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Введение

Керамические материалы для реконструк-
ции костной ткани должны удовлетворять опре-
деленному набору требований, среди которых 
особенно важными являются резорбируемость, 
остеокондуктивность и остеоиндуктивность [1 – 3]. 
Резорбируемость материала (коррелирующая с его 
растворимостью) в значительной мере определя-
ется его химическим составом. Интенсивно ис-
пользуемая ранее малорастворимая биокерамика 
на основе гидроксипатита (ГА) Ca10(PO4)6(OH)2 в 
настоящее время уступает место резорбируемым 
составам, содержащим более резорбируемый три-
кальцийфосфат Са3(РО4)2 (ТКФ) или его смеси с 
ГА [4, 5]. 

Остеокондуктивность — комплексная харак-
теристика, которая описывает определенный тип 
остеогенеза, развивающийся на границе имплан-
тата с врастающей в него костной тканью; при 
этом остеобласты с края костного дефекта распро-
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страняются на имплантат для создания новообра-
зованной кости. Остеокондуктивный имплантат 
способствует прорастанию в него костной ткани 
как за счет присущей ему пористости, так и за счет 
физико-химических свойств поверхности, которые 
обеспечивают адгезию и пролиферацию остеоген-
ных клеток [6]. Остеокондуктивные свойства обыч-
но связывают с определенной макроструктурой 
(архитектурой) материала: с долей, распределени-
ем и размером пор. Считается, что распределение 
пор по размерам должно иметь бимодальный или 
даже мультимодальный характер [7 – 9]. Поры са-
мой крупной моды (от 100 до 1000 мкм и соединя-
ющие их переходы с диаметром не менее 50 мкм) 
определяют способность к врастанию костной тка-
ни de novo в пористый материал. Доля крупных пор 
должна превышать 40 % для устойчивой интегра-
ции новообразованной кости; современные макро-
пористые имплантаты проектируют с долей пор от 
60 до 90 % объема имплантата [10, 11], что апри-
ори предполагает связный характер крупных пор. 
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Последнее исключительно важно для обеспечения 
проницаемости имплантата для различных биоло-
гических потоков. Относительно характеристики 
пор малой и средней мод консенсус, по-видимому, 
пока не достигнут.

Остеоиндукция описывает костеобразование 
не только на границе контакта материала с костью, 
но и во всем его объеме за счет трансформации ма-
лодифференцированных клеток в остеобласты или 
хондроцитов из окружающих тканей на поверх-
ности материала с формированием кости de novo. 
Это предполагает присутствие в материале специ-
альных стимулов направленной дифференцировки 
клеток в остеогенную линию. Выделяют несколько 
групп остеоиндуцирующих стимулов — биохи-
мические, механические, гидродинамические и 
электрические. Наиболее известны биохимические 
стимулы — низкомолекулярные органические ве-
щества или специальные белки (факторы), среди 
которых особое значение имеет семейство морфо-
генетических костных белков (Bone Morphogenetic 
Protein  — ВМР) [12]. Придание остеоиндуктив-
ных свойств искусственным остеопластическим 
материалам за счет “нагружения” их белками ВМР 
— довольно распространенный прием, значи-
мость которого, однако, начинает снижаться [13]. 
Механический стимул включает в себя описание 
жесткости имплантата (упругие модули), а также 
кривизну поверхности, ее микрорельеф, а также де-
формацию [14]. В работе [15] продемонстрирован 
определяющий эффект жесткости клеточного суб-
страта на направленную дифференцировку клеток. 
В работе [16] показано, что вогнутая поверхность 
материала, напрягающая актиновый цитоскелет 
клеток, запускает целый каскад биохимических 
превращений, направляя дифференцировку и спо-
собствуя их пролиферации. 

