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Введение

Разработка новых материалов и методов для

решения проблем восстановления поврежденных или

утраченных фрагментов живых тканей и даже

отдельных органов с помощью тканеинженерных

конструкций (ТИК) является сегодня одним из страте-

гических направлений развития регенеративной

медицины [1]. Биосовместимые и, как правило,

биорезорбируемые (постепенно растворяющиеся в

организме) объемные пористые матриксы-каркасы

определенных размеров, формы и внутренней

структуры являются базовыми элементами этих

конструкций [2]. В идеале, матрикс должен обеспе-

чивать эффективную первичную адгезию, диффе-

ренциацию и пролиферацию определенных типов

клеточных культур в присутствии соответствующих

факторов роста и ферментов. Именно это во многом

определяет эффективность использования ТИК в

условиях in vitro (в биореакторе) и/или in vivo (в

организме человека или животного) [3]. К материалам

матриксов предъявляют весьма жесткие требования.

Они не должны провоцировать негативного клеточ-

ного ответа, проявлять иммуногенность или токсич-

ность. Также эти материалы должны обеспечивать

механическую прочность и устойчивость матрикса

как в процессе его имплантации, так и в процессах

следующей за этим регенерации требуемого типа

ткани [4]. Скорость биорезорбции матрикса должна

коррелировать со скоростью образования ткани

de novo в каждом конкретном случае. Желательно

также присутствие в составе матриксов постепенно

высвобождающихся биоактивных компонент (фак-

торы роста, лекарственные препараты), направля-

ющих и стимулирующих процессы тканевой регене-

рации [5]. Для исключения вероятности внесения и

распространения в организме реципиента вирусных

и бактериальных инфекций, матриксы должны легко

стерилизоваться, сохраняя при этом свои основные

физико-химические и биохимические свойства, а

также пространственно-структурные характеристики.

Сегодня в качестве таких материалов достаточно

широко используют различные органические

(главным образом, синтетические полимеры и
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полимеры природного происхождения [6], а также

биосовместимые гидрогели [7]) и неорганические

(фосфаты кальция [8] и биостекла [9, 10]) вещества и

их композиции.

Большое разнообразие физико-химических,

механических и биологических свойств этих групп

материалов, возможность синтеза на их основе ком-

позитов с одновременным включением в их состав

биологически активных соединений позволяют

сегодня создавать биорезорбируемые матриксы,

ориентированные на конкретные типы замещаемых

ими тканей. При этом, окончательный выбор мате-

риала диктуется как набором присущих ему опреде-

ленных свойств (обеспечивающих его эффективное

функционирование в качестве клеточного каркаса

требуемого типа), так и технологиями изготовления

из него целевой ТИК. С этой точки зрения, перспек-

тивными материалами, по нашему мнению, сегодня

являются биорезорбируемые полимеры и сопо-

лимеры гомологического ряда алифатических

полиэфиров (полилактиды, полилактогликолиды,

поли-ε-капролактоны) и композиции на их основе.

Помимо функциональных свойств, ключевыми

факторами при создании ТИК являются размеры,

форма и внутренняя структура матрикса, которые

должны максимально точно соответствовать заме-

щаемому им тканевому оригиналу.

В настоящее время наибольших успехов в

решении многих из перечисленных выше задач

удалось достичь при использовании современных

технологий аддитивного производства, объединяемых

сегодня общим термином — трехмерная печать или

3D принтинг. Эти технологии базируются на методах

послойного синтеза вещественных копий трёхмерных

компьютерных образов и позволяют оперативно и с

высокой точностью (порядка 100 мкм) изготавливать

объемные структуры практически любой сложности.

Поэтому разработка и создание новых биосовмес-

тимых полимерных материалов, ориентированных на

их непосредственное использование в процессах

трехмерной печати биомедицинских изделий, имеет

сегодня большое научное и практическое значение.

