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Цель исследования — разработка нового синтетического материала на основе поли-3-оксибутирата, альгината натрия и гидрокси-
апатита в виде пасты и исследование in vitro и in vivo его эффективности при восстановлении костных дефектов.

Материалы и методы. Для разработки пасты использовали поли-3-оксибутират (ПОБ), полученный микробиологическим путем, с 
молекулярной массой 52 кДа, гидроксиапатит (ГАП) и альгинат натрия (Sigma-Aldrich, Германия).

Результаты. При сравнительном изучении результатов имплантации ГАП–ПОБ и ксеногенного костного недеминерализованного 
коллагена с перекрытием дефекта мембраной ПОБ выявлено, что к 180-м суткам наблюдения критический костный дефект полностью 
зажил в группе с имплантацией ГАП–ПОБ. Несмотря на то, что образование кортикальной пластинки происходит и в группе с импланта-
цией ксеногенного костного недеминерализованного коллагена, хроническое продуктивное воспаление приводит к разрежению кост-
ной ткани и формированию фиброза в межбалочном пространстве, что может негативно отразиться на механических свойствах кости.

Заключение. Полученный биоматериал на основе композитных микрочастиц из ПОБ и ГАП в альгинатном геле можно использо-
вать в качестве наполнителя при устранении дефектов костной ткани, так как в его структуре сочетаются элементы твердой подложки 
и вещество, способное поддерживать оптимальное микроокружение для клеточной культуры.
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The aim of the investigation was to develop a new synthetic material based on poly-3-hydroxybutyrate, sodium alginate and hydroxyapatite 
in the form of a paste and study in vitro and in vivo its efficiency when repairing bone defects.

Materials and Methods. For a paste we used poly-3-hydroxybutyrate (PHB) developed microbiologically, with molecular weight of 52 kDa, 
hydroxyapatite (HAP) and sodium alginate (Sigma-Aldrich, Germany).

Results. A comparative study of implantation results of HAP–PHB and xenogeneic osseous non-demineralized collagen with a defect covered 
by PHB membrane showed that by day 180 critical bone defect healed completely in a group with HAP–PHB implantation. Despite the fact that 
cortical plate formed in a group of patients with implantation of xenogeneic osseous non-demineralized collagen, chronic productive inflammation 
results in osseous tissue rarefaction and fibrosis formation in interjoist that can have a negative effect on mechanical properties of the bone.

Conclusion. The obtained biomaterial based on composite microparticles from PHB and HAP in alginate gel can be used as a filling agent 
to correct bone tissue defects, since in its structure there are combined solid support elements and a substance able to maintain optimal 
microenvironment for cell culture.

Key words: osteoplastic material; hydroxyapatite; poly-3-hydroxybutyrate.

Разработка и исследование нового костно-пластического материала

Несмотря на достигнутые успехи в области биоинже-
нерии костной ткани, разработка и внедрение в клини-
ческую практику новых видов костно-пластических ма-
териалов остается актуальной темой. Большая часть 

остеопластических материалов имеют ксено- и алло-
генное происхождение и обладают остеокондуктивным 
и, в некоторых случаях, остеоиндуктивным действием. 
Несмотря на высокую степень очистки, материалы жи-
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вотного происхождения могут вызывать ответ иммун-
ной системы организма, а также служить источником 
переноса инфекции.

Синтетические материалы — это различные ком-
позиты, керамика и цементы на основе синтетическо-
го гидроксиапатита кальция, сульфата кальция и их 
комбинации [1]. Такие материалы также обладают ос-
теокондуктивными свойствами. Однако имеются пред-
положения о наличии остеоиндуктивных свойств у на-
норазмерных частиц гидроксиапатита кальция [2, 3].

Установлено, что форма материала тоже имеет зна-
чение при его клиническом использовании. Заполнение 
дефектов челюстных костей сложной формы с поднут-
рениями (полости кист, лунки удаленных зубов, полость 
верхнечелюстного синуса при синус-лифтинге) остео-
пластическим материалом в виде порошка крайне не-
удобно, занимает много времени и не всегда позволяет 
соблюсти равномерность. Поэтому стали появляться 
костезамещающие материалы в виде пасты или гелей, 
которые лишены указанных недостатков.

