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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – оценить ex vivo физико-химические и биологические свойства трехмерных (3D) 
биодеградируемых матриксов «полимолочная кислота – фосфаты кальция», полученных с помощью 
аддитивных технологий (3D-печати), как потенциальных материалов для восстановления костной ткани.   

Материал и методы. Экспериментальные образцы (диски толщиной 1,2–1,6 мм и диаметром 8 или 
11 мм) композитных биодеградируемых 3D-матриксов (далее – 3D-композиты) получены из исходной 
смеси 95 мас% полимолочной кислоты (PLA) и 5 мас% гидроксиапатита (НАР) методом  компьютер-
ного проектирования в программной среде Blender и последующего  послойного наплавления нитей 
(диаметр 1,75 мм) при помощи 3D-принтера. В качестве контроля служили матриксы из 100 мас% PLA. 
Одна из поверхностей образцов была текстурирована бороздками шириной 0,3–0,5 мм. Изучали фи-
зико-химические свойства образцов диаметром 11 мм: геометрию, массу, морфологию, шероховатость, 
электростатический потенциал и смачиваемость поверхности, элементный состав. Биологические испы-
тания включали изучение 24-часовой цитотоксичности образцов диаметром 8 мм на культуре монону-
клеарных лейкоцитов здорового добровольца или лейкозных Т-лимфобластоподобных клеток человека 
линии Jurkat 5332 (далее Jurkat Т-клетки). В 21-суточной культуре мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) жировой ткани человека определяли остеогенный потенциал образцов 
диаметром 11 мм по секреции остеокальцина, минерализации межклеточного матрикса, визуализиро-
ванной окраской ализарином.

Основные результаты. Характеристики трехмерных биодеградируемых матриксов PLA-HAP, полу-
ченных методом 3D-печати, во многом соответствуют физико-химическим  параметрам, критичным для 
восстановления костной ткани. При небольшом содержании кальция и фосфора (1–2 мас.%) они способ-
ствовали ex vivo минерализации межклеточного вещества, сформированного в культуре ММСК жировой 
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время в тканевой биоинженерии 
и регенеративной медицине растет применение 
биодеградируемых (со)полимеров. Среди часто 
изучаемых материалов – полимеры монокарбо-
новых кислот: молочной, гликолевой, масляной, 
валериановой [1]. Широкое использование в кли-
нической практике нашли имплантаты, выпол-
ненные из полигликолевой и (или) полимолочной 
кислот (PLA), которые являются частично кри-
сталлизованными полимерами с линейной струк-
турой [2]. 

В клинической практике растет количество 
операций, сделанных с использованием имплан-
татов, выполненных из различных полимерных 
или биополимерных рассасывающихся материа-
лов, которые должны в разные сроки в зависи-
мости от их состава контролируемо замещать-
ся костной тканью. Однако имплантаты из PLA 
расщепляются и замещаются костной тканью, по 
данным разных авторов, не ранее, чем через 7 
лет после имплантации [3]. По другим данным, 
PLA-винты находятся в живой кости человека не 
менее 5 лет. Во всех динамических клинических 
наблюдениях не отмечено ни одного случая заме-
щения рассасывающегося полимерного имплан-
тата костью в указанные сроки [4]. При этом на 
российском рынке ортопедии и травматологии 
представлены исключительно изделия зарубеж-
ных фирм Smith&Nephew, Stryker, Depuy Mitek, 
Karl Storz, Inion. В связи с этим разработка им-
портозамещающих технологий изготовления и 
модификации имплантатов из биодеградируемых 
(со)полимеров и их композитов является весьма 
актуальной. 

Обширные дефекты костей (например, при он-
кологии) требуют использования имплантатов со 
сложной геометрией, которую можно получить 
с помощью компьютерной томографии раневого 
дефекта, обработки первичных изображений для 
трехмерной (3D) реконструкции зоны интереса, 

изготовления индивидуального изделия. В этом 
плане при создании 3D-конструкций (матриксов, 
скеффолдов, каркасов и т.п.) перспективным под-
ходом признаны различные способы послойного 
формирования 3D-объектов по их компьютер-
ным образам (технологии прототипирования). 
Проблема заключается в хрупкости получаемых 
изделий (струйная печать, стереолитография), 
невысокой точности в микрометровом масштабе 
либо неприменимости для биополимеров (лазер-
ное спекание, послойная полимеризация).

Кроме того, аддитивные технологии (3D-пе-
чать) не означают однозначную остеоинтегра-
цию имплантируемого материала. Соблюдаются 
только принципы точной подгонки материала к 
геометрии макроскопического дефекта, их био-
механической совместимости. Способность ис-
кусственного материала стимулировать рост здо-
ровых костных клеток (регенеративная медицина) 
выходит за рамки данной технологии. 

Для преодоления проблемы предлагаются 
различные технологические комбинации биоде-
градируемых полимеров, например с фосфатами 
кальция [5, 6], известными остеозамещающими 
материалами.

