон, которые резко обогащены одной или другой 
компонентой [8]. В данной работе для ответа на этот вопрос была использована 
модельная система, состоящая из ПЛА, БСА и общего для них растворителя – 
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ГФИП. Для этих трех веществ методом точки помутнения была построена 
фазовая диаграмма при температуре 25С (Рисунок 13). 

Смеси были прозрачными (однородными) при малой суммарной 
концентрации БСА и ПЛА (меньше примерно 2.5%), а также при резком 
преобладании одного из этих двух полимеров (вблизи границ диаграммы). Все 
остальные смеси были либо опалесцирующими, либо имели явную границу 
раздела фаз. Любой из составов, показанных на диаграмме, можно использовать 
для электроформования, однако если это гетерогенная смесь, то ее подвергают 
тщательному перемешиванию перед загрузкой в шприц. Это позволяет 
проследить влияние концентрации и состава на морфологию волокон. 

 
Рисунок 13 – Фазовая диаграмма трехкомпонентной системы ПЛА-БСА-ГФИП, 
построенная методом определения точки помутнения. Зеленые линии 
показывают состав смеси, содержащей 3% БСА, 2% ПЛА и 95% ГФИП 

При удалении от угла диаграммы, соответствующего чистому ГФИП, 
наблюдалась следующая закономерность. В результате электроформования 
возникали структуры, которые сменяли друг друга в следующем порядке: 
отдельные капли, бусины на нити, волокна цилиндрического сечения, ленты 
(Рисунок 14). Из растворов БСА в ГФИП волокна цилиндрического сечения 
практически не формировались, и это соответствует литературным данным [9].  

На качественном уровне эта закономерность понятна: при работе с 
разбавленным раствором система находится в режиме электроспрея, и 
формируются капли. По мере увеличения концентрации начинают 
формироваться волокна цилиндрического сечения, а отдельные капли сначала 
превращаются в «бусины на нити», а затем и вовсе исчезают. При дальнейшем 
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увеличении концентрации растет заряд на поверхности струи, и это способствует 
ее схлопыванию и формированию морщинистых волокон или лент. 
Обсуждаемая закономерность не зависела от того, пересекает ли линия, вдоль 
которой расположены рассматриваемые составы, линию бинодали на фазовой 
диаграмме. 

 

Рисунок 14 – Изображения волокон, изготовленных из смесей ПЛА и БСА в 
ГФИП, расположенных на биссектрисе угла фазовой диаграммы. 

Эксперименты со смесевыми волокнами и мембранами поднимают вопрос о 
пространственном расположении компонент: совмещаются ли компоненты в 
одном волокне? Для ответа на этот вопрос были исследованы образцы, 
приготовленные из гетерогенной смеси 3% ПЛА + 3% БСА + 94% ГФИП 
(отдельные волокна на стекле или на фольге), а также сравнивали их с двумя 
контрольными образцами, приготовленными из смесей 6% ПЛА + 94% ГФИП и 
6% БСА + 94% ГФИП. Для анализа использовали три метода: рентгеновский 
микроанализ, оптическая микроскопия и КР-микроспектроскопия. Первые два из 
них были использованы для того, чтобы отследить расположение белка и 
показать, что он присутствует во всех волокнах. Для этого методом 
рентгеновского микроанализа в СЭМ строили элементные карты распределения 
азота (он не входит в состав ПЛА); для эксперимента с использованием 
оптической микроскопии в состав смеси вносили флуоресцентно меченый БСА, 
и определяли его присутствие по флуоресцентному сигналу. Результаты этих 
экспериментов представлены на рисунках 15 и 16 соответственно. Оба метода 
показали, что сигнал, связанный с белком (линия K азота или флуоресценция 
родамина Б, конъюгированного с БСА), наблюдался для большинства 
исследованных волокон.  
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Рисунок 15 – Проверка содержания БСА в волокнах по характеристическому 
сигналу азота: СЭМ-изображения и соответствующие карты локального 
распределения азота для электроформованных волокон, приготовленных из 6% 
раствора БСА в ГФИП, 6% раствора ПЛА в ГФИП и гетерогенной смеси 3% 
ПЛА и 3% БСА в ГФИП. 

