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Ультразвуковые методы визуализации высокого разрешения необходимы для неинвазивной диа-
гностики искусственных клеточно-матричных систем. Результаты экспериментальных исследова-
ний показывают, что метод чувствителен к вариациям упругих свойств биополимерных образцов,
эффективен для обнаружения микро- и макропустот и наблюдения за процессами биодеградации в
тканеинженерных конструкциях (ТИК).
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ВВЕДЕНИЕ
В регенеративной медицине формирование тка-

неинженерной конструкции выполняется путем за-
полнения биоразлагаемого полимерного матрикса
клеточной составляющей [1]. Наблюдение за состо-
янием такого изделия включает в себя несколько
этапов: мониторинг в процессе разработки биосов-
местимого матрикса, подготовку культуры клеток,
этап соединения этих компонентов в тканеинже-
нерный продукт и обеспечение условий для рекон-
струкции тканей или органа. Оценка состояния им-
плантов, оптимизация их биоинженерных свойств
является основой для их применения в хирургии че-
ловека. В настоящее время для оценки объемной
микроструктуры матриксов используется элек-
тронная и оптическая микроскопии [2], которые
требуют гистологической подготовки образцов,
связанной с нарушениями их целостности. В этой
связи пристальное внимание уделяется разработке
новых неинвазивных, прижизненных методов ис-
следования искусственных тканеинженерных си-
стем с помощью высокочастотного ультразвука

[3, 4]. В работе показана возможность примене-
ния методов ультразвуковой визуализации для
тканевой инженерии. Высокочастотный ультра-
звук (50–200 МГц) проникает на достаточную
глубину в объем используемых в тканевой инже-
нерии материалов, не повреждая их за счет невы-
сокой интенсивности излучения и короткой дли-
тельности импульсов (несколько мВт ⋅ см–2) [5–7].

На данный момент существует множество ра-
бот, посвященных изучению клеток, тканей и да-
же отдельных органов человека и животных в нор-
мальном состоянии, при патологии и возрастных
изменениях методами акустической микроскопии
[8, 9]. Однако работы по использованию высоко-
частотной ультразвуковой диагностики в регене-
ративной медицине все еще единичны [10–15].

Целью данной работы было исследование мето-
дами акустической микроскопии микроструктуры
и упругих свойств синтетического полимерного
костного матрикса (импланта), применяемого для
замещения костных дефектов. Исследование про-
водилось в процессе создания в нем пористой
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структуры и для наблюдения процессов биодегра-
дации полимерного костного импланта в живой
системе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ НАБЛЮДЕНИЕ
И ОБСУЖДЕНИЕ

Материалы и методы исследования
Исследование включало в себя наблюдение

микроструктуры образцов костного матрикса из
биополимерного материала (поли-3-оксибутира-
та, ПОБ) на этапе разработки и в процессе реге-
нерации критических дефектов на черепах крыс с
применением образцов, засеянных мезенхималь-
ными стволовыми клетками (МСК). Процедура
изготовления пористых матриксов детально опи-
сана в работах [16–20].

Для эксперимента было изготовлено три типа
пористых матриксов: на основе чистого ПОБ, за-
полненного альгинатным гелем, композита из ПОБ
с гидроксиапатитом (ГА), заполненного альгинат-
ным гелем, и на основе композита ПОБ с ГА, запол-
ненного альгинатным гидрогелем и предваритель-
но засеянного МСК.

По центру теменной кости черепа крысы был
смоделирован костный дефект цилиндрической
формы диаметром 8 мм и толщиной 1.5 мм. Для
придания матриксу необходимой формы была
выполнена компьютерная томография головы
крысы, моделирование и 3D-печать форм для из-
готовления костных имплантов [20].

Исследование морфологии и структуры по-
лученных матриксов проводили с использова-
нием сканирующего электронного микроскопа
JSM-6380LA (СЭМ). С этой целью образцы на-
пыляли золотом 15 мин при силе тока 15 мА.

Методами импульсной акустической микро-
скопии исследовали объемную структуру матрик-
сов in vitro, до и после их применения для регене-
рации костной ткани. Для экспериментов приме-
няли иммерсионные акустические объективы с
рабочей частотой 50 и 100 МГц. Генератор импуль-
сов формировал короткий зондирующий сигнал
длительностью 30–40 нс и амплитудой 30 В. Пере-
мещение акустической линзы осуществляли пре-
цизионными двигателями с шагом 30 мкм. Аку-
стические изображения формировались в виде се-
чений в плоскости сканирования (С-скан) или
сечения по глубине (В-скан), традиционного в ме-
дицинской практике. Режим динамического фоку-
сирования позволил получить контрастные изоб-
ражения по всей глубине сканирования (B/D-
скан). Эксперимент был выполнен в соответствии
с “Правилами проведения работ с использованием
экспериментальных животных”, приказами МЗ
СССР № 755 от 12.08.1977 г., № 701 от 24.07.1978 г. и

“Правилами лабораторной практики в Российской
Федерации” от 19.06.2003 г. Методика операции
по регенерации костной ткани была описана ра-
нее в [20].

