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РЕФЕРАТ 
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Магистерская диссертация посвящена разработке способа получения 

биосовместимых композиционных материалов медицинского назначения на основе 

гидроксиапатита (ГА) и сополимера лактид-гликолид и исследованию их поверхностных, 

физико-химических и биологических свойств.  

Объектами исследования являлись гидроксиапатит, сополимер лактид-гликолид и 

керамические композиционные материалы на их основе. 

Для изучения свойств полученных образцов использованы методы: ИК-

спектроскопия, рентгенофазовый анализ, сканирующая электронная микроскопия, 

рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия, определение пористости 

низкотемпературной адсорбции азота по методу БЭТ, а также метод оценки 

биологической активности в растворе SBF и тест на жизнеспособность макрофагов с 

индикатором Alamar Blue. 

В результате проделанной работы разработан новый способ получения композитов, 

исследованы композиты с соотношениями ГА:СЛГ (95:5, 93:7, 83:17), подобрано 

оптимальное соотношение компонентов, исследован ряд поверхностных, физико-

химических и биологических свойств композитов, таких как состав, морфология,  

удельная поверхность, пористость, биоактивность и цитотоксичность материалов. 

Магистерская диссертация содержит 66 страниц, включает 29 рисунков, 24 

таблицы, 77 литературных ссылок. 
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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

ГА – гидроксиапатит 

СЛГ – сополи(лактид-гликолид) 

SBF – Simulated Body Fluid, раствор искусственной межтканевой жидкости 

К1 – композиционный материал с соотношением ГА:СЛГ 95:5  

К2 – композиционный материал с соотношением ГА:СЛГ 93:7 

К3 – композиционный материал с соотношением ГА:СЛГ 83:17 

К1 ГА – керамический ГА каркас с 10% пористости 

К2 ГА – керамический ГА каркас с 25% пористости 

К3 ГА – керамический ГА каркас с 50% пористости 
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ВВЕДЕНИЕ 

Ожидаемая продолжительность жизни человека резко возросла с момента открытия 

антисептиков, антибиотиков, развития гигиены и вакцинации. Поскольку средний возраст 

населения развитого мира постоянно увеличивается, существует большая и растущая 

потребность в материалах для замены больных и поврежденных тканей. В настоящее 

время существует два возможных метода лечения заболеваний костей, для которых 

применяется замена твердых тканей (Рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1. Методы замены костной ткани 

 

Хотя аутотрансплантат предпочтительнее, он имеет ограниченный запас и не 

обладает механической целостностью. Альтернативными источниками твердых тканей 

являются другие люди (аллотрансплантация) или животные (ксенотрансплантация). 

Аллотрансплантаты и ксенотрансплантаты подходят по механическим и структурным 

характеристикам, но повышают риск передачи болезни и иммунологической реакции 

организма. Поэтому существует потребность в разработке синтетических биоматериалов 

для замены костной ткани. Поскольку минеральный компонент кости состоит в основном 

из солей фосфата кальция, кальций-фосфатные материалы стали широко использоваться в 

качестве заменителей костей [1]. Материалы фосфатов кальция являются 

остеокондуктивными, т.е. могут стимулировать локальное формирование кости. Введение 

полимерной составляющей позволяет улучшить биосовместимость материалов, их 

поверхностные и механические свойства. 

Цель работы заключается в установлении влияния содержания порообразователя 

на состав и структуру композиционных материалов на основе ГА и СЛГ, исследовании 

физико-химических, поверхностных, биологических свойств.  
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1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Химический состав и строение костной ткани 

Биологические твёрдые ткани являются минерально-органическими композитами 

со сложной микроструктурой. При разработке новых материалов для изготовления 

медицинских имплантатов важно знать физические, химические и механические свойства 

естественной кости, потому что они дают необходимые количественные ориентиры.  

1.1.1 Химический состав костной ткани 

Кость – это живая ткань, состоящая преимущественно из минерального 

(неорганического) материала и белка (органического материала). Биологический 

компонент включает клетки, жиры, природные полимеры, такие как полисахариды, 

коллаген и полифосфаты [2]. Основными составляющими кости являются: минералы 

фосфата кальция (~70 мас.%), коллаген (~22 мас.%), вода (~ 8 мас.%) [3, 4].  

Твердость и жесткость кости обеспечивают фосфаты кальция в виде 

кристаллического гидроксиапатита и аморфного фосфата кальция с небольшим 

количеством включенных ионов, таких как CO3
2-

, Mg
2+

, Fe
2+

, Na
+
, K

+
 и F

-
, Cl

-
. Иногда 

могут быть найдены некоторые специфические тяжелые металлы, например, Ba
2+

, S
2+

, 

Pb
2+

. Среди этих второстепенных ионов наиболее важны карбонаты (7,4 мас.%), натрий 

(0,9 мас.%) и магний (0,72 мас.%). Соотношение в кости кристаллической структуры и 

аморфной зависит от многих факторов, таких как возраст человека, здоровье и др. 

Кристаллы гидроксиапатита представляют собой иглы длиной до 60 нм, шириной около 

20 нм и толщиной до 5 нм. В костной ткани гидроксиапатит имеет примеси ионов F
-
, 

Mg
2+

, Na
+
 и др. Апатит костной ткани – всегда кальций-дефицитный и содержит карбонат-

группы. Минеральные компоненты, присутствующие в кости и гидроксиапатите, 

приведены в Таблице 1.1 [5]. 

 

Таблица 1.1 – химический состав человеческой кости и гидроксиапатита  

Состав Неорганическая компонента кости, масс % Гидроксиапатит 

Кальций 34,8 39,6 

Фосфор 15,2 18,5 

Ca/P мол. 1,71 1,67 

Натрий 0,9 - 

Магний 0,72 - 

Калий 0,03 - 
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CO3
2-

 7,4 - 

Фтор 0,03 - 

Хлор 0,13 - 

P2O7
4-

 0,07 - 

 

Коллагены в составе костной ткани представляют собой волокнистые белки, 

состоящие из макромолекул тропоколлагена [6]. Коллаген обеспечивает прочность и 

эластичность костной ткани. В костной ткани коллаген расположен в виде микроволокон, 

которые образуются путём агрегации микрофибрилл. Первичная структура коллагена 

представляет собой повторяющуюся последовательность триад аминокислот, одна из 

которых всегда глицин, вторую позицию занимает лизин или пролин, а третью – любая 

другая аминокислота [7]. Микроскопические коллагеновые волокна имеют толщину 80-

100 нм и 100-2000 нм в диаметре [8]. Другие органические материалы, типа белков, 

полисахаридов, липидов и т.д., представлены в малых количествах. 

 Механические качества костей обеспечиваются физико-химическим единством 

органических и неорганических веществ, а также архитектурой костной ткани. 

Преобладание в кости органических веществ обеспечивает ей большую упругость, 

эластичность. При изменении соотношения в сторону преобладания неорганических 

веществ кость становится ломкой, хрупкой. 

 

1.1.2 Клетки костной ткани 

Костные клетки играют важную роль в поддержании и ремоделировании 

структуры кости. В матрице кости имеется пять типов костных клеток (Рисунок 1.1). 

Костные клетки включают остеобласты, остеокласты, остеоциты, клетки-

предшественники остеобластов (стволовые стромальные клетки красного костного мозга, 

периваскулоциты кровеносных сосудов микроциркуляторного русла, клетки надкостницы 

и др.) и выстилающие клетки кости (КВК неактивные остеобласты) [1, 9]. Остеобласты, 

остеокласты и КВК представлены на поверхности кости, однако остеоциты 

инкапсулированы в неорганический матрикс. 
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Рисунок 1.1 – Схема локализации клеток костной ткани в кости [10] 

 

Костные клетки – остеоциты, находятся в лакунах, распределенных по всему 

основному веществу. Лакуны соединяются между собой тонкими канальцами, 

содержащими отростки остеоцитов. Через эти канальцы проходят кровеносные сосуды. 

От каждой лакуны отходит наподобие лучей много тонких канальцев, содержащих 

цитоплазму (отростки остеоцитов), которые могут соединяться с центральным гаверсовым 

каналом, с другими лакунами или тянуться от одной костной пластинки к другой.  

Остеобласты. Остеобласты образуются из мезенхимальных стволовых клеток, 

изначально плюрипотентных, которые могут также дифференцироваться в клетки 

мышечной, хрящевой и фиброзной ткани, а также в адипоциты. Вероятно, имеются клетки 

предшественники, которые могут далее дифференцироваться только в остеобласты. Эти 

клетки предшественники остеобластов присутствуют в надкостнице и строме костного 

мозга.  