При разработке таких биоматериалов огромное зна-
чение имеет выбор не только композиции, но и ком-
понентов оптимального состава и свойств для этой 
композиции. Интенсивное развитие полимерной био-
инженерии позволяет использовать в качестве основ-
ных компонентов разрабатываемой системы новые 
биоразлагаемые и биосовместимые полимеры — поли-
3-оксибутират (ПОБ) и альгинат. ПОБ — это биораз-
лагаемый полиэфир, получаемый биотехнологичес-
ким путем [4–7]. Он обладает такими ценными для 
применения в медицине биологическими свойствами, 
как биосовместимость [6–8] и способность к биораз-
ложению в живых тканях без образования токсических 
продуктов [9–11]. В связи с этим ПОБ используется в 
ходе разработки целого ряда изделий медицинского 
назначения для герниопластики, стоматологии, кардио-
хирургии, ортопедии и других областей, что обуслов-
ливает его применение для регенерации костной ткани 
в челюстно-лицевой хирургии [12, 13]. В тканевой ин-
женерии также часто используют гидрогели на основе 
альгината. Альгинаты — это полисахариды, получае-
мые из морских водорослей, которые принадлежат к 
семейству маннуроновой и гиалуроновой кислот и от-
личаются последовательностью состава. Они способ-
ны образовывать нерастворимый гидрогель при до-
бавлении двухвалентных катионов. Благодаря ионным 
взаимодействиям в альгинатах происходит обратимое 
гелеобразование. Альгинатные гели также обладают 
высокой биосовместимостью [14]. Однако при исполь-
зовании по отдельности названные биоматериалы не 
всегда удовлетворяют требованиям современных сис-
тем для регенерации костной ткани. Поэтому разработ-
ка новых синтетических материалов (с оптимальным 
составом и формой) для замещения и восстановления 
костных дефектов будет продолжаться.

Цель исследования — разработка нового синте-
тического материала на основе поли-3-оксибутирата, 
альгината и гидроксиапатита в виде пасты и исследо-
вание in vitro и in vivo его эффективности при восста-
новлении костных дефектов.

Задачи исследования: 1) разработать методику полу-
чения синтетического костезамещающего материала, 
содержащего микрочастицы композита гидроксиапа-
тита и поли-3-оксибутирата (ГАП–ПОБ) в альгинатном 
гидрогеле, в виде пасты; 2) изучить биосовместимость 
разработанного материала на культуре клеток; 3) ис-
следовать эффективность разработанного материала 
при регенерации костных дефектов в эксперименте на 
животных.

Материалы и методы. Для получения пасты в ра-
боте использовали поли-3-оксибутират, полученный 
микробиологическим путем, с молекулярной массой 
52 кДа, гидроксиапатит и альгинат натрия (sigma-
Aldrich, Германия).

Биосинтез и выделение ПОБ. Для синтеза поли-
мера использовали штамм-продуценты Azotobacter 
chroococcum 7Б, способные к сверхсинтезу ПОБ (до 80% 
ПОБ от сухой массы клеток). Для достижения сверх-
синтеза поли-3-гидроксибутирата в клетках культуру 
азотобактера выращивали при 30°C на среде Берка в 
условиях избыточного содержания источника углерода 
в среде (г/л): МgsO4·7H2O — 0,4; FesO4·7H2O — 0,01; 
Na2moO4·2H2O — 0,006; цитрат Na — 0,5; CaCl2 — 0,1; 
K2HPO4·3H2O — 1,05; KH2PO4 — 0,2; сахароза — 40. 
С целью снижения молекулярной массы в культураль-
ную среду был добавлен ацетат натрия в концентрации 
12 г/л [4].

Процесс выделения и очистки полимера из биомас-
сы Azotobacter chroococcum включал следующие ста-
дии: 1) выделение ПОБ из бактериальной массы экс-
тракцией хлороформом при встряхивании на качалке в 
течение 12 ч при 37°С; 2) отделение раствора ПОБ от 
клеточных остатков фильтрованием; 3) выделение ПОБ 
из раствора хлороформа осаждением изопропиловым 
спиртом; 4) последующее многократное растворение в 
хлороформе и осаждение изопропанолом; 5) высуши-
вание при 60°С.

