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Аннотация. Обоснование. Благодаря таким описанным в литературе характеристикам, как биосовме-
стимость, антибактериальные, противовоспалительные, антифибротические и иммуномодулирующие 
свойства, биоматериал амниона привлекателен для нужд тканевой инженерии и регенеративной меди-
цины. Лиофилизация является надежным методом консервации биоматериала для его долгосрочного 
хранения, а также позволяет отсроченное использование без риска попадания в сероконверсионное 
окно и упрощает последующую обработку, но может повлиять на экстракцию белковых компонен-
тов и биологические свойства. Цель настоящей работы — исследовать свойств лиофилизированного 
амниона человека. Материал и методика. Использовали гистохимические и иммуногистохимические 
методики. Оценивали влияние лиофилизированного амниона на жизнеспособность сфероидов фе-
тальных мезенхимных клеток человека. Исследована биосовместимость лиофилизированной фор-
мы амниона на лабораторных животных. Результаты. Показано наличие аргирофильных волокон, 
изоформы А фактора роста эндотелия сосудов VEGFA, трансформирующего фактора роста TGFβ3 
и фибронектина. Содержание коллагена и гликозаминогликанов в лиофилизированной ткани амни-
она составляет соответственно 157.26 ± 1.56 и 9.59 ± 1.55 мкг на 1 мг сухой ткани амниона. Показано 
отсутствие цитотоксического действия лиофилизированного амниона на сфероиды фетальных ме-
зенхимных клеток в течение 72 ч. Биосовместимость лиофилизированной формы амниона показана 
при имплантации в разные участки тела лабораторных мышей. Заключение. Благодаря составу и био-
совместимости лиофилизированный амнион является удобной формой хранения и последующего 
использования для нужд тканевой инженерии и регенеративной медицины.

Ключевые слова: амниотическая мембрана, лиофилизация, биоматериал, тканевая инженерия, регенеративная 
медицина, биосовместимость, стволовые клетки, коллаген
Принятые сокращения: ЛА — лиофилизированный амнион; НА — нативный амнион; PBS и DPBS — фосфатно-
солевой буферный раствор и PBS Дальбеко соответственно; ФМК — фетальные мезенхимные клетки; 
DAPI — 46,׳-diamidino‑2-phenylindole; HLA-G — антиген главного комплекса гистосовместимости (HLA) 
класса I; TGFβ3 — трансформирующий фактор роста β3; Tris — (hydroxymethyl)aminomethane; EDTA — 
.tetraacetic acid; VEGFA –фактор роста эндотелия сосудов (изоформа А)(ethane‑1,2-diyldinitrilo)-׳״2,״2,׳2,2
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Abstract. Objective: Due to its well-described biocompatibility, antibacterial, anti-inflammatory, antifibrotic, 
and immunomodulatory properties, amnion biomaterial is attractive for tissue engineering and regenerative 
medicine. Lyophilization is a reliable method for preserving biomaterial for long-term storage and allows for 
delayed use without the risk of seroconversion. Lyophilization simplifies subsequent processing, but may im-
pact the extraction of protein components and biological properties. The aim of this study was to investigate the 
properties of lyophilized human amnion. Materials and Methods: Amnion was examined using histochemical 
and immunohistochemical techniques. The effect of lyophilized amnion on the viability of human fetal mes-
enchymal cell spheroids was assessed. The biocompatibility of the lyophilized amnion was studied in laboratory 
animals. Results: The presence of argyrophilic fibers, vascular endothelial growth factor VEGEA, TGFβ3, and 
fibronectin was demonstrated. The collagen and glycosaminoglycan content of lyophilized amnion tissue was 
157.26 ± 1.56 and 9.59 ± 1.55 μg per 1 mg of dry amnion tissue, respectively. Lyophilized amnion had no cy-
totoxic effect on fetal mesenchymal cell spheroids over 72 hours. The biocompatibility of lyophilized amnion 
was demonstrated by implantation into various body sites in laboratory mice. Conclusion: Due to its compo-
sition and biocompatibility, lyophilized amnion is a convenient form of storage and subsequent use for tissue 
engineering and regenerative medicine.

Keywords: amniotic membrane, lyophilization, biomaterial, tissue engineering, regenerative medicine, biocompatibility, 
stem cells, collagen
Funding. This work was supported by ongoing funding of Saint Petersburg State Pediatric Medical University, Saint 
Petersburg, Russia. No additional grants to carry out or direct this particular research were obtained.
Ethics approval and consent to participate. All animal experiments were conducted in compliance with the ethical 
principles established by the European Convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and 
other scientific purposes (Directive 2010/63/EC of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 
on the protection of animals used for scientific purposes). Experiments involving animals and the use of biomaterial 
from human fetal membranes were approved by the independent Ethics Committee of the Kirov Military Medical 
Academy (Saint Petersburg, Russia; protocol no: 295 dated October 22, 2024).
Conflict of interest. The authors of this work declare that they have no conflicts of interest.
For citation: Kondratenko А. А., Shurshina L. K., Ivankova Е. М., Tovpeko D. V., Kondratenko V. D., Raguzina D. V., 
Chernov V. Е., Ryabov V. M. Amniotic membrane as a biomaterial for tissue engineering applications. Tsitologiya / 
Cell and Tissue Biology, 2026. V. 68. no. 1, p. 70. doi: 10.7868/S3034606126010055