Цель настоящей работы — разработка и исследо-

вание процесса термоэкструзионной 3D печати

биорезорбируемых матриксов на основе триблок-

со-полимеров полиэтиленгликоля (ПЭГ) и поли-ε-

капролактона (ПКЛ) различных молекулярных масс,

а также их композитов с мелкодисперсным (размер

частиц ~ 1 мкм) гидроксиапатитом (ГА) для опреде-

ление оптимальных режимов формирования биоре-

зорбируемых полимерных матриксов с заданным

молекулярно-массовым распределением и архитек-

тоникой, определяемой 3D компьютерной моделью.

Материалы и методы

Гидрофильный ПЭГ (рис. 1а) является уже давно

и хорошо зарекомендовавшим себя полимером для

различных медико-биологических и фармацевтиче-

ских применений [11]. В тоже время, его физико-меха-

нические характеристики далеко не всегда соответ-

ствуют требованиям, предъявляемым к каркасным

структурам для ТИК [12]. Поли-ε-капролактон

(рис. 1б), напротив, является биорезорбируемым

полимером с высокими прочностными характерис-

тиками (прочность на разрыв ~ 20 МПа, модуль упру-

гости ~ 400 МПа) [13]. Однако проблемы, связанные с

низкой адгезией клеток к его поверхности, обуслов-

ленной, в свою очередь, его высокой гидрофобно-

стью (плохой смачиваемостью), часто ограничивают

применение ПКЛ в тканевой инженерии. Кроме того,

сроки его деградации (определяемые скоростью его

гидролиза в организме) могут быть слишком

большими (от нескольких месяцев до нескольких лет).

Синтез блочного сополимера на основе гидрофиль-

ного ПЭГ с более прочным, но гидрофобным ПКЛ

позволил создать материал (рис. 1в) [14], сочетающий

в себе как желаемые биохимические свойства (кон-

тролируемую и приемлемую скорость биорезобции,

амфифильность), так и необходимые физико-механи-

ческие свойства (термопластичность и жёсткость).

Всё это делает триблок-сополимер ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ

весьма перспективным материалом для создания на

его основе матриксов для ТИК.

Для синтеза триблок-сополимеров полиэтилен-

гликоль-поли-ε-капролактон-полиэтиленгликоля (ПЭГ

– ПКЛ – ПЭГ) различных молекулярных масс в работе

в качестве исходных компонентов мы использовали

химические соединения, перечень которых приведён

в табл. 1.

Синтез проводили в три этапа. На первом этапе

циклический мономер ε-капролактона полимери-

зовали c раскрытием цикла на катализаторе 2-этил-

октаноате олова в присутствии монометоксиполи-

этиленгликоля (молекулярная масса M
w
 = 550).

Рис. 1. Структурные формулы исходных полимеров: а —
ПЭГ, б — ПКЛ, в — триблок�сополимера на их основе.

а а
б

в
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Заранее рассчитанные количества реагентов поме-

щали в трёхгорлую колбу, где реакционная смесь

выдерживали в атмосфере азота при механическом

перемешивании в течение 12 ч при температуре

130 °С. После завершения реакции смесь растворяли

в дихлорэтане и осаждали смесью диэтилового эфира

с гексаном в соотношении 70/30 об.%. Осадок

отфильтровывали и сушили в вакууме (133 Па) в

течение 24 ч.

На втором этапе полученный диблок-сополимер

ПЭГ – ПКЛ – ОН подвергали дальнейшей обработке

с целью трансформации концевых гидроксильных

групп в карбоксильные. Для этого, сополимер

растворяли в безводном 1,4-диоксане, и в полученный

раствор добавляли ангидрид янтарной кислоты,

триэтиламин и 4-диметиламинопиридин в соот-

ношении 2 моля каждого вещества на 1 моль диблок-

сополимера. Реакционную смесь механически пере-

мешивали в течение 12 ч при комнатной температуре.

Затем, сополимер осаждали из полученного раствора

смесью диэтилового эфира с гексаном в объёмном

соотношении 70/30 об. %. Осадок отфильтровывали

и сушили в вакууме в течение 24 ч. В результате все

концевые –ОН группы сополимера модифицирова-

лись в кислотные –СООН.