Получение микрочастиц. Микрочастицы с инкапсу-
лированным гидроксиапатитом ГАП–ПОБ получали ме-
тодом двухэтапного эмульгирования W/O/W: эмульсию 
гидроксиапатита в 3% растворе полимера (1:5 по мас-
се) постепенно добавляли к 100 мл 1,5% водного рас-
твора поливинилового спирта при перемешивании с по-
мощью верхнеприводной мешалки (R2R 2021, Heidolph, 
Германия) при 600–800 об./мин. После полного испаре-
ния органического растворителя микрокапсулы отделя-
ли центрифугированием (10 мин при 4400 об./мин), а 
затем 3 раза промывали дистиллированной водой для 
полного удаления эмульгатора.

Получение пасты. Необходимая форма материала 
достигалась тщательным эмульгированием микрочас-
тиц в 1% растворе альгината натрия в соотношении 
60:40. Во избежание высыхания и, следовательно, 
изменения количественного состава полученной био-
полимерной системы, а также ее механических харак-
теристик полученная эмульсия требует герметичной 
упаковки.

Исследование биосовместимости пасты in vitro 
на культуре клеток. Для оценки биосовместимости 
пасты in vitro выбрана модель данной системы с до-
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бавлением в альгинатный золь ионов кальция (CaCl2) 
для придания прочности конструкции. В качестве кон-
троля использовали альгинатный гель без полимерных 
микрочастиц. В эксперименте применяли фибробласты 
зеленой мартышки линии COs-1 («Биолот», Россия). 
Клетки культивировали в среде DmEm (Dubecco’s 
modified Eagle medium; Invitrogen, США) с повышенным 
содержанием глюкозы (4,5 г/л), которая включала 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки, 100 МЕ/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина. Затем клетки 
инкубировали при 37°C в атмосфере, содержащей 5% 
CO2, смена среды производилась ежедневно. По шесть 
образцов биоматериала размером 55 мм помещали в 
лунки 96-луночного планшета и сверху на каждый об-
разец наносили клеточную суспензию из расчета 4000 
клеток на образец. Планшеты инкубировали 2, 5, 7, 9, 
12 сут. Фибробласты снимали с подложки раствором 
трипсина-версена (0,05% трипсин и 0,02% версен в 
фосфатно-солевом буфере (serva, Германия) и подсчи-
тывали с помощью камеры Горяева. Биосовместимость 
полимерных систем оценивали с помощью стандартно-
го теста на выживаемость клеток XTT Cell Proliferation 
Kit (Biological Industries, Израиль). Количество живых 
клеток определяли по стандартной калибровочной кри-
вой для теста ХТТ [8].

Микроскопия. Первичное изучение свойств микро-
частиц и их формы проводили с помощью световой мик-
роскопии. Использовали микроскоп Биомед-1; вар. 2 
(«Биомед», Россия) с цифровым окуляром mYscope 
300m (Webbers, Тайвань). Микрофотографии методами 
сканирующей электронной микроскопии в электронном 
и ионном излучениях получены на микроскопе FEI-smA-
QUANTA 200 и smA QUANTA FEG (ООО «Системы для 
микроскопии и анализа», Россия).

Исследование материала на регенерацию кост
ных дефектов в эксперименте на животных. 
Исследование включало два этапа. Первый этап про-
водили на 10 половозрелых крысах породы Wistar. 
Животные содержались в виварии ЦНИЛ НижГМА 
при 15-часовом световом дне при температуре 22°С. 
Крысам под внутривенным наркозом (Золетил 5 мг/кг) 
производили разрез кожи в области бедра, скелетиро-
вали бедренную кость, формировали цилиндрический 

дефект диаметром 2 мм, заполняли его исследуемым 
биоматериалом. Рану послойно ушивали. Через 2 нед 
животных выводили из эксперимента, выделяли фраг-
мент костной ткани с исследуемой областью, фиксиро-
вали в 10% растворе формалина и направляли на гис-
тологическое исследование.

Второй этап проводили на 6 половозрелых мини-
пигах. Животные содержались в виварии Научного 
центра биомедицинских технологий ФМБА России 
при 15-часовом световом дне при температуре 22°С. 
Минипигам под внутривенным наркозом (Золетил  
5 мг/кг) и местной анестезией проводили скелетиро-
вание тела нижней челюсти справа и слева, трепаном 
формировали цилиндрические дефекты размерами 
10105 мм (всего 4 дефекта). Животным 1-й, опыт-
ной, группы (n=3) костный дефект заполняли иссле-
дуемым материалом и закрывали мембраной из ПОБ. 
Раны ушивали. Животным 2-й, контрольной, группы 
(n=3) в костный дефект помещали крошку ксеноген-
ного костного недеминерализованного коллагена и 
закрывали мембраной из ПОБ. Рану послойно уши-
вали. Процесс заживления костного дефекта наблю-
дали через 1, 3 и 6 мес после операции. Выделенные 
фрагменты кости (по 4 от каждого животного) фикси-
ровали в 10% растворе формалина и направляли на 
гистологическое исследование.

