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Получены наночастицы синтетического гидроксиапатита, содержащие кристаллы хлорида аммония.

Методами рентгеновской дифракции, термогравиметрического анализа и БЭТ показано, что разложение

кристаллов хлорида аммония в среде аргона происходит в интервале T = 220−270◦C. Обработка при

T = 300◦C приводит к термической стабильности наночастиц. Наличие хлорида аммония в культуральной

среде существенно влияет на биосовместимость наночастиц, увеличение его содержания снижает пролифе-

ративную активность мезенхимных стромальных клеток.
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Введение

Гидроксиапатит (ГА) используют в медицине, в част-

ности в трансплантологии, при замене костных тка-

ней, поврежденных в результате травм или болезней.

Ортофосфаты кальция входят в состав костей, зубов,

сухожилий, придавая им прочность и упругость. Ткани

животных и человека включают до 70mass% ГА в виде

наночастиц различной формы и размеров. ГА наряду с

молекулами коллагена, а также клетками (остеобласта-
ми, остеоцитами, остеокластами и др.) включен в про-

цессы рекомбинации ткани, необходимые для жизнедея-

тельности организма. Поэтому важной характеристикой

материалов, используемых в клеточных технологиях и

в тканевой инженерии, является их биосовместимость.

Только отсутствие негативного влияния как самого мате-

риала, так и продуктов его биоразложения на адгезию и

пролиферативную активность клеток позволяет успешно

использовать синтетические материалы в составе мат-

риц для тканевой инженерии. [1].

В связи с развитием тканевой инженерии, активно ве-

дутся исследования по разработке способов получения и

изучению свойств синтетического ГА [2,3]. Известно 11

иононезамещенных ортофосфатов кальция с молярным

соотношением Cа/P от 0.5 до 2.0 [4]. Наиболее широко

используются фосфаты кальция из группы ГА. Нано-

частицы фосфатов кальция могут быть синтезированы

различными способами: сухим и мокрым, гидротер-

мальным, механохимическим, с использование микро-

волновых процессов, а также с применением микро- и

наноэмульсионной технологии. Наиболее полно способы

получения и свойства синтетического ГА описаны в

работах [5,6]. В статье [7] обобщены методы синтеза

кристаллов фосфатов кальция, определения их размеров

от нано- до макроуровня. Особое внимание уделено

изучению формы одно-, двух- и трехмерных частиц. Ре-

зультаты исследования влияния термической обработки

на структуру и свойства наночастиц синтетического и

биологического ГА приведены в работе [3]. Методами

рентгеновской дифракции, электронной просвечиваю-

щей микроскопии показано, что ГА, полученный мето-

дом осаждения, представляет собой порошок, состоящий

из анизометричных частиц, продольный размер которых

составляет 70−100 nm, а поперечный — 7−9 nm. Части-

цы состоят из кристаллитов с продольными размерами

22−24 nm, поперечными — 8−10 nm. При температу-

ре 600◦C происходит рост кристаллитов, уменьшение

объемной пористости и удельной поверхности. Син-

тетический ГА характеризуется меньшей термической

устойчивостью по сравнению с ГА биологического про-

исхождения.

Одним из наиболее распространенных методов полу-

чения синтетических наночастиц ГА является их осажде-

ние из смеси водных растворов CaCl2 и (NH4)2HPO4 [8],
в качестве осадителя используют раствор аммиака

(NH4OH). В результате реакции, кроме кристаллов ГА
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и воды, образуется хлористый аммоний NH4Cl — кри-

сталлическое вещество, растворимое в воде, кристаллы

которого при нагревании до 338◦C распадается на NH3

и HCl.

Поэтому целью настоящей работы являлось исследо-

вание структуры наночастиц синтетического ГА, полу-

ченного методом осаждения, изучение влияния ГА на

пролиферативную активность мезенхимных стромаль-

ных клеток (СК).

