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Тканевая инженерия костной ткани ищет альтернативное решение восстановления целостности кости. 
В основе метода лежит создание тканеинженерного эквивалента костной ткани с помощью стволовых кле-
ток, остеогенных факторов и матриц – носителей этих клеток. Процесс создания тканеинженерного аналога 
костной ткани начинается с производства матрицы для культивирования клеток. В статье выполнен анализ 
наиболее перспективных методов изготовления клеточных матриц – электроспиннинга, импринт-литогра-
фии и различных вариантов 3D-печати. Рассмотренные технологии обеспечивают полный контроль над ми-
кроархитектоникой конечной продукции, что создает выгодные условия для существования на них клеток. 
С помощью 3D-печати возможен контроль и над макроструктурой, что обеспечивает возможность создания 
персонифицированных изделий. Физико-механические свойства конструкций зависят не только от структу-
ры и метода создания, но и от использованных материалов. Наиболее передовые исследования направлены 
на сочетание различных методов в процессе создания клеточных матриц с целью наиболее приближенной 
имитации натурального внеклеточного матрикса. 
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For production of tissue engineered bone equivalent advisable to create scaffolds similar in structure to natural 
extracellular matrix of the bone. This will provide optimal conditions for the cells, and produce favorable physico-
mechanical properties of the final construction. This review article gives an analysis of the most promising methods 
for the manufacture of cell scaffolds – electrospinning, imprint-lithography, 3D-printing. The above technologies 
provides full control over the final microarchitectonics of cell scaffolds. With the help of 3D-printing is possible to 
control macrostructure that provides the ability to create personalized products. Physical and mechanical properties 
of the structures depend not only on the structure of scaffolds and the method of creation, but also the materials 
used. The most advanced research is focused on the combination of different methods in the process of creating cell 
scaffolds for the most approximate imitation of natural extracellular matrix.
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По данным всемирной организации 
здравоохранения, ежегодно в  мире про-
исходит около 50 млн несмертельных 
травм, приводящих к проблемам опорно-
двигательного аппарата и служащих при-
чинами инвалидности [4]. В России около 
16 % костных травм лечится оперативным 
путем, т.е. путем имплантации в организм 
металлоконструкций [2], а  также костно-
пластических материалов, включая ис-
пользование аутокости  [1]. Последний 
подход связан с дополнительной травмой 
донорской кости, увеличением перио-
да послеоперационного восстановления, 
а главное не гарантирует положительного 
результата.

Регенеративная медицина предлагает 
альтернативный метод лечения костных 
дефектов. Главным преимуществом пред-
лагаемого подхода является теоретическая 
возможность полного восстановления ана-

томической целостности кости. Основой 
метода являются три составляющие: ство-
ловые клетки, остеогенные факторы, спо-
собные направить клетки по костному пути 
развития и матрица – носитель и подложка 
для этих клеток. 

На данный момент известно, что для 
культивирования клеток лучше всего подхо-
дят подложки, имитирующие натуральный 
внеклеточный матрикс кости  [21]. Таким 
образом, ученые натолкнулись на проблему 
создания матриц с поверхностью, структу-
рированной на микро- и наноуровне, подоб-
но внеклеточному матриксу. Будучи микро-
структурированной, матрица также должна 
обладать физико-механическими свойства-
ми, сопоставимыми со зрелой костью, это 
позволяет восстановить опорную функцию 
кости, а  также обладать высокой пористо-
стью для обеспечения проникновения кле-
ток внутрь конструкции. 
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Методы, применяемые для создания 
клеточных матриц в тканевой 
инженерии костной ткани

Размер большинства клеток колеблется 
от 8 до 40 мкм. В последних исследовани-
ях показано, что наилучшие условия для 
жизнедеятельности клеток создаются, ког-
да размеры структур подложки сопостави-
мы с  размерами самих клеток  [11]. Таким 
образом, метод создания матриц для куль-
тивирования клеток должен обеспечивать 
возможность их структурирования на ми-
кро- и наноуровнях. Более того, материалы, 
используемые для создания матриц-носите-
лей клеток, могут обеспечивать ряд необхо-
димых свойств при создании аналога кости, 
например остеоиндуктивность и биосовме-
стимость. 

