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Аннотация
Введение. Изучение биологических характеристик биодеградируемых материалов на основе полилактида (PLLA) с включениями 
гидроксиапатита (НА) является важной задачей для определения показаний для их применения в клинической практике. Цель. Изучение кинетики 
высвобождения кальция и фосфата из PLLA в зависимости от кристалличности структуры полимера. Материалы и методы. В экспериментах 
in vitro исследовали 4 вида материалов. Материалы 1 и 3 на основе кристаллического (после отжига) PLLA содержали 25 % и 50 % массовой 
доли HA соответственно. Материалы 2 и 4 на основе преимущественно аморфного (без отжига) PLLA содержали 25 % и 50 % массовой 
доли HA соответственно. В каждой группе исследовали по 6 образцов. Образцы инкубировали в водной среде при температуре 37 °С 
в течение 52 недель. Скорость деградации PLLA оценивали по накоплению в гидролизате его мономера – лактата. Для оценки скорости 
гидролиза НА в гидролизате определяли концентрацию ионов кальция и ионов фосфата. Степень кристалличности полимерной матрицы 
оценивали методом дифференциальной сканирующей калориметрии. Результаты. Гидролиз PLLA и НА в образцах всех материалов 
происходил ступенчато. Вначале гидролизовался PLLA, затем НА. На момент полного гидролиза PLLA количество гидролизуемого НА 
составляло не более 15 %. Высвобождение ионов кальция из тестируемых материалов начиналось с шестой недели инкубации для всех 
образцов, фосфат-ионов – с третьей недели. Суммарное количество высвобожденных ионов кальция и фосфат-ионов снижалось в ряду: 
материал 3 > материал 4 > материал 1 > материал 2. Ионы кальция в гидролизатах всех образцов обнаруживались до 42 недели инкубации, 
фосфат-ионы – до 52-й недели. Обсуждение. Исследование показало, что степень кристалличности PLLA влияла на кинетику высвобождения 
НА из образцов исследуемых материалов. С повышением кристалличности растет скорость гидролиза НА. Такое наблюдение можно объяснить 
тем, что полимер в кристаллической фазе подвергался гидролизу быстрее, чем в аморфной. Заключение. Повышение кристалличности PLLA 
за счет его отжига повышает скорость гидролиза НА, включенного в PLLA-матрицу. Изменение содержания НА и степени кристалличности 
PLLA позволяет регулировать биологические характеристики материалов состава PLLA/HA.
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Abstract
Introduction Assessment of biological characteristics of polylactide/hydroxyapatite (PLLA/HA) biodegradable materials is requiered to specify 
indications for the use of PLLA/HA composite implants in clinical practice. The present study was aimed to measure the kinetics of calcium and 
phosphate release from PLLA and its dependence on polymer structure crystallinity. Material and methods Four types of biodegradable materials were 
studied in vitro. Samples of type 1 and type 3 made of crystalline PLLA after annealing contained 25 % and 50 % of HA mass fraction, respectively. 
Samples of type 2 and type 4 made of amorphous PLLA (without annealing) contained 25 % and 50 % of HA mass fraction, respectively. In every group, 
6 samples were tested. The samples were incubated in an aqueous medium at 37 °C for 52 weeks. The rate of PLLA degradation was assessed by the 
accumulation of lactate monomer in the hydrolysate. The concentrations of calcium ions and phosphate ions were determined for assessment the HA 
hydrolysis rate. The degree of crystallinity of the polymer matrix was evaluated by scanning calorimetry. Results The hydrolysis of PLLA and HA in the 
samples was not simultaneous. The PLLA was hydrolyzed first followed by HA hydrolysis. By the moment of complete hydrolysis of PLLA, there was 
only 15 % of hydrolyzed HA. The release of calcium ions occurred from the sixth week of incubation for all tested samples, that of phosphate ions from 
the third week. The total amount of the released calcium ions and phosphate ions decreased in the line: material 3 > material 4 > material 1 > material 2. 
Calcium ions in the hydrolysates were detected up to 42 weeks of incubation, phosphate ions up to the 52nd week. Conclusion Higher crystallinity 
of PLLA achieved by annealing results in increased rate of hydrolysis of HA from PLLA matrix. Biological activity of PLLA/HA implants can be 
determined by degree of polymer crystallinity and saturation with HA.
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ВВЕДЕНИЕ
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В настоящее время медицинские изделия из по-
лимерных биодеградируемых материалов на основе 
полилактида (PLLA) с включениями гидроксиапати-
та (НА) являются перспективными для клинической 
практики [1-4]. Наличие в объеме полимера гидрок-
сиапатита обеспечивает повышение остеоиндуктив-

