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Приведена сравнительная характеристика пористых композиционных материалов на основе хитозана, альгината и 
фибрина, содержащих (5-трикальиийфосфат. Гистологическое исследование выявило различие биологического ответа. 
Наиболее перспективный материал —  комплекс фибрин-(3-трикальиийфосфат.

Ключевые слова: фибрин, фибриноген, хитозан, альгинат, трикальиийфосфат, костный лефект, регенерация костной 
ткани.

The study presents comparative analysis of porous composites made of chitosan, alginate, fibrin with beta-tricalcium phosphate. 
Histological findings on Wistar rat condyles showed that fibrin-beta-TCP-based composite had the most effective positive 
biological response.
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Восстановление поврежденных тканей организма 
биосовместимыми материалами — актуальная проблема 
современной медицины. Перспективными материалами 
для остеопластики могут быть многофункциональные 
биополимерные матриксы на основе хитозана (ХТЗ), аль
гината (АЛГ) и фибрина в сочетании с кальций-фосфат- 
ной керамикой.

ХТЗ получают из хитина — второго по распростра
ненности биополимера после целлюлозы — в реакциях 
деполимеризации и деацетилирования при щелочном ги
дролизе либо с помощью гидролитических ферментов хи- 
тиназы и деацетилазы из панциря ракообразных [1]. Хи
тин является биополимером, состоящим преимуществен
но из остатков N -ацетилглюкозамина и меньшего количе
ства N-глюкозамина (рис. 1). В ХТЗ соотношение между 
количеством этих мономеров противоположное. ХТЗ не
растворим при нейтральном или щелочном значении pH 
и растворяется при подкислении, когда протонируются 
свободные аминогруппы. Его растворимость зависит и от 
соотношения между свободными аминогруппами (R-NH3+) 
и ацетамидными группами (R-NHCOCH3). Скорость де
градации ХТЗ и степень его деацетилирования обратно 
пропорциональны уровню его кристаллизации. У ХТЗ 
есть много дериватов с соединениями, имеющими анион

ные группы, так как он легко вступает в химические реак
ции.

ХТЗ используют как биосовместимое, биорезорбиру- 
емое и биоадгезивное соединение [7, 21, 35] в медицин
ских и фармацевтических целях, в том числе в разных им- 
плантационных и инъекционных системах, в ортопедиче
ских и лародонтальных композитах [37], при обработке 
ран, регенерации мягких и твердых тканей [22], как био- 
реактивный гемостатический агент с антитромбогенными 
свойствами [21, 36, 37] и как стимулятор иммунной систе
мы хозяина против вирусной и бактериальной инфекции

Рис. I. Структура мономеров хитина (N-аиетилглюкозамин) и 
ХТЗ (глюкозамин) [6].
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Рис. 2. Деполимеризация полимерной структуры АЛГ при гидролизе 0(1 4) гликозидных связей между M-G-мономерами —  
P-D-маннуроназой (М-азой) и a-L-(1 4) гликозидных связей между G-M-мономерами a-L-гулуроназой (G-азой) [7].

[1]. В результате биодеградации ХТЗ высвобождаются 
аминосахара, которые могут включаться в обменные пре
вращения гликозаминогликанов и гликопротеинов и за
тем экскретироваться [13]. ХТЗ может выполнять специ
фические клеточные функции, индуцируя цитокины, 
благоприятно влияющие на гистоархитектонику соеди
нительной ткани, улучшать остеогенез, ангиогенную ак
тивность, состояние тканей суставных хрящей [28, 34], 
кожных регенератов. Матриксы из ХТЗ (губки) с напол
нителями из гидроксиапатита (ГА) могут применяться для 
регенерации костной ткани [2, 3]. Один из недостатков 
ХТЗ — присутствие в его составе некоторого количества 
недеацетилированного хитина, что снижает его остеопла- 
стические свойства и повышает долю соединительно
тканной компоненты.