Остеобласты функционально и морфологически гетерогенны. Они имеют 

рецепторы для факторов (паратиреоидный гормон (ПТГ), кальцитриол, глюкокортикоиды, 

половые гормоны, соматотропин и тиреотропин, интерлейкин-1, фактор некроза опухоли 

альфа, простагландины, инсулиноподобные факторы роста, трансформирующий фактор 

роста бета, факторы роста фибробластов), которые влияют на ремоделирование кости, и 

сами продуцируют много регуляторов роста кости. 

Как только продукция остеобластами коллагеновых и неколлагеновых белков 

завершается, некоторые остеобласты внедряются в толщу матрикса и становятся 

остеоцитами. Остеобласты и остеоциты соединяются друг с другом многими клеточными 

отростками, которые лежат в канальцах в пределах кости. Этот синцитий 

взаимосвязанных клеток вероятно важен для ощущения механических сил. Большинство 

остеобластов либо остается на поверхности кости и рассредоточивается в виде 

расплющенных клеток, либо подвергается запрограммированной клеточной смерти 
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(апоптозу). Остеобласты сохраняют соединения с остеоцитами, которые могут быть 

необходимы для передачи сигналов активации во время ремоделирования. 

Остеоциты представляют собой зрелые остеобласты в костной матрице и 

считаются ответственными в том числе за поддержание остеобластов [4]. Каждый 

остеоцит образуется из остеобласта путем комплексного изменения формы и активности. 

Функция остеоцитов спорна, но, скорее всего, они действуют как механический и 

метаболический насос для костного лимфатического потока, регулятор минерализации, 

что позволяют костям реагировать на применение приложенных нагрузок [2]. 

Остеокласты – это крупные многоядерные клетки, которые резорбируют кость, 

растворяя соли и разрушая матрикс. Активные остеокласты обычно имеют от 2 до 5 ядер, 

но могут иметь и больше. Они богаты цитоплазмой, имеют множество аппаратов Гольджи 

и много митохондрий и лизосом. Активно резорбирующие остеокласты крепко 

прикреплены к кости зоной мембраны, которая относительно лишена субклеточных 

частиц. Эта область называется "чистой" зоной, хотя лучший термин – зона 

"изолирования"; так как она как бы герметизирует область действия ферментов. Вторая 

(внутренняя) зона – наиболее обширная, богатая цитоплазматическими выростами 

(гофрированная каемка), является областью абсорбции и секреции гидролитических 

ферментов, где имеет место резорбция кости. В том месте, где остеокласт соприкасается с 

костным веществом, образуется лакуна. Часто наблюдаются группы остеокластов, 

которые либо располагаются на поверхности лакун Хоушипа, либо образуют туннели в 

кортикальной кости, формируя гаверсовы каналы. Продолжительность жизни 

остеокластов может составлять от 3 до 4 недель, затем они теряют ядро апоптозом и 

становятся неактивными. Остеокласты связаны с моноцитарно-макрофагальными 

клетками и образуются из гранулоцитов – макрофагальных колониеобразующих единиц. 

Макрофагальный колониестимулирующий фактор необходим для начала 

дифференциации остеокластов. Клетки предшественники остеокластов присутствуют в 

костном мозге, селезенке, и в небольшом количестве в циркуляции. Во время развития 

предшественники остеокластов вероятно мигрируют в кость из экстрамедуллярных 

участков гемопоэза [11]. 

Клетки-предшественники остеобластов дифференцируются из клеток, 

присутствующих в костном мозге или индуцирующем агенте, способном образовывать 

кость. Они расположены в надкостнице и костном мозге [12]. Из клеток остеопрогенитор 

дифференцируются остеобласты и остеоциты [2]. 

Выстилающие клетки костной ткани представляют собой плоские мезенхимальные 

клетки, которые инактивируют линию поверхности кости. Они содержат наибольшую 
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долю мембран во взрослом скелете, отделяют костные жидкости от промежуточных 

жидкостей и регулируют минеральный гомеостаз. КВК также рассматриваются как 

поддерживающие клетки для остеоцитов [9]. 

1.1.3 Естественная регенерация костной ткани 

В костной ткани в течение всей жизни человека происходит непрерывное 

ремоделирование костной ткани, представляющее собой взаимосвязанные процессы 

разрушения и созидания.  

Цикл ремоделирования кости начинается с активации, опосредованной клетками 

остеобластного происхождения. Активация может включать остеоциты, "обкладочные 

клетки" (отдыхающие остеобласты на поверхности кости), и преостеобласты в костном 

мозге. Точно ответственные клетки остеобластного происхождения не были полностью 

определены. Эти клетки подвергаются изменениям формы и секретируют коллагеназу и 

другие ферменты, которые лизируют белки на поверхности кости; они также выделяют 

фактор, который назван остеокласт дифференцирующим фактором (ОДФ). 

Последующий цикл ремоделирования состоит из трех фаз: резорбция, реверсия и 

формирование (Рисунок 1.2) [11]. 

 

 

Рисунок 1.2 – Цикл ремоделирования кости [13]  

 

Резорбция кости 

Резорбция костной ткани связана с активностью остеокластов, которые являются 

фагоцитами для кости. Энзимы из остеокластов растворяют органический матрикс, а 

кислоты растворяют костные соли. Остеокласты регулируются ПТГ; увеличение ПТГ 

вызывает увеличение количества и активности остеокластов, и таким образом, увеличение 

костной резорбции; снижение ПТГ производит обратный эффект. Постоянный обмен 

костных солей обеспечивает ремоделирование кости для поддержания прочности ее на 
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протяжении жизни. Остеокластическая резорбция может начинаться с миграции частично 

дифференцированных мононуклеарных преостеобластов к поверхности кости, которые 

затем сливаются с образованием крупных многоядерных остеокластов, которые 

требуются для резорбции кости. Остеокласты удаляют минералы и матрикс до 

ограниченной глубины на трабекулярной поверхности или в пределах кортикальной 

кости; в результате пластинки остеона разрушаются и на его месте образуется полость. 

Пока неясно, что останавливает этот процесс, но вероятно могут вовлекаться высокие 

местные концентрации кальция или веществ, высвобождаемых из матрикса.  

Реверсия кости 

После завершения остеокластической резорбции имеется фаза реверсии, во время 

которой мононуклеарные клетки (МК), возможно моноцитарно/макрофагального 

происхождения, появляются на поверхности кости. Эти клетки готовят поверхность для 

новых остеобластов, чтобы начать образование кости (остеогенез). Слой богатого 

гликопротеидами вещества откладывается на резорбированной поверхности, так 

называемая "цементирующая линия", к которой могут приклеиваться новые остеобласты. 

Остеопонтин может быть ключевым белком в этом процессе. Клетки на месте 

реверсирования могут также обеспечивать сигналы для дифференциации и миграции 

остеобластов.  

Образование кости 

Фаза формирования продолжается до полного замещения резорбированной кости и 

пока полностью не сформируется новая костная структурная единица. Когда эта фаза 

завершена, поверхность покрывается сглаженными выравнивающими клетками, и имеется 

длительный период отдыха с небольшой клеточной деятельностью на поверхности кости, 

пока новый цикл ремоделирования не начинается. Основные этапы образования кости 

представлены на Рисунке 1.3.  
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Рисунок 1.3 – Шаги кальцификации кости 

 

Стадии цикла моделирования имеют различную продолжительность. Резорбция 

вероятно продолжается приблизительно две недели. Фаза реверсии может длиться до 

четырех или пяти недель, в то время как фаза формирования может продолжаться в 

течение четырех месяцев до тех пор, пока новая структурная единица полностью не 

сформируется. 

 

1.2 Особенности имплантации костной ткани 

1.2.1 Классификация материалов для костной имплантации 

В современной медицине в качестве материалов для медицинских имплантатов 

используют биосовместимые полимеры, металлы и сплавы, керамику и композиционные 

материалы (Рисунок 1.4, Таблица 1.2).  
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Рисунок 1.4 – Материалы для восстановления костной ткани 

 

Полимеры 

Полимеры являются удобными материалами для биомедицинского применения и 

используются в сердечно-сосудистых устройствах для замены и пролиферации различных 

мягких тканей. Существует большое количество полимерных материалов, которые могут 

быть использованы в качестве имплантатов. Нынешнее их применение включает в себя 

сердечные клапаны, искусственные сердца, сосудистые трансплантаты, грудные протезы, 

стоматологические материалы [14], контактные и интраокулярные линзы [15], покрытия 

для медицинских изделий, хирургические материалы тканевые клеи [16] и т.д. Состав, 

структура и строение макромолекул определяют свойства полимеров [17]. Кроме того, 

универсальность в применении позволяет изготавливать полимеры с различной 

структурой и составом в соответствии с физико-химическими, межфазными и 

биомиметическими свойствами для удовлетворения конкретной цели. Преимущества 

полимерных биоматериалов перед другими классами материалов: легкость изготовления, 

простота вторичной переработки, заданные механические и физические свойства, 

приемлимая стоимость [18].  