На третьем этапе, диблок-сополимер с карбок-

сильной концевой группой (ПЭГ – ПКЛ – СООН)

растворяли в дихлорэтане, и в полученный раствор

последовательно добавляли триэтиламин, дицикло-

гексилкарбодиимид и монометоксиполиэтилен-

гликоль. Смесь перемешивали при комнатной

температуре в течении 24 ч в атмосфере азота. Из

полученного раствора, триблок-сополимер, содержа-

щий концевые блоки полиэтиленгликоля с M
w
 = 550,

осаждали смесью диэтилового эфира с гексаном в

соотношении 70/30 об. %. Затем осадок отфильтро-

вывали и сушили в вакууме в течение 24 ч. Полу-

ченный сополимер подвергали диализу для удаления

остатков непрореагировавшего монометоксиполи-

этиленгликоля. После этого, полимер отфильтро-

вывали и сушили в вакууме в течение 24 ч. Полученый

триблок-сополимер ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ представлял

собой белый порошок с характерным размером

частиц 100 – 500 мкм. Температура плавления

сополимера в зависимости от его молекулярной

массы составляла от 63 до 67 °С.

Для повышения остеогенного потенциала [8]

формируемых матриксов в их исходный состав

вводили мелкодисперсный (средний размер 1 мкм,

дисперсность 0,5 мкм) гидроксиапатит (ГА) с

массовой долей 10 %. Состав и молекулярные массы

синтезированных сополимеров и композитов на их

основе, использовавшиеся в последующих экспери-

ментах, приведены в табл. 2.

Рис. 2. Пневмо�экструзионная установка для трёхмерной
печати: 1 — рама, 2 — XYZ прецизионная коорди�
натная система, 3 — резервуар пневматического
экструдера, 4 — нагреватель, 5 — сопло с клапаном.

Таблица 1

Перечень соединений, использованных
для синтеза ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ

        Наименование        Производитель

ε-капролактон Sigma-Aldrich, США

2-этилоктаноат олова MP-Biomedicals, США

Монометоксиполиэтилен- Sigma-Aldrich, США

гликоль (мПЭГ)

дициклогексилкарбодиимид Sigma-Aldrich, США

ангидрид янтарной кислоты Sigma-Aldrich, США

4-диметиламинопиридин Sigma-Aldrich, США

Диэтиловый эфир ECHO, Тайвань

1,4-диоксан ECHO, Тайвань

триэтиламин ECHO, Тайвань

гексан ECHO, Тайвань

Таблица 2

Блок�сополимеры и их композиции с ГА,
использовавшиеся для термо�экструзионной 3D печати

(указаны расчётные молекулярные массы)

          Состав Молекулярные массы, M
w
, Да

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ 550/18900/550

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ 550/8900/550

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ/ГА 550/18900/550

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ/ГА 550/8900/550

Формирование трёхмерных структур проводили

на пневмоэкструзионной установке трёхмерной

печати (3D принтере) (рис. 2), разработанной в

Национальном Университете Формозы (Тайвань).

Установка состоит из трёхкоординатной системы

позиционирования, комбинированного устройства

подготовки и нанесения расплава (печатающей
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головки) и вспомогательных устройств (блока пита-

ния, воздушного компрессора, контроллера нагре-

вателя, преобразователя управляющих сигналов).

Печатающая головка 3D принтера представляет собой

стальной резервуар с герметично закрывающейся

крышкой, входом воздушной линии и сменным

соплом с клапаном, исключающим течь полимера

при атмосферном давлении. Для перевода материала

в вязко-текучее состояние и термостатирования в

процессе печати, печатающая головка снабжёна

нагревательными элементами и термодатчиками.

Непосредственно перед началом печати, порош-

кообразный полимер подвергали плавлению в резер-

вуаре 3D принтера, затем расплав выдавливали через

сопло под действием сжатого (до 0,8 МПа) воздуха,

нагнетаемого отдельным воздушным компрессором.

Образующийся на выходе сопла филамент наносили

на подложку по заранее заданной траектории. Кон-

троль потока расплава полимера в процессе печати

осуществляли за счёт регулировки нагнетаемого

давления и программирования работы электриче-

ского трёхходового клапана, позволяющего быстро

сбрасывать давление в резервуаре. Такой подход

позволял относительно быстро останавливать поток

расплавленного полимера, однако тонкая регулировка

его скорости в процессе печати была затруднена.

