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В настоящее время гидрогели вызывают все больший интерес благодаря своим уникаль-
ным характеристикам для использования в различных областях, таких как регенеративная
медицина, 3D-культивирование клеток и доставка лекарств. Основной проблемой при приме-
нении гидрогелей в инженерии тканей является точная оценка их механических характеристик.
В данной работе используется неинвазивный метод сканирующей ион-проводящий микроско-
пии (СИПМ), для определения жесткости живых клеток нейробластомы человека SH-SY5Y,
выращенных на мягком, самоорганизующемся гидрогеле из пептида Fmoc-FF. Модуль Юнга
для клеток SH-SY5Y уменьшается с увеличением жесткости подложки, со значениями 1015
Па и 750 Па на чашке Петри и гидрогеле Fmoc-FF соответственно. Данный метод дает воз-
можность одновременного исследования жесткости живых клеток и мягких гидрогелей, что
является перспективным в области регенеративной медицины.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследование свойств живых клеток, адгезиро-
ванных на гидрогелях, является ключевым аспек-
том современной биомедицинской науки и инжене-
рии [1–5]. Понимание того, как клетки взаимодей-
ствуют с их окружающей средой, имеет важное зна-
чение для разработки новых биоматериалов, улуч-
шения методов тканевой инженерии и создания бо-
лее эффективных систем доставки лекарств. Гидро-
гели — это трехмерные полимерные сети, представ-
ляющие собой уникальный класс материалов, об-
ладающих способностью поглощать и удерживать
значительные объемы воды, что делает их схожими
по структуре с биологическими тканями. Благода-
ря своей способности имитировать физико-химиче-
ские свойства внеклеточного матрикса, гидрогели
предоставляют уникальную платформу для изуче-
ния механических взаимодействий между клетками
и их окружением [6–8]. В последние годы наблю-
дается значительный прогресс в разработке гид-
рогелей с контролируемыми механическими харак-
теристиками, такими как жесткость, эластичность
и вязкость. Эти свойства могут существенно вли-
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ять на поведение клеток, включая их адгезию, про-
лиферацию, дифференцировку и миграцию. Гидро-
гели могут быть классифицированы на синтетиче-
ские и природные [9]. Синтетические гидрогели, из-
готовленные из полимеров, например полиэтилен-
гликоль и полиакриламид, отличаются возможно-
стью точной настройки механических свойств через
изменение плотности сшивки. Природные гидроге-
ли, такие как коллаген, эластин и фибрин [10–14],
обладают биосовместимостью и биоактивностью,
что часто улучшает адгезию и пролиферацию кле-
ток. В настоящее время в регенеративной медицине
растет интерес к гидрогелям на основе пептида
Fmoc-FF [14–16]. Эти гидрогели, состоящие из само-
собирающихся пептидных нановолокон, представ-
ляют собой перспективные платформы для куль-
тивирования клеток благодаря своим уникальным
свойствам [17, 18]. Мягкость гидрогеля Fmoc-FF
точно воспроизводит механические характеристи-
ки природных тканей, что делает его привлекатель-
ным для различных приложений в инженерии тка-
ней. Атомно–силовая микроскопия является золо-
тым стандартом для оценки модуля Юнга биомате-
риалов [19]. В данной работе подробно исследуют-
ся механические свойства системы клетка — гид-
рогель с помощью альтернативного нового мето-
да — сканирующей ион-проводящей микроскопии
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(СИПМ). И АСМ, и СИПМ обеспечивают визуали-
зацию с высоким разрешением и возможность изу-
чения биоматериалов в физиологических условиях.
Однако главным достоинством АСМ является его
способность измерять механические свойства гелей
в широком диапазоне, от мягких до жестких биома-
териалов. Основным преимуществом СИПМ явля-
ется неинвазивность метода, что позволяет иссле-
довать систему клетка — мягкий гидрогель в ди-
намике на протяжении долгого времени, оценивая
механические характеристики клеток после воздей-
ствия лекарственных препаратов, факторов роста
или деградации гидрогеля, что невозможно с помо-
щью АСМ [20–22].

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1.1. Приготовление образцов

Реактивы. Пептид N-фторенилметоксикарбонил-
дифенилаланин (Fmoc-Phe-Phe-OH, Fmoc-FF) был
приобретен у Sigma-Aldrich (США), модифициро-
ванная среда Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) была приобретена у Gibco (США).