ных и остеогенных характеристик изделий на основе 
PLLA [5]. При этом отмечено, что при увеличении доли 
НА в PLLA повышаются остеоиндуктивные свойства 
материала за счет большей элиминации из его состава 
кальция и фосфата [6]. Однако увеличение содержания 
НА в полимере может приводить к снижению биоме-
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ханических характеристик материала. Поэтому к на-
стоящему времени наряду с повышением остеогенных 
свойств материалов на основе PLLA важной требуе-
мой характеристикой является их пористость и меха-
ническая прочность [7, 8]. В этом направлении в ряде 
исследований показано, что для обеспечения механи-
ческой прочности и устойчивости PLLA к гидролизу 
может стать повышение степени его структурирован-
ности (кристалличности) [9-11]. Это, по мнению ряда 
авторов, может обеспечить еще больший потенциал 

применения структурированного PLLA как в области 
конструкционных, так и в области биоинженерных ма-
териалов, таких как искусственные кости и тканевые 
каркасы [12]. В этом плане определение взаимосвязи 
скорости гидролиза материалов состава PLLA/НА в за-
висимости от кристалличности полимера и содержа-
ния в нем HA является актуальной задачей.

Цель – изучение кинетики высвобождения кальция 
и фосфата из PLLA в зависимости от кристалличности 
структуры полимера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы изделий изготавливали методом экстру-
зии из композита на основе PLLA с наполнением HA 
25 % и 50 % массовых долей (мас. %). Для повышения 
кристалличности PLLA часть образцов подвергали от-
жигу при температуре 110 °C. Образцы имели форму 
цилиндра длиной 1 см и диаметром 2 мм.

Исследовали 4 вида материалов. Материалы 1 и 3 
на основе кристаллического (после отжига) PLLA 
(PLLAc) содержали 25 % и 50 % массовых долей HA 
соответственно. Материалы 2 и 4 на основе аморфно-
го (без отжига) PLLA (PLLAa) содержали 25 % и 50 % 
массовых долей HA соответственно. В каждой группе 
исследовали по 6 образцов.

Результаты исследования термических характеристик 
исследуемых материалов методом дифференциальной 
сканирующей калориметрии подтвердили увеличение 
кристалличности полимерной PLLA матрицы после от-
жига (табл. 1). Исследование проводили на приборе 
NETZSCH DSC 204 F1 Phoenix (NETZSCH, Германия).

Таблица 1
Значения степени кристалличности 

исследуемых материалов до и после отжига

Материал Степень кристалличности, %
Материал 1 – PLLAc/HA25 % 46,1 ± 3,0
Материал 2 – PLLAa/HA25 % 34,3 ± 2,7
Материал 3 – PLLAc/HA50 % 17,6 ± 3,2
Материал 4 – PLLAa/HA50 % 12,4 ± 1,8

Для изучения гидролитической деградации выпол-
няли эксперименты in vitro. Каждый образец помеща-
ли в отдельную измерительную ячейку, заполненную 
дистиллированной водой, объем которой определяли 
из расчета 4 мл на 1 см2 поверхности образца. Далее 
образцы инкубировали в термостате при температуре 
37 °С. После недели инкубации среду меняли. На ме-
сто старого раствора заливали новый. Гидролизат 
подвергали химическому анализу на наличие лактата, 
ионов кальция и неорганического фосфата. Скорость 
деградации PLLA оценивали по накоплению в гидро-
лизате его мономера – лактата. Для оценки скорости 
гидролиза НА в гидролизате определяли концентра-
цию ионов кальция и ионов фосфата.

Длительность инкубации образцов всех материалов 
составила 52 недели (гидролизат на данном сроке не со-
держал обнаруживаемых веществ). Определение лакта-
та, кальция и фосфат-ионов осуществляли с помощью 
реагентов фирмы BioSystems (Испания) на биохимиче-
ском анализаторе Hitachi 902 (Hitachi Ltd., Япония).

Для количественных параметров определяли сред-
нюю арифметическую (М) и стандартное отклонение 
(SD). Достоверность межгрупповых различий оцени-
вали с помощью Н-критерия Крускала – Уоллиса. Раз-
личия считали статистически значимыми при p < 0,05. 
Статистический анализ проводили с использованием 
надстройки AtteStat 13.1 к электронным таблицам Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты исследования показали, что скорость гидро-
лиза PLLA, находящегося в кристаллической фазе, с со-
держанием НА 25 мас. % (материал 1) была максимальна 
в течение первых двух недель инкубации, для образца  
PLLAc/НА 50 % (материал 3) – только на первой неделе 

инкубации (табл. 2). Гидролиз образцов PLLA, находя-
щихся в преимущественно аморфном состоянии, с содер-
жанием HA 25 мас. % (материал 2) был наиболее интенси-
вен в течение первых четырех недель инкубации, образца  
PLLAa/HA 50 % (материал 4) – в первые три недели.