Среди аппаратных методов, способных 
выполнить поставленную задачу, можно 
выделить электроспинниг, импринт-лито-
графию и 3D-печать.

Электроспиннинг
При процессе электроспиннига из шпри-

ца с иглой на приемный коллектор подается 
раствор полимера, который формируется 
действием электрического поля. Диаметр 
струи зависит от следующих основных ус-
ловий, свойств раствора полимера, скоро-
сти подачи раствора полимера, расстояния 
от конца иглы до приемного коллектора, 
диаметра иглы, скорости вращения кол-
лектора, напряжения электрического поля. 
В результате на коллекторе собираются фи-
бриллы полимера с  различным диаметром 
и различной направленностью.

Данный метод не только технически 
прост, но и имеет ряд преимуществ. Так, для 
электроспиннинга показана возможность ис-
пользования практически любых материалов 
синтетических и биологических полимеров. 
Среди них синтетические биорезорбируемые 
полимеры – полилактид-ко-гликолид [6], по-
лиэтилен оксид [32], поликапролактон [36], 
полилактиды [16]. Натуральные полиме-
ры и их мономеры – хитозан [20], коллаген 
I типа  [26], желатин [36], эластин [42]. Не-
органические соединения внеклеточного ма-
трикса кости – β  – трикальций фосфат[14], 
гидроксиапатит [24], а  также углеродные 
нанотрубки [44]. Основным вопросом оста-
ется выбор нетоксичного растворителя для 
подготовки композитных растворов, которые 
в дальнейшем подвергнутся процессу элек-
троспиннинга. 

С помощью электроспиннинга воз-
можно структурирование матриц на нано- 
и микроуровнях [13]. А также создание, как 

параллельных, так и  разнонаправленных 
фибрилл даже в одной конструкции [15]. 

Отдельного внимания заслуживает рабо-
та ученых из Южной Кореи, которым мето-
дом электроспиннига удалось создать объ-
емную 3D-конструкцию аналога кости [18]. 
Для сравнения – в других работах были по-
лучены 2D-структурированные пленки.

На данный момент физико-механиче-
ские свойства полученных на электроспин-
нинге конструкций не достигают требо-
ваний, выдвигаемых к  тканеинженерному 
аналогу костной ткани. Таким образом, тре-
буется дальнейший поиск материалов и тех-
ник для применения электроспиннинга.

Импринт-литография
Импринт-литография заключается в на-

несении отпечатка штампом произвольной 
формы на пленку из желаемого материала. 
Данный метод позволяет быстро получать 
большое количество 3D-структурированных 
плоских матриц. При комбинировании мно-
жества подобных пленок возможно полу-
чение объемной структурированной кон-
струкции. Разрешение метода начинается от 
десятков нанометров. Наносимый штампом 
отпечаток может быть практически любой 
формы, что крайне выгодно при имитиро-
вании микроархитектоники костной ткани.

В связи со сложностью формирова-
ния достаточно объемных конструкций из 
структурированных пленок импринт-лито-
графия не получила широкого распростра-
нения при производстве тканеинженерного 
аналога костной ткани. 

Показана возможность использования по-
лилактида и поликапролактона для получения 
клеточных матриц методом импринт-лито-
графии и  возможность применения данных 
матриц для культивирования клеток [3, 9]. 

3D-печать
В то время как микроархитектоника ма-

триц, созданных с  помощью электроспин-
нинга и  импринт-литографии, поддается 
контролю, их макроархитектоника ограни-
чена процессом создания.

3D-печать способна создавать персони-
фицированные конструкции под конкрет-
ный костный дефект с помощью компьютер-
ных методов визуализации – МСКТ и МРТ. 
Таким образом, с  появлением 3D-печати 
появилась возможность контроля строения 
матриц и на макроуровне.

Обычно процесс 3D-печати включает 
следующие шаги: создание компьютерной 
3D-модели с  заданной микро- и  макроар-
хитектоникой, перенос модели на аппарат 
3D-печати и далее сама печать.
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Существует несколько технологий 
3D-печати, которые отличаются методами 
создания конструкции, а  также материала-
ми, использующимися для производства. 
Некоторые из них будут описаны ниже бо-
лее подробно.