Гидрогели. Гидрогель Fmoc-FF был приготовлен
методом смены растворителя. Гидрогели по мето-
ду смены растворителя готовили следующим об-
разом: пептиды растворяли в диметилсульфокси-
де (ДМСО) для получения исходного раствора,
CFmoc-FF (исходный) = 10%, затем исходный рас-
твор растворяли в mQ-воде до конечной концентра-
ции CFmoc-FF = 0.6% [14]. После приготовления
гидрогелей их тщательно промывали раствором бу-
фера PBS в течение 2 дней, чтобы обеспечить пол-
ное удаление ДМСО [15] (для метода замены рас-
творителя), а также для достижения pH гидрогеля
7.3 вместо pH 4 [17].

Культивирование клеток. Клеточные линии
SH-SY5Y выращивали в полной культуральной сре-
де DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 10% сы-
воротки (FBS) (Gibco, США), 1x PenStrep (Gibco,
США) и 1x GlutaMax (Gibco, США) в стандарт-
ном культуральном инкубаторе с 5% CO2 при тем-
пературе 37◦C. Для окрашивания и последующего
анализа клеток на выживаемость (live/dead test)
клетки высеивали на гели, сформированные на кон-
фокальных чашках, в количестве 300 000 на чашку
и инкубировали при 37◦C, 5% CO2 в течение 24 ч.
Клетки, высеянные на конфокальные чашки без ге-
ля, использовались в качестве контроля.

1.2. Сканирующая ион-проводящая
микроскопия (СИПМ)

Для изучения топографии и механических
свойств гидрогеля использовался метод СИПМ
(ICAPPIC Limited, Великобритания). В экспери-
ментах применялся инвертированный оптический

микроскоп Olympus IX73 (Япония). Использовал-
ся универсальный контроллер ICAPPIC и систе-
ма пьезоконтроля (ICAPPIC Limited, Великобри-
тания). Для изготовления боросиликатных пипе-
ток (капилляров) использовался лазерный пуллер
P-2000 (Sutter Instruments, США). Точное значение
радиуса капилляра R определяли по формуле [22]:

I = πRkV tanα. (1)

Здесь I — ионный ток, α — угол полуконуса пипет-
ки, который был равен 3◦, k = 1.35 Ом/м, а V —
приложенное напряжение, которое в эксперименте
составляло 200 мВ. Топографию гидрогеля иссле-
довали в бесконтактном прыжковом режиме и раз-
мером сканирования 25×25 мкм. Конечное разре-
шение изображения составляло 256×256 пикселей.
Для определения значений модуля Юнга гидрогеля
использовалась эмпирическая формула [21]:

E = pA/(Ssubstrate/Ssample − 1). (2)

где E — модуль Юнга, а A — константа, за-
висящая от геометрических характеристик капил-
ляра. Геометрический параметр A для различ-
ных значений угла внутреннего полуконуса и тол-
щины стенки пипетки представлен в таблице S1
в [21]. Капилляры использовались с радиусами
R = 40–55 нм, ионный ток менялся в диапазоне
I = 1800–2400 пА, коллоидное давление менялось
в диапазоне p = 8900–9900 Па. Приложенное давле-
ние обозначено как p, а Ssubstrate и Ssample — на-
клоны кривых «ток–расстояние» для уменьшения
ионного тока на 1% и 2% для подложки и образца
соответственно. Наклоны кривой «ток–расстояние»
определяются падением тока на 1% и 2% и инден-
тациями подложки и образца dподложка и dобразец.
Поскольку падение тока одинаково для подложки
и образца, для получения механической карты необ-
ходимо регистрировать индентации подложки и об-
разца при падении тока на 1% и 2%.

В нашем исследовании мы использовали уравне-
ние (2) для определения давления p, коллоидного
давления, которое было получено из ДЛФО тео-
рии, учитывающей внутреннее коллоидное давле-
ние, возникающее в межфазных слоях жидкости,
когда они значительно сжимаются при приближе-
нии пипетки к образцу. В эксперименте давление
p оценивалось на основе собственной силы, опреде-
ленной Колмогоровым и другими [20]. Полученная
формула для собственной силы F выражалась сле-
дующим образом: F = 4πσ

√
R∆d, где σ — коэф-

фициент поверхностного натяжения, R — радиус
капилляра, d — индентация. Коллоидное давление
определяли как p = F/S = F/πa2, где a — кон-

тактный радиус, a =
√
R∆d. При оценке среднего

значения E для клеток на гидрогелях было проана-
лизировано более 40 клеток.
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1.3. Тест на выживаемость клеток (live/dead
test)

Процент выживших клеток на гелях определя-
ли путем окрашивания их двумя флуоресцентными
красителями: C12 Resazurin — красный краситель,
окрашивающий мембрану метаболически активных
клеток, и DAPI — синий краситель, окрашивающий
ДНК в клетках с поврежденной мембраной.