 

Металлы 

Металлические имплантаты имеют огромное клиническое значение в медицинской 

области уже долгое время. Металлы и сплавы, которые используются в качестве 

медицинских материалов, включают нержавеющую сталь, титан и его сплавы, 

кобальтохромовые сплавы, алюминиевые сплавы, ниобий-циркониевые и вольфрамовые 

тяжелые сплавы. Быстрый рост и развитие в области биоматериалов создал возможность 

для разработки многих медицинских изделий из металла, таких как зубные имплантаты, 

черепно-лицевые пластины и винты, части искусственного сердца, кардиостимуляторы, 

клапаны, устройства для фиксации костей, стоматологические материалы [17]. 
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Хотя есть и другие классы материалов, из которых могут быть получены 

биоматериалы, инженеры предпочитают металлы в качестве основы для разработки 

необходимых материалов. Основными критериями при отборе металлических материалов 

для биомедицинского применения являются их отличная биосовместимость, подходящие 

механические свойства, хорошая коррозионная стойкость и низкая стоимость [19]. 

По сравнению с полимерами, металлы имеют более высокие конечную прочность 

на разрыв и модуль упругости, но более низкую деформацию на разрыв. По сравнению с 

керамикой, металлы имеют более низкие прочность и упругость при более высоких 

деформациях на разрыв [20]. 

В биологической среде, когда металл на основе биоматериала имплантируется, 

поверхность материала может деградировать с выделением некоторых побочных 

продуктов. Вследствие этого процесса происходят взаимодействия между металлической 

поверхностью имплантата и клетками и тканями. Этот фактор стимулирует современных 

исследователей к изучению свойств поверхности металлических изделий с целью 

разработки биосовместимых материалов [17]. 

 

Композиционные материалы 

Композиты конструкционных медицинских материалов содержат два или более 

физических и/или химических равномерно распределенных составляющих, которые 

имеют отличные физические свойства, от тех, которые они проявляют по отдельности. 

Композиционные материалы имеют одну непрерывную объемную фазу под названием 

«матрица» и одну или более дисперсные фазы – армирующий наполнитель, который, как 

правило, имеет отличные от матрицы механические/биологические свойства. Композиты 

обладают уникальными свойствами и, как правило, прочнее, чем любой из отдельных 

материалов, из которых они изготовлены, следовательно, применяются к некоторым 

сложным проблемам, где необходимо врастание ткани. В последние годы научные 

исследования сфокусированы на разработке различных биомедицинских композиционных 

материалов, потому что могут быть отличной альтернативой заменяемым тканям [21].  

Композиты с пористой структурой, полученные из комбинаций частиц биостекла и 

биоразлагаемых полимеров, с механическими свойствами, близкими к губчатой кости 

могут быть использованы как материал для имплантатов [22]. 

Основным преимуществом композиционных биоматериалов является то, что, хотя 

по отдельности металлы или керамические материалы имеют недостатки, такие как низкая 

биосовместимость и коррозия для металлов, хрупкость и низкая прочность на разрыв для 

керамических материалов, композитные материалы обеспечивают альтернативный 



16 

маршрут для улучшения многих нежелательных свойств гомогенных материалов 

(металлов или керамики). 

 

Керамика 

Керамика  другой класс материалов, применяемый для проектирования 

биоматериалов. Использование керамики мотивируется её инертностью в организме, 

возможностью её формования с различной пористостью, высокой прочностью на сжатие, 

и отличными характеристиками износа. Керамика используется в качестве частей опорно-

двигательного аппарата, протезов бедра, колени, искусственных костных имплантатов, 

стоматологических и ортопедических имплантатов, сердечные клапанов, и покрытий для 

повышения биосовместимости металлических имплантатов. Хотя керамика используется 

для проектирования биоматериалов, она гораздо менее предпочтительна, чем металлы или 

полимеры из-за её хрупкости и низкой прочности на растяжение. Тем не менее, 

биокерамика фосфатов, широко применяется как биоматериалы с высокой 

биосовместимостью и интеграцией костной ткани, так она наиболее близка по составу к 

минеральной части костей [23, 24]. 

 

Таблица 1.2 – Классы материалов, которые используются для разработки биоматериалов, 

их преимущества и недостатки [25]  

Класс материалов Преимущества Недостатки 

Полимеры (нейлон, 

силиконы, тефлон) 

Эластичность 

Легкость изготовления 

Низкая прочность 

Деформация со временем 

Металлы (титан, 

кобальтохромовые сплавы, 

нержавеющие стали, золото) 

Жёсткость 

Прочность 

Пластичность 

Высокая плотность 

Низкая коррозийная 

устойчивость 

Композиты различного 

состава 

Возможность задать 

свойства (индивидуальные, 

спец. предназначенные) 

Прочность 

Сложность изготовления 

Керамика (оксид алюминия, 

углерод, гидроксиапатит) 

Биосовместимость 

Инертность 

Высокая прочность на 

сжатие 

Хрупкость 

Высокий модуль упругости  

Сложность изготовления 

Низкая усталостная 

стойкость 
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1.2.2 Биоактивная керамика на основе гидроксиапатита, ее применение 

Гидроксиапатит Ca10(PO4)6(OH)2 – минерал из группы апатита (Рисунок 1.5). Белый 

кристаллический порошок, имеет низкую растворимость в воде. Разрушается при нагреве 

свыше 1100 °С. 

 

 
(а) (б) 

 

Рисунок 1.5 – Структура гидроксиапатита (а), свойства ГА (б) 

 

Гидроксиапатит является основной минеральной составляющей костей (около 50 % 

от общего веса кости) и зубов (96 % в эмали). Бывает синтетического и природного 

происхождения. В медицине синтетический гидроксиапатит используется как 

наполнитель, замещающий части утерянной кости (в травматологии и ортопедии, 

хирургии кисти), и как покрытие имплантатов, способствующее нарастанию новой кости. 

В стоматологии гидроксиапатит применяется в зубных пастах, как элемент 

реминерализующий и укрепляющий зубную эмаль (Рисунок 1.6) [26]. 

Из всех материалов, которые можно использовать для имплантации, наиболее 

перспективна керамика на основе гидроксиапатита (Рисунок 1.5), по химическому и 

фазовому составу аналогичная минеральной компоненте костной ткани [27]. 
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Рисунок 1.6 – Применение ГА в медицине 

 

Керамика на основе фосфата кальция может быть изготовлена с применением 

различных технологий, выбор которых зависит от требований к микроструктуре и 

свойствам материала.  

При этом использование гидроксиапатитной керамики для замещения дефектов 

кости связано с определенными сложностями, поскольку керамическим имплантатам 

трудно придать требуемую форму для точного заполнения дефекта, обеспечив при этом 

плотное прилегание имплантата к костной ткани, необходимое для образования 

соединения между ними in vivo. 

Однако, несмотря на то, что керамика из гидроксиапатита биосовместима, 

основным её недостатком является хрупкость. 

 

1.2.3 Биоразлагаемые полимеры, их применение 

До недавнего времени основное внимание исследователей было сосредоточено на 

синтезе инертных по отношению к окружающей среде полимеров, не теряющих со 

временем своих эксплуатационных свойств, т.е. обладающих высокой биоустойчивостью 

– способностью материала противостоять комплексному воздействию окружающей среды 

и тканей, сохраняя при этом свои исходные физико-химические, механические и 

биологические, а также функциональные свойства. 
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Противоположным биоустойчивости свойством является биодеградация. 

Биодеградация  ̶  процесс деградации нежизнеспособных материалов при контакте с 

живыми тканями, клетками и биологическими жидкостями. Полимер считается 

биоразлагаемым, если вся его масса разлагается в почве или воде за период в шесть 

месяцев. 

С ростом количества полимерных отходов в мире более актуальной стала проблема 

производства биоразлагаемых полимеров, способных в достаточно короткий срок 

деградировать до углекислого газа и воды. Такие полимеры применяются для 

производства пищевой и строительной упаковки, одноразовой посуды, пакетов и мешков. 

