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Представлены результаты сравнительного анализа спектров комбинационного рассеяния ксеноматериалов

из губчатого и компактного компонентов костной ткани после проточной делипидации. В качестве

объектов исследований были использованы 36 образцов ксеноматериалов, полученных по технологии

”
Лиопласт“r , по 18 образцов из губчатой и 18 образцов компактной костной ткани. Проточная делипидация

осуществлялась путем фильтрации растворов после деминерализации губчатой и компактной костной ткани.

В результате проведенных исследований установлено, что процесс фильтрации способствует снижению

концентрации триглицеридов в исследуемых ксеноматериалах, полученных из губчатой и компактной

костной ткани. Установлены спектральные изменения в губчатой костной ткани после фильтрации, которые

свидетельствуют о более высоком качестве обработки данных биоматериалов после этапа делипидации.
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Введение

Восстановление функций поврежденных конечностей

после травм и ранений является актуальной задачей ре-

паративной и регенеративной медицины [1]. В настоящее

время для лечения переломов костей используются био-

совместимые трансплантаты, которые должны обладать

остеокондуктивностью, остеоиндуктивностью, остеоген-

ностью, иметь структуру, сходную со структурой кост-

ной ткани для обеспечения всех важнейших процессов

остеоинтеграции, ремоделирования и физиологической

регенерации [2–5].
Постоянно увеличивающийся спрос на биоматериа-

лы определяет необходимость проведения оценки ка-

чественного и количественного состава минерального

компонента костной ткани, полученного по технологии

”
Лиопласт“r, с целью удовлетворения различных требо-

ваний стандартов, предъявляемых к активным имплан-

тируемым медицинским изделиям [6–8]. В частности,

относительное содержание липидов в костных биомате-

риалах после обработки должно составлять не более 5%.

Одним из элементов стандартной обработки является

вакуумная делипидация трансплантатов. В связи с этим

в данном исследовании была поставлена задача опреде-

лить целесообразность использования предварительной

отмывки костной ткани под вакуумом в связи с тем,

что данный этап предполагает наличие специального

дорогостоящего оборудования.

Оценку биоматериалов можно проводить с помощью

оптических методов, которые являются оперативными

и неинвазивными методами контроля [9–11]. Среди них

наиболее распространен метод рамановской спектроско-

пии [11–13]. Так, в статье авторов [12] исследованы

структурные свойства нанокомпозита с помощью рама-

новской спектроскопии, также были измерены спектры

гигантского комбинационного рассеяния (ГКР) кати-

онного порфирина, адсорбированного на поверхности

пленки нанокомпозита гидроксиапатит/серебро. В рабо-

те [13] методом ИК спектроскопии исследовался железо-

замещенный гидроксиапатит.

Цель работы: сравнительный спектральный анализ

ксеноматериалов из губчатой и компактной костной

ткани после проточной делипидации с помощью спек-

троскопии комбинационного рассеяния.

1. Материалы и методы исследований

В качестве объектов исследований были использованы

36 образцов ксеноматериалов: 18 полученных из губча-

той костной ткани коровы и 18 полученных из компакт-

ной костной ткани коровы по технологии
”
Лиопласт“r.

Деминерализация исследуемых образцов проводилась в

растворе соляной кислоты с нормальностью 2.4Н.

Исследуемые биоматериалы были условно разделены

на 2 подгруппы: прошедшие этап фильтрации и нет, в
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каждой подгруппе по 9 образцов. Во время этапа филь-

трации растворов применялись фильтры типа
”
красная

лента“ с размером пор 8−12µm.

Исследования проводились в соответствии с Хельсин-

ской декларацией, протокол был одобрен Комитетом по

этике (выписка из протокола № 242 заседания комитета

по биоэтике Самарского государственного медицинского

университета от 15.12.2021 г.).
Образцы исследовали с помощью стенда, реализу-

ющего метод спектроскопии комбинационного рассе-

яния, состоящего из высокоразрешающего цифрового

спектрометра Shamrock sr-303i, встроенной охлаждае-

мой камеры DV420A-OE (со спектральным диапазо-

ном 200−1200 nm), волоконно-оптического зонда RPB-

785 для спектроскопии КР, совмещенного с лазерным

модулем LuxxMaster LML-785.0RB-04 с длиной волны

лазерного излучения 785 nm [14].
Спектры снимались в трех точках, по 27 спектров в

каждой подгруппе. Обработка полученных спектров КР

была выполнена в программе Wolfram Mathematica 9.