Received September 04, 2025
Revised November 02, 2025

Accepted November 10, 2025

mailto:kondraa24@gmail.com


	 АМНИОН КАК БИОМАТЕРИАЛ ДЛЯ НУЖД ТКАНЕВОЙ ИНЖЕНЕРИИ / � 73
	 AMNIOTIC MEMBRANE AS A BIOMATERIAL FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS�

ЦИТОЛОГИЯ, 2026, том 68, № 1 / CELL AND TISSUE BIOLOGY, 2026, vol. 68, no. 1

При невозможности полного восстановления струк-
туры и функции поврежденных органов и тканей транс-
плантация является единственным способом спасения 
жизни и восстановления здоровья пациента. Возможности 
использования аутотрансплантатов, аллотрансплантатов, 
ксенотрансплантатов, а также перспективы создания 
искусственных органов и стимулирования регенера-
ции с использованием тканеинженерных конструкций 
являются направлениями развития трансплантологии 
(Gaharwar et al., 2020).

Стремительно развивающаяся технология биоприн-
тинга (область тканевой инженерии) в качестве строи-
тельных блоков для построения биологических структур 
использует клетки, помещенные в поддерживающий 
гидрогель, имитирующий естественный внеклеточный 
матрикс (Bhattacharjee et al., 2022; Heidari et al., 2023; Mu-
noz-Torres et al., 2023). Внеклеточный матрикс донорской 
соединительной ткани является одним из оптимальных 
для фабрикации таких гидрогелей (Sasikumar et al., 2019; 
Stepanovska et al., 2021). Для предотвращения реакций 
отторжения компонентов аллогенного происхождения 
иммунной системой реципиента широкое распростра-
нение получил метод удаления клеток, или децеллюля-
ризация донорской ткани (Abaci, Guvendiren, 2020; Kim 
et al., 2020). Этот вид обработки показал перспективность, 
однако потери некоторых биоактивных компонентов при 
его использовании неизбежны (Sasikumar et al., 2019).

Амниотическая мембрана благодаря структуре и со-
ставу является часто используемым биоматериалом для 
нужд тканевой инженерии и регенеративной медицины 
(Arki et al., 2023; Fitriani et al., 2023; Jahanafrooz et al., 
2023). Амнион использовали для реконструкции по-
врежденной кожи с начала XX века, он показал много-
обещающие результаты в восстановлении различных 
тканей, включая роговицу, сосуды, хрящи, матку и т. д. 
(Дубовиков и др., 2017; Horn et al., 2019; Lacorzana, 2020; 
Косова и др., 2023). Кроме того, плодные оболочки че-
ловека являются этически нейтральным и доступным 
источником биоматериала, так как утилизируются после 
родов (Haghshenas et al., 2022). Преимуществом амниона 
является потенциальная возможность использовать его 
без удаления клеток (Rahman et al., 2019; Murphy et al., 
2020; Jhumi et al., 2023). В состав коммерческих изделий 
на основе амниона, предназначенных для имплантации 
реципиенту (AmniEffect, EpiFix, AmniFix, AmniBurn 
и AmnioExcel Plus, AmnioBarrier), может входить даже 
хорион, содержащий большее количество чужеродного 
генетического материала.

Технологии изготовления гидрогелей сопряжены 
с едиными требованиями к безопасности, качеству сырья 
и его транспортировке, обеспечивающими воспроизводи-
мость и надежность результатов. В связи с этим возникает 
необходимость придания сырью удобной формы для дол-
госрочного хранения и обработки биоматериала (Jirsova, 
Jones, 2017; Fenelon et al., 2018). В свою очередь методы 
подготовки и консервации амниона могут существенно 

повлиять на состав и биологические свойства (Gan et al., 
2017; Gholipourmalekabadi et al., 2020).

Цель нашей работы заключалась в исследовании 
биологических свойств лиофилизированного амниона 
человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Объекты исследований. Биоматериал амниона получа-

ли после самопроизвольных родов женщин с их инфор-
мированного согласия. Для исследований использовали 
образцы фиксированного не менее 12 ч 10 %-ным забу-
ференным формалином («Биовитрум», Россия), а также 
лиофилизированного амниона (ЛА). Для изготовления 
ЛА в течение часа после родов амнион замораживали при 
–20 °C в холодильнике XM 4009-022 (Atlant, Белоруссия) 
в одноразовом медицинском стерильном полипропиле-
новом контейнере с маркировкой. После разморажива-
ния при комнатной температуре измельчали блендером 
MSM67160 (Bosch, Германия) и отмывали дистиллирован-
ной водой 6 ч в настольном инкубаторе-шейкере BS3021 
(Senova, Китай) при 130 об/мин и комнатной температуре. 
Далее материал инкубировали в течение 24 ч в растворе 
пенициллина (100 ед./мл) и стрептомицина (0.1 мг/мл) 
(«Биолот», Россия) на дистиллированной воде при 4 °C. 
После ополаскивания дистиллированной водой биома-
териал лиофилизировали в лабораторной лиофильной 
сушке VaCo 5 II (ZIRBUS technology, Германия). Степень 
обезвоживания регистрировали по потере массы образ-
цов, хранили полученный материал при 4 °C.