Таблица 2
Скорость гидролиза PLLA на сроках инкубации тестируемых материалов (% от всего лактата, образованного в результате гидролиза)

Неделя инкубации Материал 1 
PLLAc/HA25 %

Материал 2 
PLLAa/HA25 %

Материал 3 
PLLAc/HA50 %

Материал 4 
PLLAa/HA50 %

1 47,9 ± 5,5 47,4 ± 6,0 90,2 ± 8,2 67,0 ± 4,7
2 20,9 ± 3,2 15,0 ± 3,3 3,3 ± 1,1 10,8 ± 3,6
3 7,5 ± 1,1 19,7 ± 4,9 3,0 ± 0,7 16,2 ± 2,0
4 9,5 ± 2,0 10,9 ± 3,0 3,5 ± 1,8 3,4 ± 0,9
5 7,2 ± 1,4 7,9 ± 2,0 0 1,3 ± 0,5
6 4,2 ± 0,9 4,7 ± 1,8 0 1,2 ± 0,3
7 2,7 ± 0,8 3,9 ± 0,6 0 0
8 0 2,2 ± 0,7 0 0
10 0 5,9 ± 1,0 0 0
11 0 0 0 0

Длительность гидролиза, недели 7 10 4 6
Примечание: жирным шрифтом выделены значения >10 %.
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Динамика высвобождения ионов кальция и ионов 
фосфата из тестируемых образцов приведена на рисун-
ке 1. Обнаружено, что значительное высвобождение 
ионов кальция из тестируемых материалов начиналось 
с шестой недели инкубации для всех образцов, фосфат-
ионов – с третьей недели. При этом суммарное количе-
ство высвобожденных ионов кальция и фосфат-ионов 
снижалось в ряду: материал 3 > материал 4 > матери-
ал 1 > материал 2. Ионы кальция в гидролизатах об-
разцов всех материалов обнаруживались до 42 недели 
инкубации, фосфат-ионы – до 52-й недели.

Суммарное количество высвобожденного кальция 
и фосфата из исследуемых материалов представлено 

в таблице 3. Очевидно, что количество выделенных ио-
нов было больше в образцах с большим содержанием 
НА (образцы № 3 и № 4) (p < 0,05). При этом доступ-
ность данных ионов из материалов, в которых полимер 
был в кристаллической фазе, была выше относительно 
образцов, в которых PLLA находилась в преимуще-
ственно аморфной фазе (пары №№ 1-2 и №№ 3-4).

Результаты сопоставления кинетики гидролиза 
PLLA и НА из тестируемых материалов представле-
но в таблице 4. Показано, что за период распада PLLA 
(длительность гидролиза указана в таблице 1) высво-
бождалось не более 15 % от всего высвобожденного 
кальция и от 40,9 до 61,1 % фосфата.

Рис. 1. График накопления: а – высвобождавшихся ионов кальция из образцов за время инкубации; б – высвобождавшихся ионов не-
органического фосфата из образцов за время инкубации. По оси ОХ – недели инкубации, по оси OY – количество ионов (мкмоль/см2)

Таблица 3
Суммарное количество высвобожденного кальция и фосфата из исследуемых материалов

Ион Материал 1 Материал 2 Материал 3 Материал 4
Са, мкмоль/см2 2,83 ± 0,342,3,4 1,03 ± 0,211,3,4 4,38 ± 0,821,2 3,79 ± 0,461,2

Р, мкмоль/см2 6,18 ± 0,682,3,4 3,92 ± 0,231,3,4 14,31 ± 0,491,2,4 11,55 ± 1,061,2,3

Примечание: верхний индекс – материал, относительно которого отмечались значимые отличия при p < 0,05.

Таблица 4
Процент высвобожденного кальция и фосфата из исследуемых материалов за период полного распада PLLA

Ион Материал 1 Материал 2 Материал 3 Материал 4
Са, % 11,03 ± 1,523,4 15,12 ± 1,813,4 5,46 ± 0,621,2 5,75 ± 0,691,2

P, % 40,9 ± 2,82 61,1 ± 4,11,3,4 41,6 ± 3,02 48,2 ± 2,52

Примечание: верхний индекс – материал, относительно которого отмечались значимые отличия при p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенные нами исследования показали, что сте-
пень кристалличности PLLA влияла на кинетику вы-
свобождения НА из образцов исследуемых материалов. 
В частности, обнаружено, что с повышением кристал-
личности росла скорость гидролиза НА. Такое наблю-
дение можно объяснить тем, что, как показывают наши 
данные, полимер в кристаллической фазе подвергался 
гидролизу быстрее, чем в аморфной. Это и способ-
ствовало более полному гидролизу НА.