АЛГ — безазотистые полисахариды; с молекулярной 
точки зрения они представляют собой семейство нераз- 
ветвленных бинарных сополимеров, состоящих из свя
занных [1—■4]-гликозидными связями остатков бета-D- 
мануровой (М) кислоты или ее С-5-эпимера альфа-L- 
гулуроновой кислоты (G), образующих длинные цепи 
(рис. 2). При низкой температуре АЛГ плохо растворим, а 
при высокой температуре способен образовывать гели [7].

Коммерческие АЛГ производятся в основном из во
дорослей Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera и 
Ascophyllum nodosum. Наиболее высокое содержание a-D - 
гиалуроновой кислоты обычно характерно для АЛГ, изго
товленных из полосок старых растений L. hyperborea. АЛГ 
из Л. nodosum и L.japdnica отличаются низким содержани
ем G-блоков и невысокой прочностью геля. Альгинат из 
М. pyrifera, чаще всего используемый для иммобилизации, 
образует гели меньшей прочности и стабильности, чем 
АЛГ, изготавливаемый из полосок L. hyperborea. Бактери
альный АЛГ, имеющий более сложный состав, можно вы
делить из Azotobacter vinelandii, который, в отличие от вида 
Pseudomonas, образует полимеры, содержащие G -блоки. 
АЛГ с высоким содержанием гулуроновой кислоты мож
но также получить из некоторых водорослевых тканей пу
тем химического фракционирования in vitro с использова
нием маннуроновой С-5-эпимеразы из Л. vinelandii. Ком
мерческого использования таких модифицированных ви
дов полимеров мы не выявили.

АЛГ используется как материал для получения зуб
ных слепков [4, 6]. Он обладает биосовместимостью, не- 
иммуногенностью и гидрофильностью [32]. Химически 
модифицированный АЛГ применяется в клинике в каче
стве матрикса для доставки лекарственных веществ и кле
ток в поврежденные участки [10, 11]. К недостаткам этого 
материала можно отнести то, что он не резорбируется 
естественным образом под действием ферментов, так как

не имеет лиганд для клеточной адгезии, и поэтому клетки 
не склонны естественным образом АЛГ связываться с 
АЛГ [33]. При модификации АЛГ RGD-пептидами к нему 
могут прикрепляться клетки типа миобластов. Меняя 
концентрацию RGD-пептидов и состав АЛГ, т.е. соотно
шение М/G , можно управлять фенотипом миобластов 
[30]. АЛГ с ионной перекрестной связью растворяются 
при нейтральном pH, утратив 2-валентные катионы пере
крестной связи, что приводит к неконтролируемому и 
медленному распаду in vivo [10, 11].

Фибрин существенно отличается от полисахаридов 
по происхождению и составу. Он представляет собой по
следний этап коагуляционного каскада за счет активации 
фибриногена тромбином. В результате от фибриногена 
отщепляются 2 пептида А и 2 пептида Б (рис. 3, а, б) [8]. 
После отщепления пептидов, получивших название «фи
брин-пептидов», фибриноген превращается в хорошо 
растворимый в плазме крови фибрин-мономер, который 
при участии факторов XIII, ХШа и Са2+ переходит в фи
брин-полимер (см. рис. 3, б). В результате разрыва конце
вых связей фибрин-мономера формируются фибрин-ди
меры, которые растут латерально в виде протофибрилл. 
Поперечные связи протофибрилл инициируются тромби
ном с конверсией фактора XIII в трансглутаминазу (фак
тор ХШа), способную связывать стороны цепей лизина и 
глутамина изопептидными связями. В формировании фи
брин-полимера участвует фибронектин, который при уча
стии фактора ХШа усиливает модуль эластичности жест
кого кровяного сгустка за счет альфа-поперечных связей 
альфа-протофибрилл (см. рис. 3, б).

