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Резюме. Биодеградируемый материал для замещения костной ткани был получен из трех 
основных компонентов: фиброина шелка Bombyx mori, фосфатов кальция и казеина. регене-
ративные свой ства матриксов оценили в экспериментах на крысах при имплантации в дефек-
ты костной ткани. по данным рентгеновской томографии использование биодеградируемого 
материала обеспечивало восстановление целостности кости в более быстрые сроки. анализ 
полученных гистограмм из зоны дефектов также показал более выраженные процессы ре-
генерации при заполнении костных дефектов биосовместимым материалом по сравнению с 
группой контроля.
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Abstract. the biodegradable bone replacement material was derived from three main components: 
silk fibroin Bombyx mori, calcium phosphates, and casein. regenerative properties of the matrices 
were evaluated in experiments on rats during implantation into bone defects. according to x-ray to-
mography, the use of biodegradable material provided the restoration of the integrity of the bone in a 
faster time. analysis of the histograms obtained from the defect area also showed more pronounced 
regeneration processes when filling bone defects with biocompatible material compared to the con-
trol group.
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введение

одной из задач современной регенератив-
ной медицины является разработка материалов 
для изготовления искусственных органов, тка-
ней и биоинженерных конструкций. Наиболее 
перспективные материалы для изготовления 
носителей в тканевой инженерии полимеры 
биологического происхождения. такие матери-
алы должны формировать пористый каркас и 

быть нетоксичными для культивируемых кле-
ток; должны характеризоваться достаточной 
механической прочностью и эластичностью, 
необходимыми для хирургических манипуля-
ций; обладать биосовместимостью с организ-
мом; быть биодеградируемым, что избавляет 
от дополнительных вмешательств извне для 
изъятия конструкции на конечном этапе реге-
нерации; материал должен сохранять свои 
медико- химические свой ства при стерилиза-
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ции стандартными методами [1]. с каждым го-
дом в мире возрастает количество операций по 
устранению дефектов костной ткани с приме-
нением искусственных биоматериалов. в рос-
сии доля костнопластических операций такого 
рода составляет менее 10% из-за недостатка 
новейших технологий производства биомате-
риалов. поэтому разработка новых костноза-
мещающих материалов, технологии их изго-
товления и применения в медицинской практи-
ке является актуальной задачей [2].

исследуемый нами материал для замещения 
костной ткани был изготовлен из трех основ-
ных компонентов. в качестве носителя исполь-
зовался фиброин шелка, получаемый из коко-
нов Воmbух mori. Фиброин — основной белок 
шелка, представляющий собой гетеродимер, 
состоящий из легкой цепи fib- l с массой 26 
кда (262 аминокислоты) и тяжелой fib- h цепи 
с массой 350 кда (5263 аминокислоты), кова-
лентно связанных между собой дисульфидны-
ми мостиками, и гликозилированного белка p25 
с массой 30 кда, объединенного с fib- l и fib- h 
гидрофобными связями [3, 4]. первичную по-
следовательность фиброина составляют глицин 
(43%), аланин (30%), серин (12%), а также в 
меньшем количестве тирозин (5%), валин (2%), 
аспартат, глутамат и цистеин, который выпол-
няет главную интегрирующую роль в объеди-
нении субъединиц в одну молекулу[3, 5]. Фи-
броин формирует α-спирали и β-складки и, сле-
довательно, он может существать в нескольких 
структурных формах: 1) рыхлой, глобулярной; 
2) обогащенной α-спиралями аморфной форме 
(silk i); 3) прочной кристаллической β-форме 
(silk ii). именно насыщенная β-структурами 
форма белка задает и поддерживает форму соз-
даваемой на его основе биоконструкции, обе-
спечивает его целостность и стабильность в ор-
ганизме на протяжении долгого периода [6].

Гидроксиапатит (Га) вызывает повышенное 
внимание исследователей в связи с его сход-
ством по физико- химическим свой ствам с ми-
неральной составляющей костной ткани чело-
века и высокой биологической активностью. 
предполагается, что быстрое срастание с ко-
стью происходит за счет частичного растворе-
ния кальцийфосфата, приводящего к повыше-
нию концентрации кальция и фосфора в окру-
жающей среде, что способствует запуску 
образования вокруг материала новых микро-
кристаллов гидроксиапатита [7].

цель исследования — оценить возможность 
применения для регенерации костной ткани 
нового биодеградируемого материала на осно-
ве гидроксиапатита.

