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Исследовано влияние размера пор макропористых керамических материалов на основе β-Ca3(PO4)2
на их биологическую активность. Определены условия получения макропористой керамики с по-
ристостью >50% и заданным размером пор. Изучено влияние компонентов фотоотверждаемой
эмульсии на размер пор в итоговой макропористой керамике. Продемонстрирована биологическая
совместимость макропористых керамических материалов на основе β-Ca3(PO4)2 в медико-биологи-
ческих тестах in vitro. Установлено влияние размера пор макропористых керамических материалов
на пролиферацию и жизнеспособность мультипотентных мезенхимных стромальных клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из востребованных направлений в об-

ласти современного медицинского материалове-
дения является разработка персонифицирован-
ных материалов для регенерации костных дефек-
тов [1], предназначенных для восстановления
поврежденных тканей, их окружения и функцио-
нала. В идеале такие имплантаты должны обла-
дать контролируемой скоростью резорбции для
возможности их применения в различных клини-
ческих случаях [2].

Идея смоделировать кость с помощью матери-
ала, который был бы подобен ей по химическому
составу [3], архитектонике [4] и механическим
функциям [5], до сих пор считается актуальной.
Регенеративные методы лечения используют
конструкции тканевой инженерии для попытки
восстановления биологических функций отдель-
ных тканей (костная ткань, кожа, мышцы и т.д.).
Создание подобных конструкций для лечения
костных дефектов особенно важно, если размер
дефекта превосходит критический и для восста-
новления костной ткани собственных возможно-
стей организма недостаточно [6].

Остеокондуктивная биокерамика с открытой
пористостью – перспективный материал для раз-
личных областей медицины, где возникает по-

требность в остеопластике [7]. Остекондуктивные
свойства требуют создания материалов с открытой
пористостью не менее 40% [8]. Значительная по-
ристость заметно изменяет механические свойства
биокерамического имплантата [9], понижая
прочность и другие механические характеристи-
ки, необходимые для манипуляций во время про-
ведения операции по имплантированию материа-
ла. В литературе представлено большое количе-
ство способов получения пористых керамических
материалов: вспенивание суспензий [10], прямая
[11] и обратная [12] репликация, метод выгораю-
щих добавок [13] и др. Для эффективного врастания
новообразованной костной ткани в такой материал
необходимо наличие взаимопересекающихся меж-
ду собой пор размером не менее 100–500 мкм и свя-
зывающих их каналов диаметром не менее 50 мкм
[14–18].

Несмотря на большое число работ, продемон-
стрировавших влияние общей пористости мате-
риалов на скорость и объем врастания новой
костной ткани, до сих пор нет единого мнения от-
носительно оптимального значения пористости.
Было показано, что наличие значительной пори-
стости у материала положительно влияет на
остеогенез за счет повышения общей проницае-
мости материала, а также за счет увеличения пло-
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щади взаимодействия материала с новообразую-
щейся костной тканью, что способствует увели-
чению адсорбционных свойств для костно-
индуцирующих факторов [19, 20]. В основном
разделяют два класса пор, необходимых для кост-
но-замещающих материалов: микропоры
(<10 мкм) и макропоры (>100 мкм) [21, 22]. При
этом было показано, что имплантаты с порами
>300 мкм демонстрируют высокий остеогенез [15,
23]. Помимо объема пор и их размера на остеоге-
нез влияет кривизна поверхности, которая может
также влиять на активность остеокластов [24–27].

Цель настоящей работы – изучение влияния
размера пор на биологическую активность мак-
ропористых керамических материалов на основе
трикальциевого фосфата, а также разработка ме-
тода получения макропористых керамических
материалов с управляемой пористостью, основан-
ного на фотополимеризации прямых эмульсий под
действием ультрафиолетового излучения, содержа-
щих в водной фазе порошок трикальциевого фос-
фата, и последующей термической обработке ком-
позита.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для получения фотоотверждаемых эмульсий

использовали следующие реактивы: трикальцие-
вый фосфат (ТКФ) Ca3(PO4)2, ПЭГДА-700 (поли-
этиленгликоль диакрилат молекулярной массы
700 Да, Sigma Aldrich, Германия), дистиллирован-
ную воду, парафиновое масло (Sigma Aldrich, Гер-
мания), полиакриловую кислоту (Sigma Aldrich,
Германия), эмульгатор – полиэтоксилированное
касторовое масло (Sigma Aldrich, Германия), фото-
инициатор дифенил(2,4,6-триметилбензоил)фос-
фин оксид (Sigma Aldrich, Германия).

ТКФ синтезировали твердофазным методом
из карбоната кальция CaCO3 (99.0%, Sigma Aldrich,
Германия) и пирофосфата кальция (ПФК)
Ca2P2O7, ПФК – термическим разложением мо-
нокальциевого фосфата моногидрата (брушита)
CaHPO4 ⋅ 2H2O.