Гели готовили в стерильных условиях в конфо-
кальных чашках Петри, затем промывали 5 раз бу-
фером PBS в течение суток. После этого клетки вы-
сеивали на чашки из расчета 300 000 штук/чашку.
Клетки инкубировали при 37◦C, 5% CO2 в течение
48 ч. По окончании инкубационного периода клетки
окрашивали: DAPI (CDAPI=1 мМ) и C12 Resazurin
(Cres=0.5 мМ); инкубация с красителями проводи-
лась при 37◦C, 5% CO2 в течение 10 мин. Изме-
рения в тестах на выживаемость проводили с по-
мощью инвертированного флуоресцентного микро-
скопа (EVOS M5000 Imaging System, Thermo Fisher
Scientific).

2. РЕЗУЛЬТАТЫ

2.1. Исследование топографии и механических
свойств клеток SH-SY5Y, помещенных на

чашку Петри (контроль), методом
сканирующей ион-проводящей микроскопии

Топография и распределение модуля Юнга кле-
ток нейробластомы человека SH-SY5Y, помещен-
ных на чашку Петри, представлены на рис. 1.

Исследования проводились с помощью сканиру-
ющей ион-проводящей микроскопии, а механиче-
ские свойства рассчитывались с помощью коллоид-
ного давления (см. материалы и методы). Топогра-
фия контрольных клеток SH-SY5Y характеризова-
лась очень неравномерной клеточной поверхностью
с различными микроворсинками, большими высту-
пами и выпуклостями (рис. 1, a). Эти данных хоро-
шо коррелируют с другими работами, проведенны-
ми по исследованию топографии клеток SH-SY5Y
методом атомно-силовой и сканирующей электрон-
ной микроскопии [23].

Количественное картирование механических
свойств клеток представлено на (рис. 1, б ), среднее
значение модуля Юнга составило E = 1015±55 Па.

2.2. Исследование топографии и механических
свойств гидрогеля Fmoc-FF и клеток SH-SY5Y,

помещенных на гидрогель, методом
сканирующей ион-проводящей микроскопии

В данной работе впервые представлено распреде-
ление механических свойств системы клетка — мяг-
кий гидрогель в водном растворе с нанометровым
разрешением (рис. 2). На вставке рис. 2, a видна

морфология мягкого гидрогеля Fmoc-FF: биомате-
риал состоит из волокон с характерной длиной от
нескольких до десятков микрометров и шириной во-
локна 150–250 нм. Эти данные хорошо согласуют-
ся с результатами конфокальной флуоресцентной
микроскопии [24].

Количественное картирование механических
свойств клеток представлено на (рис. 1, б ), сред-
нее значение модуля Юнга клеток составило
E = 750 ± 75 Па. При этом удалось оценить жест-
кость самого гидрогеля, который характеризовался
модулем Юнга E = 340±60 Па. Надо отметить, что
микроворсинки, которые были хорошо видны на
жесткой подложке (чашке Петри), исчезали (или
их количество значительно уменьшалось) на мяг-
ком гидрогеле. Следует отметить, что изображения
(рис. 1, а и 2, а) были получены с одинаковым
разрешением, с использованием капилляров с ради-
усами R = 45 нм, поэтому наблюдаемые изменения
были обусловлены изменениями структуры клеток
в результате изменения субстрата. Микровор-
синки — это пальцеобразные выступы, форма
которых контролируется актиновыми пучками
[25]. Franchi и др. авторы с помощью СЭМ-анализа
показали, что для раковых клеток MCF-7 плотно
упакованные коллагеновые волокна, служившие
субстратом для клеток, стимулировали развитие
множества цитоплазматических микроворсинок,
в отличие от низкоконцентрированного субстрата,
покрытого коллагеном I типа, что согласуется
с нашими наблюдениями [26].

2.3. Сравнение топографии и механических
свойств клеток SH-SY5Y на контроле

и гидрогеле Fmoc-FF

Сравнивая топографию клеток на чашке Петри
(рис. 1, a) и гидрогеле и (рис. 2, a), можно увидеть,
что форма клеток SH-SY5Y изменяется: при раз-
мещении на жесткой чашке Петри клетки имеют
более вытянутую и сплющенную форму, тогда как
при размещении на мягком гидрогеле клетки име-
ют округлую форму. Профили клеток, размещен-
ных на чашке Петри и гидрогеле Fmoc-FF, пред-
ставлены на рис. 3, a.