Биосовместимость фиксированного амниона и ЛА 
оценивали in vitro на сфероидах фетальных мезенхимных 
клеток (ФМК) человека и in vivo на беспородных белых 
мышах. ФМК были получены из Коллекции культур кле-
ток позвоночных Института цитологии РАН (Санкт-Пе-
тербург, Россия). Культура охарактеризована по всем 
основным параметрам (Крылова и др., 2012) в соответ-
ствии с минимальными требованиями Международ-
ного общества клеточной терапии, определяющими ее 
принадлежность к мезенхимным стромальным клеткам 
(Dominici et al., 2006).

ФМК культивировали до получения монослоя в среде 
DMEM/F12, содержащей 10 % эмбриональной бычьей 
сыворотки и 50 мкг/мл гентамицина («Биолот», Россия) 
во флаконах 25 см2 с адгезивной поверхностью (TPP, 
Швейцария). Далее клетки открепляли в течение 3 мин, 
используя растворы трипсина (0.25 %) и Версена (0.02 %) 
в соотношении 1:3 («Биолот», Россия). Клетки по 5 × 104 
в 100 мкл культуральной среды вносили в лунки 96-лу-
ночного необработанного планшета (Guangzhou JET 
Bio-Filtration Co., Китай) и культивировали при 37 °C 
и 5 % CO2 в инкубаторе (Eppendorf AG 22331 New Bruns-
wick S41i, Германия) для формирования сфероидов.

Мыши были получены из питомника лабораторных 
животных «Рапполово» РАН. Использовали мышей обо-
его пола 3—4-месячного возраста массой 22 ± 1.5 г в рав-
ных количествах. Содержали животных с соблюдением 
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этических и правовых норм проведения работ с экспе-
риментальными животными в стандартных условиях 
в полипропиленовых клетках (площадь пола 47 × 30 см) 
по 10 особей одного пола со свободным доступом к воде 
и пище (корм DELTA FEEDS для лабораторных крыс 
и мышей ЛБК 120 С‑19; «БиоПро», Новосибирск). Свето-
вой режим составлял 12 ч света и 12 ч темноты. В качестве 
подстилки использовали древесные опилки. Наблюдения 
за состоянием животных проводили ежедневно.

Гистологические исследования амниона. Образцы фик-
сированного в формалине амниона и ЛА после стандарт-
ной проводки в изопропиловых спиртах восходящей 
концентрации («Биовитрум», Россия) заливали в парафин 
(«Биовитрум», Россия). Изготавливали срезы толщиной 
4—5 мкм, используя автоматический ротационный ми-
кротом с системой для переноса срезов (HM 355S; Thermo 
Fisher Scientific, Германия) и окрашивали анилиновым 
синим по Массону для выявления коллагеновых воло-
кон («Биовитрум», Россия). Для идентификации в тка-
ни амниона гликозаминогликанов срезы окрашивали 
1 %-ным раствором альцианового синего в 0.1 н HCl 
pH 1.0 по инструкции производителя («Биовитрум», 
Россия). Для идентификации аргирофильных структур 
использовали набор «Импрегнация серебром в аммиа-
ке» по инструкции («Биовитрум», Россия). Результаты 
визуализировали на микроскопе Axio Imager A2, осна-
щенного цифровой камерой Axiocam 506 color (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Германия).

Для иммуногистохимических исследований исполь-
зовали срезы парафиновых блоков толщиной 3—4 мкм 
на стеклах с адгезивным покрытием (Citiglas, Китай). 
После депарафинирования проводили демаскировку 
антигенов в буферном растворе Tris-EDTA pH 9.0 (Diag-
nostic BioSystems, США) или 0.01 М цитрата натрия pH 
6.0 в микроволновой печи при максимальной мощности 
в течение 3 мин, а при низкой мощности — 8 мин. Для 
промывания использовали фосфатно-солевой буферный 
раствор (PBS) pH 7.4 («Биолот», Россия). Блокировали 
активность эндогенной пероксидазы 3 %-ным раство-
ром перекиси водорода в течение 20 мин при комнатной 
температуре («ЮжФарм», Россия) и неспецифическое 
связывание с помощью background blocker (Diagnostic 
BioSystems, США) в течение 60 мин при 37 оС в суховоз-
душном термостате ТС‑1/20 СПУ (Смоленское специ-
альное конструкторско-технологическое бюро систем 
программного управления, Россия).

Инкубацию с антителами против фактора роста эн-
дотелия сосудов А (VEGFА) (моноклональные мыши 
MHD12601 в разведении 1:50 и против трансформиру-
ющего фактора роста TGFβ3 (моноклональные мыши 
MAB949Hu22, 1:50 (Cloud-clone Corp., Китай), а также 
против фибронектина (поликлональные кролика AF0738, 
1:50, Affinity Biosciences, Китай) проводили в течение 1 ч 
при 37 °C и ополаскивали PBS. Для разбавления антител 
использовали разбавитель primary antibody diluent (Diag-
nostic BioSystems, США). Для визуализации TGFβ3 и фи-
бронектина в фиксмрованном амнионе и ЛА препараты 

инкубировали с вторыми антикроличьими или антимы-
шиными антителами, конъюгированными с AlexaFluor 
488 (SAA544Rb11 или SAA544Mu11, 1:1000, Cloud-Clone
Corp., Китай) в течение 40 мин при комнатной темпе-
ратуре. Ядра контрастировали готовым раствором для 
нуклеиновых кислот (IS008-DAPI, Cloud-CloneCorp., 
Китай). Учет реакций проводили на микроскопе EVOS 
M5000 (Invitrogen, США). Для визуализации VEGFА 
в амнионе и ЛА использовали вторые меченные биоти-
ном козьи антимышиные антитела с системой усиления 
сигнала и набором вспомогательных реагентов (IS086; 
Cloud-clone Corp., Китай). Учет выявления коричневого 
продукта при окислении хромогена диаминобензидина 
проводили на микроскопе Axio Scope A1 (Carl Zeiss Mi-
croscopy GmbH, Германия).