С помощью этой установки были изготовлены

экспериментальные образцы в виде многослойных

решётчатых дисков диаметром 10 мм и высотой 4 мм

(фрагмент которого показан на рис. 3). Параметры

печати следующие: точность позиционирования —

50 мкм, температура в резервуаре — 65 – 67 °С,

давление воздуха в экструдере — 0,8 МПа, линейная

скорость печати — 0 – 20 мм/с, толщина слоя —

400 мкм. Нужно отметить, что применение выше-

описанного метода термоэкструзии значительно

упрощает подготовку исходного материала для 3D

печати по сравнению с традиционными и широко

распространенными сегодня схемами послойного

нанесения полимерного расплава (например, FDM

— Fused Deposition Modeling [15]), получаемого из

полимерных нитей (филаментов) определённого

диаметра.

Изучение морфологии поверхности и внутрен-

ней структуры полученных матриксов проводили

методом сканирующей электронной микроскопии

(СЭМ) на микроскопе LEO 1450 (Карл Цейс, Германия).

Для этого исследуемый образец наклеивали на

проводящую (углеродную) клейкую ленту, на

которую затем методом плазменного напыления

наносили тонкую (~ 0,05 – 0,1 мкм) пленку золота,

обеспечивающую требуемую электропроводность

его поверхности.

Контроль средневзвешенной (M
w
) и средне-

числовой (M
n
) молекулярных масс сополимеров

проводили методом гель-проникающей хромато-

графии (ГПХ) с помощью установки GPC/SEC

производства “Аквилон СТАЙЕР” (г. Москва).

Регистрируемые данные автоматически обраба-

тывали программой “МультиХром 1.6”. Обработку

образцов проводили согласно следующей методике:

навески полимеров добавляли к определенному

Рис. 3. СЭМ изображения ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ матричных
структур, полученных методом термоэкструзион�
ной 3D печати: а — общий вид, б — поверхность,
в — скол.

а

б

в
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количеству тетрагидрофурана (ТГФ) для получения

их 2,5 мг/мл растворов, которые выдерживали для

этого 24 ч при комнатной температуре. Затем в

системе задавали рабочие параметры скорости

потока элюента ТГФ 1 мл/мин и дожидались выхода

на режимные показания базовой линии. После этого,

заполняли петлю инжектора объемом 200 мкл

раствором полимера и запускали его в колонку.

Погрешность измерений составляла не более 2 %.

Результаты и обсуждение

Оценка предварительных результатов процесса

пневмоэкструзионной 3D печати триблоксополиме-

рами различной молекулярной массы показала, что

при использовании ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ = 550 – 8900 –

550 довольно трудно с высокой точностью и воспро-

изводимостью сохранить заданную геометрию мат-

рикса, вследствие низкой вязкости полимерного рас-

плава и чувствительности формируемой структуры

к тепловому полю сопла экструдера. Улучшение

геометрической воспроизводимости было достигнуто

при использовании в качестве исходных материалов

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ = 550 – 18900 – 550 и его смеси,

содержащей 10 масс. % ГА. На основании оценки

геометрии полученных из них образцов были опре-

делены оптимальные скорости и температурные

режимы печати. Характерные СЭМ изображения

полимерных матриксов, полученных на пневмо-

экструзионном 3D принтере, приведены на рис. 3.

Видно, что они обладают шероховатой поверхностью

(рис. 3б) и практически монолитной внутренней

структурой (рис. 3в), в которой наблюдается лишь

весьма незначительное количество пустот с харак-

терным размером 3 – 5 мкм, распределённых случай-

ным образом. Вероятно, их наличие связанно с оста-

точным содержанием атмосферного воздуха,

которое находилось в расплаве полимера в процессе

его экструзии. В местах пересечений структурных

элементов наблюдается небольшое (в пределах 10 %

от диаметра филамента) отклонение геометрии

образца от исходной 3D компьютерной модели

(рис. 3а, зона А).