Работа проведена в полном соответствии с этичес-
кими принципами, установленными Европейской кон-
венцией по защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментальных и других научных целей 
(принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержден-
ной в Страсбурге 15.06.2006 г.), и одобрена Этическим 
комитетом НижГМА.

Результаты и обсуждениe.
Характеристика материала. Разработанная мето-

дика позволяет варьировать размеры микрочастиц от 
единиц до 300–400 мкм. Средний диаметр использу-
емых нами микрочастиц составил 52±11 мкм. Данное 
значение было выбрано из-за соразмерности с клетка-
ми, которые, как предполагается, смогут прикрепляться 
и расти на микрочастицах как на опорном субстрате.

На фотографии, полученной методом сканирующей 
электронной микроскопии, видно, что поверхность 

Рис. 1. Микрофотографии ком-
позитных частиц ПОБ с ГАП, 
сделанные с помощью свето-
вой микроскопии (а) и сканиру-
ющей электронной микроско-
пии (б); 4000 а б
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микрочастиц — высокопористая, состоит из перепле-
тенных полимерных тяжей (рис. 1). Такая шероховатая 
поверхность, как нами установлено ранее [8], может 
способствовать прикреплению и росту клеток на по-
верхности микрочастиц.

Рассматриваемая биополимерная система пред-
ставляет собой пасту из микрочастиц ПОБ с ГАП в 
альгинатном золе (рис. 2), которая за счет своей конст-

рукции идеально подходит для заполнения дефектов 
костной ткани.

На фотографии, сделанной с помощью сканирую-
щей электронной микроскопии (рис. 3), представле-
но скопление микрочастиц, связанных между собой 
и погруженных в альгинатный гель. Отчетливо видны 
кристаллы гидроксиапатита, находящиеся на поверх-
ности микрочастиц. Это очень существенный факт для 
свойств полученной системы, поскольку данная конс-
трукция должна индуцировать образование костной 
ткани за счет остеостимулирующих свойств гидрокси-
апатита, находящегося на поверхности микрочастиц и 
высвобождающегося в ходе их биодеградации.

Биосовместимость. Из литературных источников 
(например, [14]) известно, что альгинат натрия являет-
ся хорошим субстратом для роста клеток. При культи-
вировании культуры в альгинатном геле мы заметили, 
что количество живых клеток остается примерно на 
постоянном уровне (рис. 4), что действительно позво-
ляет говорить об альгинате как о хорошей среде для 
поддержания жизнеспособности клеток, но недостаточ-
ной — для их роста и пролиферации. При культивирова-
нии клеток на нашей конструкции мы обнаружили, что 
со временем количество живых клеток в объеме систе-
мы начинает увеличиваться — это свидетельствует об 
улучшении условий для роста клеток. Основным отли-
чием пасты от простого альгинатного геля служит на-
личие твердых микрочастиц размером 52±11 мкм, т.е. 
соизмеримых с размером самих клеток (25–35 мкм). 
Это дает возможность утверждать, что данные части-
цы обладают хорошей адгезией и клетки используют их 
как подложку для прикрепления и дальнейшего актив-
ного роста. Таким образом, в структуре разработанной 
биополимерной системы сочетаются элементы твердой 
подложки и вещество, способное поддерживать опти-
мальное микроокружение для клеточной культуры.

Результаты исследований in vivo. При изучении 
регенерации костного дефекта бедренной кости кры-
сы выявлено, что имплантация материала ГАП–ПОБ 
существенно улучшает условия регенерации кост-
ной ткани в модели костного дефекта бедренной кос-
ти у крысы, материал обладает остеокондуктивными 
свойствами, о чем свидетельствует распространение 
костного регенерата по поверхности полюса матери-
ала. Материал не вызывает воспалительной реакции, 

Рис. 2. Внешний вид биополимерной пасты

Рис. 3. Биополимерная паста из микрочастиц ГАП–ПОБ в 
альгинатном геле. Сканирующая электронная микроскопия; 
2000

Время, сут

К
ол
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тв
о 
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ет

ок — альгинатный гель без микрочастиц;
— микрочастицы ГАП–ПОБ в альгинатном геле

Рис. 4. Рост клеточной культуры COs-1 на полимерных системах
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резорбируется с участием гигантских клеток инород-
ных тел, а также не меняет направления распростра-
нения фронта регенерации, о чем свидетельствует вос-
становление анатомической целостности кортикальной 
пластинки бедренной кости (рис. 5, 6).