Содержание общего коллагена в ЛА человека оценивали 
спектрофотометрически по содержанию гидроксипролина 
(Игнатьева и др., 2007). Для этого образцы ЛА (до 10 мг) 
подвергали гидролизу в 1 мл 6 М HCl при 120 °C в течение 
6 ч c последующим высушиванием при 99 °C в термостате 
«Термит» («ДНК-технология», Россия) в пробирках 2 мл 
с внешней резьбой («Росмедбио», Россия). Сухой остаток 
растворяли в 1 мл дистиллированной воды и определяли 
содержание гидроксипролина взаимодействием с реак-
тивом Эрлиха. Для окисления гидроксипролина к образ-
цам (калибровочным и экспериментальным) добавляли 
по 100 мкл 1 %-ного хлорамина Т («Ленреактив», Россия) 
в ацетатном буфере pH 6.0, встряхивали на высокоскорост
ном шейкере (BioSan MPS‑1, Латвия) и инкубировали 
в течение 20 мин при комнатной температуре. Далее до-
бавляли по 100 мкл 3.15 М HClO4 («Ленреактив», Россия), 
взбалтывали и по истечении 5 мин добавляли по 100 мкл 
20 %-ного раствора пара-диметиламинобензальдегида 
(«Диаэм», Россия) в этилцеллозольве («Экос‑1», Рос-
сия), взбалтывали, и инкубировали при 60 °C в течение 
20 мин. Затем охлаждали в течение 5 мин при комнатной 
температуре и добавляли по 500 мкл этилцеллозольва 
до суммарного объема 1 мл. По 200 мкл надосадочной 
жидкости переносили в 96-луночные планшеты. Опти-
ческую плотность стандартов, холостых реактивов и ана-
лизируемых образцов измеряли с помощью микроплан-
шетного ридера CLARIOstar (BMG Labtech, Германия) 
при длине волны 558 нм.

Содержание гидроксипролина в анализируемых об-
разцах оценивали по калибровочной прямой, для по-
строения которой использовали сверхчистый порошок 
L-гидроксипролина (Sisco Research Laboratories, Индия). 
Данные представлены средними значениями и их стан-
дартными отклонениями в мкг на 1 мг сухого веса ткани. 
Оценку содержания общего коллагена по гидрокси
пролину осуществляли исходя из того, что массовая 
доля гидроксипролина в молекуле коллагена составляет 
в среднем 13 %, что соответствует данным из литературы 
(Игнатьева и др., 2007).

Определение содержания гликозаминогликанов. Об-
разцы ЛА (до 10 мг) растворяли с помощью протеиназы 
К (44 ед/мг; MEBEP Bio Science, Китай) в 50 мМ Тris-HCl 
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(pH 7.6; 1:50), перемешивали и оставляли на ночь при 
56 °C. Затем анализируемые образцы центрифугировали 
при 12 000 g в течение 10 мин на центрифуге MiniSpin 
(Eppendorf, Германия). К надосадочной жидкости до-
бавляли два объема 4 %-ного ацетата натрия в 96 %-ном 
этаноле («Ленреактив», Россия). Центрифугировали при 
12 000 g в течение 5 мин. К осадку добавляли 1 мл дистил-
лированной воды и экстрагировали сульфатированные 
гликозаминогликаны в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Отбирали аликвоту надосадочной жидко-
сти с таким расчетом, чтобы предполагаемая конечная 
концентрация сульфатированных гликозаминогликанов 
была от 1 до 10 мкг на лунку, что соответствует линей-
ности спектрофотометрического определения. Затем 
к стандартам, холостому реактиву и анализируемым 
образцам добавляли 250 мкл 0.01 %-ного альцианового 
синего 8GX (PanReac AppliChem, Испания) в 0.1 М HCl 
(pH 1.5) и инкубировали в течение ночи на орбитальном 
шейкере (220 об/мин) при комнатной температуре. После 
центрифугирования при 12 000 g в течение 10 мин удаляли 
надосадочную жидкость и к осадку добавляли 250 мкл 6 М 
HCl с последующим инкубированием в течение 30 мин 
и постоянном перемешивании на орбитальном шейкере 
при комнатной температуре. По 200 мкл на лунку полу-
ченных растворов переносили в 96-луночные планшеты. 
Оптическую плотность стандартов, холостых реактивов 
и анализируемых образцов измеряли на микропланшет-
ном ридере CLARIOstar при длине волны 615 нм. Содер-
жание гликозаминогликанов в анализируемых образцах 
оценивали по калибровочной прямой, для построения 
которой использовали хондроитин сульфат натрия (Sigma 
Aldrich, США); данные представлены средними значе-
ниями и их стандартными отклонениями в мкг на 1 мг 
сухого веса ткани.