Фибрин может связываться с биологическими тканя
ми посредством ковалентных водородных или электро
статических связей либо путем механического прикрепле
ния [31]. Он образует ковалентные связи с фибронекти- 
ном и коллагеном с помощью фактора ХШа, а также мо
жет связываться с тромбоцитами, мегакриоцитами и фи- 
бробластами через комплекс рецептора GPIIb/IIIa, при
крепляясь таким образом сгустком к коллагену. Продукты 
распада фибрина, образующиеся в результате протеоли- 
тического расщепления, стимулируют миграцию моноци
тов, которые далее трансформируются в макрофаги, уда
ляя разложившийся фибрин посредством фагоцитоза. 
Стимулированные фибробласты, мигрирующие в фибри
новую сеть, депонируют коллаген и выделяют активаторы 
плазминогена, способствуя лизису фибрина и тем самым 
активируя реваскуляризацию тканей. В настоящее время 
существуют 2 формы практического применения фибри
на в тканевой инженерии. Это — адгезивный фибрин-си- 
лант (герметик) и непористый фибрин-гидрогель, кото
рый обычно используется для стимуляции клеточного
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Рис. 3. а —  схема фибриногеновой молекулы.
Базисная структура состоит из 3 пар подипептидных цепей а , |3 и у, соот
носящихся как зеркальное отражение; ФА- и Ф Б-фибринопептиды А и Б; 
* — карбонатгидратные кластеры; + — дисульфидные кольца [24]; 
б —  схема полимеризации фибрина.
Тромбин удаляет терминальные пептиды, оставляя а -  и Р-возвышения, 
которые подходят соответственно в углубления латеральных доменов; мо
дифицированный фибриноген переходит в фибрин-мономер, который 
связывается с другим мономером, формируя димер; латеральный рост ве
дет к формированию протофибрилл; антипараллельные поперечные связи 
в дальнейшем приводят к сетчатой структуре фибрин-полимера [14].

роста поврежденных хрящей [12, 27] и кости [16, 20]. Фи
бриновые силанты (герметики или фибриновый ткане
вый клей) нашли широкое применение при хирургиче
ских операциях в стоматологии [5, 16] для склеивания 
тканей, как кровоостанавливающие вещества и гермети
зирующие матрицы роста [9, 15, 19, 23, 25, 26, 29]. 
L. Le Guehennec и соавт. (2004) приводят данные о поло
жительном и отрицательном влиянии взаимодействия 
фибринового силанта с кальций-фосфатной керамикой 
на процессы формирования костной ткани.

В данной работе проведено сравнительное экспери
ментально-морфологическое исследование биополиме
ров XT3, АЛГ и фибрина в комплексе с кальций-фосфат
ной керамикой (3-трикальцийфосфата (р-ТКФ). Разрабо
тана единая методика получения полимерных матриксов, 
содержащих гранулы |3-ТКФ. Проведена оценка остео- 
пластических свойств при замещении дефектов костной 
ткани in vivo.

Материал и методы

Полимерные матриксы, армированные гранулами
Р-ТКФ

Для получения композиционных материалов исполь
зовали технологию вспенивания с последующей сублима
ционной сушкой. Данная технология позволяет получить 
материал с высокой пористостью (до 98%) и взаимосвя
занными порами. В качестве биополимеров использовали 
высокомолекулярный (500 кДа) XT3, АЛГ натрия и фи
бриноген. Готовили 2% водную суспензию полимера. 
В суспензию вводили гранулы Р-ТКФ в количестве до 
20 масс.% и подвергали интенсивному перемешиванию. 
Гранулы Р-ТКФ получали методом, описанным в работе 
V. Komlev и соавт. [17]. Размер гранул — 200—800 мкм. 
Вспенивание осуществляли при 2000 об/мин, используя 
приводную мешалку. Пену помещали в полиэтиленовую 
квадратную форму (10/10/4 мм) и фиксировали структуру 
(замораживали). Заморозку продолжали до образования 
кристаллов льда по всему объему материала при темпера
туре —18 °С. Затем проводили сублимационную сушку ма
териалов. Полученные матриксы отмывали и полимери- 
зовали. Образцы сушили при температуре 50 °С до полно
го удаления жидкой фазы.