Современные материалы для регенерации 
костной ткани представляют собой, фактиче-
ски, тканеинженерные конструкции — субстрат 
с мультимодальной пористостью (скаффолд), на-
полненный активными элементами, например, 
малодифференцированными (стволовыми) клет-
ками [17]. Пористость скаффолда является необ-
ходимым условием остеокондуктивных свойств, 
однако, кривизна поверхности пор средней моды 
(50 – 250 мкм) способна вызвать и остеоидуциру-
ющий эффект. В этой связи вопрос о влияние доли 
и размера пор материала на эволюции культивиру-
емых клеток приобретает особое значение.

Мультипотентные мезенхимные стволовые/
стромальные клетки (МСК) являются источниками 
остеобластов при обновлении костной ткани и ее 

регенерации при повреждениях. Ранее авторами с 
помощью МТТ теста и сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ) было показано поддержание 
жизнеспособности и изменение морфологии МСК 
при культивировании на макропористой керамике 
на основе ТКФ [18].

Цель настоящей работы — анализ влияния раз-
мера пор макропористой керамики на основе ТКФ, 
на первично выделенные стромальные клетки че-
ловека, включая дермальные фибробласты и МСК. 

Пористая керамика на основе ТКФ с варьиру-
емыми характеристиками порового пространства 
была изготовлена разрабатываемым нами методом 
фотоотверждаемых эмульсий [19]. 

Материалы и методы исследования

Для получения фотоотверждаемых эмульсий 
использовали следующие реактивы: трикальци-
евый фосфат (ТКФ) Ca3(PO4)2, ПЭГДА-700 (по-
лиэтиленгликоль диакрилат молекулярной массы 
700 Да, Sigma Aldrich, Германия), дистиллиро-
ванную воду, парафиновое масло (Sigma Aldrich, 
Германия), полиакриловую кислоту (Sigma Aldrich, 
Германия), эмульгатор полиэтоксилированное ка-
сторовое масло (PECO, Sigma Aldrich, Германия), 
фотоинициатор дифенил(2,4,6-триметилбензоил)
фосфин оксид (Sigma Aldrich, Германия).

ТКФ Са3(РО4)2 синтезировали твердофазным 
методом из карбоната кальция CaCO3 (99,0 %, 
Sigma Aldrich, Германия) и пирофосфата кальция 
(ПФК) Ca2P2O7. ПФК синтезировали путем терми-
ческого разложения монокальциевого фосфата мо-
ногидрата (брушита) CaHPO4·2H2O.

Брушит CaHPO4·2H2O осаждали по реакции 

Ca(NO3)2 + (NH4)2HPO4 + 2H2O =
= CaHPO4·2H2O + 2NH4NO3, (1)

сливанием растворов с эквимолярным содер-
жанием Ca(NO3)2·4H2O (99,0 %, Sigma Aldrich, 
Германия) и (NH4)2HPO4, (99,0 %, Fluka Analytical, 
Германия), при последующем перемешивании в 
течение 15 мин. Полученный осадок фильтрова-
ли на воронке Бюхнера, высушивали и подвергали 
термической обработке на воздухе при 500 °С. В 
процессе термической обработки протекала реак-
ция постепенной дегидратации брушита, которую 
можно выразить в виде реакции):

2CaHPO4·2H2O 500 °C,6 h→  
→ Ca2P2O7 + 3H2O. (2)
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ПФК Ca2P2O7 и карбонат кальция CaCO3 в моль-
ном соотношении 1:1 смешивали в планетарной 
мельнице Pulverisette (Fritsch, Германия) в течение 
15 мин, c соотношением по массе “мелющие тела  
порошок: ацетон” = 5:1:1. После помола полу-
ченные смеси высушивали на воздухе, после чего 
подвергали термической обработке при 900 °С в 
течение 6 ч. В процессе термообработки протекала 
следующая реакция:

Ca2P2O7 + CaCO3 → Ca3(PO4)2 + CO2↑ (3)

Для приготовления фотоотверждаемых эмуль-
сий необходимое количество эмульгатора (0,05, 
0,15 и 0,25 %) растворяли в дистиллированной 
воде и смешивали с равным количеством раствора 
ПЭГДА с фотоинициатором, после чего добавляли 
в смесь различное количество порошка ТКФ (10, 
20 и 30 об. %). Затем добавляли парафиновое масло 
(50 об. %) и перемешивали на лабораторном плане-
тарном миксере SpeedMixer DAC 150 (Германия).