Пористость матриксов оценивали путем взве-
шивания и измерения его объема. С учетом плот-
ности биополимера (1.25 г ⋅ см–3) рассчитывали
пористость по формуле: П = (1 – m1/m2) × 100%,
где m1 – измеренная масса пористого образца,
m2 – расчетная масса монолитного образца без
пор, объем которого совпадает с объемом пори-
стого образца. Наличие открытых пор наблюдали
методами акустической микроскопии на образ-
цах пропитанных альгинатным гелем и с помо-
щью СЭМ на окрашенных чернилами образцах.

Результаты и обсуждение
Внешний вид образов костного импланта из

ПОБ показан на рис. 1. Изучение образцов поли-
мерных подложек методом сканирующей элек-
тронной микроскопии (рис. 1б) показало, что
матриксы имеют трехмерную пористую структуру
с размером пор от 23 ± 8 до 410 ± 75 мкм. Размер
микропор более 300 мкм считается оптимальным
для проникновения питательных веществ и кле-
ток во всем объеме материала [21]. Путем окра-
шивания было установлено, что матриксы имеют
сообщающуюся систему пор. В среднем пори-
стость матриксов составила 93%.

Методами импульсной акустической микро-
скопии было показано, что матрикс имеет высоко-
пористую микроструктуру (рис. 2а). Максимальная
величина амплитуды эхо-сигнала 1 характерна для
воздушных полостей (рис. 2б). Неоднородное рас-
пределение акустического контраста на изображе-
ниях свидетельствует о степени пропитки пори-
стых образцов жидкой составляющей (альгинат).
Наличие на В-скане образца (рис. 2б) эхо-сигнала
от подложки 2 обусловлено высокой степенью про-
питки, что делает пористый образец толщиной
1.5 мм проницаемым для ультразвука (f = 100 МГц).

Методом импульсной акустической микро-
скопии исследовали процесс регенерации кост-
ной ткани и биодеградации импланта в живой си-
стеме. На рис. 3 представлены акустические изоб-
ражения (С- и В/D-сканы) черепа крысы через
1 месяц после имплантации. В одном случае им-
плант в виде полимерного матрикса на основе
ПОБ был заполнен только альгинатным гидроге-
лем, в другом случае матрикс был выполнен на
основе композита ПОБ с ГА, а в альгинатном гид-
рогеле содержались МСК. На изображениях
видно, что в первом случае определяется область
дефекта под поверхностью черепа (рис. 3а); зона
имеет размытые очертания, ее размер составля-
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ет приблизительно 5 × 8 мм. Во втором случае
(рис. 3б) область дефекта не удалось обнаружить.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведены результаты исследования искус-
ственных тканеинженерных конструкций мето-
дами импульсной акустической микроскопии.
Получены предварительные данные о возможно-
сти применения методов ультразвуковой визуали-
зации в регенеративной медицине. Эксперимен-
тально исследовались гибридные полимерные

3D-матриксы заданной формы и микроструктуры
из биосовместимых поли-3-оксибутирата и альги-
ната натрия. Ультразвуковая визуализация приме-
нялась на этапе формирования тканеинженерной
конструкции и для оценки ее терапевтической эф-
фективности на критическом дефекте костной
ткани на лабораторных крысах.

Показано, что матрикс обладает высокопори-
стой микроструктурой, однородность которой
можно наблюдать на акустических изображениях.
Сравнительный анализ акустических изображе-
ний тканеинженерной конструкции трех видов –

Рис. 2. Акустические изображения образца костного матрикса из поли-3-оксибутирата: а – С-скан на глубине 200–
400 мкм; б – поперечное сечение образца (В/D-скан). 1 – образец, 2 – подложка, 3 – пузырек воздуха внутри пропи-
танной альгинатом структуры.

1 мм1 мм

3

2 1

а б

Рис. 1. Микроструктура образцакостного каркаса из биополимерного материала (поли-3-оксибутирата, ПОБ): а – фо-
то образца, пропитанного альгинатом натрия, б – сканирующая электронная микроскопия пористой структуры.

300 мкм500 мкм

а б
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ПОБ с АГ, ПОБ/ГА с АГ, ПОБ/ГА с АГ и МСК,
полученных в процессе их имплантации и после-
дующей регенерации костной ткани, показало,
что наличие клеточной культуры способствовало
выраженной стимуляции репаративного остеоге-
неза, что согласуется с данными гистологичие-
ского исследования.

Работа выполнена в рамках государственного
задания. Подготовка образцов для настоящего
исследования выполнена при поддержке Россий-
ского научного фонда (проект № 15-15-10014).
Авторы благодарят организаторов научного се-
минара “Успехи акустики-2019”.
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