Склеивание порошкового материала
Суть метода заключается в  нанесении 

клеящего раствора на слой порошка толь-
ко в  местах проекции будущей конструк-
ции. После нанесения одного слоя, сверху 
насыпается новый слой порошка, который 
также подвергается склеиванию лишь в ме-
стах проекции будущей фигуры. Так, слой 
за слоем создается склеенная конструкция, 
окруженная несклеенным порошком. 

Данная технология имеет разрешение 
в  50 мкм. Одним из ее преимуществ явля-
ется возможность создания крупных соеди-
няющихся пор, что способствует инфиль-
трации конструкции клетками  [41]. Сам 
процесс происходит при комнатной темпе-
ратуре, что делает возможным добавление 
в конструкцию биологических агентов, на-
пример, белков [39].

В качестве порошка использовали син-
тетические полимеры: поликапролактон, 
полилактид, полилактид-ко-гликолид с  ор-
ганическим растворителем как клеящим 
материалом [12, 39, 41]. А также белки  – 
желатин и  декстран с  водой как клеящим 
материалом [37, 43]. 

В качестве порошка для данного метода 
широкое распространение получил гидрок-
сиаппатит. При добавлении к  гидроксиап-
патиту порогена и  склеивании его синте-
тическим полимером возможно создание 
керамики с  пористостью до 90 %. Такие 
конструкции демонстрируют выраженные 
остеокондуктивные свойства [38].

Достоинством метода является возмож-
ность использования широкого спектра ма-
териалов, недостатком остается низкое раз-
решение печати.

Экструзионная технология
Экструзионные 3D-принтеры создают 

модель слой за слоем с помощью расплав-
ленного термопластика. Главные критерии 
материалов для данного вида печати – это 
температура плавления и реология расплав-
ленного пластика.

С помощью данной технологии удается 
контролировать размеры элементов в слое, 
расстояние между элементами в слое, а так-
же толщину самого слоя. Это позволяет соз-
давать конструкции с  заданным размером 
пор, соединениями между порами и желае-
мой микроархитектоникой.

Ключевое достоинство метода заключа-
ется в возможности создания структур с до-
статочно высокой пористостью при этом не 
теряя достаточной механической прочно-
сти. Сложность метода состоит в необходи-
мости нагрева материалов до температуры 
плавления, что делает невозможным при-
менение целых классов материалов, неста-
бильных при нагревании, например, белков.

Наибольше распространение для печати 
биосовместимых объектов с помощью дан-
ной технологии получил поликапролактон, 
в связи со своей низкой температурой плав-
ления (около 60 °С) и высокой термической 
стабильностью [23]. Печать с  помощью 
полилактида-ко-гликолида более затрудни-
тельна, поскольку для получения необхо-
димой реологии расплавленного полимера 
необходима температура в 110–140 °С [35]. 
Для получения композитных материалов 
с  помощью данного метода показана воз-
можность добавления в  конструкцию кол-
лагена [17], трикальций фосфатов [40], ги-
дроксиаппатита [35] и желатина [25].

Стереолитография
Основа метода заключается в полимери-

зации фотополимера с помощью ультрафио-
лета. Слой создается, когда проектор засвечи-
вает ванну с фотополимером лишь в местах 
проекции будущей фигуры. Далее опора опу-
скается и засвечивается новый слой. В конце 
готовый объект остается в  окружении непо-
лимеризованной жидкости.

На процесс печати влияют как качества 
самого фотополимера так и интенсивность 
подаваемого света. На данный момент ме-
тод достиг высокого разрешения печати 
(около 1,2 мкм), что позволяет создавать 
объекты с крайне сложной внутренней ми-
кроархитектоникой.

Недостатком метода является неболь-
шое количество биосовместимых фото-
полимеров, возможных к  применению. 
Показана возможность применения поли-
пропилен фумарата и диэтил фумарата для 
создания 3D клеточных матриц [19, 33]. 
Однако механические свойства полученных 
конструкций оказались недостаточными 
для использования их в  нуждах тканевой 
инженерии костной ткани. 