Исследуемый спектр при обработке очищали от шумов

сглаживающим медианным фильтром (5 точек), опре-

деляли на выбранном интервале 700−2200 cm−1 при

помощи итерационного алгоритма аппроксимирующую

линию (полином пятой степени) автофлуоресцентной

составляющей, а затем вычитали эту составляющую, в

результате получали выделенный спектр КР [16].
Дополнительно был использован биохимический ана-

лиз, реализованный путем определения содержания ли-

пидов в образцах ксеноматериалов, полученных по тех-

нологии
”
Лиопласт“. Проведена оценка концентрации

липидов в зависимости от наличия или отсутствия

этапа фильтрации, выявлены связи между содержанием

триглицеридов в исследуемых образцах и заданными

условиями технологического процесса.

В образцах ксеноматериалов определяли уровень

триглицеридов на спектрофотометре
”
ShimadzuUV-

1280“ (Япония) по реакции с ацетилацетоном. Принцип

метода заключается в экстракции триглицеридов смесью

гептана и изопропилового спирта [17]. Триглицериды

гидролизуются щелочью с образованием глицерина,

окисляемого далее йодной кислотой до формальдегида,

вступающего в реакцию с ацетилацетоном с образова-

нием окрашенного продукта желтого цвета, регистри-

руемого при длине волны 425 nm в кюветах с длиной

оптического пути 1 cm. Результаты выражали в mg/g

ксеноматериалов.

2. Результаты исследований

На рис. 1 представлены результаты исследования

образцов ксеноматериалов из губчатой и компактной

костной ткани, фильтрованных и не фильтрованных.

Из рис. 1 можно видеть спектральные различия меж-

ду образцами, так, например, увеличение соотноше-

ния амплитуд линий 957 cm−1 (v PO3−
4 ) и 1069 cm−1
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Рис. 1. Усредненные спектры комбинационного рассеяния

ксеноматериалов, полученных из: 1 — губчатой костной тка-

ни, не фильтрованные; 2 — компактной костной ткани, не

фильтрованные; 3 — губчатой костной ткани, фильтрованные;

4 — компактной костной ткани, фильтрованные.
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Рис. 2. Разложение спектрального контура для исследуемых

образцов ксеноматериалов из компактной костной ткани.

(валентные колебания СO2
3), что обусловлено разной

степенью минерализации исследуемых образцов. Кор-

тикальная ткань является более минерализованной по

сравнению с губчатой костной тканью.

Из рис. 1 также видно, что процесс фильтрации

наиболее выраженно происходит в губчатой костной

ткани по сравнению с кортикальной и проявляется

в снижении интенсивностей линий 1129−1242 cm−1

(Amide III), 1537−1587 cm−1 (Amide II) и 1651 cm−1

(Amide I) и 1745 cm−1 (фосфолипиды), соответствую-

щих органической составляющей костной ткани.

Для получения детальной информации и повышения

информативности спектров комбинационного рассеяния

исследуемых объектов был проведен нелинейный ре-
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Рис. 3. График значений линейной дискриминантной функции

образцов ксеноматериалов: 1 — из губчатой костной ткани;

2 — из компактной костной ткани.

грессионный анализ спектров, состоящий в их разло-

жении на спектральные линии. На рис. 2 представле-

ны результаты разложения спектрального контура на

сумму распределений Гаусса для образцов из компакт-

ной костной ткани и губчатой костной ткани соответ-

ственно.

На рис. 2 среднее значение коэффициента детерми-

нации результативного спектра по исходному в диа-

пазоне 800−1780 cm−1 составило R2 = 0.99, относи-

тельная ошибка оценки интенсивности спектральных

линий a составила менее 7%, среднее стандартное

отклонение координаты линии x0 составило 0.9 cm−1,

среднее стандартное отклонение ширины гауссовой ли-

нии (HWHM) dx составило 1.9 cm−1.

Далее был проведен анализ амплитуд разделенных

линий комбинационного рассеяния образцов из ком-

пактной и губчатой костной ткани, нормированных на

интенсивности линии Amide I с помощью метода линей-

ного дискриминантного анализа (LDA). Данный метод

реализован в программной среде SPSS Statistics 23.

На рис. 3 показаны результаты сравнения LDA двух

групп образцов. Было проанализировано 108 спектров

комбинационного рассеяния ксеноматериалов (54 губ-

чатой костной ткани и 54 компактной ткани). Дискри-
минантная функция LD-1 описывает 100%-дисперсию.

Положительные значения LD-1 в основном характери-

зуют спектры комбинационного рассеяния ксеноматери-

алов, полученные из материалов губчатой костной тка-

ни, и наоборот, отрицательные значения характеризуют

спектры комбинационного рассеяния ксеноматериалов,

полученные из компактной костной ткани. Области

групп имеют значительное пересечение в диапазоне

LD-1 = {−0.75; 1.25}.