Брушит CaHPO4 · 2H2O осаждали по реакции
(1) сливанием растворов с эквимолярным содер-
жанием Ca(NO3)2 · 4H2O (99.0%, Sigma Aldrich,
Германия) и (NH4)2HPO4, (99.0%, Fluka Analyti-
cal, Германия) с последующим перемешиванием
в течение 15 мин. 

(1)

Полученный осадок отфильтровывали на во-
ронке Бюхнера, высушивали и подвергали терми-
ческой обработке при 500°С. В процессе термиче-
ской обработки протекала реакция постепенной
дегидратации брушита, которую можно выразить
уравнением (2):

(2)

( ) ( )3 4 4 22 2

4 2 4 3

Ca NO + NH HPO + 2H O =
= CaHPO · 2H O + 2NH NO ,

500°C, 6 ч 
4 2 2 2 7 22CaHPO 2H O Ca P O 3H O.+⎯⎯⎯⎯⎯→⋅

ПФК и карбонат кальция CaCO3 в мольном
соотношении 1 : 1 смешивали в планетарной
мельнице Pulverisette (Fritsch, Германия) в тече-
ние 15 мин, соотношение мелющие тела : поро-
шок : ацетон = 5 : 1 : 1 по массе. После помола по-
лученные смеси высушивали на воздухе, а затем
подвергали термической обработке при 900оС в
течение 6 ч. В процессе термообработки протека-
ла следующая реакция:

(3)
Для приготовления эмульсий необходимое ко-

личество эмульгатора растворяли в дистиллиро-
ванной воде и смешивали с равным количеством
раствора ПЭГДА с фотоинициатором, после чего
добавляли в смесь порошок ТКФ (30 об. %), пара-
финовое масло (50 об. %) и перемешивали на ла-
бораторном планетарном миксере SpeedMixer
DAC 150 (Германия).

Композиты получали путем заполнения фото-
отверждаемой эмульсией прозрачной силиконо-
вой формы с цилиндрическим отверстием и по-
следующего УФ-облучения в течение 20 мин.
Макропористые керамические образцы получали
в виде цилиндров (диаметр 6 мм, высота 12 мм)
путем термической обработки композитов соста-
ва полимер–порошок ТКФ–парафиновое масло.

Рентгенографические исследования порош-
ков проводили на дифрактометре Rigaku
D/Max-2500 с вращающимся анодом (Япония).
Съемку вели в режиме на отражение (геометрия
Брегга–Брентано) с использованием CuKα-излу-
чения (средняя длина волны 1.54183 Å).

Распределение частиц по размерам осуществ-
ляли методом статического светорассеяния с ис-
пользованием лазерного дифракционного анали-
затора Analysette 22 MicroTec plus (Fritsch, Герма-
ния). Результаты получали с помощью программы
MassControl из частотного распределения допле-
ровского смещения лазерного луча.

Исследование микроструктуры композитов и
керамики проводили на растровом электронном
микроскопе (РЭМ) с автоэмиссионным источни-
ком Leo Supra 50VP (Carl Zeiss, Германия).

Термогравиметрический и дифференциаль-
ный термический анализ композитов осуществ-
ляли на синхронном термоанализаторе STA 409
PC Luxx (Netzsch, Германия) с вертикальной за-
грузкой образцов. Измерения проводили в воз-
душной атмосфере.

Для исследований in vitro в работе использова-
ли ASC52telo, мультипотентные мезенхимные
стромальные клетки (МСК), иммортализованные
с помощью человеческой теломеразы (hTERT)
(ATCC® SCRC-4000TM). МСК культивировали с
использованием базальной среды DMEM low glu-
cose (Gibco, США) с добавлением 10% фетальной
бычьей сыворотки (HyClone, США), 1% раствора
пенициллина/стрептомицина (HyClone, США),
1% GlutaMAX-1 (Gibco, США). Культивирование
проводили при условиях поддержания 5% CO2 и
37°С. Среду меняли каждые 3 дня.

( )2 2 7 3 3 4 22Ca P O CaCO  Ca PO + CO .+ → ↑
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Исследуемые материалы были простерилизо-
ваны в сухожаре при 180°С в течение 60 мин в па-
кетах из крафт-бумаги “СтериТ®” (производство
“Винар НПФ”, Россия). Качество стерилизации
контролировали с помощью индикаторов “Сте-
риТЕСТ-Вл” (производство “Винар НПФ”, Рос-
сия). Далее перед посадкой клеток образцы поме-
щали в среду для культивирования и инкубирова-
ли в течение 1 ч. Затем среду отбирали и
проводили посадку клеток.