Цель исследования – оценить ex vivo физи-
ко-химические и биологические свойства 3D- 
биодеградируемых матриксов «полимолочная 
кислота – фосфаты кальция», полученных с по-
мощью 3D-печати, как потенциальных материа-
лов для восстановления костной ткани.   

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В экспериментах in vitro применяли 19 экспе-

риментальных образцов композитных биодегра-
дируемых 3D-матриксов (далее – 3D-композиты). 
Образцы изготовлены в виде дисков толщиной 
1,2–1,6 мм и диаметром 11 или 8 мм из исходной 
смеси 95 мас.% полимолочной кислоты (Natural 
Works Ingeo 40-43d, NatureWorks LLC, США) и 
5 мас.% гидроксиапатита (НАР), введенного в 
форме частиц размером менее 75 мкм (табл. 1). 

ткани человека. При 24-часовом контакте in vitro с 3D-композитами PLA-HAP в отличие от PLA-образ-
цов на 9–10% возрастало число погибших (преимущественно путем некроза) лейкозных Jurkat Т-клеток, 
но не мононуклеарных лейкоцитов здорового добровольца.

Заключение.  Полярная реакция здоровых и опухолевых клеток на образцы PLA-HAP в случае уве-
личения  содержания фосфатов кальция в составе 3D-композита может иметь значение при разработке 
новых материалов для эндопротезирования и остеосинтеза переломов у больных, страдающих гемо- 
бластозами. 

Ключевые слова: 3D-моделирование, прототипирование, биодеградируемые диски, in vitro, цито-
токсичность, стромальные стволовые клетки, секреция остеокальцина, окраска ализарином красным.
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Порошок синтетического НАР получен механо-
химическим способом [7]. В качестве контроля 
использовали 19 дисков из 100 мас.% полилакти-
да (PLA). Нить диаметром 1,75 мм для изготов-
ления образцов получали при 121 оС с помощью 
экструдера Wellzoom Type A (Shenzhen Mistar 
Technology Co., КНР). 

Проектирование 3D-моделей образцов осу-
ществлялось в программной среде с открытым 
исходным кодом Blender. 3D-модели различались 
диаметром изделия, толщиной и размерами бо-
роздок на поверхности (см. табл. 1, рис. 1). Ма-
крорельеф (бороздки) создавали для улучшения 
потенциальных остеогенных свойств эксперимен-
тальных образцов согласно алгоритму работ, ра-
нее проведенных на кальцийфосфатных матери-
алах [8]. 

нических свойств 3D-модели использовали FEM 
Workbench программного продукта FreeCAD. 
Подготовка верифицированных 3D-моделей к 
3D-печати, заключающаяся в преобразовании мо-
дели из STL формата в G-code, осуществлялась 
с использованием программы Makerbot Desktop. 
Образцы получали методом  послойного на-
плавления нитей (FFF) при помощи 3D-принтера 
CreatBot Duo (CreatBot 3D Printer, КНР). Массу 
напечатанных изделий определяли на аналитиче-
ских электронных весах GR-202 (A&D, Япония) I 
класса точности по ГОСТ Р 53228-2008. 

Исследование морфологии и элементного со-
става поверхности образцов осуществляли при 
помощи растрового электронного микроскопа 
(РЭМ) LEO EVO 50 – INCA Energy 350 (Carl Zeiss 
Jiena, Германия) c приставкой для микроанализа 
EDAX, которая была использована для определе-
ния элементного состава покрытия. Оптическую 
отражающую микроскопию макрорельефа по-
верхности проводили с помощью инвертирован-
ного металлографического микроскопа Olympus 
GX-71 (Япония).

По шесть штук PLA-образцов и 3D-композитов 
использовали для тестирования их физико-хи-
мических свойств. Шероховатость поверхности 
3D-образцов определяли с помощью профиломе-
тра-296 (Россия) согласно ГОСТ 2789-73 по ин-
дексу R

a
, значение которого рассчитывалось как 

среднее арифметическое отклонение профиля 
поверхности в пределах базовой длины измере-
ния 1,5 мм.

Электростатический потенциал поверхности 
определяли специализированным аппаратурным 
комплексом для измерения поверхностной плот-
ности заряда и потенциала поверхности, как 
описано нами ранее [9]. В основу методики из-
мерения потенциала покрытий положен метод 
подъемного электрода (метод Егучи).

Измерения краевого угла смачивания деиони-
зованной водой и глицерином проводили на воз-
духе методом лежащей капли (3 мкл) при ком-
натной температуре посредством Contact Angle 
Measuring Module DSA20 EasyDrop (KRUSS, Гер-
мания) с помощью программного обеспечения 
DSA1, как описано ранее [10]. Поверхностную 

Т а б л и ц а  1 

Сравнение симулированных в компьютерной модели и реальных параметров экспериментальных образцов  
композитных биодеградируемых 3D-матриксов из полимолочной кислоты и частиц гидроксиапатита, мм

Маркировка
Диаметр  
модели

Диаметр 
образцов

Толщина 
модели

Толщина  
образцов

Ширина бороздок 
модели

Ширина бороздок 
образцов

M03 11 11 1,5 1,4–1,6 0,3–0,5 0,4–0,5

M02 8 8 1,3 1,2–1,3 0,3–0,5 0,4–0,5

Рис. 1. Сравнение компьютерных моделей М03 (диаметр 11 
мм) и M02 (диаметр 8 мм) экспериментального образца ком-
позитных биодеградируемых 3D-матриксов: изометрическая 

проекция 

Построенные 3D-модели экспериментальных 
образцов подвергали анализу методом конечных 
элементов. Для симуляционного анализа (верифи-
кации) сочетания морфологических и (или) меха-
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энергию рассчитывали по уравнению Оуэнса – 
Вендта [11].