Другое перспективное направление для применения биоразлагаемых материалов, 

которое активно развивается в последнее время – это изделия и системы медицинского 

назначения. Большинство медицинских изделий должны функционировать в организме 

только ограниченное время. 

Большинство биоразлагаемых пластмасс относятся к классу полиэфиров, хотя 

некоторые производятся из других материалов (Таблица 1.3), таких как, например, 

модифицированный крахмал [28, 29].  

 

Таблица 1.3 – Классификация биоразлагаемых полимеров по виду сырья для их получения  

Сырье Биоразлагаемые полимеры 

Возобновляемое, животного 

происхождения 

Белки, жиры, грибы, полисахариды, 

получаемые с помощью бактерий 

Кератин, фиброин, коллаген, эластин, воски, 

ацетотологлицериды, пуллулан, эльсинан, 

алифатические полиэфиры природного 

происхождения (PHA, PHB, PHV) и 

синтетические (PLA) 

Возобновляемое, растительного 

происхождения 
Крахмал, целлюлоза, агар, пектин 

Невозобновляемое, нефтехимического 

происхождения 

Полиуретаны, полиэстрамиды, 

полиэфирамиды, ААС, ароматические 

полиэфиры (PCL, PBC, mPET, PEC) 

Смешанное Полиэфиры 

 

Полилактид и полигликолид – биоразлагаемые, биосовместимые, 

термопластичные, алифатические полиэфиры, мономерами которых являются молочная и 

гликолевая кислоты. Свойства зависят от стереохимического состава. Область 

применения включает в себя упаковочные материалы (в том числе сельскохозяйственного 

и строительного назначения), элементы внутренней отделки автомобилей, материалы и 

биокомпозиты медицинского назначения [30]. Полилактид является одним из лучших 
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материалов в области 3D печати, производства экологически чистой биоразлагаемой 

упаковки, одноразовой посуды, средств личной гигиены. Биоразлагаемые пакеты из ПЛ 

используются крупных торговых сетях. Ввиду своей биосовместимости, полилактид 

широко применяется в медицине, для производства хирургических нитей и штифтов, а 

также в системах доставки лекарств [31, 32]. 

 

Сополимер лактида и гликолида 

Полимеры на основе лактида и гликолида нашли мировое применение в медицине 

благодаря своей биосовместимости и способности разлагаться в живом организме без 

образования токсичных соединений.  

Биоразложение происходит преимущественно посредством гидролиза эфирных 

связей. Сначала снижается молекулярная масса (ММ) полимера, затем начинается унос 

продуктов деградации. В организме такие полимеры деградируют до молочной и 

гликолевой кислот, которые являются нормальными метаболитами и не оказывают 

токсического воздействия на организм. Скорость гидролиза зависит от размера и 

гидрофильности полимерного материала, степени кристалличности, рН и температуры 

среды и других факторов. Быстрее разлагаются полимеры с более низкой ММ, большей 

гидрофильностью и меньшей кристалличностью. 

Скорость биоразложения полилактида недостаточно велика. Возможность 

контролировать скорость биодеструкции дает введение сомономера и синтез сополимеров 

различного состава на основе лактида и гликолида.  

В таких сополимерах сочетаются свойства обоих полимеров. варьирование 

структуры макромолекулы и молекулярной массы позволяет получать целый диапазон 

свойств [33]. 

 

1.2.4 Разработка пористых материалов для замены костной ткани 

При изготовлении материалов для замены костной ткани применяется большое 

разнообразие методов и иногда их сочетание. Создавать сложные архитектуры с 

контролируемыми свойствами сложно с использованием классических методов получения 

пористой керамики. Появление проектируемой 3D-печати значительно повысило точность 

и воспроизводимость изготовления материалов, благодаря возможности контролировать 

микро- и макропористость и их структурные характеристики. К традиционным способам 

изготовления пористых материалов относят добавление порообразователя с последующим 

вымыванием, вспенивание, эмульгирование с последующей сублимационной сушкой, 

разделение фаз и электроспиннинг. Традиционные методы изготовления пористых 
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материалов в целом обеспечивают ограниченный контроль размера пор, геометрии и 

взаимозависимости, однако отличаются простотой и дешевизной (Таблица 1.4) [34]. 

 

Таблица 1.4 – Сравнение методов получения пористых материалов 

Способ 

изготовления 
Принцип действия Преимущества 

Отливка раствора с 

последующим 

удалением 

растворителя / 

частичное 

выщелачивание / 

вымывание 

растворимого 

порообразователя 

 

В этой методике используются 

порообразователи – вещества, которые 

могут быть диспергированы в 

несформованный материал и 

впоследствии растворены после 

формирования структуры, что 

приводит к образованию пор [35]. 

• Относительно простые 

методы, позволяющие 

создавать материалы с 

регулярной пористостью, 

контролируемым составом 

и размером пор. 

Вспенивание Метод создает пористую структуру за 

счет зарождения и роста пузырьков 

газа, диспергированных по всему 

полимеру [36]. 

• Устраняет использование 

химических растворителей 

Эмульгирование с 

последующей 

сублимационной 

сушкой 

Метод заключается в замораживании 

полимерного раствора, что приводит к 

образованию кристаллов 

растворителя, окруженных 

полимерными агрегатами. Затем с 

понижением давления до уровня ниже 

равновесного давления пара 

замороженного растворителя, 

растворитель подвергается 

сублимации газ из твердой фазы. 

Когда растворитель полностью 

сублимируется, остается сухой 

полимерный каркас со 

взаимосвязанной пористой структурой 

[37]. 

• Не требует использования 

твердого порообразователя 

Разделение фаз При растворении некоторых 

полимеров, таких как поли-L-лактид, в 

растворителе, он может стать 

термодинамически неустойчивым при 

низкой температуре и спонтанно 

разделиться на обогащенную 

• Отсутствует стадия 

вымывания 

порообразователя 

• Хорошо сочетается с 

другими методами 
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полимером и обогащенную 

растворителем фазу. Растворитель, 

который находится в обогащенной 

растворителем фазе, затем удаляется 

путем экстракции, выпаривания или 

сублимации. Это создает пористый 

каркас, так как удаление растворителя 

оставляет поры в полимерной матрице 

[38]. 

Электроспиннинг Метод использует внешнее 

приложенное электрическое поле для 

вытягивания заряженных нитей 

полимерных растворов или 

полимерных расплавов в виде тонких 

струй из капиллярной трубки в 

коллекторную пластину [39]. 

• Получаемые материалы 

имеют большую площадь 

поверхности, подходящую 

для прикрепления клеток 

• Простая и недорогая 

техника 

3D-печать Методы послойного создания 

физического объекта по цифровой 3D-

модели [40, 41]: 

 стереолитография; 

 выборочное лазерное 

спекание/сплавление; 

 моделирование методом 

наплавления; 

 микроэкструзия; 

 и др. 

 

• Получают сложные 

трехмерные структуры с 

высоким разрешением, 

контролируемым размером 

пор и морфологией во всем 

объёме материала, что 

благоприятно сказывается 

на интеграции с сосудистой 

системой организма. 

• В зависимости от 

используемой техники, 

клетки могут быть 

включены в материал 

непосредственно при 

изготовлении. 

 

К потенциальным ограничивающим факторам при выборе того или иного метода 

изготовления материала для замены костной ткани могут относиться [38]: 

1. Факторы, связанные с ограничением использования органических 

растворителей: 

• Использование органических растворителей препятствует включению 

клеток и биомолекул непосредственно в материал; 

• Используемые органические растворители могут быть токсичными для 

клеток. 
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2. Факторы, связанные с контролем свойств получаемых структур: 

• Неконтролируемая пористость (нерегулярная пористость, малый размер пор, 

закрытая пористость); 

• Ограниченные механические свойства; 

• Трудно включить точную микроархитектуру в конструкции. 

3. Экономически обусловленные факторы: 

• Длительное время обработки; 

• Высокие затраты на оборудование. 

4. Нежелательное изменение свойств материала при изготовлении: 

• Негативное влияние высокого давления на включение клеток 

непосредственно в материал; 

• Температурно-лабильные материалы могут быть денатурированы во время 

этапа прессования. 

 

1.3 Характеристики материалов для костной имплантации 

Идеальный материал для замены костной ткани обладает биосовместимостью, 

биоразлагаемостью, аналогичными натуральной кости, в которую он должен быть 

имплантирован, механическими свойствами и развитой структурой, облегчающей клеткам 

жизнедеятельность и циркуляцию в ней, что позволит с течением времени заменить 

имплантат новой костной тканью. 