Для оценки пролиферации МСК высаживали
на материал из расчета 40 тыс. клеток на лунку,
после чего проводили инкубирование в течение
15 мин при 37°C, затем добавляли питательную
среду по краю лунки. Далее оценивали жизнеспо-
собность клеток на 1-, 4- и 7-й день культивирова-
ния с помощью MTT-теста. Для этого тетразолие-
вый краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенил-тетразолиум бромид (MTT) (Панэко,
Россия) растворяли в натрий-фосфатном буфере
(Панэко, Россия) для получения раствора с кон-
центрацией 5 мг/мл. Затем данный раствор в сте-
рильных условиях пропускали через фильтр с

размером пор 0.22 мкм. В каждой временной точ-
ке среду для культивирования меняли на бессы-
вороточную среду и добавляли стерильный рас-
твор MTT в соотношении 4 : 1, затем инкубирова-
ли в течение 2 ч при вышеописанных условиях
культивирования. По истечении срока инкуба-
ции в каждую лунку добавляли диметилсульфок-
сид (AppliChem, США) в соотношении к послед-
ней смеси 2 : 3 и переносили конечный раствор в
лунки 96-луночного планшета по 250 мкл. Изме-
рения оптической плотности раствора проводили
на спектрофотометре EnVision Multilabel Plate
Readers (PerkinElmer, США) при λ = 595 и 630 нм.

Образцы с клетками фиксировали в 10%-ном
нейтральном формалине и отмывали в фосфат-
ном буфере (Панэко, Россия). Затем проводили
дегидратацию с помощью последовательной об-
работки восходящими концентрациями этилово-
го спирта. В конце к образцам добавляли гексаме-
тилдисилазан (ЭКОС-1, Россия) на 30 мин, после
чего отбирали всю жидкость и высушивали в вы-
тяжном шкафу при комнатной температуре.

Таблица 1. Средний размер частиц порошка ТКФ при разных режимах помола

Скорость, 
об/мин

Средний размер частиц, мкм
помол без ПАВ помол с ПАВ

1 мин  5 мин 10 мин 1 мин 5 мин  10 мин
500 12 ± 9  12 ± 7 12 ± 7  10 ± 11  7 ± 8 7 ± 4

1500  12 ± 6 7 ± 4  3 ± 2 8 ± 9  4 ± 2  3 ± 2
3000 8 ± 4 4 ± 4 6 ± 5  6 ± 4  3 ± 3  3 ± 2

Рис. 1. Рентгенограмма β-Ca3(PO4)2, синтезированного при 900°С. Штрих-диаграмма соответствует файлу # 70-2065
базы ICDD PDF-2.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По данным РФА (рис. 1), твердофазным мето-

дом синтезирован однофазный ТКФ. Получен-
ный порошок подвергали дополнительному по-
молу в среде ацетона с использованием ПАВ для
модификации поверхности, которое использова-
ли в качестве наполнителя для приготовления
фотоотверждаемых эмульсий. Согласно данным
динамического светорассеяния, использование
ПАВ позволяет стабилизировать частицы и избе-
жать образования агломератов при использова-
нии высоких скоростей и длительного времени
размола. В последующих экспериментах исполь-
зовали порошок ТКФ со средним размером ча-
стиц 3 мкм (табл. 1) с достаточно узким распреде-
лением (рис. 2).

Макроэмульсии являются сложными, кинети-
чески нестабильными системами. Наличие ка-
пель дисперсной фазы большого диаметра (в диа-

пазоне от 10 до 1000 мкм) приводит к разделению
фаз со временем. Фотоотверждаемая “керамиче-
ская” макроэмульсия имеет сложный состав: дис-
персионная среда представляет собой суспензию
порошка ТКФ в воде, что накладывает дополни-
тельные сложности в формулировке стабильной
макроэмульсии. С увеличением содержания
эмульгатора (от 0.05 до 1 мас. %) происходит
уменьшение среднего размера капель масла в ис-
следуемых эмульсиях от 500 до 14 мкм, что в итоге
приводит к повышению их вязкости, при этом все
эмульсии остаются стабильными и не расслаива-
ются спустя 1 нед. (рис. 3).

Полученные эмульсии склонны к укрупнению
капель дисперсионной фазы из-за первичной ко-
алесценции, а также оствальдовского созревания
крупных капель за счет поглощения капель мень-
шего размера. Для определения стабильности
эмульсии во времени и возможности сохранения

Рис. 2. Дифференциальные кривые распределения по размерам частиц ТКФ, измельченного в планетарной мельнице
при разном времени помола.

6
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Рис. 3. Внешний вид суспензий с различным содержанием эмульгатора: а – сразу после получения суспензий, б – не-
делю спустя (увеличение содержания эмульгатора от 0 до 1 мас. % слева направо).