Перед биологическими испытаниями образцы 
автоклавировали в течение 30 мин при 121 оС и 1 
атм. Для тестирования цитотоксичности in vitro 
использовали восемь экспериментальных образ-
цов 3D-композитов и восемь PLA-дисков диаме-
тром 8 мм (контроль). На трех тестируемых или 
контрольных образцах изучали их влияние на 
жизнеспособность мононуклеарных лейкоцитов 
периферической крови здорового добровольца. 
Еще по пять экспериментальных образцов из ка-
ждой исследуемой группы применяли для изу- 
чения их цитотоксичности в отношении линии 
Jurkat 5332 лейкозных Т-лимфобластоподобных 
клеток человека (далее Jurkat Т-клетки). 

В качестве здоровых клеток-мишеней исполь-
зовали первичную культуру мононуклеарных 
лейкоцитов крови. Периферическую кровь здо-
рового добровольца собирали в стерильных усло-
виях в пробирки Vacuette (BD Diagnostics, США). 
Фракцию мононуклеарных лейкоцитов  выделя-
ли из крови методом центрифугирования в те-
чение 10 мин при 500 g с использованием гради-
ента плотности Ficoll-Paque (Pharmacia, Швеция)  
(ρ = 1,077 г/см3) и двукратным отмыванием взве-
си клеток от реактива фосфатным буфером. 

Взвесь мононуклеарных лейкоцитов (исходная 
жизнеспособность более 95% согласно тесту с 
0,4%-м трипановым синим) культивировали в пяти 
конических пластиковых пробирках объемом 15 мл 
при температуре 37 ºС в концентрации 3 × 10 

6  
нуклеаров/мл культуральной среды следующе-
го состава: 100% среды ДМЕМ/F12 (1:1) (Gibco 
Life Technologies, США), 10 мМ буфера HEPES 
(Sigma-Aldrich, США), 280 мг/л L-глутамина (Sig-
ma-Aldrich, США).

Для изучения цитотоксичности в отношении 
опухолевых клеток применяли Jurkat Т-клетки 
(Институт цитологии РАН, г. Санкт-Петербург) 
с исходной жизнеспособностью 98% согласно те-
сту с 0,4%-м трипановым синим. Jurkat Т-клет-
ки культивировали в пяти лунках 24-луночного 
планшета (Orange Scientific, Бельгия) при темпе-
ратуре 37 ºС и 5% СО

2
 в концентрации 1 × 104 кле- 

ток/мл полной питательной среды, состоящей из 
90% RPMI-1640 (Sigma, США), 10% инактивиро-
ванной (56 ºС в течение 30 мин) сыворотки крови 
эмбрионов коров (Sigma-Aldrich, США) и 0,3 мг/мл  
L-глутамина (Sigma-Aldrich, США). 

В культуральные сосуды помещали по одному 
тестируемому образцу и сокультивировали кле-
точную взвесь в течение 24 ч. Контролем служила 
клеточная взвесь без экспериментальных образцов. 

 После инкубации клеточную взвесь центри-
фугировали при 500 g в течение 15 мин, надосадок 
замещали 1 мл культуральной среды. Клеточный 
осадок ресуспендировали для оценки жизнеспо-
собности клеток. Жизнеспособность монону-
клеарных лейкоцитов крови оценивали согласно 
рекомендациям ISO 10993-5 по их способности 
исключать окрашивание (не окрашиваться) 0,4%-м  
раствором трипанового синего (Sigma-Aldrich, 
США). Число окрашенных и (или) неокрашенных 
лейкоцитов определяли в камере Горяева с по-
мощью микроскопа ZEISS Axio Observer A1 (Carl 
Zeiss Microscopy, Германия).

Процентное соотношение живых и погибших 
(апоптоз, некроз) форм Jurkat Т-клеток опреде-
ляли методом проточной цитофлуориметрии на 
аппарате Guava EasyCytePlus (Millipore, США) с 
использованием реагента и программы Guava Via 
Count (Millipore, США).

