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Аннотация
Введение. Для восполнения дефектов костной ткани, образующихся во время хирургических вмешательств, оптимальным вариантом является 
использование костных трансплантатов. Такой биоматериал высоко адаптивен, структурно динамичен, метаболически активен и характеризуется 
высокой прочностью. Стандартная подготовка графтов для последующей имплантации включает в себя очистку с последующей глубокой 
заморозкой и стерилизацией. Однако используемые методы обработки костного материала и реагенты могут изменять биомеханические 
свойства кости. Цель. Изучить влияние этапа разработанной химической очистки и последующей лиофилизации на механическую 
прочность костных графтов в сравнении с нативной свежезамороженной костью. Материалы и методы. В исследовании использовали срезы 
метаэпифиза единого уровня одной большеберцовой кости одной особи крупного рогатого скота, для исключения влияния вариабельности 
плотности нативной кости, полученной от разных доноров. Кость распиливали ручной пилой на блоки. В зависимости от метода обработки 
формировали 3 группы образцов - свежезамороженная нативная кость, очищенная методом комбинирующего химического и физического 
воздействия на кость и очищенная тем же способом кость, с последующей лиофилизацией. Измерение механических свойств проводили 
в режиме одноосного сжатия на разрывной машине 1958У-10-1. Статистический анализ полученных данных выполняли с использованием 
критерия Колмогорова-Смирнова (K-S) и поправкой Лильефорса (Lilliefors), наличие статистической значимости различий оценивали 
методом однофакторного дисперсионного анализа (One-Way ANOVA). Результаты. Площадь поперечного сечения блоков, изготовленных 
ручным способом, была сопоставима. Вне зависимости от способа обработки костной ткани не регистрировали снижение прочности ниже 
исходной. Наибольшие прочностные характеристики продемонстрировали очищенные костные блоки до лиофилизации. После лиофилизации 
прочность образцов снижалась, однако, несмотря на это данный показатель оставался выше, чем для свежезамороженной нативной кости. 
Кроме того, между группами образцов не регистрировали статистически значимых различий в параметрах максимального прилагаемого 
усилия и площади сечения. В то время как значения модуля упругости и относительной деформации между группами имели статистически 
значимые отличия (р < 0,05). Заключение. Современные способы обработки костной ткани позволяют сохранить биомеханические свойства 
кости, которая может использоваться не только в виде костных блоков или крошки, но и как структурный трансплантат.
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Abstract
Introduction Bone graft is the best option to repair postsurgical bone defects. The biomaterial is highly adaptive, structurally dynamic, metabolically 
active and characterized by high strength. Standard preparation of grafts for implantation includes cleaning followed by deep freezing and sterilization. 
However, methods used for processing bone material and reagents can change the biomechanical properties of the bone. The purpose was to explore 
the effect of chemical purification and subsequent lyophilization on the mechanical strength of bone grafts in comparison with native fresh frozen 
bone. Material and methods Metaepiphyseal sections of a single level of one tibia of a single cattle were used to rule out the influence of the variable 
density of native bone obtained from different donors. The bone was cut into blocks with a hand saw. Three groups of samples formed depending 
on the processing method included freshly frozen native bone, bone purified by combined chemical and physical methods and bone purified by the 
same technique followed by lyophilization. Mechanical properties were measured by axial compression mode using a 1958U-10-1 strength machine. 
Statistical data analysis was performed using the Kolmogorov-Smirnov (K-S) test and the Lilliefors correction with statistical significance of differences 
assessed with one-way analysis of variance (One-Way ANOVA). Results The cross-sectional area of hand-made blocks was comparable. No decrease 
in bone strength below the baseline was recorded regardless of the method of bone processing. Purified bone blocks demonstrated maximum strength 
characteristics prior to lyophilization. The sample strength decreased after lyophilization and was higher as compared to freshly frozen native bone. 
No statistically significant differences in the maximum force applied and the cross-sectional area were recorded between groups of samples. Modulus 
of elasticity and relative deformation had statistically significant differences in the groups (p < 0.05). Conclusion Modern methods of bone processing 
were shown to maintain biomechanical properties of the bone and can be used in the form of bone blocks or chips and as a structural graft.
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ВВЕДЕНИЕ

Ежегодно по всему миру выполняют 2,2 миллиона 
реконструктивных операций с использованием кост-
ных аллотрансплантатов с оценочной рыночной сто-
имостью 2,4 миллиарда долларов (на 2016 год) [1-3]. 
Согласно новому отчету Polaris Market Research, к 2028 
году объем мирового рынка костных трансплантатов и 