В более поздних исследованиях была 
доказана возможность использования по-
ликапролактона и полилактида при стерео-
литографии, примечательно, что в жидком 
фотополимере заранее размешивали живые 
клетки для инкапсуляции их в матрицу [29, 
34], что можно назвать биопечатью. В каче-
стве адьюваванта к фотополимеру возмож-
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но использование костного морфогенетиче-
ского белка [7].

3D-плоттинг/биоплоттинг
Данная технология основана на инъ-

екции раствора из шприца в  жидкий при-
емный коллектор, плотность которого со-
впадает с  плотностью раствора в  шприце. 
Коллектор также может содержать и  по-
лимеризующие вещества. Процесс может 
быть выполнен как при комнатной темпера-
туре, так и при повышенной. Данный метод 
особенно подходит для создания мягких ма-
триц из гидрогелей. 

Первыми в данной технологии были ис-
пользованы натуральные полимеры, такие 
как агар, желатин, полимеризующим веще-
ством для которых выступал Ca2+[22, 30].

Преимуществом метода является воз-
можность использования большого количе-
ства биосовместимых материалов и  низкая 
температура процесса. Недостатки заключа-
ются в невозможности создания достаточно 
твердых конструкций в связи с использова-
нием гидрогелей, а следовательно, и в невоз-
можности формирования сложной микро-
архитектоники конструкций. Разрешение 
метода находится в районе 400 мкм [8].

Биоплоттинг повторяет данный метод, 
но к растворам полимеров также добавляют 
суспензии клеток, например, в  альгинато-
вом геле. Данная технология позволяет до-
стичь равномерного распределения клеток 
и  сигнальных молекул в  конструкции, что 
особенно важно для дальнейшего формиро-
вания ткани.

Биоплоттинг может быть использован 
с  полилактидом-ко-гликолидом [28], три-
кальций фосфатами  [28], хитозаном [28], 
гидроксиаппатитом [28], коллагеном [27], 
поликапролактоном [5]. Следует отметить, 
что в  перечисленных работах наблюдается 
сохранение жизнеспособности клеток, про-
шедших через процесс биопечати вне зави-
симости от вида использованного материала.

Заключение
На сегодняшний день технологии тка-

невой инженерии костной ткани позволяют 
создавать клеточные матрицы, достаточно 
приближенные по своей структуре к  нату-
ральному внеклеточному матриксу кости.

Каждый из представленных методов 
имеет как достоинства, так и недостатки.

Электроспиннинг при достаточно хоро-
шо изученном контроле за микроархитек-
тоникой не имеет возможности управлять 
макроструктурой конечной продукции. 
С данным методом возможно использова-

ние множества биосовместимых материа-
лов, но крайне затруднительно получение 
конструкций с  прочностью, достаточной 
для выполнения опорной функции кости.

Импринт-литография способна задать 
практически любую микроархитектонику 
клеточной матрицы. Но возможность соз-
дания 3D-конструкций с помощью данного 
метода крайне ограничена.

3D-печать обеспечивает всесторонний 
контроль за структурой получаемых кон-
струкций. Использование различных мате-
риалов при 3D-печати зачастую ограничено 
технологией создания. Дальнейшее развитие 
технологий 3D-печати необходимо для повы-
шения разрешения, усложнения форм и уве-
личения прочности получаемых конструкций. 

Вдобавок, следует отметить перспектив-
ность сочетания различных методов, таких 
как электроспиннинг, импринт-литография 
и  3D-печать, при производстве одной кон-
струкции [10]. Данный подход целесообра-
зен в связи со сложным строением кости на 
макро- и микроуровнях.

Таким образом, при дальнейшем разви-
тии и комбинировании различных методов 
станет возможно создание образца наибо-
лее эффективно имитирующего строение 
и физико-механические свойства естествен-
ного внеклеточного матрикса кости, что по-
зволит создать перспективный тканеинже-
нерный эквивалент костной ткани.

Ввиду большого количества нарабо-
танных материалов и методов, возможных 
к  применению на данный момент, даль-
нейшее производство должно двигаться 
по пути тщательной отработки протоколов 
создания готовой продукции, содержание 
которых будет зависеть от конкретного соз-
даваемого вида конструкций.

Работа выполнена при финансовой под-
держке РФФИ проекта № 15-29-04849.
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