Материалы и Методы

Биодеградируемый материал для замещения 
костной ткани был получен на основе β-формы 
фиброина и биологического гидроксиапатита, с 
добавлением фосфата магния, гидрофосфата 
кальция и гидроокиси кальция, при соотноше-
нии компонентов,% мас.: гидроксиапатит — 52–
54, фосфат магния — 32–34, гидрофосфат каль-
ция — 10–12, гидроокись кальция — 2–5, а так-
же, в качестве связующего компонента — казеина 
в аммиачном растворе. в итоге соотношение су-
хой массы биодеградируемого материала к ам-
миачному раствору казеина составило 1:1÷1,5.

сбалансированный в ходе эксперимента со-
став обеспечивает при малом времени 
отверждения образование материала, который 
имеет возможность за счет пластичности удоб-
но заполнить весь дефект в костной ткани, без 
зазоров между материалом и костью, что имеет 
важное значение для процессов регенерации. 
За счет фиброина материал обладает высокими 
механическими характеристиками, создает 
прочное соединение отломков кости, гидрокси-
апатит является аналогом неорганической со-
ставляющей натуральной кости, и обладает 
биосовместимостью, противовымываемыми 
свой ствами, биоактивностью, остеокондуктив-
ными и остеоиндуктивными свой ствами, благо-
даря чему он постепенно замещается натураль-
ной костной тканью, эффективно восстанавли-
вая имеющиеся дефекты, при сокращении 
общей длительности хирургического вмеша-
тельства. опытным путем было установлено, 
что химический состав, органические и неорга-
нические включения, соотношение аморфной и 
кристаллической фаз, структура пор, геометрия 
и состав частиц имеют ключевое значение для 
эффективности этих процессов. размер пор в 
материале варьировался и составлял величину 
порядка 100 мкм (рис. 1).

Благодаря интенсивно развитой объемной 
сетчатой структуре соединительных пор, пло-
щадь внутренней поверхности материала со-
ставляет более 90 м2/г и внутреннее простран-
ство близко соответствует кости человека. Это 
обеспечивает большую площадь контакта ма-
териала имплантата с костью. при недостаточ-
ном количестве казеина материал становится 
слишком хрупким, не обладает необходимой 
пластичностью, при избытке — становится 
слишком жидким и при применении не удер-
живается в зоне дефекта.

работа с животными была выполнена в со-
ответствии с протоколами, утвержденными ко-
митетом по уходу и использованию животных 



оригинальные статьи

Medicine: theory and practice тоМ 4   № 3   2019 eiSSn 2658-4204

211

и руководством министерства Здравоохране-
ния и социального развития российской Феде-
рации, приказ № 755 от 12.08.1977, а также со-
гласно декларации всемирной медицинской 
организации Хельсинки (2000 г.). в ходе про-
ведения эксперимента было прооперировано 
40 крыс породы “Wistar”, все животные были 
разделены на группы исследования, что пред-
ставлено в таблице 1.

таблица 1
Группы исследования крыс в зависимости от сроков 

наблюдения и различных типов биополимеров.
сроки  

наблюде- 
ния

Группы
наблюдения

1 неделя 2 недели 4 недели 8 недель

исследуемый 
материал

5 крыс 5 крыс 5 крыс 5 крыс

контроль 5 крыс 5 крыс 5 крыс 5 крыс

дефект кости выполнялся следующим обра-
зом: в проекции диафизa бедренной кости в 
передне- заднем направлении выполнялось 
сквозное отверстие диаметром 2 мм. дефект 
заполнялся исследуемым материалом, в кон-
трольной группе дефект оставался незаполнен-
ным. во все сроки наблюдения у животных 
осуществлялся забор крови из хвостовой вены 
и по 5 животных из каждой группы выводи-
лись ингаляционной передозировкой эфира. 
путем экзартикуляции по суставам производи-
лось извлечение бедренных костей с окружаю-
щими мягкими тканями, затем мягкие ткани 
удалялись (рис. 2) и кость помещалась в рас-
твор формалина (10%).

результаты применения материала оценива-
ли с помощью рентгенографии области инте-
реса в сроки 1, 2, 4, 8 недель после операции, а 
также по результатам гистограмм. рентгенов-
ская томография костей проводилась на 64-сре-
зовом мультиспиральном компьютерном то-
мографе (модель light Speed vct) компании 
General electric (Ge)). для оценки процессов 
регенерации были выбраны наиболее опти-
мальные параметры сканирования: 120 кв, 80 ма, 
толщина реконструкции 0,6 мм. все получен-
ные изображения обрабатывались на рабочей 
станции экспертного класса с многопрофиль-
ным просмотром изображений aW volumShare 
4 по 3d («three- dimensional») и vr («virtual 
reality») протоколам. На полученных изобра-
жениях в интерактивном режиме выделяли об-
ласть, в которой автоматически высчитывалась 
площадь и плотность области интереса в еди-
ницах Хаунсфилда. индекс костной мозоли 
(икм) по шкале Хаунсфилда вычисляли по 
формуле:

икм=иp(hu)/Kc(hu)×100,

где ир — плотность интермедиарной зоны ре-
генерированной ткани в единицах Хаунсфил-
да, hu; кс — плотность интактного корти-
кального слоя прилежащего отдела кости в 
единицах Хаунсфилда, hu.