заменителей достигнет 4,3 млрд. долларов США. На 
2020 год сегмент аллотрансплантатов доминировал 
на рынке, и с 2021 по 2028 год, согласно прогнозам, 
доля выручки превысит 4,8 % [4]. Для реконструкции 
костных дефектов оптимальным вариантом являет-
ся аутологичная трансплантация с прогнозируемым 
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результатом [5, 6]. Однако такая технология требует 
максимально высокой квалификации оперирующего 
хирурга и операционной бригады, длительного вре-
мени анестезиологического пособия, что приводит к 
увеличению стоимости лечения пациента [7]. При на-
личии организованного костного банка с необходимым 
количеством материала одним из вариантов решения 
является использование аллокости.

Аллотрансплантаты используют для восстановле-
ния костной ткани, в том числе для обеспечения доста-
точной стабильности при остеосинтезе переломов [8] 
или при операциях тотального и ревизионного эндо-
протезирования [9], количество которых растет из года 
в год [10]. В зависимости от размера и конфигурации 
дефекта используют различные типы аллографтов – из-
мельченные (крошка, кубики) и структурные костные 
аллотрансплантаты [11]. Краткосрочные и долгосроч-
ные клинические и радиологические исследования 
показали перспективные результаты использования 
аллотрансплантатов при ревизиях вертлужной впади-
ны и бедренной кости [12. 13]. Костный трансплантат 
высоко адаптивен, структурно динамичен, метаболи-
чески активен и превосходит все другие биоматериалы 
с точки зрения прочности [14]. Кость непрерывно мо-
дифицируется, что ведет к формированию, поддержа-
нию или деградации костной массы за счет сложного 
процесса клеточной регуляции, а также координации 
остеобластов и остеокластов (резорбция костного ма-
трикса) [15]. Также преимуществом аллотранспланта-
тов является их меньшая стоимость в сравнении с био-
керамикой и индивидуальными конструкциями.

Механическая целостность и характеристики ис-
пользуемой кости при различных условиях нагрузки 
напрямую зависят от ее механических свойств, в том 
числе прочности, на которую может влиять выбор ме-
тода обработки костного материала, включающий ус-
ловия хранения, очистки и стерилизации [16-18]. Не-
смотря на то, что имеются сообщения об улучшении 
прочностных характеристик костной ткани после дели-
пидизации и удалении форменных элементов [19, 20], 
последующая стерилизация гамма-излучением демон-
стрирует негативное влияние на прочностные харак-
теристики материала. Lansdown et al. в своем обзоре, 
включающем 18 исследований по оценке влияния об-
лучения на прочность остеопластического материала 
на основе аллокости, описали негативные биомехани-
ческие эффекты умеренных доз облучения и подчер-
кнули неоднозначные результаты относительно эффек-
тов облучения в малых дозах (< 2 мрад.) [21]. Один из 
вариантов стерилизации, химический, включающий 
обработку перуксусной кислотой и сверхкритическим 
CO2 также оказывает негативное влияние на прочность 
трансплантатов [22]. Bui et al. изучали влияние об-
работки сверхкритическим CO2 и гамма-облучением 
(2-2,8 мрад.) на биомеханические свойства аллотран-
сплантатов мениска и установили, что оба метода вы-
зывают повышение жесткости и снижение упругости 
по сравнению с нативными образцами [23].

Цель исследования – изучить влияние разработан-
ной технологии очистки и последующей лиофилиза-
ции на механическую прочность свежезамороженной 
губчатой кости.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для исключения влияния вариабельности плотно-
сти нативной кости, полученной от разных доноров, на 
результаты в исследовании использовали один срез ме-
таэпифиза большеберцовой кости особи крупного рога-
того скота. На первом этапе губчатую кость отделяли от 
компактной и размечали сеткой для получения наиболь-
шего количества образцов с единого спила (рис. 1). Об-
разцы отбирались равномерно – из центральных и пе-
риферических отделов среза губчатой кости для каждой 
из групп. Далее по разметке кость распиливали ручной 
пилой на бруски размером 7 ± 1,5 × 7 ± 1,27 × 10 мм.

Сформированы 3 группы образцов:
1 – свежезамороженная кость (n = 8), испытание 

проводили после оттаивания трансплантатов при ком-
натной температуре 20 ± 2 градуса в течение 3 часов в 
герметичном контейнере;

2 – кость (n = 13), очищенная химическим методом 
(согласно экспериментальной технологии, разрабаты-
ваемой в НМИЦ ТО им. Р.Р. Вредена). Методика вклю-
чала последовательную обработку с использованием 
химических (растворы спиртов и эфиров) и физиче-
ских методов воздействия (встряхивание, перемешива-
ние, гидродинамическая струя).