Еще одной особенностью изученной нами кинети-
ки является то, что гидролиз PLLA и НА происходил 
ступенчато. Вначале гидролизовался полимер, затем 
НА. На это указывает то, что на момент полного ги-
дролиза PLLA количество гидролизуемого НА состав-

ляло не более 15 %. В целом такая последовательность 
процесса деградации PLLA и наполнителя (НА) явля-
ется достаточно важной характеристикой материала 
для практики, т.к. подразумевает наличие лаг-периода 
при имплантации, связанного с гидролизом части по-
лимера без высвобождения в окружающее простран-
ство ионов кальция.

В целом же по результатам выполненного исследова-
ния можно говорить, что насыщение кристаллического 
PLLA гидроксиапатитом может являться оптимальным 
вариантом для создания материалов для проектиро-
вания медицинских изделий для ортопедии. При этом 
вопрос наиболее приемлемого содержания НА в PLLA 
остается открытым. С одной стороны, показана био-
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логическая эффективность материалов, содержащих 
как небольшое количество НА (до 10 мас. %), так и зна-
чительную его долю (до 80 мас. % НА) [13, 14]. С дру-
гой стороны, остеогенная активность материалов на ос-
нове PLLA повышается с увеличением содержания НА 
в составе полимера [6].

Наше исследование, как и исследование 
Zhang et al. [15], показывает, что структурированность 
(кристалличность) полимера наряду с содержанием НА 
определяет уровень деградируемости НА и, следова-
тельно, биологические характеристики материала со-
става PLLA/НА. Поэтому показатель кристалличности 
PLLA и его насыщенность HA являются основными ха-
рактеристиками материала PLLA/НА, определяющими 
его эффективность и показания к применению.

По результатам выполненного анализа говорить 
об исключительном превосходстве какого-либо из из-
ученных нами материалов не корректно. Мы полагаем, 
что все изученные материалы и изделия на их основе 
могут быть использованы в клинической практике. 
Всё зависит от выбора показаний для их применения. 
На это указывает и клинический опыт применения изде-
лий из материала PLLA/НА, который отмечает, что вы-
бор биодеградируемого изделия должен осуществляться 
с учетом характера деградации его полимера [16].

В данном плане мы полагаем, что показаниями к при-
менению изделий из PLLA, насыщенных HA более 

чем на 50 мас. %, могут стать случаи замещения крупных 
дефектов, когда НА в составе полимера фактически ста-
новится резервом кальция для локального образования 
костной ткани [17]. Кроме того, дополнительным плюсом 
таких изделий может стать то, что на поверхности мате-
риалов PLLA с высокой насыщенностью НА значительно 
снижена способность S. aureus и P. aeruginosa образовы-
вать биопленки [18], а сам материал обладает при таком 
содержании НА оптимальной прочностью на сжатие.

Менее насыщенные НА материалы (< 25 мас. %), 
возможно, найдут своё применение для лечения не-
больших дефектов [19].

Очевидно, что варьирование содержания НА и сте-
пени кристалличности PLLA позволит оптимизировать 
и варианты применения материалов состава PLLA/HA 
для создания имплантатов индивидуального приме-
нения [14, 20, 21]. Перспективность такому материалу 
придает и то, что он совместим с другими полимерами, 
используемыми в ортопедии, а также может быть ис-
пользован как матрица для клеточных элементов [22, 23] 
и лекарственных препаратов.

Отдельно нужно отметить возможные риски кли-
нического использования материалов с высокой степе-
нью насыщенности НА. Большая скорость деградации 
PLLA и HA повышает риск раннего нежелательного 
снижения механических свойств имплантированных 
изделий и риск избыточной оссификации тканей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, проведенное исследование пока-
зало, что повышение кристалличности PLLA за счет 
его отжига повышает скорость гидролиза НА, вклю-
ченного в PLLA матрикс. Изменения содержания НА 
и степени кристалличности PLLA позволяет регули-

ровать биологические характеристики (механическая 
устойчивость, высвобождение кальция, остеогенные 
свойства) материалов состава PLLA/HA. Это также 
расширяет показания к возможному их клиническому 
применению.
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