Рентгенографические исследования порошков 
проводили на дифрактометре Rigaku D/Max-2500 
с вращающимся анодом (Япония). Съемку про-
водили в режиме на отражение (геометрия Брегга 
– Брентано) с использованием CuKα излучения 
(средняя длина волны = 1,54183 Å).

Исследование микроструктуры композитов 
осуществляли методом растровой электронной ми-
кроскопии (РЭМ) на растровом электронном ми-
кроскопе с автоэмиссионным источником NVision 
40 (Carl Zeiss, Германия).

Термогравиметрический (ТГ) и дифферен-
циально-термический анализ (ДТА) композитов 
проводили с использованием синхронного термоа-
нализатора с вертикальной загрузкой образцов STA 
449 F3 Jupiter (Netzsch, Германия). Измерения ком-
позитов вели в воздушной атмосфере.

Для in vitro исследований в работе были ис-
пользованы первично выделенные МСК жировой 
ткани и дермальные фибробласты человека, по-
лученные из биобанка Института регенеративной 
медицины МНОЦ МГУ имени М.В. Ломоносова. 
МСК культивировали с использованием базаль-
ной среды AdvanceSTEM (HyClone, США) с до-
бавлением 10 % Mesenchymal Stem Cell Growth 
AdvanceSupplement (HyClone, США 1 %) раство-
ра пенициллина/стрептомицина (HyClone, США), 
1 % GlutaMAX-1 (Gibco, США). Дермальные фи-
бробласты человека культивировали с использова-
нием базальной среды DMEM low glucose (Gibco, 
США) с добавлением 10 %-й фетальной бычьей 
сыворотки (ФБС) (HyClone, США), 1 %-го раство-

ра пенициллина/стрептомицина (HyClone, США), 
1 %-го раствора GlutaMAX-1 (Gibco, США). 
Культивирование проводили при условиях под-
держания 5 % CO2 и 37 °С. Среду меняли каждые 
3 дня.

Исследуемые материалы были простерили-
зованы в сухожаре при 180 °С в течение 60 мин 
в пакетах из крафт-бумаги “СтериТ®” (производ-
ство “Винар НПФ”, Россия). Качество стерили-
зации контролировали с помощью индикаторов 
“СтериТЕСТ-Вл” (производство “Винар НПФ”, 
Россия). Далее перед посадкой клеток образцы 
помещали в среду для культивирования и инкуби-
ровали в течение 1 ч. Затем среду отбирали и про-
водили посадку клеток.

Первично выделенные стромальные клет-
ки человека — фибробласты дермы и МСК были 
высажены на материал в количестве 250 тыс.кл./
мл. Клетки культивировали в течение 3-х дней, 
после чего проанализировали равномерность рас-
пределения клеток и их прикрепление к образцам 
материала с помощью окраски кристаллическим 
фиолетовым (0,5 % спиртового раствора).

Далее для первично выделенных МСК челове-
ка было определено изменение уровня транскрип-
ционной активности в зависимости от среднего 
размера пор поверхности исследуемого материала 
по отношению мРНК гена домашнего хозяйства 
RPLP0(Ct) к тотальному количеству РНК. Уровень 
мРНК гена домашнего хозяйства RPLP0(Ct) был 
оценен с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени с 
использованием набора для выделения тотальной 
мРНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, Великобритания), 
набора для проведения обратной транскрипции — 
MMLV Reverse Transcription Kit (Евроген, Россия) 
и набора для проведения ПЦР в реальном времени 
qPCRmix-HS SYBR + LowROX (Евроген, Россия). 
Последовательности прямого и обратного прайме-
ра были использованы из ранее подобранной кол-
лекции праймеров [20].

