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Регенеративная медицина  — быстро развивающаяся междисциплинарная область. Основной ин-
терес представляют новые материалы и механизмы их взаимодействия с живым организмом. Ме-
тоды исследования изучаемых объектов должны обеспечивать как объёмную визуализацию, так и 
предоставлять оценку количественных характеристик неинвазивно. Перспективными для этих це-
лей являются методы, основанные на применении ультразвука и отображающие вариации упругих 
свойств образцов.
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Regenerative medicine is a rapidly developing interdisciplinary field of science. Of primary interest are 
new materials and mechanisms of their interaction with living organisms. Investigation methods should 
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provide 3D visualization and analysis of quantitative characteristics, while having no effect on the objects 
under study. For these purposes, methods based on ultrasound and those displaying variations in the elastic 
properties of samples are promising.
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Введение
В регенеративной медицине проведён-

ные в мировой практике эксперимен-
тальные ультразвуковые исследования 
показали свою эффективность [4, 6, 7]. 
Биоискусственные матриксы при одина-
ковом составе биополимеров могут быть 
сформованы различными методами, что по-
зволяет применять их для замещения цело-
го ряда дефектов тканей. Перспективными 
являются матриксы, имеющие структу-
ру гидрогелей, что связано не только с их 
доступностью и разнообразием, но и воз-
можностью создания раневых покрытий 
[3], применения в ортопедии для замены 
и восстановления утраченной части хряща, 
костной ткани [1], а также использования 
как несущей конструкции активных мат-
риксов, содержащих клетки, факторы роста, 
лекарственные препараты. Гидрогелевые 
матриксы, их структура и упруго-механи-
ческие свойства были исследованы уль-
тразвуковыми методами [2, 5, 8].

Гидрогелевые матриксы на основе хи-
тозана, кроме биосовместимости и био-
резорбируемости, обладают остеокондук-
тивными свойствами, т. е. выполняют роль 
пассивного матрикса при формировании 
костной ткани, композиты на его основе ак-
тивно применяются для создания костных 
имплантов [9]. При этом особый интерес 
в этой области представляют матриксы, 

имеющие открытые поры, которые обеспе-
чат проникновение клеток в объём имплан-
та и неоваскуляризацию. Улучшить свой-
ства матрикса можно за счёт добавления 
остеоиндуктивных факторов роста, напри-
мер BMP-2, которые будут стимулировать 
биоминерализацию импланта [10].

В данной работе был смоделирован про-
цесс биоминерализации пористого матрикса 
на основе хитозана, за счёт разной степени 
наполнения минеральными компонентами, 
для определения возможностей метода аку-
стической микроскопии в визуализации струк-
туры и оценке состава такого типа матриксов.

Материалы и методы
Изготовление матриксов. Предварительно 

получен 2% р-р хитозана (Primex ChitoClear 
HQG 43040 — 600 кДа) в 2% уксусной кис-
лоте (УК, особо чистая, ООО «Компонент-
Реактив», Россия). Объёмная доля напол-
нителя — трикальцийфосфат (ТКФ, “Sigma 
Aldrich”, США) — варьировалось в пределах 
от 1 до 25 об.%. Для улучшения механиче-
ских свойств образцы сшивали 2,5% глута-
ровым альдегидом (ГА) в 2% УК (из расчёта 
1% от веса полимера). Пористость получа-
емого материала поддерживали на уровне 
98,8%. Для получения композитов компо-
ненты смешивали с частицами ТКФ (ди-
аметр частиц  — 70  нм, высота  — 200  нм) 
в пропорциях из таблицы.
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Растворы гомогенизировали на магнитной 
мешалке в течение 6 ч. Для более равномер-
ного диспергирования частиц ТКФ поли-
мерный раствор помещали в ультразвуко-
вую ванну на 30 мин. Гомогенизированные 
растворы замораживали на установке, 
обеспечивающей температурный гради-
ент, для формирования направленных пор 
в материале. Замороженные образцы лио-
филизировали в течение 48 ч на установке 
Martin Christ Alpha 2-4LSC в режиме «main-
drying» с глубиной вакуума 0,250  мбар. 
За 2 ч до извлечения образцов использова-
ли режим «final drying» с глубиной вакуума 
0,010 мбар. Таким образом, были получены 
высокопористые композиты с ориентиро-
ванными порами.