1. Экспериментальная часть

Образцы наночастиц, содержащие ГА и хлорид аммо-

ния, получены в университете Сапиенза, Рим, Италия,

методом синтеза, который описывается реакцией:

10CaCl2 + 6(NH4)2HPO4 + 8NH4OH

→ Ca10(PO4)6(OH)2 + 20(NH4)Cl + 6H2O. (1)

Содержание хлорида аммония варьировалось от 20 до

∼ 40mass%, что достигалось режимом отмывки реак-

ционной смеси в деионизованной воде. Были получены

образцы, содержащие 20 и 40mass% хлорида аммония

(ГА20, ГА40).

Для сравнения было проведено исследование структу-

ры и свойств порошка, полученного методом осаждения

и содержащего 40 mass% хлорида аммония, который

дополнительно обрабатывали при T = 300◦C в течение

30min (образец ГА).

Фазовый анализ и расчет параметров кристаллической

структуры образцов проводили методом рентгеновской

дифракции на установке D2 Phaser (Bruker, Germany)
использовали CuKα-излучение. Обработка данных бы-

лa выполнена с помощью программного обеспечения

Topas 5.0 (Bruker). Размеры кристаллитов рассчитывали

по интегральной ширине рефрексов с помощью про-

граммного обеспечения MAUD.

Пористую структуру и величину удельной поверх-

ности определяли сорбционными методами, измере-

ния проводили на газоадсорбционном порозиметре

NOVA-1200e, США.

Термогравиметрический анализ (ТГА) образцов ГА

был проведен на установке 209 F1 NETZSCH, Германия,

в диапазоне температур от 30 до 800◦C при скорости

нагрева 10 deg/min в инертной среде (аргон). Расход

инертного газа составлял 40ml/min.

Частицы ГА, ГА20 и ГА40 выдерживали в питатель-

ной среде α-MEM (Lonza, США) с добавлением 10%

сыворотки крупного рогатого скота (HyClone, США) в

течение 1 суток. Концентрация частиц ГА в питатель-

ной среде составила 0.01 g/ml. Ранее другими авторами

было продемонстрировано, что даже незначительное

содержание ГА, которое составляло не более 1% или

0.01mg/ml, увеличивает остеогенный потенциал кле-

ток [9]. Пролиферацию СК in vitro изучали в системе

xCELLigenceRealTimeCellularAnalysis (RTCA). Первона-

чально измеряли фоновое сопротивление 100µl пита-

тельной среды в лунках. 100µl суспензии, содержащей

5 · 103 клеток, вносили в лунки, и с помощью RTCA-

системы оценивали пролиферацию. После культивиро-

вания в течение 1 суток питательную среду удаляли,

и в лунки с клетками добавляли 100µl питательной

среды после инкубирования с частицами ГА. Клетки,

культивируемые в питательной среде без инкубирования

с частицами, служили положительным контролем. Из-

менения в сопротивлении, обозначенные как клеточный

индекс (КИ), рассчитывали автоматически как СК, кото-

рые взаимодействуют с электродами E-планшетов.

2. Обсуждение результатов

На рис. 1 приведены рентгеновские дифрактограммы

образцов ГА, ГА20 и ГА40. Из приведенных данных сле-

дует, оба образца синтетического ГА, не подвергнутые

термической обработке, содержат хлорид аммония в ви-

де второй фазы. Образец, обработанный при T = 300◦C,

содержит только кристаллы ГА.

Количественный фазовый анализ показал, что концен-

трация хлорида аммония в образце ГА20 составляет 21.5

и 38.6mass% в образце ГА40. Узкие дифракционные мак-

симумы на рентгенограмме образца ГА свидетельствуют

о более высокой кристалличности (больших размерах

кристаллитов, меньшей их дефектности) по сравнению

с образцами, содержащими NH4Cl. Средний размер

кристаллитов в ГА составляет 24 nm, для образца ГА20

это значение несколько ниже и равно 18 nm, аналогичная

величина для ГА40 составляет 15 nm.