все измерения были проведены в единицах 
Хаунсфилда, так как они оценивают степень 
абсорбции рентгеновского излучения анатоми-
ческими структурами организма по отноше-
нию к воде, при этом степень абсорбции рент-
геновского излучения водой в шкале Хаунс-

рис. 1. по результатам электронной микроскопии, поверхность материала формируется из изолированных пор, име-
ющих сферическую форму различного диаметра с размерами порядка от 1 до 20 мкм. поры имеют замкнутый 
характер и развитую пространственную структуру
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филда принимается равной 0, и тогда воздух и 
жир имеют отрицательные значения, костная 
ткань — положительные значения.

в процессе измерений оценивали форму и 
соотношение костного дефекта и материала 
для замещения костной ткани, структуру ко-
сти, выявляли наличие дистрофических изме-
нений костного и мягкотканого компонентов, 
характер изменений в окружающих тканях. ка-
чественная оценка остеорегенерации проводи-
лась по следующим критериям:

 – снижение четкости границы костного де-
фекта,

 – повышение оптической плотности кост-
ной мозоли за счет формирования остров-
ков минерализации.

Формула крови была подсчитана на свето-
вом микроскопе фирмы “Nicon”, после окра-
шивания мазков крови по стандартной методи-
ке гематоксилин- эозином.

оценка полученных результатов проводи-
лась с помощью методов вариационной стати-
стики с использованием пакетов стандартных 
статистических программ microsoft excel Xp, а 
также с помощью программы Statistica for 
Windows version 6,0 (StatSoft inc., сШа). 
определялось среднее значение (Х), стандарт-
ное (среднеквадратичное) отклонение (Sd), 
значение вероятности (р). для анализа имею-
щихся выборок данных использовали гипотезу 
нормальности распределения (критерий кол-
могорова- смирнова). для оценки достоверно-
сти различий выборок, не подчиняющихся 

критерию нормального распределения, приме-
няли непараметрический критерий манна- 
уитни (u-тест). различия двух сравниваемых 
величин считали статистически значимым, 
если вероятность их тождества составляла ме-
нее 5% (p<0,05).

результаты и обсуждение

в послеоперационном периоде эксперимен-
тальных крыс с цементами различных типов, в 
течение первых двух суток отмечалась выра-
женная гиподинамическая реакция, крысы 
были крайне малоактивны, лежали, при попыт-
ке перемещения пользовались только передни-
ми конечностями, отмечался выраженный отек 
прооперированной зоны. Затем, в период до 
пяти суток, указанные явления уменьшались, 
отмечалось сохранение выраженного отека 
мягких тканей бедра, прооперированная конеч-
ность животным «береглась». в дальнейшем 
послеоперационном периоде наступало полное 
восстановление и  каких-либо других осложне-
ний и особенностей заживления у данной 
группы крыс не отмечалось.

при анализе динамики показателей лейко-
цитарной формулы периферической крови у 
крыс были выявлены изменения, приведенные 
в таблице 2.

увеличение уровня лейкоцитов, при увели-
чении содержания сегментоядерных нейтро-
филов и моноцитов говорит о возникновении 
воспалительного процесса, который постепен-

а                                                                                                                           б

рис. 2. кости контрольной группы (а) и группы с применением исследуемого материала (б), 8 нед.
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но уменьшается в течение 2 недель. через 2 не-
дели после введения материала содержание 
нейтрофилов не отличалось от физиологиче-
ской нормы. изменения в лейкоцитарной фор-
муле, отражающие развитие аллергической ре-
акции в течение раннего послеоперационного 
периода, более выражены в группе с материа-
лом в зоне дефекта, по сравнению с группой 
контроля, но и эта реакция полностью исчеза-
ла через 2 недели после операции.

данные рентгеновского исследования пока-
зали активные процессы репаративной регене-
рации костной ткани в случае применения ма-
териала для заполнения дефекта в сравнении с 
группой контроля. при денситометрическом 
анализе мультипланарных томограмм получе-
ны абсолютные значения плотности в области 
дефекта. результаты исследования представле-
ны в таблице 2 и на рис. 3, 4.