Влияние ЛА на жизнеспособность сфероидов ФМК. 
После внесения суспензии ФМК в лунки 96-луночного 
планшета для формирования сфероидов в половину лунок 
вносили образцы ЛА, но не измельченного (5 × 5 мм). 
Спустя 24, 48 и 72 ч спонтанно сформировавшиеся сфе-
роиды окрашивали 1 мкМ раствором ацетоксиметилового 
эфира кальцеина («Ленреактив», Россия) в DPBS («Био-
лот», Россия) и раствором йодистого пропидия (5 мкг/мл 
на цитратно-солевом буфере) по 15 мин последовательно 
и дважды промывали DPBS. Кальцеин проникает сквозь 
мембрану и гидролизуется эндогенными эстеразами жиз-
неспособных клеток, в то время как йодистый пропидий 
окрашивает мертвые клетки. Результаты визуализировали 
на микроскопе EVOS M5000 (Invitrogen, США).

Сканирующая электронная микроскопия. Для визу-
ализации поверхности и размеров сфероидов спустя 
7 сут культивирования их фиксировали 12 ч в 2 %-ном 
глутаровом альдегиде, пятикратно промывали в DPBS 
по 30 мин, инкубировали последовательно в 5 порци-
ях 96 %-ного этилового спирта («Гиппократ», Россия), 
высушивали на воздухе, напыляли слой золота с помо-
щью напылителя Q 150T ES (Quorum Technologies Ltd., 

Англия) и исследовали на микроскопе Merlin (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Германия).

Оценка биосовместимости in vivo. Мыши (n = 70) были 
разделены случайным образом на 7 групп по 10 особей 
в каждой: 1 — подкожная имплантация нативного ам-
ниона человека; 2 — подкожная имплантация ЛА; 3 — 
двукратная подкожная имплантация ЛА; 4 — троекрат-
ная подкожная имплантация ЛА; 5 — внутримышечная 
имплантация нативного амниона; 6 — внутримышечная 
имплантация ЛА; 7 — внутрикостная имплантация ЛА. 
Использовали образцы ЛА весом 0.0001 г или нативного 
амниона размером 1 × 1 см.

Для наркоза мышей использовали золетил 100 
(50 мг/кг (Virbac, Франция). Для подкожной имплан-
тации после удаления шерсти и обработки 70 %-ным 
водным раствором этилового спирта в области холки 
делали надрез скальпелем (Volkmann, Индия) длиной 
1 см на всю глубину кожи. В образовавшийся карман 
помещали образцы ЛА или нативного амниона. При 
двукратной и троекратной имплантации образцы ЛА 
помещали под кожу в той же области ранее оперирован-
ным мышам с интервалом 30 сут. Для внутримышечной 
имплантации также после удаления шерсти и обработ-
ки спиртом на медиальной поверхности бедра делали 
надрез кожи (1 см) на всю глубину, далее офтальмо-
логическим пинцетом J‑16-131 (Surgicon, Пакистан) 
раздвигали мышцы musculus biceps femoris и помещали 
образцы ЛА или нативного амниона. Для внутрикост-
ной имплантации после удаления шерсти и обработки 
спиртом делали разрез латеральной поверхности кожи 
голени размером 1.5 см. Пинцетом разъединяли мыш-
цы голени, гравером электрическим DС‑12VA (Китай) 
высверливали отверстие в кости os tibia бором диаметром 
2 мм и пуговчатым хирургическим зондом J‑23-028 (Sur-
gicon, Пакистан) тампонировали ЛА в костномозговой 
канал. Все раны послойно ушивали хирургической нитью 
prolene 7-0 (Ethicon, Шотландия). Спустя 14, 28 и 40 сут 
после операций животных (по n = 3—4 в каждой группе) 
умерщвляли передозировкой паров диэтилового эфира 
(«Ленреактив», Россия), ткани области имплантации 
фиксировали в нейтральном забуференном формалине. 
После стандартной гистологической обработки изго-
тавливали гистологические срезы толщиной 4—5 мкм 
и окрашивали по Массону («Биовитрум», Россия). Для 
визуализации местной реакции тканей животных в об-
ластях имплантации образцов использовали микроскоп 
Axio Imager A2 с камерой Axiocam 506 color (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование амниона. Окрашивание гистологических 

препаратов фиксированного амниона и ЛА анилино-
вым синим по Массону показало содержание коллагена 
в структуре ткани (рис. 1а, б). Окрашивание альциано-
вым синим подтвердило содержание гликозаминоглика-
нов в нативном амнионе и ЛА (рис. 1в, г). Насыщение 
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Иммуногистохимически показано наличие в биоматери-
але амниона и ЛА факторов VEGFА (рис. 2а, б), TGFβ3 
(рис. 2в, г) и фибронектина (рис. 2д, е).

Биосовместимости лиофилизированной ткани амниона 
человека in vitro и in vivo. Не было обнаружено цитотокси-
ческих свойств ЛА по отношению к ФМК. Образование 
сфероидов ФМК в присутствии ЛА и контроле не раз-
личалось (рис. 3). Сфероиды ФМК на протяжении трех 
суток эксперимента окрашивались витальным красителем 
кальцеином и не окрашивались йодистым пропидием 