 

Рисунок 16 – Изображения электроформованных волокон, приготовленных из 
гетерогенной смеси 3% ПЛА и 3% БСА в ГФИП. Использован флуоресцентно 
меченый БСА (20% от общего содержания БСА). Объектив: 100x/1.49. 

Однако ни один из этих методов не позволил отследить расположение ПЛА в 
смесевых волокнах. Чтобы преодолеть это ограничение и определить 
расположение обеих компонент, была использована КР-микроспектроскопия. 
Чтобы получить спектр от отдельного волокна, образцы готовили специальным 
способом – время напыления было мало, приблизительно 1-2 с, и петли волокон 
располагались на подложке на расстоянии порядка ~5-10 мкм. Для выбора 
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участка волокна, от которого регистрировали спектр, использовали либо 
широкопольный микроскоп, либо изображение, полученное путем картирования 
рэлеевского рассеяния. В результате при регистрации спектров можно 
удостовериться в том, что в конфокальном объеме находится только одно 
волокно, а не множество, как при работе с мембранами. 

В КР-спектрах ПЛА и БСА можно выделить характеристические пики, 
например, пик ~1765 см-1 (колебания эфирной связи) для ПЛА и ~1655 см-1 (пик 
Amide I) для БСА (Рисунок 17 а). Оказалось, что в КР-спектрах 
электроформованных волокон, изготовленных из гетерогенной смеси 3% ПЛА и 
3% БСА в ГФИП, наблюдались оба эти пика, что говорит о присутствии обеих 
компонент в каждом волокне. Аналогичный результат был получен в 
экспериментах со смесью ПЛА и желатина. 

 

 
Рисунок 17 – Исследование однородности смесевых волокон с помощью КР-
спектроскопии. (а) Спектры комбинационного рассеяния, полученные от 
одиночных волокон ПЛА, БСА и волокна, изготовленного из гетерогенной смеси 
3% ПЛА и 3% БСА в ГФИП. (б) Соотношения интенсивностей 
характеристических пиков I1765/I1655 в спектрах волокон, полученных из 
гомогенной смеси (1% ПЛА и 1% БСА в ГФИП) и гетерогенной смеси (3% ПЛА 
и 3% БСА в ГФИП). 

Соотношение указанных характеристических пиков можно использовать, 
чтобы сравнить однородность волокон, приготовленных из разных смесей 
(Рисунок 17 б). Если волокна изготовлены из гомогенной смеси (1% ПЛА и 1% 
БСА в ГФИП) и гетерогенной смеси (3% ПЛА и 3% БСА в ГФИП), то в среднем 
их химический состав один и тот же. Это подтверждается совпадением 
медианных значений соотношения интенсивностей I1765/I1655 (1.34 и 1.36 
соответственно). Диаметры цилиндрических волокон составляли 8030 нм и 
210150 нм, причем в образце, приготовленном из гетерогенной смеси, кроме 
цилиндрических волокон, наблюдались ленты. В КР-спектрах волокон, 
изготовленных из гомогенной смеси, дисперсия соотношения интенсивностей 
I1765/I1655 была значительно ниже, чем в спектрах волокон (или лент), 
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изготовленных из аналогичной гетерогенной смеси (среднеквадратичные 
отклонения составили 0.09 и 0.51 соответственно). Таким образом, в образце, 
приготовленном из гомогенной смеси, локальный химический состав волокон 
был более однородным, чем в образце, приготовленном из гетерогенной смеси. 
Основной результат, полученный в четвертой главе, состоит в том, что была 
экспериментально показана возможность совмещения двух компонент 
несовместимой смеси в одном электроформованном волокне. 

Пятая глава посвящена ориентированным электроформованным волокнам. 
Обычно их формируют методом зазора, в котором используют коллектор, 
состоящий из двух параллельных пластин, расположенных на небольшом 
расстоянии друг от друга [10]. В зазоре между пластинами волокна 
ориентируются преимущественно перпендикулярно краям пластин. Несмотря на 
техническую простоту, этот метод обладает явными недостатками. За редкими 
исключениями [11], он позволяет получать только короткие волокна (обычно их 
длина составляет порядка ~1 см) и, кроме того, сформированные с его помощью 
мембраны часто имеют спонтанную кривизну и при снятии с коллектора не 
остаются плоскими, а изгибаются вдоль волокон.  