Материалы изучали на микроскопе Tescan Vega II 
(Чехословакия) при напряжении 10—15 кВ. Фазовый со
став керамики контролировали с использованием рентге
нофазового дифрактометра Shimadzu (Япония).

Остеопластические свойства полученных матриксов 
оценивали с помощью модели костного дефекта эпифиза 
бедренной кости крыс линии Вистар массой 230—250 г. 
Тестированию подвергали 3 материала. В эксперимен
тальных исследованиях было сформировано 4 группы по 
3 животных в каждой: 1-я (контрольная); дефект заживал 
под кровяным сгустком; во 2-й группе использовали ма
триксы из ХТЗ с наполнителем (З-ТКФ; в 3-й — матриксы 
из АЛГ с наполнителем Р-ТКФ; в 4-й — матриксы из фи
брина с наполнителем Р-ТКФ.

Оперативные вмешательства выполнены в области 
латерального мыщелка бедренной кости в зоне эпифиза. 
Под гексеналовым наркозом моделировали дырчатый де
фект диаметром около 2,5 мм и длиной около 4 мм, в ко
торый вводили исследуемый материал. Операционную 
рану ушивали послойно. Срок эксперимента составлял 
30 сут. После выведения животных из эксперимента вы
деляли макропрепараты. Образцы фиксировали в 10% 
нейтральном формалине, декальцинировали в ЭДТА, 
промывали, обезвоживали, заливали в парафин и готови
ли серийные срезы. Окраску производили гематоксили
ном и эозином. Гистологические препараты изучали на 
микроскопе Motic (Италия). Статистическая обработка 
данных выполнялась с использованием апостериорного 
сравнения по критерию Тьюки.

Результаты и обсуждение

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ)

Полимерный композит ХТЗ:Р-ТКФ

Поверхность хитозанового композиционного мате
риала была представлена губчатой, пористой структурой, 
содержащей гранулы Р-ТКФ. Хитозановые волокна плот
но соединены с фосфатами кальция (рис. 4, а). На попе-
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Рис. 4. СЭМ композиционных материалов.
а — поверхность хитозанового матрикса представлена пористой губчатой структурой, в которой хитозановые волокна плотно связаны с гранулами 
(3-ТКФ; б — на поперечном срезе хорошо виден ячеистый характер матрикса; в — неравномерный, пластинчатый, пористый вид альгинатного комплек
са (одинарные стрелки); г — на поперечном срезе определяется равномерное распределение гранул ТКФ ; отмечается высокая пористость матрикса; д — 
фибрин плотно покрывает выступающие над поверхностью гранулы Р-ТКФ; е — поперечный срез композита, видны гранулы, имеющие большие вну
тренние полостные образования (одиночные стрелки); при большем увеличении (участок А) они представлены характерными для данного материала 
зернами овальной или кубической формы (одинарная стрелка), плотно прилегающими друг к другу; между зернами видны мелкие поры размером около 
0,1—0,2 мкм (стрелки углом).
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Ри с . 5. Гистомикрофотограмма исследуемых образцов.
а — контрольная группа, заживление костного дефекта под кровяным сгустком, формирование в дефекте кости полей молодой и 
грубоволокнистой соединительной ткани, по краям дефекта видны костно-хрящевые несовершенные структуры (стрелки углом). Ув. 
100; б — группа с имплантацией материала ХТЗ+Р-ТКФ, включения имплантационного материала окружены полями грануляцион
ной ткани (стрелки углом), справа — пучок хитиновых волокон; здесь часто обнаруживались гигантские многоядерные клетки типа 
гигантских многоядерных остеокластов; последние располагались преимущественно у гранул (1-ТКФ. Ув. 100; в — группа АЛГ 
+Р-ТКФ; новообразование костных структур вокруг гранул (1-ТКФ; иногда костные балки появляюся внутри гранул Р-ТКФ (одинар
ная стрелка). Ув. 100; г — группа фибин+р-ТКФ; интенсивное новообразование костного вещества вокруг гранул р-ТКФ сопрово
ждалось активным клазированием их вещества гигантскими многоядерными клетками; значительные территории межгранулярных 
пространств и местами — внутри гранул Р-ТКФ занимали новообразованные костные структуры, частью подвергающиеся созрева
нию (одинарные стрелки). Ув. 100.