В структуре образцов, содержащих гидрокси-

апатит, каких-либо существенных отличий от чисто

полимерных матриксов отмечено не было. ГА

равномерно распределён по всему объёму трёх-

мерной структуры, а исходный размер частиц

порошка ГА ~ 1 мкм не изменился. Увеличение

вязкости расплава полимера, содержащего гидрокси-

апатит, не оказывало существенного влияния на

финальную геометрию образцов и не потребовало

корректировки параметров печати.

Известно, что термическое воздействие способно

привести к значительным изменениям в молеку-

лярно-массовом распределении (ММР) полимера

(вплоть до его термодеструкции) и, следовательно,

повлиять на его физико-механические характеристики

и скорость биодеградации [16]. Поскольку в процессе

термоэкструзионной печати полимер подвергается

достаточно длительному (несколько минут и более)

воздействию повышенной температуры (65 °С), нами

было проведено сравнительное исследование моле-

кулярной массы образцов исходного сополимера и

напечатанных из него образцов методом ГПХ.

На рис. 4 приведены совмещённые хроматограм-

мы исходного ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ (рис. 4, кривая 1) и

ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ после термоэкструзионной 3D

печати (рис. 4, кривая 2). Следует отметить, что изме-

рения выполняли на основе калибровки по полисти-

рольному стандарту, что позволяло определить лишь

относительные изменения молекулярно-массового

распределения триблок-сополимеров. Увеличение

времени выхода исследуемого раствора образца из

хроматографической колонки после термического

воздействия свидетельствует о снижение его М
w
.

Было установлено, что в результате термоэкстру-

зионной обработки М
w
 образцов ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ

уменьшается в диапазоне от 2 до 20 % от ее исходных

значений в зависимости от времени нахождения

триблок-сополимера в расплавленном состоянии.

Очевидно, что изменения такого рода в составе поли-

мерного материала, предназначенного для изготов-

ления матриксов для ТИК, нельзя считать прием-

лемыми, поскольку они могут приводить к неконт-

ролируемому поведению таких структур в орга-

низме, в частности, к изменению как времени их

биодеструкции, так и процессов биорезорбции ее

продуктов.

Рис. 4. Совмещённые хроматограммы ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ =
= 550 – 18900 – 550: 1 —исходного порошкооб�
разного образца, 2 — после пневмоэкструзионной
3D печати.
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С целью снижения (а, в идеале, и полного

исключения) негативного влияния длительной

термической нагрузки на сополимер в процессе

печати, была проведена модификация исходной

установки трёхмерной печати. Было изготовлено

новое печатающее устройство, схема которого

приведена на рис. 5. Резервуар с нагревателями был

заменён на поршневой механизм с подводом тепла,

локализованным вблизи сопла. В результате зона

расплава сополимера была ограничена лишь неболь-

шой областью, находящейся непосредственно перед

соплом (около 10 мм3). Исходный порошок подавали

в зону плавления в твёрдом состоянии при помощи

поршня с прецизионным шаговым приводом под

давлением до 1,5 МПа, переводили в вязко-текучее

состояние и в течение нескольких секунд происходила

его экструзия на рабочую платформу.

Применение локального плавления позволило

сократить время термической нагрузки полимера с

нескольких минут до нескольких секунд, и сделать её

не зависящей от времени работы принтера. Рабочие

характеристики (диапазон изменения температуры

нагреваемой зоны, скорость подачи полимерного

расплава, диаметр инжекционных сопел и др.)

исходной и модернизованных установок были

практически идентичны, поэтому все подобранные

параметры печати остались без изменений. На рис. 6

приведена микрофотография образца из ПЭГ – ПКЛ

– ПЭГ, полученная на модифицированной установке.

Небольшие отличия образцов из ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ,

полученных на исходной и модифицированной

установках (рис. 3а и 6) заключаются, главным

образом, в различной шероховатости поверхности и

ее пористости. Сравнительно большее количество

мелких пор (размером 3 – 5 мкм) характерно для

образцов, полученных пневмоэкструзией, тогда как

при поршневой экструзии с локальным плавлением

поры практически отсутствуют. Как уже отмечалось,

наличие пор на поверхности пневомоэкструзионных

образцов связанно с остаточным содержанием атмо-

сферного воздуха в исходном полимерном расплаве.