Для определения in vitro влияния образцов на 
остеогенный потенциал стромальных стволовых 
клеток использовали по пять штук 3D-композитов 
или PLA-образцов диаметром 11 мм. В качестве 
клеток-мишеней использовали культуру постна-
тальных стромальных стволовых клеток (далее – 
мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток (ММСК)), выделенных из жировой ткани 
человека методом липоаспирации (разрешение  
№ 4 от 23.10.2013 локального этического комитета 
Инновационного парка Балтийского федерально-
го университета имени И. Канта, г. Калининград). 
Подобные клетки in vitro способны дифферен-
цироваться и давать начало трем типам клеток 
(остеобласты, хондробласты, фибробласты), что 
соответствует критериям стволовых клеток, уста-
новленным The International Society for Cellular 
Therapy (ISCT) [12].  

ММСК в концентрации 3 × 104 клеток/лунку 
помещали в 24-луночные планшеты (Orange Sci-
entific, Бельгия) в 1 мл среды обычного состава 
(контроль роста 1): 90% среды DMEM/F12 (1 : 1)  
(Gibco Life Technologies, США), 10% сыворот-
ки крови плодов коровы (Sigma-Aldrich, США),  
50 мг/л гентамицина (Invitrogen, Великобрита-
ния), 280 мг/л L-глутамина (Sigma-Aldrich, США). 
В часть лунок перед добавлением культуральной 
среды помещали  тестируемые образцы в количе-
стве 1 штука/лунку.  

Для выявления потенциальной способности 
коммитирования ММСК в остеобласты часть 
клеток культивировали в 1 мл бессывороточной 
остеогенной среды из набора StemPro® Differen-
tiation Kit (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
протоколу производителя (контроль роста 2). 
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Супернатанты (межклеточные жидкости) от-
деляли от клеточных культур на 14-, 17-, 21-е 
сут культивирования, собирали в пробирки, 
центрифугировали при 500 g в течение 10 мин. 
Количественное определение остеокальцина осу-
ществляли с помощью тест-системы Osteometer 
BioTech A/S N-MID Osteocalcin One Step ELISA 
(Nordicbioscience diagnostics, Дания) для имму-
ноферментного анализа (ИФА). Исследование 
проводилось по стандартной схеме проведения 
ИФА. 

Через 21 сут культивирования тестируемые 
образцы удаляли, сушили на воздухе. Клетки, 
прилипшие к пластику в лунках, окрашивали 
2%-м раствором красителя ализарин красный 
S.  A5533  (Sigma-Aldrich, США). Участки розо-
во-малинового окрашивания, свидетельствующие 
об осаждении кальция (процессе минерализации) 
на костных клетках, документировали с помощью 
программы ZEN 2012 (Carl Zeiss Microscopy, Гер-
мания) на микроскопе ZEISS Axio Observer A1 
(Carl Zeiss Microscopy, Германия).

Статистическая обработка данных осущест-

влялась с помощью программы STATISTICA for 
Windows 10.0. Рассчитывали параметры распреде-
лений: медиану (Ме), 25%-й квартиль (Q

1
) и 75%-

й квартиль (Q
3
). Для оценки статистической зна-

чимости различий применяли непараметрический 
критерий Манна – Уитни. Различия считались 
статистически значимыми при уровне значимости 
р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительный анализ с помощью отражаю-

щей оптической микроскопии (рис. 2), модель-
ных и реальных параметров изделий, полученных 
после 3D-печати (см. табл. 1), подтвердил воз-
можность применения выбранного метода про-
тотипирования для воспроизведения в реальном 
образце геометрических характеристик, симули-
рованных на компьютере. Расстояние между бо-
роздками в 3D-композитах примерно в 1,5 раза 
превышало таковое в PLA-образцах, что может 
быть связано с большей вязкостью композитного 
материала, которая влияет на скорость выхода 
нити из сопла печатающего устройства. 

Рис. 2. Отражающая оптическая микроскопия макрорельефа поверхности: а – композитных биодеградируемых 3D-матриксов; б – 
полилактидных дисков без добавления гидроксиапатита. Темное поле, ув. 10

а б

Известно, что масса имплантатов является 
одним из критических параметров его исполь-
зования в клинической практике. Взвешивание 
3D-композитов показало, что их масса статисти-
чески значимо не отличалась от массы чистых 
PLA-образцов с сопоставимым диаметром и ре-
льефом. При диаметре 11 мм средняя масса пяти 
PLA-дисков составила (165 ± 1) мг, что соответ-
ствовало массе пяти экспериментальных образ-
цов 3D-композитов (165 ± 17) мг. Для сравнения: 
масса композитов «титан-кальцийфосфатное 

микродуговое покрытие», широко применяемых 
в ортопедии и травматологии при аналогичных 
размерах варьирует в пределах 400–600 мг. 

Таким образом, добавление частиц НАР в по-
лимерный состав не вызывает значимых изменений 
в массе образцов и, с другой стороны, позволяет 
надеяться на улучшение биологических свойств 
3D-композитов при испытаниях in vitro и in vivo в 
приложении к биоинженерии костной ткани.

Согласно выполненным физико-химическим 
тестам (табл. 2), 3D-печать не влияла на  извест-
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ные из литературных источников [2] гидрофоб-
ные свойства PLA-образцов (контактный угол 
смачивания водой 82о). Приблизительно рав-
номерное распределение дисперсионной и по-

лярной составляющей поверхностной энергии 
обусловлено наличием в составе полимера непо-
лярных (С─С, С─Н) и полярных связей (C─O, 
С=О).  