1



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЙ РАЗАЕА

речном срезе хорошо определяется ячеистый характер 
матрикса с тонкими стенками (см. рис. 4, б).

Полимерный композит AJIT: /З-ТКФ
Поверхность альгинатного композита выглядит как 

пористый матрикс, который неравномерно покрывает 
гранулы |3-ТКФ (см. рис. 4, в). Изучение его в разных пло
скостях показало, что гранулы частично покрыты АЛГ. 
Поперечные срезы представлены на рис. 4, г.

Полимерный композит фибрин: /З-ТКФ
Поверхность фибрин-матрикса представлена тонкой 

фибриновой пленкой, покрывающей гранулы (см. рис. 4, д). 
Она достаточно однородна, с большими порами. Фибрино
вые волокна плотно входят в контакт с пористой, рыхлой 
структурой гранул, на поперечных срезах которых можно 
наблюдать большие полостные образования (см. рис. 4, е).

Гранулы |3-ТКФ состоят из зерен овальной или куби
ческой формы с четко различимыми границами, между 
которыми можно наблюдать небольшие поры размером 
около 1 мкм (см. рис. 4, е, участок А). Гранулы равномерно 
распределены в полимерных матриксах.

Гистологическое исследование

Группа 1 (контрольная). Заживление костного дефекта
под кровяным сгустком
Через 30 дней в костном дефекте сохранялись обшир

ные области, занятые грубоволокнистой соединительной 
тканью. В то же время по краям костного дефекта отмеча
лось формирование новой трабекулярной костной ткани 
с фиброзным матриксом. Местами по краям регенерата 
имелись участки образований хондроподобной ткани, а 
также образования вновь формирующегося костного веще
ства с образованием костно-хрящевых структур (рис. 5, а, 
см. на цв. вклейке).

Группа 2. Заживление костных дефектов
при имплантации в него ХТЗ: /З-ТКФ
В гистологических препаратах в костном дефекте 

определялись депозиты имплантированного материала, 
содержащего скопления гранул (З-ТКФ с оксифильно 
окрашенным матриксом и «волокнами» хитина. Послед
ние выглядели как ветвистые образования из плотного 
оксифильного вещества. Хитиновые образования в ма
триксе распределялись неравномерно. У входа в костный 
дефект в матриксе ХТЗ их количество было незначитель
ным, в глубоких отделах возрастало (см. рис. 5, б на цв. 
вклейке).

Хитозановый матрикс на всем протяжении замещал
ся клеточно-волокнистой соединительной тканью, так 
что ячеисто-губчатый характер исчезал. Окружала им
плантированный материал соединительнотканная капсу
ла, прилежащая снаружи к костной ткани дефекта (см. 
рис. 5, б). Наличие капсулы и хитозановых волокон суще
ственно препятствует формированию костных структур, 
что находит отражение в слабой капиллярной сети. Про
цессы резорбции гранул и образование костного матрикса 
слабо выражены, что снижает возможность его использо
вания как остеопластического материала при заживлении 
костных дефектов.

В предыдущих исследованиях композита ХТЗ — кар
бонат ГА (ХТЗ:КГА) при заживлении костных дефектов

процесс резорбции гранул КГА и формирование трабеку
лярной кости происходило более активно, чем при ис
пользовании (З-ТКФ [2]. Отмечалось присутствие доста
точно большого количества хитиновых образований и со
единительнотканной компоненты вокруг них, что тормо
зило образование костных структур. Эти данные согласу
ются с результатами настоящего исследования. Как отме
чает автор, со временем небольшие чешуйки хитина по
степенно поглощаются новообразованной костной тка
нью и практически не подвергаются резорбции. Тем не 
менее несмотря на эти отрицательные свойства, ХТЗ ис
пользуется при получении биорезорбируемых мембран 
для направленной тканевой регенерации [18].