Термические свойства образцов ГА, ГА20 и ГА40

исследовали методом ТГА. На рис. 2 приведены зависи-

мости потери массы от температуры в интегральном и

дифференциальном виде. Видно, что для образцов ГА20

и ГА40 при T = 240−250◦C наблюдается интенсивная

потеря массы, величина которой для ГА40 составляет

Рис. 1. Рентгеновские дифрактограммы порошков ГА, ГА20

и ГА40 (кривые 1−3). Вертикальные линии соответствуют

дифракционным максимумам в соответствии с ICDD № 24−33

и № 7−7 для гидроксиапатита и хлорида аммония соответ-

ственно.
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Рис. 2. ТГА кривые для 1 — ГА, 2 — ГА20, 3 — ГА40.

Рис. 3. Результаты термического анализа образцов ГА20 и

ГА40: 1 — ГА20 после обжига, 2 — ГА40 после обжига, 3 —

ГА20 исходный, 4 — ГА40 исходный.

около 50%, а для ГА20 30%. При этом потери массы

для ГА в этом температурном диапазоне не наблюдается.

Отметим, что по данным рентгенофазового анализа об-

разцы ГА20 и ГА40 содержат в значительном количестве

кристаллы хлорида аммония.

Известно [10], что температура возгонки кристаллов

хлорида аммония составляет 337◦C. Процесс возгонки

сопровождается образованием аммиака (NH3) и хлори-

стого водорода (HCl), которые при снижении темпера-

туры способны вновь соединяться в хлорид аммония.

Отметим, что температура плавления кристаллических

веществ существенно зависит от таких параметров, как

размеры кристаллов, наличие примесей, пористость и

др. Исходя из этого, можно предположить, что значи-

тельная потеря массы при T = 250◦C связана с разло-

жением кристаллов хлористого аммония, входящего в

состав ГА20 и ГА40. В пользу этого свидетельствует

полное отсутствие потери массы в этом температурном

Объемная пористость и удельная поверхность образцов ГА,

ГА20 и ГА40

Образец
Объем пор, Удельная поверхность,

cm3/g m2/g

ГА20 0.152 57.789

ГА40 0.055 14.492

ГА 0.050 13.616

диапазоне для ГА, полученного из ГА40 и термообрабо-

танного при 300◦C.

Справедливость высказанного предположения под-

тверждается результатами экспериментов по термооб-

работке при T = 300◦C образцов синтетического ГА.

На рис. 3 приведены ТГА кривые для образцов ГА20

и ГА40 до и после термообработки в течение 30min при

T = 300◦C. Видно, что для исходных образцов наблюда-

ется существенная потеря массы при T = 220−250◦C.

Образцы, подвергшиеся дополнительной высокотемпе-

ратурной обработке (300◦C), обладают термостабильно-

стью в широком температурном диапазоне. Эти данные

свидетельствуют в пользу удаления хлорида аммония в

процессе термообработки при T = 300◦C.

Отметим, что разложение хлорида аммония, выделе-

ние аммиака и хлористого водорода происходит при

температурах, которые для получения материалов для

тканевой инженерии, а также в клеточных технологиях

не используют.

Наночастицы ГА используют в качестве наполните-

лей в композиционных материалах. Композиционные

волокна, пленки и губки в последнее время находят

применение как матрицы для тканевой инженерии. Вза-

имодействие полимерной матрицы с наполнителем в

значительной степени зависит от его удельной поверх-

ности. Пористая структура, величина удельной поверх-

ности определяют реакционную способность материала,

скорость протекания химических и биологических про-

цессов в активных средах. Последнее важно при про-

гнозировании резорбции наночастиц ГА и материалов, в

состав которых они входят после имплантации.

В таблице приведены значения объемной пористости

и величины удельной поверхности образцов ГА, ГА20 и

ГА40.

Из приведенных данных видно, что наибольшим объ-

емом пор и величиной удельной поверхности обла-

дает образец синтетического ГА20. Параметры пори-

стой структуры образца ГА40 близки к аналогичным

значениям ГА, подвергнутого термической обработке.