препарата аммиачным раствором серебра показало при-
сутствие коллагеновых волокон, окрашенных в коричне-
вый цвет, и черных аргирофильных волокон в нативном 
амнионе и ЛА (рис. 1д, е). Основным компонентом сет-
чатой структуры амниона является коллаген, обеспечи-
вающий устойчивость и упругость оболочки. Суммарное 
содержание коллагенов составило 157.26 ± 1.56 мкг, а со-
держание гликозаминогликанов — 9.59 ± 1.55 мкг на 1 мг 
сухой ткани амниона. Клетки амниотического эпителия 
являются продуцентами биологически активных веществ. 
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Рис. 1. Гистологические срезы нативного фиксированного (а, в, д) и лиофилизированного (ЛА; б, г, е) амниона. Световая 
микроскопия. Окрашивание анилиновым синим по Массону для демонстрации коллагена (а, б), 1 %-ным раствором 
альцианового синего pH 1.0 для выявления гликозаминогликанов (в, г) и импрегнация серебром в аммиаке для иден-
тификации аргирофильных структур (д, е) в структуре ткани
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(рис. 3а–г). Следовательно, можно утверждать, что сфе-
роиды состояли из жизнеспособных клеток. На фото-
графии рядом со сфероидом, формирование которого 
происходило в присутствии ЛА, визуализируются клетки, 
окрашенные йодистым пропидием (рис. 3г). Очевидно, 
что это амниотический эпителий, поскольку для дан-
ного эксперимента использовали сублимированный, 
но не децеллюляризированный амнион. На снимках 

сканирующей электронной микроскопии визуализи-
руются клеточные контрольные сфероиды диаметром 
309.8—323.7 мкм (рис. 3д). Диаметр сфер, культивиро-
ванных в присутствии ЛА, измерить трудно, поскольку 
в процессе пробоподготовки сфероиды оказались внутри 
покрывающего их образца ЛА (рис. 3е).

Наблюдения за животными на всем протяжении экс-
периментов при имплантации ЛА и нативного амниона 
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Рис. 2. Выявление спецефических маркеров (фактора роста эндотелия сосудов VEGFA, трансформирующего фактор 
роста TGFβ3 и фибронектина) в амнионе фиксированном (а, в, д) и лиофилизированном (ЛА; б, г, е). Иммуногистохи-
мия. Использовали: моноклональные антитела к фактору роста эндотелия сосудов (VEGFA) с визуализацией продукта 
реакции перекисным окислением диаминобензидина (а, б); моноклональные антитела к трансформирующему фактору 
роста (TGFβ3) с визуализацией флюоресцентным красителем и контрастированием ядер DAPI (в, г); поликлональные 
антителами к фибронектину с визуализацией флюоресцентным красителем и контрастированием ядер DAPI (д, е)
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в разные участки тела не выявили признаков их угне-
тенного состояния, истощения и облысения, признаков 
появления язв на коже, выделений из глаз, дерматита, эн-
терита и колита. Внешних признаков гиперемии и интен-
сивных воспалительных реакций в областях имплантаций 
также выявлено не было. При внутримышечной имплан-
тации нативного амниона спустя 14 сут визуализируется 
многократно сложенный образец (рис. 4а). Между амни-
оном и мышцами мыши формируется тонкая прослойка 

рыхлой соединительной ткани, а также визуализируются 
адипоциты (рис. 4а, черная звездочка). Клетки вытяну-
той формы с уплощенными ядрами мигрируют в толщу 
имплантата. Обильной лимфоцитарно-макрофагальной 
воспалительной инфильтрации в имплантированном на-
тивном амнионе и окружающих его мышцах реципиента 
не выявлено (см. рис. 4а).

При имплантации в мышечную ткань мышей ЛА 
спустя две недели также формируется тонкая прослойка 
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Рис. 3. Визуализация сфероидов фетальных мезенхимных клеток спустя 24 (а, б) и 72 (в–е) ч. Формирующиеся сфероиды 
в контроле (а, в, д) и в присутствии лиофилизированного амниона (ЛА) (б, г, е). а–г — Флюоресцентная микроскопия: 
зеленая окраска кальцеином (жизнеспособные клетки сфероидов), красная — йодидистым пропидием (погибшие клет-
ки). д, е — Сканирующая электронная микроскопия: показан диаметр контрольного сфероида (д) и микроструктура 
поверхности ЛА (е), сфероид находится внутри
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Рис. 4. Гистологические срезы тканей лабораторных мышей из областей имплантации образцов амниона нативного 
(НА) и лиофилизированного (ЛА). а–г — Внутримышечная имплантация: НА (а) и ЛА (б) спустя 14 сут; НА (в) и ЛА (г) 
спустя 28 суток. д, е — Внутрикостная имплантация ЛА спустя 14 и 40 сут соответственно. ж — Двукратная подкожная 
имплантация ЛА спустя 14 сут после второй операции; з — троекратная подкожная имплантация ЛА спустя 14 сут после 
третьей операции. 1 — образец НА или ЛА; 2 — ткани реципиента области имплантации; желтая стрелка — формиру-
ющаяся грануляционная ткань; черная звездочка — жировая ткань; желтая звездочка — гемопоэтические клетки разной 
степени дифференцировки между волокнами соединительной ткани; зеленая звездочка — формирующиеся кровеносные 
сосуды. Световая микроскопия, окраска по Массону
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ОБСУЖДЕНИЕ
Лиофилизация или сублимационная сушка является 

надежным методом консервации биоматериала для его 
длительного хранения. Высушивание биоматериала по-
зволяет отсроченное использование без риска попадания 
в сероконверсионное окно и упрощает последующую 
обработку (Jirsova, Jones, 2017). Однако высушивание 
амниона может повлиять на экстракцию из него белко-
вых компонентов и факторов роста по сравнению с на-
тивными или криоконсервированными образцами (Gan 
et al., 2017; Gholipourmalekabadi et al., 2020).