В структуре образцов, содержащих гидроксиапатит,

каких-либо существенных отличий отмечено не было.

Резкое уменьшение времени нахождения поли-

мера в фазе расплава положительным образом отра-

зилось на сохранении молекулярно-массового рас-

пределения использованного триблок-сополимера.

Исследования образцов, полученных на модифици-

рованной установке, показали, что их материал

практически не отличается по своей молекулярной

массе от исходного полимера (ее уменьшение менее

чем на ~1,5 % находится в пределах ошибки изме-

рений). При этом полностью отсутствовал разброс

значений M
w
, измеряемых при исследовании раз-

личных образцов. Таким образом, модификация

термоэкструзионного 3D-принтера позволила пол-

ностью исключить термодеструкцию триблок-сопо-

лимера в процессе печати матриксов и повысить

воспроизводимость измерений молекулярно-мас-

совых характеристик для различных образцов.

Выводы

Исследован процесс термоэкструзионной

трёхмерной печати расплавами биорезорбируемых

триблок-сополимеров на основе полиэтиленгликоля

и поли-ε-капролактона, определены рабочие пара-

метры формирования их них трёхмерных матриксов

заданной структуры с характерным простран-

ственным разрешением порядка 400 мкм.

Изучена морфология поверхности полученных

образцов и показано наличие в ней незначительного

количества пор с размерами от 5 до 100 мкм. Для

Рис. 5. Схемы печатающих головок пневмоэкструзионного
(а) и поршневого (б) принтера: 1 — шаговый
привод, 2 — резервуар для полимера, 3 — поршень,
4 — нагреватель, 5 — сопло.

Рис. 6. СЭМ изображения ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ матричных
структур, полученных методом термоэкструзионной
3D печати на установке поршневой экструзией.
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минерал-полимерных матриксов, содержащих гид-

роксиапатит, установлено, что минеральная состав-

ляющая достаточно равномерно распределена в

объёме образцов и частично локализована на их

поверхности.

Показано, что в процессе термоэкструзионной

переработки триблок-сополимеров в течение не-

скольких минут, даже при невысоких (65 – 70 °С)

температурах, материал может подвергаться терми-

ческой деструкции, приводящей к изменению его

молекулярно-массового распределения. Для исклю-

чения этого негативного эффекта разработан и

исследован метод термоэкструзионной 3D печати с

локальным плавлением, при котором время терми-

ческого воздействия на полимер снижается более чем

на порядок. Это позволило минимизировать изме-

нения в молекулярно-массовом распределении мате-

риала образцов, напечатанных на модифицирован-

ной установке, по сравнению с исходными триблок-

сополимерами ПЭГ – ПКЛ – ПЭГ.

Работа выполнена при финансовой поддержке

Российского Научного Фонда (грант № 14-25-00055,

в части разработки экспериментальных подходов

к трехмерной термоэкструзионной печати био-

резорбируемых матриксов) и Российского Фонда

Фундаментальных Исследований (проект № 14-02-

92010 ННС_а, в части исследований влияния

температурных режимов печати на молекулярно-

массовое распределение используемых полимеров

и морфологию, формируемых из них структур).
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Thermoextrusion 3D printing of polyethylenglycol-poly-εεεεε-caprolactone

triblockcopolymer matrixes

D. C. P. Jiang, J. Y. Jeng, A. G. Dunaev, L. I. Krotova, A. V. Mironov,
O. A. Mironova, V. K. Popov, Y.�Y. Chen

In present work were developed and investigated the termoextrusion 3D printing process of forming the matrix structure of

bioresorbable triblock co-polymers of polyethyleneglycol with poly-ε-caprolactone with various molecular weights, and their

composites with finely divided (particle size about 1 mm) of hydroxyapatite. Structure and morphology of obtained matrixes was

studied using electron scanning and optical microscopy. Gel permeation chromatography were used to investigate influence of

main printing parameters on resulting structure and molecular weight distribution changes in triblockcopolymer. The optimal

characteristics of 3D printing of polyethyleneglycol-poly-ε-caprolactone triblock copolymers mode polymer matrices were

obtained.

Keywords: bioresorbable polymers, mineral-polymer composites, 3D printing.
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