Для каждого образца было обработано более
40 клеток. На рис. 3, б представлена типичная ги-
стограмма распределения модуля Юнга для кле-
ток SH-SY5Y, помещенных на чашку Петри (кон-
троль, черные линии) и гидрогель Fmoc-FF (крас-
ные линии). Следует отметить, что распределение,
соответствующее SH-SY5Y на системе гидрогеля
Fmoc-FF, имело бимодальный характер, обуслов-
ленный двумя компонентами: клетками SH-SY5Y
и гидрогелем. На рис. 3, в видно, что клетки, рас-
положенные на жесткой подложке, характеризова-
лись большим модулем Юнга по сравнению с клет-
ками, расположенными на гидрогеле Fmoc-FF.
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ба

z, мкм E, Па

Рис. 1. а — Изображение СИПМ-топографии клеток SH-SY5Y, помещенных на культуральную чашку Петри; б —
распределение модуля Юнга для клеток SH-SY5Y, помещенных на культуральную чашку Петри. Масштабный
отрезок 5 мкм

ба

z, мкм Е, Па

Рис. 2. a — Изображение СИПМ-топографии клеток SH-SY5Y, помещенных на гидрогель Fmoc-FF; б — распре-
деление модуля Юнга для клеток SH-SY5Y, помещенных на гидрогель Fmoc-FF. CFmoc-FF = 0.6%. На вставке
рис. 2, a изображена топография гидрогеля Fmoc-FF, полученная методом СИПМ. Масштабный отрезок 5 мкм

вба

Рис. 3. а — Профили клеток SH-SY5Y, помещенных на чашку Петри (черная линия) и гидрогель Fmoc-FF (крас-
ная линия); б — гистограмма распределения модуля Юнга для клеток SH-SY5Y, помещенных на чашку Петри
(контроль, черные линии) и гидрогель Fmoc-FF (красные линии); в — значения модулей Юнга клеток SH-SY5Y,
помещенных на чашку Петри и гидрогель Fmoc-FF

2.4. Выживаемость клеток SH-SY5Y,
расположенных на контроле и гидрогеле

Fmoc-FF

Клетки SH-SY5Y помещали на гидрогель
Fmoc-FF, который формировали на конфокальных

чашках Петри, и промывали в течение 2 дней
буфером PBS, чтобы удалить избыток ДМСО
и установить pH гидрогеля на уровне 7.3 [17]. По-
сле этого образцы подвергались УФ-стерилизации.
Через два дня был проведен тест на выживаемость
(live/dead test) с использованием C12-резазурина,
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Рис. 4. Оптические изображения клеток SH-SY5Y на а — чашке Петри, г — гидрогеле Fmoc-FF. Флуоресцентное
изображение мембран метаболически активных клеток, адгезированных на б — чашке Петри и д — гидрогеле
Fmoc-FF. Флуоресцентное изображение клеток с поврежденной мембраной, адгезированных на в — чашке Петри
и е — гидрогеле Fmoc-FF

красителя клеточных мембран, указывающего
на метаболически активные клетки (красный),
и DAPI, красителя ДНК, указывающего на
мертвые клетки (синий) (см. рис. 4).

Live/dead test показал, что на гидрогеле Fmoc-FF
преобладала популяция красных клеток. Однако
было обнаружено и небольшое количество синих
(мертвых) клеток (было изучено более 20 изоб-
ражений, каждое из которых содержало около
50 клеток).

3. ОБСУЖДЕНИЕ

Основной целью данной работы было исследова-
ние топографии и механических свойств системы
живая клетка — мягкий гидрогель с помощью СИ-
ПМ. Получено количественное наномеханическое
распределение системы «клетки — мягкий гидро-
гель», см. рис. 2, б, что позволяет оценить механиче-
ские свойства как мягкого биоматериала, так и рас-
положенных на нем клеток. Были получены следу-
ющие значения модуля Юнга, полученные для кле-
ток SH-SY5Y, помещенных на чашку Петри и на
собирающийся гидрогель Fmoc-FF: 1015 ± 55 Па
и 750 ± 75 Па. При этом жесткость самого гидро-
геля составляла 340 ± 60 Па. Механические свой-
ства клеток могут измениться из-за цитоскелетных
изменений в ответ на жесткость подложек или это
быть результатом вдавливания подложки, которая
мягче самих клеток.