Можно предположить, что кристаллы хлорида аммония

располагаются в порах наночастиц. Поэтому пористость

образца ГА40 ниже, чем аналогичная величина образца,

содержащего меньшее количество фазы NH4Cl. Умень-

шение пористости и удельной поверхности термооб-

работанного образца, видимо, связано с повышением

его кристалличности в процессе отжига. Как показали
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Рис. 4. Световая микроскопия СК после 1 недели культиви-

рования в жидких средах, полученных после культивирования

аналогичных клеток в присутствии частиц ГА, ГА20 и ГА40;

увеличение 10× .

Рис. 5. Изменение индекса пролиферации стромальных кле-

ток в зависимости от времени культивирования в присутствии

питательной среды после инкубирования с частицами ГА,

ГА20, ГА40; контроль — клетки после культивирования в

среде без предварительного инкубирования с частицами ГА.

результаты рентгеноструктурного анализа, этот обра-

зец отличается повышенными размерами кристаллитов,

меньшей их дефектностью.

Результаты исследования пролиферации СК в культу-

ральных средах, полученных после сокультивирования

аналогичных клеток и частиц с разным содержанием

хлорида аммония, приведены на рис. 4. Видно, что в

контрольном образце СК образовали полный монослой.

Клетки имеют веретенообразную форму и расположены

по гиперболическим траекториям. После культивирова-

нии клеток в жидких средах, полученных после сокуль-

тивирования с ГА20 и ГА40, большинство клеток сохра-

няют округлую форму. Отметим, что в эксперименте

по пролиферации СК в среде с меньшим содержанием

хлористого аммония (после сокультивирования СК и

частиц ГА20), наряду с клетками округлой формы видны

клетки вытянутой формы, характерной для контрольного

образца. Морфология клеток в присутствии питательной

среды после инкубирования частиц ГА, обработанных

при высокой температуре, близка к морфологии клеток

в контрольном образце. Клетки имеют вытянутую вере-

теновидную форму.

Округлая форма клеток, отсутствие веретенообразных

клеток при культивировании в среде, полученной после

сокультивирования клеток с частицами ГА20 и ГА40,

свидетельствуют о ее негативном влиянии на клеточ-

ные процессы. Можно предположить, что в процессе

сокультивирования клеток и наночастиц в биологически

активной культуральной среде происходит частичный

гидролиз хлорида аммония в соответствии с уравнением

NH+
4 + Cl− + HOH ⇄ NH4OH + H+ + Cl. (2)

NH4Cl используют в гистологии в качестве красителя

тканевого материала, гематологии — для лизиса эрит-

роцитов крови, в цитологии — для сортировки клеток,

т. е. это вещество взаимодействует с клетками, способ-

ствует их разделению для последующего анализа. Также

известно, что ионы аммония синтезируются некоторыми

бактериями в организме и участвуют в физиологических

процессах [11]. Однако, как показали результаты прове-

денных исследований, наличие в культуральной среде

достаточно большого количества NH4Cl препятствует

распластыванию клеток, существенно снижает их про-

лиферативную активность.

Это подтверждает количественная оценка индекса

пролиферации СК (рис. 5). Видно, что по истечении

1 суток при добавлении питательной среды после инку-

бирования с частицами ГА, индекс пролиферации клеток

существенно снижается по сравнению с контролем.

Причем чем больше хлористого аммония в образце, тем

ниже индекс пролиферации. Отжиг образца ГА приводит

к уменьшению количества хлористого аммония, и к

увеличению пролиферативной активности СК. Хотя и

этот образец уступает контролю, но в меньшей степени

по сравнению с образцами ГА20 и ГА40.

Выводы

Получены наночастицы, содержащие ГА и хлорид

аммония в различном соотношении. Показано, что раз-

ложение кристаллов хлорида аммония происходит в

интервале температур 220−270◦C. Наличие хлорида

аммония в культуральной среде существенно снижает

пролиферативную активность стволовых клеток. Терми-

ческая обработка наночастиц при T = 300◦C приводит к

снижению их негативного влияния на пролиферативную

активность стромальных клеток, существенному повы-

шению биосовместимости.
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