(a) (б)
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капель масла заданного размера при хранении
было исследовано влияние времени выдержки
эмульсии до УФ-облучения на размер и распреде-
ление пор по размерам в итоговых керамических
образцах. Для этого эмульсию с 0.25 вес. % эмуль-
гатора помещали в силиконовую форму для изго-
товления композитов цилиндрической формы и
подвергали УФ-облучению спустя различные
промежутки времени: 0 (сразу после заполнения
формы), 10 и 30 мин. На рис. 4 представлены дан-
ные РЭМ для керамических материалов, полу-
ченных из указанных композитов. Отчетливо
видно увеличение размера пор, которое сопро-
вождается ростом толщины керамического кар-
каса. На рис. 5 представлены данные по распреде-
лению пор по размерам в керамических материа-
лах. Происходит увеличение среднего размера

пор, а также уширение распределения пор по раз-
мерам с общей долей пор >55%.

Исследование процессов удаления органиче-
ской составляющей из полученных композитов
масло–гидрогель/ТКФ с помощью дифференци-
ального термического анализа (рис. 6) показало,
что использование эмульсий позволяет получить
непрерывную сетку масляной фазы, которая при
термической обработке не влияет на каркас гид-
рогель/ТКФ, что позволяет легко удалить пара-
финовое масло из композита. В свою очередь, вы-
сокопористый композитный каркас имеет доста-
точно тонкие стенки (от 10 до 200 мкм), что
позволяет использовать более щадящие темпера-
турные программы для удаления полимера не-
смотря на большое количество экзотермических
эффектов во время нагревания.

Согласно результатам эксперимента по оценке
пролиферации и жизнеспособности клеток с по-
мощью МТТ-теста, все образцы поддерживали

Рис. 4. Данные РЭМ для макропористых керамических материалов на основе ТКФ, полученных УФ-полимеризацией
эмульсии, содержащей 0.25 вес. % эмульгатора, спустя различные промежутки времени.
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0 мин
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заполнения формы)

10 мин 30 мин

Рис. 5. Распределение пор по размерам для керамиче-
ских материалов полученных из фотоотверждаемых
эмульсий с различной задержкой перед УФ-полиме-
ризацией.
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Рис. 6. Данные ТГ/ДТА для композитного материала
масло–гидрогель/ТКФ, полученного методом фото-
полимеризации.
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деление клеток на протяжении всего времени
эксперимента (рис. 7). При этом в конечной точ-
ке эксперимента статистически значимые разли-
чия наблюдались для образцов с размером пор
<50 мкм с диапазоном 100–250 мкм и <500 мкм по
сравнению с контрольным образцом с размером
пор <2 мкм (рис. 8, 9). По данным РЭМ, морфо-
логия клеток керамических образцов со средним
размером пор 100–250 мкм отличается от контро-
ля, у них больше отростков и, по-видимому, бо-
лее активна синтетическая функция, что, скорее
всего, будет существенно влиять на дифференци-

ровку клеток in vivo. При наличии пор больших раз-
меров (~500 мкм) в керамических образцах морфо-
логия МСК сходна с контролем, поскольку клетки
распластываются по всей поверхности поры.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные условия создания фотоотвер-
ждаемых дисперсных систем на основе ТКФ поз-
воляют получить стабильные макроэмульсии для
получения макропористой керамики. Варьирова-
ние концентрации эмульгатора позволяет управ-
лять размером пор в конечной керамике на осно-
ве β-Ca3(PO4)2. Варьирование среднего размера

Рис. 7. Пролиферация МСК на поверхности образцов
с разным размером пор в течение 7 сут. Данные пред-
ставлены в виде медианы (25.75%). Статистическая
значимость при p < 0.05 согласно тесту Краскела–Уо-
ллиса с применением критерия Данна для учета мно-
жественных сравнений.
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Рис. 8. Пролиферация МСК на поверхности образцов
с разным размером пор на 7-й день эксперимента.
Данные представлены в виде медианы (25.75%). Ста-
тистическая значимость между группами указана *(p <
< 0.05), **(pvalue < 0.005) согласно тесту Манна–Уитни.
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Рис. 9. Общий вид образцов типа “таблетка” на 7-й день культивирования МСК (верхняя панель фотографий, контра-
стирование с помощью MTT), а также морфология клеток (нижняя панель, данные растровой электронной микро-
скопии).
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пор в керамических материалах на основе три-
кальциевого фосфата влияет на пролиферацию и
морфологию мультипотентных мезенхимных
стромальных клеток. Макропористые керамиче-
ские материалы с порами 100–250 мкм продемон-
стрировали наибольшее влияние на пролифера-
цию и жизнеспособность МСК.
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