1.3.1 Биологические характеристики  

Под биоматериалами подразумевают нежизнеспособный материал, 

предназначенный для контакта с живой тканью для выполнения функций медицинского 

назначения. Требования, предъявляемые к биоматериалам, различаются, в зависимости от 

области их применения. Однако общие требования включают в себя биологическую 

совместимость, стабильность функциональных свойств и возможность стерилизационной 

обработки [42].  

Биосовместимость – это обеспечение желаемой реакции живых тканей на 

нежизнеспособные биоматериалы. Биосовместимым является материал, который обладает 

способностью вырабатывать соответствующий отклик хозяина при специфическом его 

использовании. Биосовместимость – это не полное отсутствие токсичности или иных 

отрицательных свойств, а требование того, чтобы материал при имплантации вел себя 

адекватным образом, позволяющим выполнить поставленную задачу. 
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Основные свойства биосовместимых материалов: 

а) биоматериалы не должны вызывать местной воспалительной реакции; 

б) биоматериалы не должны оказывать токсического и аллергического действия 

на организм; 

в) биоматериалы не должны обладать канцерогенным действием; 

г) биоматериалы не должны провоцировать развитие инфекции; 

д) биоматериалы должны сохранять функциональные свойства в течение 

предусмотренного срока эксплуатации; 

е) биосовместимые материалы и устройства действуют или функционируют 

гармонично и согласованно при нахождении в организме или контакте с 

биологическими жидкостями, не вызывая заболевания или болезненных 

реакций. 

С точки зрения взаимодействия с костной тканью, биоматериалы разделены на: 

биотолерантные, биоинертные и биоактивные (Рисунок 1.7) [43].  

Биотолерантные материалы характеризуются включением в кость через механизм 

дистантного остеогенеза (процесс регенерации костной ткани вокруг имплантата). От 

костной ткани такие материалы отделены прорастающим фиброзным слоем. К 

биотолерантным материалам относят метакрилаты, витамины, сплавы хрома, кобальта, 

молибдена. 

Биоинертные материалы почти не взаимодействуют с окружающими тканями, не 

вызывают образования выраженного фиброзного слоя и стимуляцию остеогенеза. При 

этом кость может формироваться в непосредственной близости от поверхности 

имплантата. Биоинертные материалы представлены преимущественно диэлектриками, что 

препятствует проявлению электрохимических и гальванических явлений вокруг 

имплантата, и включают в себя металлокерамику из оксида титана, ванадия, циркония, 

алюминиевую керамику, титан, углерод. Никакой материал, имплантируемый в организм, 

не может считаться полностью инертным. 

Биоактивные материалы подразумевают взаимодействие с биологическими 

системами. В случае костных имплантатов это соединение материала с окружающей его 

костью за счет присутствия свободного кальция и фосфата на поверхности материала. 

Такие биоактивные материалы за счет остеоинтеграции способны выступать каркасом для 

роста костной ткани или стимулировать рост кости – то есть способствовать 

остеоиндукции и остеокондукции. К биоактивным материалам относят кальций-

фосфатную керамику, стекло, стеклянные керамики [28].  

 



25 

 

Рисунок 1.7 – Применение в медицине биосовместимых материалов и изделий  

 

1.3.2 Поверхностные свойства 

Инородные материалы при контакте с кровью способны вызывать коагуляцию 

крови или тромбообразование. Сопротивляемость биоматериала образованию тромбов 

называется тромборезистентностью. А сам аспект взаимодействия материала с кровью 

называется гемосовместимостью и является одним из важных аспектов биологической 

совместимости [44]. 

Существует несколько подходов к рассмотрению вопроса гемосовместимости.  

Согласно одному из них, гемосовместимость следует рассматривать во взаимосвязи 

с явлениями, происходящими на поверхности раздела фаз. Характеристиками материала в 

таком случае является целый ряд физико-химических свойств, среди которых можно 

назвать поверхностное натяжение, свободную поверхностную энергию, шероховатость 

поверхности, гидрофильность. 

Согласно второму подходу, важной характеристикой поверхности является ее 

заряд. Модель основана на том, что на любой абиотической поверхности происходит 

адсорбция протеинов крови. Природа адсорбированного слоя протеинов зависит от 

величины и разности потенциалов, которая появляется на поверхности. Чем больше 
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положительный потенциал поверхности по отношению к крови, тем вероятнее 

тромбообразование. 

Существует множество способов повышения биосовместимости материала 

модификацией поверхности [25, 44]: 

а) получение биоидентичных поверхностей путем обработки эндотелиальными 

клетками или белками; 

б) модификация поверхности гепарином, коллагеном, хитозаном и т.д.; 

в) ингибирование клеточной активации поверхностных микродоменов; 

г) покрытие поверхности биосовместимыми полимерами; 

д) модификация поверхности с гидрофильным слоем. 

 

1.3.3 Морфология поверхности 

Материалы для замены костной ткани 

Согласно классификации IUPAC, к макропорам относятся поры со средним 

диаметром > 50 нм, к микропорам – поры с диаметром < 2 нм, к мезопорам – поры 

промежуточного размера 2-50 нм. 

Размер остеобластов – костеобразующих клеток – составляет 15-20 мкм, однако из 

литературы известно, что для свободной циркуляции клеток костной ткани в кости и их 

жизнедеятельности диаметр макропор должен достигать 200 мкм [45]. Поэтому особый 

интерес представляют пористые материалы, по своей структуре максимально 

приближенные к костной ткани. Открытая пористая структура может обеспечить 

миграцию клеток и прорастание сосудов в процессе интеграции материала с костной 

тканью [27]. В зависимости от применения имплантата, может требоваться совершенно 

различная степень пористости материала (Рисунок 1.8). 
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Рисунок 1.8 – Пористость различных костей организма человека [46] 

 

Пористость структуры гидроксиапатитной керамики может достигаться 

различными способам: 

а) на стадии синтеза гидроксиапатита: по твердофазной реакции между брушитом и 

карбонатом кальция за счет выделения CO2 и воды в процессе синтеза; 

б) на стадии формования: добавление выгорающих органических/полимерных 

добавок или неорганических добавок с низкими температурами плавления с 

последующим обжигом.  

1.3.4 Механические характеристики 

Кость является твердым телом, для которого основными свойствами являются 

прочность и упругость. Прочность кости  это способность противостоять внешней 

разрушающей силе. Количественно прочность определяется пределом прочности и 

зависит от макро- и микроскопической конструкции и состава костной ткани. Что касается 

макроскопической конструкции, то каждая кость имеет специфическую форму, 

позволяющую выдерживать наибольшую нагрузку в определенной части скелета. 

Упругость кости  это свойство приобретать исходную форму после прекращения 

воздействия факторов внешней среды. Таким образом, механические свойства кости  

прочность и упругость  обусловлены оптимальной комбинацией содержащихся в ней 

органических и неорганических веществ [11]. 

Ряд характеристик для материалов, используемых для замены костной ткани, был 

обобщен в работе Rahaman et al. [47] и изложен ниже: 
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 Высокая прочность, модуль упругости, вязкость разрушения и устойчивость к 

усталости для поддержания механической надежности при сопротивлении 

деформации под нагрузкой; 

 Высокая коррозионная стойкость для биоинертности и биосовместимости in 

vivo; 

 Высокая твердость, обеспечивающая долговременную износостойкость. 

Хотя некоторые керамические материалы обладают превосходными свойствами с 

точки зрения их биосовместимости, они часто не соответствуют механическим 

требованиям, которые делают их пригодными для развития костной ткани [48]. Керамика 

является хрупкой, что объясняется высокопрочными ионными связями. Керамическим 

материалам не свойственна пластическая деформация, как, например, металлам, поэтому, 

при возникновении трещины, она будет разрастаться до разрушения материала [46]. В 

различных работах для достижения необходимых механических характеристик 

керамические материалы армируют введением полимерных волокон, включением частиц 

[46], нановолокон [49], углеродных нанотрубок [50, 51]. В то же время степень 

биоактивности напрямую зависит от объемной доли, размера, формы и локализации 

наполнителя. 
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2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

2.1 Приборы, реактивы и оборудование 

Для получения ГА использовали растворы кальция азотнокислого четырехводного, 

аммония фосфорнокислого двузамещенного, этилового спирта, а также водного раствора 

аммиака и дистиллированную воду.  