Результаты и их обсуждение

Условия получения эмульсий (скорость пере-
мешивания, скорость сдвига при перемешивании, 
время и т.д.) сильно влияют на их конечное со-
стояние, например, стабильность, размер капель. 
Для определения оптимальных условий получе-
ния эмульсий был проведен ряд экспериментов по 
влиянию скорости и времени перемешивания на 
стабильность эмульсий и распределение пор по 
размерам в керамических материалах, полученных 
на их основе. Были выбраны эмульсии с 0,05, 0,2 
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и 1 масс. % эмульгатора, скорости перемешивания 
в планетарном миксере варьировались от 2000 до 
3500 об/мин, время перемешивания было выбрано 
1, 5 и 20 мин. 

В табл. 1 представлены средний диаметр пор 
в керамических материалах, полученных из эмуль-
сий с различным содержанием эмульгатора и фик-
сированным содержанием (30 об. %) ТКФ. При 
низких содержаниях эмульгатора, при скорости 
перемешивания равной 3500 об/мин происходит 
небольшое отделение масляной фазы уже при не-
большом времени перемешивания, увеличение 

времени перемешивания приводит к полному рас-
слоению эмульсии, что связано с недостаточным 
содержанием эмульгатора и разделению фаз за 
счет “центрифугирования” разных по плотности 
фаз. Подобный эффект наблюдается и при длитель-
ном перемешивании со скоростью 2750 об/мин. 
Уменьшение размера пор при 5 мин перемешивания 
на скорости 2750 об/мин связано с тем, что произо-
шло отслоение дисперсной фазы от эмульсии, тем 
самым в стабильной части эмульсии уменьшилась 
объемная доля масла, а используемого количества 
эмульгатора хватило для стабилизации эмульсии с 
меньшим размером капель и более узким распреде-
лением пор по размерам. На рис. 1 представлена за-
висимость размера пор в керамических материалах, 
полученных из эмульсии с 0,2 масс. % эмульгатора, 
в зависимости от скорости и времени перемешива-
ния. Длительные времена перемешивания при вы-
соких скоростях перемешивания также приводит к 
расслоению эмульсии данного состава. Изменение 
скорости и времени перемешивания для эмульсий 
с увеличенным содержанием эмульгатора до 1 % 
практически не влияет на размеры пор в макропо-
ристой керамики, за исключением длительного пе-
ремешивания при высоких скоростях.

На рис. 2 представлены условия для получения 
стабильных фотоотверждаемых эмульсий с содер-
жанием 0,05 масс. % эмульгатора для получения 
макропористых керамических материалов на ос-
нове ТКФ. Для последующего изучения эмульсий 
были выбраны условия, которые позволяют полу-
чать стабильные эмульсии для различного содер-
жания эмульгатора: скорость 2000 об/мин и 1 мин 
перемешивания, что также является оптимальным 

Таблица 1 

Данные среднего диаметра размера пор в керамических материалах в зависимости от времени и скорости 
перемешивания фотоотверждаемых эмульсий с различным содержанием эмульгатора и фиксированным  

содержанием (30 об. %) ТКФ

Table 1 

Data on average pore size in ceramic materials as a function of time and speed of mixing of photoemulsions  
with different emulsifier contents and a fixed content (30 vol. %) of TCP

Содержание 
эмульгатора, масс. %

Диаметр пор в керамических материалах в зависимости  
от скорости и времени перемешивания, мкм

Скорость перемешивания, об/мин
2000 2750 3500

Время перемешивания, мин
1 5 20 1 5 20 1 5 20

0,05 79 ± 45 108 ± 30 101 ± 57 90 ± 42 52 ± 24 — 115 ± 42 — —
0,2 18 ± 8 17 ± 9 20 ± 14 17 ± 7 15 ± 11 35 ± 30 26 ± 20 49 ± 31 —
1 17 ± 4 18 ± 4 16 ± 6 18 ± 6 19 ± 7 22 ± 5 20 ± 5 26 ± 11 40 ± 14

Риc. 1. Зависимость размера пор в керамических мате-
риалах от скорости и времени перемешивания. 
УФ-полимеризацию проводили сразу после при-
готовления эмульсии с 0,2 масс. % эмульгатора.