В процессе исследования образцов костной ткани на 
30, 90 и 180-е сутки при моделировании костной раны 
нижней челюсти у минипигов диаметром 1 см и запол-
нении костного дефекта материалом ГАП–ПОБ с пере-
крытием его мембраной из ПОБ обнаружено, что ре-
генерация костной ткани идет с материнской кости от 
периферии к центру регенерата. Среди соединитель-
ной ткани в центральной части регенерата отмечаются 
остатки остеопластического материала, вокруг которых 
располагается недифференцированная соединитель-
ная ткань. На 180-е сутки эксперимента кортикальная 
пластинка все еще содержит округлый воронкообраз-
ный дефект, заполненный соединительной тканью. На 
поверхности костных балок — большое количество 
остеобластов, практически все активные. На границе 
фиброзной и костной ткани — очаги ретикулофиброз-
ной костной ткани (рис. 7).

При гистологическом исследовании образцов кост-
ной ткани через 180 дней после имплантации в кри-
тический дефект кости материала ксеногенного кост-
ного недеминерализованного коллагена и закрытия 
снаружи дефекта мембраной ПОБ обращало на себя 
внимание, что, несмотря на нормальное формирова-
ние кортикальной пластинки, в нижележащих отделах 
выявляются очаги грубоволокнистой соединительной 
ткани с разрежением костного вещества, выражен-
ным фиброзом межбалочного пространства, прони-
кающим по ходу костномозгового канала во всех на-
правлениях.

Изучение гистологических препаратов также по-
казало, что применение этого материала приводит к 
развитию хронического гранулематозного воспаления 

Рис. 6. Образование хондроида и его созревание. Окраска по 
Массону–Голднеру; 200

Рис. 5. Гистотопограмма. Костный регенерат через 30 дней 
после имплантации материала ГАП–ПОБ в костный дефект 
бедренной кости крысы. Материал в виде конгломерата рас-
положен в костномозговом канале в окружении костной ткани

Рис. 7. Гистологическая картина заживающей костной раны 
после имплантации остеопластического материала ГАП–ПОБ 
и закрытия мембраной ПОБ  через 180 дней. В центральной 
части — остаточная полость, заполненная фиброзной тканью 
(FbT). Новообразованная костная ткань (NB) располагается 
по периферии. Окраска по Массону–Голднеру; 40

Рис. 8. Завершение процесса образования костной ткани че-
рез 90 дней после имплантации остеопластического материа-
ла ГАП–ПОБ и закрытия мембраной из ПОБ. Окраска альци-
ановым синим; 32
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сроком как минимум 90 дней после имплантации с об-
разованием на месте очага воспаления зоны фиброза 
межбалочного пространства к 180-м суткам (рис. 8).

Таким образом, сравнительное изучение результа-
тов имплантации биополимерной системой ГАП–ПОБ и 
ксеногенным костным недеминерализованным коллаге-
ном с перекрытием дефекта мембраной ПОБ показало, 
что к 180-м суткам наблюдения критический костный 
дефект полностью заживает в группе с имплантацией 
ГАП–ПОБ. Несмотря на то, что образование кортикаль-
ной пластинки происходит и в группе с имплантацией 
ксеногенного костного недеминерализованного колла-
гена, хроническое продуктивное воспаление приводит 
к разрежению костной ткани и формированию фибро-
за в межбалочном пространстве, что может негативно 
отразиться на механических свойствах кости.

Заключение. Разработанный костно-пластический 
биоматериал на основе композитных микрочастиц из 
поли-3-оксибутирата и гидроксиапатита в альгинат-
ном геле можно использовать в качестве наполнителя 
при устранении дефектов костной ткани, так как в его 
структуре сочетаются элементы твердой подложки и 
вещество, способное поддерживать оптимальное мик-
роокружение для клеточной культуры. Этот материал 
обладает выраженными остеокондуктивными свойст-
вами и при биологической резорбции полностью заме-
щается костной тканью.
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