Для определения растворимости гидроксиапатита и содержания солей кальция и 

магния в растворе SBF (Simulated Body Fluid) во время SBF-исследования использовали 

раствор трилона Б. Ионная сила (I = 0,1) поддерживалась хлоридом натрия [52], реактивы, 

использованные для приготовления раствора SBF вынесены в Таблицу 2.5 в главе 2.2.2. 

Для исследования диффузионных характеристик образцов использовали родамин B. Для 

определения поверхностной энергии применяли этиленгликоль и дистиллированную воду. 

Для проведения теста на цитотоксичность применяли индикатор Alamar Blue. Растворы 

индикаторов, примененные для исследования кислотно-основных центров поверхности 

образцов по методу Гаммета вынесены в Таблицу 2.6 в разделе 2.2.2. Реактивы и их марки 

по степени чистоты приведены в Таблице 2.1.  

 

Таблица 2.1 – Перечень используемых реактивов и их марки по чистоте 

Реактив Марка чистоты Стандарты 

Ca(NO3)2 ∙4Н2О ХЧ ГОСТ 4142-77 

(NH4)2HPO4 ХЧ ГОСТ 3772-7 

NH4OH (конц. раствор) ЧДА ГОСТ 3760-79 

С2Н5ОН ХЧ ГОСТ 18300-87  

Трилон Б ЧДА ГОСТ 1678-64 

NaCl ЧДА ГОСТ 2540-87 

Родамин B ХЧ CAS Number 81-88-9 

 

Для синтеза исходных компонентов (ГА, СЛГ) и получения композитов 

использовали следующее оборудование и приборы: 

Весы электронные ВСТ – 150/5, мешалку магнитная ММ-5, СВЧ-печь Samsung 

MW712BR, сушильный шкаф СНОЛ-3,5, Вакуумный шкаф MEMMERT, встряхиватель 

WU-4, роторный испаритель Heidolph Advance, ультразвуковая ванна Yaxun YX 2100. 

Для исследования свойств и характеристик исходных компонентов и композитов 

использовали следующее оборудование и приборы: 
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ИК-Фурье спектрометр Agilent Cary 630 FTIR, дифрактометр XRD-6000, 

жидкостной хроматограф Agilent 1200 с рефрактометрическим детектором, сканирующий 

электронный микроскоп Hitachi ТМ3000 с приставкой для рентгеновского микроанализа, 

Профилометр 296, спектрофотометр UVmini1240 SHIMADZU, инструмент для измерения 

контактного угла смачивания OEG Optic, Electronik & Geratetechnik, анализатор удельной 

площади поверхности  Micromeritics 3Flex, дегазатор VacPrep 061, диффузионная ячейка 

Франца Perme Gear. 

 

2.3 Техника безопасности 

При работе в лаборатории необходимо соблюдать следующие правила [53]: 

1. Рационально строить свою работу. 

2. Все работы вести точно и аккуратно. 

3. Работать следует быстро, но без спешки, которая неизбежно приводит к порче 

поставленного опыта. 

4. Соблюдать все меры предосторожности при работе с ядовитыми, 

взрывоопасными и огнеопасными веществами. 

Титрование 

Нужно помнить несколько правил, относящихся к титрованным растворам. 

1. Титрованные растворы должны быть по возможности свежими. Длительное 

хранение их не должно допускаться. Для каждого раствора есть свой предельный срок 

хранения. 

2. Титрованные растворы при стоянии изменяют свой титр, поэтому их следует 

периодически проверять. 

3. Все колбы с титрованными растворами должны иметь чёткую надпись с 

указанием вещества, нормальности, поправки, времени изготовления раствора и даты 

проверки титра. 

Работа с электрическими приборами 

1. При эксплуатации приборов и аппаратов следует руководствоваться 

инструкциями и правилами, изложенными в их техническом паспорте и руководстве по 

эксплуатации. 

2. В процессе эксплуатации аппаратуры должна быть исключена возможность её 

падения. Запрещается прикасаться к движущимся, вращающимся и нагретым частям 

используемого оборудования. 
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3. Все электрические приборы должны быть заземлены, если отсутствие 

заземления не предусмотрено их конструкцией. По возможности следует избегать 

использования удлинителей. 

4. Электроплитки, муфельные печи и иные электронагревательные приборы 

должны быть размещены на термоизолирующем материале. 

5. Недопустимо оставлять во включённом состоянии без присмотра 

электронагревательные приборы, за исключением тех, что по своему предназначению и 

конструкции предназначены для круглосуточной работы. 

 

2.4 Краткая характеристика объектов исследования 

В качестве объектов исследования были выбраны гидроксиапатит, сополимер 

лактид-гликолид и композиты на их основе. 

Гидроксиапатит Ca10(PO4)6(OH)2 относится к классу апатитов, имеющих общий 

состав M10(ZO4)6X2. Белый кристаллический порошок, имеет низкую растворимость в 

воде. Разрушается при нагреве свыше 1100°С [54].  

Сополимер лактид-гликолид (СЛГ) – твердое белое вещество, получаемое 

сополимеризацией гликолида и L-лактида, растворим в хлороформе и ряде других 

органических растворителей при комнатной температуре и нерастворим в воде. 

Соотношение лактид:гликолид ~80:20. Сополимер легко образует пленки из растворов, а 

также волокна из расплава или раствора. СЛГ не токсичен и не вызывает тканевой 

реакции отторжения, а продукты его биодеструкции не накапливаются в жизненно 

важных органах [55]. 

 

2.5 Синтез исходных компонентов и композитов на их основе 

В подразделе описаны методики синтеза композиционных материалов и исходных 

компонентов.  

Синтез гидроксиапатита осуществляли жидкофазным методом с использованием 

СВЧ-излучения при рН~11 [56]. 

Сополимер лактид-гликолид получали методом ионной полимеризации с 

раскрытием цикла из L-лактида и гликолида [57]. 

Композиты получали по собственной методике. 
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2.2 Методы исследования свойств композитов и исходных компонентов 

Физико-химические методы анализа основаны на проведении реакций, конец 

которых определяется с помощью приборов, поэтому эти методы называются также 

инструментальными. Известно несколько десятков физико-химических методов анализа. 

Методы классифицируются по характеру взаимодействия вещества с полем, 

излучением или потоком частиц: дифракционные методы основаны на рассеянии 

излучения или потока частиц без изменения их энергии, т.е. на упругом рассеянии 

(рентгенография; электронография; нейтронография); спектроскопические методы – 

исследование зависимости интенсивности поглощения или испускания излучения от 

частоты или длины волны (спектроскопия поглощения видимого и УФ-диапазона; 

инфракрасная спектроскопия; спектроскопия электронного парамагнитного и ядерного 

магнитного резонанса); электронно-микроскопические методы основаны на 

взаимодействии вещества с электронным лучом (просвечивающая и сканирующая 

электронная микроскопия) [58].  

Физико-химические методы анализа, опираются на общие законы физики и химии. 

Специфичность свойств веществ, характер реакций и особенности изучаемых систем 

находят отражение в величинах параметров уравнений. Это придает физико-химическим 

методам универсальность, позволяющую применять одни и те же приборы для 

исследования разнообразных соединений. 

Биологические методы анализа – методы качественного обнаружения и 

количественного определения неорганических и органических соединений, основанные на 

применении живых организмов в качестве аналитических индикаторов. Живые организмы 

всегда обитают в среде строго определенного химического состава. Если нарушить этот 

состав, например, исключив из питательной среды определяемый компонент или введя 

его дополнительно, организм через некоторое время подаст соответствующий сигнал. В 

биологических методах анализа устанавливаются связи характера и (или) интенсивности 

ответного сигнала с количеством определяемого компонента. В качестве индикаторов 

применяются микроорганизмы, водоросли и высшие растения, водные беспозвоночные и 

позвоночные животные, насекомые, черви, а также ткани, различные органы и системы 

теплокровных. Питательная среда может быть естественной, искусственной или 

синтетической. 

Ответный сигнал индикаторного организма на нарушение химического состава 

среды может быть самым разнообразным: изменение характера поведения, интенсивности 

роста, скорости метаморфоза, состава крови, биоэлектрической активности органов и 
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тканей, нарушение функций органов пищеварения, дыхания, размножения, 

патологоанатомического изменения организма, летальный исход. При применении 

микроорганизмов в качестве аналитических индикаторов исследуемый компонент можно 

определять по характеру и интенсивности пигментации и люминесценции, динамике 

накопления биомассы, диаметру зоны угнетения роста микробов, изменению 

электропроводности растворов, рН, по качественному составу и интенсивности 

газообмена и др. Все изменения оценивают визуально или измеряют с помощью 

приборов. Как правило, биологические методы анализа отличаются высокой 

чувствительностью и избирательностью определения биологически активных веществ 

[59]. 