В данной работе был предложен способ формирования ориентированных 
волокон путем их вытяжки в пластификаторе – это было сделано для 
электроформованных мембран из ПЛА, растянутых в этиловом спирте. Для ПЛА 
метод зазора применим и позволяет получить ориентированные волокна 
(Рисунок 18 а). Однако если растянуть мембрану из ПЛА, то происходит 
разворот волокон в направлении оси вытяжки, причем при растяжении на 
воздухе этот эффект выражен умеренно, а при растяжении в спирте – 
значительно сильнее.  

Для количественного описания расположения волокон в мембране строили 
распределения углов между волокнами и направлением вытяжки (Рисунок 18 б). 
Наиболее узкое распределение наблюдалось для мембран ПЛА, растянутых в 
спирте. Эффективность ориентации волокон разными методами описывали с 
помощью фактора Германа: ௚݂ = ଵ

ଶ
(3 < ߙଶݏ݋ܿ > −1); при растяжении 

мембраны в спирте он составлял 0.92, а при использовании метода зазора – 0.7. 
Эффективная ориентация волокон обеспечивалась тем, что спирт оказывал 

пластифицирующее действие на ПЛА, и обеспечивал им высокую эластичность 
(Рисунок 18 в). Предельное удлинение составляло 49±13% и 279±15% при 
растяжении на воздухе и в 96% спирте, соответственно. На качественном уровне 
этот эффект соответствует литературным данным [12]. Если же обработать 
мембрану этанолом в изометрических условиях, когда ее усадка невозможна, и 
затем высушить, то обработанная мембрана обладала более высокой 
прочностью, чем исходная (Рисунок 18 в).  
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Рисунок 18 – Ориентация волокон ПЛА путем вытяжки в спирте. (а) СЭМ-
изображения, (б) распределения волокон по направлениям в ориентированных и 
неориентированных мембранах. (в) Измерение механических характеристик 
мембран. 

Ориентированные волокна могут иметь прикладное значение для тканевой 
инженерии. Анизотропные субстраты, имеющие выделенное направление, могут 
вызывать контактное ориентирование клеток и ряд связанных с ним 
нетривиальных физиологических эффектов [13]. Анизотропные субстраты 
представляют интерес, т.к. позволяют изучать сложные процессы, связанные с 
механочувствительностью клеток.  
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Многие электроформованные мембраны, описываемые в данной работе, были 
проверены на биосовместимость in vitro, а некоторые – и in vivo. Эксперименты 
по культивированию клеток (фибробластов или кератиноцитов) были 
выполнены с мембранами из ПЛА, смеси ПЛА с желатином, ПКЛ, нейлона-6 
(этот полимер не является биоразлагаемым, но он был удобен в некоторых 
методических экспериментах), ПДО, ПОБВ, смеси ПОБВ с БСА. На всех 
перечисленных мембранах клетки сохраняли способность к пролиферации. 
Эксперименты in vivo были выполнены с мембранами из ПЛА и ПДО – эти 
мембраны подкожно имплантировали мышам и определяли закономерности их 
деградации. 

Ориентированные мембраны из ПЛА, полученные с помощью вытяжки в 
спирте, были использованы как субстраты для культивирования клеток и 
исследования контактного ориентирования. Кератиноциты человека (линия 
HaCaT) на ориентированных мембранах имели вытянутую форму, и 
соотношение их максимального и минимального размера возрастало с 1.50.3 
(на неориентированных волокнах, рисунок 19 а) до 4.22.8 (рисунок 19 б). В 
целом, описанные в работе биофизические эксперименты подтверждают 
биосовместимость исследуемых мембран и перспективы их применения в 
медицине. 

 
Рисунок 19 – Кератиноциты человека (линия HaCaT) на обычной мембране (а) и 
на ориентированной мембране (б).  