Fig. 1. Pore size in ceramic materials as a function of stirring speed 
and time, UV-polymerization was performed immediately 
after emulsion preparation with 0.2 wt. % emulsifier. 
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с точки зрения затраты времени и энергии для по-
лучения подобного рода эмульсий.

Для расчета среднего размера пор в керами-
ческих материалах полученных из фотоотвержда-
емых эмульсий проведены исследования методом 
РЭМ сколов соответствующих керамик. Для опре-
деления размеров пор из данных РЭМ было ис-
пользовано открытое программное обеспечение 
ImageJ. Исходное изображение РЭМ (рис. 3а) сег-
ментировали на две области “керамика” и “поры” 
(рис. 3b) с использованием машинного обучения. 
После применения фильтров для удаления “шума” 
на изображении получали ч/б картинку, где белая 
область соответствовала поровому пространству 
(рис. 3c). В дальнейшем, анализируя изображе-
ния данного типа, определяли средний размер пор 
керамических материалов на основе ТКФ, полу-
ченных из фотоотверждаемых эмульсий. Поры по-
падающие на границу изображения не учитывали 
при расчете. Среднее количество пор для опреде-
ления распределения пор по размерам составляло 
не менее 400 на образец. Увеличение содержания 

эмульгатора приводит к уменьшению размера ка-
пель масла в исследуемых эмульсиях, что в итоге 
приводит к повышению их вязкости (рис. 4).

Оценка влияния среднего размера пор поверх-
ности макропористых керамических материалов на 
основе ТКФ на стромальные клетки человека пред-
ставлена на рис. 5 и 6. Фотографии фибробластов 
дермы человека, культивируемых на эксперимен-
тальных образцах и окрашенные кристаллическим 

Рис. 2. Условия для получения стабильных фото-
отверждаемых эмульсий с содержанием 
0,05 масс. % эмульгатора для получения макро-
пористых керамических материалов на основе 
ТКФ. Область I — поле условий, которые позво-
ляют создавать стабильные эмульсии, область 
II — условия, при которых происходит незначи-
тельное отделение масляной фазы, область III 
— происходит значительное расслоение фаз, что 
приводит к уменьшению доли пор в керамиче-
ском материале.

Fig. 2. Conditions for obtaining stable photocured emulsions with 
0.05 wt. % emulsifier for obtaining TCP-based macroporous 
ceramic materials. Area I — the field of conditions that 
allow creating stable emulsions, area II — conditions under 
which there is a slight separation of the oil phase, area III 
— there is a significant separation of phases, which leads to 
a decrease in the pore fraction in the ceramic material.

Риc. 3. Схема обработки РЭМ изображения для оценки 
размера пор в керамическом материале на при-
мере керамики, полученной из эмульсии с содер-
жанием 0,05 масс. % эмульгатора: a — исходное 
РЭМ изображение, b — сегментированное на 
“керамику” и “поры” изображение, полученное 
после обработки с использованием машинного 
обучения, с — выделение пор для расчета сред-
него размера и доли пор.

Fig. 3. SEM image processing scheme for estimating the pore 
size in a ceramic material using the example of ceramics 
obtained from an emulsion with 0.05 wt. % emulsifier: 
a — original SEM image, b — image segmented into 
“ceramics” and “pores” obtained after processing using 
machine learning, c — pore selection for calculating the 
average size and proportion of pores.

b

a

c
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фиолетовым на 3 день культивирования получены 
с помощью стереомикроскопа Nikon SMZ18. 

Стромальные клетки человека после высажи-
вания на образцы материала равномерно прикре-

Рис. 6. Зависимость уровня транскрипции МСК челове-
ка от размера пор материала по отношению мРНК 
гена домашнего хозяйства RPLP0(Ct) к тотально-
му количеству РНК, выделенному из клеток.

Fig. 6. Graph of changes in the transcription level of human MSCs 
depending on the pore size of the material in relation to the 
mRNA of the housekeeping gene RPLP0(Ct) to the total 
amount of RNA.