3 – кость (n = 11), обработанная аналогичным груп-
пе 2 способом дополнительно лиофилизированная в 
течение 40 часов в сублимационной установке HETO 
PowerDry PL3000 (Дания).

Материал, используемый во 2 и 3 группах, был за-
готовлен по оригинальной разработанной нами мето-
дике (патент RU 2722266 C1).

Для контроля качества костной ткани после очист-
ки использовались электронные микрофотографии, 
полученные с помощью сканирующего электронного 
микроскопа Carl Zeiss Supra-55 (Германия).

Измерение механических свойств образцов ко-
стей проводили в течение 3-х часов от их изготовле-
ния при комнатной температуре в режиме одноосно-
го сжатия на разрывной машине 1958У-10-1 (Россия) 
со скоростью испытания 1 мм/мин. Костные блоки 
устанавливали вертикально между зажимными пло-
скостями установки механических испытаний. По 
результатам определяли модуль упругости Е, проч-

Рис. 1. Срез метаэпифиза большеберцовой кости крупного 
рогатого скота с удаленным кортикальным слоем, свежеза-
мороженный (цветом выделены зоны, из которых брали об-
разцы для исследования)
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ность на сжатие σр, предельную деформацию до раз-
рушения εр.

Статистический анализ полученных данных про-
водили, используя пакет программного обеспечения 
Statistica. Данные представляли в виде средней величи-
ны ± ошибка среднего (M ± m). Оценку нормальности 

распределения значений выполняли с использованием 
критерия Колмогорова-Смирнова (K-S) и поправкой 
Лильефорса (Lilliefors), наличие статистической зна-
чимости различий оценивали методом однофакторного 
дисперсионного анализа (One-Way ANOVA). Статисти-
чески значимыми принимали значения p менее 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Площадь поперечного сечения блоков, изготовлен-
ных ручным способом, была сопоставима и составила 
в среднем 51,45 ± 1,2 мм2. На рисунке 2 представлены 
результаты сканирующей микроскопии после очистки и 
лиофилизации костной ткани. Видно отсутствие формен-
ных клеточных элементов и небольшое количество ми-
кротрещин в минерально-коллагеновом матриксе (рис. 2)

Вне зависимости от способа обработки кости не 
регистрировали снижение прочности ниже нативной 
кости (табл. 1).

Несмотря на отсутствие статистически значимых 
различий, установлено, что химическая очистка об-

разцов увеличила предел прочности костных блоков в 
2,3 раза. Последующая лиофилизация снизила данный 
показатель, но он по-прежнему превышал предел проч-
ности в группе 1 в 1,8 раза.

Между группами не регистрировали статистиче-
ски значимых различий в параметрах максимального 
прилагаемого усилия и площади сечения. В то вре-
мя как значения модуля упругости и относительной 
деформации между группами имели статистически 
значимые отличия (р < 0,05). В группах 2 и 3 эти по-
казатели были значимо выше, чем в первой (р < 0,05) 
(рис. 3, 4).

Рис. 2. Микрофото костной 
ткани после очистки и лиофи-
лизации (сканирующая элек-
тронная микроскопия)

Таблица 1
Результаты измерений и замеров прочностных характеристик в группах образцов

Показатель Группа 1 Группа 2 Группа 3 p
Ширина, мм 7,7 ± 0,6 7,6 ± 0,4 7,4 ± 0,4 0,927
Толщина, мм 7,1 ± 0,4 6,9 ± 0,3 7,0 ± 0,4 0,914
Площадь поперечного сечения, мм2 52,9 ± 2,0 50,8 ± 1,3 50,7 ± 2,5 0,723
Максимальное усилие, Н 452,2 ± 83,1 1022,3 ± 181,8 848,8 ± 246,3 0,164
Предел прочности, МПа 8,8 ± 1,9 20,3 ± 3,6 16,0 ± 4,2 0,116
Модуль упругости, МПа 139,5 ± 34 345,5 ± 28 193,6 ± 41,4 0,009
Относительная деформация при разрушении, % 35,4 ± 6,3 10,7 ± 2,7 32,2 ± 7,7 0,007

Рис. 3. Значения модуля упругости для каждой из групп Рис. 4. Значения показателя относительной деформации при 
разрушении для каждой из групп
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ОБСУЖДЕНИЕ

Скрининг доноров костных аллографтов и иссле-
дование полученного материала на наличие инфекций 
остается «золотым стандартом» в подготовке костной 
ткани для последующей трансплантации. Несмотря на 
все предпринятые меры, периодически регистрируют 
случаи инфицирования реципиентов. Повышение без-
опасности костного материала возможно при совер-
шенствовании методов их очистки, обработки и хране-
ния. Снижение риска заражения при трансплантации 
достигается путем обработки аллографтов методами, 
не оказывающими негативного влияния на свойства 
аллотрансплантата и обеспечивающими полное очи-
щение костного материала [24].