С помощью гистологического окрашивания и им-
муногистохимии мы показали, что основную массу ам-
ниона составляют коллагены, а также в нем содержатся 
аргирофильные волокна, гликозаминогликаны разной 
степени сульфатированности, факторы роста и фибро-
нектин. Однако данные о количестве коллагена и гли-
козаминогликанов, полученные нами, не согласуются 
с результатами других исследователей. Например, со-
общается, что содержании коллагена и гликозамино
гликанов на 1 мг сухого веса амниона составляет соответ-
ственно 313.50 ± 27.89 и 7.20 ± 1.66 мкг (Tan et al., 2025) 
или 14.10 ± 0.50 и 13.40 ± 5.30 мкг (Galvez et al., 2025), 
или 63.40 ± 8.20 и 115.60 ± 7.40 мкг (Milan et al., 2020).

Столь разные данные о содержании структурных ком-
понентов ткани амниона человека, полученные нами 
и другими авторами, вероятно, можно объяснить отсут-
ствием стандартных методов пробоподготовки образцов 
и измерений. Тем не менее можно утверждать, что такой 
метод консервации (лиофилизация) и хранения оправдан 
для использования биологически-активных молекул, 
фиксированных в структурных компонентах амниона. 
Сублимированная форма позволяет использовать биоак-
тивные компоненты, синтезированные клетками амни-
она, без предварительного культивирования клеточной 
массы (Marsit et al., 2014). К тому же было показано, 
что измельчение высушенного амниона обеспечивает 
высвобождение белковых компонентов и факторов роста 
(Russo et al., 2012; Jahanafrooz et al., 2023).

В свою очередь, концентрация коллагена в гидрогеле 
оказывает наибольшее влияние на функциональность 
чернил для биопечати. Чаще всего используют гидроге-
ли с концентрацией коллагена от 5 до 20 мг/мл (Исаева 
и др. 2021; Stepanovska et al., 2021). Гидрогели с меньшей 
концентрацией коллагена обладают низкими свойствами 
механической прочности и термостабильности, а гели 
с высоким содержанием коллагена имеют неоднородную 
структуру и препятствуют пролиферации помещенных 
в них клеток. Вязкость гидрогеля влияет на передачу 
внутриклеточных сигналов, следовательно и на диффе-
ренцировку и фенотип клеток. Наиболее оптимальной 
основой чернил для биопечати является коллаген без 
примесей, хотя их влияние на формирование и свойства 
коллагеновых гидрогелей систематически не изучалось 
и не анализировалось (Stepanovska et al., 2021).

грануляционной ткани, не имеющая четкой границы 
с имплантатом. В толще образца ЛА визуализируются 
клетки фибробластоподобной морфологии, в центре 
имплантата обнаруживаются адипоциты (рис. 4б). Спу-
стя четыре недели после внутримышечной имплантации 
нативного амниона визуализируется частично резорби-
рованный образец, оплетенный тонкими прожилками 
рыхлой соединительной ткани (рис. 4в). Имплантиро-
ванный ЛА в мышцы мыши спустя 28 сут подвергается 
активному замещению соединительной тканью (рис. 4г). 
Спустя 4 недели от имплантации двух видов образцов 
амниона в мышцы нет признаков воспалительной ин-
фильтрации лейкоцитами (см. рис. 4в, г).

При тампонировании ЛА в дефект os tibia мышей ма-
териал сразу пропитывался кровью за счет гидрофильной 
структуры и высокого содержания коллагена и плотно 
фиксировался. Несмотря на непосредственный кон-
такт ЛА с клетками костного мозга мышей, животные 
не проявляли внешних признаков ухудшения состояния. 
Как видно на рис. 4д, спустя 14 сут после операции меж-
ду костными балками мыши и имплантированным ЛА 
формировалась рыхлая соединительная ткань, в ячейках 
которой визуализируется большое количество кровет-
ворных клеток (см. рис. 4д, желтая звездочка).

Изучение влияния непосредственного контакта с ЛА 
на дифференцировку гемопоэтических стволовых клеток 
не входило в задачи данной работы и является областью 
будущих исследований. Внутрикостная имплантация 
ЛА через 40 сут после операции также показала схожие 
изменения с большей резорбцией образца (рис. 4е).

При подкожной имплантации образцов амниона и ЛА 
кожа над областью операций оставалась подвижной 
и не имела признаков гиперемии и отека. Для сокра-
щения периода индукции высвобождения цитокинов 
активированными Т-лимфоцитами памяти реципиента 
и выявления вероятности влияния циркулирующих ан-
тител, образовавшихся при первой имплантации, были 
предприняты повторные подсадки ЛА под кожу лабо-
раторным мышам двукратно и троекратно с интерва-
лом 30 сут. Спустя 14 сут после последней имплантации 
обнаружить первые образцы ЛА не удалось. Как видно 
на рис. 4ж и 4з, последние имплантированные образцы 
ЛА подвергались интенсивной перестройке с прораста-
нием грануляционной тканью без признаков фибро-
зирования. Лимфоцитарно-макрофагальной реакции 
на многократное внедрение чужеродного биоматериала 
не наблюдали. Вокруг образцов ЛА формируются тонко-
стенные кровеносные сосуды, заполненные кровью (см. 
рис. 4ж, з, зеленая звездочка). Многоядерных клеточных 
элементов, напоминающих гигантские многоядерные 
клетки инородных тел, обнаружено не было.