Т а б л и ц а  2 

Сравнительные физико-химические характеристики полилактидных образцов и композитных биодеградируемых 3D-матриксов 
(диаметр 11 мм) полимолочной кислоты с частицами гидроксиапатита, изготовленных методом послойного наплавления нитей,  

Me (Q
1
; Q

3
)

№
п/п

Параметр Ед. изм.
3D-композиты

PLA-HAP
PLA-диски р

1
Амплитуда электростатического потенциала 
поверхности (рельефная сторона), n = 25

В –36,3 (–36,3; 13,4) –36,3 < 0,001

2
Амплитуда электростатического потенциала 
поверхности (гладкая сторона), n = 25

В –36,3 (–36,3; –13,2) –36,3 < 0,001

3
Индекс Ra шероховатости поверхности
(гладкая сторона), n = 50

мкм 0,70 (0,46; 0,94)
0,70

(0,54; 1,07)
> 0,05

4 Наличие кальция в составе образца, n = 20 массовые % 1,52 (1,20;1,95) 0 < 0,001

5 Наличие фосфора в составе образца, n = 20 массовые % 0,77 (0,65; 1,0) 0 < 0,001

6
Соотношение кальция (атомные %)  
к фосфору (атомные %), n = 20

усл. ед. 1,45 (1,39; 1,52) 0 < 0,001

7 Концентрации токсичных элементов в образцах

7.1 Al (n = 20) атомные % 0 (0; 0,01) 0 > 0,05

7.2 Mn (n = 6–9)

атомные %

0
n = 9

0,01
(0; 0,01)
n = 6

> 0,05

7.3 Fe (n = 6–9)
0

n = 9
0

n = 6
> 0,05

7.4 Sn (n = 6–9)
0,01 (0; 0,01)

n = 9
0

n = 6
> 0,05

8 Контактный угол смачивания водой (n = 9) градус 82 (73; 83) 82 (81; 85) > 0,05

9 Величина поверхностной энергии (n = 9) мН/м 28 (25; 31) 26 (25; 27) > 0,05

9.1 дисперсионная компонента мН/м 7 (4; 15) 15 (13; 17) > 0,05

9.2 полярная компонента мН/м 21 (11; 25) 11 (8; 14) > 0,05

П р и м е ч а н и е. n – количество измерений.

Считается, что увеличение гидрофильности 
полимерной поверхности улучшает клеточную 
адгезию [13]. Введение HAP в полимерный ма-
териал существенно не меняло гидрофильность 
и (или) гидрофобность 3D-композитов. Вместе 
с тем тенденция к 3-кратному увеличению ме-
дианы распределения полярной компоненты по-
верхностной энергии предполагает наличие в со-
ставе композитов дополнительных заряженных 
частиц. 

Микроанализ элементного состава в точечных 
областях 3D-композитов показал наличие фос-
фора и кальция в концентрации 1–2 мас.% соот-
ветственно. В свою очередь чистые PLA-образцы 
состояли на 65–70 мас.% из углерода и 30–35 
мас.% кислорода. 

Наличие кальция и фосфора в имплантатах 
является важнейшим условием их остеогенной 
активности [14]. При этом медленная динамика 
растворения полилактидных матриц [15] позво-
ляет их рассматривать в качестве потенциальных 

систем длительного высвобождения ионов каль-
ция и фосфора. Примеси токсичных металлов, 
которые могли присутствовать в исходных ин-
гредиентах и инкорпорироваться в процессе из-
готовления образцов, не определялись или были 
обнаружены в следовых количествах (см. табл. 2). 
Это позволило исключить их вклад в возможную 
цитотоксичность тестируемых образцов.

Другими характеристиками, способствующи-
ми росту костных клеток и биоинженерии кост-
ной ткани, являются микрорельеф (шерохова-
тость) поверхности  [14], отрицательный знак ее 
заряда и оптимальная величина электростатиче-
ского потенциала [16]. Известно, что полимеры в 
сравнении с металлами и керамикой имеют низ-
кие значения поверхностной энергии [17], что 
позволяет микротопографии поверхности играть 
ведущую роль в регуляции жизнедеятельности 
клеток [10]. 

В этом плане 3D-композиты PLA-HAP при 
одинаковой шероховатости поверхности с PLA- 
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образцами имеют биомедицинское преимущество 
в ограничении амплитуды поверхностного потен-
циала в сравнении с PLA-образцами (см. табл. 2). 
Амплитуда отрицательного электростатического 
потенциала на PLA-поверхности превышала пре-
дел измерительного прибора (36,3 В). На трех из 
пяти изученных 3D-композитов зафиксировано 
снижение амплитуды и (или) реверсия знака за-
ряда (с отрицательного на положительный) на 
разных сторонах образцов. Можно предполо-
жить неравномерное распределение частиц HAP 
при изготовлении композитной нити для 3D-пе-
чати и (или) печати самих образцов как следствие 
изменения вязкости композитного материала.    