Шестая глава посвящена применению электроформованных мембран в 
качестве конструктивных элементов сенсоров. Такое применение активно 
обсуждается в литературе, но по сравнению с тканевой инженерией оно менее 
известно и не так глубоко проработано. Гипотеза состояла в том, что 
электроформованную мембрану можно использовать как твердый носитель для 
рецепторного слоя химического или биологического сенсора. Эффективность 
такого сенсора в общем случае может обеспечиваться высокой площадью 
поверхности мембраны (порядка ~10 м2/г), а также электростатическим зарядом 
волокон, который способствует адсорбции частиц с противоположным зарядом. 
Большое количество сайтов связывания позволяет сенсору захватить из пробы 
значительное количество молекул аналита; это может быть полезно, если для 
исследования доступен большой объем образца, например, в задачах 
экологического мониторинга. 
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В данной работе с использованием электроформованной мембраны из ПДО 
(толщина h=60-100 мкм, диаметр волокон 460260 нм) были сопоставлены два 
способа нанесения пробы: инкубация мембраны в пробе и пропускание пробы 
через мембрану под давлением. Чтобы сравнить эффективность этих двух 
способов, измеряли количество аналита, связавшегося с мембраной (Рисунок 20). 

 

 

Рисунок 20 – Модель диффузии-адсорбции. (а) Схема мембраны с толщиной h и 
потока жидкости через площадку с диаметром d. (б) Схема адсорбции аналита 
при инкубации мембраны в растворе. (в) Схема адсорбции аналита при 
пропускании пробы через мембрану под давлением. 

Для анализа процессов диффузии и адсорбции в такой системе была 
предложена теоретическая модель (Рисунок 20), представляющая собой систему 
двух дифференциальных уравнений: 

,ݖ)߲ܵ (ݐ
ݐ߲
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Неизвестными функциями являются ݖ)ܥ, ,ݖ)ܵ и (ݐ  концентрация – (ݐ

свободного и связанного аналита, соответственно. Первое из уравнений – это 
уравнение адсорбции, а второе – модифицированное уравнение адвекции-
диффузии, в которое добавлено слагаемое ߲ܵ ൗݐ߲ , соответствующее адсорбции. 
Параметрами являются скорость потока Uflow, объемная плотность доступных 
сайтов связывания ГV, константы адсорбции и десорбции ݇௢௡ и ݇௢௙௙, а также 
эффективный коэффициент диффузии аналита в пористой среде ܦ௘௙௙.  

При численном решении указанной системы уравнений получали функции 
,ݖ)ܥ ,ݖ)ܵ и (ݐ  Для сравнения с экспериментом рассчитывали количество .(ݐ
аналита, связанного с мембраной:  

ܵ௧௢௧௔௟(ݐ) = න ,ݖ)ܵ (ݐ
௛

଴
 ݖ݀

Граничные условия выбирали, исходя из способа нанесения раствора на 
мембрану. При инкубации мембраны в растворе с постоянной концентрацией С0 
граничное условие выражается равенствами С(0,t)=С(h,t)=С0. Чтобы учесть 
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снижение концентрации аналита в резервуаре, окружающем мембрану, 
использовали нелокальное граничное условие (объемы мембраны и резервуара 
обозначены Vmem и Vtotal, соответственно) 

,0)ܥ (ݐ = С(ℎ, (ݐ = ଴ܥ −
௠ܸ௘௠

௧ܸ௢௧௔௟
න ,ݖ)ܥ) (ݐ + ,ݖ)ܵ ݖ݀((ݐ
௛

଴
 

 При пропускании раствора через мембрану под давлением такое условие 
выполнялось при z=0. На поверхности z=h, где поток покидает мембрану, в 
общем случае необходимо использовать граничное условие третьего рода డ஼

డ௭
+

ܥߙ = 0. Однако при малом коэффициенте диффузии (для исследованных белков 
Deff~10-8 см2/с) и быстром потоке жидкости (Uflow~0.01 см/с) диффузионный 
поток на выходе из мембраны оказывается значительно меньше, чем 
адвективный. Диффузия становится значимой только на масштабе порядка 
Deff/Uflow~10-6 cм, что значительно меньше толщины мембраны h~10-2 см, поэтому 
при моделировании экспериментальной системы выбор граничного условия на 
выходной поверхности мембраны слабо влиял на результат.  