Риc. 4. Зависимости вязкости для эмульсий с различ-
ным содержанием эмульгатора PECO, в масс. %: 
1 — 0,035, 2 — 0,05, 3 — 0,1, 4 — 0,15, 5 — 0,2,  
6 — 0,25.

Fig. 4. Viscosity dependences for emulsions with different contents 
of PECO emulsifier, in wt. %: 1 — 0.035, 2 — 0.05, 3 — 
0.1, 4 — 0.15, 5 — 0.2, 6 — 0.25.

Рис. 5. Результаты при культивировании фибробластов дермы человека на образцах керамики со средним размером 
пор 2 (a), 50 (b) и 150 (c) мкм, окрашенные кристаллическим фиолетовым на 3 день культивирования. 

Fig. 5.  The results of the cultivation of human dermal fibroblasts on ceramic samples with an average pore size of 2 (a), 50 (b) and 150 (c) 
µm, stained with crystal violet on day 3 of cultivation.

a b c

плялись к поверхности и сохраняли способность к 
адгезии и фибробластоподобную морфологию при 
культивировании в течение трех дней вне зависи-
мости от среднего размер пор (рис. 5). Однако, мы 
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обнаружили, что транскрипционная активность 
МСК различается при культивировании клеток на 
образцах биокерамики с разным размером пор. 
Статистически значимые различия были обнару-
жены для клеток, культивируемых на образцах ма-
териала со средним размером пор 150 мкм, как при 
сравнении с контролем (культуральным пласти-
ком), так и с клетками, которые культивировали на 
образцах фосфатной керамики с порами меньшего 
размера (рис. 6). 

Выводы

Продемонстрировано поведение стромальных 
клеток человека, включая МСК и фибробласты 
дермы, при взаимодействии с керамическими ма-
териалами на основе трикальциевого фосфата в за-
висимости от различного размера пор. 

Исследовано влияние эмульгатора на ре-
ологические характеристики фотоотверж-
даемых эмульсий на основе фосфата кальция. 
Продемонстрирована зависимость условий полу-
чения фототверждаемых эмульсий на размер пор в 
керамических материалах на основе Ca3(PO4)2.

Проведены исследования воздействия макро-
пористой биокерамики на общую транскрипци-
онную активность МСК in vitro. Предложенные в 
работе пористые керамические материалы демон-
стрируют хорошую биосовместимость при взаи-
модействии с исследованными клетками in vitro, а 
с помощью модулирования средних размеров пор 
можно, по-видимому, регулировать транскрипцию 
генов в клетках, участвующих в регенерации кост-
ной ткани. 

Представлен подход для получения опреде-
ленного размера пор в макропористой керамике, 
который может быть использован для создания ке-
рамики с мультимодальным распределением пор.

Работа выполнена в рамках гранта РНФ 20-
79-10210. Результаты, представленные в рабо-
те, получены на оборудовании ЦКП ФМИ ИОНХ 
РАН, а также приобретённом за счет средств 
Программы развития Московского университета.
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Effect of porosity of tricalcium phosphate-based materials  
on the behavior of mesenchymal stem cells

P. V. Evdokimov, A. K. Kiseleva, D. S. Larionov,  
E. S. Novoseletskaya, A. Yu. Efimenko, I. M. Scherbakov,  

G. A. Shipunov, V. E. Dubrov, V. I. Putlayev 

The behavior of mesenchymal stem cells depending on different pore sizes of ceramic materials based on tricalcium phosphate 
was studied. The effect of the emulsifier on the rheological characteristics of calcium phosphate-based photosensitive emulsions 
was investigated. The dependence of the conditions of photosensitive emulsions on the pore size in ceramic materials based on 
Ca3(PO4)2 has been demonstrated. Studies on the biocompatibility of macroporous bioceramics in medical and biological tests in 
vitro were carried out.

Keywords: bioceramics, bone tissue regeneration, calcium phosphates, macroporosity
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