При оценке перспектив новых материалов 
биомедицинского назначения международные 
и российские стандарты рекомендуют начинать 
изучение их биосовместимости с тестов in vitro 
[18]. Перед проведением исследований in vivo но-
вых композитов уже известных материалов сле-
дует исключить их потенциальную токсичность 
в отношении морфологии и функциональной ак-
тивности клеток млекопитающих. 

Одним из основных методов, согласно реко-
мендациям  ISO 10993-5, ГОСТ Р ИСО 10993-5, 
является определение способности клеток проти-
востоять проницаемости мембран для витальных 
красителей (жизнеспособности) после прямо-
го контакта с изделием и (или) воздействия его 

Гибель клеток была обусловлена усилением 
процессов апоптоза и в большей степени некро-
за. При этом PLA-изделия, напротив, уменьшали 
число некротических форм Jurkat Т-клеток по 
сравнению с контролем без образцов. 

Изменение морфофункционального состоя-
ния Jurkat Т-клеток было установлено ранее при 
краткосрочном контакте с кальцийфосфатным 
(КФ) покрытием, сформированным методом вы-

Т а б л и ц а  3  

Результаты in vitro цитотоксичности тестируемых образцов после 24 ч  сокультивирования с опухолевыми Jurkat Т-клетками,  
Me (Q

1
; Q

3
)

№
п/п

Группа наблюдений

Jurkat Т-клетки, n = 15

Количество  
жизнеспособных клеток, %

Количество погибших клеток, %

Апоптоз Некроз

1 Культура клеток без образцов (контроль токсичности)
81,5

(80,1; 83,6)
4,6

(4,2; 4,9)
14,8

(12; 15,6)

2 Культура клеток в присутствии 3D-композитов PLA-HAP

72,9
(69,4; 78,6)
р

1
 < 0,0004

р
3
 < 0,00002

5,6
(4,7; 6,3)
р

1
 < 0,02

р
3
 < 0,009

21,0
(17; 24)

р
1
 < 0,0007

р
3
 < 0,00004

3 Культура клеток в присутствии PLA-дисков
82,6

(80,7; 87,1)
4,4

(3,9; 5,1)

12,4
(8; 13,5)
р1 < 0,04

П р и м е ч а н и е. n – количество исследованных проб; р
1
, р

3
 – статистически значимые различия с группами 1 и 3 соответственно. 

вытяжек. Подходящим объектом для изучения 
цитотоксичности являются клетки крови и им-
мунной системы, реагирующие на любое экстре-
мальное воздействие на организм [19].

Мононуклеарные лейкоциты крови принимают 
активное участие в реакциях приживления и (или) 
отторжения имплантатов [18]. Согласно полу-
ченным результатам, доля жизнеспособных лей-
коцитов при добавлении к клеточной суспензии 
тестируемых образцов 3D-композитов PLA-HAP 
составила 100%, PLA-дисков – 80–100%, что ста-
тистически значимо не отличалось от показателя 
в контрольной культуре клеток (100%), не контак-
тировавших с искусственными материалами. 

На лейкозных Jurkat Т-клетках изучают им-
мунные и цитотоксические реакции на биома-
териалы [20]. В представленных исследованиях 
не применялись митогены, цитокины  и хими-
ческие активаторы, увеличивающие концентра-
цию факторов роста в супернатантах клеточ-
ных культур в сотни раз [21], что способствует 
адаптации (выживанию) культуры Jurkat Т-кле-
ток in vitro, трудно достижимой в естественных  
условиях.  

В среде без митогенов 3D-композиты вызыва-
ли статистически значимое снижение на 9–10% 
жизнеспособности опухолевых клеток крови в 
сравнении как с контролем (культура клеток без 
образцов), так и с PLA-дисками (табл. 3). 

сокочастотного магнетронного распыления на 
титане [22]. При этом микродуговые КФ-покры-
тия при 24-часовом контакте снижают выживае-
мость культуры Jurkat Т-клеток [23]. Возможно, 
существуют общие закономерности негативной 
реакции Jurkat Т-клеток на фосфаты кальция, 
которые способны выделяться в межклеточную 
жидкость при биодеградации композитных ма-
териалов. В этом плане полученные результаты  
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согласуются с некоторыми литературными ссыл-
ками о цитотоксичности аморфных (раствори-
мых) фосфатов кальция [24].

Cуществующие в настоящее время основные 
классы материалов для биологии и медицины 
(металлы и их сплавы, разновидности керамики, 
полимеры, углеродные волокна) при всех досто-
инствах не удовлетворяют полностью характе-
ристикам живых тканей. В конечном итоге это 
приводит к клинической ситуации, которая назы-
вается «неуспех имплантата»: расшатывание, на-
рушение его целостности, присоединение инфек-
ционных агентов, что заставляет удалять изделие 
раньше положенного срока службы. Возникают 
реальные социально-экономические потери для 
самого пациента и государства. 