Полученные нами результаты показывают безопас-
ность биодеградируемого биоматериала ЛА для нужд 
тканевой инженерии.
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Как источники коллагена биоматериалы с высоким его 
содержанием (например, сухожилия, тела гидробионтов 
и др.) имеют очевидные преимущества (Kim et al., 2020; 
Куликова и др., 2024). Коллаген, извлеченный методами 
гидролитического расщепления тканей, обладает опти-
мальными параметрами гелеобразования (Kim et al., 2020; 
Исаева и др., 2021; Kafili et al., 2024). Высушенную ткань 
амниона, содержащую биологически-активные вещества, 
целесообразнее использовать в качестве дополнительного 
компонента (Rahman et al., 2019; Murphy et al., 2020; Jhu-
mi et al., 2023). Тем не менее и в этом случае возможны 
сложности. Так, добавление порошкообразного амниона 
к коллагеновому концентрату ухудшает параметры его 
гелеобразования (Lee et al., 2020). Использование экс-
трактов или микронизированных форм ткани амниона 
является возможной альтернативой решению данных 
проблем (Murphy et al., 2020; Elkhenany et al., 2022; Li 
et al., 2022; Heidari et al., 2023).

Для создания тканевых эквивалентов необходимой 
высоты и прочности зачастую невозможно обойтись без 
использования поддерживающих материалов и/или по-
следующего сшивания коллагена, что может негативно 
отразиться на биосовместимости (Stepanovska et al., 2021). 
Для снижения цитотоксического эффекта при таком 
виде обработки использование компонентов амниона 
также может быть оправдано (Deus et al., 2022; Kafili 
et al., 2023; Bakhtiar et al., 2023). Еще одним возможным 
вариантом амниона для его применения может быть его 
высушенная и/или измельченная форма в качестве не-
посредственно контактирующего с тканями реципиента 
слоя на формообразующем каркасе (Chen et al., 2018; Peng 
et al., 2020; Lei et al., 2020; Zhang et al., 2021; Comperat 
et al., 2023). Плотное прилегание к раневой поверхности 
способствует уменьшению боли и вторичной альтерации 
и инфицирования, снижая вероятность гипертрофиче-
ского рубцевания. Функциональная активность амниона, 
контактирующего с поврежденной тканью, ускоряет обра-
зование грануляционной ткани и естественное очищение 
от некротизированных тканей посредством фагоцитоза 
с максимальной эффективностью (Ragazzo et al., 2022; 
Sacco et al., 2023; Hussein et al., 2025).

Использование клеточных сфероидов для трехмерной 
биопечати оправдано, поскольку при внесении клеточной 
массы в таком виде в гидрогель создаются оптимальные 
условия гелеобразования каркасного материала, а также 
необходимый уровень межклеточного взаимодействия 
(Лазарев и др., 2021; Stepanovska et al., 2021; Кораблев 

и др., 2023). Мы не обнаружили цитотоксического дей-
ствия лиофилизированного амниона на образование, 
рост и жизнеспособность сфероидов из ФМК in vitro. 
Оценка биосовместимости амниона in vivo при подкож-
ной, внутримышечной и внутрикостной имплантации 
лабораторным животным в наших экспериментах также 
показала отсутствие воспаления, нагноения и отторжения 
даже при повторных имплантациях.

В отличие от других тканей, амнион обладает преи-
муществами для использования в тканевой инженерии 
благодаря его противовоспалительным свойствам, не-
однократно подтвержденным. Клетки амниотического 
эпителия и стромального слоя экспрессируют лейкоци-
тарные антигены человека (HLA) класса I, что определяет 
способность вызывать гуморальный и/или клеточно-опо-
средованный иммунный ответ у реципиента. Экспрессия 
HLA класса II клетками амниона значительно снижена 
(Magatti et al., 2018). А секреция клетками амниотического 
эпителия таких факторов, как HLA класса G (HLA-G), 
интерлейкин‑10, TGFβ, фактор роста гепатоцитов, про-
стагландин E2 и индолеамин‑2,3-диоксигеназа, анта-
гонист рецепторов интерлейкина‑1, может участвовать 
в возникновении иммунологической толерантности 
(Silini et al., 2017; Koelink et al., 2020; Elkhenany et al., 
2022). Связывание HLA-G с рецепторами на поверх-
ности лимфоцитов, моноцитов или дендритных клеток 
реципиента ингибирует их пролиферацию и секрецию 
иммуноглобулина, ослабляет их врожденную цитоток-
сичность (Srinivasan et al., 2020; Wassmer, Berishvili, 2020). 
Эндостатин, альфа‑1-антитрипсин, лизоцим, рибонукле-
азы, бета-дефензины, кателицидин, ингибиторы эласта-
зы, содержащиеся в биоматериале амниона, могут быть 
связаны с проявлением антибактериальных эффектов его 
применения. Кроме того, такие компоненты амниона, как 
лактоферрин и гиалуроновая кислота, также способству-
ют его противовоспалительному и антибактериальному 
действию (Zare-Bidaki et al., 2017).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Амнион имеет долгую историю использования в био-

медицинских исследованиях и применения его для лече-
ния повреждений тканей и коррекции различных забо-
леваний. Высушенная форма амниона является удобной 
для последующей обработки с целью использования 
сохраняющихся в нем биологически-активных компо-
нентов, предназначенных для нужд тканевой инженерии, 
регенеративной медицины и трехмерной биопечати.
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