На рис. 4 показаны коэффициенты матрицы фактор-

ной структуры, имеющие физический смысл корреляции

между переменными в модели и дискриминантной функ-

цией. Чем выше значение модуля LD-1 для переменной,

тем больше она определяет различия в дискриминантной

модели между группами образцов.

Специфичность диагностической модели на основе

дискриминантного анализа составила 77.8%, чувстви-

тельность — 85.2%, что говорит о существовании

значимых различий образцов и возможности соотнесе-

ния спектров КР ксеноматериалов к различным груп-

пам.

На рис. 5, a показаны результаты сравнения LDA двух

групп образцов из компактной костной ткани. Было
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Рис. 4. График значений линейной дискриминантной функции

образцов ксеноматериалов из губчатой и компактной костной

ткани.
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Рис. 5. Графики значений линейной дискриминантной функ-

ции образцов ксеноматериалов фильтрованных и нефиль-

трованных: (a) из компактной костной ткани; (b) из губчатой

костной ткани (1 — нефильтрованные; 2 — фильтрованные).
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Рис. 6. Содержание триглицеридов в образцах ксеноматери-

алов, полученных после деминерализации различных типов

кости в 2.4H растворах соляной кислоты: 1 — из компактной

костной ткани без фильтра; 2 — из компактной костной ткани

с фильтром; 3 — из губчатой костной ткани без фильтра;

4 — из губчатой костной ткани с фильтром.

проанализировано 108 рамановских спектров ксенома-

териалов (54 фильтрованных и 54 нефильтрованных).
Дискриминантная функция LD-1 описывает 100%-дис-

персию. Положительные значения LD-1 в основном ха-

рактеризуют рамановские спектры полученных фильтро-

ванных материалов и, наоборот, отрицательные значения

характеризуют рамановские спектры нефильтрованных

материалов. Области групп имеют значительное пересе-

чение в диапазоне LD-1 = {−1.25; 1.75}.

Также на рис. 5, b представлены результаты LDA срав-

нения двух групп образцов из губчатой ткани. Проанали-

зированы 54 спектра ксеноматериалов (27 фильтрован-

ных и 27 нефильтрованных). Дискриминантная функция

LD-1 описывает дисперсию на 100%. Положительные

значения LD-1 в большей степени характерны для спек-

тров КР фильтрованных материалов, отрицательные —

нефильтрованных. Области групп имеют пересечение в

интервале LD-1 = {−0.25; 0.75}.

Из рис. 5, b видно, что спектральные изменения в губ-

чатой костной ткани после фильтрации более выражены,

чем в кортикальной костной ткани.

Далее на рис. 6 приведены результаты биохимиче-

ского анализа образцов ксеноматериалов, полученных

после деминерализации в 2.4H растворах соляной кис-

лоты. Содержание триглицеридов уменьшается в об-

разцах ксеноматериалов, полученных из фильтрованных

растворов.

Результаты биохимического анализа также показали,

что процесс делипидации в целом приводит к снижению

уровня триглицеридов в ксеноматериалах, полученных

из губчатой костной ткани коровы. Это объясняется

характерным строением этого типа ткани — систе-

мой разреженных трабекул, между которыми находится

костный мозг, поэтому деминерализация губчатой кости

происходит плавно, а содержание триглицеридов изме-

няется аналогично (рис. 6).

3. Выводы

Проведенный расширенный сравнительный анализ

спектров комбинационного рассеяния исследуемых об-

разцов ксеноматериалов, полученных из компактной и

губчатой костной ткани, показал, что наиболее выра-

женные спектральные изменения после процесса филь-

трации наблюдаются в образцах из губчатой костной

ткани и проявляются в уменьшении липидного ком-

понентного состава и незначительном изменении ор-

ганического состава, о чем свидетельствует измене-

ния на линии 1745 cm−1 (фосфолипиды), а также на

линиях 1129−1242 cm−1 (Amide III), 1537−1587 cm−1

(Amide II) и 1651 cm−1 (Amide I) соответственно. Полу-

ченные результаты могут свидетельствовать, что степень

очистки образцов из губчатой костной ткани выше, чем

в кортикальной. Таким образом, дополнительные этапы

очистки на завершающих стадиях могут существенно

повысить качество ксеноматериалов, полученных из губ-

чатой костной ткани.

Результаты подтверждены биохимическим анализом.

Процесс фильтрации, применяемый в технологии полу-

чения костно-пластических материалов, снижает содер-

жание липидов в ксеноматериалах. Применение проточ-

ной делипидации по сравнению с вакуумной значительно

удешевляет процесс производства костно-пластического

материала, так как является более доступным и эко-

номичным по времени. Содержание триглицеридов при

применении данного метода составляет не более 1%, что

соответствует требованиям, предъявляемым биоматери-

алам аллогенного происхождения.

Конфликт интересов
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