Поэтому разработка композитных матриксов, 
которые способны воспроизводить клеточное 
и тканевое микроокружение, рассматривает-
ся как обещающее направление биоинженерии 

Другими словами, использованная культура 
ММСК обладала слабыми секреторными спо-
собностями, что не позволило в использованные 
сроки эксперимента установить влияние тести-
руемых матриксов на выделение остеокальцина 
в межклеточную жидкость. Тем не менее тести-
руемые образцы, как минимум, не снижали спо-
собность ММСК секретировать остеокальцин в 
стандартной культуральной среде без остеоген-
ных добавок.  

Более наглядные результаты были получе-
ны при окраске клеточных культур ализарином 
красным на 21-е сут исследования (рис. 3). Али-
зарин красный имеет сродство к катионам, в том 
числе кальция, и дает прочное окрашивание в ме-
стах его отложения (участках минерализации – 
кальцификации). 

биологических тканей. При этом считается, 
что особенности внеклеточного матрикса спо-
собны регулировать направление дифферен-
цировки и созревания стромальных стволовых  
клеток [25].

Способность клетки к дифференцировке и со-
зреванию возможно определить с помощью ци-
то(гисто)химических и биохимических методик. 
В качестве молекулярного маркера остеогенной 
дифференцировки MMСК часто используется 
остеокальцин – межклеточный белок, являющий-
ся растворимым компонентом костного матрикса 
и выделяемый секреторными (зрелыми) остео- 
бластами [26].

Согласно данным табл. 4, длительное куль-
тивирование ММСК жировой ткани человека в 
стандартной культуральной среде (без остеоген-
ных добавок; контроль роста 1) на пластике не 
сопровождалось значительной секрецией остео-
кальцина в изученные сроки эксперимента. 

Соответственно ММСК жировой ткани, взаи-
модействующие с тестируемыми 3D-композитами 
и PLA-образцами, не получали преимуществ в се-
креции остеокальцина в сравнении с контролем 
роста 1 (см. табл. 4).

Остеогенная среда включает в свой состав гу-
моральные индукторы генов дифференцировки и 
созревания (как правило, дексаметазон, бета-гли-
церофосфат, аскорбиновую кислоту). Результаты 
показали, что специализированная остеогенная 
среда (контроль роста 2) только в 1,5–2 раза в 
сравнении с контролем роста 1 стимулировала 
секрецию остеокальцина на 14–17-е сут. К кон-
цу периода наблюдений (21-е сут) концентрация 
белка в контроле роста 2 значительно уменьши-
лась и не отличалась от таковой в других группах 
наблюдения (см. табл. 4). 

Т а б л и ц а  4 

Концентрация остеокальцина (нг/мл) в межклеточной среде культуры мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток  
жировой ткани человека (контроль роста 1) в различные сроки контакта с тестируемыми образцами, Me (Q

1
; Q

3
)

№ п/п Группа наблюдений 
Сроки контакта, сут

14 17 21 

1
Контрольная культура клеток без образцов (контроль 
роста 1)

0,82
(0,76; 0,88)

0,88
(0,82; 0,94)

0,94
(0,94;1,0)

2 Культура клеток в присутствии 3D-композитов PLA-HAP 
0,59

(0,53; 0,70)
0,70

(0,59; 0,76)
0,88

(0,88; 1,0)

3 Культура клеток в присутствии PLA-дисков
0,88

(0,88; 1,00)
0,70

(0,70; 1,05)
1,09

(0,41; 1,35)

4
Культура клеток без образцов в бессывороточной  
остеогенной среде (контроль роста 2)

1,29
(1,26; 1,50)
р

1,2
 < 0,01

1,70
(1,05; 1,87)
р

1,2
 < 0,02

0,88
(0,88; 1,17)

П р и м е ч а н и е. р
1
, р

2
 – статистически значимые различия с группами 1, 2 соответственно; количество исследованных образцов 

(лунок в планшете) в каждой группе n = 5.
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В специализированной остеогенной среде (кон-
троль роста 2) к 21-м сут эксперимента отмечены 
множественные участки культуры клеток с интен-
сивным  малиново-красным окрашиванием (рис. 3, г),  
свидетельствующие об отложении солей кальция 
на клетках. Согласно известному ионному соста-
ву культуральной среды, это, прежде всего, фос-
фаты кальция, являющиеся, как известно [26], 
основным компонентом минерального матрикса 
кости. Напротив, в контроле роста 1 (рис. 3, а) 
ММСК практически не воспринимали краситель.

На границе раздела «образец –клетки» ма-
триксы PLA и PLA-HAP способствовали фор-
мированию участков фибробластоподобных 
клеток со слабым малиновым окрашиванием 
клеточных скоплений (рис. 3, б, в).  В поряд-
ке убывания степени окраски исследуемые 
группы располагаются в следующем порядке: 
контроль роста 2 > культура клеток в присут-
ствии 3D-композитов PLA-HAP > культура кле-
ток в присутствии PLA образцов > контроль  
роста 1. 