В экспериментах СИПМ при адгезии SH-SY5Y на
мягких гидрогелях наблюдалось очевидное измене-
ние формы клеток по сравнению с жесткой чашкой
Петри (см. рис. 3). Круглая форма клеток, адгези-
рованных на биоматериале, по сравнению с распла-
станной формой SH-SY5Y, размещенных на чашке
Петри, может быть объяснена изменением жестко-
сти подложки, согласуется с исследованиями пря-

мого влияния жесткости матрицы на форму кле-
ток [27–29]. Было показано, что подобные измене-
ния морфологии клеток в ответ на жесткость под-
ложки связаны с изменением цитоскелета, в частно-
сти плотности и длины актиновых волокон. Здесь
следует отметить, что не только жесткость подлож-
ки, но и различные функциональные группы, со-
держащиеся в гидрогелях Fmoc-FF и на культу-
ральных чашках Петри, могут влиять на измене-
ние формы клеток SH-SY5Y, что является еще од-
ним фактором, влияющим на топографию клеток,
адсорбированных на подложке [30]. Анализ биосов-
местимости (live/dead test) клеток SH-SY5Y на гид-
рогеле Fmoc-FF, CFmoc-FF = 0.6%, показал, что
гидрогель Fmoc-FF плохо подходит для использо-
вания этого биоматериала в качестве скаффолда,
т. к. при адгезии клеток на нем помимо метаболиче-
ски активных клеток (краситель C12-resazurin) при-
сутствовали и мертвые клетки (краситель DAPI).
Для решения данной проблемы в гидрогель мо-
гут быть встроены вещества для увеличения выжи-
ваемости клеток такие. К таким веществам отно-
сится хитозан, который является полисахаридом,
полученным из природного хитина, и привлекает
внимание в области тканевой инженерии благода-
ря своей способности повышать жизнеспособность
клеток [31], биосовместимости и биодеградируемо-
сти [32]. Кроме того, интересным представляется
вопрос, является ли низкая биосовместимость ге-
ля с клетками результатом метода приготовления
гидрогеля и наличия в его составе диметилсуль-
фоксида (ДМСО), присутствие которого может па-
губно сказываться на выживаемости клеток или
же на данный параметр влияет пептидный состав
гидрогеля. Для выяснения этого вопроса в даль-
нейшем предполагается использовать другой спо-
соб приготовления геля — методом смены pH среды
и сравнить выживаемость клеток SH-SY5Y на гид-
рогелях Fmoc-FF, сформированных разными спо-
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собами. Встраивание в структуру гидрогеля хито-
зана и использование другого метода формирова-
ния гидрогеля (метод смены pH) будут являться во-
просом дальнейший исследований для улучшения
биосовместимости гидрогеля Fmoc-FF с клетками
SH-SY5Y.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе был использован неинвазивный
метод — сканирующая ион-проводящая микроско-
пия, для исследования механических свойств си-
стемы «клетка — мягкий гидрогель» на примере
клеток человеческой нейробластомы SH-SY5Y. Бы-
ло получено распределение модуля Юнга системы
«клетка — мягкий гидрогель» с высоким разреше-

нием в водном растворе, R = 45 нм. Такое измере-
ние дает возможность изучить мгновенное измене-
ние механических свойств клеток в ответ на пове-
дение скаффолда. Проведенная процедура может
быть адаптирована для исследования любой систе-
мы клетка — мягкий гидрогель с целью выявления
наиболее биосовместимого мягкого гидрогеля для
применения в регенеративной медицине.

Вся работа кроме экспериментов по оценке био-
совместимости гелей выполнена при финансовой
поддержке РНФ (грант № 23-75-00007). Экспери-
менты по оценке биосовместимости гелей выполне-
ны в рамках Программы развития Междисципли-
нарной научно-образовательной школы Московско-
го университета «Фотонные и квантовые техноло-
гии. Цифровая медицина» (проект № 23-Ш06-03).
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Hydrogels are currently gaining interest due to their unique characteristics for use in various applications
such as regenerative medicine, 3D cell culturing and drug delivery. The main challenge in the application of
hydrogels in tissue engineering is the accurate assessment of their mechanical characteristics. In this work, a
non-invasive scanning ion-conduction microscopy (SICM) method is used to determine the stiffness of living
human neuroblastoma SH-SY5Y cells grown on a soft, self-organizing hydrogel made of Fmoc-FF peptide.
Young’s modulus for SH-SY5Y cells decreases with increasing substrate stiffness, with values of 1015 Pa and
750 Pa on petri dish and Fmoc-FF hydrogel, respectively. This method enables simultaneous investigation of
the stiffness of living cells and soft hydrogels, which is promising in the field of regenerative medicine.
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