Группа 3. Замещение костного дефекта
при имплантации АЛГ: /З-ТКФ
У входа в костный дефект определяется альгинатный 

композит, содержащий гранулы (З-ТКФ; он имеет окси- 
фильный пористый вид и окружен соединительноткан
ной капсулой, по периферии прилежащей к костному ма
триксу. Ближе к центральным отделам дефекта губчатый 
характер альгинатного матрикса сохраняется, его ячейки 
инфильтрированы клетками фибробластического ряда. 
В некоторых гранулах происходит инвазия клеточных 
элементов, но образование остеоидной ткани вокруг них 
идет крайне медленно. Это затрагивает и альгинатный ма
трикс, который со временем минерализуется. В других 
местах можно наблюдать плотные, мелкопористые струк
туры с небольшим количеством клеточных элементов 
(см. рис. 5, в на цв. вклейке) типа фибробластов. Капил
лярная сеть выражена слабо, активной резорбции альги
натного матрикса не происходит, он сохраняет ячеистый 
характер. Возможно, это связано с тем, что АЛГ не имеет 
рецепторов для клеточной адгезии в отличие от фибрина и 
ХТЗ. Плотные мелкопористые образования в альгинат
ном матриксе — это участки, у которых не сформирова
лось ячеистой структуры в результате отсутствия гранул, 
что приводит к их постепенной минерализации. Это мож
но наблюдать на поверхности альгинатного композита 
(см. рис. 5, в).

Группа 4. Заживление костного дефекта
при имплантации фибрина: /З-ТКФ
В этот срок наблюдения гранулы (З-ТКФ окружает 

фибриновый матрикс, представленный полями соедини
тельной ткани с обилием капилляров (см. рис. 5, г на цв. 
вклейке). У некоторых видны отложения оксифильного 
остеоидного вещества. Матрикс гранул [3-ТКФ разрежен 
и подвергается резорбции; в них можно наблюдать про
растание клеточных элементов, преимущественно макро
фагов. В центральных отделах дефекта соединительнот
канная компонента фибрина уменьшалась, начинали 
преобладать костные структуры, поглощающие гранулы 
(З-ТКФ. Костный матрикс формировался не только во
круг гранул |3-ТКФ, но и в них самих; на месте резорбиру- 
емого материала образовывалась остеоидная ткань. Акти
визация остеобластических процессов сопровождалась 
обилием капилляров и присутствием гигантских много
ядерных клеток.

Полученные нами результаты согласуются с данными 
С. Weinand и соавт. [39]. Авторы использовали гидрогели 
из фибрина и АЛГ, содержащие пористые блоки (3-ТКФ, 
которые помещали в среду, содержащую мезенхимальные
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воловые клетки. Через 4 нед на образцах из фибрина об- 
зовывались костные структуры, что подтверждалось 
спрессией генов белка кости, сравнимой с таковой в на- 
вной кости. АЛГ незначительно поддерживал образова- 
ie костной ткани после 6 нед, а также демонстрировал 
пкий уровень транскрипции генов. Однако образцы с 
ИГ характеризовались более высокими показателями со- 
зотивления биомеханическому сжатию, чем у фибрина, 
:о, возможно, связано с большой длительностью распада 
ЛГ [38].

Таким образом, изучение композиционных материа- 
эв с помощью СЭМ показало, что происхождение мате- 
иала и его состав существенно влияют на микроструктуру.

Композиционные материалы на основе ХТЗ и АЛГ 
бладают биосовместимостью, биорезорбцией и могут 
тимулировать остеопластические процессы. Однако они 
езорбируются не до конца, а с сохранением характерных 
ля них фрагментов. У ХТЗ — это хитин, который обнару
живается на гистопрепаратах, а у АЛГ — полифенолы и 
ругие примеси. Хитозановый матрикс замещается в ос- 
ювном соединительной тканью со слабой резорбцией
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