 

2.2.1 Методы идентификации состава композиционных материалов 

Инфракрасная спектроскопия 

Инфракрасная спектроскопия (ИК) — раздел спектроскопии, изучающий 

взаимодействие инфракрасного излучения с веществами. Аналитически полезная область 

распространяется от 3600 см
-1

 примерно до 300 см
-1

. ИК спектры отличаются большой 

индивидуальностью, что и определяет их ценность при идентификации и изучении 

строения соединений. Кроме того, поглощение характеристично для отдельных групп 

атомов, его интенсивность прямо пропорционально их концентрации. Метод широко 

применяется в различных областях химии для установления структуры соединений. Для 

регистрации спектров используют классические спектрофотометры и фурье-

спектрометры. В качестве источника для ИК-спектроскопии применяются тела, 

излучающие непрерывный спектр, приближающийся к излучению абсолютно черного 

тела [60, 61]. 

ИК-спектры снимали на ИК-Фурье спектрометре Nicolet 5700 с приставкой НПВО 

с Ge-кристаллом в диапазоне 4000–500 см
-1

. 

 

Фазовый рентгеноструктурный анализ 

Фазовый рентгеноструктурный анализ (РФА) базируется на том, что каждая фаза 

имеет свою кристаллическую решетку с определенными параметрами. На рентгенограмме 

каждой фазе соответствует своя система линий. Интенсивность линий определяется 

количеством фазы, а угловое положение – системой отражающих плоскостей решетки и 

межплоскостными расстояниями. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%BF%D0%B5%D0%BA%D1%82%D1%80%D0%BE%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%BF%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%84%D1%80%D0%B0%D0%BA%D1%80%D0%B0%D1%81%D0%BD%D0%BE%D0%B5_%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B5%D1%89%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%BE
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Качественный рентгенофазовый анализ заключается в идентификации 

кристаллических фаз на основе присущих им значений межплоскостных расстояний и 

соответствующих интенсивностей линий рентгеновского спектра. 

Количественный анализ заключается в определении количества тех или иных фаз в 

смеси; определении средних размеров кристаллов, зерен в образце, функции 

распределения их по размерам, по анализу профиля линий; изучении внутренних 

напряжений – проведении анализа профиля дифракционных линий и сдвига положения 

этих линий; изучении текстур, т.е. характера преимущественной ориентации 

кристаллитов. Количественный рентгеновский фазовый анализ основан на зависимости 

интенсивности дифракционного отражения от содержания i c соответствующей фазы в 

исследуемом объекте. 

Анализ проводили на дифрактометре XRD-6000 по методу порошка. Условия 

проведения анализа: напряжение 40 кВ, скорость 5 град./мин. 

 

Гель-проникающая хроматография 

Гель-проникающая хроматография (ГПХ) – это метод разделения по молекулярным 

массам, определения средних молекулярных масс и молекулярно-массовых 

распределений (ММР). Разделение полимерных молекул основано на различных объемах 

внутри пористых частиц геля, которые доступны молекулам растворенного вещества 

разного размера [62]. 

Анализ проводили на жидкостном хроматографе Agilent 1200 с 

рефрактометрическим детектором. Калибровка проводилась по полистирольным 

стандартам. В качестве элюента применяли хлороформ. 

 

Рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия 

Биомиметические свойства композитов оценивали в модельном SBF-растворе. 

Образцы выдерживали в SBF-растворе при 37ºС в течение 28 дней, ежедневно измеряя 

суммарную концентрацию ионов кальция и магния и обновляя раствор по методике, 

предложенной в статье Kokubo [63]. Морфологию поверхности композитов наблюдали с 

применением сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) на приборе Hitachi TM – 

3000. 
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2.2.2 Исследования поверхностных свойств 

Исследование мембранных свойств на диффузионной ячейке Франца 

Исследование мембранных свойств композитов проводили на диффузионной ячейке 

Франца с родамином B. Концентрацию родамина B определяли на спектрофотометре 

UVmini1240 SHIMADZU. Для построение калибровочной прямой использовали 

концентрации растворов родамина B, предложенную в статье [64], были выбраны 

концентрации, представленные в Таблице 2.2, в качестве рабочего использовали раствор 

№4. Полученный калибровочный график и уравнение прямой представлены на Рисунке 

2.3. 

 

Таблица 2.2 – Концентрации раствора родамина В для построения калибровочной прямой 

№ C, мг/л Abs  

1 13 0,004 

2 9,1 0,028 

3 6,5 0,146 

4 3,9 0,816 

5 0,65 1,294 

6 0,13 1,603 

7 0,013 2,005 

 

 

Рисунок 2.3 – калибровочный график родамина B 

 

Низкотемпературная адсорбция 

Низкотемпературная адсорбция основана на различной способности компонентов 

газа адсорбироваться на твердых поглотителях. Метод позволяет определить удельную 

поверхность и распределение пор по размерам. Удельную поверхность выражают 
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отношением общей поверхности пористого или диспергированного тела к его массе или, 

что реже, единице объема [65]. 

Самое широкое распространение для измерения площади поверхности твердых 

материалов имеет метод Брунауэра-Эммета-Теллера или БЭТ. Метод использует 

уравнение БЭТ (1): 

 

 
(1) 

 

где W – вес газа, адсорбированного при относительном давлении Р/Р0, Wm – вес 

адсорбированного вещества, образующего покрывающий всю поверхность монослой, С – 

константа БЭТ. 

Анализ проводили на анализаторе удельной площади поверхности Micromeritics 

3Flex, в качестве газа использовали азот. Дегазацию проводили на дегазаторе VacPrep 061. 

Условия проведения дегазации: t = 2 ч, T = 130 °С, P = 1 атм.  

 

Определение шероховатости поверхности контактным методом 

Оценка шероховатости поверхности проводилась контактным методом при 

помощи профилометра. Профилометр представляет собой чувствительный датчик, 

оборудованный тонкой, остро заточенной алмазной иглой, с так называемой, 

ощупывающей головкой. Алмазная игла прижимается и перемещается параллельно 

исследуемой поверхности. В местах возникновения микронеровностей возникают 

механические колебания измерительной головки иглы. Эти колебания передаются в 

датчик, преобразующий механическую энергию колебания в электрический сигнал, 

который усиливается преобразователем и измеряется. Записанные параметры этого 

сигнала в точности повторяют неровности на шероховатой поверхности детали [66].  

Определение шероховатости поверхности ГА, полимера и композитов проводили 

на Профилометре 296. 

 

Определение поверхностной энергии и оценка гидрофильности образцов 

методом лежащей капли 

Краевой угол смачивания  является характеристикой гидрофильности 

(гидрофобности) поверхности. Он определяется как угол между касательной, проведенной 

к поверхности смачивающей жидкости, и смачиваемой поверхностью твердого тела 

(Рисунок 2.4), при этом  всегда отсчитывается от касательной в сторону жидкой фазы. 
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Касательную проводят через точку соприкосновения трех фаз: твердой фазы (мембраны), 

жидкости (дистиллированная вода) и газа (воздух) [67]. 

 

Рисунок 2.4 – Краевой угол смачивания: а) капля не смачивает поверхность; б) 

капля смачивает поверхность 

 

Измерение угла смачивания проводили на Surftens contact angle measuring 

instrument (universal) OEG Optic, Electronik & Geratetechnik. В качестве жидкости 

использовали воду [68, 69], константы для жидкостей были представлены в Таблице 2.3. 

Поверхностную энергию образцов определяли по модели Оуэнса-Вендта-Рабел-

Кэлби, для чего измеряли краевые углы смачивания образцов двумя различными 

жидкостями (вода, этиленгликоль) и подставляли их в уравнение Юнга-Дюпре: 

cos 𝜃 =  
𝜎тв−𝜎тв−ж

𝜎ж
       (2), 

где σтв – поверхностное натяжение на границе твёрдая поверхность – газ; σтв-ж – 

поверхностное натяжение на границе жидкость-твёрдая поверхность; σж – поверхностное 

натяжение на границе жидкость-газ. 

Из уравнения Юнга-Дюпре получаем уравнение Оуэнса Вендта: 

𝜎тв−ж = 𝜎тв + 𝜎ж − 2(√𝜎тв
𝐷 · 𝜎ж

𝐷 + √𝜎тв
𝑃 · 𝜎ж

𝑃),     (3) 

где σ
D
– дисперсионная и σ

P
 – полярная составляющие поверхностной энергии. 