об образовании костной мозоли можно су-
дить по увеличению плотности искусственно 

таблица 2
среднестатистические значения гематологических показателей крови у крыс до и после операции через 1, 2, 

4, 8 недель, Х ± Sd
сроки

показа
тели

до опе- 
рации

фиброин контроль

1 неделя 2
недели 4 недели 8 недель 1 неделя 2 недели 4 недели 8 недель

лейкоциты 
109/л

4,6±
0,2

6,8±0,7 5,3±
0,7

4,8±
0,6

4,3±
0,7

6,7±1,0 5,9±0,8 4,7±0,5 4,5±0,4

лимфоциты 
109/л

6,38±0,3 3,21± 0,7 3,68±0,9 5,15±0,6 6,25±0,7 3,76±0,5 4,1± 0,7 5,29±0,5 6,47±0,4

с/я нейтрофилы 
109/л

2,7±0,4 5,57±0,3 4,1±
0,2

3,7±
0,2

2,3±0,1 5,3± 0,21 4,61± 0,19 3,96± 0,12 2,7±0,3

Эозинофилы 
109/л

0,21±0,01 3,0±0,07 2,48±0,02 1,1±0,1 0,2±0,03 3,2±0,05 1,74±0,12 1,0±0,01 0,24±0,06

моноциты 
109/л

0,17±0,02 4,13± 0,02 1,06±0,01 0,28±0,02 0 3,15±0,01 1,1± 0,02 0 0

таблица 2
данные рентгеновского исследования образцов бедренной кости с имплантированным материалом  

в разные сроки наблюдения, Х ± Sd.

материал сроки  
наблюдения

плотность интермедиарной 
зоны регенерированной 

ткани в единицах  
Хаунсфилда

плотность интактного 
кортикального слоя  

в единицах  
Хаунсфилда

индекс 
регенерации

исследуемый мате-
риал

1 неделя 254,2±0,6 895,3±15,6 28,4±0,3
2 недели 282,6±10,2 871,5±16,1 32,4±0,6
4 недели 408,9±0,9 946,3±19,1 43,2±0,5
8 недель 752,7±9,8 1359±18,2 55,4±0,7

контроль

1 неделя 395,2±10,2 1348±8,9 29,3±0,8
2 недели 239,5±10,3 753,0±0,89 31,8±0,7
4 недели 357,8±0,95 996,9±5,6 35,9±0,6
8 недель 442,5±11,5 993,5±9,9 44.5±0,6

рис. 3. реконструкция кости с получением показателей 
плотности в области кортикального слоя и в обла-
сти его дефекта по шкале Хаунсфилда
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рис. 4. аксиальные срезы костей из группы контроля (а) и эксперимента (б) выполнялись при напряжении 110 кв, сила 
тока 50 ма, толщина скана 3 мм, шаг томографии от 1 мм до 2 мм, алгоритм — еxtremity)

рис. 5. Гистограмма место дефекта с заполнением матери-
алом, 8 нед.

рис. 6. Гистограмма место дефекта контроль, 8 нед.

сформированного отверстия в кости, что связа-
но с процессом кальцификации и регенерацией 
костной ткани. данные процессы более выра-
жены у животных опытной группы. Начиная со 
второй недели, более высокий индекс регене-
рации костной ткани у крыс наблюдался при 
заполнении дефекта исследуемым материалом 
по сравнению с группой контроля.

также процессы активной регенерации под-
тверждаются с помощью гистограмм. в опыт-
ной группе материал определяется в зоне де-
фекта в виде гомогенных розовых масс. во-
круг него имеется слабая клеточная реакция, 

представленная преимущественно фибробла-
стами, играющими важную роль в заживлении 
ран, основной функцией которых является 
синтез компонентов межклеточного вещества: 
белков (коллагена и эластина). вокруг матери-
ала также можно отметить выраженный остео-
генез с формированием малоклеточной кост-
ной ткани. местами остеогенез был представ-
лен широкими балками (рис. 5.) в группе 
контроля отмечался кортикальный слой кости 
обычного строения на большем протяжении. 
отчетливо очагов остеогенеза не определялось 
(рис. 6).
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таким образом, при оценке аналогичных 
параметров после применения биодеградируе-
мого материала с целью замещения дефекта в 
костной ткани на тех же сроках после проведе-
ния оперативного вмешательства были выявле-
ны признаки формирования новой костной 
ткани в зоне дефекта.

заключение

Биодеградируемый материал для замещения 
костной ткани, имеющий в своем составе три 
основных компонента: фиброин шелка, гидрок-
сиапатит и казеин, является перспективным ма-
териалом для изготовления пластичных, пори-
стых биоинженерных конструкций, способ-
ствующих восстановлению костной ткани. 
использование подобных материалов для заме-
щения костной ткани приводит к более быстро-
му восстановлению ткани в зоне дефекта.
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