Сублимационная сушка – лиофилизация - позволя-
ет сохранить трансплантаты в неизмененном виде до 
5 лет. Метод представляет собой глубокую заморозку 
костной ткани с последующим нагревом материала в 
условиях низкого давления до остаточной влажности 
менее 5 % [25]. Однако влияние данного способа обра-
ботки на прочность кости оценивается неоднозначно. 
Работами Matter et al. и Kang et al. доказано отсутствие 
влияния криоконсервации перед сушкой и многократ-
ного повторного замораживания на прочность ко-
сти [26, 27]. При этом ряд авторов сообщал о снижении 
прочности кости при лиофилизации [28, 29]. Однако 
R.R. Pelker установил, что данный метод не влияет на 
свойства костной ткани [29]. В другом исследовании 
было показано, что губчатая кость при сушке дегра-
дирует в значительно меньшей степени, в сравнении с 
кортикальной [30].

В нашем исследовании образцы с дополнительной 
лиофилизацией характеризовались меньшей прочно-
стью в сравнении с образцами после химической очист-
ки, но при этом превосходили по тестируемым показа-
телям свежезамороженные костные блоки. Полученный 
результат, скорее всего, обусловлен повреждением кол-
лагеновых волокон и появлением микротрещин кости в 

результате сушки (рис. 4, 5) [31]. P. Garnero et al. в своей 
работе показали влияние коллагеновых связей на проч-
ность кости независимо от содержания минералов, объ-
ем которых может снижаться в процессе химической 
очистки и последующей сублимации [32].

Известно, что на прочность костной ткани влия-
ют используемые в процессе обработки химические 
реагенты и метод последующей стерилизации. Для 
очистки костного материала часто применяют пере-
кись водорода. Установлено, что данный реагент спо-
собен изменять структуру белков, воздействуя на пеп-
тидные цепи, а в кислой среде повышает пористость 
твердых тканей без негативного влияния на волокна 
коллагена. В свою очередь, H.K. Chаng с соавторами 
продемонстрировали значительное снижение проч-
ности дентина в эксперименте с 30 % раствором пе-
рекиси водорода [33]. В разрабатываемом способе 
очистки трансплантатов удалось путем комбинации 
физических и химических методов избежать примене-
ния агрессивных реагентов, которые способны приве-
сти к снижению прочности полученных графтов.

Увеличение прочности трансплантатов на проме-
жуточных этапах можно объяснить формируемой на 
одном из этапов очищения кости щелочной средой, ко-
торая создает условия для гидролиза коллагена [34-36]. 
Так увеличивается процентное содержание минералов 
и в результате происходит увеличение прочностных 
характеристик кости. Однако при этом регистриро-
вали снижение показателя относительной деформа-
ции. Кость в процессе химического метода обработки 
становилась прочнее, но хрупче, в сравнении со све-
жезамороженными образцами, однако последующая 
лиофилизация привела к восстановлению данного 
показателя. Полученные результаты продемонстриро-
вали сохранение и увеличение прочности трансплан-
татов после обработки и лиофилизации, при этом ре-
гистрировали снижение пластичности трансплантатов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В постоянно развивающейся ортопедической хи-
рургии доступность безопасных аллотрансплантатов 
является приоритетным в лечении многих патологий 
и травм опорно-двигательного аппарата. Проведенное 
исследование показало, что разрабатываемый экспе-
риментальный метод химической очистки с последу-
ющей лиофилизацией костных блоков не ведет к сни-
жению прочностных свойств костной ткани. Таким 

образом, получаемый остеозамещающий материал 
является перспективным для дальнейших исследова-
ний и потенциально может быть использован в каче-
стве структурного и опорного трансплантата. Пред-
ставляется актуальным дальнейшее изучение влияния 
различных методов стерилизации (физических или 
химических) на прочность получаемого костнопласти-
ческого материала.
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