Таким образом, композитные биодеградируе-
мые 3D-матриксы PLA-HAP способны усиливать in 
vitro минерализацию межклеточного матрикса. Это 
может быть проявлением их специфической остео- 
генной активности (механизма действия) в отно-
шении стимулирования роста, дифференцировки и 
созревания ММСК в костные клетки. Известно, что 
минерализация межклеточного матрикса является 
одной из основных функций остеобластов [26].

По-видимому, наличие в составе 3D-композитов 
частиц HAP позволяет им при 21-суточном мед-
ленном растворении в клеточной культуре вы-

ступать для ММСК в качестве источника ионов 
кальция, фосфора, а также фосфатов кальция. 
Фосфаты кальция являются промоторами проли-
ферации остеобластов, вызывают их активацию 
[27], способствуют остеогенной дифференциров-
ке ММСК [28]. При этом растворение фосфатов 
кальция является важным компонентом усиления 
их остеогенных свойств [29]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что характеристики трехмерных биодегра-

Рис. 3. 21-суточная культура ММСК жировой ткани человека с участками минерализации, окрашенными  ализарином красным: 
а – контроль роста 1 (стандартная культуральная среда); б – культура клеток в присутствии PLA-образцов; в – культура клеток 

в присутствии 3D-композитов PLA-HAP; г – контроль роста 2 (бессывороточная остеогенная среда). Ув. 100

а б

в г
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дируемых матриксов PLA-HAP, полученных ме-
тодом 3D-печати, во многом соответствуют фи-
зико-химическим  параметрам, критичным для 
восстановления костной ткани. При небольшом 
содержании кальция и фосфора они способству-
ют ex vivo минерализации межклеточного веще-
ства, формируемого в культуре ММСК жировой 
ткани человека. При 24-часовом контакте in vi-
tro 3D-композиты PLA-HAP в отличие от PLA-
образцов усиливают гибель лейкозных Т-лим-
фобластоподобных клеток человека линии Jurkat 
5332, но не мононуклеарных лейкоцитов здоро-
вого добровольца. 

Основная стратегия (иммуно)биотерапии лей-
кемии связана с индукцией апоптоза лейкозных 
клеток [30]. Полярная реакция здоровых и опу-
холевых клеток на образцы PLA-HAP в случае 
увеличения содержания фосфатов кальция и ре-
шения методических вопросов равномерности их 
распределения в композитном материале может 
иметь значение при разработке новых материа-
лов для эндопротезирования и остеосинтеза пе-
реломов у больных, страдающих гемобластозами. 
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ABSTRACT

The purpose of this study is to estimate Ex vivo physicochemical and biological features of three-dimension-
al (3D) biodegradable matrices “polylactic acid/calcium phosphates” (hereafter 3D composites) designed with 
the help of additive technologies (3D printing) as potential materials for bone tissue regeneration.

Materials and methods. Experimental samples (disks 1,2–1,6 mm thick, and 11 mm or 8 mm in diameter) 
of composite biodegradable 3D matrices (hereafter 3D composites) have been produced from initial mixture of 
95 mas% polylactic acid (PLA) and 5 mas% hydroxyapatite (HAP). Computer-aided design method, Blender 
software and fused filament fabrication (FFF; fiber diameter 1,75 mm) with 3D printing were used in sample 
production.  100 mas% PLA disks served as control. One of the sample surfaces was textured with 0,3–0,5 
mm wide grooves.  Physicochemical properties of 11 mm disks (geometry, mass, morphology, roughness, 
electrostatic voltage, surface wettability, and element composition) were studied. Biological trials included 
the evaluation of 24-hour cytotoxicity of 8 mm samples in culture of mononuclear leukocytes of a healthy 
volunteer or human Jurkat T cell leukemia-derived cell line (hereafter Jurkat T cells). Moreover, osteogenic 
potential of 11 mm disks was determined in 21-day culture of human adipose-derived multipotent mesenchymal 
stem cells (AMMSCs) be means of osteocalcin secretion and intercellular matrix mineralization visualized by  
alizarin red S staining. 

Results. The features of PLA-HAP 3D composites generated by 3D printing correspond to physicochemical 
parameters which are crucial for bone tissue recovery. In case of small amount of calcium and phosphorus 
they facilitated ex vivo mineralization of extracellular matrix formed in AMMSCs culture. The number of died 
(by necrosis, mainly) leukemic Jurkat T cells but not mononuclear leukocytes of a health volunteer increased 
to 9–10% in 24-hour in vitro contact with PLA-HAP 3D composites unlike PLA samples alone. 

Conclusion. Polar reaction of tumor and normal cells to PLA-HAP samples in case of increasing amount of 
calcium phosphates in 3D-composite may be valuable for the development of new materials used for osteosyn-
thesis of fractures and endoprosthesis in patients with hematological malignancies.

Key words: 3D-simulation, prototyping, biodegradable disks, in vitro, cytotoxicity, stromal stem cells, 
osteocalcin secretion, alizarin red staining.
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