Модель метода Оуэнса-Вендта-Рабел-Кэлби: 

𝜎ж·(𝑐𝑜𝑠𝜃+1)

2·√𝜎ж
𝐷

=
√𝜎ж

𝑃

√𝜎ж
𝐷

· √𝜎тв
𝑃 + √𝜎тв

𝐷       (4). 

 

Таблица 2.3 – Поверхностное натяжение тестовых жидкостей и значения его полярной и 

дисперсионной составляющих [70] 

Тестовая жидкость σж, мДж/м
2
 σ

p
ж, мДж/м

2
 σ

d
ж, мДж/м

2
 

Вода 72,2 50,2 22,0 

Глицерин 64,0 30,0 34,0 
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Исследование в растворе SBF 

Для оценки биологической активности образцов определяли способность 

композитов формировать кальций-фосфатный слой на своей поверхности in vitro по 

методике, предложенной Kokubo. [63, 71].  

 

Сканирующая электронная микроскопия 

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) – разновидность электронной 

микроскопии. Метод позволяет изучать поверхностную структуру объекта, исследовать 

размеры и форму зерен, распределение фаз и частиц по размерам и распределение по 

площади поверхности химических элементов, дает возможность получения объемного 

изображения объекта в широком диапазоне увеличений [72].  

Метод основан на зондировании исследуемой поверхности сфокусированным 

пучком электронов и регистрации излучения, возбужденного этим пучком. Для 

формирования изображения используется детектирование различных сигналов, включая 

вторичные электроны, обратно рассеянные электроны, рентгеновское излучение и ток 

через образец. Двумерная карта снимаемого сигнала и представляет собой изображение 

поверхности [73]. 

Исследование микроструктуры образцов часто сопровождается 

рентгеноспектральным микроанализом (РСМА), позволяющим получить информацию об 

элементном составе образца. Рентгеноспектральный микроанализ основан на 

детектировании характеристического рентгеновского излучения, генерируемого в зоне 

взаимодействия первичного пучка ускоренных электронов с образцом. Характерной 

особенностью метода является локальность – максимальная область возбуждения 

составляет 1 мкм [74].  

Анализ проводили на сканирующем электронном микроскопе Hitachi ТМ3000. 

 

Исследование кислотно-основных центров по методу Гаммета 

В основе индикаторного метода Гаммета лежит процесс адсорбции на поверхности 

образца серии кислотно-основных индикаторов, охватывающих достаточно широкую 

область значений рКа (Рисунок 2.5). Адсорбция носит избирательный характер в 

соответствии с принципом комплементарности кислотно-основных свойств 

взаимодействующей пары, в данном случает молекулы индикатора и ФГ поверхности. В 

качестве кислотно-основных индикаторов используют слабые органические кислоты и 

основания, у которых отличаются между собой окраски молекулярной и ионной форм 
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вследствие таутомерных перегруппировок при диссоциации индикатора: Hind ↔ H+ + 

Ind-  

При взаимодействии водного раствора индикатора с поверхностью твердого тела 

происходит частичная адсорбция индикатора на определенных активных центрах, в 

результате чего происходит изменение интенсивности его окраски, которое можно 

зафиксировать. Это позволяет охарактеризовать количество активных центров адсорбции 

данного типа.  

 

Рисунок 2.5 – Кислотно-основная схема гипотетической поверхности твердого оксида [75] 

 

Для исследования кислотно-основных центров применяли растворы индикаторов , 

приведенных в Таблице 2.6: 

 

Таблица 2.6 – Кислотно-основные идикаторы для определения функциональных уентров 

по методу Гаммета 

№ Название λmax, нм № Название λmax, нм 

0 2,4-динитроанилин 360 13 п-нитрофенол 360 

1 о-нитроанилин 410 14 
Бромтимоловый 

синий 
430 

2 
кристаллический 

фиолетовый 
580 15 

Феноловый 

красный 
430 

4 
брилиантовый 

зеленый 
610 16 Тимоловый синий 430 

6 м-нитроанилин 340 17 Пирокатехин 430 

7 
метиловый 

оранжевый 
460 18 Нильский голубой 640 

8 
бромфеноловый 

синий 
590 19 Пропеолин 440 
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10 хризоидин 430 20 Индигокармин 610 

11 
бромкризоловый 

пурпурный 
540 22 м-динитробензол 315 

12 
метиловый 

красный 
430    

 

2.2.3 Исследование цитотоксических свойств композиционных материалов 

Анализ с индикатором Alamar Blue разработан сравнительно недавно, применяется 

для оценки жизнеспособности клеток и их метаболической активности. Alamar Blue 

является проверенным индикатором жизнеспособности клеток. Анализ основан на том, 

что при попадании в живую клетку активный компонент индикатора резазурин 

преобразуется в резоруфин – вещество, которое обладает яркой флуоресценцией в 

красной области (Рисунок 2.6). Таким образом, метод позволяет провести сравнительный 

анализ жизнеспособности клеток количественно оценить жизнеспособность клеток [76].  

 

 

Рисунок 2.6 – Принцип действия индикатора Alamar Blue  

 

Оценку жизнеспособности клеток иммунной системы после инкубирования на 

поверхности исследуемых материалов проводили по методике [77]. 
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3. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

3.1 Идентификация состава 

В подразделе описаны результаты идентификации химического, фазового и 

элементного состава исходных компонентов и композиционных материалов методами 

ГПХ, РФА, ИК-спектроскопии, гравиметрии, РФЭС, РСМА. 

3.2 Исследование пористых характеристик 

В подразделе обсуждаются результаты определения пористых характеристик и 

морфологии поверхности методами СЭМ, низкотемпературной адсорбцией азота по 

методу БЭТ, методом гидростатического взвешивания, определением коэффициента 

диффузии на диффузионной ячейке Франца компонентов и композиционных материалов в 

процессе их получения. 

3.3 Исследование поверхностных свойств 

В подразделе обсуждаются характеристики поверхности композитов и исходных 

компонентов, полученные при определении параметра среднеквадратичного отклонения 

профиля Ra, определении распределения функциональных центров на поверхности 

материалов по методу Гаммета, определении гидрофильности поверхности по краевому 

углу смачивания , расчете поверхностной энергии. 

3.2 Исследование биомиметических свойств в растворе SBF 

В подразделе обсуждаются результаты оценки резорбируемости композитов in 

vitro, оценки биомиметических свойств композитов и ГА каркасов в растворе SBF. 

3.5 Оценка жизнеспособности макрофагов в присутствии материалов 

В подразделе обсуждаются результаты оценки цитотоксичности композитов и 

исходных компонентов тестом с индикатором Alamar Blue и их схождение с результами, 

полученными при расчете поверхностной энергии. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1. Разработан новый метод получения композиционных полимерно-керамических 

материалов с сетью взаимосвязанных макропор до 70 мкм с макропористостью 32-37 об%, 

включающий две ключевые стадии: 1) получение пористой гидроксиапатитной керамики 

в качестве керамического каркаса с использованием NaCl в качестве порообразователя; 2) 

пропитку пористой гидроксиапатитной керамического каркаса раствором полимера (СЛГ) 

с обработкой УЗ. 

2. За счет взаимодействия между ГА и СЛГ на границе раздела фаз в 

композиционных материалах происходит формирование новых функциональных центров 

различной концентрации (Бренстедовские кислотных и основных центров) за счет 

уменьшения соотношения Ca/P в композитных материалах относительно чистого ГА. Это 

коррелирует с высокой поверхностной энергией образца К2 по отношению к композитам с 

другими соотношениями ГА и СЛГ, что связано с островковым типом покрытия ГА 

полимером, характерным только для композита К2. 

3. Установлена зависимость скорости роста кальций-фосфатного слоя на 

поверхности материалов при 37 ºС в модельном SBF-растворе от состава материалов:  

ГА1 > ГА2 > ГА3 > К1 > К2 > К3. Установлено, что на скорость роста кальций-

фосфатного слоя влияет количество гидроксиапатита на поверхности, которое 

уменьшается в таком же порядке. Суммарная концентрация ионов Ca2+ в насыщенных 

растворах уменьшающаяся в ряду композитов от К1 к К3, что объясняется затруднением 

диффузии растворителя к ГА через слой СЛГ. 

4. Проведены исследования по влиянию состава композитных материалов на 

функциональные характеристики. Установлено, что в присутствии СЛГ, К1 и К2 

первичные моноцитарные макрофаги показывают высокую жизнеспособность, что 

демонстрирует потенциальную востребованность исследуемых материалов для 

дальнейших биомедицинских исследований.  
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