Морфологию образцов изучали методом 
сканирующей электронной микроскопии 
с помощью системы Versa 3D DualBeam 
(«FEI», США) в режиме высокого вакуума. 
Изображения получали во вторичном элек-
тронном режиме с ультранизким ускоряю-
щим напряжением 1 кВ. Образцы ориенти-
ровали вдоль направления пор.

В работе использовался сканирующий им-
пульсный акустический микроскоп SIAM-
2010, разработанный в Институте биохими-
ческой физики РАН, оснащённый линзой 
50  МГц, 30°, фокусное расстояние  — 4  мм, 
обеспечивающей латеральное разрешение по-
рядка 36 мкм. Режим получения изображений: 
С-скан  — реконструкция изображения пло-
скости образца, перпендикулярной оси линзы, 
и расположенной в зоне фокуса при сканиро-
вании; B/D-скан — реконструкция изображе-
ния, соответствующая поперечному сечению 
через образец по направлению оси линзы и по-
лученная при использовании динамической 
фокусировки во время сканирования.

Статистический анализ проводился с помо-
щью t-критерия Стьюдента. Различия счита-
лись достоверными при р<0,05.

Результаты исследований
Полученные микрофотографии показы-

вают ячеистую структуру и наличие ори-
ентации пор у образцов. Средний размер 
пор — 30 мкм. На рис. 1 видны включения 
частиц ТКФ в стенку губчатого материала.

 
Рис. 1. Микрофотографии образцов губчатых матриксов: А — объёмная доля ТКФ 0%, разрешение 100 мкм; 
Б — объёмная доля 20%, разрешение 100 мкм; В — объёмная доля 20%, разрешение 30 мкм.
Fig. 1. Micrographs of porous matrices: A — volume fraction of TCP 0%, resolution 100 µm; Б — volume fraction 20%, 
resolution 100 μm; В — volume fraction 20%, resolution 30 μm.

Таблица. Концентрации компонент для получения композитов
Table. Concentrations of components for obtaining composites

Объёмная доля 
ТКФ, %

Массовая доля 
ТКФ, % ТКФ, г 2% хитозан, г 2,5% ГА, г H2O, г

0 0 0 7,80 0,06240 2,17360
5 12,71 0,01884 7,41 0,05928 2,55892

10 26,84 0,03768 7,02 0,05616 2,94424
25 80,51 0,0942 5,85 0,04680 4,10020
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Рис. 2. Акустические изображения набухшего матрикса, частота 50 МГц. А — B/D-скан, продольное сечение 
пор; Б — B/D-скан, поперечное сечение пор; В — С-скан в объёме образца.
Fig. 2. Acoustic images of swollen matrices, frequency 50 MHz. A — B/D-scan along pores; Б — B/D-scan cross-section 
of pores; В — C-scan of the sample volume.

Полученные образцы исследовали с по-
мощью акустической микроскопии после 
набухания в иммерсионной жидкости (ди-
стиллированной воде). Образец распола-
гался на стеклянной подложке для последу-
ющего измерения затухания.

Ультразвуковые изображения (рис. 2) ото-
бражают внутреннюю структуру матрикса: 
поры матрикса протяжённые, интеркалиро-
ванные, открытые, ориентированы в одном 
направлении, заполнены иммерсией. На тех 
же образцах были проведены измерения ко-
эффициента затухания.

Выводы
Разрешение метода является недостаточ-

ным для визуализации включений частиц 
ТКФ, однако не менее информативным 
является анализ объёмных характеристик. 
Была проведена ультразвуковая оценка рас-
пределения наполнителя по объёму образца 

матрикса. Выявлена закономерность зату-
хания ультразвукового сигнала в зависимо-
сти от концентрации наполнителя в компо-
зитном матриксе.

Рис. 3. Зависимость коэффициента затухания, нор-
мированная по толщине образов, в зависимости 
от количества наполнителя.
Fig. 3. The attenuation coefficient, normalized by 
the sample thickness, depending on the amount of filler.
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Ультразвуковая микроскопия показала 
высокую эффективность для неинвазив-
ной визуализации микроструктуры и ко-
личественного определения концентрации 
ТКФ в полученных пористых матриксах. 

Данный метод может быть рекомендо-
ван как перспективный для исследования 
процессов биоминерализации матриксов 
в присутствии клеточных компонентов 
и остеоиндуктивных факторов.
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