Эксперименты по исследованию неспецифической адсорбции белка (БСА, 
меченый флуорофором Cy3) на электроформованные мембраны показали, что 
при циклической прокачке раствора через мембрану адсорбция была в 2.8-11.5 
раз выше, чем в случае инкубации мембраны в том же растворе (Рисунок 21 а). 
Количество адсорбированного аналита измеряли по снижению флуоресценции 
раствора после контакта с мембраной. Кроме того, интенсивная адсорбция БСА 
на мембраны из ПДО была подтверждена измерением флуоресценции мембран 
(Рисунок 21 б) – чем больше меченого белка адсорбировалось на мембране, тем 
выше оказывалась флуоресценция. Эти закономерности были подтверждены 
теоретическими оценками (Рисунок 21 а, непрерывные линии, расчеты 
выполнены при параметрах kon=4·103 (M·с)-1, koff=5·10-3 с-1, Deff=8·10-9 cм2/с, 
ГV=4·10-4 М, Uflow=0.01 см/с). Расчет показал, что при пропускании пробы под 
давлением на мембрану адсорбируется в 5.95–6.05 раз больше БСА, чем при ее 
инкубации в растворе, что хорошо соответствует экспериментальным данным. 
Расхождение между расчетами и экспериментом может быть связано с 
вариациями толщины мембраны. 

В заключительной части был исследован сенсор на основе 
электроформованной мембраны из ПДО, предназначенный для обнаружения 
интерлейкина-1 бета (ИЛ1б, Mw~19 кДа) – клинически значимого регуляторного 
белка. На поверхности волокон ПДО были иммобилизованы антитела против 
ИЛ1б, а затем волокна обрабатывали раствором БСА, чтобы заблокировать 
сайты неспецифической адсорбции. С помощью мембран, подготовленных 
таким образом, сравнивали адсорбцию ИЛ1б при пропускании раствора под 
давлением и при инкубации мембраны в растворе. Количество ИЛ1б, который 
связывался с мембраной, при циклическом пропускании пробы через нее 
оказывалось в 2.4-3.4 раза выше, чем при инкубации мембраны в пробе (Рисунок 
22 а).  
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Рисунок 21 – Закономерности адсорбции БСА на электроформованные 
мембраны из ПДО. (а) Сравнение массы белка, адсорбированного на мембрану, 
при прокачке пробы (оранжевые точки) и при инкубации мембраны в пробе 
(серые точки). Линии соответствуют результатам моделирования. (б) 
Сравнение количества адсорбированного БСА по интенсивности флуоресценции 
мембран. 

 

 

Рисунок 22 – Закономерности специфического связывания ИЛ1б с антителами, 
иммобилизованными на электроформованных мембранах из ПДО. (а) Сравнение 
массы белка, связавшегося с мембраной, при прокачке пробы (оранжевые точки) 
и при инкубации мембраны в пробе (серые точки). Линии соответствуют 
результатам моделирования. (б) Хемилюминесцентный сигнал от мембран, 
полученный с помощью дот-блоттинга. 

Вывод об интенсивном связывании ИЛ1б с мембранами был подтвержден 
измерением хемилюминесцентного сигнала от них. Для этого их обрабатывали 
проявляющими антителами, конъюгированными с биотином, добавляли 
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конъюгат стрептавидина с пероксидазой хрена и хемилюминесцентный 
субстрат. Таким образом, на электроформованных мембранах из ПДО 
выполняли белковый дот-блоттинг, который подтвердил, что при пропускании 
пробы под давлением интенсивность связывания ИЛ1б была выше, чем при 
инкубации мембраны в пробе (Рисунок 22 б). С помощью теоретических оценок 
этот вывод также был подтвержден (Рисунок 22 а, непрерывные линии, расчеты 
выполнены при параметрах kon=2·103 (M·с)-1, koff=10-5 с-1, Deff=7·10-8 cм2/с, 
ГV=1.7·10-5 М, Uflow=0.01 см/с). 

Особенность описанных экспериментов состоит в том, что они количественно 
продемонстрировали преимущества направленного переноса аналита к 
поверхности как для неспецифической адсорбции (Kd~1 мкМ), так и для 
специфического связывания (Kd~1 нМ). 

 
Результаты и выводы 

1. С помощью комплекса четырех методов (самосборки, селективного 
фотоотверждения, крейзинга и электроформования) были получены тонкие 
волокна более пятнадцати составов: из полиэфиров, нейлонов, полиолефинов, а 
также некоторых белков и пептидов. Размеры и морфология полученных 
волокон были качественно и количественно охарактеризованы методами 
микроскопии высокого разрешения. 

2. Предложен методический подход к визуализации поверхности 
полимерных пленок, которые подвергались деформации по механизму 
крейзинга в адсорбционно-активной среде, методом АСМ. Он позволяет 
измерить параметры фибриллярно-пористой структуры; его особенность состоит 
в том, что при измерении пленка находится в растянутом состоянии, а 
исследование проводится в той же среде, в которой происходила деформация, и 
это необходимо для визуализации нативной структуры.  

3. Предложена оригинальная методика корреляционной микроскопии СЭМ-
КЛСМ, которая позволяет исследовать один и тот же участок образца, 
содержащего флуоресцентную метку, методами СЭМ и КЛСМ последовательно. 
Данные о диаметрах электроформованных волокон фиброина шелка, 
измеренные методами СЭМ и КЛСМ, хорошо согласуются между собой 
(коэффициент корреляции r=0.97), что иллюстрирует возможность 
использования КЛСМ для характеризации структуры электроформованных 
мембран. 

4. На примере трехкомпонентной системы ПЛА-БСА-ГФИП качественно и 
количественно проанализирована зависимость морфологии 
электроформованной мембраны от концентрации и состава смеси, подвергаемой 
электроспиннингу. При малых концентрациях смеси на коллекторе 
формируются отдельные гранулы или «бусины на нити», затем при повышении 
концентрации начинают формироваться волокна цилиндрической формы и при 
дальнейшем увеличении концентрации – ленты, причем эта закономерность 
наблюдается как для гомогенных растворов ПЛА или БСА, так и для 
гетерогенных смесей ПЛА и БСА.  
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5. При электроформовании несовместимых полимер-белковых смесей, 
приготовленных в общем растворителе, в одном волокне могут быть совмещены 
обе компоненты – полимер и белок. Это подтверждено методами рентгеновского 
микроанализа, флуоресцентной микроскопии и КР-спектроскопии. Для системы 
ПЛА-БСА-ГФИП продемонстрирована взаимосвязь между однородностью 
смеси, подвергаемой электроспиннингу, и однородностью пространственного 
распределения компонент в волокнах. Электроформованные мембраны, 
изготовленные из полимер-белковых смесей (ПЛА-БСА, ПОБВ-БСА), способны 
в течение длительного времени высвобождать белок при инкубации в водной 
среде. 

6. Растяжение электроформованной мембраны из полилактида в спирте 
позволяет получить ориентированные волокна (фактор ориентации fg=0.92), 
причем более эффективно, чем при использовании традиционного «метода 
зазора» (фактор ориентации fg=0.7). При культивировании клеток на 
полимерных волокнах, выстроенных вдоль одного направления, наблюдается 
контактное ориентирование. 

7. Пропускание раствора белка через электроформованную мембрану под 
давлением обеспечивает более интенсивную адсорбцию белка на волокна, чем 
инкубация мембраны в растворе. Это продемонстрировано как для 
неспецифической адсорбции (на примере альбумина), так и для специфического 
связывания (на примере интерлейкина-1 бета), что открывает путь к повышению 
чувствительности биосенсоров. Для теоретического описания этого эффекта 
предложена модель диффузии-адсорбции; расчёты по этой модели согласуются 
с экспериментальными данными и подтверждают высокую эффективность 
адсорбции белка на мембрану из потока жидкости. 
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Список сокращений и обозначений 

ААС – адсорбционно-активная среда 
АСМ – атомно-силовая микроскопия  
БСА – бычий сывороточный альбумин  
ГФИП – 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол 
ИЛ1б – интерлейкин-1 бета 
КЛСМ – конфокальная лазерная сканирующая микроскопия  
КР-спектроскопия – спектроскопия комбинационного рассеяния  
ПДО – полидиоксанон 
ПКЛ – поли(ε-капролактон)  
ПЛА – полилактид  
ПОБВ – поли(оксибутират-со-оксивалерат)  
ПП – полипропилен 
ППДЛ – поли(ω-пентадекалактон) 
ПЭВП – полиэтилен высокой плотности  
СЭМ – сканирующая электронная микроскопия  
FITC – Fluorescein Isothiocyanate (флуоресцеин изотиоцианат) 
NA – Numerical Aperture (числовая апертура) 
 


